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Uvodnik

Nebraiime (se) objeviim aneb ndhoda preje piipravenym

V' minulém mésici uplynulo 103 let od narozeni
a 18 let od umrti vynikajiciho chemika Charlese J. Peder-
sena, nositele Nobelovy ceny za chemii. Tento clanek neni
pripomenutim jeho prinosu pro organickou a supramole-
kuldrni chemii, ac by si to tento objevitel crown-etherii
Jiste zaslouzil. Priklad jeho objevu zde slouzi k uvaze
o tom, co Ve je tieba k tomu, aby bylo mozno k podobné-
mu vyznamnému vysledku dospet.

Mnoho lidi Fekne o svém kolegovi, ktery se stal obje-
vitelem, zZe mél pouze Stésti. Je v tom ale trocha horké zd-
visti. Vjednom diskusnim televiznim poradu Karla Sipa
s nasimi Celnymi védci prisia re¢ na objev penicilinu, ktery
moderator v popularizacni nadsazce shrnul konstatova-
nim, ze knému stacilo Alexandru Flemingovi udrzovat
mirny neporadek v laboratori, aby mu kultury pékné zples-
nively. I kdyz realita byla jind, z uvedeného prikladu vyply-
va, ze o vzniku objevu rozhoduje casto nahoda a zZe objev
Jje zpravidla bocnim produktem jiného (do té doby hlavni-
ho) vyzkumného zaméreni.

O stesti si, jak v Zivoté, tak i ve véde, do znacné miry
rozhoduje kazdy sam. Kazda vyzkumna prace prinasi mno-
ho necekanych podnéti. O vzniku objevu pak rozhoduje
nejen odborna uroven a pripravenost iniciatora, ale i jeho
vnimavost a az zaniceni, s kterymi je schopen rozpoznat
zajimavost a diileZitost takové Stastné prihravky prirody
a dovést ji ve findle az kformulaci objevu. Presné tyto
viastnosti dovedly Charlese J. Pedersena k jeho objevu.

Cesta k Nobelové cené za objev crown-etherii zacala
vroce 1961, kdyz Ch. J. Pedersen (jiz jako vyznamny vy-
zkumny pracovnik firmy Du Pont) se v projektu stabilizace
polyolefinii zacal zabyvat ligandy pro vanadylové ionty. Ve
snaze pripravit otevieny pentadentdtni ligand nechal rea-
govat monochranény pyrokatechol (obsahujici malou pri-
més nesubstituovaného pyrokatecholu) s bis(2-chlorethyl)-
etherem v terc-butylalkoholu za pritomnosti hydroxidu
sodného jako bdze. PFi zpracovani nevdbného hnédého
pryskyricnatého produktu izoloval v zanedbatelném mnoz-
stvi (0,4 %) bilou krystalickou latku, kterou ovsem jako
nepodstatnou nezahodil. Naopak ji ditkladné analyzoval,
spravne odvodil jeji polyetherovou makrocyklickou struk-
turu dibenzo-18-crownu-6 pochdzejici z reakce nesubsti-
tuovaného pyrokatecholu, rozpoznal jeji zvlastni schopnost
komplexovat sodné kationty a pochopil i templatovy efekt
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téchto iontii pri makrocyklizacni reakci. Uvédomil si diile-
Zitost téchto zjisteni a prosadil si u oddeleni elastomertl
firmy Du Pont podporu pro dalsi mnohalety vyzkum
v tomto sméru, za jehoz vysledky nakonec obdrzel v roce
1987 Nobelovou cenou za chemii (spolu s Donaldem
J. Cramem a Jean-Marie Lehnem).

A nyni si pravdivé zhodnotme, jak sami naklddame
s takovymi necekanymi podnety. Obecné Spatné, protoze je
vesmés pomijime. Jen mala cast podnétii totiz zasluhuje
hlubsi pozornost a to je tezké rozpoznat. V lepsim pripadé
odlozime vyhodnoceni prekvapivého pokusu, az budeme
mit cas. Ale cas stdle neni, takZe na uschovanou barnku
pada prach a nakonec i tato pripominka dojde ke zkdze pri
generdlnim uklidu. Vazné je, zZe kignorovani objevnych
prilezitosti dochazi také proto, Ze vsichni jsme zapojeni
v terminovanych vyzkumnych projektech, ve kterych jsme
se zavazali pracovat na sto i vice procent, takze bychom se
neméli zabyvat nicim s projektem primo nesouvisejicim.
Dokonce jsme povinni zajistit, aby ani nejmensi cast ad-
resné pridélenych financnich prostiedkii nebyla spotiebo-
vana mimo prislusny projekt. Nechci nabadat k hospo-
darské nekdzni konstatovanim, Ze kontrola financovanit
vyzkumu tak ostre vyhrocena neni a Ze rozpoznani dilezi-
tosti podnétu nemusi byt financné ndrocné. Ndsledné Ize
na zakladé i elementarnich zjisténi ziskat pro dalsi vyzkum
financni prostredky, napriklad formulovanim nového gran-
tového projektu, coz bez vstupnich poznatkii neni mozné.

Spolecnost ocekdva od védcii objevné vysledky, i kdyz
Jje nemiize predem financni podporou iniciovat. Abychom
toto ocCekdvdni naplnili, nesmime si nechat nasadit plano-
vanim a terminovanim vyzkumu klapky na oci a chovat se
Jjako jednoucelové naprogramované stroje. Védecti a vy-
zkumni pracovnici by si méli zachovat svou vnimavost
a flexibilitu, i kdyz se tyto viastnosti jen zridka promitaji
do osobnich hodnoceni. K tomu je dobré navic pripome-
nout Pedersenovu diislednost, s kterou Sel za novym po-
znanim. Veda je jako veka a tak prileZitosti, které se ndam
k objeviim naskytnou, se jiz nejspise nezopakuji. Snazme se
je proto sami vyuzit a také nedusit nadseni z novych pod-
nétii a elan do jejich zkoumani u studentii a mladych kole-
gii. Presné to chtel vyjadrit titul této uvahy.

Petr Holy
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1. Uvod

B-Glukan je chemické oznaceni polymeru B-glukosy;
takovych polymerd, liSicich se polohou glykosidové vazby
je znamo vice (piikladem je celulosa — (1—4)-B-D-glu-
kan). Nasledujici udaje se budou tykat homopolymerQ
glukosy s linearni molekulou obsahujici (1—3)-p-D-glyko-
sidové vazby, piipadné s vétvenou molekulou, obsahujici
navic jeSté postranni fetézce, vazané (1—6)-pB-D-glykosi-
dovymi vazbami. Ackoliv jde o chemicky dosti heterogen-
ni skupinu, obvykle se tyto polysacharidy oznacuji spolec-
nym nazvem [-glukany. Je tfeba zddraznit, Ze jde o ozna-
Ceni celé fady podobnych latek, které sice vyvolavaji
v makroorganismu — byt’ s rozdilnou intenzitou — podobné
nebo témer identické imunitni reakce, ale jsou rtizného
pivodu, mohou se lisit primarni, sekundarni i terciarni
strukturou a nékterymi dal§imi vlastnostmi, predev§im
rozpustnosti ve vod¢, v alkéliich za chladu a za tepla atd.
Z toho vyplyvaji Cetné diskrepance, které lze nalézt v pra-
cich riznych autorti; tento fakt je tfeba mit stale na mysli.
Nékolik zdroju B-glukant je uvedeno v tabulce 1.

Vyznamnou vlastnosti f-glukani a divodem, proc¢
jim je vénovano tolik pozornosti, jsou jejich fyziologické
ucinky. B-Glukany patii do skupiny fyziologicky u¢innych
latek, které se souborné oznacuji jako modifikatory biolo-
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gické odpovédi (biological response modifiers, BRMs).
Modifikatory biologické odpovédi 1ze podle mechanismu
ucinku délit v zdsad€ na dv€ skupiny — cytokiny, které
zprostfedkovavaji komunikaci mezi builkami imunitniho
systému a regulaci, a imunomodulatory, ovliviiujici funkci
imunitniho systém, bud’ pozitivné (imunopotenciace) nebo
negativné (imunosuprese). Imunomodulatort je znama
cele} 2fada a je mozné je zhruba rozdélit do nékolika sku-
pin "~
1. intaktni mikroby, napf. tzv. bacil Calmettiv a Guéri-
nuv (BCG), a slozky mikrobialnich buné¢k, napft. en-
dotoxin gramnegativnich mikroorganismt  (lipo-
polysacharid, LPS), muramyldipeptid (MDP), fungél-
ni polysacharidy, polynukleotidy, bestatin;
pfirozené slozky normalniho imunitniho systému,
napf. thymové hormony, lymfokiny, monokiny;
3. syntetické latky, napf. levamisol, isoprinosin, diethyl-
dithiokarbamat.

Mezi mnoha dosud znamymi a vyzkousenymi imuno-
modulatory prvé skupiny zaujimaji vyznamné misto polysa-
charidy izolované z riznych rostlinnych druhti. Takovychto
polysacharidti, vesmés fungujicich imunopotenciacné, exis-
tuje velké mnozstvi’; do této skupiny néleZi i B-glukany.

2. Historie

Jiz nékdy od pocatku osmnactého stoleti bylo znamo,
ze nektera infekéni onemocnéni vykazovala urcity terapeu-
ticky efekt na maligni bujeni. Cilené pouziti takovéto tera-
pie se datuje zhruba od poloviny devatenactého stoleti, kdy
Busch® provadél pokusy o 1é¢bu sarkomu infekei erysipelu,
tedy B-hemolytickymi streptokoky skupiny A. Tyto 1é¢eb-
né postupy opakoval koncem devatenactého stoleti Coley”,
ktery nakonec piesel od infikovani pacientd kulturami
né¢ z kultury Bacillus prodigiosus (nyni Serratia mar-
cescens); je to své doby znamy Coleyuv toxin (ktery byl
pozdg&ji uréen jako interleukin IL-12, cit.®). V bakteriologii
bylo totiz zndmo jiz ddvno, Ze nékteré slozky mikroorga-
nismi zpasobuji v téle vysSich organismi, ptredev§im
savel, prudké reakce, analogické patofyziologickym sta-
vum pii infekei intaktnimi mikroby. V tomto sméru Coley
ale nema prvenstvi. Pravdépodobné prvni takto zkouma-
nou latkou byly endotoxiny (lipopolysacharidy, LPS)
gramnegativnich bakterii (jako jsou Escherichia coli, rody
Salmonella, Shigella, Pseudomonas, Neisseria, Haemophi-
lus a dalsi); o LPS byla publikovana zminka pied vice nez
140 lety’. Lipopolysacharidy jsou komplexni slouceniny,
skladajici se z lipidické slozky (lipid A), obsahujici C12
a C14 mastné kyseliny, navadzané glykosidovymi vazbami
na jadrovy polysacharid, ktery je spojen s vyrazn¢ imuno-
gennim O-antigenem proménlivého sloZeni, tvofenym
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Tabulka I

Nékteré B-glukany s imunomodula¢nim uc¢inkem

Nazev Zdroj Charakter polymeru
Curdlan Alcaligenes faecalis linearni
Laminaran Laminaria sp. linearni
Pachyman Poria cocos vétveny
Lentinan Lentinus edodes vétveny
Pleuran (HA-glucan) Pleurotus ostreatus vétveny
Schizophyllan Schizophyllum commune vétveny
Sclerotinan (SSG) Sclerotinia sclerotiorum vétveny
Scleroglucan Sclerotium glucanicum, S. rolfsii vétveny
Grifolan Grifola frondosa vétveny
T-4-N, T-5-N Dictyophora indusiata vétveny
Yeast glucan Saccharomyces cerevisiae vétveny

opakujicimi se oligosacharidovymi jednotkami. U c¢loveka
a experimentalnich zvifat LPS vyvolavaji zvysenou fago-
cytosu, ktera mize mit pro hostitele protektivni efekt, ale
toxické ucinky (horecka, prijmy, hypotenzni Sok, intra-
vaskularni koagulace, mnohocetné organové selhdni) zcela
prevazuji. Principem toxicity LPS je jeho lipidicka cast,
zatimco polysacharidova sloZka, s pfevazujicim obsahem
glukosy, galaktosy a mannosy®, je netoxickd a ma vyrazné
imunomodulaéni vlastnosti. Je patrné, Ze i samotné polysa-
charidy mohou fungovat jako imunomodulatory, pti¢emz
jejich toxicita je nepatrna.

Tabulka IT
Zaclenéni mikrobnich polysacharidt v historii imuno-
modulatori

Rok

1865 endotoxin (LPS)

1894  erysipelové toxiny, B. prodigiosus
1936  mykobakteridlni adjuvancia (BCG)
1941 zymosan

1943 polysaccharid ze S. marcescens
1963 Corynebacterium parvum

1964  thymové hormony

1967  picibanil (OK-432)

1968  kvasni¢ny glukan

1969  lentinan

1967  dvojvlaknové polynukleotidy
1970  tuftsin

1971 levamisol

1975  MDP
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Vlastni historie pouziti polysacharidi jako imunomo-
dulator saha do ctyficatych let minulého stoleti, kdy
Shear se spolupracovniky’ popsal latku — opét z kultury
Serratia marcescens — ktera zpusobovala nekrézu tumort.
Pozdéji tato latka (tzv. Sheariv polysacharid) byla identifi-
kovéana jako smés tii polysacharidii, obsahujicich hlavni
fetézec z D-glukosovych a D-mannosovych zbytkl vaza-
nych (1—3) glykosidovymi vazbami'’.

Postupné byly hledany dalsi polysacharidové imuno-
modulatory pochézejici z riznych zdroji a tak se objevily
na scéné PB-glukany. Pocatky vyzkumu B-glukanl spadaji
do Sedesatych a sedmdesatych let minulého stoleti. V his-
torii B-glukantt lze vystopovat dvé linie, vychazejici
z odliSnych vychodisek, ale postupné konvergujici: prvni
probihala pfedev§$im v USA a také v Evropé€, druha
v Asii, pfedev§im v Japonsku. Vyzkum B-glukant v euro-
americkém prostiedi vychéazel z poznatkdi o imunomodu-
la¢nim ucinku zymosanu, coz je smés polysacharidd, izo-
lovand ze stén kvasinek Saccharomyces cerevisiae. Zy-
mosan byl pfipraven a zkouméan nejprve Pillemerem ve
Styticatych létech minulého stoleti''; od té doby byl pouzit
v fad¢ fyziologickych a imunologickych studii. Jde o po-
tentni stimuldtor pfedev§im alveolarnich makrofagu, ktery
mj. indukuje uvolfiovani fady cytokind, pfedevsim IL-8,
z lidskych neutrofili. Ackoliv zymosan byl schopen stimu-
lovat nespecifickou imunitni odpovéd’, nebylo zpocatku
jasné, ktera slozka této pon€kud hrubé kompozice je za tuto
stimulaci odpovédna. Pfi hlub§im zkoumani zymosanu byl
jako priméarni U€innd slozka identifikovan pravé B-glukan,
ktery byl izolovan a zkouman jeho imunomodula¢ni uci-
nek. Pionyrské prace v tomto sméru provedl Nicholas R.
DiLuzio'*" z Tulane University v New Orleans.

V Japonsku k B-glukanu dospéli ponékud odlisSnym
zpusobem. V asijské mediciné ma velmi dlouhou tradici
konzumace riznych 1é¢ivych hub (shiitake, maitake, reishi
ad.). Podrobnym zkoumanim biologickych efektt, zejména
antikancerogennich ucinkid téchto hub byl opét jako hlavni
pri¢ina nespecifické imunomodulace zjistén B-glukan. Po-
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catky tohoto vyzkumu jsou spojeny se jménem Goro Chiha-
ry z Teikyo University v Kawasaki, ktery izoloval B-glukan,
nazvany jim lentinan, z houby shiitake (Lentinus (nyni Len-
tinula) edodes)".

Vsechny dostate¢né purifikované polysacharidové
imunomodulatory se vyznacuji velmi nizkou toxicitou
(napf. u lentinanu je pro my3 LDs, > 1600 mg kg™, cit.").
Casové zallenéni B-glukanii v historii rozliénych imuno-
modulatord je uvedeno v tabulce II.

Vyzkum chemického slozeni B-glukanti ma rovnéz
dlouhou, i kdyz nikoliv pfimocarou historii. Slozeni stén
riznych mikrobnich producentti B-glukanu, predevsim
kvasinek, bylo zkoumano jiz v devatenactém stoleti. Van
Wisselingh'® jiz v roce 1898 publikoval nazor, e v bunéé-
né sténé hub muize prevazovat bud’ chitin nebo celulosa.

Na ptikladu B-glukanu ze stén Saccharomyces cerevi-
siae je mozné ilustrovat, jak obtizné bylo v prvni poloviné
minulého stoleti exaktni stanoveni chemické struktury.
V padesatych a Sedesatych 1étech minulého stoleti byl B-glu-
kan, izolovany ze stén Saccharomyces cerevisiae podro-
ben zkoumani s vyuzitim tehdy béZného aparatu analyzy
sacharidd, tj. parcialni kyselé hydrolyzy, enzymové hydro-
Iyzy, methylacni analyzy, jodistanové oxidace, Smithovy
degradace (tj. jodistanové oxidace, redukce NaBH, a par-
cialni hydrolyzy) ad., zpocatku ovSem se znacné diskre-
pantnimi vysledky'™'®. Teprve zjiiténi, Ze ve stén& kvasi-
nek se miize vyskytovat n&kolik riznych typt p-glukanu',
vedlo k detailni frakcionaci komponent stén sacharomycet
a k chemické charakterizaci nalezenych slozek® a ustalil
se nazor, ze hlavni slozkou B-glukanu ze stén sacharo-

Tabulka IIT
Slozeni sténovych polysacharidd nékterych ,,hub®

Referat

mycet je mirn¢ vétveny (1—3)-B-D-glukan s vysokou mo-
lekularni hmotnosti (DP kolem 1500, molekulova hmot-
nost ca 240 kDa), s obsahem kolem 3 % vétveni -(1—6);
je to béZny partikuldrni , kvasni¢ny 3-glukan®.

Znatna heterogenita vSech pfirodnich [-glukant,
nejenom ze sacharomycet, ale i z riznych dalsich zdroju,
pochopitelné byla a dosud stale je pfic¢inou fady vzajemné
si odporujicich zavéri. V neddvné dobé¢ se tento problém
zacal feSit pripravou semisyntetickych a syntetickych
sond, vhodnych pro exaktni imunologicky vyzkum?'.

3. Zdroje a struktura p-glukani

V prirode€ se B-glukany vyskytuji v riznych zdrojich,
ovSem nejcastéji byly a jsou pfipravovany z bunéénych
stétn hub. B-Glukan se naléza také v motskych fasach
(linearni (1—3)-p-D-glukan, laminaran z rodu Laminaria
sp.)?, produkuji jej i bakterie (curdlan z Alcaligenes faeca-
lis)** a je obsaZen rovné&z v obilovinach; tam ma ponékud
odlisné slozeni nez fungélni (obsahuje jesteé B-(1—4) vaza-
nou glukosu).

Taxonomicky se pojem ,,houby* vyvijel a fada orga-
nismu, dfive fazenych mezi Fungi, je dnes zafazovana do
jinych fi8i; hovotime-li dale o houbach, bude tento taxono-
micky delikt zmirnén uvadénim tohoto slova v uvozov-
kach. Priklady slozeni sténovych polysacharidii u riznych
,,hub* jsou uvedeny v tabulce III, z niz je patrné, Ze vy-
znamnymi producenty B-glukant jsou predevsim askomy-
cety, kam naleZeji kvasinky a né€které vlaknité plisné,

Rise Ttida Priklad Prevazujici sténové
ad rod a druh polysacharidy
vegetativnich bunék
Protista Acrasiomycetes Dictyosteliales Dictyostelium discoideum celulosa — glykogen
Oomycetes Perenosporales Plasmopara viticola celulosa — B-glukan
Phytophthora infestans
Chromista - - o ,, .
Hyphochytridio-  Hyphochytriales Rhizidiomyces parasiticus celulosa — chitin
mycetes
Zygomycetes Mucorales Mucor mucedo chitosan — chitin
Chytridiomycetes Chytridiales Blastocladiella emersonii chitin — B-glukan
Ascomycetes Eurotiales Aspergillus niger
Homobasidio- Agaricales Agaricus bisporus
mycetes Lentinula edodes
Fungi Pleurotus ostreatus
Stereales Grifola frondosa
Schizophyllum commune
Hemiascomycetes ~ Saccharomycetales Saccharomyces cerevisiae mannan — -glukan
Schizosacch. octosporus
Hypomycetes Sporobolomycetaceae Sporobolomyces roseus mannan — chitin
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a basidiomycety, kam mj. nalezi vétSina makromycet, tedy
hub — jedlych ¢i nejedlych — v plivodnim slova smyslu, at’
jiz nalézanych v ptirod¢€, nebo uméle péstovanych.

Bunécnd sténa tvoii podstatnou ¢ast hmotnosti fun-
galnich bunek; u kvasinek je to mezi 15 az 25 %. Nejde
o inertni strukturu, ale Zivou organelu, kterd plni fadu
funkci — mechanickou ochranu, zajisténi osmotické stabi-
lity, vazbu sloucenin, vz4jemnou adhesi bun€k apod. Bu-
nécna sténa rovnéz funguje jako nosi¢ enzym a selektivné
permeabilni bariéra.

Vyzkum bunééné stény rtznych druht ,,hub“ nevedl
pfimocafe k jasnému modelu jeji struktury a predstavy
0 jejim uspofadani prosly uréitym vyvojem. Bunééna sténa
kvasinek podle Stratforda®® pfipomina armovany beton —
armaturu predstavuji fibrily v alkaliich nerozpustné¢ho
(1—-3)-B-D-glukanu, tvotici kolem 35 % hmotnosti stény,
a vyztuz je obklopena vyplni mannoproteinti (kolem 25-35 %
stény), vazanou k ni amorfnim B-glukanem a chitinem; po-
dobné je konstruovana bunéfna sténa i dalSich ,,hub®.
V zasad¢ stejny model fungalni stény publikoval Selitren-
nikoff”®. 'V nedavné dobé publikoval Griin®® model bu-
nécné stény askomycet a basidiomycet, podle néjz se bu-
nééna sténa vétsiny ,,hub*“ sklada z péti hlavnich slozek:
(1-3)-B-D-glukanu, (1—6)-p-D-glukanu, (1—3)-a-D-glu-
kanu, chitinu a glykoproteind. (1—3)-a-D-Glukan chybi
v kvasinkdch (napf. u Saccharomyces cerevisiae
a Candida albicans), ale je nalézan u celé tfady dalSich
prislusnikt tfidy Ascomycetes a Basidiomycetes, kde tvori
9—46 % hmotnosti bunééné stény. Chitin u sacharomycet
je pfitomen pouze v zarodecnych jizvach.

I kdyz se rizné modely bunécné fungalni stény poné-
kud 1i8i, shoduji se v tom, ze (1—3)-B-D-glukan nelezi
pfimo na povrchu stény, ale je do ni vice méné vnofen.
Z toho vyplyva vyznamnd skutecnost, tykajici se jak imu-
nologického vyzkumu, tak farmaceutického vyuziti B-glu-
kani. V makroorganismu B-glukany funguji pfedevsim
jako markery fungalni invaze, tedy aktivita preparatl se
vzhledem k lokalizaci B-glukanti bude zvySovat se stup-
ném obnazeni glukanovych fibril; zde se projevi efektiv-
nost rznych zplsobu izolace a purifikace.
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Obr. 1. Obecna struktura vétveného B-glukanu; hodnoty m a n
zavisi na puvodu B-glukanu; u linearnich B-glukani postranni
fetézec chybi

B-Glukany jakéhokoliv pivodu lze obecné délit do
dvou velkych skupin:

A. [-Glukany tvorici ve vode gel (,,rozpustné“), které lze
jeste delit dale:

a) vysokomolekularni vétvené B-glukany (napf. grifolan,
schizophyllan, scleroglucan — viz tab. I);

b) linearni B-glukany (napf. laminaran z hnédych moi-
skych fas);

¢) chemicky modifikované B-glukany (napt. karboxyme-
thylované, sulfonované ¢i fosforylované -glukany).

B. Partikularni (,,nerozpustné®) f-glukany (napf. kvas-
ni¢ny glukan).

B-Glukany prvni skupiny jsou kromé toho obvykle
kompletné rozpustné v alkaliich. V novéjsi dobé byl vyslo-
ven predpoklad, Ze (alesponn u nékterych B-glukand) roz-
pustnost nebo nerozpustnost v alkaliich je ddna pouze roz-
sahem, v jakém jsou provazany s chitinem?’.

Nézory na vztah struktury a biologické G¢innosti pro-
Sly vyvojem. Donedavna se predpokladalo, Ze biologicky
ucinné B-glukany maji podobnou strukturu — skléddaji se
z hlavniho fetézce z PB-D-glukopyranosovych jednotek
spojenych vazbou (1—3), na ktery je v ndhodnych mistech
navazano vazbou (1—6) po jedné PB-D-glukopyranose
(obr. 1). OvSem detailni struktura téchto polysacharidii
z riznych zdroji se li§i, podobné jako jejich biologicka

Tabulka IV

Stupen vétveni (DB) u riznych B-glukand

B-Glukan Zdroj DB
Pachyman Poria cocos 0,015-0,02
Kvasni¢ny glukan Saccharomyces cerevisiae 0,03-0,2
Lentinan Lentinula edodes 0,23-0,33
Pleuran Pleurotus ostreatus 0,25
Grifolan Grifola frondosa 0,31-0,36
Skleroglukan Sclerotium glucanicum 0,3
Schizophyllan Schizophyllum commune 0,33

SSG Sclerotinia sclerotiorum 0,5
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aktivita®™ 2. Molarni stupefi vétveni (degree of branching,
DB) nékterych B-glukant je uveden v tabulce IV. V nativ-
nim B-glukanu se skladaji fibrily z organizovanych ¢asti,
kdy hlavni fetézce jsou sto¢eny do trojité Sroubovice; tyto
oblasti jsou kombinovany s jednoduchymi nebo dvojitymi
vldkny z (1—3)-B-D-glukopyranos®~*. Trojnsobny helix,
stabilizovany postrannimi fetézci, se ovSem pravdépodob-
né vyskytuje pouze u P-glukani s velkou molekulovou
hmotnosti (>90 kDa)*’; tento konformer je tvofen vizdy
tfemi vodikovymi vazbami v poloze C-2 (cit.*®). Vodiko-
vé vazby lze prerusit zvysenou teplotou, vysokym pH nebo
uréitymi rozpoustedly.

V otazkach vztahu struktury, velikosti molekuly
a biologické ucinnosti se literarni udaje dosti li§i. Napfii-
klad antitumorova aktivita schizophyllanu se tidajné proje-
vuje pouze tehdy, vyskytuje-li se ve formé trojitého helixu
a pfi molekulové hmotnosti v&tsi nez 100 kDa (cit.”).
Obecné si lze ovSem piedstavit, Ze trojnasobnd helikalni
struktura pravdépodobné nebude jedinou u¢innou formou
B-glukanu, nebot’ plisobenim alkalického prostiedi, které
se pouziva ve vétsing izolacnich postupti, dochazi k jejimu
rozvoliovani®®*’. Nejnové&jsi nahledy rovnéz nepotvrzuji
vzité predstavy o nutnosti velké molekulové hmotnosti
a vétveni biologicky u¢innych B-glukanti — zda se, Ze zfej-
mé¢ nejsou nutnou podminkou pro Gcinek [-glukanti.
U antigennich polysacharidovych determinant jiz pied
tiiceti lety zjistil Kabat®!, e velikost vazebného mista na
protilatce odpovida Sesti nebo sedmi monosacharidovym
jednotkam. Zda se, Ze i u B-glukanu velikost vazebného
mista — tentokrat na receptoru imunokompetentni buiky,
napt. makrofagu — muze zhruba odpovidat tomuto poctu
glukosovych zbytka?'**.

4. Mechanismus ucinku

Hlavni imunofarmakologické aktivity B-glukanti zahr-
nuji zvyseni rezistence hostitele v virovym®, bakterial-
nim***, fungélnim a parasitarnim infekcim®, protinddorovy
efekt a prevenci karcinogeneze*®*””® a radioprotektivni Gi¢in-
ky*™'; v Japonsku se jiz vyuziva fungalnich B-glukani
(lentinan, schizophyllan) pii 16¢b& rakoviny klinicky™. Je
znama protektivni role B-glukand vici genotoxickym téin-
kim nékterych protirakovinnych lé¢iv (cyklofosfamid,
adriamycin, cisplatina)™**. Kvasni¢ny B-glukan je schop-
ny absorbovat mykotoxiny (zearalenon, aflatoxin B1, deo-
xynivalenol, ochratoxin A, patulin), pravdépodobné pro-
stiednictvim vodikovych mustkii a van der Waalsovych
sil; tento efekt B-glukant je vyznamny zejména u hospo-
datskych zvitat™. V posledni dobé se rovnéz prokézalo, Ze
B-glukan mize mit vyznamny efekt pfi profylaxi nasledki
pouziti biologickych zbrani, predevSim nakazy anthra-
xem™. Vyznamny je uginek obilovin (jemen, oves)
ajedlych hub (Grifola  frondosa, Lentinula edodes
a Flammulina velutipes®'; Pleurotus ostreatus™; Agaricus
bisporus™), dany obsahem B-glukantl, na snizovéani hladi-
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ny sérového cholesterolu a jaterniho lipoproteinu s nizkou
hustotou (LDL), vedouci ke snizovani rizika aterosklerozy
a onemocnéni srdce. Je zndmo, ze obilniny, houby a kva-
sinky podporuji stievni motilitu a mohou byt vyuzity
k zlep3eni intestinalnich potiZi, zejména obstipace®*®’; ne-
stravitelné B-glukany predstavujici vyznamnou slozku téch-
to latek, mohou rovnéz modulovat mukosalni imunitu stfev-
niho traktu®. 'V centrlnim nervovém systému B-glukany
aktivuji mikrogliové buiiky®®; mikroglia hraji vyznamnou
ulohu pfi ochrané pfed onemocnénim typu Alzheimerovy
nemoci nebo AIDS®.

Mozné uc€inky P-glukanti v makroorganismu jsou
tedy velmi rozmanité a zasahuji nejen imunitni systém,
pravdépodobné je vsak vétSina popsanych ucinkd urcitym
zpusobem s funkci imunitniho systému vice ¢i méné spoje-
na. Nejvyraznéji se ucinek B-glukanli projevuje zvysenim
fagocytarni a proliferativni aktivity profesionalnich fago-
cytd. Mezi tyto bunky nalezeji neutrofilni granulocyty,
monocyty, makrofagy a dendritické buniky. V projevech
biologické aktivity B-glukand se nejvice uplatituji makro-
fagy'**% které jsou povazovany za zakladni vykonné
buiky v obrané hostitele proti bakteriim, prvokiim, virGm,
vicebunéénym parazitiim, nadorovym bunikam a chybnym
vlastnim bunéénym klondm.

Makrofagy jsou soucasti nespecifického (vrozeného,
neadaptivniho), evolu¢né starSiho imunitniho systému,
ktery kromé fagocytt, tj. bun€k pohlcujicich mikroorga-
nismy, zahrnuje slozitou soustavu sérovych proteinti zva-
nych souhrnné komplement a celou fadu dalSich rozpust-
nych rozpoznavacich a efektorovych molekul®’. Vrozena
imunita je zaloZena na neklonovych receptorech (pattern
recognition receptors, PRRs, znaky rozpoznavajici recep-
tory), které rozeznavaji ur€ité molekuly na povrchu inva-
dujiciho mikroorganismu, souhrnné oznacované jako mo-
lekularni znaky asociované s patogeny (pathogen-
associated molecular patterns, PAMPs); navzdory nazvu
nejsou unikatni pouze pro patogeny, pro preZziti a patogeni-
tu daného organismu jsou ovSem zasadni. PAMPs se
odliSuji od molekul hostitele, nepodléhaji antigenni pro-
meénlivosti, jsou evoluéné vysoce konzervované a invari-
antni u vSech mikroorganismt urcité tfidy. Nalezeji k nim
mj. rizné biopolymery, tedy i B-glukany, které — jak bylo
zminéno vySe — jsou obligatni sloZkou povrchu vétSiny
,hub®.

Makrofagy deteguji PAMPs prostiednictvim celé fady
receptori. K rozpoznavani B-glukanu maji makrofagy
k dispozici né€kolik receptort: TLR-2 (toll-like receptor
2), dectin-1, CR3 (complement receptor 3), laktosylcera-
mid a pravdépodobné i dalsi. Receptory nejsou ovSem
prilis specifické a deteguji obvykle nékolik rtznych
PAMPs.

Toll-like receptory (TLRs) byly objeveny relativné
nedavno, ackoliv jde o mozna nejdilezitéjsi receptorové
molekuly neadaptivni slozky imunitniho systému. Jsou to
typické znaky rozpoznavajici receptory (PRRs), které se
vazi s molekularnimi znaky asociovanymi s patogeny
(PAMPs); u obratlovci napomahaji aktivaci adaptivniho
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Tabulka V
Priklady makrofagovych receptorti a odpovidajicich molekularni znaki asociovanych s patogeny (PAMPs)
Charakter receptoru Receptor Primarni PAMP
Transmembranové proteiny CR3 iC3b opsonizované ¢astice, LPS, B-glukan, Candida
albicans, Mycobacterium tuberculosis,
Cryptococcus neoformans
dectin-1 Saccharomyces cerevisiae, B-glukan, C. albicans,
Pneumocystis carinii, Aspergillus fumigatus
TLR-2 bakterialni lipoproteiny, LPS, zymosan, -glukan
Glykosfingolipid laktosylceramid B-glukan, C. neoformans,
C. albicans, Helicobacter pylori
Glykoproteiny scavengerové Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria
receptory monocytogenes, M. tuberculosis, Neisseria meningi-

tidis, Streptococcus spp., H. pylori, LPS, bakterialni
DNA
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Obr. 2. Schematické znazornéni receptoru CR3 (podle’);
B-glukan se vaze na lektinové misto

imunitniho systému®. TLRs odvozuji své jméno od sek-
ventni homologie s proteinem, kdodovanym genem Toll
nalezenym u musek rodu Drosophilla, kde hraje roli pfi
embryogenezi a, jak bylo pozdé€ji nalezeno, u dospélci
napomaha ochrané pred fungalni infekci’™'. TLRs jsou
transmembranové proteiny s extracelularnimi repetitivnimi
sekvencemi bohatymi na leucin; dosud je jich zndmo asi
10, pficemz B-glukan (ale i zymosan, intaktni kvasinky,
LPS a dalsi) se vaze piedeviim na TLR-2 (cit.”>").

Dectin-1 je lektin nalézajici se na povrchu makrofagu,
ktery se specialn¢ ucastni detekce a fagocytoézy fungalnich
patogend; v urcitych piipadech spolupracuje s TLR-2. Je
to rovnéZz transmembranovy protein a plni fadu funkci,
zahrnujicich vazbu fungalniho PAMP, pohlceni a usmrceni
invadujicich bunék a indukci tvorby cytokind a chemoki-
na.

Komplementovy receptor 3 (CR3, také oznacovany
jako integrin CD11b/CD18, aMB2 a MACI1) je jednim
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z nejvice promiskuitnich PR receptorti. Rozpoznava totiz
kromé komplementovych komponent celou fadu dalSich
ligandl, mezi nimi i B-glukan. Receptor CR3 se sklada
z né€kolika domén, rozpoznavani sacharidi zprostiedkovava
lektinova doména*’ (obr. 2). Pokud dojde k soudasné vazbé
fragmentu komplementu iC3b, spousti navazani B-glukanu
fagocytosu a degranulaci.

Laktosylceramid (také oznacovany CDwl17 nebo
GalB4GlcB1Cer) je glykosfingolipidovy PRR, ktery se
naléza v plasmatické membran€. Rozpoznavani B-glukanu
zprostiedkované laktosylceramidem vyvolava rizné bu-
nécné odpoveédi, véetné produkce cytokinl a respirac¢niho
vzplanuti™®. Piiklady makrofigovych receptori a odpovi-
dajich PAMPs jsou uvedeny v tabulce V.

Navazani B-glukanu na receptor makrofagy aktivuje.
Aktivace zahrnuje n€kolik souvisejicich pochodi:
zvySeny pohyb (chemokinesi) makrofagu,
sméroveé orientovany pohyb (chemotaxi), migraci
makrofagl k ¢asticim, které maji byt fagocytovany,
degranulaci vedouci ke zvySené expresi adhesivnich
molekul na povrchu makrofagi, k podpofe adheze
k endoteliu, a k migraci makrofagi do tkani,
intracelularni procesy, charakterizované oxidativnim
(respira¢nim) vzplanutim po fagocytose invadujici
bunky (tvorba cytotoxickych reaktivnich kyslikatych
intermediatt a volnych radikalt (peroxid vodiku, hyd-
roxylovy radikal, superoxidovy radikal, NO, HCIO,
HIO ad.)), zvySenim obsahu a aktivity hydrolytickych
a metabolickych enzymil,
signaliza¢ni procesy, které vedou k aktivaci dalSich
fagocyti a sekreci cytokini a jinych latek vyvolavaji-
cich zanétlivé reakce (napf. interleukiny IL-1, IL-6,
tumor nekrotizujici faktor TNF-at).

Pro farmakologicky efekt B-glukanu je dilezité, zZe
ucinek aktivovanych makrofagli nesméfuje pouze proti akti-
vatoru, ale také proti jakémukoliv pfitomnému antigenu,
mikroorganismu nebo nadorové butice. Vzhledem k tomu,
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ze savci postradaji ve své enzymové vybavé f-glukanasy,
predstavuji soucasné makrofagy pravdépodobné jediny na-
stroj likvidace B-glukanu v téle; fagocytovany B-glukan je

v nich degradovan oxidativni cestou®®.

5. Nezadouci ucinky

Prevazujici imunofarmakologicky ucinek B-glukant
je pozitivni, nelze vSak prehlédnout ani urcité nepfiznivé
vedlejsi Gcinky, které tyto latky maji. V soucasné dobé je
popsano pomérné¢ malo nezadoucich efekti [B-glukant,
nicméné lze predpokladat, Ze s postupujicim prohlubova-
nim znalosti o Sirokospektrych ucincich téchto latek se tato
oblast bude rozsitovat.

Intramuskularné podavany partikularni B-glukan pa-
sobi v misté vpichu zanétlivou reakci a tvorbu granulomd,
a predeviim je tento zpiisob aplikace zna&né bolestivy®’.

Samotny fakt, Ze B-glukan je pficinou vzniku zanétli-
vé reakce, sebou piindsi urCité nebezpeci. Fyziologicky
z4anét probihd v rozsahu i tempu odpovidajicim vyvolavaji-
ci noxe, tedy pfitomnosti B-glukanu. Pokud v§ak piisobeni
noxy pretrvava — a to vzhledem k obtizné odbouratelnosti
B-glukanu je mozné — muze dojit k patologickému zanétu
s nadmérnym tkafiovym poSkozenim, s prechodem do
chronicity, poruchami imunoregulace a rozvojem imuno-
patologického (napf. autoimunitniho) procesu. Nejvaznéjsi
hrozbu predstavuje generalizace zanétlivych  déju
srozvojem Soku a fatdlnim multiorgdnovym selhdnim
(multiple organ dysfunction syndrome, MODS); takovy
piipad byl popsén u zymosanu’.

Dvojsecna je funkce oxidu dusnatého. Oxid dusnaty,
,»molekula roku 1992%, za objev jehoz fyziologickych
ucinki byla v roce 1998 udélena Nobelova cena za fyzio-
logii a lékafstvi, je v makrofazich produkovéan inducibilni
synthasou oxidu dusnatého (iNOS); jeji syntéza je spousté-
na navazanim B-glukanu na PRR. Produkovany oxid dus-
naty puisobi cytotoxicky na nadorové buitky’®”’ a méa vy-
razny antimikrobni G¢inek na fadu patogeni™’’, na druhé
strang ale pisobi poskozeni tkani a DNA®* a ve vysokych
koncentracich miize pusobit septicky Sok: pretrvavajici
pusobeni aktivatoru indukuje expresi iNOS a zvysena tvor-
ba NO, kterd ma likvidovat infekci, plisobi vasodilatacné
na cévy, ¢imz dochazi k silnému poklesu cévniho odporu
atlaku krve®'; u B-glukanu zatim takovyto efekt nebyl
popsan, ale je predstavitelny.

Inhalace intaktnich bun¢k nebo bunécného detritu
plisni nebo kvasinek, coZ jsou sougasti domaciho prachu®
nebo riznych zemédélskych a primyslovych pracha®,
zpusobuje tzv. syndrom toxického organického prachu
(TODS), ktery je charakterizovany plicnimi reakcemi,
véetné zanétu plic, kasle a chronické bronchitidy®, dale
rhinitidou, bolestmi hlavy a drazdénim oéi a krku®. Pod-
statou téchto potizi je P-glukan, ktery prostfednictvim
aktivace makrofagli, monocytl a leukocytl plisobi zvyse-
nou sekreci prozanétlivych slozek (mj. TNF-o a IL-8).

Vzhledem k tomu, ze aplikace B-glukanti v lidském
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téle vyvolava prozanétlivé pochody, lze predpokladat, ze

-----

1éCivy. Skutecné byl popsan letalni efekt, zplisobeny dere-
gulaci cytokinového systému, u mysi, kterym byl podavan
B-glukan (Sonifilan) a indometacin®, nesteroidni protiza-
nétlivé 1écivo (NSAID).

6. Mozné alternativy dalSiho vyzkumu

Ptirodni pivod z riznych zdroji, polymerni charak-
ter, zplisoby izolace, nerozpustnost nebo omezena rozpust-
nost preparati, jejichz frakcionace je pak neredlna, to vse
vede k tomu, ze kazdy preparat B-glukanu, zejména parti-
kularniho, je nutné heterogenni. I kdyz v fadé ptipadi
heterogenita -glukanu z hlediska velikosti molekuly, vét-
veni a krystalické nebo amorfni struktury zadsadnim zptso-
bem neméni u€inky B-glukanu in vivo, pro seriézni farma-
kologicky vyzkum i pro schvalovaci fizeni je to znacnou
komplikaci. Neni divu, Ze vétSina preparati obsahujicich
B-glukan — aby se tyto komplikace obeSly — je zafazena
jako potravina pro zvlastni vyzivu nebo potravni doplnék.
Timto zpltisobem se ovSem na trh dostava nepfeberné
mnozstvi riznych vyrobki, obsahujicich vétsi ¢i mensi
mnozstvi B-glukanu, mnohdy zna¢né& pochybného pilivodu,
s nejistym uc¢inkem a klamavou reklamou.

Problém heterogenity a nestandardnosti rliznych pii-
rodnich B-glukanti na solidni vyzkumné trovni lze feSit
rizné. Predevs$im se naskytd moznost zdokonalovani izo-
lacnich postupti k ziskani produktii s co mozna izce vyme-
zenym chemickym sloZenim, a vyuZiti modernich metod
fyzikalné-chemické analyzy k jejich spolehlivé identifika-
ci. Dalsi moZnosti je pfiprava chemicky modifikovanych
glukand, které diky své znacné rozpustnosti je mozné po-
mérn¢ uspeédné frakcionovat; u nekterych takovychto pro-
dukti ale klesé biologicka G¢innost. V nedavné dobé se
tento problém =zacal feSit pfipravou semisyntetickych
a syntetickych sond, vhodnych pro exaktni imunologicky
vyzkum?'. Obecnym feSenim je navazani kratkych oligo-
mert glukosy obsahujicich B-(1—3) a B-(1—6) vazby na
polymerni nosi¢ s definovanou velikosti a strukturou. Lze
divodné predpokladat, ze takovyto ,,synteticky” B-glukan
bude interagovat s receptory imunokompetentnich bunék
a vyvolavat analogické reakce, jako B-glukan pfirozeny;
z imunofarmakologického hlediska by jej mohl konecné
zcela nahradit.

Vsechny tyto kroky jsou vedeny snahou zajistit $-glu-
kaniim adekvatni pozici, ktera primarné vyplyva z jejich
mohutnych imunofarmakologickych ucinkd, ale diky pro-
blémim zminénym na pocatku odstavce je nékdy obtizné
hajitelna.

7. Zavér

Mezi mnoha dosud zndmymi a vyzkouSenymi imuno-
modulatory zaujimaji vyznamné misto polysacharidy izo-
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lované z rGznych ptirodnich zdroji. Vyznamnou skupinu
téchto polysacharidii pfedstavuji homopolymery glukosy,
oznacované struéné jako B-glukany, s linearni molekulou
obsahujici (1—3)-B-D-glykosidové vazby, pfipadné s vét-
venou molekulou, obsahujici jesté (1—6)-B-D-glykosidové
vazby. B-Glukany se staly na urcitou dobu téméf modni
zalezitosti, k ¢emuz jisté prisp€la jejich vyznamna vlast-
nost — nizka az zanedbatelna toxicita, coz se o fad¢ dalSich
imunomodulatort neda tvrdit. Byl testovan jejich ucinek
na nejriznéj$i onemocnéni — infekce, choroby z ozéfeni
a predevs§im na neoplasmatické bujeni. Pozlstatkem téchto
pionyrskych let je zaplava riiznych potravnich dopliku
a ,alternativnich* 1é¢iv, nabizenych obvykle chabé pouce-
nymi neodborniky. Samoziejmé, Ze po urcité dobé vina
nadSeni opadla a B-glukany byly naopak fadou odbornika
vystaveny — mnohdy neopravnéné — kritice. Ditlvodem
byly ptedev§im malo definované preparaty, a nespecificky
a prili§ komplexni u¢inek. V prvotnim nadSeni byly piezi-
rany i mozné nezadouci ufinky B-glukand. Zhruba v po-
slednim desetileti dospél vyzkum B-glukanti na renomova-
nych pracovistich do stadia, kdy jsou znamy zakladni me-
chanismy jejich u¢inku, a souvislosti mezi strukturou
a ucinkem dostavaji jasné obrysy. p-Glukanim se tak real-
né rysuji ty moZznosti, které jim byly davany do vinku pfi
jejich debutu pred téméf pulstoletim. Znacnou pozornost
vénuje piibuzné problematice i tento Easopis®.

Prace na této publikaci byla financovana z grantu
GA CR 521/07/J039 a 525/05/0273.
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M. Novak (Department of Carbohydrate Chemistry

and Technology, Institute of Chemical Technology, Pra-
gue, Czech Republic): B-Glucan, Its History and Present

B-Glucan, a naturally occurring polysaccharide, is

found mostly in the cell wall of fungi. In macroorganisms
it acts as a potent biological response modulator. Its his-
tory began in the sixties of the last century, when it was
found as a main component of zymosan as well as of ex-
tracts from medicinal Asian mushrooms. The review item-
izes sources, structure, mechanisms of biological effects
and adverse reactions of B-glucan and proposes alterna-
tives of the future research.
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1. Uvod

Metody piipravy a chemické modifikace nanocéstic
(objektd o rozmérech 1-200 nm), jsou v soucasnosti inten-
zivné rozvijeny a vyuZivany. Témito postupy, které kom-
binuji poznatky z chemie, fyziky nebo biologie, lze fidit
tvar a velikost pfipravovanych nanoc¢astic a dosahovat tak
ojedinélych optickych, elektronickych a katalytickych
vlastnosti ptipravenych materiala'~>.

Protoze v soucasné dobé byla jiz publikovana fada
praci vyuzivajicich systému s nanocasticemi i v analytické
chemii, je cilem tohoto ¢lanku upozornit na soucasny stav
v této expandujici oblasti elektroanalytickych, spektrosko-
pickych i separac¢nich metod.

1.1. Historie

Prvni zminky o nanocasticich pochazeji z patého nebo
&tvrtého stoleti pt. n. 1. z Egypta a Ciny. Tehdy bylo obje-
veno ,,rozpustné zlato®, které bylo pouzivano jak pro este-
tické (vyroba rubinového skla, barveni keramiky), tak pro
1é¢ivé ucely (srdecni a sexualni problémy, tplavice, epi-
lepsie a nadory a pro diagndzu syfilis).
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V roce 1857 Faraday oznamil ziskani koloidniho zlata
redukei vodného roztoku tetrachlorozlatitanu. Termin ko-
loid (z francouzského colle) byl vytvofen Grahamem
vroce 1861. V tomto obdobi byly také pfipraveny dalsi
koloidni kovy.

Na rozkvét si ale tato oblast nanotechnologie, ktera je
pokracovanim koloidni chemie, musela pockat jeste jedno
stoleti. Z t¢ doby pochazi vyrok laureata Nobelovy ceny
Richarda Feynmana ,,There is plenty of room at the bot-
tom*, kterym navrhl smér pro rychle se rozvijejici védec-
kou oblast nanotechnologie. Koncem 20. stoleti uz uméli
védci manipulovat s atomy, molekulami a klastry na povr-
Sich. Miniaturizace struktur konvencni a elektronovou
litografii dosahuje teoretického limitu kolem 50 nm. Pro
dal$i minituarizaci musely byt vyvinuty alternativni meto-
dy. A tak védci nasledujici Feynmanovu vizi pouzili atomy
a molekuly jako stavebni jednotky pro kompletaci struktur
v fadech nanometri ,,zdola nahoru®“. Unikatni elektrické
vlastnosti téchto nanocastic®’, stejné jako jejich optické
a fotofyzikalni vlastnosti, jako je velikosti kontrolovana
plasmonova absorbance, elektronova generace paru elek-
tron-dira a fluorescence, umoziuji ¢asticim predavat elek-
tronické a fotonové signaly.

1.2. Pfiprava nanocéastic

Jiz pfi pfipravé vlastnich nanocéstic je tfeba uvazit
jejich dalsi aplikaci. Nanoc¢astice mohou byt ptipraveny
riznymi metodami a lze tak dosdhnout pozadovanych
velikosti a tvart a tim i pozadovanych chemickych a fyzi-
kalnich vlastnosti. Mezi nejrozsifenéjsi typy patii nanocés-
tice kovi (napf. zlata, stiibra), nanocastice oxidi
(kfemicitého, titanicitého), sulfidi (kademnatého), seleni-
di (kademnatého) a polymerni nanocastice (kopolymery,
dendrimery).

Chemicka metoda ptipravy nanocastic kovu je zaloze-
na na nukleaci a ristu tuhé faze. Tento proces je nejcastéji
vyvolan chemickou redukci soli kovii. Ke kontrole riistu
nanocastic a k jejich ochrané pred agregaci je pouzivano
velké mnozstvi stabilizatort, napt. donorové ligandy (napf-.
thioly) nebo polymery. Prvni reprodukovatelny standardni
navod pro ptipravu koloidt kovii publikoval Turkevitch®,
ktery také navrhl mechanismus pro tvorbu nanocastic zalo-
zeny na nukleaci, riistu a agregaci a je stale platny.

Redukce soli pfechodnych kovi v roztoku je nejvice
roz§ifena metoda pro piipravu koloidnich suspenzi kovi
aje velmi jednoduSe proveditelna. Umoznuje, aby byly
v gramovych mnozstvich pfipraveny koloidni nanocastice
pozadované velikosti s malou odchylkou. Za timto ucelem
je pouzivan Siroky rozsah reduk¢nich €inidel, napf. hydri-
dy (NaBHy,) a soli (citrat sodny)’.

Kromé pfipravy nanocastic kovil lze ziskat i nanocés-
tice jejich oxidd, sulfidi a selenidd, jejichz vyuziti ale neni
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Obr. 1. Schéma modifikace povrchu nanocastice; X — funkéni skupina, Y — latka majici funkéni skupinu interagujici s X

tak Siroké, jako v piipadé samotnych kovi. Syntéza je
vétSinou provadéna ve vodnych roztocich, ve kterych se
jako redukéni ¢inidlo pouzivd hydrazin nebo hydroxyl-
amin®.

Polymerni nanocastice se vétSinou ziskavaji fizenou
polymeraci ve vod¢ pusobenim peroxidu vodiku, tepla
nebo ultrazvuku'®. Lze tak napf. pfipravit kopolymery
alginat sodny-chitosan a anthracen-polyakrylamid'’.

Jak bylo uvedeno dfive, velikost ¢astic a jejich distri-
buce zasadné ovliviiuje vlastnosti danych nanodastic.
K metoddm umoZiujicim pfistup k t€mto informacim patfi
predeviim metody elektronové mikroskopie'' a metody
studia povrchlt — skenovaci elektronovd mikroskopie
(SEM), mikroskopie atomarnich sil (AFM), rentgenova
fluorescencni spektroskopie (XFS), popi. spektroskopie
povrchem zesileného Ramanova rozptylu (SERS). Vedle
téchto pomérné sofistikovanych metod lze v fadé ptipadi
ziskat dostacujici informaci i napf. metodou absorpcni
spektrometrie (UV-VIS spektrometrie) nebo elektroche-
mickymi metodami.

Vzniklé nanocéstice lze pro analytické Ucely pouzit
pfimo (nanocastice polymeri), ale vétSinou se provadi
modifikace jejich povrchu (nanocastice kovil). Naptiklad
u nanocastic zlata, které jsou velmi ¢asto pouzivané, se
modifikace provadi navdzédnim thiolem modifikovanych
molekul, coz vede ktvorbé kovalentnich vazeb téchto
molekul na nanocastice (obr. 1).

2. Pouziti nanocastic

Vedle zdkladnich praci demonstrujicich vSeobecné
pouziti nanocastic, jiz existuje fada praci vyuzivajici nano-
Castice pro analytické Ucely. Analytické systémy
s nanocasticemi totiz dosahuji Casto lepsich vlastnosti nez
systémy puvodni, at’ uz se jednd o moznost detekce no-
vych analytil, snizeni meze detekce a nebo zlepseni Ucin-
nosti separace.
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2.1. Elektrochemické metody

Mezi elektrochemické metody vyuzivajici modifikace
povrchu elektrod nanocasticemi patii velmi ¢asto voltame-
trické metody. Pouzivaji se klasické elektrody, ale i mikro-
elektrody'”.  Nanocastice byly ale také vyuzity
v potenciometrii napt. pro pripravu iontové selektivni
elektrody'®, senzorického pole'? a elektronického jazyku'.
Imobilizace na povrchu elektrod se provadi bud’ fyzikalni
adsorpci a nebo pomoci chemického navazani, kdy modifi-
kované nanocastice reaguji s povrchem elektrody, na je-
jimZ povrchu je navazana vhodna latka. Obzvlasté vhodné
pro chemickou modifikaci jsou zlaté elektrody, na jejichz
povrch se navaze dithiol pres jednu z SH skupin a na druhé
SH skupiny se navazi nanoastice'® (obr. 2).

Jako priklad aplikace elektrod modifikovanych nano-
Casticemi, které umoznily snizit mez detekce o nekolik
¥adi, lze uvést stanoveni As>* diferencni anodickou roz-
poustéci voltametrii, pomoci niz bylo dosazeno detekéniho
limitu 0,09 ppb. Modifikace elektrody nanocésticemi zlata,
na jejichz povrchu byl navazan poly(L-laktid), byla prove-
dena cyklickou voltametrii. Ziskana elektroda byla velice
selektivni, takze vykazovala spravnou odezvu i za pritom-
nosti dal$ich iontti o fadové vyssich koncentracich'®.

Dalsimi analyty detegovanymi ve vodach byly napf.
dusi¢nany'’, méd'naté ionty, pesticidy a herbicidy'®. Elek-
troda citlivi na As®" byla vyuzita pro stanoveni sulfida
v kyselych destich'’.

Pro stanoveni t€kavych organickych latek bylo pouzi-
to senzorové pole slozené z péti platinovych elektrod mo-
difikovanych rGznymi nanocasticemi. Pro vyhodnoceni
byly pouzity neuronové sits'?.

Dalsi pouziti nalezly elektrody modifikované nano-
Sasticemi ve farmacii, kde slouzi ke stanoveni 16&iv',
a v Iékafstvi pro analyzy biologickych vzorka™. Stanovo-
vany byly napf. hemoglobin, cytochrom ¢, glukosa a pero-
xid vodiku. Pouzité elektrody byly vétSinou biosenzory,
v mens$i mife byly pouZzity i chemické rozpoznavaci systé-
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Obr. 2. Schéma imobilizace nanodastic zlata na povrch modifi-
kované zlaté elektrody

my. Za zminku stoji i moznost detekce sekvenci DNA?!,
pfi které se vyuZzivaji nanocastice s imobilizovanym oligo-
nukleotidem. Vyhodou je nizk4d mez detekce, takze odpada
nutnost pouzit PCR.

2.2. Spektrometrické metody

Jak bylo zminéno v Gvodu, spektrometrické metody
patii mezi hlavni metody studia vlastnosti modifikovanych
nanocastic, a proto i analytické stanoveni t€émito metodami
patii mezi nejcetn€jSi. Vlastnosti nanocastic, jako jsou
jejich pramér, tvar, koncentrace a moznost interagovat
s malymi molekulami a biomolekulami, maji velky vliv na
jejich optické vlastnosti.

Z pohledu primétené narocnosti pfistrojového vyba-
veni jsou vyuZzivany vedle jiz zminénych metod absorpéni
spektrometrie (UV/VIS a IR) a spektroskopie povrchem
zesileného Ramanova rozptylu (SERS), také metody zalo-
zené na rozptylu svétla (rezonan¢nim, dynamickém)
a luminiscen¢ni metody. Volba metody zavisi pfedevs§im
na vlastnostech pouzitych nanocéstic. Typicky experiment
je zaloZen na tvorbé smési analytu (vzorku) a koloidu vy-
tvofen¢ho predem nebo in situ.

Absorpcni spektrometrie

Schopnost kolektivnich oscilaci valen¢nich elektroni
jednotlivych nanocastic uréitych kovi vede k moznosti
sledovani tzv. plasmonové rezonance, jejimz disledkem je
intenzivni absorpéni pas ve viditelné oblasti spektra®.

Toho bylo vyuzito napf. pro stanoveni lithnych iontd
ve vodném prostiedi. Chemicka modifikace zlatych nano-
¢astic thiolovym derivatem molekuly komplexujici selek-
tivné lithium umoznila pouziti tohoto systému ve vodném
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prostiedi, ve kterém samotny selektor neni rozpustny®.
Zmény absorpcniho spektra ve viditelné oblasti umoznily
stanovit koncentrace lithnych iontd v pfitomnosti Na*
a K. Selektor na bazi cyklickych etherli umoZfiuje stano-
veni ostatnich alkalickych ionti (sodnych a draselnych).

Sledovanim zmén plasmonového absorpcniho pasu
nanocastic pfi biomolekuldrnich interakcich bylo v mnoha
pfipadech dosazeno velmi nizkych detekénich limith
(107 mol I""). Na nanogéstice zlata byly navazany pepti-
dy, enzymy nebo 1é¢iva>>*, popk. byly nano&asticemi zna-
eny viry®.

Zavislost vlnové délky plasmonové absorbance na
velikosti nanoCastic a jejich agregati byla vyuzita
v jednoduché metodé detegujici olovnaté ionty, které svou
pritomnosti rozrusuji dany nanocasticovy systém a méni
tim jeho barvu, resp. absorpéni spektrum?’. Na stejném
principu je zaloZena i detekce adenosinu®®.

Kovové nanocastice 1ze modifikovat i jinak nez kova-
lentni vazbou. Ptikladem miiZze byt nanocasticovy systém
reagujici na glukosu, ktery byl pfipraven oxidaci aminofe-
nylboronového derivatu polyvinylalkoholu v ptitomnosti
zlatité soli”.

Rozptylové techniky

Mezi nejcastéjsi analytické metody vyuZzivajici tohoto
jevu patfi povrchem zesileny Ramaniv rozptyl (SERS)
arezonancni rozptyl laserového zéfeni (RLS). Zatimco
SERS vychazi z posunu vinovych délek rozptyleného zare-
ni (Ramantv jev), ktery je mnohonasobné zesileny plas-
monovou rezonanci, pifi rezonanénim rozptylu svétla
k posunu vinovych délek nedochézi, nicméné plasmonova
rezonance funguje i zde (chova se jako chromofor) a opét
zesiluje intenzitu rozptyleného zareni*’.

Tento princip umoznil napf. identifikaci barviv ode-
branim nepatrného vzorku malby z malitského platna®'
nebo vypracovani nékolika technik detekce biomarkerQ
uréitych druhti rakoviny®® a potencialnich 16¢iv*>.

Luminiscencni techniky

Rada vhodné modifikovanych kovovych nanoéastic
vykazuje po interakci s riznymi latkami vyrazny narlst
intenzity fluorescence, zatimco emise fluorescence samot-
nych nanocastic je obvykle velmi slaba. Vypracovano bylo
nékolik systéml vyuzivajici komplexti lanthanoidi
sruznymi ligandy a vyuzity k detekci napf. nukleovych
kyselin®® a chinolon&*®** (obr. 3).

Nanobiosenzor na detekci urcitych sekvenci DNA byl
pripraven také modifikaci nanocastic zlata oligonukleoti-
dovym ,,rozpoznavacim® fetézcem zakoncenym fluorofo-
rem, ktery byl rovné€Z vazan na povrch nanocastice.
V pifitomnosti cilové sekvence DNA doslo v disledku
tvorby dvousroubovice k uvolnéni fluoroforu z povrchu
nanoGastice a k narastu florescence™.

Mirn€ odliSnym ptipadem jsou nanokrystaly CdS
nebo CdSe, které patii mezi tzv. kvantové tecky. Jedna se
o nanostruktury o velikosti 2—10 nm s unikatnimi vlast-
nostmi ve smyslu kontroly jejich fyzikalnich vlastnosti*®
(napt. ,,laditelnost* optickych vlastnosti).
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Obr. 3. PouZiti ve vodé nerozpustné fluorescenéni znacky pro
stanoveni analytu ve vodném prostiedi; (A) pouziti fluo-
rescencni znacky bez imobilizace na nanocastice, (B) po imobili-
zaci na nanocastice

V soucasnosti kvantové tecky, které jsou rozpustné ve
vodném prostiedi a vykazuji stabilni fotoluminiscenci,
tvofi celou skupinu fluorescenc¢nich znacek pro mnoho
biologickych a bioanalytickych aplikaci.

Nanokrystaly (kvantové tecky) CdSe modifikované
11-merkaptoundekanovou kyselinou vykazuji nartst fluo-
rescence v pritomnosti lysozymu, proteinu, ktery byva
ozna¢ovan jako vlastni antibiotikum lidského t&la*®. Modi-
fikaci téchto nanokrystalii cysteinem bylo dosazeno bio-
kompatibility, rozpustnosti ve vodé a moznosti stanovit
rtutnaté ionty diky interakci s NH, skupinou obsazenou
v modifikovanych nanog&asticich®’.

Jinou zajimavou skupinou jsou také polymerni nano-
Castice vykazujici fluorescenci. Obvykle jsou tvotfeny po-
lymerizaci vinylového nebo akrylového monomeru
s navazanym fluoroforem (naftalen, anthracen, apod.).
Sledovani zhaSeni fluorescence urCitymi tézkymi kovy
bylo vyuzito v fad¢ praci popisujicich stanoveni dvojmoc-
né rtuti nebo Sestimocného chromu'”.

2.3. Separac¢ni metody

Pozadavek rychlé a ucinné analyzy chemickych
a biochemickych vzorkd vytvafi staly tlak na vyvoj sepa-
racnich metod, ktery se projevuje pfedev§im miniaturizaci
jednotlivych kli¢ovych prvkti nebo celého separacniho
systému. Miniaturizace vede od zmenSovani Castic sorben-
ti, pfes vyuziti nanocastic az po technologii separaci na
&ipu’®.

Vedle patrn€ nejrozsifenéjSich chromatografickych
technik (HPLC a GC) jsou poznatky z oblasti nanotechno-
logie aplikovany predev§im v elektromigracnich metodach
— kapilarni elektroforéze (CE) a kapilarni elektrochromato-
grafii (CEC). Modifikované nanocastice se zde pouZivaji
jako aditivum do zakladniho elektrolytu (CE), modifikator
vnitini stény kapilary (CE nebo CEC) nebo jako separacni
médium (CEC). Pfedevsim ze dvou divodi se zda vyuziti
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nanocastic velice perspektivni v CEC. Jde jednak o maly
prumér c¢astic, ktery umoziiuje jejich plnéni do pouziva-
nych kapilar (publikovana byla dokonce i prace kontinual-
niho ,,pInéni“ kapilary béhem analyzy’’, a jednak jejich
povrchovy naboj, ktery je velmi Casty a ktery podporuje
elektroosmoticky tok).

,,Lab-on-chip“ neboli laboratof na Cipu je koncept
celkové miniaturizace rozvijeny od 80. let a vhodny opét
predevsim pro elektromigracni metody, u kterych je pohyb
analyt separacnim systémem zplsoben pouze vlozenym
elektrickym nap&tim*™*'. Sougasné aplikace jsou zalozeny
na komplementarit¢ bioafinitnich interakcich (detekce
DNA, analyza jejich fragmentd nebo analyza zalozena na
interakei protilatka-antigen).

2.4. Ostatni metody

Kromé vySe uvedenych pouziti existuji i dalsi, napt.
nanocastice zlata byly pouzity pro stanoveni aminothiold
pomoci MALDI/MS (cit.*?), nano&astice imobilizované na
hemoglobinu byly pouzity pro jeho stanoveni metodou
induktivniho plazmatu spojeného s hmotnostni spektrome-
trii** (bylo dosaZzeno stejné meze detekce jako pii pouziti
metody zalozené na imunoreakci) a nebo byly nanocastice
pouzity ke zlepSeni imunochromatografickych testovacich
prouzki*.

3. Zavér

V soucasné dobé se zacina objevovat velké mnozstvi
publikaci zabyvajicich se aplikaci modifikovanych nano-
Castic pro analytické ucely. Je to dano zejména zvladnutou
technikou pfipravy a modifikace nanocastic, coZz umoziuje
nové plistupy v elektrochemickych, spektroskopickych
a separacnich metodach.
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1. Uvod

Jednu z nejvétSich skupin organickych ligandd tvofi
slouceniny, které se koordinuji k iontu kovu prostednict-
vim atomu dusiku'. Donorovy atom dusiku je v ligandech
(obr. 1) obsazen nejcastéji ve formé aminoskupiny (jako
napf. v amoniaku, ethylendiaminu, diethylentriaminu,
tris(2-aminoethyl)aminu nebo v makrocyklickych ami-
nech, jako jsou cyklen, cyklam apod.), iminoskupiny
(napt. v bis(salicyliden)ethylendiaminu), (hydroxyimino)
skupiny (napt. v dimethylglyoximu zndmém jako Cugaje-
vovo ¢inidlo) nebo jako soucast heterocyklu (napt. v 2,2’-bi-
pyridinu, 1,10-fenanthrolinu nebo porfyrinech). Vyuziti
N-donorovych ligand zasahuje do rdznych odvétvi che-

S0

H,N

HoN NH,

(en) diethylentriamin tr|s(2-am(|ggﬁ§hyl)am|n
(dien)
H, /™ H nl )k
N N [N Nj
WA—H W
cvklen bis(salicyliden)ethylendiamin
y cyklam (salen)
CH;  CHj
/ A
HON NOH =N N=
dime(’;hylg:'yoxim 1,10-fenanthrolin
(dmgH,) (phen) porfyrin

Obr. 1. Piehled raznych typt N-donorovych ligandi
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mie’: vyuZivaji se jako analyticka &i extrakéni ¢inidla nebo
jako stavebni bloky v supramolekularni chemii, pfi kon-
strukci homogennich katalyzatord a modelit metaloenzy-
mi. Rada N-donorovych ligandii se rovnéz piimo zacast-
nuje chemickych dé&t v organismech; mezi vyznamné
prirodni N-donorové ligandy patfi nékteré aminokyseliny
(napt. histidin), porfyriny ¢i baze nukleovych kyselin.
V této prehledné praci jsme se pokusili na piikladu ndmi
studovanych N-donorovych ligandd, tj. pyridinovych oxi-
mi® a derivatd cyklenu, ukdzat moznosti jejich vyuziti
v homogenni  katalyze, pii extrakci iontd kovl
a v enzymovych modelech.

2. Pyridinové oximy a jejich derivaty

Asi nejcastéji studovanymi ligandy ze skupiny pyridi-
novych oximt jsou pyridin-2-karbaldoxim (/), fenyl
(pyridin-2-yDketoxim (/I) a methyl(pyridin-2-yl)ketoxim
(Illa), které jsou bud komer¢né dostupné (I a II) nebo
snadno pfipravitelné z dostupné karbonylové slouceniny
(v ptipad€ Illa). Tyto bidentatni ligandy a jejich derivaty
tvoii s vétsinou iontl prechodnych kovu chelaty (schéma
1), nejéastdji*™ se stechiometrii M : L=1:1,1:2a1:3
(L = pyridinovy oxim). Diky vysoké stabilit¢ nekterych
komplexti byly pyridinové oximy studovany jako potenci-
alni analyticka Cinidla pro spektrofotometrické stanoveni
prechodnych kovii (M™ = Fe?', Fe'", Ni*', Cu*', Pd*,
Co™, Au™"). Mezi nové publikované aplikace patii vyuziti
palladiovych komplext pyridinovych oxima (M*" = Pd*")
jako dostupnych katalyzatori Suzuki-Miyaurovych reakci
halogenarenti s arylboronovymi kyselinami™'". V nasi
skupiné jsme se zabyvali predev§im vyuzitim derivati
pyridinovych oximil jako ligandl pro pfipravu metalomi-
celarnich hydrolytickych katalyzatori a studiem jejich
vyuziti k selektivnim extrakcim iontd kovli zvodnych
roztokl do organickych rozpoustédel.

2+
S
X
- D N
+ n N M
N._ N~ 'R
| n
OH O
I :R=H _
Il : R=Ph n=123
llla: R = CHj

Schéma 1. Tvorba chelati pyridinovych oximi

2.1. Hydrolytické katalyzatory na bézi
komplext pyridinovych oximi

V poslednich tficeti letech byla navrzena a testovana
cela fada komplext iontd kovil s organickymi ligandy jako
zéklad systém@ pro urychleni hydrolyzy estera''™. Me-
chanismus jejich plisobeni predstavuje analogii déju probi-
hajicich v hydrolytickych metaloenzymech. Koordinaci
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2+ +
R\N N(CHy) R\N N(CHs)
cHy ™\ 3)2 H CHy™\ 3)2
2 N +H* N
H,0 OH, H,0 OH
pK, =73
2+ .
H,N.  NH o HN  NH
b) /Zn/ j = /Zn\ \/|
X" o *+H X" Yo
H
pKa = 6,7 X = substrat

Schéma 2. Priklady aktivace nukleofilni skupiny koordinaci

k iontu kovu se zvysuje kyselost ionizovatelné skupiny,
nejcastéji vody nebo hydroxyskupiny. Tim je i pfi fyziolo-
gickém pH zabezpecena dostatecna koncentrace deproto-
nované formy, kterd je nukleofilem atakujicim molekulu
substratu. Jako pfiklad mize byt uvedeno snizeni pK, mo-
lekuly vody koordinaci k Cu”" iontim v mé&d’natém kom-
plexu ethylendiaminu'® (schéma 2a, R = CHs), nebo zvyse-
ni kyselosti hydroxyskupiny'® kovalentné vazané k ligandu
(schéma 2b) v disledku jeji koordinace k Zn**. Velka po-
zornost byla vénovana také hydrolytickym katalyzatorim
zalozenym na metalomicelarnich systémech, které vznikaji
nejcastéji zabudovanim lipofilniho komplexu (viz schéma
2a, R = lipofilni alkyl'’) do micely tenzidu, napf. hexa-
decyltrimethylamonium-bromidu (CTAB). V téchto systé-
mech se hydrolyza urychluje v porovnani s reakcemi
v homogennim vodném roztoku diky tzv. micelarni kataly-
ze, ktera spociva predevsim ve zvyseni koncentrace obou
reaktantti, lipofilntho komplexu a lipofilniho substratu,
v malém objemu micely'®. Hlavnimi cili studia metaloka-
talyzatorii je pochopeni mechanismu hydrolyz katalyzova-
nych metaloenzymy a také potencialni praktické aplikace,
napf. u€inna likvidace toxickych fosfati a fosfonatd, jako
jsou napf. bojové latky sarin, soman, VX nebo pesticid
paraoxon.

Koordinaci oximové skupiny k iontim kovil se rov-
n&Z snizuje jeji pK, o nékolik tadia®”'’. Toto zvyseni kyse-
losti zpisobuje, ze pii neutralnim pH se koordinovana
(hydroxyimino)skupina vyskytuje pfevazné ve své depro-
tonované formé, ktera je diky tzv. a-efektu® sousedniho
dusikového atomu ucinnym nukleofilem schopnym stépit
esterovou funkci. ZvySeni kyselosti (hydroxyimino)
skupiny v duasledku jeji koordinace k iontu kovu (schéma
3a) pfedstavuje analogii aktivace oximové funkce uc¢inkem
elektronakceptorniho substituentu, jako je tomu napf.
u kvarternich pyridiniovych aldoximi®® (schéma 3b). Tyto
slouceniny, jako 2-[(hydroxyimino)methyl]-1-methylpyri-
dinium-jodid (2-PAM), jsou schopné ucinné $tépit fos-
foesterové vazby, a proto se klinicky pouzivaji jako reakti-
vatory acetylcholinesterasy’' (AChE) inhibované fosfory-
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AChE inhibovana sarinem

Schéma 3. Aktivace oximové skupiny pro atak esterové funkce; a) koordinaci, b) pfitomnosti elektronakceptorni skupiny

Tabulka I

Relativni rychlost $t€peni® 4-nitrofenyl-hexanoatu (PNPH)
v ptitomnosti ligandt /e, IVd, Vb a jejich komplexti

s ionty kovti v micelach CTAB; =25 °C, pH 6,3

Ligand M

. C02+ Ni2+ Cu2+ Zn2+
Ile 18 2 810 12 210
vd 9300 240 600 120 8900
Vb 34 7 97 12 33

* ¢(oxim) = c(M*") =4,0 - 10* mol I'"!, ¢«(CTAB) =8,0 - 10~
mol I', ¢((PNPH) =2,0 - 10° mol I'", ky = 3,75 - 10 *mol I' s™*
(rychlostni konstanta hydrolyzy PNPH v pufrovaném rozto-
ku CTAB)

laci ¢i fosfonylaci.

Vna$i laboratofi byla pfipravena série lipofilnich
alkyl(pyridin-2-yl)ketoximi [IIb—Ille. Jejich komplexy
s ionty pfechodnych kovii zabudované v micelach hexa-
decyltrimethylamonium-bromidu (CTAB) urychlovaly
hydrolyzu 4-nitrofenyl-hexanoatu (PNPH) az o né¢kolik
fadd v porovnani s reakci v samotném CTAB?, jak je uve-
deno v tabulce I na prikladu oximu ///e (4-nitrofenylestery
alkanovych kyselin a kyseliny fosforecné jsou obvykle
vyuzivany pfi testovani uc¢innosti hydrolytickych katalyza-
tora!323),

Limitujicim faktorem u lipofilnich alkyl(pyridin-2-yl)
ketoximl /IIb-Ille je vSak jejich relativn€ nizkd rozpust-
nost v micelach CTAB. Pro zvySeni rozpustnosti jsme
proto do postranniho fetézce alkyl(pyridin-2-yl)ketoximu
zavedli kvarterni amoniovou skupinu. Vzniklé kvarterni
amoniové soli IV reprezentuji ligandové tenzidy, které jsou
schopné pii dostatecné délce alkylového tetézce (R >
CyoHy;) tvofit samy micely a navic diky zachovanému
ligandovému seskupeni koordinuji ionty kovu®*. P¥i studiu
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AN X
| R | CHs
N N l}l"—R
NOH NOH GH,
1l v
a: R=CH; a: R=n-CgHq3
b. R=n-CgHy;  b. R=n-CgHyy
c. R= n-C10H21 c. R= n-C10H21
d R= n-C12H25 d: R= n-C12 25
e: R= n-C13H27

hydrolyz PNPH v metalomicelarnich systémech obsahuji-
cich komplexy ligandt 7V jsme vSak piekvapiveé pozorova-
li sniZeni hydrolytické ucinnosti oximt 7V (viz napt. tabul-
ka I) ucinkem koordinace k iontu kovu. Tento fakt lze
vysvétlit protichidnymi disledky koordinace na reaktivitu
oximové skupiny. Koordinace sice zvySuje kyselost oxi-
mové skupiny, a tim i koncentraci nukleofilniho oximato-
vého iontu, na druhé strané vsak snizuje jeho nukleofilitu.
Kyselost ketoximi [V je jiz dostate¢né zvySena pritomnos-
ti kvarterni amoniové skupiny a koordinace k iontu kovu
tak zptisobuje piedevsim snizovani jejich nukleofility™.

Problematika vlivu koordinace na reaktivitu oximo-
vé skupiny byla studovana® u lipofilniho dodecyl-
(pyridin-2-yl)ketoximu (//Id) a série diazinovych ketoxi-
mil Vb-VIIIb. Zavedeni druhého dusiku do heteroaroma-
tického kruhu pfedstavuje moznost jemného ladéni koordi-
nacni schopnosti oximovych ligandl a tudiz 1 hydrolytické
ucinnosti jejich komplexd. Micelarni prostiedi vSak kom-
plikuje studium vlastnosti komplexti. Proto jsme zaroven
studovali vztah struktury a reaktivity u komplexa nelipofil-
nich homologli Va—VIlla (R = CHj), které lze pro jejich
vys§i rozpustnost studovat rovnéz v homogennim vodném
prostiedi®.

Zjistili jsme, ze jak hydrolytickd u¢innost hydrofil-
nich ketoxima /lla a Va—VIIla v homogennich vodnych
roztocich, tak ucinnost jejich lipofilnich homologi
v micelarnim prostiedi silné zavisi na pouzitém ligandu
ina iontu kovu. Zatimco Ni*" a Zn®" komplexy oxim /77,
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NOH NOH

Vil Vil

pro vzorce V- VIl :a: R = CH3 b: R =n-Cy3Hys

VI a VII urychluji hydrolyzu 4-nitrofenyl-alkanoati o dva
fady oproti reakci provadéné v samotném CTAB, G¢innost
ostatnich komplexii je velmi nizka® (ptiklady viz tabulka
I). Rozdily v reaktivité, nékdy az radové, vsak byly pozo-
rovany rovnéz mezi komplexy Ni** a Zn?', zvlastd pak
v homogennim vodném prostiedi. Déle jsme zjistili, Ze jak
v fadé komplexi Ni*', tak v sérii komplext Zn?" hraje

naté komplexy vykazovaly fadove vyssi ucinnost nez kom-
plexy nikelnaté, piestoZe jsou o 3—4 Fady méné stabilni’.
Vysvétleni jsme nalezli pfi studiu protichtidnych faktort
ovliviiyjicich reaktivitu koordinovanych oximi vici este-
ram: kyselosti koordinované oximové skupiny a nukleofi-
lity jeji deprotonované formy, vyjadiené rychlostni kon-
stantou druhého fadu reakce oximatu se substratem. Jak
koordinace k Zn*" iontim, tak koordinace k Ni*' iontdm
zvySuje kyselost oximové skupiny natolik, Ze pifi neutral-
nim pH (pH pti modelovych reakcich) se vyskytuje prak-

2.0

o
o
T

11 12

Obr. 2. Bronstediiv graf pro reakci oximatového iontu s 4-nitro-
fenyl-acetatem (PNPA) ve vodnych roztocich o rizném pH.
Kfivka znazornuje zévislost pro nekoordinované oximy; jeji tvar
stejné tak jako body (prazdné ctverecky) jsou pievzaté z litera-
tury””. Body vyznagené krouzky predstavuji nami naméfend data.
Jednotliva ¢isla oznacuji oximy (prazdné krouzky) ¢i jejich kom-
plexy (plné krouzky): Illa (1), Va (2), Via (3), Vila (4), VIlia (5),
Zn* -Illa (6), Zn**-Via (7), Ni*'-Illa (8), Ni*'-VIa (9)
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ticky vyhradn& v deprotonované formé. Koordinace k Ni*"
iontim vSak snizuje nukleofilitu koordinovaného oximéatu
az o dva fady, zatimco u komplext Zn*" zfistava na trovni
nekoordinovaného oximatového iontu (obr. 2).

V prostiedi kationickych micel je vSak pozorovana
a¢innost komplexit Zn** vyrazné niz§i v porovnani
s homogennimi vodnymi roztoky, a to i pfes prispévek
micelarni katalyzy. Tato skutecnost je disledkem nizké
rovnovazné koncentrace komplexu vyplyvajici z jeho niZ§i
stability v kationickych micelach, kde se uplatiiuje elektro-
statické odpuzovani mezi kladn¢ nabitym iontem kovu
a povrchem micely.

Nukleofilita oximatového iontu je déna elektronovou
hustotou na (hydroxyimino)skupiné. Obecné 1ze elektrono-
vou hustotu jakékoliv skupiny kvantifikovat jejim reduké-
nim potencialem. Zabyvali jsme se proto redukcemi oximt
a jejich komplexi na rtutové kapkové elektrodé¢. Pyridino-
vé a diazinové oximy se redukuji v Sirokém intervalu pH
Styfelektronovym d&em na piislusny amin®’ (schéma 4).
Jak se vSak redukuji komplexy oximt? Obecné mohou
komplexy pfi redukci pfijimat elektrony prostfednictvim
iontu kovu nebo prostiednictvim ligandu®®. P¥i studiu me-
chanismu redukce komplexti oximt //la a Va—VIlla s ionty
Ni*, Cu*" a Zn*" ve vodnych roztocich pomoci de-polaro-
grafie jsme pozorovali oba tyto mechanismy®. Zatimco
komplexy Ni** se redukuji prostfednictvim oximové skupi-
ny (podobné jako nekoordinovany, protonovany ligand),
v Cu”" komplexech se redukuje ion kovu. Komplexy Zn**
nevykazovaly zadnou novou vlnu redukce komplexu (byly
pozorovany pouze viny redukci nekomplexovaného iontu
kovu a volného ligandu), coz je zplsobeno jejich nizkou
stabilitou®®. Vzhledem k odli§nému mechanismu redukce
komplext ketoximt //la a Va—VIlla jsme nemohli provést
pfimou korelaci mezi zméfenymi redukénimi potencialy
a pozorovanou hydrolytickou aktivitou. U komplext Ni*
jsme vyuzili dc-polarografie pro studium komplexacnich
rovnovéh ve vodnych roztocich®.

Het. _R 4e’, 5H* Het- _R
— R = alkyl

-H,0 .

NOH 2 NH;

Schéma 4. Elektrochemicka redukce pyridinovych a diazino-
vych oximi na rtut’ové elektrodé
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2.2. Vyuziti pyridinovych oximid jako
ligand® pro transport iontd kovi
pifes kapalnou membréanu

Studium transportu ionti kovi pies kapalnou mem-
branu s vyuzitim lipofilnich ligandii pfedstavuje jeden
z G¢innych zplsobil testovani jejich schopnosti extrahovat
ionty kovl z vodnych roztokd do organickych rozpouste-
del®. Pro tyto Ggely jsou nejéastdji vyuZivany kapalné
membrany typu BLM (bulk liquid membrane). Pfi uspofa-
dani BLM jsou obvykle dvé vodné vrstvy (zdrojova a cilo-
va faze) odd€leny kapalnou membranou tvofenou rozto-
kem lipofilniho ligandu v organickém rozpoustédle. Nej-
Cast&jsi usporadani predstavuje U-trubice, kterd ma v obou
ramenech vodné faze a ve spojujicim oblouku chlorofor-
movou fazi (obr. 3). Mezi dosud testovanymi extrakénimi
¢inidly najdeme fadu N-donorovych ligandi®'; jde Gasto
o lipofilni analoga cyklenu, cyklamu, 2,2’-bipyridinu ¢i
fenanthrolinu (viz obr. 1), které byly testovany ja-
ko extraktanty iontd pfechodnych kovi. V soucasné dobé
je v popredi zajmu piedevsim studium selektivnich extrak-
ci iontl kovi z jejich smési. Potencialni praktické aplikace
sméfuji k recyklovani drahych kovi, izolaci a separaci
radionuklidd, & zpracovani odpadnich vod™.

Pfi pfipravé micelarnich roztokd komplexti oximi 1I1
a IV jsme pozorovali rozdilnou rychlost tvorby komplexi
v zavislosti na iontu kovu?>?**. Zatimco Cu®" komplexy se
tvorily okamzité a komplexy Co*" po deseti minutach,
vznik Ni** komplexi trval n&kolik hodin. Rozhrani mezi
vodnou a micelarni pseudofazi, kde dochazi ke koordinaci
v micele zabudovaného lipofilniho ligandu k iontu kovu ve
vodné féazi, pfedstavuje analogii rozhrani mezi vodnou
a organickou fazi pfi extrakcich. Proto jsme se rozhodli
otestovat latky IV jako ligandy pro selektivni extrakce
iontll kovil z vodné faze do organickych rozpoustédel.

K testovani ucinnosti naSich ligandi bylo vyuzito
rozhrani typu BLM. Pfi experimentech bylo pufrem udrzo-
véano v zdrojové fazi vy$si pH neZ v cilové. Toto uspofada-
ni zabezpecuje kompenzaci transportu iontti kovu ze zdro-
jové do cilové faze zpétnym transportem protond (schéma
5), coz umoznuje transport kovu proti koncentracnimu
gradientu.

Uvodni experimenty s ligandy [V ukazaly, e
s rostouci lipofilitou ligandi vzrusta rychlost transportu
Cu®" jontd. Naopak rychlost transportu Ni** ijontd
s rostouci lipofilitou klesala®*. Ligand IX (obr. 4) se dvé-
ma lipofilnimi alkylovymi fetézci (R = CgH,7) transporto-

— —_

vodna
cilova faze

vodna
zdrojova faze

chloroformova faze
michadlo

Obr. 3. Usporadani fazi v U-trubici slouZici jako model kapal-
né membrany
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Schéma 5. Mechanismus transportu ionti pies kapalnou
membranu s vyuZitim protonovatelnych ligandi (L)

val jiz selektivng Cu®" ionty a jeho i&innost byla dokonce
vyrazn¢é vy$§i nez U€innost primyslového extraktantu X
(LIX 63) asrovnatelna s ucinkem ligandu X7, ktery patii
mezi nejlepsi extraktanty pro Cu®" ionty™ .

Po ziskani téchto nadéjnych vysledkil jsme se u toho-
to strukturniho typu ligandi zaméfili na studium vztahu
struktury a G&innosti pii transportu Ni** a Cu®" iont.
K tomuto ucelu byla ptipravena série liganda /V, IX a XII
s proménnym poctem a délkou hydrofobnich alkylovych
fetézcll v amoniovém seskupeni a s riznou délkou fetézce
spojujiciho amoniovou skupinu s chelatotvornym seskupe-
nim, kterd ovliviiuje hloubku zanofeni chelatotvorného
seskupeni do vodné faze (viz obr. 4). Ukazalo se, Ze zadny
z ptipravenych ligandd se dvéma alkylovymi skupinami
netransportuje Ni** ionty. Tyto ligandy v8ak naopak pres
kapalnou membranu u&inn& prenaseji Cu®" ionty. Jejich
ucinnost zavisela jak na délce alkylovych skupin, tak na
délce spojovaciho fetézce. Nejucinngjsi byly ligandy XII
s trimethylenovou spojkou, coZz je v souladu s pfed-
pokladem, ze delsi (a tudiz volngjsi) spojovaci fetézec
umoziuje snazsi navazani iontu kovu na rozhrani vodné
a organické faze*.

Ligandy IV, IX a XII reprezentuji novy typ ligandi
s kovalentné vazanou nabitou skupinou a jsou UCinngjsi
pro transport Cu®” v porovnani s ligandy III bez naboje™*.
Pritomnost kationtové skupiny pozitivné ovliviiuje ex-
trakéni schopnosti ligandu, nebot’ zfejmé napomaha jeho
adsorpci na fazovém rozhrani spojené se spravnou orienta-
ci, ¢imz je usnadnéna koordinace. Z hlediska potencialnich

OH
NOH
X
HO OH
N N
G
R R R = n-C15H33
Xl
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Obr. 4. Idealizované usporadani ligandi /71, IV, IX a XII na rozhrani vodna/organicka faze

aplikaci je vyznamné, ze ligandy /X a XII transportuji rov-
néz ionty Pd*" (cit. 3.

3. Fotoaktivni systémy s cyklenovym vazebnym
mistem

Reverzibilni vazba substratu na volné koordinacni
misto iontu kovu ve stabilnich komplexech ptedstavuje
dalsi moznou aplikaci N-donorovych ligandd. Tento zpu-
sob aktivace substratu je ostatn¢ vyuzivan ve vétsin¢ meta-
loenzymi®’. Vhodnym vazebnym centrem pro konstrukci
modell metaloenzymti a jinych umélych systémi jsou
komplexy makrocyklickych amind s riznymi ionty kovi™.
Vyhodou téchto komplext je kromé jejich vysoké stabili-
ty’’ také skute¢nost, Ze koordinovany kov vétsinou dispo-
nuje volnym mistem pro reverzibilni navazani substratu.
Prikladem takového vazebného centra je komplex cyklenu
se zineCnatymi ionty, ktery je schopen vazat jak anionty,
tak neutralni molekuly™, napt. fosfaty, anionty imidi,
alkoholy nebo vodu (obr. 5).

Vazebnych schopnosti komplexu cyklenu se Zn**
ionty jsme vyuzili pti konstrukci supramolekularniho sen-
zibilizatoru XIII zalozeného na flavinu™. Flavinova ¢ast
molekuly X7II ptedstavuje chromofor, ktery po ozafeni
viditelnym svétlem (A = 450 nm) prechazi do excitova-
ného stavu a stava se velmi silnym oxida¢nim cinidlem
v porovnani se zékladnim stavem™. Excitovany flavin
mize snadno piijimat elektrony elektronové bohatého

Obr. 5. Priklady navazani aniontu a neutralni molekuly ke
komplexu Zn**-cyklen
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substratu mechanismem fotoindukovaného pfenosu elek-
tront*® (photoinduced electron transfer — PET). Komplex
Zn*"-cyklen funguje jako vazebné misto pro substrat. Vy-
hodou tohoto systému je intramolekularni pribéh pfenosu
elektrond mezi excitovanym flavinem a substratem vaza-
nym reverzibilni koordina¢ni vazbou k cyklenové jednot-
ce. Prestoze studiu fotoindukovaného pifenosu elektront
v nekovalentnich systémech je vénovana velkd pozornost,
dosud je znamo jen nékolik malo piikladi podobnych typt
senzibilizatora* . U vétsiny dosud znamych systémi pro
senzibilizaci ¢i fotokatalyzu vyuzivajicich fotoindukova-
ného pienosu elektronti jde o prenos intermolekularni.

Jako modelova reakce pro testovani fotomediatoru
XIII byla zvolena fotooxidace 4-methoxybenzylalkoholu
na odpovidajici aldehyd®™. Reakce byla testovana jak
v organickém rozpoustédle (acetonitril), tak ve vod€. Bylo
prokéazano, ze po ozateni viditelnym svétlem latka X771
v oxidované formé& (XIII,x) U€inn€ oxiduje 4-methoxy-
benzylalkohol na odpovidajici aldehyd s kvantovym vytéz-
kem dosahujicim hodnoty aZ 0,4. Flavin XIII touto reakci
prechazi na redukovanou formu (X7/1.4). K reakci postacu-
je pouze katalytické mnozstvi fotomediatoru X1/, ktery je
v katalytickém cyklu reoxidovan vzdusnym kyslikem
(schéma 6). Uéinnost intramolekularni fotooxidace latkou
XIII byla 30x vyss8i nez ucinnost intermolekularniho proce-
su probihajiciho v pfitomnosti flavinového derivatu bez
vazebného mista.

Fotomediator X7II byl rovnéz testovan jako ve vodé
rozpustny model fotolyasy*, flavoenzymu, ktery u nékte-
rych organismll zabezpeCuje Stépeni dimerd thyminu
v molekulach DNA* vznikajicich nezadoucim w&inkem
ultrafialového zafeni (schéma 7) a opravuje tak jeji posko-
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Schéma 6. Katalyticky cyklus fotooxidace alkoholu kyslikem senzibilizované flavinem X117

Xlll,eq nebo DNA fotolyasa,
viditeIné svétlo

Schéma 7. Stépeni a vznik dimeru thyminu

zeni. Stdpeni dimeru je iniciovano prenosem elektronu
z redukovaného excitovaného flavinu (Fl4) na dimer va-
zany k cyklenové jednotce. V nasem modelu byl fotomedi-
ator XIII redukovan dithionifitanem a po ozafeni viditel-
nym zéafenim §tépil modelovy dimer rychleji nez flavin bez
vazebného mista**. Doposud znamé Gsp&§né modely foto-
lyas obsahovaly kovalentni vazbu mezi flavinovou c¢asti

a pyrimidinovym dimerem**™.

4. Zaveér

Uvedené priklady ilustruji mozné vyuziti nékterych
N-donorovych ligandi v riznych oblastech chemie. Ve
vétsing piipadi jde o analogii mechanismi uplatiujicich se
v metaloenzymech, ve kterych hraje koordinace k iontim
kovi diilezitou roli pfi aktivaci substratli nebo pii aktivaci
reaktivnich funkénich skupin®.
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gue ): Study of Applications of Some N-Donor Ligands
and Their Transition Metal Ion Complexes

Purpose of Review

This review shows the diversity of applications of
some N-donor ligands (pyridine and diazine ketoximes and
cyclen derivatives), investigated by the authors in the last
ten years. Special attention has been paid to (i) metallomi-
cellar hydrolytic catalysts based on metal ion complexes of
lipophilic alkyl pyridin-2-yl ketoximes and diazine ketoxi-
mes with transition metal ions comicellized with hexade-
cyltrimethylammonium bromide, (if) alkyl pyridin-2-yl
ketoximes with quaternary ammonium groups in side
chains as metal ion carriers through liquid membranes, and
(iii) design and testing of a new supramolecular sensitizer
based on a flavin-Zn*'-cyclene conjugate.

Findings

The stability of the complexes of pyridine and diazine
ketoximes with Ni**, Co®", Cu*" and Zn*" ions and nucleo-
philicity of the coordinated oximate group are crucial pa-
rameters influencing the efficiency of the complexes in
hydrolysis of alkanoates. Zn>* complexes are the most
reactive in aqueous solutions since coordination of Zn**
does not decrease nucleophilicity of oximate anions. On
the other hand, the observed efficiency of the Zn*" com-
plexes in cationic micelles is lower in comparison with
their solutions due to lower stability, which is a conse-
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quence of electrostatic repulsion between the positively
charged micelle and metal cation. The Ni*" complexes are
most reactive in micellar solutions.

Alkyl pyridin-2-yl ketoximes with quaternary ammo-
nium groups in alkyl chains are a new type of metal ion
carriers suitable for Cu®* and Pd*"; they do not extract Ni**
and Co*". The introduction of the cationic group into the
extractants increases their selectivity and facilitates the
metal ion transport. The efficiency and selectivity of metal
ion transport mediated by ligand surfactants depends pre-
dominantly on their structure and lipophilicity.

Upon irradiation with visible light, the flavin-Zn*'-
cyclen conjugate efficiently oxidizes 4-methoxybenzyl
alcohol to the corresponding aldehyde with the quantum
yield up to 0.4. In the presence of air, the resulting reduced
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flavin is reoxidized, and so catalytic amounts are sufficient
for the alcohol conversion. The mechanism of the oxida-
tion is based on photoinduced electron transfer from the
coordinated benzyl alcohol to the flavin chromophore. In
fact, the flavin-Zn*"-cyclen system is a supramolecular
sensitizer of alcohol oxidation with oxygen. The conjugate
also cleaves a thymine dimer model thus mimicking natu-
ral photolyase.

Conclusions

Potential applications of some N-donor ligands are
shown. In most cases, the above systems are analogous to
metalloenzymes where metal ion coordination plays an
important role in substrate binding and in the activation of
reactive functional groups.
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1. Uvod

Clanek je dalsim z fady piehledi, ve kterych popisu-
jeme rozmanitost prirodnich latek'™ a ktery mize slouzit
i jako vhodna uc¢ebni pomucka*.

Hotkd chut je jednim zpéti chutovych principt
(sladky, slany, kysely, hotky a umami)’. Organolepticky
vjem na rizné chuti mize byt pfidanim hoiké komponenty
znaéné modifikovan, coz od nepaméti védi napt. lihovarni-
¢i'’. Ve farmakognozii se uvadi termin hoi¢ina (hoiky
princip). Mezi hoi¢iny se fadi takové slouceniny obsazené
v rostlindch, které jsou hotké chuti a maji souc¢asné farma-
kologicky ucinek: stimulaci nejspiSe pies nervus vagus
navozuji m. j. vylu€ovani travicich enzymd a dalsich, fyzi-
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ologicky vyznamnych latek. Drogy vyuzivajici se pro svij
obsah hoi¢in se nazyvaji ,,amara“ a v pfimétenych dav-
kach zlepSuji chut k jidlu, podporuji sekreci zalude¢nich
stav a jejich kyselost. Dale jsou hoi¢iny obsazeny m. j.
ive skupiné¢ drog zvané cholagoga, kterd podporuji vy-
prazdiiovani zluéniku (cholekinetika) a nebo podporuji
tvorbu Zluci (choleretika). Velké mnozstvi hot¢in se spo-
titebuje v potravinaiském primyslu na vyrobu likérd, ape-
ritivil a jinych hotkych napojli. Dnes jsou zejména vyhle-
davany hotké latky netoxické a nemajici sviravou
(adstringentni) chut. Pokud hodnotime hotké drogy
z hlediska potravinatského, jevi se jako cennéjsi takové,
které maji hotky princip podlozen nékolika riznymi hot¢i-
nami, jejichz u¢inek je synergicky vyvazen do Cisté hoiké
chuti. Rozséhlou diskusi vlivu smési hoif¢in a hotké chuti

Raorlovarshy] hofky [ikér.

Divodnt Folann Fecker g v 18606,

280 grm zeméilud

175 ,, kotfen hofce

190 , pelynék

140 ,, matefidouska

140 ,,  dymidn

210 ,, devétsil (podbél)

105 ,, jitrocel

105 ,, mafinka vonna

350 ,, kvét lipovy

350 ,, kvét petrklide (Primulae)

158 ,, kofen osladite

140 ,, kofen kozlikovy

70 ,,  kvét hefmanku &es.

35 , hiebigek

175 ,, kiira citronovd

44 |, muskdbovy kveét

80 ,,  kvdt divizny b
“an {100 . jansky ohieb b 12 AT

210 ,, sladké dievo

maceruj ve 42 ltr ¢istého lihu 80°

1421 dni, slej, koFeni vylisuj a spoj s odvarem vody
; a cukru ad IL

59

Obr. 1. Reprodukce &asti strany 59 z citace'’; foto archiv autora
(PD)

* Autofi upozoriiuji na nedofeseny aspekt ¢eského nazvoslovi, ktery je zv1asté vidét na piikladu piirodnich latek, pojmenovanych podle
cizich botanickych nazvi. Ceské chemické nazvoslovi zatim systematicky nevytesilo, kdy napf. ,,c* se méni na ,.k* a kdy nikoli. V ¢lanku
jsou pouzity znamé terminy v pocesténé verzi, mén¢ uzivané ve verzi mezinarodni.
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v kombinaci s chuti sladkou dokumentuje Staffl'” mnoha
recepturami, m. j. i recepturou tuze zajimavou (obr. 1). Pte-
hlednych &lankd je zatim poskrovnu'', neb téma je velmi
obtizné pro svoji rozmanitost jak chemickou, tak taxonomic-
kou, proto byl uzite¢nym zdrojem informaci pro tento ¢lanek
i Merck Index'? a moderni kompendium o ochucovadlech'.
Skromna je i legislativa, z hlediska potravinarské legislativy
mohou byt urcité slouceniny s hotkou chuti soucasti pridat-
nych latek zvyraziujicich chut’ a vini'*".

Vzhledem ke slozitosti vnimani hotké chuti jsou
i ivahy o vztahu mezi strukturou a aktivitou zatim skrom-
né a podle soucasnych znalosti autori patrné takové jeste
delsi dobu budou. Nékteré teorie hodnoti hotky vjem jako
vlastnost lidi, vyvinutou pilivodné k rozeznani jedovatych
latek'®"7, nebot nékteré toxické alkaloidy &i glykosidy
(napt. kardenolidy, bufadienolidy) jsou latkami hoikymi.
Hof¢iny jsou tvofeny heterogenni skupinou sloucenin vy-
skytujicich se Casto ve formé glykosidd; u nékterych do-
konce neni ani chemicka struktura znama, proto se jejich
koncentrace stanovuje pomoci ¢isla hotkosti, tj. takovou
nejniz§i koncentraci vyluhu drogy, ktera jeSté vyvolava
hotkou chut’. Tak napt. 1 gram latky rozpustény ve 20 000
ml vody poskytne hotky roztok s hotkosti vycislenou hod-
notou 20 000. Extrakt kofenu hoice'® ma tuto hodnotu
58 000 000. Cislo hotkosti je zakladni 1ékopisnou charak-
teristikou pro hoi¢inné drogy".

2. Tradiéni potravinarské prisady silné hoiké
chuti

Jakkoliv pti tfidéni latek na hoiké a siln€ hotké podle
tohoto principu hodnotime spiSe samu drogu, ktera je pou-
zita v potravinafstvi ¢i k vyrobé€ 1é¢ivych pripravki a léciv,
podrzime se ho, nebot’ je pro tyto oblasti lidské Cinnosti
dulezité.

Staffl'® uvadi jako zakladni , nejsilngjsi hotké* piisa-
dy, pouzivané v likérnictvi: aloe (Aloe lucida), chiretta
(Herba chirettae), pelynék, ktery déli na Herba absinthii
(pelynék pravy), Herba absinthii pontici (nevhodné ozna-
¢end nat’ pelyiku pontského) a Herba genepi. Zjistit dnes,
co je to herba genepi (Genepikraut, Genepi des Alpes), je
obtizné. Je mozné, Ze herba genepi je nat’ Artemisia glaci-
alis L., Asteraceae, Casto byva tato droga pouzivana jako
falsovani nebo spiSe nahrazka jiné rostliny oznacené jako
Herba Ivae moschatae (synonymem Herba achilleae
moschatae, Achillea moschata Wulfen, ktera se taky ozna-
Cuje jako Herba genippe veri), a kvasiové, téZ quassiové
dievo (Lignum quassiae).

Aloe, rod mnoha druhti (dloe barbadensis Mill.,
A. sucotrina Lam. (syn. A. socotrina DC.), A. chinensis
Bak. (resp. spravné A. vera (L.) Burm. F.), Asphodelace-
ae), je znama pronikavou hotkosti n¢kterych z nich. Hoi-
kost zptisobuji anthrony a chromony v nich obsazené, vét-
Sinou ve form¢ O- a C-glukosidu (pro jednoduchost a para-
lelu pouzivame pfezity termin ,,C-glykosid®, kdyZz obecné
jde o glykosylderivat, ¢i v tomto ptipad¢ ,,S-chromenyl-D-
-glucitol®).
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aloeresin C

Tak napft. hotky aloeresin C byl izolovan z aloe kap-
ské (Aloe ferox Mill.).

aloenin

barbaloin

Aloenin (aloenin A, aloekarbonasid), je hotkym prin-
cipem drogy z aloe stromovité (4loe arborescens Mill.)
a barbaloin (diastereoisomerni smés aloinu A a B) z jinych
druhil aloe (napf. Barbados aloe). Tyto hoi¢iny jsou i G¢in-
nymi projimadly, kterouzto vlastnosti se muze chlubit
vétSina zastupcti rodu aloe. Je zajimavé, Ze se projimavy
G&inek horkych likéra jevil jako zadouci'.

Chiretta, chirayta (Herba chirettae), je droga ziskava-
na z byliny rostouci v Indii a Japonsku (Swertia chirata
(Wall.) C. B. Clarke, Ophelia chirata Griesb., Gentianace-
ae), ktera obsahuje amarogencin, jednu z nejvice hotkych
sloucenin, 10krat vice hotkou nez brucin. Dale pak hotké
principy® chiratin (CosHss015), coZ jsou Gidajné dvé slou-
Ceniny a ofelovou kyselinu (Cy3H001).

OH

amarogencin
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Pelyné¢k pravy, Artemisia absinthium L. (Asteraceae),
je znam svoji hotkosti, kterd je zpisobena horkym dime-
rickym  sekviterpenovym  laktonem  absinthinem
(absinthiin, absynthin) a podobnymi latkami a jejich
glykosidy. Obsahuje také znamy o-thujon, ktery je pova-
Zovan za urcity typ halucinogenu. Je téZ znamo, Ze navo-
zuje kieCe a pii del§im pouzivani vyvolava psychické
poskozeni.

absinthin

Kvasiové dfevo, pochazejici zkmene a vétvi ja-
majského stromu PicraSna excelsa Lindl. (Simaroubaae),
téz znamém jako Picrasma excelsa Swartz (Planchon)
a stromu hotkon Quassia amara L., Simaroubaceae, zna-
mém pod obchodnim jménem Surinam quassia jsou zdro-
jem amaroudd, jako kvasin, pikrasmin (isokvasin) a neo-
kvasin, pouzivané jako hoi&iny?!, jde o triterpenové negly-
kosidické slouceniny, farmakologicky disponujici také
insekticidni a z&asti amoebocidni aktivitou. Cislo hotkosti

dfeva je jiz samo vysoké, 40 000-50 000.

neokvasin

pikrasmin (isokvasin)

Druhou kategorii hotkosti podle Staffla jsou ptisady
,,siln¢ hotké®. Patii sem napf. Cubet, nat’ benediktu 1ékai-
ského (Cnicus benedictus L., Herba cardui benedicti, As-
teraceae) obsahuje hotké latky charakteru seskviterpeno-
vych laktont. Hlavni hot¢inou je seskviterpenovy lakton,
germakranolid knicin (cynisin, centaurin). V semenech se
vyskytuji lignanové laktony, jako trachelogenin, které
pispivaji k hotké chuti***,
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OH

OH

knicin

trachelogenin

Dalsi silné¢ hofkou drogou je koten hotce
(ptedevsim Gentiana lutea L., Gentianaceae, Radix genti-
anae), ktery obsahuje iridoidni hoit¢iny, které zvysuji pro-
dukeci travicich $tav a pozitivné plsobi na zazivani. Nazev
ziskal podle ilyrského krale Gentia, ktery jim 1é¢il mor.
Neékdy pouzivany vyraz Radix gentianae rubrae je stary
vyraz pro koten zlutého hotce, pro ktery se dnes pouziva
jen vyraz Radix gentianae (n¢kdy R. g. lutaeae). Je to vy-
raz historicky a Ize ho chapat tak, ze R. g. rubrae je urcen
pro kofeny, které byly fermentovany a urCeny predevsim
pro likérnictvi, kdezto konvenénim zpisobem ususené
kofeny nebyly nacervenalé a byly urceny jako farmaceu-
tickd surovina — liSily se v8ak vilini a také chuti, zejména
doznivajici (aftertaste). Hlavnimi hotkymi substancemi
hofce jsou amarogencin (viz chiretta) a genciopikrosid,
ktery ma ¢islo hotkosti 12 000.

=
0. .0 HG
HO =
W , O o
HO" OH
OH
genciopikrosid

Cortex chinae je susena kira z chinovniku (¢i chini-
novniku), napf. chinovniku cerveného (Cinchona succi-
rubra Pav.) obsahujici chinolinovy alkaloid chinin pouzi-
vany k 1éCeni malarie a pti vyrob¢ limonady. Pfimym pu-
sobenim na centralni nervovou soustavu ma chinin antipy-
retické, analgetické, lokalné anestetické a sympatolytické
ucinky, byvala to hlavni soucast tzv. Harburnovych pras-
kt. Z kiry chinovniku éerveného byla izolovana i velmi
hotka kyselina chinova, hoi¢ina triterpenového typu, ktera
se vyskytuje ve formé glykosidu chinovinu.

chinin

kyselina chinova
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Kolombovy kotfen (Radix colombo), Calumba, ko-
ten liany Jateorhiza palmata Miers, (Menispermaceae),
obsahuje jako hlavni hotky princip kolumbin, jehoz hot-
kost je udavana cislem 60 000. Dale obsahuje benzyliso-
chinolinové (protoberberinové) alkaloidy jateorhizin
(jatrorrhizin) a palmatin, které jist€ hoiké chuti neuberou.

kolumbin

o~ o~
/|+ e
~0 N ~0 N
O\ O\

jateorhizin

palmatin

Vyznamnou silné hotkou surovinou je tzv. hotky
jetel, vachta trojlistd  Menyanthes  trifoliata L.
(Menyanthaceae), kde je hlavnim hotkym principem loga-
nin (menyanthin).

loganin

centapikrin

Dilezitou piisadou pfi vyrobé likérd je i zemézlu¢
1ékaiska, Centaurium erythraea Rafn. (Gentianaceae),
kterd obsahuje hotky sekoiridoidni glukosid centapikrin.
Zemézlu¢ patii mezi nejstarsi 1é¢ivé rostliny svéta; jeji
stary nazev byl Fel terrae — zlu¢ zemé, jak ji oznacoval
Plinius. Dioskorides ji podle bajného kentaura oznacoval
jako kentaurion mikron. Cislo hotkosti kvétd je 12 000
a nati 2000.

Je nutné konstatovat, ze v soucasné dobé¢ jsou tyto
tzv. ,,Cisté* hotciny iridoidniho typu (hotec, vachta, ze-
mézluc) pokladany za nejvhodnéjsi z hlediska jak farma-
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ceutického, tak potravinafského pouziti.

3. Tradic¢ni potravinaiské prisady horké chuti

Tteti Stafflovou kategorii jsou piisady ,,hoiké*. Uvadi
pravou angosturou zkdry stromu Cusparia febrifuga
(DC), Rutaceae™, ktera obsahuje jako hlavni hoiky princip
alkaloidy galipin, kusparin, kusparein, galipinin a ptibuzné
slouceniny. Jiné prameny uvadi, Ze angostura pochazi
z Galipea officinalis Hancock (Rutaceae); tato substance
ma dokonce registracni ¢islo CAS 977000-22-8. Situace je
zde z botanického hlediska sloZit€jsi: Cusparia fubrifuga
Baill. je synonymum pro vSeobecné uzivany nazev Galli-
pea officinalis Hancock; pod timto oznac¢enim tuto rostlinu
bézné najdeme stejné jako drogu z ni. Synonyma pro tuto
problémovou rostlinu jsou: Angostura cusparia ROEM et
SCHULT., 4Angostura trifoliata (WILLD.) ELIAS, 4. ve-
ra, Bonplandia angostura RICH., B. trifoliata WILLD.,
Cusparia angustura RICH., C. febrifuga HUMB., C. offi-
cinalis (WILLD.) ENGL., C. trifoliata ENGLER, Galipea
cusparia ST. HIL., Galipea febrifuga BAILL.

~o OFO
O g
N
b D
| _
ONg %N

galipin kusparin
kusparein galipinin

Kaskarilova kira (Cortex cascarillae) ziskavana ze
stromu Croton eluteria Benn. (Euphorbiaceae), obsahuje
hotkou krystalickou latku kaskarillin.

kaskarillin marrubiin
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Ozanka Cpava, Teucrium scordium L., stejné jako
jablecnik obecny, Marrubium vulgare L. (oba taxony
z ¢eledi Lamiaceae), jsou hotké diky obsahu diterpenu
marrubiinu. Marubiin je uvadén v prostfedcich proti chra-
pani. Puklérka islandska (mech islandsky), Cetraria islan-
dica (L.) Acharius ssp. antarctica Kérnef (Parmeliaceae),
obsahuje horké lisejnikové kyseliny, napt. depsidy kyseli-
ny fumarprotocetrarovou a protocetrarovou.

0O

HO
0 0
) )WOH
o) 0 I
OH
07 OH

fumarprotocetrarova kyselina

HO
0
0o OH
OH
0
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HO =0 O OH

protocetrarova kyselina \o)i©\/ 0
O

HO OH

Z
O

atranorin

Z tady liSejnikd byla izolovéna dalsi z liSejnikovych
kyselin, hotky atranorin.

Podle Staffla je &tvrtou, nejslabsi kategorii hotkych
pfisad typ ,,aromaticky a mirn¢ hotky*. Sem zatazuje napf.
kiru plodu zralych i nezralych citrust, ktera obsahuje hoi-
ké latky. Nekteré z nich jsou pouzivany jako chut’ zesiluji-
ci a upravujici sloudeniny®, jako napf. nomilin, limonin
(citrolimonin, diktamnolakton, evodin, obakulakton), na-
ringin ((25)-naringin, naringenin-7-rhamnoglukosid, narin-
gosid) a jejich kombinace, vétsinou na koncentrac¢ni Girovni
pocatku chut'ové detekce. Podstatu hotkosti plodt a kvéth
grapefruitd (Citrus paradisi Macf., Rutaceae) tvofi narin-
gin (aurantiin).

nomilin
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Chmel otacivy, Humulus lupulus L. (Cannabaceac)
obsahuje a-hotké kyseliny, skladajici se prevazné z humu-
lonu, kohumulonu a adhumulonu, B-hotké kyseliny
(lupulon, kolupulon, adlupulon), nespecifické mekké prys-
kyfice (humulinony, luputriony), tvrdé pryskyfice
(humulinové a hulupinové kyseliny)**** a dalsi prenylde-
rivaty floroglucinolu. Nejvice je v samicich kvétech obsa-
zen humulon (2-6 %) a lupulon (8-12 %), vzajemny po-
mér hoi€in a jejich slozeni zavisi na odridé chmelu. Nej-

vvvvvv

vlastnosti jsou tzv. isoslouceniny vznikajici z hotkych
kyselin béhem vateni piva. Isohumulony vsak také modu-
luji hladiny krevnich lipidd cestou aktivace PPAR
(peroxisome proliferator-activated receptors). Isohumulon
se vyskytuje ve formé trans (45,55) a cis (4R,55); nejCasteé-
ji je vSak pod CAS RN 25522-96-7 uvadén isohumulon
bez rozliSeni chirality. Je nutno pfipomenout, Ze Skala
odvozenych derivati vyskytujicich se v pivu, at' to jsou
sekundarni metabolity, nebo produkty zpracovani, je Siro-
ka.

humulon

isohumulon
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Nékteré drogy, které jsou uvedeny na Stafflovu se-
znamu hotkych ingredienci, fepicek mochnovity Aremonia
agrimonoides L., Rosaceae, vitod hotky kratkoktidly Poly-
gala amara L. subvar. brachyptera Chodat, kofen revené
(dlanité: Radix rhei; bulharské: Radix (rhei) rhapontici,
Polygonaceae), kvét a nat’ febficku obecného (Herba et
flores milefolii, Achillea millefolium L., Asteraceae)
[podle Staffla cypti§ polni (Herba Ivae)] ofechové slupky
(Pericarpium juglandis) zGstaly zatim stran hotkych kom-
ponent chemicky nepopsany. Jiné, jako napf. ,,choros
modiinovy Agaricus albus“, jsou soudobé botanické no-
menklarufe neznamy.

kukurbitacin A

4. Ostatni znamé horké slouceniny

Znama sloucenina zhotkych mandli (4dmygdalus
communis R.J.Roemer var. amara, syn. Prunus dulcis
(Mill.) D. A. Webb. var. amara (DC.) Buchheim, Amygda-
laceae) je amygdalin, gentiobiosid benzaldehydkyan-
hydrinu.

OH OH

HO

oW

HO

0 HO |,,,
HO., g N
momordikosid A
HO o amygdalin
H

Hoiké diterpeny, rabdosianon I a II byly izolovany®'

O

Hoiké glukosidy arvenin I a II byly izolovany” z japonské rostlir_ly Isodon japonicus Hara (syn. Plectran-
z drchnic¢ky rolni Anagallis arvensis L. (Primulaceae); tus japonicus KOle" Lamiaceae).. %pﬁbuzné.ho.l.. kameba
pozdgji byly identifikovany dalsi hoiké glukosidy’. Okuyama byl izolovan kamebanin™. Horky je i isodome-

din, izolovany z I. shikokianus. Na piikladu téchto ent-
kaurant byl vysloven strukturné-molekularni predpoklad
vjemu hotké chuti. Ke studii byly pouzity skeletalné¢ modi-
fikované diterpeny abietan, kauran, podokarpan a labdan.
Déle byly zahrnuty slouceniny jako enmein, cesalpiny,

arvenin I, R = -CH=CHCMe,OAc
arvenin II R = —(CH,),CMe,OAc

Skupina piibuznych hotkych kukurbitacinli byla izo-
lovana z dyni (Celed Cucurbitaceae). Podobné piibuzné
momordikosidy se vyskutuji v hotké okurce Momordica
charantia L. (Cucurbitaceae). Obakunon patii k horkym
limonoidlim citrusti a byl nalezen i v korkovniku amur-
ském, Phellodendron amurense Rupr. (Rutaceae), ktery je
pouzivan k léceni prijmi a zanétd (v tomto piipadé vSak
spise diky obsahu protoberberinovych alkaloidd, zejména
berberinu). kamebanin isodomedin
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marrubiin, chaparrin, klerodin a kolumbin. Ma-li byt slouce-
nina této skupiny vniména jako hotk4, musi obsahovat ale-
spoi jednu ,.jednotku®, ktera se sklada z donoru a akceptoru
protonu, pii¢emz tyto dv& skupiny musi byt od sebe vzdale-
ny 0,15 nm, a umoziovat tak vznik vodikové vazby™.

bufotoxin

enmein
OH

OH

OH

HO  OH

koriamyrtin B-glukogallin

Koriamyrtin je hlavni toxicky a hotky princip listd

. aplodu Coraria myrtifolia L., Coriariaceae. B-Gluko-
8-cesalpin . gallin je hotké latka (glukotannoid) z rebarbory lékaiské,
chaparrin Rheum officinale Baill., Polygonaceae. Podobnym malym

glykosidem je i glukovanilin hotk4 latka ze zelenych tobo-
lek vanilky Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews, Orchida-

Z nerozvitych kvétenstvi rostlin pelynkd, Artemisia ceae. Hotky je i alkaloid harman z kiiry kubanského maha-
sp., zvlasté Artemisia maritima L. (Asteraceae) byly izolo- gonu Sickingia rubra (Mart.) K. Schum. (syn. Arariba
véany hotké terpeny artemisin, artabsin a anabsinthin. rubra Mart.), z ¢eledi Rubiaceae.

0]

(@)
Iz _
|
b4

/
iai artabsin
artemisin HO OH
harman
glukovanilin
anabsinthin helenalin
Hoiky je i bufotoxin, hlavni toxin jedu b&ézné evrop-
ské ropuchy Bufo vulgaris. 1 dalsi bufadienolidy (napf. Hoikost salatu (locika seta, Lactuca sativa L., Astera-
scillaren A v motské cibuli, Urginea maritima (L.) Baker, ceae), ale i ptibuzné lociky jedovaté, Lactuca virosa L.,
Hyacinthaceae) jsou také hotké. a listové cekanky, Cichorium intybus L., Cichoriaceae)
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zpusobuje azulenovy derivat laktucin, téz uvadény jako
analgetikum a sedativum™®.

Hotky helenalin, pseudoguajanolid, seskviterpenovy
lakton byl izolovan ze zaplevaku podzimniho, Helenium
autumnale L., a hotkého H. amarum (Raf.) H. Roch,
i malohlavého H. microcephalum DC., Asteraceae.

V celedi Asteraceae jsou hojné zastoupeny seskviter-
penové laktony. Cynaropikrin (seskviterpen guajanolido-
vého typu) je hlavni obsahovou komponentou hoicinné
frakce listd jak artycoku (artyCok zeleninovy Cynara sco-
lymus L., artyCok kardovy C. carduncullus L.), tak
v soucasnosti  vyznamné rostliny parchy saflorovité
(Leuzea carthamoides (Willd.) Iljin. Listy obou rostlin
nalezly pouziti ve formé ¢ajoviny a extraktl jako roborans,
tonikum a digestivum®. V piipadé parchy saflorovité je

e

cynaropikrin

Hotky khellin (visammin) je ze semen morale za-
krovnatého, Ammi visnaga Lam., Apiaceae a je jednou
z aktivnich slozek egyptské tradicni drogy zndmé jako
khella®. Lappakonitin je hotkd substance z oddenki
a listt n€kolika rtznych omé&ja Aconitum sp. (Hellebo-
raceae). Jak to jiz u alkaloidd, natoz z oméje, byva, je
znaéné jedovaty. V oméjich se vyskytuje nekolik dalsich
hotkych diterpenovych alkaloidii podobné struktury, jako
lykoktonin, roylin aj., které se pouzivaji jako analgetika pfi
neuralgiich a artritidach.

O/

0 0

| /
0 O
khellin

lappakonitin
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Z opia byl izolovan ostie hotky mekonin, jenz se vy-
skytuje také ve vodilce kanadské, Hydrastis canadensis L.,
Hydrastidaceae. Hotky lykopodin se vyskytuje v plavu-
niku zplo§télém Diphasiastrum complanantum (L.) Holub
(syn. Lycopodium complanatum L.), ¢i plavuni vidlacce,
Lycopodium clavatum L., Lycopodiaceae, tedy v rostlinach
vyznacujicich se antipyretickym G¢inkem. Hotky olejovity
(-)-menthon je nejbéZnéj$im optickym isomerem mentho-
nu, ktery se naléza v fadé vonnych oleji rostlin predev§im
z Celedi Lamiaceae (mata peprna, Mentha x piperita L., aj.
taxony).

mekonin

lykopodin

(—)-menthon

Methoxsalen je latka z fady rostlin Fabaceae, Apiace-
ae a Rutaceae, ktera se projevuje po odeznéni hotké chuti

vewr

pustna ve vodé.

= N

0”0 o methoxsalen

SN

V oddencich stuliku zluté¢ho (Nuphar luteum L., Nym-
phaeaceae) se nachazi alkaloid nufaridin, ktery je jako
volna baze bez chuti, le¢ ve forme soli je hotky. Alkaloid
oxyakanthin (vinetin) z kofent dtistalu obecného Berberis
vulgaris L., Berberidaceae je jako volna baze sice horky,
ale opét témét nerozpustny ve vode.

H
.
N_J,
- ’
-0 \
° °
nufaridin
N H
\

oxyakanthin
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Hoftky glykosid pikrokrocin je izolovan z blizen Safra-
nu setého, Crocus sativus L. Iridaceae. Velmi hotky pikro-
mycin (pikromycin, albomycetin, amaromycin) je izolovan
jako prvé makrolidové antibiotikum z aktinomycet, je za-
fazovan také do skupiny polyketidi. Je zde syntetizovan
skupinou enzymi polyketidovych synthas.

pikrokrocin

pikromycin

Acyklicky diterpenovy alkohol plaunotol izolovany
z thajské 1é¢ivé rostliny Croton sublyratus Kurz, Euphor-
biaceae, ma kromé hotké chuti protiviedovou tcinnost.

HO
WM\O H
H H H H
plaunotol

Plumierid (agoniadin) je hotky glykosid nachazejici
se v kife Plumeria lancifolia Muell.-Arg., Apocynaceae
anckolika dal§ich plumerii. Hotky alkaloid kebra¢amin
(kamassin) se vyskytuje v ke Stitosemenky kebraco Aspi-
dosperma quebracho-blanco Schlecht., Apocynaceae.

OH
A OH
““OH
OH N
plumierid | \
N
H
kebratamin
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Retamin z kliry a mladych vétvicek krucinky Genista
sphaerocarpa Lam., Fabaceae, je opét jednim ve vodé
nerozpustnym alkaloidem, ktery je hotky. Horky glykosid
rhododendrin (betulosid) je izolovéan z listli fady pé&niSni-
kt, Rhododendron sp., Ericaceae.

N

retamin

OH

rhododendrin

Z kury topolu (Populus sp., Cortex populi) a vrby
(Salix sp., Cortex salicis), Salicaceae, je vodou extrahovan
hotky salicin, ktery byl pouzivany jako analgetikum, anti-
pyretikum a antirheumatikum a ktery byl vzorem pro vy-
voj fady velmi G¢innych derivati kyseliny salicylové. Se-
necionin (aurein) je dalSim ve vodé¢ nerozpustnym hotkym
alkaloidem. Tento hepatotoxicky pyrrolizidinovy alkaloid
se vyskytuje v starCku obecném Senecio vulgaris L., Aste-

raceae.
H
[;:L\/OH o
o._._0O
HO
HO™ “OH
OH
salicin senecionin

Siln¢ hotky alkaloid strychnin ma c¢islo hotkosti
700 000 a je velmi jedovaty; LDsy u krys je méné nez
1 mgkg'. Vyskytuje se v kul&ibé davivé, Strychnos nux-
vomica L., Loganiaceae, spolu s velmi hotkym brucinem.

strychnin brucin

Tiliakorin je alkaloid zkiry Tiliarcora acuminata
Miers, Menispermaceae. Hotky alkaloid veatchin se vy-
skytuje v Garrya veatchii Kellogg, Garryaceae.
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veatchin

tiliakorin

Hotky glykosid verbenalin (kornin) byl izolovan ze
sporySe 1ékatského Verbena officinalis L., Verbenaceae ¢i
diinu kvétnatého Cornus florida L., Cornaceae.

OH

verbenalin

Jsou znamy také typicky hotké aminokyseliny: L-leu-
cin, L-isoleucin, L-fenylalanin, L-tyrosin a L-tryptofan.
Dale je znam hotky galegin z nati a také ze semen jestfabi-
ny lékaiské Galega officinalis L., Fabaceae, hotky vita-
min B, (riboflavin) a zna¢n¢ hotky kofein z kavy (Coffea
arabica L. aj., Rubiaceae), teobromin z kakaa (kakaovnik
pravy, Theobroma cacao L., Sterculiaceae) a teofylin
z listti ¢ajovniku ¢inského Camellia sinensis (L.) O. Kunt-
ze (syn. Thea sinensis L.), Theaceae.

o o OH
o Ao wo
NH, NH, NH,

L-leucin L-isoleucin L-fenylalanin
HO HO
O J ] o
HO NH, N NH,
H
L-tyrosin
L-tryptofan
I \)\ "
HZNJ\NH & HO..~~on
galegin

OH

N N (0]
7’

N
(6]

riboflavin
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Hotka nukleobaze 2-thiouracil se vyskytuje v seme-
nech nekterych zastupcet rodu brukve, Brassica sp., Bras-
sicaceae.

2-thiouracil

Methyl-a-D-mannopyranosid je napt. sacharidova
cast glykosidu konkanavalinu A, ktera vynika s hotko-
sladkou chuti. Chutova adaptace na sacharosu vede
k zdlraznéni pocitu jeho hotkosti a naopak adaptace na
chinin redukuje hotkost methyl-a.-D-mannopyranosidu®®.

OH

HO methyl-o-D-mannopyranosid

o
o
T

_0O

HO

Hoiké latky se vyskytuji i v fi8i Zivo€iSné, jako napt.
znamy hydrokortizon, hlavni glukokortikoid produkovany
kdrou nadledvinek. Hotké jsou i n&které dalsi steroidy,
jako napf. zlucova kyselina ursodiol, vyskytujici se jako
konjugat s taurinem ve Zlu€i medveédt (Ursus).

ursodiol

Prestoze je tento ¢lanek o hotkych latkach z piirody,
musime se zminit o oktaacetyl-sacharose, zvané téz amerin
¢i SOA, kterd slouzi m.j. k ndhrad¢ chininu v nékterych
limonadach. Je to latka, ktera je tidajné naprosto netoxicka
(samoziejm¢ v pouzivanych koncentracich a mnozstvich),
ktera je vSak tak hotkd, Ze hotko v Ustech vyvola jiz jen
otevfeni prachovnice, ve které¢ je uchovana. Jeji hotkost je
tak silnd, Ze se v Rusku pouzivala k denaturovéani alkoholu
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v koncentraci 0,001 % a to hovoii za mnoho.

5. Trocha teorie o chuti horké

Jak pisi &esti pivovarnici®’, viem hoiké chuti v Gstech,
jak je vSeobecné zndmo, vyvolavéa bez ohledu na typ hot-
kosti zvySenou sekreci travicich §tav a tim i chut’ k pfiji-
mani potravy. Konkrétn€ napt. sekrece piiuSnich slinnych
zlaz, které jsou nejvetSimi slinnymi Zlazami, je reflexné
vyvolavéana podnéty z oblasti zadni tfetiny jazyka, tedy z
oblasti nejcitlivéjsi pro vnimani hotkosti. Tyto zlazy maji
na rozdil od ostatnich slinnych 714z vyrazn€ seri6zni funk-
ci (produkce enzymu) a soucastné obohacuji potravu vo-
dou. Vyrazné se uplatiuji zvlasté pii pozivani suché potra-
vy. S tim patrné souvisi i jisté podnéty, vedouci ke konzu-
maci tekutiny. Reflexné na zéklad€ podnétli vychazejicich
z chut'ovych receptorti 1ze vyvolat rovnéz sekreci zaludec-
nich §t'av. Silna intenzita hotkosti piva ¢eského typu pod-
poruje proces traveni a je zdrojem podnétu pobizejicich ke
konzumaci tuhé potravy i tekutin. Tento fyziologicky me-
chanismus je podporovan mirné drsnym, az drsnym cha-
rakterem hotkosti. Drsnéjsi hotkost déle ulpiva v ustech
atim i déle drazdi chutové receptory. Naproti tomu vjem
velmi jemné, az jemné hotkosti daleko rychleji vymizi
a ma tudiz daleko nizsi fyziologickou G¢innost.

S hotkou chuti je to zajimavé. Napfiklad méjme chu-
tovy receptor TAS2R16, kterym zjistujeme hotkou chut
kyanogennich glykosidi. Gen pro tento receptor se vysky-
tuje ve dvou variantich, jez se vzajemné li§i v citlivosti.
Obyvatelé subsaharské Afriky maji v drtivé vétsin€ (85 %)
necitlivou variantu genu. Naopak, zbytek svéta je z 90 %
vybaven citlivou variantou.

Vysvétleni je, jak uz to autofi podobnych studii pre-
zentuji, zcela prosté. Necitlivd varianta genu je vyhodna
v oblastech zamofenych malérii. Jeji nositelé konzumuji
vetsi mnozstvi rostlin s obsahem kyanogennich glykosidi
a ty je pak chrani pfed malarii. Zaroven se tak sice troSku
otravuji, ale to je dan, kterou plati za ochranu pied parazi-
tickymi prvoky a nebezpecnou chorobou. V dobé¢, kdy se
Clovek druhu Homo sapiens vydal mimo Afriku, pfisla
vhod citlivé varianta. V chladnéjSich oblastech uZ malérie
nepiedstavovala takovou hrozbu a lidem se zacalo vypla-
cet, kdyz se rostlinam obsahujicim kyanogenni glykosidy
vyhnuli*®.

Na urovni védeckych vypocetnich studii jde vyzkum
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jesté hloubégji. Studiem interakci ligand-receptor u recepto-
ru hoiké chuti byly ziskany zajimavé vysledky’’. Fenyl-
thiokarbamid je intenzivné horky, ale jen pro nékteré lidi;
pro jiné je bez jakékoliv chuti. Bylo navrzeno, ze fenyl-
thiokarbamid vyvolava pocit hotkosti na urovni interakce
s lidskym receptorem napojenym na G protein
(hTAS2R38) kdédovany genem PTC. Priznak necitlivosti
k chuti fenylthiokarbamidu byl pfifazen k polymorfii tfech
jednotlivych nukleosidi v genu PTC. S pouzitim krystalo-
vé struktury hovéziho rhodopsinu jako Sablony byla gene-
rovana 3D struktura receptor hotké chuti hTAS2R38
a hTAS2R16. Tak bylo mozno zmapovat u receptorti ami-
nokyseliny ovlivnéné genetickou polymorfii a navrhnout
molekularni funkci pro dva z nich, které vysvétlovaly vy-
skyt priznaku necitlivosti k hotké chuti.

6. Zavér

Prehled ptirodnich latek hotké chuti ukazuje zajima-
vost této skupiny obnovitelnych materialli, pfispiva
k poznani biodiversity sekundarnich metaboliti a muze
pfispét k inspiraci, napi. potravinafskych a farmaceutic-
kych chemikt pti hledani novych moznosti vyuziti tako-
vych latek v praxi. Hleddni novych hof¢innych latek
s Cist¢ hotkou chuti pouzitelnych nejen v humanni, ale
i zemédé€lské praxi (zivocisné vyrobé, kde se mohou uplat-
nit jako uréity tonizujici prostiedek) je vSak jen jednou
strankou problému hotkosti: druhou je hledani postupil
(alatek) — modifikatort vnimani*®, které mohou tento
vjem naopak tlumit. Dokud vSak nebudou dobfe znamy
molekularni mechanismy princip vnimani hofkosti, bude-
me jen na zacatku tohoto studia ,,tlumeni hotké chuti®, tak
jako v soucasnosti.

Autori timto dékuji MSMT za podporu v rdmei vy-
zkumného zameéru ¢. MSM6046137305 a grantu NAZV CR
¢ 1G46085.

LITERATURA

1. Copikové J., Lapcik O., Uher M., Moravcova J., Dra-
Sar P.: Chem. Listy 100, 778 (2006).

Copikové J., Uher M., Lapcik O., Moravcova J., Dra-
Sar P.: Chem. Listy 99, 802 (2006).

. Lapcik O., Copikové J., Uher M., Moravcova J., Dra-
Sar P.: Chem. Listy 101, 44 (2007).

Fisar Z.: Chem. Listy 100, 233 (2006).

Fisar Z.: Chem. Listy 100, 314 (2006).

Hefmanova V., Barta J., Curn V.: Chem. Listy 100,
495 (2006).

. Benesova E., Markova M., Lipovova P., Kralova B.:
Chem. Listy 99, 324 (2006).

Harmatha J.: Chem. Listy 99, 622 (2006).
Chandrashekar J., Hoon M. A., Ryba N. J. P., Zuker
C. S.: Nature 444, 288 (2006).

Staffl F.: Likérnicky receptdr, nékladem vlastnim,

®

10.



Chem. Listy 101, 895-906 (2007)

11.

12.

13.
14.
15.

16.
17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Praha 1940.

Yamada Y.: New Food Ind. 44, 49 (2002); Chem.
Abstr. 137, 309631 (2002).

The Merck Index, 13th Ed., Merck & Co. Inc., White-
house Station, 2001, electronic version by
CambridgeSoft, Cambridge.

Ziegler H. (ed.): Flavourings, 2. vyd. Wiley-VCH,
Weinheim 2007.

Vyhléska ¢. 304/2004 Sb.

Rouseff R. (ed.): Bitterness In Foods And Beverages,
(Developments in Food Science, 25). Elsevier,
Amsterdam 1990.

Moncrieff R.: Perfum Essent. Oil Rec. 42, 51 (1951).
Pfaffmann C., Bartoshuk L. M., McBurney D. H.:
Handbook of Sensory Physiology, Part 2, 75, (Beidler
L. M, ed.), Springer, Berlin 1971.

Samuelson G.: Drugs of Natural Origin, A Textbook
of Pharmacognosy. Swedish Pharmaceutical Press,
Stockholm 1992.

Cesky lékopis 2005, str. 508, GRADA Publishing,
Praha 2005.

Remington J. P., Wood H. C. (ed.): The Dispensatory
of the United States of America, 1918; http:/
www.henriettesherbal.com/eclectic/usdisp/  (stazeno
31.1.2007).

Sugimoto N., Sato K., Yamazaki T., Tanamoto K.:
Shokuhin Eiseigaku Zasshi 44, 328 (2003).
Vanhaelen M., Vanhaelen-Fastr R.: Phytochemistry
14,2709 (1975).
http://www.florahealth.com/flora/home/Canada/
HealthInformation/Encyclo-pedias/BlessedThistle.htm
(staZeno 4. 2. 2007).
http://en.wikipedia.org/wiki/Angostura_bitters
(staZzeno 31. 7. 2007).

Soukup R. J., Parliment T. H.: Fr. Demande FR
2529446 (1984), Chem. Abstr. 100, 137686 (1984).
http://www.vscht.cz/kch/kestazeni/sylaby/
sladarstvi.pdf (stazeno 31. 1. 2007).

Von Hirsch H.: Ger. Offen. DE 2007023 (1971);
Chem. Abstr. 75, 139418 (1971).

Shimura M., Hasumi A., Minato T., Hosono M., Miu-
ra Y., Mizutani S. Kondo K., Oikawa S., Yoshida A.:
Biochim. Biophys. Acta, Mol. Cell Biol. Lipids /736,
51 (2005).

Yamada Y., Hagiwara K., Iguchi K., Suzuki S.: Tetra-
hedron Lett. /1977, 2099.

906

Referat

30. Yamada Y., Hagiwara K., Iguchi K., Suzuki S., Hsu
H.-Y.: Chem. Pharm. Bull. 26, 3107 (1978).

Yamada Y., Sako N., Ando E., Yamada M., Kikuzaki
H., Yamamoto T.: Biosci. Biotechnol. Biochem. 63,
524 (1999).

Kubo I., Miura 1., Kamikawa T., Isobe T., Kubota T.:
Chem. Lett. 71977, 1289.

Kubota T., Kubo I.: Nature 223, 97 (1969).
Wesolowska A., Nikiforuk A., Michalska K., Kisiel
W., Chojnacka-Wojcik E.: J. Ethnopharmacol. /07,
254 (2006).

Opletal, L., Sovova, M., Dittrich, M., Solich, P., Dvo-
rak, J., Kratky, F., Cefovsky, J., Hofbauer, J.: Cesk.
Slov. Farm. 46, 247 (1997).

McBurney D. H., Gent J. F.: Chem. Senses 3, 45
(1978).
http://www.prionord.cz/projects/colitiscrohn/
product.asp?productid=224 (stazeno 31. 1. 2007).
http://www.osel.cz/index.php?clanek=1377  (stazeno
31. 1.2007).

Miguet L., Zhang Z. D., Grigorov M. G.: J. Receptors
Signal Trans. 26, 611 (2006).

Moravcova J., Opletal L., Lapéik O., Copikova J.,
Uher M., Drasar P.: Chem. Listy 101, v tisku (2007).

31.

32.

33.
34.

35.

36.
37.
38.
39.

40.

L. Opletal®, J. Copikova®, M. Uher, O. Lap¢ik®,
J. Moravcova’, and P. Drafar® (“ Department of Phar-
maceutical Botany and Ecology, Faculty of Pharmacy,
Charles University, Hradec Kralové, " Department of Car-
bohydrate Chemistry and Technology, Institute of Chemi-
cal Technology, Prague, ¢ Faculty of Chemical and Food
Technology, Slovak Technical University, Bratislava,
! Department of Chemistry of Natural Compounds, Insti-
tute of Chemical Technology, Prague): Naturally Occur-
ring Bitter Compounds

A brief survey of bitter compounds occurring in na-
ture aims to show the importance of this group of renew-
able materials and to contribute to the knowledge of biodi-
versity of secondary metabolites which can be utilized,
among others, in food and pharmaceutical industry. The
beauty and biodiversity of this group of mostly secondary
metabolites are illustrated.



Chem. Listy 101, 907-910 (2007)

Laboratorni pfistroje a postupy

LABORATORNI PRISTROJE A POSTUPY

VYUZITI HPLC KE STANOVENI]
PRODUKTU EXPRESE GENU
PRO MIKROBIALNI
TYROSINDEKARBOXYLASU

RADKA BURDYCHOVA a VLASTIMIL
DOHNAL

Ustav technologie potravin, Agronomickd fakulta, Mende-
lova zemédélska a lesnicka univerzita v Brné, Zemédél-
ska 1, 613 00 Brno

burdycho@node.mendelu.cz

Doslo 12.1.07, ptijato 15.2.07.

Kli¢ova slova: tyrosindekarboxylasa, biogenni aminy,
tyramin, HPLC, PCR

Uvod

Tyrosindekarboxylasa je mikrobidlni enzym ze tfidy
lyas, ktery katalyzuje pfeménu volné aminokyseliny tyro-
sinu v potravinovém substratu na toxicky biogenni amin

raznou produkci tyrosindekarboxylasy patii rody Bacillus,
Citrobacter, Clostridium, Escherichia, Klebsiella, Proteus,
Pseudomonas, Salmonella a Shigella, ale také mlécné bak-
terie rodu Lactobacillus, Pediococcus a Streptococcus
a mnoho prislusniki Seledi Enterobacteriaceae’.

Enzym tyrosindekarboxylasa je v mikrobialnim geno-
mu kodovan specifickou DNA sekvenci, genem pro tyro-
sindekarboxylasu (¢yrDC). Tato DNA sekvence je soucasti
genového klastru, ktery je kromé genu pro tyrosindekarbo-
xylasu  slozen z geni pro tyrosyl-tRNA synthetasu
(tyrRS), genu pro tyrosin permeasu (#yrP) a genu pro Na+/
H+ antiporter (nhaC). Molekularni detekce potencialnich
producentd tyrosindekarboxylasy spociva v identifikaci
specifické tyrDC sekvence v genomu jednotlivych mikro-
organismil.

Exprese genu pro tyrDC je fizena promotorem, umis-
ténym proti sméru jeho transkripce. Produkt exprese, en-
zym tyrosindekarboxylasa, mtize byt nepfimo detegovan
stanovenim obsahu tyraminu ve vzorku, v némz je pfito-
men mikroorganismus s dekarboxylasovou aktivitou. Pro
presné stanoveni je vyuzivano optimalni Zivné médium pro
konkrétni mikroorganismus s tyrosindekarboxylasovou
aktivitou s presné definovanym mnozstvim tyrosinu, sub-
stratu pro enzymovou katalytickou pfeménu tyrosinu na
biogenni amin tyramin. Pfi stanoveni tyraminu je vyuZziva-
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na fada separacnich analytickych metod, nejcastéji vyso-
kotlaka kapalinova chromatografie (HPLC), v nékterych
pfipadech je nutné pouZzit micelarni elektrokinetickou ka-
pilarni chromatografii. Vzhledem k absenci chromoforu je
nutné stanovovany analyt pted vlastni detekci derivatizo-
vat, coz je mozné uskutecnit bud’ pred nastiikem na kolonu
nebo az po jeho vystupu z kolony. Nejcastéji pouzivanymi
derivatizacnimi c¢inidly jsou dansylchlorid (5-dimethyl-
aminonaftalen-1-sulfonylchlorid) a o-ftaldialdehyd'.

Tyramin (p-hydroxyfenylethylamin) je aromaticky
biogenni amin (obr. 1), ktery je ve vyzivé cloveka dulezity
jako zdroj dusiku a prekurzor pro syntézu hormont, alka-
loidi, nukleovych kyselin a bilkovin®.

Ackoli je tyramin nepostradatelny pro zajiSténi fady
velmi dulezitych Zivotnich funkci, mize konzumace potra-
viny obsahujici vysoké koncentrace této latky vyvolat to-
xicky ucinek, nejcastéji vazoaktivni, konkrétné vazokon-
strikéni’. Toxické davky tyraminu je obtizné stanovit, velmi
totiz zalezi na individudlnich rozdilech mezi lidmi a na pfi-
tomnosti riiznych biogennich amindl v potraviné (potenciace).
Pro tyramin je toxicka davka asi 20-80 mg kg™' potraviny.

Zatim v zadné zemi neurluje legislativa vyrobcim
deklarovat obsah tyraminu na obalu. Takovyto udaj by
jisté ocenili predevsim jedinci trpici migrénami, dietologo-
vé a alergici. Pro vyrobce by vSak tato povinnost byla
znaéné obtiznd, coz vyplyva z velkého kolisdni obsahu
tyraminu v ramci ur¢itého druhu potraviny. Vyzkum proto
vyviji nejen metody pro stanoveni tyraminu v potravinach,
ale i jednoduché, rychlé a levné metody pro odhaleni pii-
¢in jeho produkce.

HOOCHQCHZNHZ

Obr. 1. Tyramin (p-hydroxyfenylethylamin)

Experimentalni ¢ast
Bakteridalni kmeny

Bakteridlni butiky Enterococcus faecalis CNRZ 238
(cit.*) byly kultivovany na médiu s kanamycinem, eskuli-
nem a azidem sodnym (Merck, Némecko) pii 37 °C. Kul-
tura byla pouzita jako pozitivni kontrola pro PCR a po
kultivaci v dekarboxyla¢nim médiu s tyrosinem i jako
pozitivni kontrola pro HPLC analyzu.

Startovaci kultury uréené pro vyrobu fermentovanych
tepelné neopracovanych trvanlivych salami (BioCarna,
Némecko) byly kultivovany na PCA, MRS a M17 agaru
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Tabulka I
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Pouzité startovaci kultury pro vyrobu fermentovanych tepelné neopracovanych masnych vyrobki, vyrobce BioCarna

Oznaceni startovaci Slozeni startovacich kultur Detetekce DNA HPLC detekce tyraminu
kultury vyrobcem (bakterialni druhy) sekvenci [mg I”' média]
pro tyrosindekarboxylasu

PPX Pediococcus pentosaceus =2 =
Staphylococcus xylosus - _

SG1 Staphylococcus carnosus - -
Streptomyces griseus - _

SCl1 Staphylococcus carnosus - -
Lactobacillus curvatus +b 0,45 +0,01

PLS Pediococcus acidilactici - -
Staphylococcus carnosus — _
Lactobacillus plantarum _ _

CXK Staphylococcus carnosus - -
Staphylococcus xylosus - -
Lactobacillus sakei + 0,40 + 0,01

PPLX Pediococcus pentosaceus - -
Lactobacillus plantarum - -
Staphylococcus xylosus _ _

LGl Staphylococcus carnosus - -

Lactobacillus plantarum
Streptomyces griseus

* Sekvence nedetegovana, ° sekvence detegovana, © tyramin nedetegovan

(Merck, Némecko). Pro rozliSeni a identifikaci jednotli-
vych mikrobialnich druhti byly pouzity komercni API testy
(Biomerieux, Francie), katalasa test a Gramovo barveni.
Slozeni pouzitych startovacich kultur je uvedeno v tabulce I.

Izolace DNA a PCR screening

Lyze bunék, izolace DNA z bakterialnich kultur, jeji
purifikace a zplsob kontroly koncentrace a Cistoty byly
provedeny dle autord™®. Pro amplifikaci specifické DNA
sekvence kodujici bakteridlni tyrosindekarboxylasu byla
pouzita dvojice specifickych oligonukleotidovych primert
TD2/TD5 (cit.”). Gen pro tyrosindekarboxylasu byl ampli-
fikovan pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR).
PCR byla provedena v termocykleru PTC 130 (MJ Re-
search, Waltham, MA, USA) v celkovém objemu 25 pl
a obsahovala 10 ng purifikované DNA, 10 pmol kazdého
primeru TD2/TDS5, 1 U HotStar Tag DNA polymerasy
a piislusné mnozstvi optimalizované smési specifickych
komponent pro PCR (HotStar Master Mix, Qiagen, Hil-
den, Némecko). Templatové DNA byly nejprve denaturo-
vany inkubaci pfi 95 °C 15 min. DNA byla amplifikovana
ve 30 cyklech (denaturace pii 95 °C 45 s, hybridizace pri-
mert pii 52 °C po dobu 45 s a syntéza komplementarniho
DNA fetézce pii 72 °C 75 s). V poslednim amplifika¢nim
cyklu byla teplota 72 °C prodlouzena na 10 min, a to pro
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kompletni syntetizovani findlntho PCR produktu. PCR
produkty byly vizualizovany pomoci agarosové gelové elek-
troforézy na pfistroji Easy, model B1 (Owl Scientific, USA)
a vizualizovany na UV transluminatoru (EB-20E Ultralum,
USA) po barveni ethidium bromidem (0,5 pg ml™). Jako
pozitivni kontrola PCR byla pouzita DNA purifikovana
z bun&k Enterococcus faecalis CNRZ 238, jako negativni
kontrola PCR byly pouzity komponenty PCR bez DNA.

Stanoveni tyraminu

Bakterialni kmeny byly kultivovany v dekarboxy-
la¢nim médiu® s tyrosinem (10 g ™' média) p¥i 37 °C 48 h.
Mikrobialni produkce tyraminu byla potvrzena analyzou
HPLC a vzorky byly pfipraveny modifikovanou metodou’.
Kultivacni média byla po kultivaci centrifugovéna pfi
3000 otackach/min po dobu 10 min a pfi teploté 4 °C na
centrifuze Hettich Universal 32R, Némecko. Supernatant
(1 ml) byl smichan s 1 ml 0,1 M kyseliny chlorovodikové
a 20 pl interniho standardu 1,7-diaminoheptanu (Sigma-
Aldrich, Némecko). Smés byla promichdna (MS2 Mi-
nishaker, IKA Werke, Germany) a znovu centrifugovana.
Supernatant byl filtrovan pfes 0,45 pm nylonovou mem-
branu. Filtrat byl derivatizovan o-ftalaldehydem v bora-
tovém pufru (pH 9,5) (Sigma-Aldrich, Némecko) za pii-
tomnosti 2-sulfonylethan-1-olu (Merck, Némecko). Stej-
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nym zpusobem byl zpracovan i standard tyraminu (Sigma-
Aldrich, Némecko).

Vzorky byly podrobeny chromatografické analyze
pouzitim Agilent HP 1100 systému (Agilent, Némecko),
ktery byl slozen z vakuové odplynovaci jednotky
(G1322A), kvartérni pumpy (G1311A), automatického
davkovace (G1313A) a fluorescenéniho detektoru
(G1321A). Pro analyzu byla déle pouzita Zorbax XDB C8
kolona (4,6 x 150 mm, velikost ¢astic 5 um) s ptedkolo-
nou Meta Guard Inertsil C18 (4,6 x 30 um, velikost ¢astic
5 um) a metoda vyvinuta v nasi laboratofi’. Ke gradiento-
vé eluci tyraminu byla pouzita mobilni faze slozena
z 0,1 M acetatového pufru, A (pH 5,8) a acetonitrilu, ACN
(Merck, Némecko) (¢as 027 min: A 60-23 %, ACN 40-77 %)
pi pritokové rychlosti 0,6 ml min™".

Kvalitativné byl tyramin ve vzorcich stanoven porov-
nanim retencnich ¢ast jednotlivych vzorkii a reten¢niho
Casu standardu. Kvantitativni zastoupeni tyraminu bylo
vypocteno z plochy specifického piku a vyuzitim kalibrac-
ni kiivky.

Vysledky a diskuse

VétSina odbornikll se domniva, Ze startovaci kultury
mohou zvysit obsah biogennich aminti ve finalnim vyrob-
ku. Zhlediska prevence vzniku biogennich amint
v potravinach je tedy nutné volit takové mikroorganismy,
které netvoii biogenni aminy. Zaroven by startovaci kultu-
ra méla byt schopna potlacit konkuren¢ni mikrofloru tvofi-
ci biogenni aminy'®'". Pro odhaleni potencialnich produ-
centll biogennich aminti musi byt definovany vhodné skri-
ningové metody. V této praci byla optimalizovana metoda
pro typizaci mikroorganismi produkujicich tyramin. Tato
metoda muze byt pouzita nejen pro skrining startovacich
kultur pouzivanych pro vyrobu fermentovanych potravin,
ale i pro odhaleni jakychkoli jinych mikroorganismd tvori-
cich tyramin, napf. z fad kontaminujici a doprovodné mik-
roflory.

Pti nepfimé detekci biogenniho aminu tyraminu byly
vyuzity metody molekularni biologie v kombinaci s analy-
tickymi metodami. Specifita polymerazové fetézové reak-
ce (PCR) pro detekei specifické sekvence genu pro tyro-
sindekarboxylasu byla ovéfena pouzitim purifikované
DNA bunék Enterococcus faecalis CNRZ 238, u nichz
byla prokazana’ produkce tyrosindekarboxylasy. V reakci
byl amplifikovan PCR produkt o piedpokladané velikosti
(1100 bp).

Po ovéfeni specificity a funkénosti byla PCR pouzita
pro skrining startovacich kultur pouzivanych pro vyrobu
fermentovanych tepelné neopracovanych trvanlivych sa-
lama. Prehled analyzovanych startovacich kultur uvadi
tabulka I.

Z cistych kultur jednotlivych bakterilnich druhi byla
izolovana a purifikovana DNA, kterd byla pouzita jako
DNA matrice (10 ng) pro PCR na detekci genu pro tyro-
sindekarboxylasu. Postup detekce genu pro tyrosindekar-
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M 12 3 4

56 789

bp

1200 —,
1000 —

500 —

Obr.2. PCR detekce tyrDC pozitivnich startovacich kultur; M:
100 bp ladder (New England Biolabs), béh €. 1-7: startovaci
kultury (sestupné poradi tab. I), béh ¢. 8: pozitivni kontrola —
E. faecalis CNRZ 238, béh ¢. 9: negativni kontrola
(komponenty PCR bez DNA)

boxylasu byl stejny jako u kontrolniho kmene. Specifické
PCR produkty byly amplifikovany s pouzitim DNA bakte-
rii druhu Lactobacillus sake a Lactobacillus curvatus. Pii-
tomnost specifickych PCR produktl v téchto kulturach je
uvedena na obr. 2.

Exprese specifické sekvence DNA byla ovéfena ana-
Iytickym stanovenim produktu exprese této sekvence —
tyraminu, a to v médiu s pfesné definovanym mnozstvim
aminokyseliny tyrosinu (10 gI"' média). Kvalitativné
a kvantitativné byl tyramin stanoven metodou vysoce ucin-
né kapalinové chromatografie (HPLC).

V obou vzorcich médii po kultivaci provéfovanych
bakterialnich kultur byla potvrzena pfitomnost tyraminu.
Vzhledem ke skuteCnosti, ze detek¢ni limit tyraminu je
2,90 £+ 0,01 ng ml™, Ize s jistotou prohlasit, Ze u sledova-
nych kultur doSlo pfi kultivaci v médiu s tyrosinem
k expresi sledovaného genu, tedy k produkci bakterialni
tyrosindekarboxylasy. Stanovend mnozstvi tyraminu se
vzdjemnd podstatné nelisila (0,40 + 0,01 mg ™' média pro
Lactobacillus sake a 0,45 + 0,01 mg ™' média pro Lacto-
bacillus curvatus). To vS§ak mlze byt ovlivnéno standard-
nim sloZzenim kultivacniho média, konkrétn¢ uniformni
dostupnosti substratu. Je znamo, Ze se dekarboxylasova
aktivita mikroorganismt miize znac¢né lisit. V rameci urcité-
ho mikrobialniho druhu dokonce existuji kmeny, které se
mohou touto aktivitou ligit az o ti fady'’. V této préaci
uvedena hypotéza potvrzena nebyla.

Startovaci kultury obsahujici blize nespecifikované
kmeny dvou bakterialnich druhi Lactobacillus sake a Lac-
tobacillus curvatus byly identifikovany jako potencialni
producenti tyrosindekarboxylasy a mohou se ve fermento-
vanych trvanlivych salamech ucastnit tvorby biogenniho
aminu tyraminu.



Chem. Listy 101, 907-910 (2007)

1600
LU 2
1200 -
800 |
5
3
I 6 7
400 | 4
0 1 2 3 4 5 6
¢as [min]

Obr. 3. Chromatogram standardu biogennich aminid (c
0,1 mg mI™); 1: histamin, 2: tyramin, 3: tryptamin, 4: putrescin,
5: 2-fenylethylamin, 6: kadaverin, 7: 1,7-diaminoheptan; LU —
luminiscence
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Obr. 4. Chromatogram vzorku Zivné pidy s pozitivnim nale-
zem tyraminu; LU — luminiscence

Vzhledem k ochrané konzumenta pted nezadoucimi
vlastnostmi tyraminu, ktery mohou za vhodnych podminek
startovaci kultury SC1 a CXK (tabulka I) obsahujici druhy
Lactobacillus sake a Lactobacillus curvatus tvofit, je tieba
pouziti téchto startovacich bakterialnich kultur pro vyrobu
potravin dikladné zvazit.
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Technology, Mendel University of Agriculture and For-
estry, Brno, Czech Republic): The Use of HPLC for De-
termination of Expression Product of Microbial Tyro-
sine Decarboxylase

The aim of this study was verification of the presence
or absence of specific DNA sequences coding for tyrosine
decarboxylase in the starter cultures used in the fermented
sausages production and confirmation of the tyrosine de-
carboxylase gene expression by rapid HPLC analysis af-
fording the expression product — tyramine.

Genomic DNA from microorganisms used as starter
cultures for production of fermented sausages was ex-
tracted with phenol. The DNA was used as a template for
PCR identification in which a set of oligonucleotide prim-
ers based on tyrosine decarboxylase gene sequence was
used. Two strains with high tyrosine decarboxylase activ-
ity were detected (Lactobacillus curvatus and Lactobacil-
lus sake). The tyrosine decarboxylase gene expression of
these two strains was analyzed by an optimized rapid
HPLC method, which confirmed the presence of high con-
centrations of tyramine. The results show suitability of the
described PCR and HPLC methods of screening starter
cultures for the presence and expression of the above gene.
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Uvod

Laktosa (O-B-D-galaktopyranosyl-(1,4)-D-glukopyra-
nosa) a laktulosa (O-B-D-galaktopyranosyl-(1,4)-D-frukto-
furanosa ) jsou disacharidy, které ve své molekule obsahuji
galaktosu, kterd je B-glykosidovou vazbou svazana bud’
s glukosou (laktosa) nebo s fruktosou (laktulosa). Tato
rozdilna struktura ma vSak za nasledek jejich naprosto
rozdilné vlastnosti, které urcuji jak jejich nutri¢ni hodnotu,
tak moZznosti dalSiho vyuziti.

Laktosa se v pfirodé vyskytuje pouze v mléce savci
ajeji obsah zavisi na zivo€iSném druhu. NejvyS§i obsah
laktosy je v lidském mléce 5,5-7,0 %, v kravském cini
4-5 %. Z nutri¢niho hlediska je, stejné tak jako vétSina
ostatnich sacharidd, predev§im zdrojem energie pro za-
kladni metabolické pochody organismii a dale stimuluje
intestinalni absorpci vapniku. V zazivacim traktu zdravych
lidi je nejprve v horni ¢asti tenkého stfeva (jejunum) Stépe-
na B-galaktosidasou na glukosu a galaktosu, které jsou na-
sledné absorbovany v dolni ¢asti tenkého stieva (ileum)'.
Laktosa ptitomna v mléce, resp. syrovatce, je téZ fermento-
vana bakteriemi mlééného kvaSeni za vzniku kyseliny
mlééné, popf. octové, ¢ehoz se vyuziva pfi vyrobé syri
a fermentovanych mléénych vyrobkd.

Laktulosa se v pfirodé pfirozené nevyskytuje, ale je
mozno ji piipravit uméle, a to isomeraci laktosy. Princi-
pem reakce je vzajemna konverze aldos a ketos
v alkalickém prostiedi, probihajici pfes intermediarni endi-
olatové anionty dle tzv. Lobry de Bruin-Alberda van Eken-
steinovy transformace. Kinetiku isomerace laktosy
v alkalickém prostfedi podrobn€ studovali Dandene
a spol.2. Prokézali, 7e jako hlavni produkt vzniké laktulosa
a jako vedlejsi produkty galaktosa, ze které mize vznikat
tagatosa, dale isosacharinové kyseliny a malé mnozstvi
epilaktosy. Ve velmi malém mnozZstvi je téZ laktulosa pii-
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tomna ve sterilovanych mlékarenskych vyrobcich®.

Na rozdil od laktosy neni laktulosa hydrolyzovéna
B-galaktosidasou lidského zazivaciho traktu a nemize
tedy byt absorbovana v tenkém stieve. Jako takova pak
prochazi do tlustého stieva, kde je relativné rychle fermen-
tovana pritomnou mikroflérou za vzniku kyseliny mlécné,
popf. i octové®. Pokusy in vitro® a pozd&ji i in vivo®” pak
bylo prokdzano, ze laktulosa pozitivné stimuluje rist a/
nebo aktivitu zadouci stfevni mikroflory, zvlasté bifido-
bakterii a laktobacill, pfi soucasném potlacovani ristu
nezadoucich alkalifilnich proteolytickych bakterii. Pro tyto
své vlastnosti byla jiz dfive klasifikovana jako tzv.
,bifidogenni faktor® a i v soudasné dobé splituje naroéna
kriteria kladen4 na prebiotika’.

Prebioticky ucinek laktulosy je téZ hlavnim divodem
pro jeji vyuziti pti vyrobé potravin. Napt. v Japonsku je jiz
delsi dobu ptidavana laktulosa do kojenecké vyzivy a do
fermentovanych mléénych vyrobkd pro dospélou popula-
ci'®. Dal3i oblasti praktického uplatnéni laktulosy je farma-
cie, kde se pouziva pii 1écbé chronické zacpy, hepatické
encephalopathie, pii 1éCbé potencialnich bacilonosicu sal-
monelosy a ve stadiu klinického vyzkumu jsou jeji aplika-
ce u dalSich onemocnéni, napt. hypercholesterolemie
a zan&tlivych stfevnich onemocnéni'’.

Bakterie mlé¢ného kvaseni fermentuji laktosu dvéma
metabolickymi cestami'>. Pii prvé z nich, uplatiiujici se
pfedev§im u rodu Lactococcus, je laktosa transportovana
do bunék fosfoenolpyruvat dependentnim fosfotransfera-
sovym systémem a hromadéna zde jako laktosa-6-fosfat,
ktery je hydrolyzovan 6-fosfo-f-D-galaktosidasou za vzni-
ku glukosy a galaktosa-6-fosfatu. Tyto jsou nasledné meta-
bolizovany na kyselinu mléénou. Pti druhé cesté, uplatiiu-
jici se pfedevsim u rodu Lactobacillus, je laktosa akumulo-
vana specifickou permeasou a pak intracelularné hydroly-
zovéna [-galaktosidasou na glukosu a galaktosu. Glukosa
je metabolizovana na kyselinu mlécnou, zatimco galaktosa
je uvolnovéana do média.

Pribéh fermentace laktulosy je v naprosté vétsing
ptipadl uvadén v kontextu se studiem problematiky prebi-
otik, tj. vyuzivani tohoto nestravitelného disacharidu kom-
plexem bakterii osidlujicich tlusté stievo, predev§im lakto-
baciltt a bifidobakterii. Udaje o moznych metabolickych
cestach vyuzivani laktulosy pfi jeji fermentaci bakteriemi
mlé&ného kvaseni jsou naopak velmi sporadické®. Zajima-
vou studii o ristu bakterii mlé¢ného kvaseni a bifidobakte-
rii na laktose a laktulose a vztahu mezi distribuci v nich
pfitomnych B-galaktosidasy a fosfo-B-galaktosidasy, usku-
te¢nili Smart a spol.”®. Z prezentovanych vysledki vyvodi-
li zavér, ze bakterie mlécného kvaSeni s [B-galaktosi-
dasovou nebo fosfo-B-galaktosidasovou aktivitou mohou
vyuzivat i laktulosu, coz naznacuje, ze metabolismus lak-
tulosy neni spojen ani s jednou z cest vyuziti laktosy.

Cilem nasSich experimentt pak bylo studium vyuziva-
ni laktosy a laktulosy pfi fermentaci jejich smési s riznymi
pomery téchto sacharidi kmenem Lactobacillus acidophi-
lus, provadéné in vitro za standardnich podminek. Vzhle-
dem k tomu, Ze tato problematika nebyla dosud studovana,
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mély by dosazené vysledky piispét k dalsimu objasnovani
rozdilt metabolickych cest téchto dvou potravinaisky
a farmaceuticky vyznamnych sacharida.

Experimentalni ¢ast
Pouzité mikroorganismy a substraty

K fermentaci byl pouzit kmen Lactobacillus acido-
philus CCDM 92 ze sbirky mlékaiskych kultur Laktoflora
(Milcom a.s.), rezistentni vii¢i zlu¢ovym solim a nizkému
pH.

Substratem pro fermentaci byl interné pfipraveny
MRS bujon o pH 6,2 a o sloZeni:

10 g pepton (Imuna Pharm, Slovensko), 5 g kvasnic-
ny extrakt (HiMedia), 10 g masovy extrakt (Oxoid), 1 ml
Tween 80 (Lach-Ner), 2 g hydrogenfosforecnan draselny,
p.a. (Merck), 5 g octan sodny trihydrat, p.a. (Lach-Ner),
2 g citrat diamonny, p.a. (Merck), 0,2 g siran hofecnaty
heptahydrat, p.a. (Lach-Ner), 0,05 g siran manganaty tetra-
hydrat, p.a. (Lach-Ner), 1000 ml destilovana voda.

V tomto substratu byla ptivodni sacharidicka kompo-
nenta (20 g glukosy) nahrazovana laktosou p.a. a laktulo-
sou p.a. (Appli Chem) v nasledujicich variantach :

I. pfidavek 5 hm.% laktosy

II. ptidavek 5 hm.% laktulosy

III. ptidavek smési 6 hm.% laktosy a 1 hm.% laktulosy
IV. pridavek smési 1 hm.% laktosy a 6 hm.% laktulosy
V. piidavek smési 5 hm.% laktosy a 5 hm.% laktulosy

Stanoveni ristovych kfivek

Jednotlivé varianty substrati (viz vySe) v mnozstvi
150 ml byly po sterilizaci (120 °C/15min) ockovany 1
0bj.% pridavkem kultury Lactobacillus acidophilus
CCDM 92. ZaoCkovana média byla kultivovana pti 37 °C
po dobu 16 h. B&hem kultivace byly odebirany vzorky
v case 0, 6, 8, 12, 14 a 16 h pro stanoveni poc¢tu mikroor-
ganismt plotnovou metodou na MRS agaru s pH 5,7
(Merck). Kultivace probihala za optimalnich podminek pro
dany kmen (37 °C/ 3 dny). Zaroven bylo ve vzorcich sta-
noveno pH.

Stanoveni spotifeby laktosy a laktulosy
a produkce kyseliny mlé¢né v pribéhu
fermentace

Ve stejnych ¢asovych intervalech jako pfi stanoveni
rastovych kiivek byly odebirany 10 ml vzorky vSech vari-
ant substratd pro stanoveni obsahu laktosy, laktulosy
a kyseliny mléné. Vzorky byly okamzit¢ zamrazeny
a pred analyzou uchovavany v mrazicim boxu pti —25 °C.
Spotieby laktosy a laktulosy byly vypocteny jako rozdil
jejich obsahti v substratech pred a po fermentaci v daném
Case.
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Vlastni stanoveni obsahu laktosy a laktulosy bylo
provedeno metodou HPLC s refraktometrickou deteket.

Priprava vzorku

Do 50 ml odmérné banky se navazi cca 10 g
(s ptesnosti na 4 desetinna mista) vzorku a doplni demine-
ralizovanou vodou na celkovy objem 50 ml. K odstranéni
kyselych produktii pfitomnych ve vzorku je pouzita ex-
trakce pres cartridge Chromabond SB (Macherey Nagel),
na kterou se nanasi cca 1 g (s presnosti na 4 desetinnd mis-
ta) vzorku, promyva cca 9 ml demineralizované vody do
10 ml odmérné banky a doplni po znacku. Pted vlastni
chromatografii se cca 2 ml takto upraveného vzorku jesté
prefiltruji pfes mikrofiltr s velikosti porti 0,45 pm do kyve-
ty automatického davkovace.

PouZita aparatura

pumpa Waters 515; in-line degaser AF Waters; RI
detektor Waters 2414; termostat kolon LCO 101 Ecom;
autosampler 717 plus Waters; software CSW 32, Data
Apex

Chromatografické podminky

analyticka kolona Ostion LGKS 0800 Ca form
(250 x 8 mm), Watrex; piedkolonky HEMA-BIO 1000Q
SB (50 x 4 mm), Watrex; mobilni faze — demineralizovana
voda; pritok 0,3 ml min"; teplota kolony 80 °C.

Stanoveni obsahu kyseliny mlé¢né bylo provedeno na
stejné aparatufe metodou HPLC s refraktometrickou de-
tekei.

Priprava vzorku

Byl pouzit stejny vychozi vzorek jako v ptipadé¢ sta-
noveni laktosy a laktulosy s tim, Ze do postupu nebyla
zatazena extrakce pres cartridge Chromabond SB.

Chromatografické podminky

analyticka kolona Ostion LGKS 0800, H form
(250 x 4 mm), Watrex; mobilni faize — 9 mM kyselina
sirova; prutok 0,3 ml min~'; teplota kolony 80 °C.

Vyhodnoceni analyz

Pro sestrojeni kalibra¢nich pfimek a urceni reten¢nich
Cast byly pouzity roztoky Cistych standardii jednotlivych
analytd.

Opakovatelnost vyjadiena jako interval spolehlivosti:
pro laktosu a laktulosu + 0,05 g/100 ml,

pro kyselinu mlécnou + 0,1 g/100 ml.

(Interval spolehlivosti byl vypocten jako trojnasobek sme-
rodatné odchylky 10x opakované analyzy smésné¢ho stan-
dardu, obsahujiciho 5 hm.% laktosy a laktulosy a 1 hm.%
kyseliny mlécné).
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Vysledky a diskuse

Podle ptedpokladu byly jak laktosa, tak laktulosa
fermentovany pouzitym kmenem Lactobacillus acidophi-
lus CCDM 92. Z rustovych kiivek (viz obr. 1) vyplyva, ze
pocet mikroorganismt (CFU) po 16 hodinové fermentaci
substratu s ptidavkem laktosy je fadové vyssi, a to
2,2-10" (log CFU 7,35) ner vpiipadé substratu
s laktulosou, kdy &inil 7,0 - 10° (log CFU 6,85). U obou
sacharidl je tento narGst vyrazny do 8. hodiny fermentace
a od této doby se jiz CFU prakticky neméni. Toto je
v dobré shodé se zjisténim Smart a spol."”, ktefi nalezli
krats$i dobu dvojnasobného nartstu (,,dubling times*) mik-
robialni kultury u vétSiny testovanych kmend laktobacill
kultivovanych na médiu s laktosou neZ pfi jejich kultivaci
na médiu s laktulosou.

Podobné je tomu pfi spotiebé (vyuzivani) obou samo-
statnych sacharidd v substratu (viz obr. 2), kdy na konci
fermentace je spotieba laktosy vyssi (cca 0,60 g/100 ml)
nez u laktulosy (cca 0,40 g/100ml). Z obr. 2 je dale patrny
1 ur¢ity rozdil v prib¢hu vyuZzivani sacharidi. U laktosy je
rychly do 8. hodiny fermentace a poté se vyrazné zpomali.
Naproti tomu u laktulosy je nejrychlejsi mezi 6.—8. hodi-
nou a pak dale mirné stoupa az do ukonceni fermentace.

Z produktii fermentace byla nalezena pouze kyselina
mlécna, coz odpovida homofermentativnimu zptisobu kva-
Seni laktosy i laktulosy. Jeji tvorba pii fermentaci (viz
obr. 3) je, podle ocekavani, svazana se spotiebou obou
jednotlivych sacharidii. Na konci fermentace ¢ini u sub-
stratu s laktosou 0,60 g/100 ml, u substratu s laktulosou je
nizsi, a to 0,36 g/100 ml. Patrny je i rozdil v pribéhu jeji

6,5

8
log CFU pH

16
155
15

145

4

18

Obr. 1. Zmény po¢tu mikroorganismi CFU a pH v pribéhu
fermentace substrati s riznymi piidavky laktosy a laktulosy;
osa y plati pro odec¢itani hodnot jak log CFU, tak i pH, pfi¢emz
vlastni prubé¢h téchto veliCin je odliSen nasledovné:

prubéh log CFU; ------- prubéh pH. Vynasené hodnoty
jsou pramérem ze dvou paralelnich stanoveni. Slozeni substrati:
B MRS + hm.5 % laktosy; 0 MRS + 6 hm.% laktosy + 1 hm.%
laktulosy; @ MRS + 5 hm.% laktulosy; O MRS + 1 hm.% lakto-
sy + 6 hm.% laktulosy; " MRS + 5 hm.% laktosy + 5 hm.% laktu-
losy. Fermentaéni podminky: 1 obj.% ptidavek kultury Lb. acido-
philus CCDM92, teplota 37 °C, doba 16 h. Stanoveni CFU: plot-
novou metodou na MRS agaru; pH 5,7; kultivace pii 37 °C, doba
3 dny
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tvorby (viz obr. 3). Zatimco pii fermentaci laktulosy prak-
ticky kopiruje spotiebu tohoto sacharidu, tj. nejvyssi tvor-
ba je mezi 6.—8. hodinou a pak dale mirné stoupa, u fer-
mentace laktosy je vzestup tvorby kyseliny mlécné az do
cca 14. hodiny témét linearni, zde teprve dosahne tirovné
spotfeby sacharidu a pak se vyrazné€ zpomaluje.

Pribéhu  zvySovani obsahu kyseliny mlécné
v substratech odpovidaji i pribéhy poklesu jejich pH (viz
obr. 1). Na konci fermentace substratu s laktosou bylo
dosazeno pH cca 4,4; zatimco u substratu s laktulosou
¢inilo pH cca 4,8.

V pripadé fermentaci smési laktosy a laktulosy, kdy
jeden ze sacharidii byl pfidavan do substratu ve vyrazném
prebytku (pomér obsahu laktosa : laktulosa=6: 1, resp 1 : 6),
byl preferovan ten typ (pribéh) fermentace, ktery odpovi-
dal fermentaci dominantniho sacharidu, tj. fermentaci sub-
stratu bud’ s laktosou, nebo laktulosou. Tyka se to jak
prakticky identickych pribehd ristu poctli mikroorganis-
mi a poklesu pH v substratech (viz obr. 1), tak spotieby
jednotlivych dominantnich sacharidii a s nim spojené tvor-
by kyseliny mlécné (viz obr.2 a 3). Dale je zjevné, Ze
v téchto pripadech nebyl minoritni sacharid prakticky fer-
mentovan (obr. 2). Preferenci spotfeby dominantniho sa-
charidu by bylo mozno vysvétlit indukci takového enzy-
mového komplexu (systému), ktery je v buiice syntetizo-
van v pripadé, ze v substratu je pfitomna bud’ laktosa, nebo
laktulosa ve vyrazném piebytku. Je vSak pravdépodobné,
ze tyto enzymové komplexy nemusi byt identické, nebot
spotfeba minoritnitho  sacharidu v substritu  nebyla
v pribéhu fermentace prokazana.

0,8

AC,

15 18
th

Obr. 2. Spotifeba laktosy a laktulosy v priubéhu fermentace
substratii s riznymi piidavky sacharidii; spotfeba sacharidi A ¢
je rozdil jejich obsahl v substratech pfed a po fermentaci
v daném case ¢, vynaSené hodnoty jsou primérem ze tfi paralel-
nich stanoveni. prabéh spotieby laktosy;
------- prabeéh spotieby laktulosy. Slozeni substratii a pod-
minky fermentace: viz obr. 1. Stanoveni sacharidii: metoda HPLC
s refraktometrickou detekei; analyticka kolona — Ostion LGKS
0800 Ca form, 250 x 8 mm; piedklonky: HEMA-BIO 1000
Q+SB, 50 x 4 mm; mobilni faze — demineralizovana voda; prutok
0,3 ml min™"; teplota kolony 80 °C
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Obr. 3. Produkce kyseliny mlééné v pribéhu fermentace sub-
stratd s riiznymi pridavky sacharidi; produkce kyseliny mléc-
né je uvadéna jako jeji koncentrace ¢ v substratech v daném cCase ¢
fermentace, vynasené hodnoty jsou primérem ze tfi paralelnich
stanoveni. pribéh produkce kyseliny mlééné. Slo-
zeni substrati a podminky fermentace: viz obr. 1. Stanoveni kyse-
liny mlé¢né: metoda HPLC s refraktometrickou detekci; analytic-
ké kolona — Ostion LGKS 0800 H form, 250 x 4 mm; mobilni
fize — 9 mM kyselina sirova; pritok 0,3 ml min™'; teplota kolony
80 °C

Zajimava byla fermentace substratu obsahujiciho
smés laktosy a laktulosy v poméru 1:1 a pro lepsi objasné-
ni jejiho prubéhu byly dulezité parametry soustfedény do
samostatného obrazku 4. Z n¢ho je patrno, Ze prib¢h spo-
tieby laktosy je stejny jako v piipadé Cisté laktosy, zatimco
pribéh spotieby laktulosy se od pribéhu jeji spotieby
v Cistém stavu znacné 1i§i. Ta byla obdobnym zplsobem,
jako v pfipad¢ Cisté laktulosy, spotfebovavana pouze do
8. hodiny fermentace, pak se jeji spotfeba zastavila
a v 16. hodin¢ fermentace Cinila 0,21 g/100 ml, coz je cca
53 % oproti spotiebé Cisté laktulosy. Pokud se tyka obsahu
kyseliny mlécné, Cinila v 6. hodiné fermentace 0,24 g/100
ml, coz odpovida souctu jejich obsahil pfi fermentaci Cisté
laktosy a laktulosy. V 8. hodin€ byl jeji obsah v substratu
0,28 g/100 ml, coz se velmi blizi koncentraci, pfi které se
vyznamn¢ zpomaluje jeji tvorba pii fermentaci Cisté laktu-
losy. Od této doby az do konce fermentace je pribéh pro-
dukce kyseliny mlééné obdobny s jeji produkci z Cisté
laktosy.

Pro odlisny pribéh spotieby laktulosy, nalezeny pfi
fermentaci tohoto typu substratu, se pak nabizi vysvétleni,
zalozené na zméné koncentrace kyseliny mlécné
v kultivaénim médiu v pribéhu fermentace. Hromadéni se
tohoto metabolitu se pak projevuje jako inhibice zpétnou
vazbou (feed-back inhibition), zpusobujici zhruba od
8. hodiny fermentace potlaceni aktivity enzymového kom-
plexu odpovédného za metabolizaci laktulosy, jejiz mnoz-
stvi v systému se dile neméni. Tento fakt pak opét pouka-
zuje na rozdilné vlastnosti komplexu enzymd, uplatituji-
cich se pri fermentaci laktosy nebo laktulosy.
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Obr. 4. Vybrané parametry pro popis prubéhu fermentace
substratu s pfidavkem laktosy a laktulosy v poméru 1:1; osa 'y
plati pro odecitani hodnot jak spotfeby sacharidl v substratu (A c),
tak i koncentrace kyseliny mlééné (c), pficemz vlastni pribéh
téchto velicin je odliSen nasledovné: prabeh spotie-
by sacharidt; B spotieba laktosy v substrdatu MRS + 5 hm.% lak-
tosy; @ spotieba laktulosy v substratu MRS + 5 hm.% laktulo-
sy; [ spotfeba laktosy v substratu MRS + 5 hm.% laktosy
a5 hm.% laktulosy; O spotfeba laktulosy v substratu MRS +
5 hm.% laktosy + 5 hm.% laktulosy. prabéeh produk-
ce kyseliny mlééné; M v substratu MRS + 5 hm.% lakto-
sy; @ v substratu MRS + 5 hm.% laktulosy; x v substratu MRS
+ 5 hm.% laktosy a 5 hm.% laktulosy. Vynasené hodnoty jsou
primérem ze tfi paralelnich stanoveni. Podminky fermentace —
viz obr. 1; stanoveni sacharidii a kyseliny mlé¢né — viz obr. 2 a 3

Zavér

Prezentované vysledky, ziskané pii fermentaci lakto-
sy, laktulosy a jejich smési kmenem Lactobacillus acido-
philus CCDM 92, 1ze shrnout nésledovné:
rizny prub&h vyuzivani sacharidii a tvorby kyseliny
mlécné pti fermentaci Cisté laktosy a laktulosy,
preference  fermentace dominantniho sacharidu
v substratu, obsahujiciho smés laktosy a laktulosy
v poméru 6:1, resp. 1:6,

vyrazné snizeni spotfeby laktulosy pti fermentaci
substratu obsahujiciho smés laktosy a laktulosy
v poméru 1:1 z davodu inhibice zpétnou vazbou pfi
kumulaci kyseliny mlééné v kultivacnim médiu.
Tato zjisténi pak podporuji hypotézu vyslovenou
Smart a spol.”®, Ze pii fermentaci t&chto sacharidéi nami
pouzitym kmenem laktobacilli, neni metabolismus laktulo-
sy spjat s metabolickou cestou vyuziti laktosy.

Prace byly provedeny za podpory Ministerstva zemé-
délstvi Ceské republiky, grant ¢. QF 4011 a Vyzkumny
zamer MZE 0002702201.
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I. Bohatenko®, J. Pinkrova®, J. Peroutkova®, and
M. Pechatova” (“Food Research Institute Prague,
b Milcom Dairy Research Institute, Prague): Fermenta-
tion of Lactose and Lactulose Mixtures with Lactobacil-
lus acidophilus Strain

The utilisation of lactose, lactulose and their mixtures
in fermentation by the strain Lactobacillus acidophilus
CCDM 92 was followed. Experiments were carried out in
vitro under standard conditions (MRS agar, 1 vol.% of
inoculum, cultivation for 16 h at 37 °C). In the course of
fermentation, lactose, lactulose and lactic acid (HPLC), the
count of bacteria (classic plate method) and pH were
monitored in substrates. The present results demonstrated:
(i) different courses of saccharide utilization and lactic
acid production in the fermentation of substrates with ad-
dition of lactose or lactulose; (if) the preference of pre-
dominant saccharide fermentation in substrates with lac-
tose and lactulose mixtures (6:1 and 1:6); (iii) considerable
reduction of lactulose consumption during the fermenta-
tion of substrate containing a lactose and lactulose mixture
(1:1). The reason is the feed-back inhibition effect of lactic
acid cumulated in the substrate. The findings support the
hypothesis that under the test conditions, the lactulose
metabolism is not linked to the known lactose utilization
pathways.

VSCHT Praha p¥ijme do Centralnich laborato¥i védeckého pracovnika/ci

Pozadavky:

— ukoncené vysokoskolské vzdélani, nejlépe chemického nebo fyzikalniho sméru, popt. ukoncena védecka

vychova,
—  vhodné i pro postgradualni studenty.

Naplii prace:

—  prace v laboratofi hmotnostni spektrometrie, metoda LC-MS.

Nabizime:
—  prilezitost k osobnimu rozvoji,
—  Spickové technické vybaveni,

—  samostatnou préci na zajimavych a aktualnich tématech,

— moznost Gcasti na védeckych konferencich,
—  pracovisté v blizkosti metra,

—  zaméstnanecké vyhody (Sest tydnti dovolené, pruznou pracovni dobu, ptispévek na stravovani, rekreaci,

penzijni pfipojisténi, navstévu kulturnich zafizeni).

Nastup: 1. 1. 2008

Kontakt:

Ing. Ivan Viden, CSc., tel. 220 443 812, e-mail: ivan.viden@yvscht.cz ,

Ing. Richard Hrabal, CSc., tel. 220 443 805, e-mail: richard.hrabal@vscht.cz




Chem. Listy 101, 916-922 (2007)

MOZNOSTI DIAGNOSTIKY
INTOXIKACI ANTIDEPRESIVY

MARIE STANKOVA®, PETER ONDRA"
a PETR KURKA®

@ Ustav soudniho Iékaistvi FN Ostrava, 17. listopadu 1790,
708 52 Ostrava-Poruba, ° Ustav soudniho Iékaistvi FN
Olomouc, Hnévotinska 3, 772 00 Olomouc
marie.stankova@tiscali.cz, petr.kurka@jfnspo.cz
ondra@tunw.upol.cz

Doslo 5.1.06, pfepracovano 17.12.06, ptijato 9.1.07.

Klicova slova: antidepresiva novych generaci, analyza
antidepresiv, TLC, GC-MS

Uvod

Pojem antidepresiva (AD)' zahrnuje psychofarmaka,
ktera pfimo specificky plsobi na depresivni stavy endo-
genniho (vznikajiciho uvnitf organismu), méné jiz na de-
prese exogenniho puvodu, napf. deprese somatogenni
a sociogenni. Jde o chemicky rtznorodou skupinu latek
s rozdilnymi farmakokinetickymi a farmakodynamickymi
vlastnostmi, metabolismem, vyskytem nezadoucich ucin-
ku, rozdilnou toxicitou. Ze $irokého sortimentu této skupi-
ny lé¢iv byla vybrana antidepresiva novych generaci, ktera
z velké Casti nahradila relativné toxicka 1éCiva ze skupiny
tzv. tricyklickych antidepresiv. Vyskyt rtznych forem
poruch nalady, depresi a tizkostnych stavli maji dle statis-
tickych udaju stale rostouci tendenci. Ro¢ni prevalence se
odhaduje témeét na 10 %. Je tedy ziejmé, Ze lécba té€chto
problémil piinasi i rostouci spotfebu uvedenych 1éku, je-

jichz uc¢inné latky se pak objevuji stdle Casteji
i v biologickém materialu analyzovaném v toxikolo-

gickych laboratofich. S novymi antidepresivy se setkava-
me u akutnich intoxikaci predevsim v kombinaci s dalSimi
1é¢ivy nebo alkoholem, a to u tmyslnych nebo nahodnych
(predevsim malé déti), pii kontrole terapie, zneuziti atd.

Toxikologickd analyza je dileZitou soucasti diagnos-
tickych postupti potfebnych k ziskani informace o akutni
nebo chronické expozici vySetfované osoby toxikologicky
vyznamné latce — noxe.

K ziskéani validnich vysledkt toxikologického vyset-
feni je potfeba volit vhodny biologicky material. Bézné
odebirany biologicky material k toxikologickému vysetie-
ni u zivych osob je mo¢, zalude¢ni obsah (zvratky, vyplach
zaludku) a krev. U mrtvych osob kromé uvedenych materi-
alt i vzorky tkani (jatra, ledviny). Dalsim krokem je izola-
ce nox z biologického materialu. Vybér izola¢niho postupu
zavisi na druhu analyzovaného biologického materidlu,
charakteru hledané ¢i stanovované latky, volbé nasledné
pouzité analytické metody k prikazu ¢i stanoveni vlastni
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latky atd. Dilezita pak je i volba analytické metody pro
ucely zachytu, identifikace a stanoveni stopovych koncent-
raci nox v biologickém materialu.

Pfedni misto v analyze novych antidepresiv zaujimaji
separacni techniky.

V mnoha toxikologickych laboratofich je pro zachyt
a identifikaci extrahovanych latek stale vyuzivana metoda
tenkovrstvé chromatografie. Analyze novych antidepresiv
je v literatufe vénovano jiz malo novych praci®’.

Metoda GC-MS je stale nejcitlivejsi, specificka
a univerzalni analyticka metoda pro analyzu nizkomoleku-
larnich ~ latek.  Spojeni  plynové  chromatografie
s hmotnostni detekci poskytuje u¢innou separaci, selektivi-
tu a citlivost detekce a umoznuje vyuzit Sirokych databazi
hmotnostnich spekter. Pravé vyuziti této techniky pro za-
chyt a identifikaci jednotlivych latek ze skupiny novych
antidepresiv a jejich metaboliti je vénovana cela fada pra-
ci. Vétsinu antidepresiv je mozno zachytit a identifikovat
bez piedchozi derivatizace™. Maurer a Bickeboeller ana-
lyzuji antidepresiva ve formé jejich acetylderivata®, Eap
a spol.” po derivatizaci N-methylbis(trifluoracetyl)amidem.

Ke kvalitativni analyze cilené¢ zamétené na uzky
okruh latek je vyuzivana také metoda HPLC, a to s vyuzi-
tim UV detektoru® & hmotnostniho detektoru’.

Pro kvantitativni analyzu novych antidepresiv je rov-
néz vyuzivana metoda plynové chromatografie, a to
s pouzitim plamenoioniza¢niho detektoru (FID)' a citlivé-
ho termoionizagniho detektoru (NPD, ATP)'"'% Vice se
pouziva metoda GC-MS"™".

Pro kvantitativni analyzu novych antidepresiv je vice
praci vénovano vyuZiti vysokoucinné kapalinové chroma-
tografie (HPLC). Z detektorti jsou nejvice zastoupeny UV
detektory, fluorescencni detektory a detektory s diodovym
polem (DAD)'*?!. Stale vice praci je zamé&Feno na vyuziti
spojeni HPLC s hmotnostnim detektorem (LC-MS)* .

V ¢lanku je popsana moznost prikazu a stanoveni
vybranych antidepresiv (maprotilin, mianserin, trazodon,
milnacipran, mirtazapin, moclobemid, citalopram, fluoxe-
tin, fluvoxamin, paroxetin, sertralin a venlafaxin) chroma-
tografii na tenké vrstvé a plynovou chromatografii
s hmotnostni detekci veetné vytéznosti extrakce sledova-
nych latek tuhou fazi z biologického materialu. Byly sta-
noveny limity detekce (LOD) a limity kvantifikace (LOQ)
pro sledovana AD. Byly vypracovany metody kvantifikace
pfislusnych antidepresiv v krvi (séru) a sledovéna linearita
kalibra¢nich zavislosti téchto metod v rozsahu od terapeu-
tickych az po letalni koncentrace.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Byly pouzity chemikalie diethylether p.a. nestabilizo-
vany, kyselina chlorovodikova konc., dichlormethan, iso-
propylalkohol, methanol, acetonitril, ethyl-acetat, amoni-
ak (25% vodny roztok), kyselina fosforecna, siran sodny
bezvody (vie p.a., Penta Chrudim, CR), ethanol, hydroxid



Chem. Listy 101, 916-922 (2007)

sodny(p.a., Jan Kulich Hradec Kralové, CR), hydrogenfos-
foreCnan draselny trihydrat (p.a., Merck, Némecko), octan
sodny, siran amonny (p.a., Lach-Ner, s.r.o. Neratovice,
CR). Substance antidepresiv: citalopram hydrobromid
a fluoxetin hydrochlorid od fy Zentiva, Praha, CR, fluovo-
xamin maledt, maprotilin hydrochlorid, mianserin hyd-
rochlorid, paroxetin hydrochlorid, sertralin hydrochlorid,
trazodon hydrochlorid a venlafaxin hydrochlorid fy Sigma
Aldrich, USA. Milnacipran hydrochlorid byl izolovan
z tabletové formy 1éku Ixel fy Pierre Fabre Médicament,
Boulogne Cedex, Francie, mirtazapin byl izolovan
z tabletové formy 1éku Remeron fy N. V. Organon, Oss,
Nizozemsko a moclobemid byl izolovan z tabletové formy
léku Aurorix fy Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, §vycar-
sko. Identita byla ovéfena bodem tani a analyzou metodou
GC-MS.

Standardni roztoky antidepresiv byly pfipraveny
o koncentraci 0,025 mg ml™' v ethanolu (odpovida koncen-
traci bazi jednotlivych antidepresiv). Standardni roztok
vnitiniho standardu propiverinu v ethanolu byl pfipraven
o koncentraci 0,06 mg ml™".

Aparatura

Extrakce tuhou fazi byla provedena s pouzitim ex-
trak¢nich kolonek SPEC-DAU, 3 ml, 30 mg, Varian, USA,
SPE Evidex, 6 ml, 400 mg, J&W Scientific, USA, DC-
Alufolien Kieselgel 60, 0,2 mm fy Merck, Némecko.

Material a metody

Pro ucely kvalitativni analyzy byly u ptipadd akutni
intoxikace doddny moc¢, pfipadn¢ Zaludecni obsah pacien-
ta. Pokud slo o kontrolu terapie, byla vzdy dodana mo¢
a v pfipadech letélnich intoxikaci Zalude¢ni obsah, jaterni
tkan a mo¢ (pokud bylo mozno odebrat). Pro kvantitativni
analyzu (stanoveni hladiny) byla dod4na srazliva krev.

Zpracovani vzorku

Kvalitativni analyza

Vzorky 20-50 ml moce (M) a zfiltrovaného Zaludec-
niho obsahu (ZO) byly po tpravé pH na hodnotu 3—4 zie-
dénou kyselinou chlorovodikovou extrahovany do etheru.
Po tGpraveé pH vodné faze na hodnotu 10 byla znovu prove-
dena extrakce do etheru. Extrakce byla provedena dvakrat
z kyselého a dvakrat z alkalického prostiedi. K extrakci
byl bran vzdy 1,5 nasobek objemu etheru k objemu vodné
faze. Ether byl odpafen na vodni 14zni do sucha. Odparky
byly oznageny M(A) piip. ZO(A) — extrakty z kyselého
prostfedi a M(B) piip. ZO(B) — extrakty z alkalického
prostiedi. Mo¢ byla poté podrobena kyselé hydrolyze.
K mo¢i byla pfidana koncentrovana kyselina chlorovodi-
kova (1 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové na
10 ml moce). Smés se 10 min vafila pod zpétnych chladi-
¢em, po ochlazeni a upravé pH na 8—10 byla provedena
extrakce do 1,5 nasobného objemu etheru k objemu vodné
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faze. Po odpafeni byl odparek oznacen M(H). Odparky
byly pro analyzu rozpustény v 0,5 ml ethanolu.

Kvantitativni analyza

Pro ucely kvantitativni analyzy byla antidepresiva
izolovana extrakci tuhou fazi (SPE) nasleduji-
cim postupem: kondicionace: 0,5 ml methanolu, 0,5 ml
fosfatového pufru (pH 6); aplikace vzorku (1 ml séra
s ptidavkem 10 pl vnitiniho standardu a 4 ml fosfatového
pufru o pH 6); promyti: 0,5 ml destilované vody, 0,5 ml
acetatového pufru o pH 4,5, 0,5 ml methanolu, 5 min va-
kuum; eluce: 2 x 1ml smési dichlormethan-isopropyl-
alkohol-amoniak (4:1:0,1). Eluat byl odpafen pii teploté
40 °C v proudu dusiku do sucha a odparek byl rozpustén
v 0,05 ml methanolu.

Stejnym postupem byly zpracovany vzorky pro kalib-
raci v rozsahu 0,02—2,00 mg ™! pro citalopram, maprotilin,
mianserin, mirtazapin, sertralin a venlafaxin, 0,10-2,00
mg ™' pro fluoxetin, fluvoxamin, milnacipran, moclobe-
mid a paroxetin a 0,50—2,50 mg 1! pro trazodon.

Analyza chromatografii na tenké
vrstve (TLC)

Pro analyzu etherovych extrakti M(B) ptipadné¢ M(H)
obsahujicich izolovana antidepresiva z pfislusného biolo-
gického materidlu byl pouzit modifikovany systém dle
Vederkové?. Extrakty rozpusténé v 0,5 ml ethanolu byly
nanaSeny na vrstvu silikagelu (DC Alufolien Kieselgel)
proti smési standardt (diazepam, aminofenazon, fenmetra-
zin, kodein, atropin — ozn. DAFCA). Chromatografické
desky byly vyvijeny v soustavé ethyl-acetat-ethanol-
amoniak (36:2:2) a detegovany témito Cinidly: kyselina
sirova v ethanolu (1:1), Dragendorffovo cinidlo a jod
v chloroformu. Po postfiku kyselinou sirovou v ethanolu
byl chromatogram prohlizen v UV svétle pii 254
a 365 nm.

Analyza plynovou chromatografii
s hmotnostni detekci (GC-MS)

Kvalitativni analyza

Analyzy byly provedeny na pfistroji GC-MS firmy
Shimadzu, Japonsko. Plynovy chromatograf GC 17 A,
hmotnostni detektor MS QP 5050 s elektronovou ionizaci
(EI, 70 eV). Kolona kapilarni, délka 30 m, pramér 0,32
mm, tloustka filmu 0,25 pm 5 % poly(fenylsiloxanu) —
faze Zebron ZB 5 (firmy Phenomenex, USA). Podminky
analyzy: teplota injektoru 250 °C, detektoru (interface)
280 °C, program analyzy 80 °C (20 °C/ min) 270 °C
(15 min), nosny plyn helium s konstantnim pritokem 2,2
ml min™" — teplotni program 1.

Analyzy byly provedeny ve skenovacim modu
v rozsahu m/z 50-500. K identifikaci bylo pouzito srovna-
ni retencnich casl #x a hmotnostnich spekter separovanych
latek s fr a hmotnostnimi spektry standardu.
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Kvantitativni analyza

Stanoveni antidepresiv ve vzorcich séra (krve) po
jejich izolaci metodou SPE bylo provedeno metodou GC-
MS za podminek uvedenych vySe. Pouze pro stanoveni
trazodonu je nutné zmenit teplotni program analyzy na
150 °C (30 °C/min) 280 °C (10 min) s konstantnim pruto-

Tabulka I
GC-MS charakteristiky analyzovanych antidepresiv
Antidepresivum mlz R pik €.
[min] (obr. 4)
Citalopram 58, 238 11,1 10
Fluoxetin 59, 183 7,9 1
Fluvoxamin 187,276 8,0 2
Maprotilin 59,277 10,7 8
Mianserin 193, 264 9,9 5
Milnacipran 204, 246 8,3 3
Mirtazapin 195, 208 10,2 7
Moclobemid 100, 139 10,0 6
Paroxetin 192, 329 12,5 12
Sertralin 262,276 10,9 9
Trazodon 176,278 18,6*°
Venlafaxin 58,134 9,2 4
Propiverin® 183, 225 11,2 11

@ Jiny teplotni program (teplotni program 2); ® vnitini stan-
dard

Tabulka II

Vytéznosti extrakce antidepresiv, limity detekce a kvantifikace
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kem nosného plynu helia 2,0 ml min™' — teplotni program
2. Analyza byla provadéna v SIM modu s 2 hodnotami m/z
pro stanovovanou latku a s 2 hodnotami m/z pro vnitini
standard (tab. I).

Do pfistroje byl davkovan 1 ul vzorku.

Vysledky a diskuse
Zpracovani biologického materidlu

V pouzitém postupu klasické frakéni extrakce (moci
a Zalude¢niho obsahu) do etheru pfechézeji sledovana anti-
depresiva a jejich metabolity do extraktu z alkalického
prostiedi — M(B). Sertralin a jeho metabolity a paroxetin
s metabolity se v moci nachazeji ve volné formé¢ jen
v nizkych koncentracich a je vhodné jejich uvolnéni
z konjugatu kyselou hydrolyzou.

Pro ucely kvantitativni analyzy byla pouZita izola-
ce vybranych antidepresiv extrakci tuhou fazi (SPEC-
DAU) postupem modifikovanym pro izolaci bazickych
latek. Byla urcena extrakcni vytéznost, ktera se u vétSiny
sledovanych antidepresiv pohybuje nad 70 %, pouze
u moclobemidu a trazodonu je vytéznost nizsi (kolem
40 %), ale 1 u nich je vytéZnost reprodukovatelnd (tab. II).

Analyza metodou TLC

Pro sledovand antidepresiva byla testovana citlivost
detekce (kyseliny sirova v ethanolu, Dragendorffovo ¢ini-
dlo a jod v chloroformu). Pouzity postup detekce je malo
citlivy pro zachyt fluxetinu, fluvoxaminu, sertralinu a pa-
roxetinu v moci, protoze uvedena antidepresiva se do mo-

Antidepresivum Vytéznost RSD Vytéznost RSD LOD® LOQ!
extrakce * [%] [%] extrakce ° [%] [%] [ng ml™"] [ng ml™']

Citalopram 98 4.4 95 5,9 0,5 2
Fluoxetin 80 4,7 85 6,6 15 50
Fluvoxamin 72 8,9 73 2,7 50 100
Maprotilin 75 4,0 90 43 2 5
Mianserin 99 2,7 94 6,4 0,5 2
Milnacipran 93 4,9 91 5,0 15 50
Mirtazapin 80 9,0 82 6,5 0,5 2
Moclobemid 40 2,5 49 9,3 2 5
Paroxetin 81 6,2 92 6,2 50 100
Sertralin 86 53 83 7,0 0,5 2
Trazodon 40 9.3 49 9.9 50 100
Venlafaxin 99 3,6 91 5,8 0,5 2

T Vyt&znost extrakce pii koncentraci 0,2 mg 1", ® vyt&Znost extrakce pii koncentraci 2,0 mg 1™, *LOD — limit detekce,

4L0Q - limit kvantifikace
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Obr. 1. Analyza TLC vybranych antidepresiv; deska: DC-
Alufolien Kieselgel, vyvijeci soustava: ethyl-acetat-ethanol-
amoniak (36:2:2); 1 — DAFCA (diazepam, aminofenazon, fenme-
trazin, kodein, atropin), 2 — citalopram, 3 — fluoxetin; 4 — fluvo-
xamin; 5 — maprotilin; 6 — mianserin; 7 — moclobemid, 8 — trazo-
don; A — detekce Cinidly: kyselina sirova, Dragendorffovo ¢ini-
dlo, jod v chloroformu, B — fluorescence v UV svétle (365 nm)
po postiiku kyselinou sirovou. PF — ptivodni forma 1é¢iva, M —
metabolit

¢e vyluCuji v ptivodni formé pouze v minimalnim mnoz-
stvi. Zachyt v zalude¢nim obsahu pii predavkovani je
i u uvedenych latek dostate¢né citlivy, pokud nejde o into-
xikaci smési 1ékt. TLC jako identifikacni metoda
v pouzitém usporadani je dostate¢na pro rychly prikaz
citalopramu, maprotilimu, mianserinu, moclobemidu, tra-
zodonu a venlafaxinu (zachyt od cca 1 pg ve skvrné). Vel-
mi citliva je pro citalopram, ktery dava s Dragendorffovym
¢inidlem postupné tmavnouci skvrnu (zachyt od cca 0,2 pg

7
T 6| 5
@©
el
s 57
2]
E 4
£ 3
2]
g2 ¢
o
2
e 1
S o
0 1 2 3 4

koncentrace, mg I

Obr. 2. Zavislost poméru plochy piku antidepresiva (AD)
a vnitiniho standardu na koncentraci jednotlivych AD v séru;
1 — moclobemid, 2 — mianserin, 3 — mirtazapin, 4 — citalopram,
5 — venlafaxin
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Tabulka III
Regresni rovnice a korela¢ni koeficienty kalibra¢nich pii-
mek antidepresiv

Antidepresivum Regresni rovnice® R’

Citalopram y=2,2133x-0,0198 0,9996
Fluoxetin y=0,1976 x — 0,0057 0,9986
Fluvoxamin y=0,0443 x + 0,0002 0,9976
Maprotilin y=0,7341 x — 0,0035 0,9997
Mianserin y=10,8258 x — 0,0033 0,9932
Milnacipran y=0,1493 x — 0,0013 0,9971
Mirtazapin y=1,2566 x — 0,0236 0,9987
Moclobemid y=0,5993 x +8-107° 0,9945
Paroxetin y=0,1716 x — 0,006 0,9989
Sertralin y=10,4076 x + 0,0036 0,9965
Trazodon y=0,4615x +0,0154 0,9866
Venlafaxin y=4,3793 x — 0,0238 0,9877

Koncentraéni interval: 0,02-2,00 mg 1" pro citalopram,
maprotilin, mianserin, mirtazapin, sertralin a venlafaxin,
0,10-2,00 mg I pro fluoxetin, fluvoxamin, milnacipran,
moclobemid a paroxetin, 0,50-2,50 mg 1" pro trazodon

ve skvrné), mirtazapin a trazodon, které¢ v UV svétle vyka-
zuji modrou fluorescenci (citlivost od cca 0,2 pg ve skvr-
n¢). Zaznamy TLC analyzy nékterych AD jsou uvedeny na
obr. 1.

Analyza metodou GC-MS

Kvalitativni analyza
Sledovana antidepresiva a jejich metabolity lze za-

11
10

fni standard

loch AD/vnit

pomeér p

® N o ©

2
koncentrace, mg I

3

Obr. 3. Zavislost poméru plochy piku antidepresiva (AD)
a vnitiniho standardu na koncentraci jednotlivych AD v séru;
6 — fluvoxamin, 7 — milnacipran, 8 — fluoxetin, 9 — paroxetin,
10 — sertralin, 11 — trazodon, 12 — maprotilin
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Obr. 4. GC-MS chromatogram séra s piidavkem standardi antidepresiv; podminky extrakce a program analyzy je uveden v textu.
1 — fluoxetin, 2 — fluvoxamin, 3 — milnacipran, 4 — venlafaxin, 5 — mianserin, 6 — moclobemid, 7 — mirtazapin, 8§ — maprotilin, 9 — sertra-
lin, 10 — citalopram, 11 — vnitini standard — propiverin, 12 — paroxetin. Koncentrace AD v séru 5 mg 1™, citalopram a venlafaxin 0,5 mg 17",
Analyza ve skenovacim modu

Tabulka IV
Stanovené hladiny antidepresiv v krvi u letalnich ptipada pfedavkovani
Cislo Pohlavi/vék Antidepresivum  Hladina [mg1™']  Dalsi léky Hladina [mg 1]
1. 7/41 citalopram 0,80 promethazin 10,20
2 7/47 moclobemid 18,20 promethazin 7,44
3 M/50 mianserin 1,33 levomepromazin 0,51
dosulepin 2,76
alkohol 0,49*
4, M/38 moclobemid 32,00 promethazin 19,00
alkohol 1,88*
5. M/51 citalopram 1,24 levomepromazin 0,04
ketamin NQ
6. M/37 citalopram 2,39 morphin 2,52
alkohol 1,20*
7. 7/55 mianserin 0,02 tramadol 2,15
sertralin 0,76 zolpidem 0,22
betaxolol 0,12
8. M/74 trazodon 3,20 betaxolol 0,35
alkohol 2,45%
9. 7/51 trazodon 7,90 ibuprofen 56,50
dibenzepin 30,00 chlordiazepoxid 0,69
10. M/55 maprotilin 12,20 zolpidem 1,10
11. M/39 citalopram 3,31 metoprolol 40,20

Toxické hladiny: citalopram — nad 0,5 mg 1!, moclobemid — nad 3 mg 1!, mianserin — nad 0,5 mg 1!, sertralin — nad 0,5
mg 1™, trazodon — nad 4 mg "', maprotilin — nad 0,5 mg I""' (27), NQ — nekvantifikovan, * hladina alkoholu v g kg™
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Obr. 5. GC-MS chromatogram séra pacienta intoxikovaného moclobemidem; analyza v SIM modu (a) s m/z 100 a 139 pro moclobe-

mid (b) a m/z 183 a 225 pro vnitini standard (c) (propiverin)

chytit a identifikovat v pouzitém systému GC-MS analyzy
(teplotni program 1). Pouze pro zachyt trazodonu je nutno
pouzit vysSich teplot (teplotni program 2). Sledovana anti-
depresiva a nékteré jejich metabolity v moci je mozno
analyzou GC-MS zachytit a jednozna¢né identifikovat po
aplikaci terapeutickych davek. Zachyt paroxetinu a sertra-
linu a jejich metabolitli v moci je moZny po jejich uvolnéni
z konjugatu kyselou hydrolyzou.

Kvantitativni analyza

Stanoveni antidepresiv ve vzorcich krve (séra) po
jejich izolaci extrakci tuhou fazi bylo provedeno metodou
GC-MS. Byly stanoveny limity detekce (LOD) a kvantifi-
kace (LOQ). Jako mez detekce byla brana hodnota poméru
signalu piku sledovaného antidepresiva k Sumu (S/N) = 3,
jako mez stanovitelnosti (kvantifikace) pak pomér S/N =
10. Vysledky jsou uvedeny v tab. II. Pro vétSinu sledova-
nych antidepresiv je pouzitd metoda dostatecné citliva —
limit kvantifikace je vyrazné nizsi nez v ligteratufe uvade-
maprotilin, mirtazapin, moclobemid, sertralin a venlafa-
xin). Pro ostatni antidepresiva je pouzita metoda dostatec-
na pro jejich stanoveni v pfipadech akutnich intoxikaci.
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Lineérni odezva pouzité metody byla ovéfena na stan-
dardnich roztocich antidepresiv v rozsahu tfi fada (od nej-
niz§ich terapeutickych hladin az po hladiny toxické pfipad-
n¢ letalni). K vypoctu smérnice regresni kiivky, useku na
ose Y i korela¢niho koeficientu R’, ktery byl ve vétsing
pripadt vyssi nez 0,99, byla pouzita metoda linearni regre-
se. Parametry kalibrac¢nich kiivek jsou uvedeny v tab. III.
Na obr. 2 a 3 jsou uvedeny kalibraéni pfimky pro jednotli-
va AD.

Na obr. 4 je uveden chromatograficky zdznam analy-
zy séra s pridavkem vybranych antidepresiv a na obr. 5
jsou zaznamy realného vzorku analyzovaného séra pfi
intoxikaci moclobemidem. Metoda byla aplikovana pfi
kvantifikaci antidepresiv u letalnich i neletalnich ptipada
intoxikaci. V tab. IV jsou uvedeny vysledky analyz u pfi-
padi letalnich  intoxikaci novymi  antidepresivy
v kombinaci s jinymi 1éCivy.

Zavér
V ¢lanku jsou uvedeny moznosti zachytu a identifika-

ce vybranych antidepresiv novych generaci (maprotilin,
mianserin, trazodon, milnacipran, mirtazapin, moclobe-
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mid, citalopram, fluoxetin, fluvoxamin, paroxetin, sertralin
a venlafaxin) v biologickém materidlu. Zachyt a identifika-
ce v pouzitém uspotfadani metod TLC a GC-MS jsou do-
state¢né citlivé a spolehlivé pro vétSinu sledovanych anti-
depresiv. Pro ucely kvantitativni analyzy metodou GC-MS
byla  pouzita izolace sledovanych  antidepresiv
z biologického materialu (krev, sérum) extrakci tuhou fazi
(SPEC-DAU) s postupem modifikovanym pro bazické
latky. Metoda je u vSech sledovanych AD dostatecné citli-
va pro pripady akutnich intoxikaci a u vétSiny antidepresiv
(citalopram, fluoxetin, fluvoxamin, mianserin, maprotilin,
mirtazapin, moclobemid, sertralin, trazodon a venlafaxin)
citliva i pro jejich stanoveni v rozpéti terapeutickych hla-
din.
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M. Staiikova®, P. Ondra®, and P. Kurka® (“ Institute
of Forensic Medicine, University Hospital, Ostrava,
b Institute of Forensic Medicine, Faculty of Medicine,
Palacky University, Olomouc): The Possibilities of Diag-
nostics in Antidepressant Intoxications

The article presents the possibilities of identification
of selected antidepressants of new generations in biologi-
cal materials. Identification of the drugs by TLC and GC-
MS after ether extraction from biological materials (urine,
stomach content) was tested. The detection is sensitive and
reliable for most of the drugs. For quantitative GC-MS
analysis, the drugs were isolated from blood or serum by
solid phase extraction (SPE). The recovery of most drugs
is over 70 %. Limits of detection (LOD, 3 S/N) as well as
limits of quantification (LOQ, 10 S/N) have been deter-
mined. The LOD are 0.5-2 ngl' for citalopram,
maprotiline, mianserine, mirtazapine, moclobemide, ser-
traline and venlafaxine, 15 ng 1™ for fluoxetine and mil-
nacipran and 50 ng 1" for fluvoxamine, paroxetine and
trazodone. LOQ are 25 ng "' for citalopram, maprotiline,
mianserine, mirtazapine, moclobemide, sertraline and
venlafaxine, 50 ng "' for fluoxetine and milnacipran and
100 ng 1! for fluvoxamine, paroxetine and trazodone. For
all the monitored drugs, the method is sufficiently sensi-
tive in acute intoxications and for most of the drugs also in
determination of therapeutic levels.
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Jaroslav Dolezel,
Johann Greilhuber
a Jan Suda (ed.)

Flow Cytometry with Plant
Cells: Analysis of Genes, Chro-
mosomes and Genomes

Flow Cytometry
with Plant Cells

Vydal Wiley-VCH, Weinheim, v Ginoru 2007, o 479 stra-
nach v pevné vazbé, v Cesku je dostupna za ekvivalent
pouhych 150,- €.

ISBN: 978-3-527-31487-4

Kniha je koncipovana tak, aby byla uzite¢na jak zaca-
tecnikiim, tak pokroCilym uzivatelim. Popisuje moznosti
vyuziti a vyhody pritokové cytometrie ve studiu rostlin
a rostlinnych geonomii. Uvodni kapitoly shrnuji vy voj meto-
dy a obecné zakonitosti studia rostlinnych bunék metodami
pritokové cytometrie, dalsi ¢asti knihy jsou vénovany pfi-
kladtim jejich vyuziti v rostlinné genetice, analyze genomu,
analyze prib¢hu bunééného cyklu, slechtitelském vyzkumu
i analyze moftského fytoplanktonu. Kazda kapitole ma boha-
ty vybér doporucené literatury, a rozsahly rejstitk umoZziuje
dobrou orientaci. Kniha pfedstavuje vynikajici a zatim uni-
katni soubor informaci o pritokové cytometrii rostlinnych
materiald a zapliuje tak mezeru v dosavadnich informacich.
Vzhledem k tomu, Ze se neustale rozsifuje pocet pracovist,
ktera pratokovou cytometrii vyuzivaji, a jak dokazuje neu-
stale rostouci pocet publikaci, narlsta i pocet pracovnikd,
kterym budou praktické poznatky shrnuté v knize velice
uZite¢né.

Na knize spolupracovalo 36 autori, proto je kazda ka-
pitola psana vysoce fundované. Jednotlivé kapitoly zahrnuji
prehled cytometrii a cytometrie z hlediska vyvoje, principy
metody, pfehled cytometrie u rostlin, méteni obsahu jaderné
DNA, studium ploidie, vyuziti v systematice rostlin,
v ekologii a v evolucni biologii, dale sledovani zplsobl
reprodukce, urovani velikosti genomu, sledovani zastoupe-
ni bazi v rostlinnych geonomech, detekce a stanoveni viabi-
lity rostlinnych pathogenti, analyza a tfidéni protoplastii.
Samostatnou kapitolu si vyzadala prutokova cytometrie
chloroplasti, studium DNA v niz§ich rostlinach, i fytoplank-
ton a jeho analyza. Podrobn¢ je také popsano vyuziti
v analyze bunécného cyklu rostlinnych bun¢k a populaci,
synchronizace bunécného cyklu u protoplasti i kofenovych
meristémtl, studium endoploidie, analyza a tfidéni chromo-
somd, i analyza exprese rostlinnych genll. Zavérem je zafa-
zena kapitola vénovanad databazi FLOWer, databazi udaji
o pritokové cytometrii rostlinné DNA.

Editofi knihy jsou v botanickych kruzich dobie znami,
Jaroslav Dolezel je vedoucim olomoucké pobolky Ustavu
experimentalni botaniky Akademie véd CR, a soucasné je
docentem Palackého university v Olomouci. Patii mezi pru-
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kopniky vyuziti prutokové cytometrie ve studiu rostlin,
zejména analyzu velikosti jadernych geonomt, a pravidelné
na toto téma potfadda mezinarodni kursy.

Johann Greilhuber je docentem Botanického ustavu
University ve Vidni. Zabyva se studiem rostlinnych geono-
mi jiz témét 30 let, a je znalcem vnitrodruhové promeénli-
vosti velikosti geonomu. Zabyva se rozvojem novych postu-
pt ke studiu rostlinného geonomu, véetné metod zalozenych
na pratokové cytometrii.

Jan Suda je vedoucim laboratofe priitokové a zobrazo-
vaci cytometrie v Botanickém tistavu AV CR. Je taxono-
mem specializovanym na rostlinnou biosystematiku, vcetné
stanoveni velikosti genomu a je spoluautorem knihy o taxo-
nomické analyze.

Tomas Macek

Hillenkamp, Franz /
Peter-Katalinic, Jasna

MALDI MS

A Practical Guide to Instrumen-
tation, Methods

and Applications

MALDI MS

Vydal Wiley-VCH, Weinheim,
1. vydani, leden 2007, 99 Eur, 346 stran.
ISBN-10: 3-527-31440-7

S vyuzitim hmotnostni spektrometrie se dnes setkavame
v mnoha oblastech vyzkumu. K ziskani hmotnostnich spekter
jsou vyuzivany rizné techniky a pfistupy. Jednou z velmi
roz§ifenych technik je pouziti laseru k ionizaci molekul za
pritomnosti matrice (matrix assisted laser desorption/
ionization). MALDI se nejcastéjsi pouziva pro stanovovani
hmotnosti proteinti a peptidi, ale 1ze ji s uspéchem aplikovat
ina jiné typy latek, jako jsou nukleové kyseliny, glykany, atd.

Tato kniha podava souhrnny piehled problematiky ioni-
zace riznych typl molekul. Je ¢lenéna do deviti kapitol, kdy
prvni pojednava o dosavadnich znalostech procesu ionizace
adruhd o instrumentaci hmotnostnich spektrometrii. Ostatni
kapitoly jsou rozdéleny podle typu studované latky: proteiny,
biomarkry, nukleové kyseliny, glykany, lipidy, polymery
a malé molekuly. Kazd4 z téchto kapitol je ¢len¢na do subka-
pitol, které prehledn¢ shrnuji praktické aplikace a omezeni
v jednotlivych oblastech ionizace molekul. Pokud by se cte-
nai chtél ponofit vice do hloubky daného problému, muize
Cerpat z ¢etnych odkazli na publikované primarni zdroje in-
formaci.

Knihu Ize doporucit jak lidem, ktefi s MALDI uz pracuji
pro uceleni pohledu na problematiku, tak lidem, ktefi
s hmotnostni spektrometrii za¢inaji pracovat pro vytvoreni
si prvotniho nahledu na moznosti, jez MALDI poskytuje.

Martin Svoboda
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V nejnovéjsim ¢isle Chemickych listd jsem si se
zajmem precetl clanek H. Kujalové a spol. ,Latky
s estrogennim G¢inkem ve vodach®. Jedna se struény pre-
hled aktudlniho tématu, v némz se stykaji oblast zdravi
a ochrany zivotniho prostiedi, a ktery bude pravdépodobné
zajimavy i pro Sir$i vefejnost. Je proto Skoda, Ze at’ uz
kvili nepozornosti nebo kvili Cerpani informaci
z neseridznich zdroja (napft. cit. 6, 10) se autori dopustili
chyb, které neni mozno povazovat za trivialni. Domnivam
se, ze alesponn pro nekteré by v nasledujicim ¢isle CHL
méla byt uvedena tiskova oprava.

1. Nevhodné vymezeni kategorii estrogeni ve druhém

sloupci, treti odstavec: ,,Mezi nejbéznéejsi fytoestroge-
ny patii isoflavonoidy ... ... Jkumestany, lignany, lakto-
ny, steroly, naringeniny.*
Isoflavonoidy, kumestany, lignany a steroly jsou vza-
jemné odlisné typy struktur. Naringenin je jeden
konkrétni flavanon, vyznamnym fytoestrogenem je
prakticky jediny derivat naringeninu (8-prenyl-
naringenin). Lakton je obecny strukturni prvek, ktery
se muze vyskytovat napf. u lignani (enterolakton),
kumestanl (kumestrol) aj.

2. Zcela nespravné je tvrzeni: ,, ...plosticnik (Cimicifuga)
... obsahuje fytoestrogen formononetin (na bazi triter-

penovych glykosidii).

OH

0
HO Ho/©i5j:%o

17 estradiol estron estriol
OH O OH O
| (0] O
HO & O HO
a-zearalenon a~zearalanol
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Formononetin (7-Hydroxy 4’-methoxyisoflavon) neni
ani glykosid ani terpen a nadto se nevyskytuje
v plosti¢niku (Kenelly et al., 2002; He et al, 2006).
Jeho vyznamnymi zdroji jsou ur€ité bobovité rostliny
(napt. nékteré druhy jetele — rod. Trifolium). Formo-
nonetin sam o sob¢ je velmi slabym estrogenem, mtze
byt ale stievni mikroflorou metabolizovan na daidzein
a dale na equol.

V soucasnosti neni v Ceské republice registrovan zad-
ny 1ék obsahujici diethylstilbestrol, vyznam této latky
pro zivotni prostfedi ve srovnani s jinymi uvedenymi
estrogeny (zejm. s ethynylestradiolem) bude patrné
mensi.

Ve vzorcich na obr. 1: estriol je zobrazen Spatné
(misto hydroxyli v polohach 16a,173 dvojice hydro-
xylti na C17). Zearalanol m4 jednu nenasycenou vaz-
bu navic. Vzorce postradaji udaje o stereochemii va-
zeb, at’ uz se jednd o methyly a hydroxylové skupiny
u vSech steroidii, methyly ve vzorcich zearalenonu
a zearalanolu, vazbu mezi C3 a C1’ equolu. (Prakticky
vyznam ma pouze S izomer equolu). V textu jsou zmi-
fovany jak 17f3-estradiol tak i 17a-estradiol.

OH

OH
ninQH

HO
ethynylestradiol

HO (@)
9

equol

) Oldrich Lapcik,
Ustav chemie prirodnich latek, VSCHT Praha
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VSCHT PRAHA BILANCUJE

Zebiitek kvality vefejnych vysokych kol v Ceské
republice sestavil zacatkem cervna denik MF Dnes. Vy-
chazel pritom z kritérii mezinarodni skupiny Internatio-
nal Ranking Expert Group, jaka pro obdobné posuzova-
ni plati ve svété. O poradi rozhodovala uspéSnost védec-
kého badani na té které Skole vyjadiena poc¢tem publika-
ci v prestiznich odbornych casopisech, které byly zahr-
nuty do respektované svétové databaze ISI Web of
Knowledge. Mezi jedenadvaceti posuzovanymi $kolami
nejlépe obstala Vysoka Skola chemicko-technologicka
v Praze, ktera dosahla koeficientu 72. Univerzita Karlo-
va, druha v poiadi, méla koeficient 53, tieti Veterinarni
a farmaceuticka univerzita v Brné 39, vétSina skol (od 5.
mista ZebFicku) se pohybovala pod 20 body.

Na konci tohoto roku uzavie profesor Vlastimil Ru-
zicka své druhé funkéni obdobi, tedy celkem Sest let ve
funkci rektora. Vysoka skola chemicko-technologicka
v Praze prosla za toto obdobi dynamickymi zménami. Ny-
ni bilancuje a na budoucnost zda se byt dobfe pripravena.

Nejvyrazngji se VSCHT Praha proménila v oblasti
vzdélavani. Z pétiletych inzenyrskych studijnich programt
je dnes trilet¢ bakalaiské a na né navazujici dvouleté
magisterské studium. Skola nesla jednoduchou cestou,
kterou zvolily nékteré jiné vysoké Skoly, kdyz pétilety
program jednoduSe rozdélily na tfi plus dva roky. Na
VSCHT Praha to byla velmi zasadni zména, spojend s upl-
nou restrukturalizaci studijnich programi. Rektor Vlasti-
mil Razicka k tomu tika: ,, Osobné se domnivam, ze to byla
proména potrebnd a uzitecnd. Reagovali jsme tim na ros-
touci zdjem mladé generace po vysokoskolském vzdélani
i na politiku Ministerstva Skolstvi, mlddeze a télovychovy
zvysit podil terciarné vzdélanych lidi. Vérim, zZe také prii-
mysl bude pro uplatnéni bakalarii nabizet stdle vice moz-
nosti uplatneni. “. Do jaké miry tato zména Skole prospéla,
ukdze ovSem az budoucnost. V minulém akademickém
roce 2006/7 poprvé skoncil treti rok bakalafskych progra-
mi a v zafi byli poprvé pfijimani studenti do navazujicich
magisterskych programd.

Komunikace, marketing a inspirace
ve spolupraci s primyslovou sférou

Soucasné vedeni Skoly vénuje velkou pozornost pro-
pagaci, ofenzivnimu marketingu, public relations. Diky
tomu se podafilo ziskat vic zajemct o studium. Pred tfemi
lety se ke studiu pfihlasil téméf dvojnasobny pocet uchaze-
¢l nez rok pred tim, a Skola také pfijala podstatné vic stu-
dentt. Od té doby zvyseny zdjem o studium trva. VSCHT
Praha byla mezi prvnimi vysokymi Skolami u nas, které
zaCaly dbat na sviij obraz u veftejnosti.

Pozoruhodnd je partnerskd struktura podnikid, od
nichz VSCHT Praha ziskava vyraznou podporu: Uni-
petrol, Zentiva, Preciosa, Procter & Gamble, diive také
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Appian Group, a dalsi. VSechny tyto pojmy primyslového
svéta spolupracuji se Skolou dlouhodobé a inspiruji
k mnohym koncepcnim kroktm. ,, Moznost spolupracovat
s velkymi chemickymi firmami, moznost sdilet navzdjem
vysledky i informace, kam se vyzkum, vyvoj a vzdélavani
budou ubirat, je pro Skolu velmi duleZita. Partneri casto
prispéeli i k pripravé nékterych studijnich programii. Na-
priklad program Syntéza a vyroba léciv by nevznikl bez
podpory Zentivy, jiné studijni programy byly pripravovany
ve spolupraci s Unipetrolem*, podotyka ktomu rektor
Ruzicka.

Pristi vedeni Skoly ¢ekaji nové vyzvy

Nové vedeni Skoly musi piedevsim stabilizovat Cers-
tve restrukturalizovany systém studijnich programt — ba-
kalarskych a magisterskych, které jsou stale jesté ve vyvo-
ji. VSCHT Praha by také méla i nadale mit ambici udrzet
své prioritni postaveni mezi Ceskymi vysokymi Skolami,
ale nejen to, m¢la by stoupat i na zebficku evropskych
Skol. Podstatné je i vyrazn&jsi otevieni se svétu. Kazdym
rokem vyjizdi sedmdesat az osmdesat studentli v ramci
vyménnych programi LLP/Erasmus a jesté o zhruba dva-
z mimoevropskych zemi, zejména z jihovychodni Asie.

Bude zajimavé sledovat, zdali se pfisti vedeni skoly
odhodla ke snizeni poctu studijnich programii a obord.
K tomu prof. Razic¢ka podotyka: ,, Dosavadni mira specia-
lizace je az zbytecné Sirokd. V tomto nazoru mne utvrdila
nedavnd navstéva tii Spickovych univerzit svétové urovné
v Jizni Koreji a na Tchaj-wanu, kde usiluji prdavé o vyso-
kou univerzalitu. U nds ucime az enormni mnozstvi pred-
métii, vyuka je prilis atomizovana. Oborii by mélo byt mé-
né. A uzka specializace by méla byt péstovana az v doktor-
ském studijnim programu.* Analogicka inspirace ve sveété
by mohla oZivit i uvahy o reorganizaci koly. Ctyfi fakul-
ty, tficet ustavl — diive kateder, to neni efektivni struktura
pro skolu, kterd ma Ctyfi tisice studentd. Struktura skoly by
méla byt mnohem jednodussi, slozena z mensiho poctu
vétsich celkd. I to bude zajimavé sledovat.

A jaké jsou pfisti plany rektora Vlastimila Riizicky?
., Tradice VSCHT Praha, a viastné viech ceskych vysokych
Skol, je trochu jina, nez je obvyklé v zahranici. Akademicti
funkcionari se tu po ukonceni svého funkcniho obdobi
zpravidla vraceji ke své puvodni pedagogicke a védeckeé
prdaci. Soucasné vedeni bude predavat Skolu v dobré kondi-
ci, nemam proto ze svého mozného setrvani zde obavy.
Predpokladam, ze novy rektor nebo rektorka a nové vedeni
prijdou se svymi predstavami o dalsim rozvoji skoly a jsem
presvédcen, Ze to budou predstavy spravné. Povazuji proto
za korektni nesvazovat nové vedeni zadnymi svymi komen-
tari a planuji, co Ize s nadsdazkou nazvat bobrikem miceni.
A s optimistickym ocekdavanim se tésim na véci pristi .

pfipravil Daniel Sobotka
Oddgleni vnitini a vngjsi komunikace VSCHT Praha



Spoleénost H TEST a.s. rozsSif¥ila svoji nabid-
ku testovacich systémi i o produkty divize
Agilent Materials Sciences Solutions, tj. AFM
(Atomic Force Microscopy)/SPM (Scanning
Probe Microscopy) rastrovaci mikroskopy.

Zasadni vyhodou technologie AFM oproti
elektronovym mikroskopim je, Ze mé¥Fené
vzorky nemusi byt vodivé! S technologii AFM
Ize dosahnout rozliSeni az v fadu jednotek
nanometri.

Systémy Agilent se uplatni v:
. elektrochemii

- nanolitografii

. aplikacich s polymery

. biotechnologiich

- mediciné

Série 5500 AFM/SPM

AFM mikroskop Agilent 5500 je vrcholny viceucelo-
vy vyzkumny mikroskopicky systém pro AFM a SPM.
Modularni koncepce této série dovoluje jednoduchou
integraci stojanu pro velké vzorky az 150x200mm
(LS), invertovaného mikroskopu (ILM), scanner( pro
malé i velké zobrazované plochy, adaptérti pro uchy-
ceni vzorkld, soupravy pro elektrochemii nebo video
mikroskopu.

Série 5100 AFM/SPM

AFM mikroskop Agilent 5100 je vhodny pro uZivatele,
ktefi nepotfebuji plnou funkénost vrcholného modelu
Agilent 5500, a pfesto vyzaduji moznost plné kontro-
ly prostfedi, ve kterém se nachézi métreny vzorek. Pro
plnou kontrolu prostfedi, ve kterém se nachazi méfe-
ny vzorek, je k dispozici volitelnd hermeticky uzaviena
komora a teplotné regulovany adaptér pro uchyceni
vzork(.

« Velikost vzorku 20 x20 mm
- Kontrola teploty a prostiedi

Série 5400 AFM/SPM

Novy AFM mikroskop Agilent 5400 AFM/SPM je velmi
pfesny, univerzalni pfistroj za dostupnou cenu, uréeny
zejména pro oblast vzdélavani a vyzkumu a pfedstavu-
je tak idealni moznost zpfistupnéni AFM technologie
Sirokému spektru potencialnich uzivateld. Mikroskop je
dodavan s podklady pro vyuku AFM v&etné vzorkd pro
experimenty.

« Velikost vzorku 20 x20 mm
« Kontrola teploty

Kontaktni informace:

H TEST a.s.

Na okraji 44B

162 00 Praha 6

Tel.: 235 365 207, 204
Fax: 235 363 893
E-mail: info@htest.cz

www.htest.cz www.agilent.com/?nd/nanotech

'—]z -1z Agilent Technologies
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UNEXPECTED MISCIBILITY OF ORGANIC ETHERS
WITH PERFLUOROCARBONS

PETER BABIAK® and PETR BEIER®

Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, ASCR, 166
10 Praha 6
peto.babiak@gmail.com; beier@uochb.cas.cz

We recently uncovered unexpected complete miscibility
of organic ethers with perfluorocarbons (Scheme 1).
Investigations in the influence of the structure of an organic
ether (Scheme 2) on the miscibility temperature and mutual
solubility with perfluorocarbons are currently underway.
Theoretical predictions from calculations will be maid and
compared with experimental data.

We intend to use perfluorinated solvents as a reaction
media for oxidation reactions. High solubilities of gases such
as hydrogen, methane and oxygen make perfluorocarbons
excellent solvents for oxidations with oxygen. In situ formation
of peroxycompounds by the reaction with oxygen and
subsequent oxidation of organic substrates could represent a
new approach to selective oxidation in organic synthesis.
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Scheme 1. Perfluorocarbon solvents used

miscible
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Scheme 2. Miscibility of some ethers with perfluorocarbons

solvents at 25°C

Financial support from the IOCB is gratefully acknowledged.

SYNTEZA NOVYCH TYPU 2°-DEOXYRIBO-C-

NUKLEOSIDU

JAN BARTA*® a MICHAL HOCEK""

A Ustav organické chemie a biochemie, AV CR, v.v.i., Gilead

Sciences & IOCB Res. Center, Flemingovo 2, 166 10, Praha 6
barta@uochb.cas.cz, hocek@uochb.cas.cz
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C-Nukleosidy jsou charakteristické nahradou labilni
glykosidické C-N vazby za stabilni a huife odbouravatenou C-C
vazbu. Z tohoto plyne jejich vyuZiti v rozSifeni genetické
abecedy'. Existuje nékolik postupti pro syntéze C-nukleosida?,
ale vSechny jsou charakteristické nizkym vytézkem a anomerni
selektivitou. Budou prezentovany nejnovéjsi pokroky ve vyvoji
modularni metodiky® syntézy 2’-deoxyribo-C-nukleosidii
zalozené na pripravé halogenovanych intermediati a
naslednych transformacich funkénich skupin vedoucich k
sériim derivatu.

Br

PGO_\QX_b »PGD — PGO

OPG PG OPG
[.re
H

Schéma 1. Obecné schéma piipravy 2'-deoxy-C-nukleosidi

R’=Ar, alkyl,amin

Tato prdace je soucdsti vyzkumného projektu Z4 055 905 a byla
podporena centrem biomolekul a komplexnich molekularnich
systémii (LC512), NIH, Fogarty International Center (grant
1R03TW007372-01) a Gilead Sciences, Inc (Foster city, CA,
USA).

LITERATURA

1. Reviews: (a) Wang L., Schultz P.G.: Chem. Commun.

2002, 1,. (b) Henry A.A., Romesberg F.E.: Curr. Opin.

Chem. Biol. 7, 727 (2003). (c) Kool E.T., Morales J.C.,

Guckian K.M.: Angew. Chem. Int. Ed. 39, 990 (2000). (d)

Kool E.T.: Acc. Chem. Res. 35, 936 (2002).

Wu Q.P., Simons C.: Synthesis 2004, 1533.

3. (a) Hocek M., Pohl R., Klepetafova B.: Eur. J. Org. Chem.
2005, 4525. (b) Urban M., Pohl R., Klepetatova B., Hocek
M.: J. Org. Chem. 71, 7322 (2006). (c) Joubert N., Pohl
R., Klepetafova B., Hocek M.: J. Org. Chem. 72, 6797
(2007).

SYNTEZA CYKLODEXTRINOVE STAVEBN,I'
JEDNOTKY PRO TVORBU SAMOSKLADNYCH
STRUKTUR

TEREZA BEDNARIKOVA a JINDRICH JINDRICH

Katedra organické a jaderné chemie, Prirodovédecka fakulta
Univerzity Karlovy v Praze, Hlavova 8, 128 40 Praha 2
Jjindrich@natur.cuni.cz

Cyklodextriny (CD)
sklédajici se za(1—>4)

jsou cyklické oligosacharidy
spojen}'/ch D- glukopyranosonch

derlvatu je jejich schopnost tvofit inkluzni
s lipofilnimi organickymi molekulami'.

Na§s vyzkum je =zaméfen na syntézu sady C-3
symetrickych multimerd CD (cit.?) jako stavebnich jednotek
pro pfipravu samoskladnych supramolekularnich struktur
dendrimerniho typu. Postup je zalozen na pfipravé sloucenin za

tvorby amidovych vazeb.

komplexy
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Nejprve byla pfipravena latka 1 a nasledné latka 2 s C-3
symetrickym jadrem, jak je uvedeno ve schématu.

OH HoN OMe
0 L\ 0
Oho ~ 0% -y
OH ab,cd OM
HO = MeO
OH) | —= OMe
o o
OH ] OMe )
OMe 1 .
gf\ e l
0 H
OMe 0.__N
R= MeO ~R
OMeO
O/ _—
o) o)
OMe
O NH N

2

Schéma. Piiprava trimeru B-CD derivatu s C-3 symetrickym
jadrem. (a) CinBr, NaOH, H,O/CH;CN (b) NaH, Mel, DMSO (c) Os,
Me,S, CHCl/MeOH (d) CH;COONH,;, NaBH;CN, MeOH (e)
benzen-1,3,5-

-trikarboxylova kyselina, DIC, HOBt, DMF (1) amino-derivat -CD
(2) trimer amino-derivatu $-CD

Tento projekt je podporovan MSM 0021620857.
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SYNTEZA B-CYKLODEXTRINOVYCH MULTIMERU
S VYUZITIM REGIOSELEKTIVNE
MONOSUBSTITUOVANYCH DERIVATU B-CD JAKO
PREKURZORU PRO JEJICH PRIPRAVU

ANTONIN BERAN a JINDRICH JINDRICH

Katedra organické a jaderné chemie, Prirodovédeckd fakulta
Univerzity Karlovy v Praze, Hlavova 8, 128 40 Praha 2
Jjindrich@natur.cuni.cz

Cyklodextriny' (CD) jsou cyklické oligosacharidy ve
tvaru komolého kuzele s vnitini dutinou, jejichz vyznamnou
vlastnosti je schopnost vytvafet komplexy s rlznymi
organickymi molekulami. Komplexaci se méni vlastnosti obou
latek. Zejména je znama vlastnost meénit rozpustnost
komplexovanych molekul. Slou¢eniny na bazi CD nachazeji
vyuziti napiiklad jako nosi¢e 1éCiv, nebo jako soucasti
chemosenzorti.

Cilem této prace je syntéza dimernich a trimernich f-
cyklodextrinovych  derivatd  pfipravenych za  ucasti
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Grubbsovych katalyzatord. Jako prekurzory pro jejich syntézu
byly piipraveny regioselektivné monosubstituované derivaty -
cyklodextrinu, s allylovou nebo propargylovou skupinou
v poloze 6-O.

R = OMe

Projekt je podporovan granty MSM 0021620857 a KAN
200200651.
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SYNTEZA A REAKCE 1,3,5(10),13(17)-
ESTRATETRAEN-16-ONU

ROBERT BETIiK® a MARTIN KOTORA™"

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

Syntéza isopernoidnich sloucenin je zajimavou oblasti
organické syntézy. Jeden ze smérd, ktery pfitahuje pozornost,
studium steroidd a zejména modifikace ¢i funkcionalizace
skeletu za ucelem zlepseni nékterych biologickych vlastnosti ¢i
naopak jejich potlaceni. Nedavno jsme publikovali flexibilni
syntetickou metodu pro ptipravu derivati 16-ketoestronu, ktera
byla zalozena na opakované cyklizaci o,o-dienli za pouziti
Cp,ZrBu, (dibutylzirkonocenu)' nasledované reakcemi s riiz-
nymi allylhalogenidy”.

Tento postup je i zdkladem pro syntézu estratetraen-16-ni
o nichz se predpokladd, ze by mohly byt vhodnymi
intermediaty pro pfipravu raznych steroidnich derivati.
Prvnim krokem byla cyklizace vychoziho dienu 1 nasledovana
reakci a dibrompropenem, pii které vznikl bromdien 2.
Dehydrohalogenaci byl ziskan enyn 3. Kli¢ovym krokem pak
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byla Pauson-Khandova reakce enynu 3 pii niz doslo
k vytvofeni pozadovaného cyklopentenonového cyklu a tim i
cilové slouceniny 4.

OMe
Lif o
MeO
1
H —
908
MeO 3

Projekt byl financovan z Centra pro nova antivirotika a
antineoplastika MSMT (Projekt ¢. IM0508).
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KVARTERNI AMONIOVE SOLI TRITERPENOIDU
S BIOLOGICKOU AKTIVITOU

D. BIEDERMANN?, J. SAREK®, M. HAJDUCH"
a M. SVOBODA®

“Katedra organické a jaderné chemie, PFF UK v Praze, Hlavova
8 128 43 Praha; brLab. exper. mediciny, Détska a onkologicka
Klinika, LF UP a FN Olomouc, Puskinova 6, 775 20 Olomouc;
‘LO.A. a.s. Jindricha Plachty 16, 150 00, Praha 5
david.biedermann@gmail.com

Pentacyklické triterpenoidy plni v pfirod€ nejrizné;si
dalezité ulohy, at’ uz se jednd o membranovou stabilizaci u
prokaryonti' nebo nejriizn&jsi ochranné uinky u rostlin. Diky
ned4avnym objeviim silnych biologickych aktivit™ se tyto litky
dostavaji nyni do ohniska pozornosti védct zabyvajicich se
ptirodnimi latkami.

V ramci vyzkumu zaméteného na biologické aktivity
derivatu ptirodnich latek lupanové, oleananové a ursanové fady
byla pfipravena skupina novych kvarternich amoniovych soli.
Pripravené soli byly vesmés syntetizovany kvarternizaci
bromethylesterd pfislusnych kyselin, pomoci né&kterého
z béznych amint.

Ziskana série novych vysoce polarnich derivati triterpenti
byla podrobena testim rozliénych biologickych aktivit.
Vysledky testi anti-HIV  aktivity vybranych derivati
neprokazaly zadnou signifikantni aktivitu. AvSak vysledky
testd antimikrobialni aktivity vybranych derivati na osmi
bakteridlnich liniich vykazaly naproti tomu v nékterych
piipadech velice nizké inhibi¢ni koncentrace. Vysledky testil in
vitro cytotoxické aktivity byly provedeny u vSech derivati na
linii T-lymfoblastické leukemie CEM a u vybranych derivati
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na vice nadorovych liniich a pozorované inhibi¢ni koncentrace
jsou rovnez slibné. Struktury vSech pfipravenych latek byly
potvrzeny spektralnimi daty (NMR, IC, MS).

Rezijni  ndklady byly hrazeny =z vyzkumného zameéru
MSM0021620857, derivatizacni  cinidla byla financovana
z grantu MPO FT-TA/027.
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STUDIUM INHIBITORU ACETYLCHOLINESTERASY

JIRI BINDER®, KAMIL KUCA", DANIEL JUN’, JIR{
WIESNER a VERONIKA OPLETALOVA®

“Katedra farmaceutické chemie a kontroly léciv, FarmF, UK

v Praze, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové; bKatedra
toxikologie, FVZ Univerzity obrany Hradec Kralove, Trebesska
1575, 500 01 Hradec Krdlové; © Narodni centrum pro vyzkum
biomolekul, Masarykova univerzita, Kamenice 5/44, 625 00 Brno

Acetylcholinesterasa (AChE; EC 3.1.1.7) je enzym, ktery
ma kli¢ovou roli v pfenosu nervového signalu. Jeho funkci je
$tépit neurotransmiter acetylcholin uvolfiovany z nervovych
zakonGeni pfi pfenosu nervového vzruchu'. Inhibitory AChE
jsou v soucasnosti uzivany jako pesticidy (parathion,
malathion), jako lé¢iva Alzheimerovy choroby (donepezil,
rivastigmin, galantamin), k 1é¢bé myastenie gravis (neostigmin,

pyridostigmin), k premedikaci pfed otravou nervove
paralytickymi latkami (SAD-128) ¢i v oftalmologii.
Za poslednich né&kolik let znalosti o struktufe,

vlastnostech ¢i mechanismu inhibice a reaktivace AChE
znaéné pokrocily, predev§im zasluhou in silico vyzkumu.
Rychly vyvoj vykonnych pocita¢i a novych metod teoretické
chemie umoznil studovat chovani latek bez toho, aby se
uskuteénil jediny experiment®. V soucasnosti je dostupné velké
mnozstvi softwarovych systému, s jejichz pomoci je mozné
objasnit jednotlivé detaily chemickych reakci, vypocitat
vlastnosti latek ¢i studovat interakci 1€¢iv s receptory nebo
jinymi makromolekulami.

V nasem pfispévku se zabyvame studiem interakci nové
syntetizovanych inhibitort s AChE. Ziskané hodnoty budou
srovnavany a vysledky in vitro experimentu’.

Autori dékuji Ministerstvu obrany za financéni podporu (projekt
¢ FVZ0000604).
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KVARTERN{ HI*;TEROARENIOVE SOLI JAKO
KOMPETITIVNI INHIBITORY
ACETYLCHOLINESTERASY

JIRI BINDER®, KAMIL KUCA", DANIEL JUN"
a VERONIKA OPLETALOVA®

“Katedra farmaceutické chemie a kontroly léciv, FarmF, UK v
Praze, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové, bKatedra
toxikologie, Fakulta vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany
Hradec Kralové, Trebesska 1575, 500 01 Hradec Kralové

Acetylcholin (ACh) je vyznamnym neuromedidtorem
vegetativniho nervového systému. ACh je odbouravan
enzymem acetylcholinesterasou (AChE; EC 3.1.1.7) a na
nervovych synapsich’. P¥ inhibici tohoto enzymu se zpomaluje
pokles koncentrace acetylcholinu v synapsi, ¢ehoz se vyuziva
pri lécbé Alzheimerovy choroby ¢i myastenie gravis. Inhibitory
AChE se rovnéz pouzivaji jako pesticidy, profylaktika pred
otravou nervove paralytickymi latkami ¢i v oftalmologii.

V nasi praci se zabyvame syntézou a in vitro testovanim
kvartérnich inhibitora AChE%. Z vybranych dusikatych
heterocykld  jsme  jednoduchou  syntézou  pfipravili
monokvarterni a biskvarternich derivaty. Jejich ucinnost byla
ovéfena standartnim in vitro testem s pouzitim homogenatu
z potkanich mozkd. VSechny testované heteroareniové soli
byly shledany reverzibilnimi inhibitory AChE. Na zakladé
ziskanych hodnot byla sledovana zavislost inhibi¢ni schopnosti
nové syntetizovanych latek na jejich struktuie.

Autori dékuji Ministerstvu Skolstvi, mladeze a télovychovy za
financni podporu projektu (MSM0021620822).
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CROSS-METATHESA PROPYNYLFERROCENU
S ALKINMI

TOMAS BOBULA®, JASON HUDLICKY?, PETR NOVAK
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
bobula@natur.cuni.cz; kotora@natur.cuni.cz
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Medzi moderné a selektivne metédy pripravy rozne
substituovanych acetylénov patri aj cross-metathesa dvoch
alkinov zalozena na Mo-katalytickom systéme s prislusnymi
aktivujicimi fenolomi'??.

Nasimi hlavnymi ciel'mi bolo preskimat’ selektivitu
metathesy propynylferrocénu s réznymi alkinmi ako metddy
pripravy série rézne substituovanych derivatov ferrocénu
(Schéma 1). Pozornost' bola zamerana na optimalizaciu
reak¢énych podmienok, spravnu volbu katalytického systému a
moznost’ rozSirenia aplikdcie aj na iné typy propinovych
substratov.

Schéma 1
:‘ =Me Mo - kat. :‘ =R
+ Me—
Fe Fe
fenol
= <=

R = Ph, aryl, alkyl, heteroaryl (30 -70%)

Vyssie uvedena metodika umoziiuje pripravu série -
konjugovanych arylovych a heteroarylovych derivatov
etynylferrocénu, nestucich elektron-donorné a elektron-
akceptorné skupiny. Reakcia sa javi ako vysokoselektivna a
vedie prednostne k vzniku heterodimérov (30-70%) - v
niektorych pripadoch vznikaju v malych vytazkoch vedlajsie
produkty  homometathesy  jednotlivych  zGcastnenych
reaktantov. Ziskané produkty boli podrobené roéznym
fyzikalno-chemickym §tGdiam z hladiska ich potencialneho
vyuzitia v réznych oblastiach chémie (v oblasti novych
materidlov, organickej syntézy, rentgenoStruktirnej analyzy
atd).

Tato prace vznikla za podpory Centra zakladniho vyzkumu
MSMT (projekt & LC06070, Struktura a syntetické aplikace
komplexii prechodnych kovii).
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SYNTEZA MAKROCYKLU PRO KOMPLEXACI
FULLERENU

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

“Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i,
Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6; besoka' Skola chemicko-
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michal.buchta@vscht.cz; petrholy@uochb.cas.cz

V programu syntézy makrocykli uvazovanych pro
komplexaci fullerenti hodlame vyuzit elektronové bohatych
aromatickych platforem (Ar) spojenych vhodnymi mustky. Pro
uvazovany cil je vyhodné realizovat mustek z 4,5-bis(2-
kyanoethylthio)-1,3-dithiol-2-thionu I, ktery ma rovnéz
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vyhodny elektronicky charakter a 1ze z néj selektivné generovat
monothiolatovy ion reakci s 1 ekvivalentem baze' (CsOH). Po
alkylaci bis-(halomethyl)aromatem® se ziskaji zdvojené
struktury (Schéma 1), v nichz se dal§im ptidavkem baze uvolni
koncové thiola-tové skupiny. Opakovanim téchto kroki a
cyklizaci lze tak dospét k elektronové bohatym makrocyklim
1I s dutinou velikosti odpovidajici fullerentim (Cg, C7g).

) )
s)ks _CsOH s/u\s
~=L ~3=L
NC S S ©CN NC S 5

: Br

X X

S S S
NC S S S S CN

y
c
SJI\S
y—{ /—@ n=4-6
S S n
1
Schéma 1.

Prace byla provedena v ramci vyz!cumného zameéru ZA 055
0506 a za financni podpory GA AV CR (grant ¢. A400550704).
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JEDNOpUpHA SYNTEZA OPTICKY AKTIVNICH
DERIVATU IMIDAZOLU

ALES MAREK?, JIRI KULHANEK® a FILIP BURES?

“Katedra organické chemie, Fakulta chemicko-technologicka,
Univerzita Pardubice, nam. Cs. legii 565, 532 10 Pardubice
filip.bures@upce.cz

Heterocyklické molekuly a jejich unikéatni chemické a fy-
zikalni vlastnosti stimuluji snahu organickych chemiki o jejich
syntézu, izolaci a charakterizaci jiz od pradavna. Zatimco
syntéza zékladnich heterocyklickych skeletti je jiz pomérné
rutinni zalezitosti, syntéza opticky aktivnich analogli zistava
vyzvou moderniho chemika. Aplikace takovych neracemickych
derivatd naSla svoje mnoha uplatnéni napi. jako ligandy
v koordinaéni chemii pfechodnych kovu.

4-Substituovany péti¢lenny heterocyklus se dvéma dusiky
— imidazol, strukturné¢ podobny histaminu, lze pak s vyhodou
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vyuzit jako N-ligand a po komplexaci na vhodny pfechodny
kov aplikovat jako opticky aktivni katalyzator vybranych
asymetrickych reakci.

Syntéza takovych derivatt vychazi z komeréné
dostupnych chranénych (Cbz) aminokyselin ((S)-alanin,
(S)-valin, (S)-leucin, (S)-isoleucin a (S)-fenylalanin), jejich
transformaci na  diazoketony/bromoketony a nasledné
kondenza¢ni reakci v kapalném amoniaku za vzniku
pozadovaného  opticky  aktivniho  derivatu  imidazolu
(Schéma 1)

R o R o R o

_a _b
CbzHN OH CbzHN OCOOEt CbzHN CHN,
1 2 3
R
R o
o g CbzHN
3 2 » —
CbzHN CH,Br Ny MH
4 5
R = CHj (Ala),
(CH3),CH; (Val),
(CH3),CHCH, (Leu),
CH;CH,(CH3)CH (lie),
PhCH; (Phe)
Schéma 1. a)  CICO,Et/Et;N/Et,O/THF/-25°C/30min;  b)

CH,N,/Et,0/-10°C/3h; ¢) HB1r/AcOH/20°C/1h;
acetate/NH; (1)/23 bar/70°C/20h.

d) formamidine

Tento projekt je podporovin GA CR (203/07/P013).
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PACLITAXEL, IZOLACE NEBO SYNTEZA

LADISLAV CVAK, MARTIN VALIK a TOMAS HOLAS

TEVA Opava, Ostravska 29, 747 70 Opava Komarov
ladislav_cvak @ivax-cz.com, martin_valik @ivax-cz.com,
tomas_holas @ivax-cz.com

Paclitaxel (Taxol®), diterpenoid izolovany pivodnd
z kuiry pacifického tisu (Taxus brevifolia) a jeho semisynteticky
analog docetaxel (Taxoter™) jsou dnes nejusp&ingjsi léky proti
rakoving.

Rychlej$imu a masovéjsimu uvedeni do terapeutické
praxe branil na zac¢atku devadesatych let nedostatek substance
— hovotilo se dokonce o tazolové krizi. Potieba substance
stimulovala védecké kolektivy na celém svété k hledani zdroja.
Zkoumaly se jiné pfirodni zdroje paclitaxelu, zejména pak jiné
druhy rodu Taxus a bylo zjisténo, Ze paclitaxel lze izolovat
i z jiného materialu nez je kirra pacifického tisu. Pracovalo se
na parcidlni syntéze zjinych pfirodnich taxanl, zejména
z relativné hojného baccatinu III.
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docetaxel

Velmi intenzivné se pracovalo na produkei paclitaxelu a
jinych taxant v tkanovych kulturach. Zjistilo se, Ze paclitaxel
produkuji houby rostouci na tisu a zkousela se fermentacni
produkce paclitaxelu pomoci téchto hub. No a koneéné byla
vypracovana cela fada totalnich syntéz.

>\O

HO O

OH

OH oH

10-deacetylbaccatin III

13-acetyl-9-dihydrobaccatin IIT

Ze vsech uvedenych moznosti jsou dnes pro primyslovou
vyrobu k dispozici dvé: Izolace zjehli¢i riznych druhti tisu
(Taxus media, Taxus canadensis, Taxus wallichiana) a par-
cidlni syntéza znékterych pfirodnich taxand, zejména
z baccatinu III, 10-deacetylbaccatinu III a z 13-acetyl-9-
dihydrobaccatinu III. Izolace z fermentacni pudy ziskané
kultivaci uréitych kmenti rodu Taxus byla rovnéz vyfeSena
a ¢eka na povoleni vyroby. Lze tedy konstatovat, ze nedostatek
paclitaxelu uz nehrozi a bylo dosaZzeno standardniho trzniho
stavu. Zacala soutéz, kdo vyrobi a nabidne maximalni kvalitu
(paclitaxel obsahujici vice nez 0,5 % necCistot je dnes uz
neprodejny) za minimalni cenu.

V piedndSce budou diskutovany aspekty izolace
paclitaxelu a jinych taxani z jehli¢i Taxus canadensis a vyuziti
onéch jinych taxanG pro parcidlni syntézu paclitaxelu a
docetaxelu. Pfitom budou prezentovany vlastni zkuSenosti,
protoze v zavodé TEVA v Opavé paclitaxel vyrabime.
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SYNTEZA MODIFIKOVANYCH PURINOV POMOCOU
PRIAMYCH C-H ARYLACII
IGOR CERNA a MICHAL HOCEK"
Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Gilead Sciences
& IOCB Research Center, Flenmingovo 2, 166 10 Praha 6

cerigo@uochb.cas.cz, hocek@uochb.cas.cz

Regloselektlvny cross-coupling

C H Aktivacia R!
ﬁ . L
H Ar
)\ 3. Ar-l, Pd(OAc),, ZJ\\ N
Cs,COs Cul,DMF R© N "

80-95%

2,6,9-Tri- a 2,6,8,9-tetrasubstituované  puriny sa
vyznatuju Sirokym spektrom biologickych aktivit', napr.
inhibicia kinaz alebo polymerizacie tubulinu, antagonisticky
efekt k receptoru, atd. Cross-coupling reakcie dihalogén-
purinov s rozlinym mnozstvom organokovu maju
regioselektivny priebeh. Na druhej strane, cross-couplingy
trihalogénpurinov su malo regioselektivne vysledkom ¢oho je
zmes izomérov>. V snahe pripravit’ 2,6,8-trisubstituované
puriny sme sa rozhodli skombinovat’ dva regioselektivne cross-
coupling reakcie a jednu C-H aktivaciu. Priama C-H arylacia
purinov v polohe 8 réznymi aryljodidmi bola dosiahnuta’
pouzitim Pd katalyzy v pritomnosti Cul a Cs,CO3. Metodika je
univerzalna a efektivna abola aplikovand pri postupnej
regioselektivnej syntéze 2,6,8-trisubstituovanych purinov
nesucich tri r6zne C-substituenty.

Tento projekt bol podporeny: Centrum chemické genetiky
LC06077 a Gilead Sciences.

LITERATURA

1. Legraverend M., Grierson D.S.: Bioorg. Med. Chem. /4,
3987 (2006).

2. Hocek M., Pohl R.: Synthesis 17, 2869 (2004).

3. Certia I, Pohl R., Klepetatova B., Hocek M.: Org. Lett. 8,
5389 (2006).

VYUZITI ZASTUPNE NUKLEOFILN{ SUBSTITUCE
(VNS) V SYNTEZE 3,5-DISUBSTITUOVANYCH
INDOLU

JOSEF CERNY® a STANISLAV RADL"

ZENTIVA a.s., Dolni Mécholupy 130, 102 01 Praha 10
Jjosef.cerny@zentiva.cz, stanislav.radl@zentiva.cz

Pro tadu biologicky aktivnich latek je spolecnym rysem
3,5-disubstituovany indolovy skelet. Typickymi pfedstaviteli
téchto latek jsou antimigrenika ze skupiny triptani a hormon
melatonin.
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Nasim zamérem bylo vyvinuti syntetické cesty vedouci k
ptipravé ruznych 3,5-disubstituovanych indolt. Neékteré z
téchto latek jsou citlivé k reakénim podminkdm a jejich
pfiprava nejbéznéj$im zpuisobem, pomoci Fisherovy indolové
syntézy, poskytuje ¢asto velice nizké vytézky.

Prvnim krokem naseho postupu bylo vyuziti zastupné
nukleofilni substituce (VNS)' pro ptipravu substituovanych
acetonitrilovych derivati I. Nasledujicimi kroky byla alkylace2
za vzniku latek II a cyklizadni reakce’ za vzniku 3,5-
disubstituovaného indolového skeletu IZ1. Koneénym krokem
byla derivatizace latek IIT za vzniku pozadovanych produkti
v (cit?).

R? R? R?
— —_—
© ©\/CN ©\[CN
NO, NO, NO, )
I I R

R3 R2
R4 R!
o — "
v 1

Prace byla podporena z grantu ministerstva primyslu a
obchodu CR FI-IM/073.
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BIFUNCTIONAL HETEROGENEOUS CATALYSTS
FOR HECK REACTION

JAN DEMEL™", SANG-EON PARK®, JIRI CEJKA®,
and PETR STEPNICKA®

“ Charles University, Fac. Nat. Sci., Dept Inorg. Chem.,
Hlavova 2030, 128 40 Prague 2;* Heyrovsky Institute of
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demell @natur.cuni.cz

Cross-coupling reactions have attracted considerable
attention for their wide applicability in organic synthesis. One
of the most frequently utilized is the Heck reaction, which
affords substitute alkenes. It requires a metal catalyst (typically
palladium compound) and a base that binds the acid
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byproducts. In a typical setup an external base such as
inorganic salts or trialkyl amines are added to reaction mixture.

In order to prepare heterogeneous catalysts that combine
both basic sites and palladium active centers, Corma et al.
prepared Cs'-exchanged zeolites and modified those supports
with PdCl,. Such catalysts proved to be active in Heck and
Suzuki reactions but large amounts of the catalyst were needed
to achieve satisfactory conversions .

We have recently prepared two types of bifunctional
heterogeneous catalysts that combine catalytically active
palladium with basic centers. For the first type of our catalysts,
we have prepared basic supports by alkali ion-exchange of Al-
containing mesoporous molecular sieve (Al)MCM-41.
Subsequently, the supports were modified by deposition of
chemically generated palladium nanoparticles. The resulting
catalysts were active in the reaction of bromobenzene with
butyl acrylate to yield butyl cinnamate even without external
base. However, the highest achieved conversion was 35% after
10 h of microwave irradiation. Therefore we have prepared
another series of mesoporous molecular sieves modified by
pendant amino groups and treated those materials with
palladium(II) acetate. Thus prepared catalysts showed
particularly high activity when combined with sodium acetate
as an external base. In the absence of the external base,
however, the N-[2-(diethylamino)ethyl]-3-aminopropyl groups
acted as both the base and the support for palladium species
yielding 14% of the coupling product after 30 minutes?.

This work was financially supported by the Grant Agency of
the Czech Republic (grant no. 104/05/0192) and is a part of the
research project supported by the Ministry of Education of the
Czech Republic (project no. LC06070).
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PRIPRAVA NANOSTRUKTURNiHO KREMIKU A
JEHO FUNKCIONALIZACE LATKAMI
S MOLEKULARNIM ROZPOZNAVANIM.

JURAJ DIAN?, IVAN JELINEK"
a JINDRICH JINDRICH"

“Univerzita Karlova v Praze, MFF, Katedra chemické fyziky a
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Porézni kiemik pfipraveny elektrochemickym leptanim
ve vhodném roztoku obsahujicim F- ionty vykazuje fadu
neobvyklych fyzikélnich a chemickych vlastnosti, které jsou
disledkem pritomnosti nanostrukturnich utvari'. Velky
specificky povrch tohoto materidlu je pii¢inou velmi silné
zévislosti fyzikdlnich vlastnosti na pfitomnosti chemickych
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latek, diky které nasel porézni kiemik uplatnéni jako senzor
chemickych latek. Pro zlepSeni dlouhodobé stability a
selektivity senzorové odezvy je Zzadouci funkcionalizovat
povrch porézniho kiemiku latkami s vhodnymi rozpoznavacimi
vlastnostmi.

Makroporézni kiemik byl pfipraven elektrochemickym
leptanim krystalického kiemiku ve smési HF a ethanolu.
Povrch porézniho kiemiku byl poté funkcionalizovan riznymi
latkami s terminalni dvojnou vazbou pomoci hydrosilyla¢nich
reakci?, pii kterych dochédzi k nahrazeni Si-H vazeb vazbami
Si-C (Schema 1). Bylo testovano navazovani, sledovan vytézek
reakce pro rizné reakéni podminky a pro ruzna vychozi ¢inidla
s termindlni dvojnou vazbou — linearni alkeny, linearni
alifatické  aminy, estery  linearnich  nenasycenych
karboxylovych kyselin, a rovnéz porfyriny a cyklodextriny
s vhodnym raménkem.

R R
R
N—
HHHH _ HH

si-ShsiShgi M@ S Sl

Schema 1. Princip hydrosilylaéni reakce povrchu porézniho
ki‘emiku

Zavislost morfologie povrchu na podminkach pfipravy a
vytézek hydrosilylaénich reakci povrchu porézniho kiemiku
pro ruzné typy cinidel jsou diskutovany v souvislosti se
sterickymi moznostmi porézni struktury, typem vazeb na
povrchu porézniho kiemiku a chemickou povahou latek
pouzitych pro funkcionalizaci.

Autori  dékuji za financni podporu projektu grantovym
agenturam GACR (203/06/0786) a ministerstvu Skolstvi (MSM
0021 620 835).
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VYVOJ PO’[,‘ENCIALNiCH ANTITUBERKULOTIK
ODVOZENYCH OD PYRAZINU NA
FARMACEUTICKE FAKULTE V LETECH 1997 - 2007

MARTIN DOLEZAL?, VERONIKA OPLETALOVA®
a DIANA KESETOVICOVA®

¢ Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1éciv,
Farmaceuticka fakulta v Hradci Krdlové, Univerzita Karlova v
Praze, Heyrovského 1203; 500 05 Hradec Kralové
Martin.Dolezal@faf.cuni.cz

Na prelomu 20. a 21. stoleti se terapie tuberkuldzy ocitla
opét v krizi. V roce 2005 zemfely na tuberkuldzu tfi miliony
lidi, tedy vice nez na vrcholu epidemie v 19. stoleti, kdy nebyla
k dispozici moderni antibiotika a chemoterapeutika. Béhem
studia potencialnich antimykobakterialnich latek bylo na nasem
pracovisti pripraveno nékolik sérii u¢innych latek. Pripravené
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slouceniny byly zkouSeny na antimykobakterialni aktivitu
vramci programu vyhleddvani novych antituberkulotik
Tuberculosis Antimicrobial Acqusition and Coordinating
Facility ( TAACF - soucast NIAID/NIH).

V ramci této spoluprace bylo z naseho pracovisté
odeslano na testovani antimykobakteridlni aktivity do
laboratoii Southern Research Institute (Frederick, USA) do
konce Cervna 2006 jiz 860 nové piipravenych latek, vétSina
z nich odvozenych od pyrazinu. Pribézné vysledky potvrzuji
velmi zajimavou aktivitu u fady derivati. U sloucenin je
studovan vztah mezi strukturou, lipofilitou (vypoétenym log P)
a zkoumanymi biologickymi vlastnostmi. Cilem této piednasky
je prezentace nejucinngjsich skupin ¢i latek.

Studie byla vypracovina za podpory MSM CR (Vyzkumny
zamer ¢. MSM0021620822). Antimykobakterdlni hodnoceni
latek provedl Tuberculosis Antimicrobial Acquisition and
Coordinating Facility (TAACF) v ramci vyzkumného a vy-
vojového projektu U.S. National Institute of Allergy and
Infectious Diseases.
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SYNTHESIS AND PROPERTIES OF WATER SOLUBLE
CALIX[n]JARENE GUANIDINIUM DERIVATIVES

MIROSLAV DUDIC*, FRANCESCO SANSONE,
GAETANO DONOFRIO, ALESSANDRO CASNATI
ROCCO UNGARO, MARTA KOPACZYNSKAS,
and JURGEN FUHRHOP®

Dipartimento di Chimica Organica e Industriale, Universita
degli Studi di Parma, Parco Area delle Scienze 17/4, 43100
Parma, Italy, $Fachbereich Che mie, Pharmazie, Biologie,
Freie Universitdt, Takustrasse 3, Berlin, Germany
miroslav.dudic@centrum.cz

Since calix[n]arenes are well known cavity containing
compounds which can be easily functionalised both at the
upper rim and the lower rim, they have attracted attention of
many organic and bioorganic chemists.
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With the aim of obtaining water soluble systems which,
eventually, could be used in molecular recognition and self-
assembly we synthesised and investigated several new cationic
calix[n]arene (n = 4, 6, 8) derivatives having guanidinium
groups at the upper rim and alkyl chains with a different length,
at the lower rim. The synthesis started with the ipso-nitration
(NaNO;/ CF;COOH) of p-tert-butylcalix[n]arene. The nitro
groups were reduced to amino and condensed with di-Boc-
thiourea using different condition (mercury chloride, 2-chloro-
1-methyl pyridinium iodide). The guanidinium groups were
then deprotected by means of HCI in 1,4-dioxane.

NH,

T

NH,

HN

We found that all prepared cationic derivatives are very
well soluble either in water or in water containing small
amount of organic solvent. The limiting solubility in water was
determined by means of UV-vis spectroscopy and found to be
in the range 4x107~ 1x10"> mol-dm™. A linear dependence of
the absorbance on the concentration of the macrocycle was
observed which, together with the clear and sharp peaks in the
'H NMR spectra in water, rules out the formation of micellar
aggregates, in the investigated concentration range.'

The calix[n]arene guanidinium derivatives are able to
bind plasmid DNA at 10-100 uM, and some of them perform
cell transfection.

We have also investigated the interaction of these cationic
derivatives with anionic porphyrins by means of AFM. We
found that p-guanidiniumcalix[n]arenes alone or in the
presence of DNA form different kind of aggregates.

This  work was  partially  supported by MIU.R.
(Supramolecular Device Project, COFIN 2003) and by EU
(CARBONA, HPRN-CT-2002-00190). The authors thank the
Centro Interdipartimentale Misure of Parma University for
NMR and MS facilities.
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PERFLUORALKYLACE POMOCI CROSS-
METATHEZE ALKENU

BARBARA EIGNEROVA™® a MARTIN KOTORA™”

“Katedra organické a jaderné chemie, PFF Univerzity Karlovy v Praze,
Hlavova 8, 128 43 Praha 2; *Ustav organické chemie a biochemie AV
CR, Flemingovo 2, 166 10 Praha 6

kotora@natur.cuni.cz

Slouc¢eniny s jednou ¢&i vice molekulami fluoru vykazuji
zajimavé biologické aktivity a nalezly Siroké uplatnéni predevsim ve
farmaceutickém primyslu'. Cilem naseho projektu je vypracovat flexi-
bilni metodiku, ktera by umoznila zavedeni perfluoralkylového fetézce
do riznych strukturnich typ molekul za mirnych podminek. Jednou z
moznosti je rutheniem katalyzovana cross-metatheze alkent’.

Nase prace je zalozena na metathezi snadno dostupnych 3-(per-
fluoralkyl)propentt s terminalnimi alkeny katalyzované komplexy
ruthenia. Touto metodou se podafilo syntetizovat celou fadu slouc¢enin
nesoucich rizné perfluoralkylové fetézce , napf. areny, metalloceny,
steroidy a sacharidy. Reakce probihala za mirnych podminek prevazné
s dobrymi vytézky.

Ru-cat
——— RUAR

R1\/\ + \/Rz

R' = C4Fq3, C4F7, i-CsF5

2 N C‘ - OAc o .
R = ©\/}§ Fe AC/ECO /

OCb OAc

n

5

RO™

Tato prace vznikla za podpory Centra pro novd antivirotika a
antineoplastika MSMT (projekt ¢. IM0508) a grantové agentury AVCR
(projekt ¢. 144 400 550 609).
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SYNTEZA A VYUZITI SULFANYLDER;VATI‘TJ
CALIX[4]ARENU V SUPRAMOLEKULARNI CHEMII

KAROLINA FLipRovA. MICHAL HIML
a PAVEL LHOTAK

Ustav organické chemie, VSCHT Praha, Technickd 5,
166 28 Praha 6
Sflidrovk@vscht.cz

Sulfanylovou skupinu lze v supramolekuldrni chemii
vyuzit mnoha riznymi zpusoby. Jednim z nich je tvorba SAM
(self-assembled monolayers) na povrchu zlata, kdy dolni okraj
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calix[4]arenu je substituovan dlouhym alkylovym fetézcem
zakon¢enym —SH skupinou a horni okraj vhodnym receptorem,
zajistujicim funkénost SAM. Podobné derivaty by také mohly
byt pouzity pro tvorbu inter- a intramolekularnich disulfidd,
které by mohly mit zajimavé komplexacni vlastnosti.

Dal$im moznym vyuzitim je oxidace —SH skupiny na
sulfonovou kyselinu, coz by mohla byt cesta k uzitecnym
vodorozpustnym derivatiim calix[4]arenu.

X X
4 4
| (f]
SH O:?:O
OH
[ = spojka

X = receptor

Spoleénym krokem syntézy téchto riznorodych derivatl
je radikalova adice thiooctové kyseliny na dvojnou vazbu a
naslednd hydrolyza vzniklého thioesteru.
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MOZNOSTI 0D§TRANENi ZBYTKOVYCH )
KONCENTRACI IBUPROFENU Z POVRCHOVYCH
VOD METODOU FYTOEXTRAKCE

VERA HABARTOVA, STANISLAV SMRCEK, SARKA
PSONDROVA, MARTIN STICHA a LENKA NESPESNA

Univerzita Karlova v Praze, PiF, Katedra organické a jaderné
chemie, Albertov 6, 128 43 Praha
smrcek@natur.cuni.cz, verahabartova@centrum.cz

Vstup farmak a jejich metaboliti do Zivotniho prostfedi je
v soucasné dobé aktualnim problémem jak z hlediska detekce
téchto latek a jejich metabolitd v povrchovych vodach, tak i
z hlediska jejich odstranéni a vstupu do potravnich fetézcti. Ve
vyspélych  zemich je vpovrchovych vodach bézné
identifikovéana fada farmak a jejich metabolitd, které jsou moci
vylucovany do komundlnich odpadnich vod, a které nejsou
v dostatecné mife odstranovany v Cistirnach odpadnich vod.
Vzhledem kjejich mozné dalsi fyziologické aktivité
(endokrinni dysharmonizatory) je studium osudu a moznosti
odstraniovani téchto latek prioritni zaleZitosti.

Ibuprofen  (2-(4-isobutylfenyl)-propionova

kyselina,

je tfetim nejoblibenéj$im farmakem ve svétovém méfitku. Jeho
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celkova produkce je nékolik kilotun a prodej neni vdzan na
I¢karsky predpis. Latka se vyluuje moci v nezménéném stavu
ze 70-80 % terapeutické davky a stejné jako jeji metabolity
(karboxyibuprofen, hydroxyibuprofen a karboxyhydratropova
kyselina) vykazuji vysokou mobilitu v ekosystému'~.

V praci byla studovana moznost stanoveni nizkych
koncentraci ibuprofenu ve vodnych roztocich a moznosti jeho
fytoextrakce z dlivodti mozného pouziti jako extrakéni agens a
meéfitko kontaminace potravnich fetézci. Pro analytické
stanoveni  byla  pouzita metoda GC/MS  spojend
s prekoncentraci SPE a derivatizaci diazomethanem. Vytéznost
prekoncentracni metody dosahla po optimalizaci témet 96 %,
mez detekce pfi GC/MS méfeni byla 86 ng/l, mez
stanovitelnosti 259 ng/l.

Fytoextrakeni experimenty byly provedeny s rostlinnymi
druhy Amaranthus caudatus, Vicia faba a Carthamus tinctorius
ve sterilni in vitro kultufe celych rostlin v oblasti koncentraci
studované latky 5-20 mg/l ibuprofenu. Kultura amarantu
vykazala pokles koncentrace na 5-37 % vstupni hodnoty béhem
pétidenni kultivace a extrakéni ucinnost 0,32 mg ibuprofenu/g
Cerstvé hmotnosti rostliny. Vicia faba snizila koncentraci
studované latky o 97 % béhem Sestidenni kultivace a
inkorporovala 0,6 mg ibuprofenu na 1 gram cerstvé hmotnosti
a Carthamus sp. snizil vstupni koncentraci primérné na 8 %
vychozi hodnoty pfti zachytu 4,7 mg ibuprofenu na 1g rostlinné
tkané. Z biologického materialu byly ziskany extrakty pro
stanoveni extrahovatelnych residui a rostlinnych metabolitt.

Tato prace je soucasti grantového projektu COST 859.
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PRIPRAVA A REAKTIVITA HETEROCYKLICKYCH
SLOUCENIN OBSAHUJICICH DUSIK A SiRU

JIRI HANUSEK

Katedra organické chemie, Fakulta chemicko-technologickd,
Univerzita Pardubice, nam. Cs. Legii 565, 532 10 Pardubice
Jiri. Hanusek@upce.cz

V ramci systematického vyzkumu na Katedfe organické
chemie jsem se v letech 1997-2007 zabyval studiem vzniku,
stability a reaktivity nckolika typd péti a Sesti¢lennych
heterocyklickych sloucenin, jejichz spoleénym znakem byla
ptitomnost atomu dusiku nebo siry. Jednalo se predevsim o
derivaty chinazolinu'”, thiazolu®®, imidazolu’'"® a dithiazo-
1u'". Pti studiu vzniku a reaktivity t&chto heterocyklii byl
kladen diraz zejména na detailni porozuméni mechanismu
téchto dg&ji, protoze na zakladé jejich znalosti lze Casto
optimalizovat podminky pfipravy jak z hlediska pouzitych
vychozich latek a vzniku nezéddoucich vedlejsich produktu, tak
i z hlediska reak¢niho ¢asu. V neposledni fad¢€ byl kladen dtiraz
téz na praktickou upotiebitelnost piipravenych sloucenin.
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V posledni dob¢ jsem se ve spolupraci s Department of
Chemical and Biological Sciences, University of Huddersfield
intenzivné vénoval studiu reaktivity derivatd 1,2,4-dithiazolu
s P(II) slouCeninami. Motivaci tohoto vyzkumu bylo
prozkoumat mechanismus pfenosu atomu siry z 1,2.4-
dithiazolového kruhu na atom fosforu. Tato reakce ma
prakticky vyznam pii syntéze modifikovanych oligonukletidi'®
nachazejicich uplatnéni v oblasti mediciny. Kromé studia
detailniho mechanismu bylo nutné identifikovat i vedlejsi
produkty této reakce, protoze v tomto sméru byly v literatuie
nalezeny pouze rozporuplné informace.

Nejprve byla studovana sulfurizace fosfinii a fosfitd 3-
amino-1,2,4-dithiazol-5-thionem (xanthan hydridem), ktery je
pro sulfurizaci komeréné pouzivan. Bylo zjiSténo, ze béhem
reakce vznika'* vysoce reaktivni thiokarbamoylisothiokyanét a
nikoliv v literatufe navrhovany kyanamid a sirouhlik (Schéma
1). Piitomnost reaktivniho thiokarbamoylisothiokyanatu mize

pfi  syntéze polyfunkénich slouenin, jakymi jsou i
oligonukleotidy, zptisobovat komplikace.
R
R/P—S + N—CN +CS;
R

R'=H, CH,
Schéma 1.

R = alkyl, aryl, alkoxy, aryloxy

Detailnim studiem kinetiky a mechanismu' bylo zjisténo,
Ze prenos atomu siry na fosfor je velmi rychly (bimolekularni
rychlostni konstanty této reakce se pohybuji v rozmezi 2:10% —
6:10* I'mol™""s™") a reakce probiha pres reaktivni intermediat
vznikajici atakem atomu fosforu na siru S-1 (Schéma 2).
1

R, RN
-P-S ,)—S
RR/ : l\f

S
Schéma 2.

Vysoké negativni hodnoty aktivaénich entropii spolu se
skutecnosti, Ze rychlost reakce jen malo zavisi na rozpoustédle
ukazuji, Zze rychlost urcujicim krokem je vznik intermediatu
uvedeného ve Schématu 2.

V soudasnosti'” jsou studovany dalsi derivaty 1,2,4-
dithiazolu, liici se substituci v poloze 3- resp. 5-. Konkrétné se
jedna o 3-ethoxy-1,2,4-dithiazol-5-on, 3-methyl-1,2,4-dithia-
zol-5-on, 3-subst.fenyl-1,2,4-dithiazol-5-ony, 3-subst.fenyl-
1,2,4-dithiazol-5-thiony a 1,2,4-dithiazol-3,5-diony. Prvni
vysledky ukazuji dramatickou zavislost rychlosti sulfurizace na
substituci 1,2,4-dithiazolového skeletu.

Prace byla financné podporena Vyzkumnym zamérem MSMT ¢.
MSM 00162 75 01.
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NOVE METODY PRIPRAVY ANTAGONISTY
MUSCARINOVYCH RECEPTORU,
(R)-(+)-TOLTERODINU

LUDMILA HEJTMANKOVA, PETR LUSTIG
a LUDEK RIDVAN

Zentiva a.s., Dolni Mécholupy 130, 102 01 Praha
Ludmila.Hejtmankova@zentiva.cz

(R)-(+)-Tolterodin (Z) je novy vysoce ucinny antagonista

muscarinovych receptord. Je vyuzivan k 1é¢b¢ urgentni urinarni
inkontinence a nemoci spjatych s hyperaktivitou mocového

llléclly,fel.
/@[ﬁj‘l
z Y
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Do soucasné doby byla publikovana fada syntetickych
cest ptipravy API. Zéakladni postup je spolu s latkovou
ochranou uveden v patentové literatufe’. Nejéast&ji pouzivanou
surovinou v pfipravé tolterodinu je 3,4-dihydro-6-methyl-2H-
-benzopyran-2-on (2). Laktonovy kruh je otviran methyljodi-
dem za vzniku methyl-3-(2-methoxy-5-methylfenyl)-3-
-fenylpropionatu (3). Pozadovany opticky izomer je touto
cestou pfipraven az v poslednim reakénim stupni Stépenim
racemického tolterodinu kyselinou L-vinnou pfiemz vyuziti
(S)-(-)-tolterodinu neni zndmé a racemizace se nedafi.

o<

Zjistili jsme, ze otevieni laktonového cyklu je s vyhodou
mozno provést také benzylbromidem za vzniku methyl-3-(2-
benzyloxy-5-methylfenyl)-3-fenylpropionatu  (4) (Schéma).
V nasledujicim stupni lze pfipraveny racemicky ester pievést
alkalickou hydrolyzou na kyselinu a tu $tépit chiralnim
aminem, napiiklad (R)-(+)-1-fenylethylaminem. Krystalizaci
amonné soli se tak piipravi meziprodukt s pozadovanou
enantiomerni strukturou v pozadované kvalité jiz na pocatku
syntetické cesty. Methoxyderivat 3 nemd pozadovanou
krystaliza¢ni schopnost.

Dalsi moznosti je reduktivni otevieni laktonu 2 za vzniku
3-(2-hydroxy-5-methyl)-3-fenylpropanolu (5) (Schéma). Obé
hydroxyskupiny lze v jednom reakénim stupni tosylovat, ale
pouze jedna z nich, umisténa na propanovém fetézci, podléha
Sn2  substituéni reakei s diisopropylaminem. Tak dojde
k podstatnému zkraceni a zjednoduSeni reakéni cesty k cilové
molekule racemického tolterodinu.
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CI}OSS-COUPLINGOVA REAKCE ORGANQSIRNYCH
LATEK. STUDIUM KATALYZY TRANZITNIMI KOVY
ZA AEROBNICH PODMINEK

JIRi SROGL a ADAM HENKE

Ustav organické chemie a biochemie A VCR, v.v.i, F lemingovo
nam. 2, Praha
Jsrogl@uochb.cas.cz

Na piikladu cross-couplingu thioesterli s organoborono-
vymi kyselinami je studovan proces, ve kterém je katalyzator
na bazi tranzitniho kovu aktivovan ze vznikajici neaktivni
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thiolatové formy oxida¢ni cestou. Pozornost je vénovana
vybéru a syntéze odstupujici organosirné skupiny, ktera je v
tomto procesu sama oxidovana a umoziiuje tak uvolnéni
kovového katalyzatoru v aktivni, redukované formé.

Y Y (0]
X X R ArJ\R'
N-R a) H P
/ — _ +
S S v
O//l\ R'
\ recyklace

X
N—R
/
S

Schéma a) RCOOH, R”;P, b) ArB(OH),, kat. oxidant

Autori dékuji Ustavu organické chemie a biochemie AV CR
Vv.v.i., za podporu tohoto projektu.
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VYUZ;Ti ZIRKONOCENOVE CHEMIE V TOTALNI
SYNTEZE ESTRONU

PAVEL HERRMANN™" a MARTIN KOTORA™"

“Katedra organické a jaderné chemie, PFF UK v Praze,
Havova 8, 128 43 Praha 2; bUstay organické chemie a
biochemie, AV CR, Flemingovo 2, 166 10 Praha 6
herrmann@uochb.cas.cz

Cilem naseho projektu je vyvinout flexibilni syntetickou
metodu pro piipravu isoprenoidi. Nase strategie je zaloZena na
opakované cyklizaci a,@-dienti za pouziti Cp,ZrBu, (dibutyl-
zirkonocenu)' nésledované reakcemi s riiznymi allylhalo-
genidy. Timto zptisobem byly pfipraveny estra-1,3,5(10)-trien-
16-ony 2a a 2b>>.

Pomoci stejné strategie byla vypracovana formalni totalni
syntéza (+)-estronu 4. Zasadnim problémem se ukazalo byt
vyfeSeni tvorby kruhu C a D. Kruh C se podafilo uzaviit
pomoci zirkonocenové chemie. Jeji pouziti v ptipadé kruhu D
vedlo ke vzniku zadaného produktu pouze v zanedbatelném
mnozstvi, pfevladal produkt konkurencéni reakce. Tento
problém se podafilo vyfeSit piipravou alternativniho
intermediatu, ktery metathetickou reakci poskytl znamy
intermediat 3*. Syntetické a stereochemické aspekty téchto
transformaci budou diskutovany.
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3 x CpyZrBusy

/@é 1 x Grubbs I
—
X OBn - .
1a, X=H MeO
1b, X=OMe
H 3 x Cp,ZrBu, |

2a, X=H
2b, X=OMe

Projekt byl financovian z Centra pro novd antivirotika a
antineoplastika MSMT (Projekt ¢. IM0508).
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PRIPRAVA A ANTIMYKOBAKTEMALNi AKTIVITA
4-BENZYLSULFANYLDERIVATU PYRIDIN-2-
-KARBOHYDRAZIDU A PYRIDIN-2-KARBOXAMIDU

PETRA HERZIGOVA®, VERA KLIMESOVA®,
KAREL PALAT?, JOSEF MATYK®
a JARMILA KAUSTOVA "

“UK v Praze, FarmF v Hradci Krdlové, Katedra anorganické a
organické chemie, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové;
*Narodni referencni laborator pro Mycobacterium kansasii,
zU, Partyzanské nam. 7, 702 00 Ostrava
Jjarmila.kaustova@zuova.cz; herzigovap@faf.cuni.cz

Stale se zhorSujici celosvétovy vyvoj tuberkuldézy nas
motivuje k obménovani struktury latek, u kterych byla jiz diive
na naSem pracovisti zjisténa antimykobakterialni aktivita'?.
Cilem prezentované prace je priprava dalSich derivatd pyridinu
s benzylsulfanylou  skupinou. Nové byly pfipraveny
pyridinkarbohydrazidy a pyridinkarboxamidy.

Sulfidy byly ptipraveny palladiem katalyzovanym cross-
couplingem z 4-chlorpyridin-2-karboxylové kyseliny a na
fenylu substituovanych fenylmethanthiolﬁ3. Nasledovala
konverze karboxylové funkce na esterovou a dale amidolyzou,
resp. hydrazidolyzou byly ptipraveny pozadované amidy, resp.
hydrazidy.
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Konecné produkty syntézy, tj. hydrazidy a amidy byly
testovany v podminkach in vitro proti kmentim Mycobacterium
tuberculosis a potencialné patogennim kmentim mykobakterii -
M. avium a M. kansasii, v Sulové ptdé mikrometodou pro
stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). V pfispévku
budou feSeny vztahy mezi strukturou a antimykobakterialni
aktivitou funkénich derivati 4-benzylsulfanylpyridin-2-kar-
boxylové kyseliny.

Problematika byla Fesena za podpory vyzkumného zaméru
MSM 0021620822 a grantu GAUK 5680/B/2007.
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VYUZITI WITTIGOVY REAKCE PBOOPRI'PRAVU
3'-0-SUBSTITUOVANYCH DERIVATU
B-CYKLODEXTRINU

PETR HEZKY" , JINDRICH JINDRICH"
a MICHAL KUSAK"

“Ustav organické chemie a biochemie A V CR, Flemingovo 2,
166 10, Praha 6; bKatedra organické a jaderné chemie PFF
Univerzity Karlovy v Praze, Hlavova 8, 128 43 Praha 2
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Na zakladé jiz dfive popsaného postupu' pro
regioselektivni monosubstituci B-cyklodextrinu v poloze 3'-O
cinnamylbromidem byla vyvinuta obecné pouzitelna metodika
pro derivatizaci  B-cyklodextrinu v uvedené poloze.
Cinnamylovou skupinu lze snadno ozonolyzou pievést na
skupinu formylmethylovou, a tu dale transformovat Wittigovou
reakci. Timto zplsobem je mozné ziskat sérii pfislusnych
alkenylovych derivatd. Vyuziti a aplikace uvedeného postupu
budou diskutovany.
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Tato prace vznikla diky podpore grantem:MSM 0021620857.
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SYNTHESIS OF ANDROSTANE ANALOGUES OF
CASTASTERON WITH ESTER GROUP IN POSITION
178 DESIGNED BY MOLECULAR MODELING
TECHNIQUES

JAROSLAVA HNILICKOVA?, MIROSLAV SiSA?,
ISMAEL ZAMORA®, CARME BROSA”", and
LADISLAV KOHOUT**

“ Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, AS CR,
Flemingovo 2, 166 10 Prague 6, Czech Republic, ° Dept Org.
Chem. Biochem., Institut Quimic de Sarria, C.E.T.S., Universitat
Ramon Liull, Via Augusta 390, 08017 Barcelona, Spain
kohout@uochb.cas.cz; brosa@iqs.url.esa

Brassinosteroids' (BRs) are plant growth promoting
substances that induce cell elongation, cell division, increase
plant yields and especially decrease plant stress evoked such
conditions as i.a. dryness, herbicidal or pesticide damage,
salinity, dry or low temperature’. We described androstane
types of brassinolide, either with 17 hydroxyl group® or with
various ester groups in this position® that elicited high activity
in the bean second internode bioassay (BSIB) but did not show
almost any activity in rice lamina inclination test (RLIT). To
explain this low activity we used computational modeling. On
this basis we designed new structures that would have activity in
RLIT. The calculated new structures, such as ester of a-azido
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acids of androstane derivative, e.g. have very good overlap of the
ester side chain and brassinolide side chain.

o)
o N
HO"»,
HO™"'
o}

This study was supported by projects Z4 055 0506 (I0CB) and
1IM06030 (MSMT).
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PRIPRAVA 2 SYMETRICK\'{CH BIPYRIDIN-N,N-
DIOXIDU A JEJICH VYUZITi V ORGANOKATALYZE

RADIM HRDINA®, IRENA VALTEROVA", JANA
HODACOVAP a MARTIN KOTORA™”
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Chirdlni bipyridiny a jejich derivaty se vyuzivaji jako
organokatalyzatory v fad¢ enantioselektivnich reakcich. Zde
bychom chtéli presentovat novy piistup k C2 symetrickym
bipyridinim, a to [2+2+2] ko-cyklotrimerizaci nitrild s
hexadekatetraynem katalyzovanou CpCo(CO), za ozafovani
mikrovlnami. Vzniklé latky byly oxidovany na bipyridin-
N,N’-dioxidy a nékteré z nich byly rozdéleny na enantiomery.
Enantiomerné ¢isté bipyridin-N,N’-dioxidy (Lewisovské baze)
byly testovany jako katalyzatory v allylaci aldehydi
allyltrichlorsilanem (schéma 1). Reakce probihaly s vysokou
konverzi a dobrou enantioselektivitou. Byl studovan vliv
substituentu R bipyridin-N,N -dioxidu na katalytickou aktivitu
a enantioselektivitu, stejné jako vliv rozpoustédla.

Schéma 1

R
‘ OH
0 RCgH,CHO A

— |
NP A~ SiCly R;/ =

R
1. RCN/CpCo(CO),; 2. MCPBA; 3. HPLC;

Tato prace vznikla za podpory Centra zdkladniho vyzkumu
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NOVE DERIVATY CALIX[4]ARENU

OLDRICH HUDECEK a PAVEL LHOTAK

Ustav organické chemie, VSCHT Praha, Technickd 5, 166 28
Praha 6
hudecekl@vscht.cz.

Zavedenim vhodného substituentu (napf. isonikotinoyl-
amino skupiny) na horni okraj calix[4]arenu v konické
konfromaci lze pfipravit latky s moznosti tvorby vzajemnych
asociati. Zkoumano bylo pfedevsim, na jakych faktorech
zavisi tvorba téchto supramolekularnich struktur a také jakymi
zpusoby lze dané latky ptipravit. Hlavnim cilem byla ptiprava
takového derivatu, z jehoz NMR spekter by bylo mozné zjistit,
jakym zpusobem k tvorbé danych asociatd dochazi.

(0]
0;( N
2115 CioHy,
Tento projekt je podporovin Grantovou agenturou CR

(grant 104/07/1242) a MSMT CR (Centrum pro vyzkum
LC06070)
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HYDRAZONOVE DERIVATY NEKTI«;RYCH
ANTITUBERKULOTIK JAKO PROLECIVA A JEJICH
STABILITA VE VODNEM PROSTREDI

ALES IMRAMOVSKY""; JARMILA VINSOVA®?
a JUANA MONREAL FERRIZ?

‘FarmF UK, Katedra anorganické a organické chemie,
Heyrovského 1203, 500 00 Hradec Kralové, bUniverzita
Hradec Kralové, Pedagogicka fakulta, Katedra chemie,
Namesti Svobody 301, Hradec Kradlové
ales.imramovsky@faf.cuni.cz

Neustaly nartist poctu rezistence bakteridlnich kment
vici béznym antituberkulotikiim, pouzivanym pii lécbeé
tuberkulozy, vede k hledani novych ¢i strategicky obménénych
struktur molekul s antibakterialni aktivitou vuci rezistentnim
kmenim a pokud mozno s odlisSnym mechanismem ucinku.
Ptiprava ,,prodrug® forem je jednou z moznych aplikaci této
myslenky.

Isoniazid a pyrazinamid jako lé¢iva prvni volby jsou

pfedmétem castych modifikaci. Kombinaci vhodnych
intermediati  vychazejicich z téchto latek s dalSimi
antituberkuloticky  aktivnimi molekulami (naptf. fluoro-

chinolony, p-aminosalicylovou kyselinou) byly ziskany vysoce
antimykobakterialné aktivni derivaty, kde jednotlivé ¢asti byly
spojeny ,,CH* fragmentem'. Ziskané produkty mohou svym
rozpadem v misté uéinku uvoliiovat vazané aktivni molekuly
a latky tak mohou byt chapany jako nova skupina proléciv.

Testy stability nejaktivngjSich derivati ve vodném
prostifedi byly provadény za vyuziti HPLC. Testovana byla
stabilita vybranych nejaktivnéj§ich derivati ve smési
acetonitril-voda pii 37 °C, byl sledovan pribéh ubytku
studovanych latek.

Ze ziskanych zavislosti byl uréen polocas rozpadu T,
jako kvantifikace rozpadu vybranych latek. Graficky  prabéh,
experimentalni podminky, stejné tak uréeni polocasti rozpadu
T, budou soucasti prezentace.

Autori prispévku dékuji za financni podporu grantu GA UK
285/2006/B-CH/FaF a Grantu specifického vyzkumu
Univerzity Hradec Kradlové (fesitel Ales Imramovsky).
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NATURAL PRODUCT SYNTHESIS V14 OXIDATIVE
ELECTRON TRANSFER-INDUCED TANDEM
REACTIONS
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Tandem or domino reactions are of strongly growing
importance in organic chemistry. In contrast to well-
documented reaction sequences involving only intermediates of
the same oxidation state, processes applying intermediates of
different oxidation state are much less developed.

We report here new tandem reactions that allow the
flexible use and combination of different intermediate types
and reaction steps to approach several natural products and
analogs such as cyclopentanoid monoterpenes like
dihydronepetalactone 1, tetrahydrofuran lignans like galgravin
2 or isoprostane 3, respectively, in only a few steps, thus

minimizing the synthetic effort.
o] o HQ
o : —
HY—(H MeO. OMe COH
OAAE -
. MeO OMe  HO OH
3 15-FprIsoP

1 Dihydro-

nepetalactone 2 Galgravin

SYNTEZA A HODNOCENI DERIVATU
AMINOKYSELIN JAKO AKCELERANTU
TRANSDERMALNI PERMEACE

BARBORA JANITJéO\{A, KATERINA VAVROVA
a ALEXANDR HRABALEK

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci
Kralové, Katedra anorganické a organické chemie,
Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové
Jjanusovab@faf-.cuni.cz

Akceleranty  transdermalni  permeace jsou latky
usnadiujici nebo umoziujici transdermalni podani 1é¢iv, coz je
systémové podani 1é¢iv pres kiizi do krevniho ¢i lymfatického
ob¢hu. K tomu, aby latky pusobily jako akceleranty, musi byt
schopné reverzibilné snizit kozni bariéru, jejiz podstatu
predstavuje stratum corneum. Molekula akcelerantu se musi
inkorporovat do lipidi lamel SC, ¢imz dojde k poruseni
kompaktnosti ceramidovych lamel a docasnému zvySeni
propustnosti kozni bariéry.

Na zaklad¢ znalosti o biosyntéze ceramidid, vychazejici
z L-serinu, se jako vhodnymi analogy ukazaly byt derivaty
aminokyselin, a to pfedevs§im jejich N-substituované estery.

Nasim cilem bylo syntetizovat nové derivaty
aminokyselin, zhodnotit jejich akceleracni aktivitu a ziskat tak
nové poznatky o vztahu mezi jejich strukturou a uéinkem.

Ptipravili jsme fadu N-acylovanych ¢i N-alkylovanych
dodecylesterd sarkozinu, serinu, prolinu, glycinu, a a f alaninu
véetné jednotlivych enantiomerti. Akceleraéni aktivita byla
testovana in vitro pomoci Franzovy difuzni cely. Jako
modelové 1é¢ivo byl pouzit theofylin a modelova membrana
praseci kuize plné tloustky. Latky byly testovany z prostiedi tii
vehikul rizné polarity.

Nejvyssi  akceleraéni poméry vykazovaly derivaty
sarkozinu a prolinu. U derivati s dvéma hydrofobnimi fetézci
je aktivita velmi nizkd, zatimco u derivati s jednim
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hydrofobnim fetézcem dochazi k vyraznému nartstu aktivity.
Zaména acetylu za ethyl na aminoskupiné ucinek vyznamné
snizuje. Rozdil akceleracnich aktivit enantiomert neni
statisticky vyznamny. Vzhledem k velkému rozptylu hodnot je
vSak nutné srovnani zopakovat. Taktéz jsme zjistily, ze
akceleracni ucinnost zavisi na pouzitém vehikulu; z lipofilniho
prostiedi jsou latky neaktivni, vodné prostiedi s ptidavkem PG
pak aktivitu fadove zvysuje.

Prdace vznikla s podporou grantu GAUK 92007/2007/B-
CH/FaF a grantu Ministerstva skolstvi MSM 0021620822.

NOVE DERIVAT\{ BlPYR}DIN-N,N-DIOXlDfJ
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ANETA KAI)LCI’KOVA*‘, IRENA VALTEROVA®, JANA
HODACOVA®, RADIM HRDINA?, PAVEL KOCOVSKY*
a MARTIN KOTORA™

“Katedra organické a jaderné chemie, PiF UK v Praze,
Hlavova 8, 128 43 Praha 2; bUstav organické chemie a
biochemie, AV CR, Flemingovo 2, 166 10 Praha 6; “Dept
Chem., WestChem, Joseph Black Building, University of
Glasgow, Glasgow G12 8QQ, UK

daise@seznam.cz; kotora@natur.cuni.cz

Derivaty chiralnich bipyridini jsou €asto vyuzivané jako
katalyzatory v asymetrické syntéze, kde vystupuji jako
Lewisovské baze. V ramci vyvoje novych katalyzatord byly
pfipraveny dva axidln¢ chirdlni bipyridin-N,N -dioxidy.
Nejprve byly pfipraveny nové bipyridiny, které pak byly
oxidovany na N,N’-dioxidy a nasledovalo rozdéleni na
enantiomery. Syntéza prvniho byla zalozena byla zaloZena na
[2+2+2] ko-cyklotrimerizaci 1-pyridyl-1,7-oktadiynt
s benzonitrilem za  pouziti  katalyzatoru =~ CpCo(CO),
nasledovana.  Pfi pfipravé druhého, strukturné odlisného
bipyridinu, byl stézejni reakci homokaplink 1-chlor-
isochinolinu v pfitomnosti  stochiometrického = mnozstvi
slouceniny niklu. Katalyticka aktivita a schopnost asymetrické
indukce vySe uvedenych bipyridin-NV,N'-dioxidi  byla
vyzkousena v allyla¢nich reakcich s benzaldehydy.

az 81% ee

Tato prace vzmikla za podpory Centra zdkladniho vyzkumu
MSMT (projekt ¢. LC06070, Struktura a syntetické aplikace
komplexit  prechodnych kovii) a GACR (projekt ¢
203/05/0102).
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OD CYKLOPENTADIENU K 1,6-SUBSTITUOVANYM
TRICYKLO[3.2.0.0** | HEPTAN-3,4-DIONUM

JIRi KALETA?®, CTIBOR MAZAL" a JOSEF MICHL"
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Soucésti vyzkumu vedouciho v kone¢ném dusledku
k ptipravé elektronickych soucastek na bazi jednoduchych
molekul (jako naptf. molekularnich pfepinaci a vodicl) je
syntéza rigidnich oligomernich polyketonti 1 (n > 2). Volbou
vhodnych substituentti ,,R“ v poloze 1 a 6 bude mozné tato
zafizeni uchytit na povrch zlatych elektrod, zméfit jejich
elektronické  vlastnosti a nasledné je zaclenit do
sofistikovangjsich systémt.

R \/ 4 R
O
0 n

1

Zvladnutim syntézy monomerniho diketonu 2 (Schéma 1)
se tak oteviela brana k celé fadé novych latek, u kterych 1ze
predpokladat unikatni fyzikdlni a chemické vlastnosti.
Kli¢ovym krokem se ukazala transformace jiz dfive znamého a
v nekolika krocich pfipraveného propelanu 3 (cit.'?) na

pozadovany diketon 2.
3 kroky ACS*/\*SAC
R
0 o

@ 7 krokU
AN
OTL o]
3

2
Piestoze se souhrnny vytézek této vicekrokové syntézy
v soucasné dobé pohybuje kolem 1 %, je optimalizaci této
cesty vénovana velka pozornost, protoze cilové struktury jsou
velmi zajimavé jak zteoretického hlediska, tak pro svij
aplikaéni potencial.

Schéma 1.

Projekt KONTAKT ME 857 Ministerstva Skolstvi, mladeze
a telovychovy a National Science Foundation (USA),
s podporou SONY, GmbH .
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Tricyklické terpenoidy s cyklobutanovym kruhem jsou
biologicky aktivni latky potencidlné¢ vyuzitelné ve farmacii
(cytostatické, fungicidni a antibakteridlni vlastnosti)'. Tyto
tricyklické latky obsahujici kondenzovany systém slozeny ze
4-, 5- a 6-Clenného kruhu jsou velice zajimavym syntetickym
cilem. Pritazlivost vyvoje mnovych syntetickych metod
podtrhuje i jejich moznad aplikace na pripravu piibuznych
polycyklickych latek.

Nas piistup k tomuto typu latek je zalozen na jiz diive
pouzitém postupu vyuzitém pii syntézu steroidnich slougenin’.
Klicovym krokem je cyklizace 1-methoxy-2,7-oktadienu
pomoci dibutylzirkonocenu za vzniku organozirkonicité
slouceniny a jeji nasledna reakce s riznymi elektrofily (napf.
allylhalogenidy). Byla tak =ziskana cela fada rizné
substituovanych o,o-dientt.  Jejich cyklizaci za rlznych
podminek, v zavislosti na funk¢énich skupinach navazanych na
dvojnou vazbu, doslo k uzavieni prostfedniho 6-¢lenného cyklu
a kvytvofeni cyklobutanového kruhu za vzniku cilovych
tricyklickych sloucenin.

/ I
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><l/%GC2
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Projekt byl financovin z Centra pro novd antivirotika a
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1,3-DIPOLAR CYCLOADDITIONS
OF 3-AZIDOQUINOLINE-2,4(1H,3H)-DIONES

JANEZ KOSMRLJ" and STANISLAV KAFKA"

“Faculty of Chemistry and Chemical Technology, University of
Ljubljana, 1000 Ljubljana, Slovenia; "Faculty of Technology,
Tomas Bata University in Zlin, 762 72 Zlin, Czech Republic
kafka@ft.utb.cz; kimmel@ft.utb.cz; janez.kosmrlj@fkkt.uni-lj.si

Within the scope of our systematic work in the field of
chemistry of quinolones, we have prepared a series of 3-azi-
doquinoline-2,4(1H,3H)-diones1 I, and in continuation, we
have investigated their reactivity towards terminal alkynes I1I.
Employing copper(I) catalyst, 1,3-dipolar cycloaddition took
place affording the corresponding 3-(1H-1,2,3-triazol-1-
yl)quinoline-2,4(1H,3H)-diones III in good yields. To the best
of our knowledge, this is the first reaction of this kind
performed on azides I.

N:NEN
= R2
R \ + HC=C-R} ——>
NS0 I
R
11
R3
a
(6] NN
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This study was supported by the Czech Science Foundation
(Grant No. 203/07/0320), by the Ministry of Education, Youth
and Sports of the Czech Republic (Project MSM7088352101
and Joint Project Nr 9-06-3 of Programme KONTAKT), and
the Slovenian Research Agency (Projects P1-0230-0103, JI-
6693-0103 and Joint Project BI-CZ/07-08-018).
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FUNKCIOIIVAL’IZOVANY'COREYHO LAKTON JAKO
POTENCIALNI SUBSTRAT PRO SYNTEZU
PROSTAGLANDINU

ROMAN KEDER a DALIMIL DVORAK

Vysokd skola chemicko-technologickd, FCHT, Ustav organické
chemie, Technicka 5, 166 28 Praha 6,
Roman.Keder@vscht.cz

Prostagalandiny (PGs)' patii mezi velmi vyznamné
signalni slouceniny, které jsou zodpovédné v lidském téle za
celou fadu biologickych funkci, jako naptiiklad ovladani
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hladkého svalstva, rozmnozovani, imunitni odpovédi a neuro-
endokrinni procesy. Pro zavedeni nenasyceného postranniho
fetézce do molekuly PGs byly vypracovany ruzné syntézy,
které viak zahrnuji nestereoselektivni Wittigovy reakce® nebo
novéji metatezi alkenit (CM a RCM)’. Nedavno vypracoval
Fiirstner syntézu zalozenou na metatezi alkyni (RCM) a
nasledné Lindlarové redukci na (Z)-alken®. Na rozdil od této
syntézy vychazejici z vhodné substituovanych cyklopentano-
novych derivati jsme se zaméfili na komeréné dostupny
Coreyho lakton. S vyuzitim Corey-Fuchsovy reakce, bazické
debromace a nasledné alkylace alkynu byl z Coreyho laktonu
pfipraven potencidlni substrat pro syntézu prostaglandini
s vyuzitim metateze alkynt.

[o}

0
o
o i
Br OPG, PG,Q =
)\Br - () S
< - OPG,
OPG o

PG: TBDMS, COC/,Hgy PG :TBDMS, Tr

PG,: TBDMS, CH;

OPG,

Tento projekt byl podporen vyzkumnym centrem ministerstva
Skolstvi, mladeze a sportu , Struktura a Syntetické vyuziti
komplexii prechodnych kovii* LC06070, MSMT 6046137301
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GLUCOSIDATION OF 4-HYDROXYQUINOLIN-2(1H)-
-ONES

STANISLAV KAFKA®, ROMAN KIMMEL?,
and JANEZ KOSMRLJ®

“Faculty of Technology, Tomas Bata University in Zlin, 762 72
Zlin, Czech Republic; *Faculty of Chemistry and Chemical
Technology, University of Ljubljana, 1000 Ljubljana, Slovenia
kafka@ft.utb.cz; kimmel@ft.utb.cz, janez.kosmrlj@fkkt.uni-lj.si

Various quinolinone glycosides, which are interesting as
they possess different biological activities, have been prepared
till now (e.g. ref."?). To the best of our knowledge, however,
there are no literature reports for glycosidation of 3-alkyl- or 3-
aryl-4-hydroxyquinoline-2(1H)-diones.

To this end, we have investigated glucosidatin of 1-
unsubstituted 3-ethyl- and 3-phenyl-4-hydroxyquinoline-
2(1H)-diones using a-D-glucopyranosyl bromide tetraacetate as
reagent. Depending on the reaction conditions, monoglucoside
II, mixture of monoglucoside II and diglucoside III, or
diglucoside III, respectively, were obtained. Configuration of
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the compounds under investigation has been elucidated on the
basis of 1D and 2D NMR experiments as well as MS spectra.
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MASTNE KYSELINY JAKO PREKURZORY PRO
BIOSYNTEZU SLOZEK SAMCIHO ZNACKOVACIHO
FEROMONU CMELAKU

EDITA KOFRONQVA™", ADAM NEKOLA®, JOSEF
CVACKA? PAVEL JIROS™® a IRENA VALTEROVA®

“Ustav organické chemie a biochemie AV CR,v.v.i, Flemingovo
2, 166 10 Praha 6; *Vysoka skola chemicko-technologickd v
Praze, Technickd 5, 166 28 Praha 6;Univerzita Karlova v
Praze, Hlavova 2030, 128 43 Praha 2

krafkova@uochb.cas.cz

Piedchozi vyzkum' poukézal na uréitou podobnost mezi
délkou fetézce a poctem dvojnych vazeb u nékterych hlavnich
komponent sam¢iho znackovaciho feromonu ¢meldka a mast-
nych kyselin v jeho tukovém télese. Proto jsme se zaméfili na
charakterizaci triacylglycerolll (TAG) z tukového télesa dvou
vybranych druhti (Bombus pratorum a Bombus ruderatus).

Z tkanovych extraktd byla na tenké vrstvé izolovana
frakce TAG. Takto pfipraveny vzorek byl analyzovan metodou
LC/MS s chemickou ionizaci za atmosférického tlaku. Pro
lepsi separaci TAG byla optimalizovana metoda s nevodnym
chromatografickym systémem s pouzitim dvou reverznich
kolon C18 (15 cm a 30 cm) zapojenych do série. Ziskana data
byla vyhodnocena pomoci nové vyvinutého softwaru
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TriglyAPCP. Vzorky po analyze na LC/MS byly dale
transesterifikovany pomoci jiz dfive vyvinuté metody’. Takto
ptipravené methylestery mastnych kyselin byly analyzovany na
GC/MS s kvadrupolovym analyzatorem. Pozice dvojnych
vazeb mastnych kyselin byla u B. ruderatus urovana ze
spekter pii analyze na GC/MS s iontovou pasti s acetonitrilem
jako ¢inidlem pro chemickou ionizaci®. Pro ureni pozic
dvojnych vazeb u B. pratorum byla pouzita derivatizace
pomoci dimethyldisulfidu (DMDS).

Hlavni slozkou v saméim znackovacim feromonu B.
ruderatus je nonadec-9-en. V tukovém télese tohoto ¢melaka
bylo nalezeno pomérné velké mnozstvi kyseliny ikos-11-
enové. B. pratorum ma jako jednu ze slozek sam¢iho feromonu
pentakosa-7,17-dien. Po analyze TAG z jeho tukového télesa a
po DMDS derivatizaci byla identifikovana kyselina pentakosa-
9,19-dienova. Tato zjisténi podporuji nasi hypotézu o
biosyntéze alifatickych slozek samciho znackovaciho
feromonu z matnych kyselin.

Prdce byla provedena za podpory Grantové agentury AV CR
(grant cislo A4055403) a MSMT (projekt cislo 2B06007).
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NOVE TYPY LQMENYCH KAPALNYCH KRYSTALU -
DESIGN, SYNTEZA A MESOMORFNI VLASTNOSTI

MICHAL KOHOUT?, PETR POLASEK?,

PETR SPACEK®, ANNA KOVAROVA?,

VACLAV KOZMIK®, JIRI SVOBODA®,

VLADIMIRA NOVOTNAP a MILADA GLOGAROVA"

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

Oblast lomenych kapalnych krystald patii mezi rychle se
rozvijejici oblast supramolekuldrni chemie. V poslednich
letech byla velkd pozornost vénovana modifikacim
prodluzujicich postrannich fetézct, pfipadné riznym typtim
centralnich jader a jejich substituce'”. Cilem této prace bylo
pfipravit nové typy nesymetrickych lomenych kapalnych
krystald obsahujicich heterocyklicky systém v molekularni
struktufe (Obr. 1) a studovat jejich mesomorfni chovani
pomoci DSC, studiem textur a rentgenostrukturni analyzou.
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Budou diskutovany rozdily zplisobené zaménou
centralntho jadra, vliv substituce tohoto jadra, délky

CiHps0 OCiaHys postrannich fetézcli a orientace esterovych spojek na celkové
zmeény v mesomorfnim chovani jednotlivych kapalnych
Budou diskutovany rozdily zpisobené zaménou krystald v ptipravenych sériich novych latek.
centralniho jadra, vliv substituce tohoto jadra, délky
postrannich fetézci na celkové zmény v mesomorfnim chovani Prdce byla podporovina Grantovou agenturou CR (projekt ¢.

jednotlivych kapalnych krystalii. Déle pak bude posouzena 202/05/0431), Ministerstvem Skolstvi, mladeZe a télovychovy
vhodnost jednotlivych typl centralnich jader a prodluzujicich (projekt MSM 6046137301 a OCI76) a vnitinim granetem
postrannich fetézci pro syntézu kapaln¢ krystalickych VSCHT Praha 0015110.

materiald vhodnych pro opto-elektronické aplikace.
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Ftalocyaniny a tetrapyrazinoporfyraziny (TPP) jsou

MICHAL KOHOUT®, JIRI SVOBODA", . pouzivany v mnoha riiznych aplikacich, napt. v elektrotech-
VLADIMIRA NOVOTNA", MILADA GLOGAROVA" nice, nelinedrni optice, jako katalyzatory nebo fotosensitizéry
a UTE BAUMEISTER® ve fotodynamické terapii (PDT). V mnoha piipadech je

; 5 dulezité zajistit definovany pocet funkénich skupin, které
“Ustav organické chemie, VSCHT Praha, Technicka 5, 166 28 poskytuji moznost nasledné modifikovat dané latky za
Praha 6; "Fyzikdlni vistav AV CR, Na Slovance 2, 182 21 kontrolovatelnych podminek a izolovatelnych produkti.
Praha 8; “Institut fiir Physikalische Chemie, Universitit Halle- Nesymetricky substituované TPP mohou byt piipraveny
Wittenberg, Miihlpforte 1, D-06099 Halle, SRN statistickou tetramerizaci smési dvou rozdilné substituovanych
michal kohout@email.cz vychozich pyrazindikarbonitrild.

Studium lomenych kapalnych krystalt stale patii mezi Pro zjisténi optimalnich ~ poméri  vychozich
intenzivné se rozvijejici oblast materidlové chemie. V nasi pyrazindikarbonitrilt pro syntézu poZzadovaného TPP bylo
laboratofi jsme neddvno vyuzili pro syntézu novych kapalné vyizolovéano z reakéni smési vSech pét vznikajicich kongenerti,
krystalickych material zcela novy typ centralniho jadra'. které byly dale pouzity jako standarty pro analyzu metodou
Cilem prezentované prace bylo pfipravit nové typy HPLC s UV-Vis detekci. Ta byla nasledné pouzita k analyze
nesymetrickych lomenych kapalnych krystali odvozenych od smési viech péti kongener TPP vznikajici pii reakci dvou
7-hydroxynaftalen-2-karboxylové kyseliny (Obr. 1) a studovat rozdilng substituovanych pyrazindikarbonitrili. Tyto smési
jejich mesomorfni chovani pomoci DSC, studiem textur a rent- byly pripraveny v riiznych pomérech dvou prekurzori.
genostrukturni analyzou. Vysledna naméfena data byla nasledné porovnana s daty

vypoCitanymi ~ na  zékladé  matematického = modelu
pravdépodobnosti vzniku dané smési. Zjisténa data davaji
moznost optimalizace vytézki pozadovanych kongenert
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pfipravenych statistickou kondenzaci dvou srovnatelné
reaktivnich pyrazindikarbonitrilQ.
W w N o
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Schéma 1. Smés potencidlnich kongener{i, mohou vznikat i rizné

polohové isomery.

Tato prace vznikla za podpory grantu GAUK 41107/B/2007

KATALYTICKY OXIDATIVNI CROSS-COUPLING
ARYL IODIDU S DISULFIDY:

STUDIUM MECHANIZMU A SYNTETICKEHO
ROZSAHU REAKCE.

JIRi SROGL a MICHAL KORF

Ustav organické chemie a biochemie AV CR v.v.i., Flemingovo
nameésti 2, Praha 6
Korflwuochb.cas.cz

Cross-couplingové' reakce aryl iodiddi s organickymi
disulﬁdyz'6 je katalyzovana m&d’nymi solemi’. Syntetické a
mechanistické aspekty reakce byly studovany v zavislosti na
druhu pouzitého elektro-donorniho ¢inidla/ redukovadla. Bio-
mimeticka ko-katalyza/ redukce askorbovou kyselinou je
predstavena jako jako nova metoda k udrzeni Cu katalyzatoru v

aktivnim stavu.

Ry Ry R/S\S/R Rs Ry
Rs |  ——— Ry S,
cu(l) R
R, Ry R, Ry

Autori dékuji Ustavu organické chemie a biochemie AV
CR.v.v.i .za podporu projektu.
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SYNTHESIS OF SUGAR-NUCLEOTIDE ANALOGS AS
POTENTIAL GLYCOSYLTRANSFERASE INHIBITORS

IVANA KOSIOVA™®, PAVOL KOIS”
a IVAN ROSENBERG"*

¢ Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, AS CR,
Flemingovo 2, 166 10 Praha 6; bComenius University, Faculty
of Natural Sciences, Dept of Organic Chemistry, Mlynska
dolina, 842 15 Bratislava

kosiova@uochb.cas.cz, kois@fns.uniba.sk

Glycosylation reactions regulated by glycosyltransferases
participate in modification of protein and lipid functions, that
influence various molecular processes such as bacterial or viral
infections and imune response. Development of selective
glycosyltransferase inhibitors is of great interest for therapeutic
applications.

We decided to develop new nucleotide analogs as
apotential  glycosyltransferase inhibitors. We prepared
nucleoside-phosphates 1a-b and nucleoside-phosphonates 2a-b
with alkyne or azide function, which we coupled with sugar
moiety by Cu catalysed Huisgen 1,3-dipolar cycloaddition.

o o)
A y I
OH™| ™0 o ROH RO/T\O o. ¥
OH _— OH
DIC, DMF
OH OH OH OH
1a R= CHCCH,
1b R= N3CHCH,
: i
A W
R/l o OH
OH
OH OH
2a R= CHCCH,
2b R= N3CH,

Scheme 1. Synthesis of nucleoside-phosphates 1la-b and
nucleoside-phosphonates 2a-b; (i) 2¢,3°-O-isopropylideneuridi-
ne, TIPBSCI, N-methylimidazole, CH;CN; (i) 60% aqueous
pyridine; (iii)) DOWEX 50 (H"), aqueous methanol
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Figure 1. Common structure of prepared sugar-nucleoside
analogs, sugar = arabinose or manose, linker = substitued
triazole bridge

Study of inhibitory activity of prepared compounds is in
progress.

The present work has been supported by the Project No.
202/05/0628 (Czech Science Foudation) and the Project No.
APVV-51-046505 (Slovak Science and Technology Assistance

Agency).
SYNTEZA KONJUGATU DEWAROVYCH BENZENU S
FERROCENY

STEPANKA JANKOVA *, PETR STEPNICKA"
a MARTIN KOTORA™"

“Katedra organické a jaderné chemie, "Katedra anorganické
chemie, PrlF UK v Praze, Hlavova 8, 128 43 Praha 2:<Ustav
organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo 2, 166 10
Praha 6
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Dewarovy benzeny jsou valenénimi izomery benzenl a
jako takové byly poprvé pfipraveny pravé fotochemickym
presmykem derivatu benzenu'. V na$i dfiv&jsi praci jsme
dokazali, ze v pfitomnosti vhodnych substituentd, jako estery a
aryly, jsou navic takové latky i znacn¢ stabilni a pfesmyku na
benzen podléhaji aZ pii vysokych teplotach?’.

Z tohoto divodu jsme se v nasi dalsi praci zaméfili na
moznosti zamény téchto substituentl. Jako vhodnym

kandidatem za arylovou ¢ast se jevil pravé ferrocen, ktery také
obsahuje konjugovany systém. V ramci tohoto projektu pak
byly pfipraveny konjugaty Dewarovych benzent s ferroceny
Dielsovou-Alderovou reakei peralkylovanych cyklobutadieno-
A1C13 S

vych  komplext ruzné

ethynylferroceny.

substituovanymi
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U takto pfipravenych latek pak byly studovany jak
moznosti jejich termického pfesmyku na benzen tak jejich
elektrochemické chovani.

Tato préce byla podporena projektem MSMT ¢ LC 06070
Struktura a syntetické aplikace komplexii prechodnych kovii.
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SYNTHESIS OF PIPERIDINE NUCLEOSIDES
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A novel series of racemic piperidine-3-yl derivatives of
nucleobases was  prepared. Synthesis started from
commercially available (RS)-3-hydroxypiperidine. First step in
the synthesis of piperidine nucleosides consisted in the
introduction of nitrogen protecting group (Boc, Tr), followed
by esterification of free hydroxyl with mesyl chloride.

Three general strategies for nucleobase introduction were
investigated: A, Mitsunobu nucleosidation of (RS)-3-hydroxy-
1-N-protected piperidine; B, Alkylation of (RS)-3-mesyloxy-1-
N-protected piperidine and C, Nucleobase building-up starting
from (RS)-3-amino-1-N-protected piperidine (pyrimidine
nucleobases only). Final compounds were obtained after
deprotection of ferz-butoxycarbonyl or trityl group.

For now, nucleobase build-up procedure seems to be the
most promising strategy. Comparison of methods, conditions
and influence of nitrogen protecting group on reactivity and
yields will be discussed.

1.nucleosidation
HN

2.deprotection

R=Boc, Tr Y
Y=0H, OMs, NH, B=A,C, T, U, Hx
Support by grants #2B06065 (Ministry of Education, CR), #
203/02/D150 and #204/05/P510 (Czech Science Foundation),
Research Centers LC-512, LC-06061, and LC-06077 (Ministry
of Education, CR) under research project Z4055905 is
gratefully acknowledged.
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NOVE FLU()RESCEN(’:Ni KAPALNE KRYSTALY
ODVOZENE OD BENZO[c]THIOFENU

A. KOVAﬁOVA”,’J. SVOBODA? V. NOVOTNA",
M. GLOGAROVA®, M. SALAMONCZYK®,
E. GORECKA® a D. POCIECHA®

“Ustav organické chemie, VSCHT Praha,, Technickd 5, Praha
6, 166 28; bezikdlni ustav AV CR, Na Slovance 2, Praha 8,
182 21; “Chemistry Department, Warsaw University, Al
Zwirky i Wiguri 101, 02-089 Warsaw, Poland
kovarova@vscht.cz

V této praci bude predstavena syntéza a fyzikalni
vlastnosti nové pfipravenych lomenych kapalnych krystalt
odvozenych od benzo[c]thiofenu'. Zakladni materialy Ia, Ib
vykazovaly pouze nematickou kapalng krystalickou fazi’, zato
vsak v Sirokém teplotnim intervalu a srelativné nizkymi
prechodovymi teplotami. Zavedeni bifenylové jednotky s cilem
zvyraznit lomeny tvar molekuly II nevedlo k tvorbé Zadouci
smektické faze. Teprve pritomnost perfluoralkylového
terminalniho ftetézce (III) iniciovala zménu mesomorfniho
chovani.

/7 \
o
m
Ia: n=1, m=2

Ib: n=1, m=1
II: n=2, m=1

Spia®

I

Oty

+®/z° 0)\©+
C|2H250 m OCIZHZS

CH,=CH(CH,); O(CH,),C,F,

Fyzikalni vlastnosti novych materialti byly studovany optickou
polarizaéni mikroskopii, studiem textur a pomoci DSC.
Vsechny materidly vykazovaly silnou fluorescenci diky
ptitomnosti benzo[c]thiofenové jednotky.

Prace byla podporovina Grantovou agenturou CR (projekt ¢.
202/05/0431), Ministerstvem Skolstvi, mladeze a télovychovy
(projekt MSM 6046137301 a OCI176) a vnitinim grantem
VSCHT Praha 0015110.
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ROZMANITOST PEVNYCH FARMA'CEUTICKY'CH
SUBSTANCI (POLYMORFY, HYDRATY, SOLVATY,
AMORFATY, SOLI, KOKRYSTALY)

BOHUMIL KRATOCHVIL

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

Pevné 1ékové formy (tablety) mohou obsahovat aktivni
substanci (API) ve formé& anhydratu, hydratu, amorfni formy,
soli nebo kokrystalu. Rada téchto forem muiZe vykazovat
polymorfismus. Vybér optimalni API pro zvolenou Iékovou
formulaci je urcen aspekty farmakokinetickymi, biologickymi,
chemickymi, fyzikalnimi, technologickymi a v pfipad¢ generik
velmi vyrazn¢ i patentovymi. V prezentaci jsou probrany
jednotlivé formy pevnych API na ptikladech z literatury a na
zakladé vlastnich vyzkumi, které jsou provadény ve spolupraci
s farmaceutickymi firmami (Ivax Pharmaceuticals, Zentiva).

U Cdistych polymorfii (anhydratii, ansolvatd) je zminén
obdivuhodny oktamorfismus slouceniny s trivialnim nazvem
ROY (red-orange-yellow)', polymorfismus namelového
alkaloidu cabergolinu® a atorvastatinu® ze skupiny statint.
V ramci amorfnich a semikrystalickych forem jsou probrany
také nanokrystalické suspenze a jev polyamorfismu. Dale jsou
zminény piiklady formulaci zhydrati a u namelového
alkaloidu terguridu je ukazano, jak lze obejit nepfijemny a
bohaty solvatomorfismus terguridové baze pievedenim na sil -
monomorfni tergurid hydrogen maleat™. Velka pozornost je
vénovana solim, které dnes predstavuji asi 1/2 vSech formulaci.
Nejrychleji se mezi pevnymi formami rozviji vyzkum
kokrystalti i kdyz zatim predev§im v akademické sfére. Je
zminéna napf. modifikace disoluéniho profilu fluoxetinu jeho
kokrystalizaci s organickymi kyselinami® a piiklad kokrystalu
typu ,,molekula : ion“vinanu zolpidemu a zolpidemu baze’.

Tato prace byla podporena grantem GA CR 203/07/0040.
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PRIPRAVA 3- A 9-ARYLADENINU

JAN KROUZELKA® IGOR LINHART®
a HANA DVORAKOVA"

“Ustav organické chemie; bCentraint laboratore, VSCHT
Praha, Technicka 5, 166 28 Praha 6
krouzelj@vscht.cz; hana.dvorakova@vscht.cz

Metody arylace purinovych basi jsou dilezitymi nastroji
ve vyvoji 16&iv! i ve studiu modifikaci DNA” N-Arylace
heterocyklickych slouCenin lze dosdhnout za mirnych
podminek  arylboronovymi  kyselinami v  pfitomnosti
médnatych komplexii s dusikatymi ligandy™>*. Samotny adenin
se nam podafilo arylovat fenylboronovou kyselinou za
pfitomnosti octanu médnatého a fenathrolinu. Reakce
probihala selektivné do polohy 9. Pro ptipravu 3-aryladenint,
které jsou dilezitymi DNA adukty odvozenymi od arend, bylo
tieba ovlivnit selektivitu arylace. 8-Bromadenin se ukazal jako
vhodny substrat pro arylaci do poloh 3 a 9. Vzniklé 3- a 9-aryl-
-8-bromadeniny produkty byly pievedeny na piislusné
aryladeniny debromaci vodikem na palladiovém katalyzatoru
(Schéma 1).

NH,
N
Lﬁ\>
N~ N
NH2 Ar
NTX N +
l _ \%Br a)
N N NH,
H N
N~
PN
N N
Ar = Ph, o-Tol, m-Tol, p-Tol, Ar

Schéma 1. a) 1. ArB(OH),, Cu(OAc),, Fenanthrolin, DMF; 2. H,/Pd

Pii S-arylaci methyl-N-acetylcysteinatu arylboronovymi
kyselinami byl namisto fenanthrolinu pouzit pyridin jako
ligand i rozpoustédlo a reakce byla provadéna v inertni
atmosféfe. Takto byly pfipraveny S-fenyl-N-acetylcysteinat
a S-(4-vinylfenyl)-N-acetylcysteinat.

Autori dékuji za financéni podporu granty GA CR 203/06/0888,
MSM 6046137301 a LC06070 Ministerstva skolstvi, mladeze
a télovychovy.
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SYNTEZA POTENCIALNE BIOLOGICKY AKTIVNICH
2- A 6-SUBSTITUOVANYCH PURINU

MARTIN KROVACEK® a DALIMIL DVORAK®

“Ustav organické chemie, Vysoka skola chemicko-
technologicka, Technicka 5, 166 28, Praha 6
krovacem@vscht.cz

Derivaty purinu  hraji  dilezitou roli v mnohych
biologickych procesech. Modifikace purinovych bazi, nukleo-
sidi a nukleotidd jiz vedla k objevu mnoha biologicky aktiv-
nich latek, z nichz n€které jsou Gspésné vyuzivany jako 1éciva.
Puriny nesouci uhlikaté substituenty v polohach 2, 6 a 8 jsou
tedy mimofadné zajimavé pro svou potencidlni biologickou
aktivitu'.

V nasi skupiné jsme jiz dfive vypracovali metodiku pro
zavedeni elektronové chudych alkynd do poloh 2- a 6- purinu
a ziskali tak nové latky, z nichz nékteré vykazuji cytostatickou
aktivitu.

Nasi pozornost jsme dale zaméfili na syntézu derivati,
majicich mezi purinovym jadrem a trojnou vazbou
methylenovou spojku.

R
“ =7
XN N
”t» VoY
NN N~ N
R' R'

Molekula se stane méné rigidni a rovnéz zanikne
konjugace. Lze predpokladat, ze takovato zména ve struktuie
bude mit vliv i na pfipadnou biologickou aktivitu.

Prdace byla podporovina Centrem zdkladniho vyzkumu
LC06070 "Struktura a syntetické aplikace komplexii prechod-
nych kovii" Ministerstva skolstvi, mladeze a telovychovy CR.
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SYNTEZA B-FUNKCIONALIZOV{&NYCH
6-ALKYLPURINU NUKLEOFILNIMI ADICEMI NA
6-VINYL NEBO 6-ETHYNYLPURINY

MARTIN KUCHAR® a MICHAL HOCEK

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

Puriny, substituované v poloze 6 vykazuji Siroké spek-
trum biologické aktivity'. Znamé jsou antimykobakterialni,
antibakteridlni a cytotoxické vlastnosti 9-benzyl-6-arylpurind.
Stale se ovsem malo vi o biologické aktivité purint, které maji
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v poloze 6 funkcionalizované substituenty. Jako vhodna
metoda k jejich piipravé se ukdzala nukleofilni adice na

dvojnou nebo trojnou vazbu®>.
Nu
oz L
XN N
L0~ =
N~ N N~ N
R R

SchOma 1. Nukleofilni adice na nasobnou vazbu

Nu-H

P—.

Tato vypracovana metodika dosahuje vybornych vytézki
a byla Uspésné pouzita k syntéze velké série novych latek,
z nichz nékteré vykazuji zajimavou cytostatickou aktivitu.

Tato prace je soucasti vyzkumného projektu Z4 055 0506, ktery
byl podporovan ,,Centrum Nova antivirotika a antineoplas-
tika“ IMO0508 a ,, Program of Targeted Projects of Academy of
Sciences of the Czech Republic (105400550501)” a
spolecnosti Gilead Sciences, Inc.
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FORMYLATIONS OF THIACALIX[4]ARENES

ONDREJ KUNDRAT?, HANA DVORAKOVA”,
IVAN STIBOR?, and PAVEL LHOTAK"

“Department of Organic Chemistry, °Laboratory of NMR
spectroscopy, Prague Institute of Chemical Technology,
Technicka 5, 166 28 Prague 6

kundrato@vscht.cz.

Upper rim formyl-substituted thiacalixarenes could serve
as valuable synthetic intermediates in the design and synthesis
of more elaborate thiacalixarene-based  derivatives.
Tetraformyl-tetrapropoxythiacalixarene was prepared by
reaction of the corresponding tetrabromo derivative with terz-
BuLi in THF (-78 °C) and subsequent reaction with N-
formylpiperidine. However, the same procedure failed in the
attempted synthesis of diformyl-dipropoxy derivative. As
direct formylation of thiacalixarene skeleton has not been
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described we have focused our attention to this kind of
transformations. Thus, systematic research on direct
formylation reactions of thiacalix[4]arene, its dipropoxy- and
tetrapropoxy-derivatives (immobilized in several different
conformations) has been carried out. Depending on the
conformation of starting thiacalixarene, several interesting
formylated compounds were obtained, e.g. 5,17-diformyl-
25,27-dipropoxythiacalixarene. The results of various
formylation  reactions as  Vilsmeier-Haack  reaction
(PhN(CH;)CHO, POCl;), Duff reaction (hexamethylene-
tetraamine, TFA) or Gross reaction (Cl,CHOCHj;, SnCl, or
TiCly) will be presented.

This research was supported by Czech Science Foundation
(grant 104/07/1242) and the Ministry of Education, Youth and
Sports of the Czech Republic (Research Centre LC06070).
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VYPOCTY KOMPLEXU ZLATA S THIOLY

JAROSLAV KVICALA a PETR BECVARIK

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

Prudky nastup nanotechnologickych obori se nevyhnul
ani chemii. Jednim z dusledki je rychle rostouci zijem
o syntézu a studium struktur a vlastnosti organizovanych
povrchi. Jednou z nejlépe studovanych oblasti jsou
monovrstvy ziskané pomoci samoskladby (self-assembled
monolayers, SAM) thiolil na extrémné hladké zlaté povrchy —
Au(111). SAM na bazi fluorovanych thiold jsou novou
skupinou  povrchtt  umoznujici  vyuziti  specifickych
fluorofilnich vlastnosti vysoce fluorovanych molekul'.

Pfes intenzivni experimentalni studium SAM na bazi
thiold a Au(111) neni stale zcela jasné, jakym zpisobem jsou
molekuly thiold vazany ke zlatému povrchu. Tato oblast je
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proto v soucasné dobé cilem intenzivniho studia pomoci
vypoéetnich metod (napf cit.>).

V souvislosti s experimentalnim i teoretickym zajmem o
polyfluoralkylované tripyrazolylmethany a jejich koordinaci ke
zlatym povrchiim jsme se rozhodli studovat jednak pomoci
DFT metod malé klastry Au — thiol (napt. I), jednak s vyuzitim
Au(111) — fluorované thioly a jejich derivaty (napt. II). Jak
ukazuji DFT vypofty metodou PBEIPBE/6-311G(d),
energeticky nejvyhodnéjsi jsou klastry [(Au,)" - (MeS)]
s charakteristickou koordinaci thiolatu k dvéma atomim zlata
(napt. komplex [I) vsouladu s publikovanymi vypocty.
Predbézné vypocty metodou ONIOM HF/3-21G*:UFF ukazuji,
ze dand metodika je schopna jak zpracovat znacné rozsahly
systém zahrnujici koordinaci ke zlatému povrchu, tak
dostateéné presné popsat komplexaci kovu ke studovanému
tripyrazolylmethanovému systému v supermolekule I7.

Dékujeme Ministerstvu Skolstvi, mladeze a télovychovy Ceské
republiky (Program KONTAKT ¢. ME 857, Vyzkumné centrum
LC06070) za financni podporu tohoto projektu.
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NOVA METODA PRO PRIPRAVU 8-(ALKYL-
AMONIO)-COSANU

MAGDALENA KVICALOVA®, JAROMIR PLESEK®,
IVANA CISAROVA®, VACLAV SiCHA®
a BOHUMIR GRUNER*

“ Ustav anorganické chemie A VCR, v.v.i., 250 68 Rez; b Sekce
anorganické chemie, PF'F UK v Praze, Hlavova 2030, 128 42
Praha 2

magda@iic.cas.cz

Derivaty [(1,2-C,BgH;;),-3,3'-Co], COSANu (1), jsou
pouzivany jako extrakéni &inidla Cs™ a Sr*t, Analogické
anionty obsahujici chelatujici skupinu velmi dobfe extrahuji
lanthanoidy a aktinoidy'. V souasné dob& se COSAN a jeho

derivaty uspésné testuji jako inhibitory HIV-proteasy.
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Pii syntéze novych typut COSANovych derivati se
nejvice uplatiuje tzv. “elektrofilem indukovand nukleofilni
substituce® (EINS)”. Nejvhodngjsim elektrofilem pro piipravu
8-N-nitrilath COSANu 2a,2b je terc-butylbromid. Zatimco
8-N-acetonitrilat (2a) lze pfipravit ve vysokém vytézku, jiné
nitrilaty (napi. 2b) vznikaji jen obtizné.

Nové vyvinutou obecnou metodou pro syntézu
substituovanych 8-(alkylamonio)Cosant je redukce slouceniny
2a hydrazinem a nasledna alkylace intermediatu 3 vhodnym
halogenidem.
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Autori dékuji Grantové agentuie Akademie véd CR (grant
IAA400310613) a MSMT CR (projekt LC 523) za financni
podporu.

LITERATURA

1. Griiner B., Plesek J., Baca J., Cisafova 1., Dozol I.F.,
Rouquette H., Vinas C., Selucky P., Rais J.: New J. Chem.
26, 1519 (2002).

2. Plesek J., Hefmanek S., Franken A., Cisafova 1., Nachtigal
C.: Collect. Czech. Chem. Commun. 62, 47 (1997).

CHIRALNI FERROCENOVE FOSFINKARBOXYLOVE
KYSELINY A JEJICH AMIDY JAKO LIGANDY PRO
ENANTIOSELEKTIVNI ALLYLOVOU SUBSTITUCI

MARTIN LfsMAg“:, IVANA CISAROVA
a PETR STEPNICKA

Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédecka fakulta, Katedra
anorganické chemie, Hlavova 2030, 128 40 Praha
lamac@natur.cuni.cz

V nasem vyzkumu se zabyvame studiem ferrocenovych
fosfini modifikovanych dal§imi donorovymi skupinami,
zejména pak ferrocenovymi fosfinkarboxylovymi ligandy'.

S cilem prozkoumat koordina¢ni chovani a potencial
v enantioselektivni katalyze byl v opticky ¢isté formé pfipraven
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novy chirélni ligand (R,R,)-2-[ 1-(difenylfosfino)ethyl]ferrocen-
karboxylovéa kyselina (1) a jeji amidy s achiralnim i chirdlnimi
substituenty na atomu dusiku (3). Ligandy byly testovany v
palladiem katalyzované asymetrické allylové alkylaci 1,3-
difenylallyl-acetatu dimethyl-malonatem?.

Spektrum ligandlG testovanych v uvedené katalytické
reakci bylo pozdé&ji rozsifeno o (S,)-2-(difenylfosfino)ferrocen-
karboxylovou kyselinu (2) a jeji nové pfipravené amidy (4) a
také dva chiralni amidy (5) odvozené od 1'-(difenylfosfino)-
ferrocenkarboxylové kyseliny (Hdpf). Modifikaci podminek
reakce byla s ligandem 4 (R = H) dosaZena hodnota ee az 90%.
Mechanismus alkylaéni reakce suvedenym ligandem byl
konfrontovan s udaji ziskanymi NMR spektroskopii v roztoku
a rentgenostrukturni analyzou piipraveného modelového
komplexu [Pd(’-1,3-Phy,C3H3) {(S,)-4-°0, P} ]C1O, (cit.?).
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Tato prace vzmikla za podpory Grantové agentury UK (C.
grantu  318/2005/BCH/PFF) a je soucasti projektii
podporovanych MSMT CR (LC06070 a MSM0021620857).
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IMUNQCHEMICKA DETEKCE ISOFLAVONOIDU
\'% SISA!(,U BA,!KALSK]%M (,Scutellaria bacalensis) A
MATERIDOUSCE VEJCITE (Thymus pulegioides)

PETRA LANKOVA/’&” » JELENA A. PROVK'UDINA"‘,
VACLAV ZELENY" a OLDRICH LAPCIK*

Fakulta potravindiské a biochemické technologie, VSCHT
Praha, Technicka 5, 166 28 Praha 6; bCeskd zemédélska
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a prirodnich zdroju, Kamycka 129, 165 21 Praha 6

Isoflavonoidy (3-fenylchromony) jsou charakteristické
sekundarni metabolity bobovitych rostlin (Leguminosae),
postupné ale narlsta evidence o jejich vyskytu v fadé dalSich
taxonti'.
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V této studii jsme testovali dva zastupce Celedi
Lamiaceae  (hluchavkovité). Listy SiSaku  bajkalského
(Scutellaria baicalensis) a matefidousky vejCité (Thymus
pulegioides) byly lyofilizovany, rozemlety a extrahovany smési
methanol — voda 70 : 30. Extrakty byly frakcionovany
semipreparativni HPLC na reverzni fazi a poté analyzovany
ELISA metodami specifickymi pro daidzein, genistein,
biochanin A a jejich derivaty v polohach 7 a 4. V obou
rostlinach byly zaznamenany frakce, jejchz imunochemické
chrakteristiky a retenéni ¢asy odpovidaly standardim daidzinu,
sissotrinu, daidzeinu, genisteinu, formononetinu, biochaninu A
a prunetinu.

Prdce vznikla za podpory projektii 525/06/0864 GACR a MSM
6046137305.
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ANTIFUNGAL ACTIVITY OF
METHYLTHIOSALICYLANILIDES
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Antifungal activity of thiosalicylanilides has been known
since mid 1960's (ref."). Only recently we reported their high in
vitro activity against Absidia corymbifera, one of the
organisms  associated with human infection called
zygomycosis™”.

In this paper antifungal activity of 3-, 4-, and 5-methyl-
thiosalicylanilides is studied. Starting salicylanilides were
converted into pyridinium-3-phenyl-2,4-dithioxo-3,4-dihydro-
1,3,2)>-benzoxazaphosphinine-2-thiolates by treatment with
P,Ss in pyridine. Acidic hydrolysis afforded the required
products®.

Minimum inhibitory concentrations (MICs) of compounds
were determined by the broth microdilution method against
Candida albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata, Tricho-
sporon asahii, Trichophyton mentagrophytes, Aspergillus fumi-
gatus, and Absidia corymbifera.

Methylthiosalicylanilides prepared displayed significant in
vitro effect against A. corymbifera. The compounds were more
active than amfotericin B (MIC = 4 umol.dm'3), or at least
comparatively active as this standard. The most effective
compounds were found among 3-methylthiosalicylanilides
MIC 0.25 pmol.dm™ for 4’-methyl, 4’-ethyl, and 4'-
isopropyl derivative) and 4-methylthiosalicylanilides (MIC =
0.25 pmol.dm™ for 4’-chloro derivative). Substitution in the



Chem. Listy 101, 927 — 985 (2007)

anilide moiety of 5-methylthiosalicylanilide did not result in
any improvement of antifungal activity. High activity was
found also against 7. mentagrophytes.

This work was supported by the Ministry of Education, Youth
and Sports of the Czech Republic (MSM 0021620822).
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PRIPRAVA SELENOLO[3,2-5)]BENZOTHIOFENU
A REAKTIVITA JEHO DERIVATU

ALES MACHARA® a JIRI SVOBODA®

“Ustav organické chemie, Vysokd $kola chemicko—
technologicka v Praze, Technickad 5, 16628 Praha 6
ales.machara@yvscht.cz

Organoselenova chemie se rychle rozviji predevsim
v oblasti selenosacharidi, selenoaminokyselin a selenopeptidii.
Chalkogenofeny (thiofen a selenofen) dale ve strukturach
organickych polovodict ziskaly vyraznou pozornost pro jejich
pouziti jako aktivni vrstvy v rtznych optoelektronickych
a elektronickych zafizenich jako OLED ¢i OFET (organic field
effect transistors). Chemie a vlastnosti selenofenu je blizka
thiofenu, v mnoha aplikacich jej vSak pfevySuje a ma tak vétsi
potencial vyuziti. V na$i pracovni skupiné se systematicky
zabyvame syntézou, reaktivitou a materialovymi aplikacemi
kondenzovanych heterocyklti na bazi furanu, indolu a thiofenu.

Vypracovali jsme spolehlivou metodu syntézy derivatd
selenolo[3,2-b]benzothiofenu vyuzitim obecné  Fiesselma-
nnovy rnetody1 vystavby kruhti. Vychozi latkou byla kyselina
thiosalicylova. Klicovy krok pfipravy, zabudovani atomu
selenu a uzavieni selenofenového kruhu, dosahuje vytézku
94 % a pfitom nedochazi k nezddoucimu vzniku nepiijemné
vonicich latek. Optimalizovany postup je vhodny i pro
multigramové mnozstvi (50 g a vice).

Cl
<:”\Z_ﬁ\CHO

S

COOH

e
[
SH

COOMe

\ /

Jak znamo, topologie kondenzovanych systémi podstatné
ovliviiuje jejich stabilitu a reaktivitu. Stejné tak i zaména
atomu siry za atom selenu. Zjistili jsme, ze derivaty 2-vinyl-
selenofenti pifi reakci s dimethyl-acetylendikarboxylatem
poskytuji produkty s dosud nezndmym selenalenovym
systétmem. K jeho vzniku dochazi slozitym mechanismem,
kterého se ucastni volné elektronové pary chalkogenu; vice
polarizovatelny selen jej vyznamné usnadiuje.
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Pii studiu metala¢nich reakcich titulniho heterocyklu
jsme navzdory publikovanym pracem® pozorovali proces
otevirani selenofenového kruhu. Tuto heterofilni reakci jsme
blize prozkoumali a v piispévku bude diskutovan vliv
podminek a zpisob, jak ji v syntézach vyloucit.

Se ZCHCHBr Se

-78°C 30% 42%

Prace byla podpotova'na grantem MSMT (projekt ¢ MSM
604613701) a GA CR (projekt ¢. 202/05/0431).
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NUKLEOFILNI ADICE DUSIKATYCH
HETEROCYKLU NA SKELET KVARTEBNiCH
PROTOBERBERINOVYCH ALKALOIDU
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Kvartérni protoberberinové alkaloidy (KPA) patii do
velmi pocetné skupiny isochinolinovych alkaloid. Vyskytuji
se v rostlinach cCeledi Papaveraceae Berberidaceae,
Ranunculaceae a Fumariaceae'. Vyznamnymi zdroji téchto
alkaloidl jsou rostliny Berberis vulgaris L. (dfistal obecny)
a Chelidonium majus L. (vlaStoviénik vetsi).

Kvartérni protoberberinové alkaloidy jsou sekundarnimi
metabolity aminokyseliny L- tyrosinu Vykazuji Vyznamné

-----

virové®. Z téchto duvodu se velmi dulez1tou oblasti studia
biologické aktivity stalo objasnéni interakci alkaloidii s biomo-
lekulami zejména s nukleotidy a nukleovymi kyselinami®.

Zakladni strukturu KPA tvofi kationt 5,6-dihydro-
dibenzo[a,g]chinolizinium, ktery je v rostlinach asociovan s
aniontem organické kyseliny (chelidonova, fumarova).
Kvartérni kationt je v rliznych pozicich substituovan nejcasteji
methoxy nebo methylendioxy skupinou. Hlavnimi zéstupci
jsou alkaloidy berberin I, palmatin II a koptisin IIT (cit.").

Chemické vlastnosti a reaktivita alkaloidti jsou ovlivnény
pfitomnosti iminiové vazby C=N'. Vlivem rozloZeni
elektronové hustoty mize byt atom uhliku snadno atakovan
nukleofilni ¢&astici, za vzniku substituovanych derivati
alkaloidu.

Prace se zabyva nukleofilni adici modelovych reagentt
obsahujicich NH vazbu (pyrrol, pyrazol, indol, karbazol aj.) na
vybrané alkaloidy. Diskutovana je predevS§im struktura
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pfipravenych derivatl s vyuzitim metod NMR, MS a RTG

difrakéni analyzy.
R2
+
"
|
I R' =R?= OCH.0, R*= R* = OCH;

I'R'=R*=R*=R*= OCH,
mR'=R*=R®*=R*= OCH,0

R3

R4

Studium nukleofilni adice a strukturni charakterizace
pripravenych derivati mtze pfinést nové poznatky nutné k po-
chopeni vyznamné biologické aktivity alkaloida.

Tato prdce byla podporena granty MSMT (MSM0021622413
a LC06030).
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HYDROFORMYLACNi A ALDOLIZA(?Ni REAKCE
JAKO TANDEMOVE REAKCE, SYNTEZA
CHIRALNICH BIFOSFITOVYCH LIGANDU

ALES MAREK?®, SERGHEI CHERCHEJA"
a PETER EILBRACHT®

“Katedra organické chemie, FCHT, Univerzita Pardubice,
nam. Cs. Legii 565, Pardubice, 53210; bUniversitdt Dortmund,
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Otto-Hahn-Str. 6, D-44221 Dortmund, Deutschland
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Opticky aktivni aldehydy jsou velmi vyznamné
prekurzory nejen pro rozmanité farmaceutické', agrochemicke,
biologicky aktivni slouceniny, ale také pro nové materialy jako
biodegradacni polymery a tekuté krystaly.

Existuje rozsdhld snaha po vyvinuti novych ligandi™”.
Rozmanité chirdlni ligandy jsou uzivany v kombinaci
s ptechodnymi  kovy, piedev§im Pt(II) a Rh(I). Byl
syntetizovan a charakterizovan novy bifosfitovy ligand
strukturné podobny (R, R)-Chiraphitu.

Vliv riznych bifosfitovych ligandt (Biphephos, (R, R)-
Chiraphit, dva Fehrlingovy ligandy, nového ligandu) na regio-
a  stereoselektivni  prub&h  hydroformylaénich  reakci
katalyzovanych pomoci Rh(acac)(CO), byl testovan na 1-
oktenu nebo styrenu.
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R Od
\
o o =
-0 v o
/
X=CHs (R,R) Chiraphite
X=H  NEW ligand
Tandemové reakce byly provadény v pfitomnosti

ptipraveného (2R,4R)-Chiraphitu a Rh(acac)(CO),, nasledna

aldoliza¢ni reakce s acetonem (zarovei jako rozpoustédlo) byla

katalyzovana pomoci opticky Cisté a-aminokyseliny (L-prolin).
OH O

OH © OH O
“ ° ) HsCy, A~ H3Cy, HsC, A H.
a,
, () C) R
+ + + +

Schéma 2. a) a) 0,3-2 mol% fosfit ligand; 0,25-0,5 mol%
Rh(acac)(CO),, 20/20 H,/CO, 3 dny, 40 °C, aceton, L-prolin

OH O
C,

R

Autori dékuji Ministerstvu Skolstvi, mladeze a télovychovy CR
za financni podporu projektu MSM 0021627501.
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DETERGENTY NA BAZI KVARTERNIZOVAN YCH
DUSIKATYCH HETEROCYKLU — JEJICH PRIPRAVA,
ANALYZA A BIOLOGICKA AKTIVITA

JAN MAREK™, KAMIL MUSILEK®?, PETR
STODULKA", DANIEL JUN®, and KAMIL KUCA™"

“Katedra toxikologie, "Centrum pokrocilych studii, Fakulta
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“Vakos XT, Praha

marekjanmgr@seznam.cz

Detergenty na bazi kvarternizovanych dusikatych
heterocykld nasly uplatnéni jako desinficiencia ¢i micelarni
katalyzatory. V na$i praci jsme se zabyvali syntézou tii
homologickych tad (pyridinu, chinolinu a isochinolinu) lisici se
délkou alkyla¢niho fetézce. Pocet uhlikid v postranim fetézci se
pohyboval od Cg do C,. K identifikaci pfipravenych latek jsme
vyvinuli metodiku TLC a HPLC. Dale jsme naméfili pomoci
spektralnich metod kritické micelarni koncentrace vsech
syntetizovanych latek. Rovnéz jsme testovali schopnost
ptipravenych  substanci  inhibovat  krysi  mozkovou
cholinesterazu. Jelikoz jsou latky strukturné podobné Siroce
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uzivanym benzalkoniim, budeme v budoucnu zjistovat i jejich
antimikrobialni aktivity.

Prace byla podporovina projektem Ministerstva obrany Ceské
republiky FVZ 0000501
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OPTIMALIZACE SYNTEZY PRALIDOXIMU
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Pralidoxim (2-PAM, 2-hydroxyiminomethyl-1-methylpy-
ridinium jodid) se jiz fadu let uziva jako antidotum nervove
paralytickych latek ¢i organofosforovych pesticidi. V této
praci jsme se zabyvali optimalizaci podminek pfipravy
pralidoximu (Schéma 1). Syntéza byla provedena v sedmi
ruznych rozpoustédlech. Dale byly ménény poméry reagujicich
slozek. Cilem bylo maximalizovat vytézek reakce, stejné tak
jako Cistotu ziskaného produktu. Byl také sledovan nartist
procentuelniho vytézku s rostouci navazkou vychozi latky.
Jako nejvhodngjsi rozpoustédlo pro ptipravu pralidoximu se
jevil acetonitril. Ve vyS$8ich navazkach se rovnéz osvédcil
aceton, ktery se svym vytézkem nejvice blizil acetonitrilu.
Kontrola identity byla provadéna méfenim bodu tani a za
pomoci TLC, NMR a HPLC. Po téchto analyzach byla
provedena iontovyménnad chromatografie a bylo pfipraveno
sedm rOznych soli pralidoximu, u kterych byla zméfena

rozpustnost.
I
HON= *
HON=_-Ny Mel | NS
| P =

Schéma 1. PFiprava pralidoximu

Tato prdce vznikla za podpory ministerstva prumyslu a
obchodu projekt ¢. FI-IMZ/104.
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Mivacurium is a bisbenzylisoquinolinium based
neuromuscular blocker used in medicine as a muscle relaxant.

MeO OMe
N+/CH3 HC [,
N
MeO (CH,),0COCH,CH,CH=CHCH,CH,COO(CH,);” OMe

H, H,
I~ "
MeO OMe MeO OMe
OMe OMe
Figure.  Mivacurium - neuromuscular blocker

The total synthesis of Mivacurium comprises several
steps. The crucial one is preparation of (R)-(+)-1,2,3,4-tetra-
hydro-6,7-dimethoxy-2-methyl-1-(3,4,5-trimethoxybenzyl)iso-
quinoline as a key intermediate. One attractive method for
preparation of mentioned compound is asymmetric
hydrogenation over TsDPEN-Ru(Il) complex (TsDPEN = N-
(p-toluenesulfonyl)-1,2-diphenylethylenediamine) under
transfer hydrogenation conditions. A mixture of formic
acid/triethylamine (2.5 HCOOH/TEA molar ratio) is employed
as hydrogen donor. In this work main interest was focused on
the study of the reaction pathway of HCOOH/base mediated
transfer hydrogenation and especially on a mechanism
involved in the hydride transfer where direct in situ NMR
experiments with deuterated formic acid were arranged.
Furthermore the attempts for Ru-(II)-homogeneous ruthenium
catalyst heterogenization are reported - covalent grafting with
3-aminopropyl- triethoxysilane onto molecular sieve MCM-41
as well as immobilisation through ligand modification. All
heterogenized catalysts were characterized by low leaching of
Ru-(II)-complex in the first reaction cycle, almost equal
enantioselectivity (compared to homogeneous catalyst) and
activity. Such enantioselective procedures were compared with
racemate preparation followed by enantioseparation and
racemization steps. Technological aspects are also discussed.

The authors wish to acknowledge the Grant Agency of the
Czech Republic (Grant 104/06/0684) and Ministry of
Education of the Czech Republic (Grant No. CEZ:MSM 604
613 7301).



Chem. Listy 101, 927 — 985 (2007)

PRIPRAVA N-SUBSTITUOVANYCH ALLOXANU A
JEJICH VYUZITI PRI PRIPRAVE FLAVINU
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a RADEK CIBULKA
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Lipofilni derivaty flavini pfedstavuji potencialni oxida¢ni
ginidla pro reakce v organizovanych prostfedich' (micely,
vesikly apod.). Vhodnym postupem pro syntézu flavini
s lipofilni skupinou v poloze 3- (isoalloxazint 1 i alloxazint 2)
by mohla byt kondenzace N-alkylalloxani s pfislusSnym
benzen-1,2-diaminem (Schéma 1). V literatufe je bézné
pouzivan N-methylalloxan, ktery je pfipravovan oxidaci
theobrominu®>. Doposud viak nebyla publikovana obecna
metoda pro pfipravu monosubstituovanych alloxand.

R' R'

| A

N{ _N.__O N{ _N__O
N N R N R
1 (0] 2 o

(R

-

| H
NH OsN._O
L, | LE
NH, o] R
o]
Alloxan
Schéma 1.
Navrhli jsme ptipravu N-substituovanych alloxant
zalozenou na oxidaci pfislusnych  N-substituovanych

barbiturovych kyselin s vyuzitim PDC a PCC. Tento postup je
vyuzitelny jak pro N-alkyl-, tak pro N-arylalloxany, které
umoziuji piipravu jinak obtizn¢ dostupnych 3-arylflavint.

Autori dékuji Grantové agentuie Ceské republiky (projekt ¢.
203/07/1246) a Ministerstvu Skolstvi, mladeze a télovychovy
(projekt ¢. 1K04105) za financni podporu.
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Vnitiné napnutd klicka bicyklo[1.1.1]pentanové (BCP)
struktury (1) pfitahuje stale chemiky syntetiky svymi
unikatnimi geometrickymi a strukturnimi rysy. Vyuziti BCP
motivu v syntéze tyCinkovitych molekul, které by nasly
uplatnéni pii konstrukei slozitéjSich “obtich” molekul nebo
supramolekularnich celkd, je nasnadé. Zvlasteé pak pfi existenci
oligomert tricyklo[1.1.1.0"*]pentanu (2), jinak oznaGovanych
jako [n]staffany, spojujicich n BCP jednotek v pozicich 1 a 3.
Pro tyto ucely je vSak tfeba dostatetna zasoba rtznorodych
derivata BCP liSicich se jednak v délce, poctu BCP jednotek,
a také v koncovych, ptipadné lateralnich substituentech (3).

x@t\( & Xz@ﬂ

1 2 3

Syntézy koncové substituovanych bicyklo[1.1.1]pentant
a staffant vychézeji z relativné snadno dostupného’ propellanu
2, na jehoz ,vnitini“ vazbu lze adovat radikalova nebo
organokovova ¢inidla®. Hlavnim zdrojem [n]staffanti je pak
oligomerace probihajici u nékterych radikalovych reakci. Lze
také  vyuzit  homocoupling  bicyklo[1.1.1]pentan-1-yl
organokovovych slougenin®. Piestoze BCP klicka je relativng
stabilni, je tfeba mit pfi jeji funkcionalizaci stale na paméti jeji
sterické vlastnosti a vysoké vnitini pnuti, které mize i u jinak
béznych reakci vyustit v nezadouci presmyky.

Byly syntetizovany BCP derivaty s koncovymi skupinami
vhodnymi pro piipravu koordinacnich polymert a také pro
snadné vyuziti BCP jednotek jako stavebnich modult vétsich
kovalentnich struktur. Vyuziti heterocyklti k propojeni BCP
jednotek vede knovému typu molekuldrnich ty¢inek
s alternujicimi 6 a m segmenty. Pro supramolekularni aplikace
jsou studovany komplexace BCP derivati s cyklodextriny
a cucurbiturily.

Grantové projekty ¢. 203/05/0961, Grantova agentura AV CR,
a MSM0021622410, Ministerstvo skolstvi, mladeze a
telovychovy.
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STEPENI C-C VAZBY V CYKLOALKENECH
DAVID NECAS® a MARTIN KOTORA™
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V dnesni dobé je tvorba a S§tépeni C-C vazeb pomoci
katalytickych systémut na bazi komplext pfechodnych kovi
intenzivng studovanou oblasti v oboru organickych syntéz'.
V piedchozich letech jsme publikovali jednoduchy katalyticky
systém zalozeny na fosfinovych komplexech niklu a
organickych slouceninach hliniku (Et;Al, Et,AICI) umoziujici
jak §t&peni® tak tvorbu* C-C vazeb.

J J

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

toluen toluen
H EtAl \_\ EtzAl
N\ (EAICI)

V dalsi ¢asti projektu jsme se zaméfili na moznost §tépeni
C-C vazby vpéti- a Sesti-¢lennych kruzich, obsahujicich v
molekulach nezbytny  allylovy strukturni motiv, jehoz
vysledkem je molekularni pfesmyk. Budou diskutovany
mechanistické a strukturdlni aspekty této reakce stejné jako
vztah k tvorbé C-C vazeb (cyklizaci).

EtO0C 1kat."M", R,Al  EtOOG
! —_————
EtooC 1M 2.H EtOOC (M-~
M = Fe, Ru, Co, Rh, Ni n=12

Tato prace vznikla za podpory Centra zdakladniho vyzkumu
MSMT (projekt ¢. LC 06070, Struktura a syntetické aplikace
komplexii prechodnych kovii).
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SYNTEZA SPIROANELOVANYCH
OLIGOPYRBOLOVYCH MACROCYKLU
ODVOZENYCH OD LITHOCHOLOVE KYSELINY

NGUYEN THI THU HUONG?, PETRA KLIMKOVA?,
a PAVEL DRASAR"

“Katedra chemie, PI'F UJEP v Usti nad Labem, Ceské mladeze
8, 400 96 Usti nad Labem; besokd skola chemicko-
technologicka v Praze, Technickad 5, 166 28 Praha 6

Pavel .Drasar@vscht.cz; nguyen@sci.ujep.cz

U systému tetrapyrrolového makrocyklu se spiroanelo-
vanym steroidnim substituentem lze ocekavat nové a velmi
cenné vlastnosti, napf. komplexotvorné, ptipadné schopnost
selektivni molekularni interakce, zajimavou fluorescenéni
aktivitu a schopnost podilet se na elektronové vyméné v
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excitovanych tripletovych stavech. Tyto molekuly se mohou
vyuzit jako selektivni molekularni receptor pro organické i
anorganické slouceniny, dale napf. v oblastech molekulového
rozpoznani, ve vystavbé iontovych kanald pro pfenos ionti a
nebo ve fotodynamické terapii (PDT). Piibuzny konjugat
steroidu s porfyrinem je také mj. pouzivan na komplexaci
sacharidi v protickém prostiedi'.

Prace predklada syntézu spiroanelovaného tetrapyrrol-
ového derivatu lithocholové kyseliny v nékolika krocich.
Studium vlastnosti kone¢ného produktu bude pfedmétem dalsi
prace. Cilem dalsi prace bude m.j. také studium stereochemie
spiroanelovanych makrocykli.

ch CHy
[ o, ¢

CHy| 1) PTS/MeOH, MW, 2 min., 99,9% 5 o.

—
2) CrO3.Py/CH2CI2, MW, 6 min., 97, 2%

DMDPM, aceton,
TFA, 1, 1,5 hod

CHy
iy 6(49%)

Price na projektu byla financovana grantem GA CR
203/06/0006 a projektem MSM 6046137305.

LITERATURA 3
1.  Dukh M., Saman D., Lang K., Pouzar V., Cerny I., Drasar
P., Kral V.: Org. Biomol.Chem. 7, 3458 (2003).

SYNTEZA MODIFIKOVANYCH BUTENOLIDU

PETR NOVAK® a MARTIN KOTORA™"

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

v-Alkylidenbutenolidy se obecné vyznacuji zajimavymi
biologickymi vlastnotmi'?, mezi které patii baktericidni a
insekticidni chovani. Proto jednou ze snah organické syntézy
je zlepSeni jejich vlastnosti pomoci pfipojeni ruznych
molekulovych fragment.

Jedna z metod syntézy y-alkylidenbutenolidi je zalozena
na tandemové reakci, kterd zacind Sonogashirovym
couplingem mezi B-iodpropenovou kyselinou a terminalnim
alkynem a pokratuje intramolekulrni laktonizaci® (schéma 1).
Timto zptisobem byla pfipravena sada y-alkylidenbutenolidu,
které ve své molekule obsahovaly a- a B-deoxyribosid, ferrocen
nebo estradiol. Efekt reakénich podminek na regioselektivitu
laktonizace (tvorba 5- vs 6-ti ¢lenného kruhu) a také biologicka
aktivita pfipravenych sloucenin bude pfedmétem diskuze.
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Schéma 1.
1
R! kat. Pd%Cu! —
>=\ + = R2 _ >
I COOH baze = ~o” O

R2
R' = H, CHg, Ph, CgHy-CgHs;
R? = ferrocenyl, estradiol-17-yl, 2-deoxyribos-1-y!

Tento projekt byl podporen grantem I1M0508 MSMT CR
(Centrum pro nova virostatika a antineoplastika).
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AMIDY ZLUCOVYQH KYSELIN VYTVORENE
Z RUZNYCH AMINU

ZDENA NOVAKOVA, BEATA JONSZTOVA
a PAVEL DRASAR

Vysoka Skola chemicko-technologicka v Praze, Technicka 5,
166 28 Praha 6
zdena.novakova@vscht.cz

CH,CI,

1a) R""=OH

1b) R""=H 2b) R""=H

: H

. NaOH/MeOH

HO™

3a) R"=OCHO

3b)R"’=H 4b)R"'=H

Zlugové kyseliny jsou kone&nym produktem metabolismu
cholesterolu v jatrech. V pfirodé nejrozsifengj$i Zlucové
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kyseliny jsou derivaty kyseliny cholové nebo cholan-24-ové
kyseliny. Hlavnim znakem jejich struktury je steroid s 5B
anelaci a nejméné jednou a orientovanou hydroxyskupinou .

Byla zvetejnéna schopnost nékterych zlu¢ovych kyselin,
substituovanych aromatickymi donory na pozici 3, vytvaret gel
z uréitych organickych rozpoustédel .

Cilem nasi prace je syntéza amid zlucovych kyselin a
jejich nasledné testovani na potencidlni gelacni schopnosti.
Piiprava vychazi z publikované literatury!, postupné byla
optimalizovana a zjednodusena ptedevsim diky vyuziti ¢inidla
pro peptidovou syntézu, tzv. TOTU (O-[(ethoxykarbo-
nyl)kyanomethylenamino]-N, N, N', N'-tetramethyluronium tetra-
fluoroborat).

Reakce vychazi z kyseliny lithocholové 1b, deoxycholové
1a, zavedenim chranicich skupin na volné hydroxyly (2a, 2b),
naslednou reakci saminem (3a, 3b) a kon¢i odstranénim
formiatovych skupin ze steroidniho fetézce za vzniku amida
4a, 4b. Reakce byly provadény i s kyselinou dehydrocholovou
5. Néekteré amidy byly komplexovany s kovy 6.

Piiklady pouzivanych aminl: 5-amino-1,10-fenanthrolin,
anilin, oktadecylamin, 5-aminofenanthren, 1-(2-aminofe-
nyl)pyrol.

Dile jsme zkoumali moZnosti redukce amidové vazby’
pomoci riznych ¢inidel (LiAlH4, [(CH;0CH,CH,0),AlH,]Na,
BH3).

Prdce byla podporovdna projekty MSMT MSM6046137305,
1P040CD31.001, NVP-II Suprafyt a GA CR 203/06/0006.
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DERIVATY DIKARBOXYLOVY,CH KYSELIN JAKO
AKCELERANTY TRANSDERMALNI PERMEACE:
VLIV STRUKTURY NA PERMEACNI UCINEK

MICHAL NOVOTNY*", KATERINA VAVROVA®
a ALEXANDR HRABALEK®

“ UK v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Krdlové,
Katedra anorganické a organické chemie, Heyrovského 1203,
500 05 Hradec Kralové

Michal . Novotny@faf-cuni.cz.

Transdermalni podani 1éCiv je systémové podani 1éCiv
ptes kuzi do krevniho ¢i lymfatického obéhu. Jen omezené
mnozstvi 1é¢iv je schopno projit pfes kizi v dostateném
mnozstvi k dosazeni terapeutické koncentrace. Pfiinou je
velmi malo propustnd kozni bariéra, lokalizovana ve stratum
corneum. Jedna z moznosti pfekonani této bariéry je pouziti
akcelerantti transdermalni penetrace. Predpoklada se, ze
molekula akcelerantu musi byt strukturné podobna ceramidiim.
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Cilem prace byla syntéza a studium akcelera¢nich aktivit
série derivatt dikarboxylovych kyselin. Tyto struktury byly
zvoleny na zakladé predchozi prace, v niz byly studovany
syntetické analogy ceramidii'. Jako zaklad jsme v této studii
navrhli zjednoduSené struktury — estery dikarboxylovych
kyselin — kyseliny maleinové, fumarové, jantarové, L-vinné a
mesovinné. Syntetizovali jsme 15 latek scilem ovéfit vliv
prostorového usporadani akcelerantu na jeho ucinek. Pfipravili
jsme didodecylestery, monododecylestery a dodecyl(methyl)
estery prislusnych kyselin. U hydroxykyselin jsme dale
syntetizovali jejich cyklické derivaty — acetonidy a karbonaty.

U ptipravenych sloucenin jsme studovali jejich schopnost
urychlit prostup modelového 1éCiva theofylinu pres praseci
kGzi plné tloustky. Experimenty byly provadény in vitro
pomoci Franzovy diftizni cely z prostiedi tfi vehikul rGzné
polarity - vody, 60% propylenglykolu a isopropylmyristatu.

Ze ziskanych akceleranich pomérii jsme odvodili
nasledujici vztahy mezi strukturou latek a jejich ucinnosti.
Latky s dvojnou vazbou jsou u¢inngj§imi akceleranty nez latky
s vazbou jednoduchou. cis-Derivaty v porovnani s latkami
s trans-isomerii na dvojné vazbé vykazuji vyssi akceleracni
aktivity. NejvétSich zmén v akceleracni ucCinnosti jsme
zaznamenali pfi zméné struktury z diesteru na monoester.
Odstranéni  jednoho hydrofobniho fetézce v molekule
statisticky vyznamné zvysuje akcelera¢ni ti¢innost. Co se tyce
vlivu prostorového uspotfadani u derivati kyseliny L-vinné a
mesovinné, jejich aktivity jsou ve studovanych prostiedich
rizné. Z toho lze tedy spiSe usuzovat na rozdilnou interakci ve
vehikulu, nez pii vlastnim mechanismu u¢inku ve stratum
corneum.

Prace vznikla s podporou grantu GAUK 79607/2007/B-
CH/FaF a grantu ministerstva skolstvi MSM 0021620822.

LITERATURA

1.  Vavrova K., Hrabalek A., Dolezal P., Samalova L., Palat
K., Zbytovska 1., Holas T., Klimentova J.: Bioorg. Med.
Chem. /1, 5381 (2003).

NUKLEOFILNi SUBSTITUCE NA
PENTAFLUORBIFENYLU: o
MODEL PRO SUPRAMOLEKULARNI CHEMII

MICHAL BENES?, JAROSLAV KVICALA?,
VLADIMIR KRAL" a OLDRICH PALETA®

“Ustav organické chemie; *Ustav analytické chemie, VSCHT
Praha, Technicka 5, 16628 Praha 6
Jaroslav.kvicala@vscht.cz, oldrich.paleta@vscht.cz;
viadimir.kral@vscht.cz

V supramolekularni chemii 1ze pouZit pentafluorfenylové
skupiny (C¢Fs) jako reaktivni substituenty, reps. mistky k
roz$ifeni struktury a rovnéz k modifikaci biofyzikalnich
vlastnosti systému, napf. v chemii porfyrinovych derivatd'.
Pentafluorfenylované supramolekularni slouceniny jsou velmi
nakladné, a proto bylo nasim zamérem naleznout vhodnou
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modelovou slouceninu pro zakladni vyzkum reakci, které by
pak byly aplikovatelné na porfyrinovém skeletu.

Vhodnou slou¢eninou k tomuto ucelu se ukazal 2,3,4,5,6-
pentafluorbifenyl (Z), v némz porfyrinovy skelet modeluje
benzenovy cyklus. Nukleofilni substituci se podafilo piipravit
fadu derivati. Nékteré z reakci byly aplikovany na meso-
5,10,15,20-tetrakis(pentafluorfenyl)porfyrin. Vypocty energe-
tického profilu substituce fluoru ukazuji, ze reakce mize byt

jednostupnova.
F F F F
nukleofil
O~ —— Oy~
F F F F
I
P
R = o7 cr,
O J<
H H
\”/\/\NH;HQ
\”MNNCGFH )2

\N/\/\NLCFZCFZCFZCFZCFZCFZCFB
H H

Za podporu vyzkumu dékujeme VSCHT Praha a Ministerstvu
Skolstvi CR (projekt MSM 6046137302).
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(1-3)-C-GLUKOSYLGLUKAL, NOVY SYNTON PRO
PRIPRAVU C-ANALOGU OLIGOSACHARIDU

KAMIL PARKAN a LADISLAV KNIEZO

Ustav chemie prirodnich ldtek, Vysoka skola chemicko
technologicka, Technicka 5, 166 28, Praha 6, e-mail:
parkank@vscht.cz

V poslednich letech je vénovano velké usili nalezeni

novych syntetickych cest sméfujicich k C-disacharidim,
analogm  piirodnich  disacharidd',  vyskytujicich  se
v oligomernich  epitopech  rliznych antigent. Dal$im

potencidlem je jejich inhibice glykosidas a glykosyltransferas.
Spojeni dvou monosacharidi ptfes methylenovy mustek,
kterym se C-disacharady lisi od pfirodnich disacharidi,
zpusobuje jejich rezistenci jak ke kyselé, tak i enzymatické
hydrolyze.

Nami navrzenou syntézou je mozné pfipravit ze snadno
dostupného  a-glukopyranosylpropenu I s vysokou stereose-
lektivitou az Ctyfi diastereomerni (1—3)-C-disacharidy, ve
kterych je pfislusny a-glukopyranosylovy nebo [-glu-
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kopyranosylovy zbytek vazan pies methylenovy mustek
s glukalem v D- nebo L-konfiguraci.

Vychozi a-glukopyranosylpropen 1 byl ozonolyzou
snadno transformovan na chranény o-glykopyranosyl-
acetaldehyd 1II, ktery jednoduchou epimerizaci poskytl B-
glykopyranosylacetaldehyd III. Z obou aldehydi IT a III byly
po Wittigove reakci a nasledné stereoselektivni cykloadi¢ni
reakci’  ziskany &isté  stercoisomery  substituovaného
dihydropyranu, které ve dvou dalsich krocich poskytly ¢isté C-
disacharidy IV a V, resp. VI a VIL.

BnO O OBn
0Bn BnO—=2s Q
BnO 0 / g =
BnO BnO
nO _o W
/ ] \ OBn OBn
EEAN °
OBn Bno _/
o BnO
%
" BnO _ v
OBn
I o]
OBn Bé‘,%
0 / BnO
PN,
BnO BnO, N
\ BnO o
1]
vi
OBn
Q
]
BnO
BnO
BnO o
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Prace byla provedena v ramci reSeni vyzkumného zaméru
MSMT & 6046137305.
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CHEMICAL COMPOSITION OF THE FRONTAL
GLAND SECRETION OF TERMITE Prorhinotermes
GENUS

RAFAL PISKORSKI, ROBERT HANUS,
JAN SOBOTNIK, BLANKA KALINOVA,
and IRENA VALTEROVA

Ustav organické chemie a biochemie, AV CRv.v.i, Flemingovo
nam. 2, 166 10 Praha 6
piskorski@uochb.cas.cz

Secretion of soldier frontal gland, which is known to be
the source of defensive compounds, in three Prorhinotermes
species (P. simplex, P. canalifrons, and P. inopinatus) consists
of nitroalkenes and sesquiterpene hydrocarbons', with (E)-1-
-nitropentadec-1-ene being the major component (means
between 150 and 290 pg/indiv.). The sesquiterpene compositi-
on is species-specific: P. simplex contains (3Z,6E)-o-farnesene
(mean of 39 pg/indiv.), while P. canalifrons and P. inopinatus
contains the same compound (0.5 and 1.5 pg/indiv., resp.) and
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well as the (3E,6F) isomer (1.8 and 0.7 pg/indiv., resp.). Two
other sesquiterpenes, trans-f-bergamotene and (Z)-y-bisa-
bolene, were also found in P. canalifrons.

Our study with P. simplex and P. canalifrons shows that
nitroalkenes and sesquiterpenes are also present in the frontal
gland of imagoes during swarming. Analysis by gas
chromatography — mass spectrometry (GC-MS) has shown that
the same (£)-1-nitropentadec-1-ene is the major component of
the secretion (though with means of only 3.6 and 2.5 ng/indiv.
for male and female, resp.), with smaller amounts of (E)-1-
-nitroheptadec-1-ene and a mixture of ca 20 sesquiterpenes.

The composition of the sesquiterpene mixture is stable
between individuals within weeks of a single swarming (and
not sex-dependent), however, it varies between different
swarmings of closely related subcolonies or between two
species. The ratio between nitropentadecene and sesquiterpenes
has revealed to be sex-specific. Functional reproductives
(imaginal kings and queens) lose the ability for biosynthesis
within months after colony foundation; the frontal gland does
not contain compounds found in swarming imagoes.

Analysis with GC-electroantennographic detection (EAD)
has shown physiological responses of the insect antennae to
sesquiterpenes in both soldiers and imagoes. In addition
behavioural tests with soldiers and pseudergates proves that
(3E,6E)-a-farnesene is the alarm pheromone in P. canalifions.
The toxicity of (E)-1-nitropentadec-1-ene for other insect
species has been verified previously®.

Financial support was provided by the Grant Agency of the
Academy of Sciences of the Czech Republic (1600550614), and
the Z4 055 0506 project realized in the IOCB AS CR, Prague.
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NOVA METODA OXIDATIVN{ PRIPRAVY
BENZOISOTHIAZOLONU VYCHAZEJICI Z
DISULFIDU

JIRi SROGL a MARTIN PLUSKAL

Ustav organické chemie a biochemie, AV CRv.v.i, Flemingovo
nam. 2, 166 10 Praha 6

Ackoliv jsou oxidaéni vlastnosti disulfidi v biologickych
systémech znamy jiz dlouhou dobu'? (napf. pyruvat
dehydrogenazovy systém), jejich syntetické vyuziti bylo az
donedavna opomijeno navzdory jejich snadné pfipravé z
komer¢né dostupnych surovin.

Tradi¢né je sira diky své schopnosti vytvaret pevnou
vazbu s prechodnymi kovy povazovana za “katalyticky jed™.
Navzdory tomu vSak umoziuje pouziti katalyzator zalozenych
na slougeninach médi velky rozvoj reakei sirnych slouenin™®.
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Bylo zjisténo, ze u imind odvozenych od 2,2’-dithio-
dibenzadehydu, ptipraveného z komeréné dostupného 2-chlor-
benzaldehydu za pfitomnosti katalytického mnozstvi médné

soli na vzduchu dochdzi ke wvzniku benzoizothiazoloni
(Schéma 1).
SH
S S S-S0
DMSO S. —» N-R
S Jo0E- Ioe o
¢l NaOH s AcOH -0 AR o
DMF
Schéma 1.

Autori dékuji Ustavu organické chemie a biochemie AV CR,
v.v.i za podporu projektu.

LITERATURA

1. Oae S., Okuyama T.: Organic Sulphur Chemistry:
Biochemical aspects, CRC Press, Boca Raton 1992.

2. Huxtable R.: Biochemistry of Sulphur, Plenum Press, New
York 1986.

3. Stiefel E. 1., Matsumoto K.: ACS Symposium Series 653,
1996.

4. Savarin C., Srogl J., Liebeskind L. S.: Org. Lett. 3, 91
(2001).

5. Liebeskind L. S., Srogl J.: J. Am. Chem. Soc. 722, 11260
(2000).

6. Itoh S., Nagagawa M., Fukuzumi S.: J. Am. Chem. Soc.
129, 4087 (2001).

FLUORENYLETHOXYCARBONYL
2-AMINO(ETHOXYOCTOVA) KYSELINA STAVEBNI
BLOK NOVEHO HYDROFILNIHO
POLYAMIDICKEHO SPACERU

V. PROKS a F. RYPACEK

Ustav makromolekuldrni chemie AV CR, v. v. i. Heyrovského
nam. 2, 162 06 Praha 6
proks@imc.cas.cz

Pro spavnou funkci biomateridlu je casto nezbytné
nastaveni presné vzdalenosti' mezi bioaktivnimi skupinami’.
Pro tyto ucely se vyuzivaji spojky na bazi 6-aminohexanové
kyseliny, sekvence o-aminokyselin, kratky heterobifunkéni
derivat polyethylenoxidu® apod. Vsechny vyse zminné
systémy maji bohuzel né&jakou nevyhodu. Napiiklad o-
aminokyselinovy blok je relativné kratky a pro piipravu
spojky poZadované délky je tfeba vyrobit oligopeptidovou
sekvenci o znatném poctu aminokyselinovych jednotek, o-
aminohexanova kyselina je z divodu své hydrofobni povahy
obtizné pouzitelna pro pripravu vodorozpustnych materiald,
navic hydrofobni interakce mezi olefinickymi fetézci vedou ke
komplikacim pfi syntéze na pevné fazi.

Z dGvodu vyhnuti se vySe zminénym komplikacim byla
jako stavebni blok spaceru zvolena 2-amino(ethoxy-octova)
kyselina (AEA) piipravend dle Vielse'. m—Koncovd skupina
byla dile ochranéna reakci s fluorenylmethoxycarbonyl
succinimidovym esterem. Ziskand chranénd Fmoc-AEA muze
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byt snadno precisténa krystalizaci a je stabiln{ pii dlouhodobém
skladovéani (3 mésice v laboratori). UZitim techniky peptidové
syntézy na pevné fazi (Fmoc/tBu strategie, chlortrithylovd
pryskyfice, standardni protokol) byl pfipraven vzorovy Fmoc-
(AEA)s-OH pentametr. Ucinnost kazdého reak&niho kroku
byla monitorovéna vizudlnim testem na bromfenolovou modi°.
Doba navézani dal$i Fmoc-AEA jednotky byla pod 10 minut
a nebyl pozorovan zZadny problém agregace rostouciho fetézce
s pryskyfici. Konec¢ny produkt byl odstranén z nosice 25 %
roztokem hexafluoropropan-2-olu v dichlormethanu. Vysledny
Fmoc-(AEA)s-OH pentametr je dobfe rozpustny v methanolu
a dichlormethanu a jeho konstituce byla potvrzena na zakladé
NMR, MALDI-TOF a elementarni analyzy.

Prace vznikla za financni podpory Grantové agentury AV CR ¢.
10500110564 a Centra bunécné terapie a tkanovych ndhrad
(MSMT, grant ¢. IM0021620803).
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IMUNOAFINITNI SORBENTY PRO ISOFLAVONOIDY
JELENA A. PROKUDINA a OLDRICH LAPCIK

Fakulta potravindrské a biochemické technologie, VSCHT
Praha, Technicka 5, 166 28 Praha 6

Isoflavonoidy  (3-fenylchromony) jsou sekundérni
metabolity rostlin zajimavé z hlediska svych biologickych
ucinktl. Nejvyznamnéj$im zdrojem isoflavonoidii jsou bobovité
rostliny (Leguminosae), ale pfitomnost téchto latek byla
zji§téna v fadé daldich taxont'”. Mimo &eled” Leguminosae
jsou zastoupeny v niz§ich koncentracich, coz znesnadiuje
jejich detekci a identifikaci. Proto bylo k zakoncentrovani
a piecisténi rostlinnych extraktti pfed analyzou pomoci HPLC-
MS navrzeno pouziti imunoafinitnich sorbenti.

Imunoafinitni sorbenty byly pfipraveny imobilizaci
polyklonalnich  krali¢ich  protilatek  proti ~ vybranym
isoflavonoidim (biochanin A, genistein, daidzein) na pevny
nosi¢ Affi-Gel 10 (Bio-Rad laboatories)®’. Kapacita stanovena
vyhodnocenim kompetice standardu pfislusného isoflavonoidu
s jeho ' znagenym analogem dosahovala u jednotlivych
sorbentll hodnot fadu desetin aZz jednotek mikrogramt analytu
na militr gelu. Byly zjistény optimalni podminky eluce
a vyvinut postup imunoafinitni extrakce. Ptipravené sorbenty
byly vyuzity ke studiu isoflavonoidi v extraktech vybranych
druhti rostlin ¢eledi Moraceae, Cannabaceae a Lamiaceae.

Prdce vznikla za podpory projektii 525/06/0864 GACR a MSM
6046137305.
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SYNTETICKE ASPEKTY VYVOJE GENERICKYCH
LECIV

STANISLAV RADL

Zentiva, U kabelovny 130, 102 37 Praha 10
stanislav.radl@zentiva.cz

V tvodni casti pfednasky budou osvétleny zakladni
principy, které charakterizuji genericka 1éc¢iva a odlisuji jejich
vyvoj od 16&iv origindlnich'. Stru¢né bude zminéna historie
legislativy v oblasti generik a to hlavné v souvislostech se
soucasnym stavem v této oblasti. Diskutovany budou otazky
patentové ochrany i ochrany registra¢nich dat.

Cl
OH OH N

PhHN A N oH
Bu” N N=NK
= NN
© O 07 0Cay/, O 4
O = ®

atorvastatin losartan K

/ H
oy

oo
glimepirid
/\/\O/ j)\
X o N~ o7
| . s A FoC
N 3
N hd
§ N
COOEt
rabeprazol torcetrapib

V hlavni ¢asti pfispévku pak budou formou ptipadovych
studii generik vyvijenych v byvalém Vyzkumném tstavu pro
farmacii a biochemii a v sou¢asné dob&é v R&D Zentiva jednak

965

42. Liblice 2007

ilustrovany v uvodu diskutované obecné principy, jednak
budou zminény nékteré obecné problémy spojené s vyvojem
generickych substanci, se kterymi jsme se béhem poslednich
let setkali.

Piipadové studie budou zaméfeny hlavné na preparaty
vyvijené na naSem oddé¢leni. Dlraz bude kladen na léciva,
ktera byla jiz firmou Zentiva uvedeny na trh, jako napfiklad
atorvastatin®® (Torvacard), glimepirid®’ (Amyx) a losartan®
(Lozap). V ramci moznosti budou zminéna i dalsi generika v
rizném stadiu vyvoje a opomenuty nebudou ani pfipady, kdy
byl vyvoj z riznych divodi ukoncen, napiiklad rabeprazol
nebo torcetrapib'’.

Jednotlivé ptipadové studie se zaméti hlavné na
syntetické aspekty vyvoje generickych 1é¢iv, budou
diskutovany ty stranky daného generika, které se autorovi jevi
ze syntetického hlediska zajimavymi pro Sir§i okruh
organickych a farmaceutickych chemikii. To se bude tykat jak
vlastni syntézy vybranych aktivnich substanci (API = Active
Pharmaceutical Ingredience) generickych 1é¢iv, tak zlepSeni
jejich vyrobniho postupu véetné izolace a CiSténi, a v ne-
posledni fadé¢ i identifikace a syntézy standardi necistot.

Vzhledem k ptedchozimu zaméteni autora na vyhledavaci
vyzkum budou béhem vykladu dolozeny i vyhody a nevyhody
prace ve vyvoji generické spolecnosti.
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AB INITIO/DFT STUDIE REAKCNiHO MECHANISMU
ACETYLACE METHYLTHREOFURANOSIDU

IVAN RAICH® a JIRf SRAJER®

*Ustav chemie pfirodnich latek, Vysoka Skola chemicko-
technologicka v Praze, Technickd 5, 166 28 Praha 6
Ivan.Raich@yvscht.cz.

Pfi syntéze fady pfirodnich latek s polyfunkéni molekulou
hraji selektivivni reakce velmi dilezitou roli. K nejbéznéjsim
takovym reakcim patii acetylace a deacetylace, avsak jejich
selektivita neni vzdy snadno ptedvidatelnd, pfestoze byla témto
reakcim napf. v chemii sacharidii vénovéna znaéna pozornost'.

Pomoci vypocetnich metod na ab initio a DFT trovni
v Gaussianu 03W (cit.?) byla na piikladu methanolu a methyl-



Chem. Listy 101, 927 — 985 (2007)

-a-D-threofuranosidu ( ') jakozto modelovém sacharidu studo-
vana acetylace s pouzitim acetylchloridu a acetanhydridu
v pyridinu. Geometrie tranzitniho stavu pfi reakci s methano-
lem byla pouzita jako vychozi bod pifi hledani dalSich
tranzitnich stavli v piipadé¢ modelového sacharidu. Detailné
byly propocitany reakéni koordinaty vySe uvedenych acetylac-
nich reakci v plynné fazi a dale rozSifeny o explicitné
zahrnutou molekulu pyridinu. Na zaklad¢ aktiva¢nich energii
jednotlivych acetylaénich reakci byl vypocten ocekavany
pomér produktd acetylace v polohach 2 a 3, ktery se v piipadé
acetylchloridu v plynné fazi dobie shoduje s dostupnymi
experimentalnimi daty. Zahrnuti pyridinu formou implicitniho
solvataéniho modelu nevedlo k lepsi shod¢€ s experimentalnimi
udaji.

O

HO
OCH,

OH

1

Tato studie byla podporena vyzkumnym zdmérem MSM ¢ 604
613 7305.

LITERATURA
1. Haines A. H.: Adv. Carbohydr. Chem. Biochem. 33, 11
(1976).

2. Frisch M. ]. et al.: Gaussian 03, Revision D.01, Gaussian,
Inc., Wallingford CT, 2004.

PYRROLIDINOVE ANALOGY NUKLEOSIDU,
NUKLEOTIDU A OLIGONUKLEOTIDU

DOMINIK REJMAN

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

Nukleové kyseliny a jejich slozky hraji vyznamnou roli
ve vsech biologickych systémech. Neni proto divu, Ze mnoho
jejich analogii naslo uplatnéni jako 1é¢iva ¢i jako diagnostické

nastroje.

Tato prace popisuje piipravu analogti nukleosidt, kde je
ribézovy  kruh  nahrazen pyrrolidinem. Od  téchto
pyrrolidinovych  nukleosidd  byla  pfipravena  série

fosfonatovych derivati jako analogli nukleotidd. Neékteré
fosfonatové pyrrolidinové nukleotidy byly transformovany na
vhodné chranéné aktivované monomery a pouzity pro syntézu
oligonukleotidl na pevné fazi.

Nejprve  byla  vypracovana tfistupniovd  syntéza,
vychéazejici zkyseliny vinné davajici opakované vysoké
vytézky dihydroxypyrrolidinu. Ten byl nasledné opatifen
chranicimi skupinami (Boc na dusikovém atomu a DMTr na
jedné z hydroxylovych skupin) a pouzit pro krucidlni krok
syntézy: nukleosidaci. Ta byla uskute¢néna piimou alkylaci
volné nukleobaze mesylderivatem chranéného dihydroxy-
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pyrrolidinu. Tato metoda se ukazala jako velmi vhodna pro
purinové baze, niz§i vytézky poskytovala s bazemi
pirimidinovymi'. Z toho diivodu se v sou¢asné dobé zabyvame
metodami vystavby nukleobazi. Po odstranéni chranicich
skupin byly ziskany pozadované analogy nukleosida.

Tyto pyrrolidinové nukleosidy byly poté pfevedeny na
Ctyfi typy fosfonatovych analogi nukleotidi: fosfonomethyl
(reakce s diisopropylfosfitem a formaldehydem), fosfonoethyl
(reakce s diisopropylvinylfosfonatem), fosfonoformiat
karboxamid fosfonomravenéi kyseliny (reakce s fenyl-
diisopropylfosfonoformiatem) a fosfonoacetat- karboxamid
fosfonooctové kyseliny (reakci s fosfonooctovou kyselinou).
Ob¢ iso-propylové chranici skupiny byly odstranény pomoci

TMS-Br.
COOH H
N B
Ho - - HNQ/
OH |
COOH HO OH OH
B= adenin, thymin, guanin, cytosin, diaminopurin '
Y= CHj,, CH,CHj,, CO, CH,CO ¥
|9 i
Y- B Y- B
s O
(|)H . OH
OH

—:///O
|

Pyrrolidinové nukleotidy (Y= fosfonomethyl, fosfono-
ethyl a fosfonoacetyl) nesouci jako nukleobazi adenin byly po
ochranéni (DMTr na hydroxylové skupiné a dibutylamino-
methylen na exocyklické aminoskupiné adeninu) pfevedeny na
aktivni  4-methoxy-1-N-oxido-2-pyridylmethylestery™. Tyto
aktivni monomery byly pouzity pro syntézu oligonukleotidll na
pevné fazi.

Pripravené analogy nukleosidi a nukleotidi jsou
testovany na potenciadlni cytostatické, virostatické a anti-
mikrobidlni ucinky. Dale probihaji in vitro testy inhibice
thymidin fosforylasy, purin nukleosid fosforylasy a bakterialni
RNA polymerasy.

(0]
NH
HOY,, | /K
J s o
HO I‘D*O o
L
OH OH

Pripravené modifikované oligonukleotidy byly testovany
na jejich schopnost tvofit stabilni duplex s komplementarnim
fetézcem.
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Dihydroxypyrrolidinova struktura byla téZ pouzita
k syntéze pyrrolidinylfosfonovych kyselin a jejich aduktd
suridinem. V této sérii latek byla objevena molekula se
silnymi G&inky proti prvoku Giardia lambia®.

V pribéhu prace s dihydroxypyrrolidinovym systémem
bylo zjisténo, ze syntéza O-monosubstitutuovanych 1-N-alkyl-
-trans-3,4-dihydroxypyrrolidint, naradzi na zna¢né obtize kvili
ne piili§ reaktivnim hydroxylovym skupindm. Mohou byt
ovSem ziskany v excelentnim vytézku transformaci 1-N-alkyl-
-trans-3,4-dihydroxypyrrolidint na odpovidajici N-oxidy.
N-oxidace vedla ke ztraté bazicity pyrrolidinového dusikového
atomu a kvyraznému rozliSeni reaktivit pluvodné
ekvivalentnich hydroxylovych skupin. Reakce N-oxidovych
derivati s DMTrCl nebo TBDPSCI probéhla rychle, takika
kvantitativné a stereospecificky na hydroxylové skupiné v cis
pozici k N-oxidovému kyslikovému atomu. DMTR derivat na
rozdil od TBDPS derivatu miize byt snadno deoxygenovan
reakei s trifenylfosfinem”.

) |
N R'CI / Pyridin ;N;
/ Pomalu /
HO  OH RO OH
H,0, 1 PhsP / DCM
R, ,0 R, ,0
"N' R'CI/ Pyridin "N’
—
Rychle
HO  OH RO ©OH
Vprvni Fadé bych rad podékoval svému Skoliteli I
Rosenbergovi a svym  kolegim a spolupracovnikiim:

P.Kocalkovi, R. Pohlovi, S. Kovackové, L. Krasnému, H.
Sanderové, I. Barvikovi, G. M. Blackburnovi, K. Pankiewiczovi
a S.Pattersonovi. Prdce byla podporena granty: #203/02/D150
(GACR)  #2B06065 (Ministerstvo Skolstvi CR), Vyzkumnd
centra LC-512, LC-06061 a LC-06077 (Ministerstvo skolstvi
CR) pod vyzkumnym zamérem Z4055905.
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SYNTEZA MONODERIVATU B-C\{KLOD'EXTRINU A
JEHO IMOBILIZACE NA NANOCASTICICH KOVU

MICHAL REZANKA®, PAVEL REZANKA",
JINDRICH JINDRICH® a VLADIMIR KRAL®

¢ Katedra organické a jaderné chemie, PFF UK v Praze,
Hlavova 8, 128 40, Praha 2; b VSCHT v Praze, Fakulta
chemicko-inZenyrska, Ustav analytické chemie, Technickd 5,
166 28, Praha 6 - Dejvice

rezanka@natur.cuni.cz

Modifikované nanocastice zlata a stibra lze diky jejich
unikatnim vlastnostem (naptiklad povrchova plasmonova
rezonance) pouzit pro detekci sloucenin s velmi nizkou mezi
detekce'.

Modifikace  nanocastic  muze byt  provedena
cyklodextriny® (CD), které maji dobré komplexaéni vlastnosti
diky jejich rigidni kavit¢ tvofené D-glukopyranosovymi
jednotkami spojenymi o(1—4) glykosidickou vazbou. Nas
vyzkum je zaméfen na piipravu monoderivatu B-CD, jeho
imobilizaci na nanocasticich zlata a stéibra a pouziti téchto
modifikovanych nano&astic pro analytické aplikace'.

Pro navazani na nanocastice byl pfipraven sirny derivat 3,
jez byl syntetizovan z B-CD ptes meziprodukty 1 a 2
(obrazek 1). Pii navazani na povrchu nanocastic zlata dochazi
k odst&peni acetylu a tvorb& vazby S-Au’.

1 2 3
R sy | sy | S~ SAc
R} -H -Ac -Ac

Obrazek 1. Pripravené monoderivaty B-CD

B-CD tvoii komplexy saromaty, a proto se nabizi
moznost jeho imobilizace na nanocéstice a za vyuziti vySe
zminénych vlastnosti nanocastic sledovat nizké koncentrace
polyaromatickych uhlovodikti ve vodg.

Tento projekt je podporovin granty MSM 0021620857 a
KAN200200651.
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POLYMORFIE DIHYDROERGOTAMINU

MICHAELA ROBSTECKOVA?, JAN CEJKA®
a ALEXANDR JEGOROV",
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Praha 6; b TEVA Pharmaceuticals s.r.o , Branisovska 31, 370
05 Ceské Budéjovice

robstecm@seznam.cz, cejkaj@vscht.cz,
Alexandr.Jegorov@ivax-cz.com

Dihydroergotamin (DHE) je jeko fada namelovych
alkaloidd  produkovan parazitickou houbou palickovici
nachovou (Claviceps purpurea). Jako antidepresivum 1.
generace pusobi nepfili§ selektivné na zpétné vychytavani
noradrenalinu, dopaminu a serotoninu.

Budou solvata  soli

presentovany  dvé
dihydroergotaminu. (methanol a ethanol solvat) Strukturni

struktury

parametry  budou strukturou  baze

dihydroergotaminu.

srovnany s novou

Tato prace byla resena jako soucast vyzkumného zaméru MSM
6046137302 Priprava a vyzkum funkénich materialii a
materidlovych technologii s vyuZitim mikro- a nanoskopickych
metod.

RYCHLA A EFEKT!VNI’ PRIPRAVA ]
5-SUBSTITUOVANYCH TETRAZOLU V
PODMINKACH MIKROVLNNE AKTIVACE

JAROSLAV ROH?, ALEXANDR HRABALEK®,
TATJANA V. ARTAMONOVA"
a GRIGORII I. KOLDOBSKII”

“Farmaceutickd fakulta UK v Hradci Krdlové, Heyrovského
1203, 500 05 Hradec Krdlové, CR; I’Sankt—Peterburgsk)} statni
technologicky institut, Moskevsky prospekt 26, St.-Peterburg,
190013, Ruskd federace

rohj@faf.cuni.cz

V poslednich letech se objevuje stale vice 1éCiv, at’ uz ve
fazi vyzkumu ¢i Gspésné zavedenych do klinické praxe, které
obsahuji jako strukturdlni fragment 5-substituovany tetrazol.
Ten vnich figuruje jako izosterni ndhrada karboxylové
skupiny, a to diky blizkym fyzikalné-chemickym vlastnostem.
Navic jsou léCiva s tetrazolovym uskupenim odolngjsi vaci
metabolické degradaci a maji tedy, na rozdil od I1éCiv
obsahujicich  karboxylovu  skupinu, vyrazné¢ odlisné
farmakokinetické parametry.

Vna$i praci jsme se zaméfili na syntézu 5S-substi-
tuovanych tetrazolti. Vychazeli jsme zptvodni price K.
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Kogury, spocivajici v ptipravé 5-substituovanych tetrazolt
reakci odpovidajicich nitrili s azidem sodnym v toluenu
za piitomnosti amoniovych soli'.

Reakci jsme na rozdil od Kogury provedli za MW
aktivace v nitrobenzenu (schéma 1), ktery je diky svému
dip6lovému momentu pro toto uspofdddni reakce daleko
vhodnéjsi nez toluen. Reakci jsme provedli se Sirokou Skalou
aromatickych i alifatickych nitriléi, véetné nitrild velmi malo
reaktivnich (-CN skupina stericky branéna a +M a +I efekty
desaktivovana). Reakce byly provedeny v MW reaktoru
MicroSYNTH Ethos 1600 URM.

H
NaN3, (02H5)3NHC| N\N
R—-CN R—\ I
PhNO,, MW, 80-120°C N-N

Schéma 1.

Pomoci této metody byly pfipraveny S-substituované
tetrazoly ve vysokych vytézcich se soucasnym nékolika-
nasobnym zkracenim reakéniho ¢asu. Tak byly ptipraveny pii
relativné vysokém vytézku také tetrazoly, jejichz piiprava je za
klasickych podminek ¢asoveé velmi narocna, nebot’ se reakéni
¢asy pohybuji v fadu dni.

Diky vysoké teploté varu nitrobenzenu je mozné reakci
provést v §irokém rozmezi teplot (od 80 do 150 °C). Dalsi
vyhody metody spocivaji v jednoduchém provedeni reakce za
normalniho tlaku, v kratkém reakénim case a v jednoduché
izolaci ¢istého produktu.

Price vznikla za podpory VZ Ministerstva Skolstvi CR (MSM
0021620822).
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GAS-PHASE STUDY OF THE C-C COUPLING OF
NAPHTHOL CATALYZED BY Cu''sTMEDA

JANA ROITHOVA™® and DETLEF SCHRODER"

“Charles University in Prague, Faculty of Science, Department
of organic chemistry, Hlavova 2030, 128 43 Praha; bnstitute
of Organic Chemistry and Biochemistry, AS CR, Flemingovo 2,
166 10 Praha 6

The proposed reaction mechanisms for the metal-
mediated coupling of two naphthol molecules to yield BINOL
span from a suggested involvement of carbon-centered radicals
via reactions occurring in mononuclear metal complexes up to
a concerted coupling in binuclear metal complexes'>. Here, we
contribute to the discussion with a model study of
Cu"TMEDA-mediated (TMEDA = N,N,N',N'-tetramethyl-
ethylenediamine) coupling of naphthol in the gas phase. The
experiments provide a solid evidence that the coupling
proceeds in binuclear bi(naphtholatocopper) clusters (Scheme
1). In addition, there are indications that the presence of
diamine ligands like TMEDA supports the formation of the
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copper clusters and therefore enhances the coupling reaction.
Two coupling mechanisms are suggested: (i) the cluster can be
either loosely bound via one bridging counterion, then the
coupling reaction is followed by cluster cleavage, or (i) the
cluster is fortified by TMEDA presumably acting as a chelating
or bridging ligand, which results in a more efficient coupling of
naphthol molecules.
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POKROKY V SYNTEZE, MOLEKULAI’{NI'GCH VODICU
NA BAZI HELICENOVYCH KONJUGATU

JIRi RYBACEK, IRENA G. STARA* a IVO STARY

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

Chiralni helicenové konjugaty (napf. I) predstavuji
zajimavou alternativu  funkénich molekularnich  vodict
z hlediska delokalizace m-elektront i potencidlnich aplikaci
v molekularni elektronice.

S
QQQ

Z komer¢né dostupného 7-meth0xy-2-naft01u byl v deseti
reakénich krocich prfipraven triyn 2, ze kterého klicovou

1
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cykloisomerizaéni reakci' vznikl symetricky tetrahydro[7]-
helicen 3. Jedna z jeho methoxylovych skupin byla selektivné
prevedena na aktivni ester nonafluorbutansulfonové kyseliny 4
(Schéma 1). Sonogashirovou reakci za pfitomnosti stericky
objemného  fosfinového ligandu’> pak byla pfipojena
acetylenickd spojka pro vytvoreni vodivého spojeni s dalsi
molekulou helicenu (4 — 5, resp. 6).

MeOOH

OMe OMe
= £ - 25
; fg::ma LR

Schéma 1. a) CpCo(CO),, PPh;, dekan, 140 °C, 80%; b) NaSEt,
DMF, 130 °C, 64%; c) NaH, NfF, DMF, 20 °C, 99%; d) TES—C=CH,
PdCl1y(MeCN),, X-Phos, Cs,CO;, MeCN, 90 °C, 59%; ¢) TBAF, THF,
20 °C, 77%.

Autori dekuji za financni podporu FP6 — Pico-Inside (reg. C.
015847), GA CR (reg. ¢ 203/06/1792) a Centru pro
biomolekuly a komplexni molekularni systémy (projekt LC512).
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POLYFLUOROVANE TRIPYRAZOLYLMETHANY
MARKETA RYBACKOVA, KRYSTOF SIGUT,

MARTIN HOLAN, VERONIKA FRANKOVA
a JAROSLAV KVICALA

Ustav organické chemie, Vysokd §kola chemicko-technologickd
v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6
marketa.rybackova@vscht.cz

Tripyrazolylboraty (3korpionaty)! a jejich uhlikata
analoga — tripyrazolylmethany jsou pomérné novou skupinou
heterocyklickych ligandd, které jsou isoelektronické s
cyklopentadienylovymi ligandy, studovanymi dfive v nasi
pracovni skupin&*

Cilem této prace bylo pfipravit tripyrazolylmethany
modifikované polyfluoralkylovymi substituenty v poloze 4
pyrazolovych jader (1) nebo na centralnim atomu uhliku (Z7).
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Vhodnymi intermediaty pro syntézu sloucenin I jsou
derivaty pyrazolu substituované riznymi polyfluoralkylovymi
fetézci.  Tripyrazolylmethan lze pak regioselektivné
modifikovat na centrdlnim uhlikovém atomu za vzniku
sloucenin typu I1.

Dékujeme Ministerstvu Skolstvi, mladeze a télovychovy Ceské
republiky (Centrum zakladniho vyzkumu LC06070, Program
KONTAKT, ¢. ME 857) za financni podporu tohoto projektu.
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SYNTEZA (R)- a (5)-2-(4-ISOPROPYL-1,4-DIMETHYL-
4,5-DIHYDRO-1H-IMIDAZOL-4-ON-2-YL)PYRIDINU

PAVEL DRABINA, JIRI HANUSEK a MILOS SEDLAK

Katedra organické chemie, ngulta chemicko-technologicka,
Univerzita Pardubice, Nam.Cs. legii 565, 532 10 Pardubice
milos.sedlak@upce.cz

V piedchozich pracich'™ jsme se zabyvali syntézou a
charakterizaci substituovanych 2-(4-isopropyl-1,4-dimethyl-
-4,5-dihydro-1H-imidazol-5-on-2-yl)pyridini (I), které byly
vyuzity jako ligandy vytvaiejici koordinacéni slouceniny
s vybranymi ionty kovii (Fe*', Fe*’, Rh**, Cu®"). Kromé
charakterizace téchto koordina¢nich sloucenin pomoci
spektralnich metod a RTG analyzy'?, byla také u vybranych
komplexii studovana hydrolytickd stabilita* a také moznost
jejich uplatnéni v katalyze®*. Jako zna&n& u&inné katalyzatory
deallylacnich reakci diallylmalonati se ukéazaly rhodiové
komplexy substituovanych 2,6-bis(1-benzyl-4-isopropyl-4-
-methyl-4,5-dihydro-1H-imidazol-5-on-2-yl)-pyridinti*.

Koordinaéni  sloudeniny ~ Cu®"  opticky  ¢&istych
substituovanych 2-(4-isopropyl-4-methyl-4,5-dihydro-1H-imi-
dazol-5-on-2-yl)pyridinii  byly aplikovany® jako enantio-
selektivni katalyzatory nitroaldoliza¢ni reakce s chemickymi
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vytézky 41 az 100 %, maximalni enantioselektivni pfebytek

vsak ¢inil pouze 19 %.
H,C CH

2

X CH, | \ CH,
| / N = N M oen
N o N
\ CH; L
N CH,
HC CH, RS
LIRS
Pfedmétem prezentované prace byla syntéza a

charakterizace obou opticky Cistych forem novych ligandu tj.
(R)- a (S)-2-(4-isopropyl-1,4-dimethyl-4,5-dihydro-1H-imida-
zo0l-4-on-2-yl)pyridint (II), které se od ptedchozich ligandi I
lisi polohou asymetrického atomu uhliku a oxoskupiny na
imidazolovém skeletu. Koordina¢ni slou¢eniny takto strukturné
obménénych ligandi budou nasledné¢ pouzity k porovnani
ucinnosti obou typd Kkatalyzatori a kposouzeni vlivu
vzdalenosti chiralniho centra ke koordinovanému iontu kovu
na enantioselektivitu studovanych reakci. Kliovou syntézou
liganda II byla pifiprava (R) a (S)-N-methyl-2,3-
dimethybutanamidd, které po acylaci pikolinchloridem a nas-
ledné cyklizaci poskytuji imidazolinony II.

Prace byla podprena projektem Ministerstva Skolstvi mladeze
a telovychovy (MSM 0021627501).
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THE CHEMISTRY OF GASEOUS IONS: FROM
SIMPLE PROTON TRANSFER VIA C-C COUPLING TO
COMPLEX CARBON SKELETONS

JANA ROITHOVA®™® and DETLEF SCHRODER®

“Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, AS CR,
Flemingovo 2, 166 10 Praha 6; *Charles University in Prague,
Faculty of Science, Department of Organic Chemistry,
Hlavova 2030, 128 43 Praha

From a curiosity in analytical applications of mass
spectrometry, gas-phase ion chemistry developed as a major
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tool in physical organic and inorganic chemistry. Particular
strengths of this method are (i) the investigation of ion
structures', (if) detailed kinetic and mechanistic studies>®, (iii)
the precise elucidation of thermochemical quantities®, and (iv)
the close synergy between experiment and theory’.

/j S
y =
J

Y O

Examples include the determination of the proton affinities of
1- and 2-azahelicence (1 and 2) by a combined experimental
and theoretical approach®. With proton affinites of about 1000
kJ mol ™, 1 and 2 can be termed as superbases, which moreover
offer perspectives for chiral proton-transfer reactions due to
their asymmetrical helices. A completely different facet of
proton transfer is uncovered in the reactions of hydrogen
containing dications CHX*" (X halogen) with neutral
reagents B. Thus, the competition between electron-transfer
(ET) from B to CHX*', reaction (1), and proton-transfer (PT)
from CHX>' to B, reaction (2), is not only influenced by the
associated reaction enthalpies (thermodynamic control), but
crucially depends on the existence of a permanent dipole
moment of the neutral reagent B (kinetic control)’.

CHX* +B — CHX'+B"
CHX*+B— CX +BH"

(ET, reaction 1)
(PT, reaction 2)

Continuation of this research to reactions of small, gaseous
dications with molecular hydrogen® recently led to discovery of
species relevant for bond-forming reactions of molecular
dications’ in superacidic media, e.g. doubly protonated methyl
bromide CHsBr*".

A particularly interesting case of bond-forming processes takes
place between hydrocarbon dications C,,H,>" (m =6 - 14, n =4
- 10) and unsaturated hydrocarbons such as acetylene'™'! or
benzene'?, e.g. reaction (3).

C7H624r + C2H2 g C9H624r + H2 (reaction 3)

Occurrence of reaction (3) as a genuine thermal process
provides as a possible scenario for the formation of polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHs) under extreme conditions, such
as they exist in interstellar media or extraterrestrial
atmospheres. Once again, the combination with modern
theoretical methods provides detailed insight into the

competing mechanisms of these coupling reactions, which lead

to the formation of an indene skeleton in the particular case of
11,13

reaction (3)
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In addition to the above examples from mostly basic research,
the performance of modern mass spectrometric techniques is
demonstrated in a recent investigation of tetrapyridinium ions
(e.g. 3*") by means of electrospray ionization (ESI)."* A key
issue in this respect is the choice of the adequate ionization
conditions in ESI, because adduct formation or charge
separation reactions otherwise predominate. In addition to the
fact that reasonably small species such as 3*" can exist as long-
lived, free tetracations in the gas phase, this type of compounds
enables molecular recognition of ionic as well as neutral
substrates. As a perspective, the investigations might lead to
methods for a more facile and rapid determination of the
enantiomeric excess of organic compounds®.
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POLYFLUOROVANE IMIDAZOLY

MARTIN SKALICKY. ONDREJ KYSILKA,
JAKUB POLONSKY a JAROSLAV KVICALA

Ustav organické chemie, Vysokd §kola chemicko-technologickd
v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6
martin.skalicky@vscht.cz

Cilem této prace je pfiprava riznych fluorovanych
imidazoliniovych soli, které mohou byt pouzity jako ligandy v
komplexech prechodnych kovii, nebo jako nové iontové
kapaliny. Pfipravené polyfluorované imidazoliniové soli' byly
transformovany na stabilni karbeny — novou skupinu
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fluorovych ligandi pro katalyzu piechodnymi kovy
(komplex 1). Tato latka byla Gspésné pouzita jako katalyzator
Heckovy reakce. Mechanismus této reakce byl studovan
teoreticky pomoci ab initio vypoctu.

N N CH CH
g gL ’ ’
R
CI*‘Pd*CI
/N cat. 1, AcONa,
‘ i BuN*Br, DMF
A
cl Z
1 R

Ve druhé casti nasi prace byla vyvinuta syntéza nového
rozvétveného polyfluorovaného triflatu 2. Aplikace tohoto
stavebniho bloku byly studovany v ruznych nukleofilnich
substitucich. Sloucenina 2 byla dale reakci s imidazolem
a naslednou methylaci pfevedena na polyfluorovanou iontovou
kapalinu 3.

o] +
)k _ R'/CHZOH 1,0 Rf/CHZOTf ReH NN =cH,
R F |
2 3
R, = CF{CF,CF;~0—CF-CFrO—CF—
CF, CF,
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ESTERIFIKACE B-CYKLODEXTRINU V PROSTREDI
IONTOVYCH KAPALIN

JAKUB SMRCEK a JINDRICH JINDRICH

Katedra organické a jaderné chemie, Prirodovédecka fakulta
Univerzity Karlovy v Praze, Hlavova 8, 128 40, Praha 2
Jjindrich@natur.cuni.cz

Iontové kapaliny jsou soli odvozené od organickych bazi,
jako jsou naptiklad imidoazol nebo pyridin, a jejich derivata.
Volbou kationtu a aniontu mizeme vyrazné ovliviiovat
vlastnosti iontovych kapalin a mohou tedy byt vyuzity jako
nahrada klasickych rozpoustédel. Zajimavé jsou zejména ty
teploté. Vyhodou iontovych kapalin je termostabilita,
nehoflavost, netékavost, mozné opakované pouziti a nékteré
maji téZ katalické vlastnosti'. Vyznaduji se také tim, Ze dobfe
rozpoustéji mnoho organickych i anorganickych slouc¢enin.

Pro uspésné esterifikace (s vysokymi vytézky) tady
kyselin a alkoholti bylo popsino' vyuziti iontové kapaliny
[HMIm]'BE4 1. V této kapaling je oviem p-cyklodextrin (B-
CD) $patné rozpustny a pii obvyklych podminkach popsanych
reakci (110 °C, 2 h) dochazi k jeho rozkladu. Jako vyborné
rozpoustédlo p-CD byla v literatute? uvedena iontova kapalina
[BMIm]"(dca) 2 (750g B-CD v 1 dm® pii 75 °C). Diky témto
skute¢nostem byla pro reakci B-CD s kyselinou palmitovou
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pouzita smés téchto dvou iontovych kapalin 1 a 2 v riznych
pomérech. Reakéni podminky byly obdobné tém uvedenym
v literarufe'.  Viechny reakce vykazovaly  tvorbu
hydrofilngjsiho produktu, ten byl z reakéni smési separovan
vysrazenim acetonem a precistén rekrystalizaci z vody. Pomoci
hmotnostni spektometrie byl produkt uréen jako monoester
kyseliny palmitové a 3-CD.

Vzhledem k témto slibnym pfedbéznym vysledktim bude
dale studovana pouzitelnost této metody pro piipravu esterti
dalsich karboxylovych kyselin a moznosti regioselektivni
vicenasobné esterifikace.

PAN AN

NN BES NN CN)N-
ON er O, e

1 2

1: [HMIm]'BF,, tetrafluoroboritan 1-metylimidazolu

2: [BMIm]*(dca)’, dikyanamid 1-butyl-3-metylimidazolu
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NOVE REAKTIV{&TORY ACETYLCHOLINESTERASY
S XYLENOVYM RETEZCEM - SYNTEZA A IN VITRO
TESTOVANI
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Organofosforové  slouCeniny (OF) jsou  dobie
prozkoumanou skupinou latek. V minulosti byly pouzivany pro
vojenské ucely jako nervové paralytické latky (NPL; napt.
tabun, sarin, soman, VX), v soucasnosti maji vyznam zejména
v primyslu (zmékcovadla) a zemédélské vyrobé jako pesticidy
(napf. paraoxon, chlorpyrifos, diazinon). Hrozba intoxikaci
témito latkami neustale stoupa v souvislosti s rostoucim
poctem zivelnych katastrof nebo teroristickych utokd. Tyto
latky inhibuji ireverzibilné enzym acetylcholinesterasu (AChE,
EC3.1.1.7).

Jako uc¢innd antidota se pii téchto intoxikacich uzivaji
oximové reaktivatory ve spojeni s anticholinergikem
atropinem. K nejcastéji pouzivanym reaktivatorim AChE lze
zafadit pralidoxim, trimedoxim, obidoxim, HI-6 a methoxim.
Zadny z dosud znamych reaktivitort vsak neni schopen
uspokojivé reaktivovat AChE inhibovanou v§emi typy OF.
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Cilem prace byla pfiprava nékolika sérii novych latek
jako potencialnich reaktivatord AChE. Na zéklad¢ reSer$ni
prace byl zvolen model bispyridiniové slouceniny (Obr. 1)
sjednou oximovou skupinou a xylenovym spojovacim
fetezcem'. U novych latek byla testovana aktivita pii in vitro

pokusech.
{ A /\ /\
®N

HON=HC " —/

éU@

Obr.1. Struktura nové pripravenych reaktivatori AChE

/ ZBr

Autori dékuji za financni pomoc Ministerstvu obrany Ceské
republiky (grant ¢. FVZ0000604).
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PRIPRAVA TRITERPIOENOI,DNiCH )
2-DEOXYGLYKOSIDU S VICE SACHARIDOVYMI
JEDNOTKAMI
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pavia.spacilova@gmail.com

Nase vyzkumna skupina se dlouhodobé vénuje studiu
triterpenoidnich ~ derivatd s protinadorovymi  uéinky'.
V nedavné dobé byl zahdjen vyzkum sacharidovych derivati
triterpenoidii. V rdmci tohoto projektu byly jiz diive
pripraveny” 2-deoxygalaktosidy a 2-deoxyglukosidy vybranych
triterpenoidnich hydroxyderivati, které se ukazaly jako
perspektivni co se tyce jejich cytotoxickych ucinkd, tak i
rozpustnosti v médiich zaloZenych na vodné bazi’.

V ramci této prace byly adici acetylovaného laktalu na
3B-hydroxyestery [, II a [III pfipraveny acetylované
2-deoxylaktosidy (napt. V). Dale byly zkouSeny adice
acetylovaného galaktalu na volné glukosidy lupanovych
triterpenoidi. Ze vSech 2-deoxyglykosidii byly Zemplénovou
deacetylaci pfipraveny volné 2-deoxyglykosidy.

U vsech novych sloucenin byla testovana cytotoxicka
aktivita vi¢i bunééné linii CEM. U volnych 2-deoxyglykosidi
byla prokazana téz vyrazné lepSi rozpustnost v médiich
zalozenych na vodné bazi. Struktury vSech nové pfipravenych
slou¢enin byly potvrzeny spektralnimi daty.
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DEPROTEKCE TRI:[‘YLOVE CHRANiCiGSKUPINY
5-SUBSTITUOVANYCH-1H-TETRAZOLU

JAN STACH, STANISLAV RADL a ROBERT KLVANA

Zentiva,a.s., U kabelovny 130, 102 37 Praha 10
jan.stach@zentiva.cz, stanislav.radl@zentiva.cz

Chranéni  5-substituovanych-1H-tetrazol  tritylovou
skupinou se vyuzivad pii vyrobé nekterych vyznamnych
antihypertenziv  ze  skupiny selektivnich  antagonistl
angiotensinu  II, takzvanych sartani. Tradicni zplsob
deprotekce spociva v pisobeni mineralni kyseliny za vzniku
volného tetrazolového derivatu a tritylalkoholu'.

V ramci vyvoje nekterych generickych 1é¢iv ze skupiny
sartanl byly nalezeny nové postupy, které usnadituji vyrobu
v prumyslovém meéfitku a také umoziiuji vyhnout se vedlejsim
reakcim. Deprotekce methanolyzou, pfi niz je tritylova skupina
prevedena na methyltritylether, byla pouzita v pfiprave
irbesartanu (I), valsartanu (II) a draselné soli losartanu (III).
V piipad¢ piipravy prolé¢iv candesartanu cilexetilu (IV)
a olmesartanu medoxomilu (V), které obsahuji labilni
metabolicky odbouratelné funkéni skupiny, byla k deprotekci
pouzita  reakce  svodou  vdipolarnich  aprotickych
rozpoustédlech nebo reakce v acetonitrilu s obsahem
ekvivalentu vody katalyzovana chloridem zine¢natym.

V prispévku bude diskutovana pouzitelnost jednotlivych
metod a podminky provedeni reakce a nasledné izolace.
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SUBSTITUOVANE ARYL C-RIBONUKLEOZIDY

MARTIN STEFKO a MICHAL HOCEK*

Gilead Sciences & I0CB Research Center, Ustav organicke
chemie a biochemie AV CR, Flemingovo 2, 166 10 Praha 6
stefko@uochb.cas.cz, hocek@uochb.cas.cz

C-Ribonukleozidy predstavuju skupinu latok, v ktorych je
glykozidickd C-N vézba nahradena vézbou C-C, ¢im sa takéto
zlG¢eniny stavajui stabilnejSie voci chemickej a enzymatickej
hydrolyze. C-Nukleozidy su taktiez doélezit¢é analogy
prirodnych nukleosidov, ktoré maji zaujimavé antivirové a
proti nddorové vlastnosti a ich inkorporacia do molekuly RNA
umoznuje Studovat zmeny v stabilite takto modifikovaného
RNA retazca.

Priprava C-nukleozidov predstavuje komplexny problém,
rieSenie ktorého vedie vo vicsine pripadov ku komplikovane;j
syntéze', vyznatujucej sa nizkou selektivitou (B-anomér),
vytazkami a nutnostou pouZzivat komplikované reagenty.
V naSej skupine vyvijame v§eobecnli modularnu metodiku ich
syntézy’. Budii prezentované pokroky vo vyvoji tejto
metodiky, veducej k aryl-C-ribonukleozidom.

/X /Z
RO Ar H Ar
—
—
—
OR OR OH OH
1 2

X - halogén

Z - alkyl, aryl, amin...

Tato praca je sucastou vyskumného projektu Z4 055 905 a
bola podporena Centrom Biomolekul a komplexnych
molekularnych systémov (LC512), NIH, Fogarty International
Center (grant IR0O3TW007372-01) a Gilead Sciences, Inc
(Foster city, CA, USA).
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AN EXPLANATION OF THE DIFFERENT
GENOTOXICITY OF THE URBAN AIR POLLUTANTS
3-NITROBENZANTHRONE

AND 2-NITROBENZANTHRONE

M. STIBOROVA®, V.MARTINEK", V.M. ARLT",
M. SVOBODOVA?, J.SISTKOVA®, E. FREI,
H.H. SCHMEISER®, and D.H. PHILIPS"

“Dept Biochem., Fac. Sci., Charles University Prague, Albertov
2030, 12840 Prague 2, Czech Republic; *Section of Molecular
Carcinogenesis, Institute of Cancer Research, Sutton, Surrey
SM?2 5NG, UK; “Div. Mol. Toxicol., German Cancer Research
Center, D-69120 Heidelberg, Germany
stiborov@natur.cuni.cz

3-Nitrobenzanthrone  (3-NBA), a carcinogen causing
development of lung cancer in rats, was identified in diesel
exhaust and ambient air particulate matter'. An isomer of this
compound, 2-nitrobenzanthrone (2-NBA), can be formed under
atmospheric conditions from benzanthrone, a widely
distributed contaminant in the atmosphere, and nitrogen
oxides'. In contrast to similarities of the structures of both
pollutants, the genotoxic potential of 2-NBA is much lower
than that of 3-NBA?. The different mutagenicity might follow
from a lower potential of 2-NBA than 3-NBA to form DNA
adducts. While 3-NBA is reductively activated to species
forming DNA adducts by NAD(P)H:quinone oxidoreductase
(NQO1), xanthine oxidase and NADPH:P450 reductase, no 2-
NBA-DNA adducts were detectable under the same conditions.
Since 3-NBA is predominately activated by NQOI, the
efficiency of this enzyme to reduce 3-NBA and 2-NBA was
investigated. While 3-NBA is effectively reduced to form DNA
adducts and a final reduction metabolite, 3-aminobenzanthrone,
no reduction by this enzyme was detectable for 2-NBA. To
examine the molecular basis of the differences in the reductive
activation of both nitrobenzanthrones by NQOI1, the binding of
3-NBA and 2-NBA to the active centre of NQOI was
modelled. The calculated model structures for the NQO1-3-
NBA- and NQOI1-2-NBA complexes indicate that both
compounds fit well into the active site of NQOI, having
similar binding affinities. However, the nitro group of 2-NBA
is oriented far from the redox centres of the isoalloxazine
skeleton of the NQO1 flavin prosthetic group, while that of 3-
NBA is located close to hydrogens of the middle ring of this
molecule. This allows an electron transfer during the reduction
of 3-NBA but not of 2-NBA.

Supported by Grant Agency of CR (303/05/2195) and by
Ministry of Education of Czech Republic (MSM 0021620808).
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LC-NMR, HPLC S NMR DETEKCI

JAN SYKORA, MILAN KURFURST,
VRATISLAV BLECHTA a JAN SCHRAML

Ustav chemickych procesit AV CR, v.v.i., Rozvojova 135,
165 02 Praha 6 — Suchdol
sykora@icpf.cas.cz

LC-NMR je experimentalni metoda, ktera kombinuje
HPLC a (‘H) NMR spektroskopii’. Pomoci této metody
mizeme uréit jednotlivé slozky i v komplikované smési.
Princip je velice prosty, smés je nastiiknuta do HPLC, kde se
latky na vhodné koloné rozd€li a jiz separované se tenkou
kapilarou pifevedou do NMR spektrometru. NMR spektra se
méti ve specidlni sond¢ s prito¢nou celou. Aktivni objem nasi
cely je 60 pl, coz umoziuje detekovat organické latky
v mikrogramovych mnozstvich. Dulezité je potlacovani signalu
rozpoustédla, to se provadi pomoci standartni pulsni sekvence
(napt. WET?), kterd umozZfiuje rutinni potladeni aZ sedmi
signalll rozpoustédel. Je ovSem mozné nahradit bézna
rozpoustédla deuterovanymi, tim docilime dalSiho snizeni
nezédouciho signalu rozpoustédla.

LC-NMR mizeme provadét ve dvou zékladnich
experimentech, prvnim je tzv. ,on-flow* experiment, kdy
béhem HPLC separace opakovand méfime a ukladime 'H
NMR spektra. Vysledkem je pak pseudo-2D spektrum, ve
kterém mame 'H chemicky posun na horizontalni a eluéni &as
s chromatogramem na vertikalni ose. Detekénim limitem jsou
desitky mikrogrami latky. Druhym typem experimentu je tzv.
»stop-flow* experiment, kdy je oddélend frakce zastavena
vsond¢ a NMR spektrum pak mize byt zméteno
s dostate¢nym poctem prichodt, ptipadné se mohou zméfit i
2D experimenty jako COSY nebo HSQC, které jesté vice
napovi o struktufe zachycené latky. Detekénim limitem jsou
v takovém pripadé stovky nanogrami latky v nastiiku.

Vedle koncentraci analyzovanych latek je ucinnost
metody limitovana hlavné Cistotou pouzivanych rozpoustédel
zhlediska NMR, problémem jsou vétSinou stabilizatory
v béznych HPLC rozpoustédlech, které sice neabsorbuji v UV
oblasti, jsou ale patrné v 'H spektrech. Casto je tak tieba
zab¢hanou HPLC metodu piepracovat podle narokit NMR.

I pfes uvedena omezeni nachazi LC-NMR uplatnéni pfi
analyzach pfirodnich extraktt, zejména pfi identifikaci riznych
isomerd’, kontrole G&istoty 1é&iv a analyzach metaboliti
v télnich tekutinach?, identifikaci jednotlivjch reak&nich
produkt®’. Posledni skupinou latek vhodnych k LC-NMR
analyze jsou slouceniny sice snizkou UV absorpci, ale
s vétsim poctem ekvivalentnich vodikovych atomu, které v 1H
NMR spektrech poskytuji dostatecny signal k detekei jiz v ,,on-
flow* médu (mastné kyseliny®, dimethylsiloxany’). V takovém
piipadé mizeme NMR spektrometr pouzit nejen pro
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identifikaci jednotlivych latek, ale i jako detektor pro kontrolu
jejich separace.
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Obr. 1. Pseudo-2D spektrum separace volnych mastnych kyselin. Od
spodu: koeluce a- a y-linolenové kyseliny, linoleova kyselina, koeluce
olejové a stearové kyseliny. On-flow mod.

Prdce je podporovina grantem GA CR 203/06/0738.
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SYNTEZA C-GLYKOSYLOVANYCH DIPYRROLU
A DIPYRRINU

ONDREJ SIMAK a PAVEL DRASAR

Ustav chemie prirodnich latek, VSCHT Praha, Technickd 5,
166 28 Praha 6
Ondrej.Simak@vscht.cz, Pavel Drasar@vscht.cz

Nase prace se zabyva piipravou chirdlnich dipyrroli a
dipyrrintt  odvozenych od sacharidi. Komplexy dippyroli
s pfechodnymi kovy jsou znamy jako katalyzatory organickych
reakei'. Jejich spojeni s chiralni molekulou sacharidu by mohlo
vést k jejich vyuziti v enantioselektivni katalyze.

Konjugované dipyrroly (dipyrriny) a jejich schopnost
komplexovat rizné kovy je znama od roku 1924, kdy byla
publikovéna prace Fishera a Schuberta’. V ni jsou popsany
prvni oxidace dipyrrolovych systému, které se predtim
vyuzivaly hlavné pro pfipravu porfyrind. Tyto latky maji stejné
jako porfyriny schopnost vazat rizné atomy kovi. Narozdil od
plandrnich porfyrin, kde kov zapadne do prostoru uvnitt
porfyrinového jadra, jsou dipyrrolové jednotky orientovany na
vét§ing atomi kovii rovinami kolmo viiéi sob&’.

Nase prace je zaméfena na pripravu, podrobny analyticky
popis dipyrrolti a dipyrrint substituovanych v meso poloze ,,C-
glykosidy”.  Sacharidy jsou k molekule pfipojeny
nehydrolyzovatelnou C-C vazbou. Sacharidova slozka nam
poskytne nejen chiralni vektory pro nase latky, ale diky snadné
derivatizaci hydroxylovych skupin ndm umozni ziskat latky se
stejnou chiralitou, ale riznou polaritou. Porovnani rtzné
substituovanych  dipyrrini  z hlediska  pfedpokladanych
samoskladnych vlastnosti v roztoku by mohlo pfispét
k odhaleni procest, které se pii tomto fenoménu uplatiiuji.

Prdce je podporovana projekty MSMT MSM6046137305,
1P040CD31.001, NVP-II Suprafyt a GA CR 203/06/0006.
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PRIPRAVA 6-(TETRAHYDROISOCHINOLINYL) )
PURINOVYCH DERIVATU KOCYKLOTRIMERIZACH
6-DIYNYLPURINU S NITRILY

PAVEL TUREK*", MICHAL HOCEK"
a MARTIN KOTORA™"
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“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; turpav@uochb.cas.cz

6-Arylpurinové béaze a nukleosidy vykazuji zajimavé
biologické  vlastnosti  (cytostaticka, antibakteridlni a
antimykobakteridlni aktivita)'. Nedivno jsme ukézali, Ze
[2+2+2]-cyklotrimerizace 6-alkynylpurind s dalSimi s diyny
katalyzovana komplexy pfechodnych kovl (zejména komplexy
Ni a Co) je vhodnym postupem pro syntézu celé fady
substituovanych 6-arylpurini’.

Dal$im cilem na$i prace bylo vypracovat metodu pro
ptipravu novych potencidlné¢ biologicky aktivnich hetero-
cyklickych derivatd purintt II a III, které byly pfipraveny
kocyklotrimerizaci 6-diynylpurint 7 s fadou riiznych nitrilt.

P X
N~ __ P B
’\1 ~ N> R—=N . N=DR
Y cpCo(€0); NN CpCo(cO),
L7 \ i ?
Z \

z

11 1

Na modelové reakci cyklotrimerizace 6-oktadiynylpurint
s nitrily v pfitomnosti stechiometrického mnozstvi komplexu
CpCo(CO), byly zkoumany rizné reakéni podminky
(zahfivani, ozafovani svétlem, mikrovinné zafeni). V dalsi
¢asti byly porovnavany stechiometrické a katalytické reakce.
Tytéz reakéni podminky byly pouzity pro cyklotrimerizace 1,7-
bis(purinyl)diyntt s nitrily, které vedly ktvorbé 1,4-
bis(purinyl)isochinolint (ZII). Ziskané derivaty byly testovany
in vitro na cytostatickou aktivitu.

Prdce byla provedena za podpory grantu MSMT (1M0508).
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SquENi SElgRETQ EXOKRINI}IiCH ZLAZ
KRALPVEN CMOELVAKAVZEMN THO (Bombus terrestris)
A ZMENY V PRUBEHU ZIVOTA

KLARA URBANOVA®™®, LUCIE C@HLiKIOVA*‘"’,
OLDRICH HOVORKA'", VLADIMIR PTACEK,
a IRENA VALTEROVA®
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Chemickd komunikace ma dulezitou Uulohu pri
rozmnozovani vétsiny druhtt hmyzu. Cmeléci komunikuji
pomoci sekretll produkovanych exokrinnimi Zlazami. Jednim
z téchto sekretii je znackovaci feromon samcti. Od dob, kdy
bylo poprvé popsano jeho slozeni % byly studovany také
ostatni chemické signaly ¢meldkt. Nejvice popsanych druht
bylo ze Skandinavie® *. Z chemického hlediska existuje méng
informaci o sexualnim feromonu kraloven. Van Honk et al.’
popsal, ze sekret mandibularni Zzlazy obsahuje sexudlni
feromon, ktery vyvolava pafici chovani u samci stejného
druhu.

Byl analyzovan sekret tfi zlaz (mandibularni, labialni a
Dufourovy zlazy) panenskych kraloven Bombus terrestris
v riizném stéfi jedincd (1-18 dni). V extraktech téchto tii zlaz
bylo identifikovano vice nez 100 latek. Tyto latky zahrnuji
Siroké spektrum sloucenin: nasycené i nenasycené uhlovodiky,
alifatické alkoholy, aldehydy, mastné kyseliny a jejich estery a
isoprenoidy. Mnoho latek je pfitomno pouze v minoritnim
nebo stopovém mnozstvi. Velmi mladé kralovny (1-2 dny
staré) produkuji jen malé mnozstvi sekretu ve vSech Zlazach.
Mnozstvi sekretu, stejné jako pocet latek roste do jisté miry s
vékem kraloven. EAG-aktivni latky, znamé z literatury®, byly
identifikovany v mandibularni a labidlni zlaze. V Dufourové
zlaze byly tyto latky nalezeny pouze ve stopovém mnoZzstvi.
Zmény obsahu téchto latek v zavislosti na veku kraloven budou
diskutovany.

Prdace byla Rrovedena za podpory Grantové agentury
Akademie véd Ceské republiky (#144 4055403) a
Ministerstva Skolstvi Ceské republiky (#2B06007).
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(TRANS)DERMALNI PODANi A METABOLISMUS
cPr-PMEDAP

KATERINA VAVROVA®, PETRA KOVARIKOVA®
a ALEXANDR HRABALEK®
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9-(2-Fosfonomethoxy)ethyl-N’-cyklopropyl-2,6-diamino-
purin (cPr-PMEDAP) je latka ze skupiny acyklickych
nukleosidfosfonatii s vysokou protinadorovou aktivitou'™. cPr-
PMEDAP je prolé¢ivem 9-(2-fosfonomethoxy)ethylguaninu
(PMEG)’; tato aktivace je zfejmé specifickd pro uréité typy
nadort?.

Cilem nasi prace bylo studovat prostup cPr-PMEDAP
ptes kozni bariéru a) do epidermis a dermis a b) do systémové
cirkulace a pokusit se jeho absorpci zvysit pomoci permea¢nich
akceleranttl.

Flux cPr-PMEDAP pies zivou lidskou kuzi i jeho prinik
do hlubsich koznich vrstev jsou velmi nizké; latka se kumuluje
ve stratum corneum. Ptidavek 1 % permeacniho akcelerantu
dodecyl-6-(dimethylamino)hexanoatu (DDAK) zvysil hodnoty
fluxu cPr-PMEDAP 56krat a jeho koncentraci v epidermis
a dermis 20-40krat. V kizi jsme nepozorovali deaminaci na
PMEG; majoritni rozkladna reakce byla identifikovana jako
NS-dealkylace.

Prace byla podporena Vyzkumnym centrem Nova antivirotika
a antineoplastika  IM0508 a  Vyzkumnym  zdmérem
MSM0021620822.
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HYDROPHOBIC PROPERTIES OF SUBSTITUTED
SALICYLANILIDE ESTERS OF AMINO ACIDS
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vinsova@yfaf.cuni.cz; josef.jampilek(@zentiva.cz

One of the major prerequisites for the drug development
is the transport of a molecule through cellular membranes. The
drugs cross biological barriers most frequently through passive
transport, which strongly depends on the lipophilicity.
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Therefore hydrophobicity is the most important physical
property of biologically active compounds.

Some substituted salicylanilide esters of acetic acid
showed significant antimicrobial activities'. The lipophilicity
of various substituted salicylanilide esters was determined by
means of the RP-HPLC method®*. Another series of fourteen
substituted salicylanilide esters of amino acids were prepared
and analyzed using the RP-HPLC method for the lipophilicity
measurement. The procedure was performed under isocratic
conditions with methanol as an organic modifier in the mobile
phase using end-capped non-polar C,g stationary RP column.

R N R'=4-Cl, 5Cl
~F o Q R2 = H, CH3, CH(CHa)y, CHoCoHs
H
N__O
o Ny
RZ O

In the present study the correlation between RP-HPLC
retention parameter log K (the logarithm of capacity factor K)
and log P values calculated in various ways are shown, as well
as the relationships between the lipophilicity and the chemical
structure of the studied compounds are discussed.

This study was supported by MSM 0021620822 and FRVS
231/2007/G6.
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FARMACEUTICKE APLIKACE CHITOSANU

JARMILA VINSOVA a EVA VAVRIKOVA

Katedra anorganické a organické chemie, Univerzita Karlova
v Praze, Farmaceutickd fakulta v Hradci Krdlové, Heyrovské-
ho 1203, 500 05 Hradec Kralové

vinsova@faf.cuni.cz

Modifikace molekul za tcelem zlepseni jejich biologické
aktivity, dosazeni vyssi selektivity, prodlouzeni u¢inku, snizeni
toxicity, zlepSeni chemické stability a zdokonaleni formy
podéani (napf. vzrist hydrosolubility) je zakladnim obsahem
prodrug designu. Design proléciv je cilen na piekonani ¢etnych
barier, které musi latka zdolat dfive, nez se dostane na misto
udinku. V misté svého pusobeni se uvoliiuje enzymatickou ¢i
chemickou cestou.

Jako vhodné biodegradabilni nosice 1éCiv jsou v dnesni
dobé stale Castéji vyuzivany polymerni typy latek. Pouzivaji se
k pomalému uvoliovani u¢inné slozky tedy jako depotni latky,
ke zvySovani rozpustnosti alepsi moznosti podani. Mezi
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pfirodni polymery typu polysacharidd patfi chitosan, ktery se
piipravuje z chitinu alkalickou & enzymovou hydrolyzou'.

OH
oH OH
0,
0, o 0, o
o
HO Ho o CH:
CHy HN 3
HN\(CHs HN\\( \(
° o

[e]

¢ chitin

OH
OH OH
o O,
O, o]
° ¢ HO
/ o HO
NH,

\H, NH, >

Ma vynikajici vlastnosti, je netoxicky, biokompatibilni
a biodegradabilni’. Diky volnym hydroxylovym skupinim
a aminoskupindm dovoluje pfipravu mnoha ve vodé
rozpustnych ¢i nerozpustnych forem. Pouziva se v celé tadé
oborli zahrnujicich biomedicinu, kosmetiku, zemédélstvi,
textilni primysl, v potravinaf'stvi pro konzervace potravin, pfi
¢isténi vody apod. V presentaci bude vénovana pozornost
predevsim jeho antibakterialni, antioxidacni a protinadorové
aktivité.

chitosan

Tato prace vznikla s financni podporou MSM 0021620822
a GAUK 76807/2007.
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PYRIDINIOVE YLIDY — VYUZITI K PRIPRAVE
TETRAHYDROTHIOFENU

JIRI SROGL a SVATAVA VOLTROVA

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

Prispévek popisuje novy zptsob piipravy derivata 2-
acyltetrahydrothiofenu 2 ze snadno dostupnych pyridiniovych
kvarternich soli ptsobenim baze. Kvarterni soli 7, kde R =
methyl, (subst.) fenyl, 2-furyl, 2-thienyl apod., byly ptipraveny
reakei chloridi kyselin a alkylsulfidu ziskané¢ho in situ
z piislusné isothiuroniové soli (Schéma 1).
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R
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Schéma 1. a) Py"(CH,),SH, H,0, b) bize, DMA

Pusobenim baze K,CO;3 nebo Cs,CO; vznika ylid, jehoz
intramolekularni adici na karbonylovou skupinu thioesteru
a naslednym pfesmykem spolu s od§tépenim pyridinu dochazi
k uzavieni tetrahydrothiofenového kruhu.

AutoFi dékuji Ustavu organické chemie a biochemie AV CR,
V.v.i., za podporu tohoto projektu.
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PRIPRAVA MODIFIKOVANYCH NUKLEOZIDOV
A OLIGONUKLEOTIDOV NESUCICH KOMPLEXY
KOVOV A ICH VYUZITIE V BIOANALYZE

MILAN VRABEL?, MICHAL HOCEK"
a MIROSLAV FOJTA®

“Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Gilead Sciences
& [OCB Research Center, Flemingovo 2, 166 10 Praha 6,;
bBiofj/zikdlm' ustav AV CR, Krdlovopolska 135, 612 65 Brno
vrabel@uochb.cas.cz, hocek@uochb.cas.cz

Oligonukleotidy  nesuce  elektrochemické  alebo
luminesencné markery su casto pouzivanym bioanalytickym
nastrojom v chemickej biologii a biofyzike. Ich vyuzitie pri
stadiu procesov akymi st hybridizacia DNA alebo prenos
naboja v nukleovych kyselinach si vyzaduju vyvin efektivnych
metodik pripravy takto znacenych oligonukleotidov. Praca sa
zaoberd pripravou nukleozidov' a oligonukleotidov® nesticich
komplexy kovov a ich vyuzitim v bioanalytickych aplikaciach.

Fc

Schéma
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Pouzitim paladiom katalyzovanych cross-coupling reakcii
je mozné efektivne pripravit’ takto modifikované nukleozidy a
nukleotidy a ich naslednou inkorporaciou prislusne znacené
oligonukleotidy (Schéma).

Tento projekt bol podporeny: EC Specific Targeted Research
Project, Control of Assembly and Charge Transport Dynamics
of Immobilized DNA (CIDNA), GACR (grant number No.
203/05/0043 a 203/05/H001), Ministerstvom Skolstva LC 512
a LC06035 a Gilead Sciences.
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NOVY POSTUP SYNTEZY N,N-DIMETHYLAMIDU
SKOﬁICOVYCH KYSELIN A V\gUZITi HUMINQVYCH
LATEK PRI CISTENI VZNIKAJICICH ODPADNICH
VOD

PETR VARECKA®, LIBOR DUSEK*
a TOMAS WEIDLICH®

“Ustav ochrany Zivomiho prostiedi, Fakulta chemicko-
technologickad, Univerzita Pardubice, 532 10 TP Doubravice 41
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Skoficové kyseliny a jejich derivaty, napiiklad amidy,
jsou dilezitymi chemickymi specialitami pouzivanymi jako
slozky kosmetickych pfipravki a 1é&iv'. Nejznamngjsi
metodou syntézy skoficovych kyselin je tzv. Perkinova
syntéza®, tedy reakce aromatického aldehydu s acetanhydridem
v piitomnosti baze. Pro pfipravu odpovidajicich amidu je nutné
prevedeni skoficovych kyselin na chloridy a reakce s
ptislusnym aminem. Syntéza je tedy tfistuptiova a vznika pfi ni
znaéné mnozstvi vedlejSich produktl, jako jsou anorganické
soli, ptipadn¢ oxid sificity.

Jinymi zpisoby syntézy skoficovych kyselin, které
vychazeji z aromatickych aldehydt je Horner-Wadsworth-
Emmons reakce, ve které reaguji aromatické aldehydy s
alkylfosfonaty v piitomnosti silné baze’, Petersonova reakce®,
reakce substituovanych benzaldehydu se silylovanymi derivaty
kyseliny octové. Jako vychozi latky mohou poslouzit i
substituované styreny’ a fenylacetyleny®, tyto reakce jsou
katalyzovany komplexy prechodnych kovil, niklu® a ruthenia’.
Hlavni nevyhodou uvedenych reakei je, ze pracuji s drahymi
katalyzatory na bazi t&zkych kovii™ ¢, produkuji stechiometric-
k& mnozstvi vedlejSich produktii (Horner-Wadsworth-Emmons
reakce a Petersonova reakce) a pouZzivaji stechiometrického
mnozstvi drahych a z pozarné-bezpecnostniho hlediska
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nebezpeénych bazi. Tato alkylaéni Ccinidla jsou toxicka,
ethylhalogenidi se jedna o nizkovrouci a v pfirod¢ Spatné
odbouratelné slouceniny.

Vyvinuli jsme metodu syntézy N,N-dimethylamid
skoficovych kyselin  zalozenou na kondenzaci N,N-
dimethylacetamidu s aromatickymi aldehydy v pfitomnosti
uhli¢itanu draselného jako baze. Reakce probiha za normalniho
tlaku pri teploté 135 °C, uplné konverze je dosaZeno po asi 48

hodinach reakce, viz. schéma 1.
H
N CHO X C—CH—CONMe,
\ + CH;CONMe, \
[ F [
R
N,N-Dimethylamidy skoficovych kyselin lze snadno

R
Schéma 1.

izolovat po vakuovém oddestilovani N,N-dimethylacetamidu
promytim vodou a rafinovat krystalizaci z vhodného
rozpoustédla. Pouzity N, N-dimethylacetamid 1ze bez problémui
regenerovat a znovu pouzit, pro Cisténi vznikajiciho proudu
odpadni vody jsme pouzili sorbenty na bazi oxyhumolitu a soli
huminovych kyselin.

KzCO3

Tato prace byla uskutecnéna s financni podporou projektu
MPO (24/1TP1/130).
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SYNTEZA DERIVATU CALIX[4]ARENU PRO
PRIPRAVU SELF-ASSEMBLY SYSTEMU NA
POVRCHU ZLATA

MARKETA ZAJi,COVA, JAN BUDKA, IVAN STIBOR
a PAVEL LHOTAK

Ustav organické chemie, VSCHT Praha, Technickd 5, 166 28
Praha 6
zajicovm@vscht.cz.

Calixareny jsou makrocyklické slouceniny, které jsou
vyuzivany v supramolekularni chemii jako zékladni prvky pro
konstrukei receptorti, senzort, self-assembly systému apod.

Ptipravili jsme derivat calix[4]arenu (schéma 1), ktery by
mohl byt dale modifikovatelny tak, aby po zavedeni -SH
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skupiny na alkyly na spodnim okraji molekuly a po vhodné
derivatizaci horniho okraje, mohl vytvotit SAM na povrchu

zlata.
OH 0
i/@\% o o
Ar
0 HN H/
l/@\%
o]

Br/\/\/Br

100% HNO,

/

s
—_—

Br

HS

Schéma 1. Priprava derivatu calixarenu pro tvorbu SAM na
zlaté

Tento projekt je podporovin Grantovou agenturou CR
(grant 104/07/1242) a MSMT CR (Centrum pro vyzkum
LC06070)
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DESIGN NOVYCH KATALYZATOREDI PRO STUDIUM
STEREOSELEKTIVNICH REDUKCI

JIRi ZUREK, VACLAV KOZMIK, JIRI SVOBODA
a IVAN STIBOR

“Ustav organické chemie, Vysoka skola chemicko-
technologicka, 166 28 Praha 6
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Vramei  spoluprace Ustavu organické chemie VSCHT
Praha sfirmou Cayman Pharma, s.r.o. byly provéfovany
nékteré syntetické stupné stavajici vyroby prostanoidi a
studovany nové netradiéni syntézy udinnych substanci.
Dutlezitym krokem ve stavajicim postupu vyroby je redukce
C15-oxoskupiny v enonovém seskupeni (Schéma 1), ktera
ptinasi nemalé finanéni a technické problémy, protoze separace
vzniklych  diastereoisomert  se  provadi  sloupcovou
chromatografii a nezadouci diastereoisomer se zpétné oxiduje.
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redukce
—

PhPhCOO PhPhCOd

Schéma 1

Zamétili jsme se proto na stereoselektivni redukéni
¢inidla pouzitelnd v primyslové vyrobé, zejména pak na CBS
proces', na kterém jsme zmapovali vliv reakénich podminek
a druhu pouzitého redukéniho €inidla tj. komplexu boranu na
stereoselektivitu  redukce. Dale jsme sledovali vliv
prostorovych narokt chirdlniho redukéniho ¢inidla na
stereoselektivitu volbou objemnéjsiho R a aromatického zbytku
oxazaborolidinového katalyzatoru (Obr. 1).

Ar
N\ Ar
B-0
/

R

Obr. 1
Autori dékuji Ministerstvu priumyslu a obchodu za financni

podporu (projekt FT-TA2/083).
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Pd-KATALYZOVANA REGIOSI:ZLEKTIVNI', ]
HYDROSTANNYLACE TROJNE VAZBY RiZENA
HYDROXYLOVOU SKUPINOU

JAN PAVLIK?, JIRI KUNES® a MILAN POUR®

*Centrum pro vykum novych antivirotik a antineoplastik,
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Pii vyvoji syntézy MMP inhitord gelastatind A a B jsme
pfi adicich tributylcinhydridu na enynoly pozorovali znacny
vliv hydroxylové skupiny na regioselektivitu dané reakce'
Stereoselektivita je dand pouzitim Pd jako katalyzatoru jenz
prakticky vyluéné dava cis-adici. V ptipadé volné hydroxylové
skupiny, eventuelné OH chranéného acetalem nebo silylovou
skupinou fidi hydroxylova skupina regioselektivitu procesu.
Doposud se tento efekt dal odstranit pouze zvySenim sterickych
narokd. Pouzitim acylové chranici skupiny, ktera redukuje
participa¢ni schopnost etherové vazaného kysliku, lze rovnéz
uspesné zvratit pribeh adice.
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TBS OTBS
SnBujy
OTHP OTHP

SnB u3 O Ac
SnBu3

Za financni podporu dekujeme ,, Centru pro vyzkum novych
virostati a antineoplastik”’, podporovanému Ministerstvem
Skolstvi CR (1M0508), Grantové agentuie CR

(203/07/1302), vyzkumnému zameru MSM0021620822 a
Grantové agenture UK (289/2006/B-CH/FaF).

nBU3

OTBS o~ Bu3SnH, Pd(0)
—>
OTHP

Ac o~ Bu3SnH, Pd(0)
—>
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ANTIFUNGALNE UCINNE 3,5-DISUBSTITUOVANE
BUTENOLIDY

PETR SENEL?, MILAN POUR® a JIR[ KUNES?

“Centrum pro vyzkum novych virostatik a antineoplastik,
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Podrobnéjsi studium mechanismu antifungalniho G¢inku
latek typu 3-halogenfenyl-5-acyloxymethyl-2,5-dihydrofuran-
2-ont 1 (in vitro aktivita srovnatelna s amfotericinem B) vedlo
k zavéru, ze vlastni antifungdlné¢ aktivni latkou je
pravdépodobné reaktivni y-methylidenbutenolid 2, ktery vznika
eliminaci karboxylové kyseliny’ (Schéma 1) a zpiisobuje
destrukei bun&éné membrany hub’.

\ O o . \
Y_g -RCOOH
o]

Schéma 1
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Cilem dalsi prace byla 1. syntéza novych 3,5-
disubstituovanych butenolidii s dal§imi typy substituenti v
poloze 5 a 2. vyhodnoceni zmén antifungalni aktivity v
porovnani s piedlohovou strukturou (1) s cilem potvrdit
domnénku o mozném mechanismu ucinku. Pozornost jsme
zaméfili predevSim na substituenty alkylidenového typu (jiz
obsahujici dvojnou vazbu napojenou na laktonovy kruh v
poloze 5) a alkyl- resp. aryloxymethylového typu.

5-alkyliden analoga 5-alkyl/aryloxymethylanaloga

Za financni podporu dékujeme ,, Centru pro vyzkum novych
virostatik a antineoplastik”, podporovanému Ministerstvem
Skolstvi CR (IM0508), Grantové agentuie CR
(203/07/1302) a vyzkumnému zaméru MSM0021620822.
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SYNTEZA 3,6-DISUBSTITUOVANYCH PYRANONU
JAKO ANALOG ANTIFUNGALNE AKTIVNICH
BUTENOLIDU A NEOCEKAVANA ZTRATA JEJICH
BIOLOGICKYCH UCINKU
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V piirodé se vyskytujici pentenolidy (5,6-dihydro-2H-
pyran-2-ony) vykazuji fadu zajimavych biologickych aktivit
jako je fytotoxicita, cytotoxicita proti nadorovym bunkam a
antifungalni a antimikrobialni uginky' (podolaktony® a CR
377%).

Nasim cilem bylo pfipravit 3,6-disubstituované
Sesticlenné nenasycené laktony a zjistit jejich biologické
ucinky. Prvnim krokem syntézy je Yamagouchi-Hiraova
alkylace* po které nasleduje hydroaluminace a jodace (Obr. 1).
Findlnim krokem syntézy je karbonylativni laktonizace (Obr.
2).

982

42. Liblice 2007

1.LDA
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Obr. 1.
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m Pd”, CO, ligand | 0
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Obr. 2.
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LC-NMR ANALYZA ORGANOKREMICITYCH
SLOUCENIN
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Kombinace HPLC a 'H NMR, popt. *C NMR ziskavé
stale vétsi vyznam pti identifikaci slozek riznych typl smési,
zejména biologického plivodu.

Pro analyzu smési organokiemicitych sloucenin,
ptredevsim polymeri, je HPLC, zejména ve varianté GPC(SEC)
Casto vyuzivana, znaénym omezenim je v§ak vybér vhodného
detektoru. Nejbéznéjsi UV detekce je prakticky nepouzitelna,
nebot’ tyto latky zpravidla neobsahuji chromofory, a nékteré
jiné typy detekce, napf. refraktometrickd, nejsou kompatibilni
s gradientovou LC.

Zasadni vyhodou NMR detekce je, Ze pfimo poskytuje
strukturni informace o chemickém slozeni délené smési. Diky
tomu je zpravidla mozno spolehlivé identifikovat i slozky
s velmi blizkymi retenénimi Casy.
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Pouziti metody je pomérné univerzalni a v mezich
citlivosti je limitovano pouze pfitomnosti NMR-aktivnich jader
a nutnosti pouzivat deuterované nebo vysoce Cisté eluenty.

Prdace je podporovina GA CR prostiednictvim  grantu
¢ 203/06/0738.
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KVANTOVE CHEMICKE STUDIUM STRUKTURY
FENYLGUANIDINU A JEHO ACIDOBAZICKYCH
VLASTNOSTI

KAREL PALAT, JAN KORABECNY, )
EVGHENIA EMELIN a GABRIELA BRAUNEROVA

Farmaceuticka fakulta UK, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec
Kralové

palat@faf-cuni.cz.

Derivaty fenylguanidinti vykazuji nékteré zajimavé
biologické aktivity, napf. tuberkulostatickou a fungicidni'.
Guanidinova skupina obsahujici tfi dusikové atomy ma silné
bazické vlastnosti, které se urcité vyrazné ucastni pfi jejim
biologickém pusobeni.

Cilem prace bylo vypocitat nejstabilngj$i konformaci
molekuly fenylguanidinu, ktera mize mit nékolik tautomernich
forem. A poté zjistit v jakém potadi budou pii acidobazické
reakci protonizovany dusikové atomy této dvojsytné baze.

Prvotni modely byly vytvofeny za pomoci semiempirické
AMI1 metody, kdy byly molekuly podrobeny kompletni
konformacni analyze. Energeticky nejvyhodnéjsi konformace
byly poté optimalizovany na B3LYP/6-311+G(d,p) urovni.
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Na zaklad¢ vypoctenych energii byl popsan postup vazani
protonit na dusikové atomy v molekule. Dale byla vypoctena
na zakladé zmény entalpie protonova afinita protonizace do
prvniho, druhého a pfipadné tfetiho stupné jak zudaji ze
semiempirickych vypo&ti®, tak z modeli poéitanych na DET
urovni. Obdobné byly na zakladé zmén Gibbsovy energie
vypocteny hodnoty absolutni bazicity.

Prace navazuje na dfive prezentované studie
alkoxykarbonylace a protonizace guanidinové skupiny®*,
jejichz zavéry podporuje.

Prace byla podporena grantem GAUK 299/2006/B-CH/FaF a
vyzkumnym zamérem MSM 0021620822, vznikla za prispéni
superpocitacového centra Univerzity Karlovy.
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