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Dvorni rada prof. dr. Karel Preis
1846-1916

V lonském roce uplynulo 160 let od narozeni a 90 let od
umrti jednoho z nejvétsich prikopnikii moderni ceské chemie
a soucasné zakladatele naseho casopisu, prof. Karla Preise,
po némz je pojmenovana cena, udélovana redakci za nejlepsi
prdaci otistenou v Chemickych listech v daném roce.

1 Chemické listy mely vioni kulaté vyroci — 100 let od
protoze mély primého predchiidce, Listy chemické: jejich
vithec prvni Cislo vyslo sice uz v zari 1876, ale jejich prvni
rocnik je datovan 1877; letos je to tedy 130 let, coz je urcité
hodno pripomenuti, alespor uvodnikem.

Je zajimavé Cist texty, které s timto muzem souviseji.
Mém k dispozici jeho nekrolog' (autorem je prof. Josef Ha-
nus) z pdtého cisla Chemickych listii z roku 1916, ktery je
pivabny svou cestinou, jako? i neméné pivabny text® naseho
byvalého redaktora Dr. Ing. Jiriho Guta, DrSc. (1923-2002),
ktery vtipné zaramoval rok zalozeni Listii chemickych uivahou
o rysech tehdejsiho Zivota obecného (pocinaje informaci, zZe
v té dobé jesté nestdlo Narodni divadlo, a konce otdzkou, zda
si tehdejsi redaktori svitili petrolejkou nebo svickou).

Kdyz jsem zacal psat tento uvodnik, premyslel jsem,
v jaké situaci byla v dobé nejveétsi odborné aktivity prof. Prei-
se veéda viibec a Ceska zvlasté, tedy na konci devatendctého
stoleti. Tehdy uplynulo zhruba teprve sto let od zasadnich
objevii a vzniku teorii Lomonosova, Lavoisiera, Daltona
a dalsich, kteri proménili alchymii v chemii a fyziku. Co vlast-
né tenkrat méli chemici k dispozici pro svou praci? Pravdépo-
dobné urcitou primitivai formu elementarni organické analy-
zy, sirovodikovou anorganickou analyzu, odmérnou a vazko-
vou analyzu, bodotavek, polarimetr, kalorimetr,.... Spektralni
analyza byla v plenkach, sklenéné nadobi si chemici museli
vetsinou sami vyfoukavat, zatky slouzily misto zdabrusii, plyno-
vé horaky misto elektrického ohrevu... Kolik druhii specidl-
nich chemikalii byli tehdy vyrobci schopni dodat? Desitky?
Desetitisice, jako dnes, urcité ne. O to vic vynikne heroismus
badatelii druhé poloviny 19. stoleti — jako byvaly ,,cukrar* se
sklanim v obdivu pred dilem Preisova vrstevnika, némeckého
vedce Emila Fischera, ktery pouhym trpélivym rozkrystalova-
vanim vyizoloval a pomoci charakteristickych reakci popsal
snad vSechny monosacharidy, aniz by meél k dispozici jakou-
koliv chromatogratfii, o strukturni analyze ani nemluve.

Pri takovych kulatych vyrocich, jaka mél vioni prof.
Preis, se slusi pripomenout jeho zasluhy. On vlastné patiil
k prvni generaci vyznamnych novodobych ceskych chemiki,
na niz navazovaly dalsi generace: Preisiiv Zak Emil Votocek
(*1872), ddle Rudolf Lukes (¥1897), Frantisek Sorm, Otto
Wichterle (oba *1913), a , homologickd" rada dalsich.
V Preisové dobé vrcholila hospodarska a castecné i politicka
emancipace naseho naroda, dovrsovalo se obrozeni, coz mélo
pochopitelné za ndsledek snahu ,,mit vSechno ndrodni* —
nejen umeni, ale i védu a prumysl. Je to doba vzniku ceského
chemického ndzvoslovi, , péstovani lucby vjazyce mater-
skem*, doba prvnich odbornych publikaci v cestiné a zakla-
dani odbornych casopisii. Prof. Preis jiz v mladém véku po-
chopil, Ze u nas chybeji odborna chemicka periodika jako
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diilezity komunikacni prostredek nejen k publikaci odbornych
Clanku, ale i ke stmelovani chemické komunity.

Sjednocujici  funkci mél i Spolek Cceskych chemikii,
u jehoz vzniku prof. Preis stal. Jiz v roce 1872 zalozil
., Casopis pro priimysl cukerni, orgdn Spolku pro povzneseni
cukrovarnického priimyslu v krdlovstvi Ceském*; na prvni
strané svého uvodu pise ,,...ze nesméji se oci pred hrozici
budoucnosti uzavirati a ruce malomysiné v klin skladat, ditkaz
to jak vazné situace naseho priimyslu byla jiz v té dobé posu-
zovana“. Ten vychdzel v obou zemskych jazycich (némecky
Jjako ,, Zeitschrift fiir Zuckerindustrie, Organ des Vereines zur
Hebung der Zuckerfabrikation in Kéningreiche Béhmen*),
ale po trech letech zanikl. Pozdéji Preis zalozil a viastnim
nakladem zacal vydavat Listy cukrovarnické (1882). Ty vy-
chazeji dodnes pod soucasnym ndazvem Listy cukrovarnické a
Feparské (od r. 1992).

Proc¢ pravé cukrovarnictvi? Nesmime zapomenout, Ze
koncem 19. stol. bylo cukrovarnické (jakoz i pivovarnické)
bylo v ném zaméstnano veétsi procento lidi, cukr se vice vyva-
zel apod. Vyznam tohoto oboru vyplyva i z toho, zZe prof. Preis
zaloZil také Vyzkumnou stanici cukrovarnickou a Cukrovarské
muzeum.

Mezitim ale doslo r. 1876 k jiz zminénému zalozeni Listii
chemickych, které ve své nynéjsi presmycce na Chemické listy
existuji dodnes a jejichz vydavani bylo za celou dobu preruse-
no jen kraticce (1944-5), takze patii k nejstarsim, prakticky
nepretrzité vydavanym chemickym casopisim viibec.

Roku 1869 byla prazska technika rozdélena na ceskou
a némeckou cdst, a pravé v pedagogické cinnosti na Ceské
Fadu chemikii, vydal fadu ucebnic. ProSel vSemi stupni, kte-
rych miize pedagog dosdahnout: byl nejprve asistentem (u prof-
V. Safarika), pak docentem, mimoradnym a fadnym profeso-
rem, dekanem i rektorem. Dosahl i statnich ocenéni: byl dvor-
nim radou a obdrzel Rad Zelezné koruny. Roku 1893 byl zvo-
len Fadnym clenem Kralovskeé ceské spolecnosti nauk.

Zavérem bych chtél vyslovit prani, aby dilo prof. Preise
zustalo v pameéti i budoucich generaci, a aby se v nasi zemi
urodil dostatek osobnosti jeho kalibru.

Jiri Podesva
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. Uvod

Vzajemna pfeména primarnich a sekundarni alkoholl
s normalnim nebo vétvenym alifatickym fetézcem, cyklic-
kych sekundarnich alkohold, hemiacetalll a aromatickych
alkohold na odpovidajici aldehydy a ketony je jednou ze
zakladnich reakci v prokaryotnich a eukaryotnich organis-
mech. Oxidoreduktasy katalyzujici tyto reakce mohou byt
z hlediska pozadavku na kofaktor rozdéleny do tii katego-
rii. Nejlépe charakterizovana je prvni kategorie, nikotin-
amiddinukleotid (NAD")- nebo nikotinamiddinukleotid
fosfit  (NADP")-dependentni  alkoholdehydrogenasy
(ADH). ADH Zzivocisného, rostlinného a mikrobialniho
puvodu z této kategorie byly dale rozd€leny na zakladé
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strukturnich a funkénich charakteristik do tfi skupin': sku-
pina I zahrnuje Zn*"-dependentni ADH s polypeptidovym
fetézcem dlouhym pfiblizn€ 350 aminokyselinovych zbyt-
kd. Analyza dostupnych genomovych sekvenci poukazala
na jejich obecnou pfitomnost v mikroorganismech z nej-
riizn&jsich taxonomickych skupin®?. Skupinu II tvoti ADH
s polypeptidovym fetézcem dlouhym pfiblizné 250 amino-
kyselinovych zbytkt®™. Typickym zastupcem jsou ADH
z Drosophila spp. (cit.®). Tyto ADH jsou obecné povazo-
vany za nezavislé na pfitomnosti iontu kovu, avSak Nie-
find a spol.” ukézali, ¢ ADH z Lactobacillus brevis
(LbRAdh ) je aktivni pouze v pfipadé€, ze obsahuje struk-
turni ion Mg®* nebo Mn**. Skupina III zahrnuje ADH akti-
vované bivalentnimi kationty kovl s polypeptidovym fe-
tézcem dlouhym asi 385 aminokyselinovych zbytk, nebo
900 u multifunkénich enzyma™®. Typickym zastupcem je
ADH koédovana genem adhB ze Zymomonas mobilis’.
ADH ftazené do druhé kategorie vyuzivaji jako kofaktory
pyrrolochinolin chinon (PQQ), hem spolu s PQQ nebo
kofaktor Fay (cit.*™'%). Tteti kategorii jsou alkoholoxidasy,
které jsou schopny katalyzovat pouze nevratnou oxidaci
alkohold podle rovnice R-CH,OH + O, — RCHO + H,0,.
Tyto ADH vyuzivaji pfi katalyze flavinadenin-
dinukleotid®'"'"%.

Podle Thomsona a spol.”® byla v po&atku evoluce
alkoholdehydrogenas (ADH) na Zemi ovlivnéna dvéma
hlavnimi  faktory: i) (mikro)organismy schopnymi
v prostfedi bohatém na sacharidy produkovat a tolerovat
ethanol a vytvaret tak prostiedi toxické pro ostatni orga-
nismy, ii) schopnosti t€chto organismli vyuZzivat zdroj uhli-
ku a energie ulozeny ve formé ethanolu, coz jim
v konkurenénim prostfedi pifinaSelo dalsi fyziologickou
vyhodu. Tento evoluéni tlak pak zfejmé nutil i dalsi orga-
nismy vyvinout si vlastni ADH. Ucebnicovym piikladem
jsou octomilky Drosophila spp., které jsou jiz v larvalnim
stadiu schopny diky ADH tolerovat vysoké koncentrace
ethanolu v diet¢'® a dosp&lci jsou ethanol schopni
v piipadé nouze i vyuzivat jako zdroj uhliku a energie'”.

ADH jsou u fady mikroorganismi ¢asto esencialni
soucasti katabolismu. Reduktasova aktivita umoziuje
u anaerobnich bakterii ziskat oxidovany kofaktor pro dalsi
pokracovani oxidoredukénich pochodi v energetickém
metabolismu”'®'". Tento smér reakce je primyslové vy-
znamny nejen v potravinaistvi, ale i pro produkeci rozpous-
t&del'®, pro produkei primyslového ethanolu jako nahrady
fosilnich paliv'®* 2’ nebo jsou ADH vyuzivany pro stereo-
specifickou biosyntézu chiralnich alkoholi*' ™. Oxidace
alkohold na odpovidajici aldehydy a ketony a vznik redu-
kovaného kofaktoru mohou byt soucasti vstupu alkoholl
jako zdroje uhliku a energie do centralniho metabolismu.
Tato role ADH je u mikroorganismti bézna a vede napf.
k produkci kyseliny octové bakteriemi Acetobacter spp., je
zésadni pro rist methylotrofnich mikroorganisma*** nebo
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a xenobiotik bakteriemi
26-29

oxidaci pfirozenych sloucenin
rodt Pseudomonas, Acinetobacter nebo Rhodococcus

2. Struktura a katalyticky mechanismus
alkoholdehydrogenasy (ADH) z koiiskych
jater (HLADH) — model pro ADH skupiny I

Skupina NAD(P), Zn-dependentnich ADH zahrnuje
enzymy vyskytujici se ve form& homodimert (pfedev§im
rostlinné a zivoc¢isné ADH) a homotetramerd (vétSina mik-
robialnich ADH). Typickymi zastupci jsou homodimerni
ADH z koiiskych jater (HLADH) a homotetramer ScCADHI
ze Saccharomyces cerevisiae®. A&koliv pro ScCADHI a jeji
mutantni formy existuje velké mnozstvi biochemickych
dat, terciarni a kvarterni struktura tohoto enzymu doposud
nebyla krystalograficky uspokojivé vyiesena'’. Oproti
tomu pro HLADH jsou dostupné nejen enzymologické
studie, ale velmi dobfe experimentaln¢ charakterizovéna je
terciarni a kvarterni struktura apoenzymu, holoenzymu
ajejich riznych mutantnich forem. HLADH je tak
v soucasnosti pouzivana jako vzor pro ostatni ADH této
skupiny. Proto je vhodné nejprve uvést zasadni poznatky
ziskané pro tento enzym, které maji obecny vyznam pro
pochopeni pribé¢hu vzniku komplexu enzym-kofaktor-
substrat a mechanismu enzymové reakce.

2.1. Bin4arni komplex ADH z konskych
jater (HLADH) s NAD(H)

HLADH je homodimer slozeny v nativni formé
z podjednotek o 374 aminokyselinovych zbytcich a mole-
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kulové hmotnosti 40 kDa. Na obr. 1 je zndzornéna amino-
kyselinova sekvence a sekundarni struktury isoenzymu E,
ktery byl pouzivan v nativni nebo mutované from¢ ve vét-
Sin€ biochemickych a krystalografickych studii. Kazda
podjednotka HLADH se sestava z katalytické a NAD'-
vazebné domény, které¢ jsou od sebe oddéleny dlouhou
Stérbinou. Ukazuje se, Ze tato konformace je spolecna
vSem terciarnim strukturdm NAD(P), Zn-ADH bez ohledu
na kvarterni strukturu, tj. pocet podjednotek v nativnim
enzymu. Stejné tak vSechny NAD(P), Zn-ADH obsahuji
vkazdé podjednotce jeden katalyticky aktivni ion Zn*'.
Podjednotky vétsiny ADH skupiny I véetné HLADH obsa-
huji navic jeden Zn*" vazany v zinkovém prstu, ktery sta-
bilizuje strukturu enzymu.

Konformacni zmeny doprovazejici vznik bindrniho
komplexu

Pfi vzniku komplexu HLADH-NAD dochézi patrné
nejprve k vazbé adenosinové ¢asti kofaktoru, ktera je na-
sledovana navazanim jeho nikotinamidové &asti’®. NAD
(H) je poté lokalizovan podél §térbiny mezi obémi domé-
nami’'. Tato vazba indukuje konformaéni zménu zahrnuji-
ci pfibliZzeni obou domén a reorganizaci smycky mezi ami-
nokyselinovymi zbytky 293 az 298. To umozni piiblizeni
zbytkti 46 az 60 katalytické domény do aktivniho centra,
pticemz nékteré atomy se piitom posunou az o 9 A. Zaro-
veil dochazi k mirnému posunu NAD(H)-vazebné domény
(0o 1,5 A) tak, aby se optimalizovala poloha aminokyseli-
novych zbytkll interagujicich s koenzymem. Disledkem
téchto konformacnich zmén je zpevnéni vazebnych in-
terakci HLADH s koenzymem, zlZeni §té€rbiny mezi obé-
mi doménami a vytvofeni, pro katalyzu nezbytného, ne-
vodného prostfedi v aktivnim misté. Postranni fetézce

STAGKVIKCKAAVL WEEKKPF SIEEVEVAPP KAHEVRIKMVA TG ICRSDDHVV SGT LV TP
t*He 4 )
133 3 5
4 4
LPVIA GHEAAGIVESIGEGVTTVRPGDKVIPLF TPQCGKCRVCKHPEGNFCLKNDLSMPR
+ t t*+H

+ 1+ 2
1 5 2 2 2 2 55

GTMQDGTS RETCRGKPIHHFL GTST FSQYTVVDEISVAKIDAASPLEKVCLIGCGFSTGY
1t t*
5 1

GSAVKVAKVTQGSTC AVF GLGGXGLSVIM GCKAAGAARIIGVD INKDEFA KAKEVGATEC
1t
3 3 3

VNPQDYKKPIQEVLTEMSNGG VDF'S FEV%GRLDTMV TALSCCQ EAY GVSVIX GVPE DSON
3 3 5

+ 1
6 66 353

LSMNPMLLL SGRTWKG:.HGG FKSKDSVPKLVADFMAKKFALDPLI THVLPF EKINEGFD

LLRSGESIRTILTE 374 p-struktura (@ a-helix

3

60

120

180

240

300

360

Obr. 1. Aminokyselinova sekvence alkoholdehydrogenasy z koiiskych jater (HLADH); vyznaceny jsou sekundarni struktury a Sipka-
mi aminokyselinové zbytky ucastnici se vazby katalytického (1) a strukturniho Zn** (2), vazby kofaktoru (3) transportu H' (4) a vystavby
hydrofobniho valce aktivniho mista (5 zbytky z jedné a 6 zbytky z druhé podjednotky dimeru)
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téchto aminokyselin navic vytvaii jakysi hydrofobni valec,
do kterého je zasunut postranni fetézec substratu. Valec je
tvofen soustfedénim postrannich fetézct Leu-57, 116, 141,
Ser-48, 117, Phe-93, Pro-296 a Ile-318 jedné podjednotky
homodimeru a Met-306, Leu-309 a Ser-310 z druhé pod-
jednotky (obr. 1). Dal§imi reaktivnimi komponentami v asi
20 A hluboké §t&rbing aktivniho mista jsou vedle NAD(H)
a iontu Zn*" tetraedralng koordinovaného zbytky Cys-46,
His-67 a Cys-174 a molekulou vody také postranni fetézce
His-51 a Ser-48 ucastnici se prenosu protonu (kap. 2.2.).
HLADH je schopna oxidovat vedle ethanolu i vyssi, vétve-
né i aromatické alkoholy, coz je dano dostacujici velikosti
Stérbiny aktivniho mista. Neni vSak schopna na rozdil od
S isoenzymu vyuzivat jako substrati steroidy. Divodem
rozdilné substratové specifity jsou piedevsim mutace
v oblasti smycky mezi Phe-110 az Arg-120, jeZ je soucasti
hydrofobni §térbiny. Delece hydrofilni Asp-115 a substitu-
ce objemného postranniho fetézce Phe-110 za Leu
(Cislovani zbytku je pro isoformu E) vede kromé patrné
zmény v hydrofobicité aktivniho mista a sterickych narokt
aminokyselinovych zbytki (Phel10Leu) predevsim k lo-
kalni reorganizaci této smycky. Ta indukuje dal§i konfor-
macni zmény a zvétSeni objemu Stérbiny aktivniho mista
2250 A® pro isoenzym E na 500 A® u isoenzymu S (cit.*?).

Aminokyselinové zbytky vazici NAD(H)

Jak je zndzornéno na obr. 2, je vazba koenzymu zpro-
sttedkovana vodikovymi mistky a iontovymi interakcemi
s O a N atomy postrannich fetézcti aminokyselin nebo
peptidovych vazeb Arg-47, Ser-48, His-51, Val-203, Asp-
223, Lys-228, Val-292, Tle-269, Ala-317 a Phe-319 (cit.”").
Pro efektivni pfenos hydridového ekvivalentu mezi alko-

NAD(H)

Asp-223

Arg-47

Val-203

.
o

Val-292
O.
Arg-369 .
Phe-319
Ala-317

Obr. 2. Vazba kofaktoru v alkoholdehydrogenase z koriskych
jater (HLADH); interakce aminokyselinovych zbytki s NAD(H)
je znazornéna prerusovanou carou. Atomy O jsou vyznaceny
bilymi, N Sedymi a P bilo¢ernymi krouzky. A: adenin, N: nikoti-
namid, r: ribosa
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holem a kofaktorem je vyznamna van der Waalsovska
interakce Val-203 a nikotinamidu. Krystalografické stu-
die*® ukazaly, 7e zaména Val203 za mensi Ala ma za na-
sledek dalsi zGzeni Stérbiny, avSak soucasné prodlouzeni
vzdalenosti mezi reagujicimi atomy C1 substratu a C4
nikotinamidu kofaktoru o 0,8 A. To vede ke zvySeni akti-
vaéni energie pro pienos vodikového ekvivalentu® a tim k
50nasobnému snizeni katalytické ucinnosti mutovaného
enzymu Val203Ala oproti nemutovanému. Dalsi zasah
v okoli vazebného mista NAD(H), zdména Phe93Trp, sice
vedl k priblizeni reagujicich atomti o 0,4 A, aviak interak-
ce Trp s karboxyamidovou skupinou nikotinamidu naopak
nedovolovala plné uzavieni Stérbiny aktivniho mista
a dvojndsobny mutant Val203Ala/Phe93Trp vykazoval
v porovnani s nemutovanym enzymem 75nasobné snizeni
katalytické uginnosti®’.

Zavislost  tvorby  komplexu =~ HLADH-NAD'
a HLADH-NADH na hodnot¢ pH byla popséna jiz
v prvotnich studiich tohoto enzymu®®. V obou ptipadech
klesa rychlostni konstanta asociace enzymu s kofaktorem
pfi pH > 9. Z pohledu rovnovaznych disociacnich konstant
komplexu se ,,afinita“ NAD" k apoenzymu zvysuje o vice
nez jeden fad ristem pH v rozmezi hodnot 6 az 10: Rovno-
vazna disociacni konstanta Kgnap je pfi pH 7 rovna 0,15
mM a pfi pH 9 pak Kgnap klesa na hodnotu 4 pM (cit. 37).
Oproti tomu afinita NADH na pH nezavisi (Kgnapn =
0,3 uM) v rozmezi hodnot 6 az 8, avSak klesa o jeden fad
pti zvySeni pH na 10 (Kgnapn =4 uM). Bylo ucinéno
nékolik pokust rozlisit, zda za zavislost vazby obou forem
kofaktor na pH a uvazovanou kritickou roli ionizovatelné
skupiny o pK, 9,2 (cit.”®) je zodpovédna (de)protonace
zbytktl His-51 nebo Lys-228 ¢i disociace molekuly vody
vazané v aktivnim centru na Zn®" (pfehled uva-
di Pettersson®), aviak pro zadny z nich nebylo dosaZeno
plné shody s experimentdlnimi daty a situace je patrné

LeBrun a Plapp* ukézali, e Lys-228 je ionizovatel-
nou skupinou kontrolujici pK,9,2 a predpokladaji, ze in-
terakce jeho &-NH;" s pyrofosfitem NAD(H) mi-
ze usnadiovat vznik binarniho komplexu, ve kterém je
vSak nakonec Lys-228 propojen vodikovym mistkem
s hydroxylem ribosy adenosinu (obr. 2). Pfi predstavé
mnohondsobnych kolizi apoenzymu a kofaktoru danych
Brownovym pohybem (difuzni model) Adolph a spol.*
pfedpokladaji, Ze pro prvotni vazbu adenosinové Casti
spolecné obéma kofaktorim, ktera je zavisla na pH, je
dilezity celkovy naboj enzymu a poté obzvlasté aktualni
naboj aminokyselinovych zbytkd (patrné vcetné Lys-223)
vazicich pyrofosfatovou ¢ast molekuly kofaktoru (obr. 2).
V souladu s touto predstavou je i skutecnost, ze rychlostni
konstanta pro vazbu oxidované i redukované formy kofak-
toru je vySSi pro isoenzym S, coz je patrné dano nahradou
Glu-366 z isoenzymu E za Lys, jehoZz zbytek je pak orien-
tovan smérem k pyrofosfatu kofaktoru®.

Rychlost vazby redukovaného nikotinamidu NADH
je jiz na pH nezavisla. Oproti tomu vazba kladné nabité
nikotinamidové &asti NAD" je diky elektrostatické repulzi
pomald pfi nizSich hodnotiach pH a rychlejsi pfi vySSim
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pH, coz je vysvétlovano jeji interakci s hydroxylem vody dochézi k disociaci protonu, ktery vSak nemutze byt vzhle-
vazanym na Zn>" (kap. 2.2), ktery timto neutralizuje klad- dem k hydrofobnimu prostedi uvolnén ptimo do Sté€rbiny
ny naboj nikotinamidu a tak pfi pH 10 sniZzuje Kgnap na aktivniho mista a je prostfednictvim systému vodikovych
hodnotu shodnou s Kg napu- vazeb mezi H,O, hydroxylem zbytku Ser-48,
2’ hydroxylem ribosy NAD" a imidazolem His-51 odve-
2.2. Katalyticky mechanismus den na povrch enzymu (tzv. protonové Stafeta; obr. 3a).
Nasledng dochazi k vazb& alkoholu na Zn**, ktery zajisti
Prvnim krokem pii oxidaci alkoholu je vazba NAD" jeho stabilizaci, orientaci pro oxidacni reakci a elektrofilni
a nasledujici konformaéni zména enzymu vede k posunu povaha iontu kovu usnadni pfenos hydridového ekvivalen-
pK, molekuly vody vazané na Zn** z hodnoty 9,6 na hod- tu (obr. 3b). Alkohol je vazan ve formé¢ alkoholatu, uvol-
notu 7,6 (pfi sou¢asném navazani alkoholu klesa pK, vody nény proton pfijima hydroxylova skupina a vznika penta-
az na hodnotu 4,5). Disledkem sniZzeni hodnoty pK, vody koordinovany komplex Zn**. Po pienosu hydridového
a
Cys-46 His-67 Cys-46 His-67
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N 2
O\ | . \/ o, I + 2 ’
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Obr. 3. Schematické znazornéni ¢asti katalytického mechanismu alkoholdehydrogenasy z koniskych jater (HLADH); a) Protonova
§tafeta. b) Reakéni mechanismus pienosu vodikového ekvivalentu (podle cit.*?)
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ekvivalentu na C4 nikotinamidové ¢asti kofaktoru dochazi
k oddisociovani vzniklého aldehydu nebo ketonu a poté k
uvolnéni NADH (cit.*”). Vzhledem k tomu, Ze volna akti-
vaéni energie pro uvolnéni NADH (17 kcal mol™) je
0 5 kcal mol™" vy3§i neZ pro vznik komplexu HLADH-
NAD" (cit.*"), je tento posledni krok povazovan za fidici
de¢j reakce. V opacném sméru reakce patrné nezalezi na
pofadi vazby NADH a aldehydu (ketonu) v aktivnim mis-
t&, ale pfi uvoliiovani produktii je disociace NAD™ posled-
nim krokem. ADH vykazuji pfi pfenosu hydridového ekvi-
valentu na NAD" stereospecifitu a lze je tak rozdélit do
dvou ttid: ADH tfidy A pfenaSejici hydridovy ekvivalent
do pro-R polohy nikotinamidové casi kofaktoru a ADH
tfidy B ptenasejici hydridovy ekvivalent do pro-S polohy.
Rozdil je dan opacnou konformaci nikotinamidu vazaného
na apoenzym, ktera je zpsobena jeho 180 ° rotaci okolo
glykosidové vazby s ribosou. HLADH patii do tfidy A.

Krystalograficka studie komplexu HLADH-NADH
s rozliSenim na atomarni urovni (1 A) potvrdila platnost
tohoto modelu a poskytla vyznamnou informaci o roli
molekuly vody v aktivnim centru pii aktivaci redukované-
ho nikotinamidu pro pienos hydridového ekvivalentu®’.
Ukazuje se, Zze hydroxylovy anion je prostfednictvim zbyt-
ku Ser-48 presunut smérem k C6 nikotinamidu a vznik
NADH-OH™ aduktu vede k distorzi heterocyklu a redistri-
buci elektrického naboje na nikotinamidu nebo jeho redu-
kované formég. Timto zpisobem muize byt usnadnén pienos
hydridového ekvivalentu. Navic je pravdépodobné, Zze
tento adukt vznikd jiz v bindrnim komplexu HLADH-
NAD(H) a k disociaci molekuly vody patn€ neni treba
snizeni pK, na 4,5 uvadéné jako disledek vazby alkoholu
v aktivnim centru.

3. Mikrobialni ADH skupiny I

3.1. Vzdjemnd identita aminokyselino-
vych sekvenci a konzervované
aminokyselinové zbytky

V soucasné dobé je dostupnd celd fada primarnich
struktur mikrobialnich NAD(P), Zn-ADH a pro nékteré
byla vyfeSena i krystalova struktura. To umoziuje porov-
nani jednotlivych ADH s ohledem na ptedpokladany re-
akéni mechanismus, pozadavek na kofaktor a ptipadné
1 substratovou specifitu a kvarterni strukturu. S rostoucim
mnozstvim sekvenacnich projektd lze navic predpovedét
aminokyselinovou sekvenci dalSich potencidlnich ADH
této skupiny®’. V nasledujicim textu viak budou diskuto-
véany pouze vybrané mikrobidlni ADH, které byly charak-
terizovany i biochemicky. V tabulce I jsou uvedena ozna-
¢eni pouZivand pro jednotlivé ADH, jejich poZadavek na
kofaktor a identifikatory (pfistupova Ccisla) v databazi
Swiss-Prot, kde lze nalézt kompletni primarni strukturu
a dalsi odkazy na zdroje informaci o charakteristickych
vlastnostech dané¢ ADH.

Rozsah identity aminokyselinovych sekvenci mikro-
bidlnich ADH (tabulka II) je obecn¢ vyS§si nez pii srovnani
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s HLADH, ktera dosahuje nejvyssi identity s EcAdhC
(45%) a GsAdhT (30 %). Svyjimkou EnADHII,
ScADHVI a ScADHVII lze vysokou identitu prevysujici
50 % pozorovat mezi ADH kvasinek a plisni a zejména
pak mezi isoenzymy. Mezi bakterialnimi ADH je identita
menSi a vysoky stupen vzdjemné identity vykazuji
ZmAdhA a EcAdhP (79% identita), PaAdhA a SmAdhA
(66% identita) a CbAdh a TbAdh (75% identita). Posledné
jmenované vsak, podobné jako ReAdh, RerAdh, EcAdhC,
PpCamD a PpXylB vykazuji pomémné nizkou identitu
s ostantnimi mikrobialnimi ADH. Aminokyselinové sek-
vence archaebakteridlnich ApAdh a SsAdh jsou identické
z 39 % a vykazuji pomérné vyraznou identitu pohybujici
se mezi 25 az 35 % i sfadou ostatnich mikrobidlnich
ADH.

Sun a Plapp®” pfi porovnani sekvenci Zivo&iinych
ADH skupiny I nalezli pouze 9 konzervovanych aminoky-
selinovych zbytkd, pfi¢emz Zadny z nich se neucastni kata-
lyzy, ale vSechny hraji strukturni roli a jsou vysoce kon-
zervovany i v mikrobialnich ADH. Jedna se o Gly-66, 71,
77,192, 201, 204, 236, 320 a Val-81 v sekvenci HLADH
(pokud nebude uvedeno jinak, odpovida v dalSim textu
¢islovani pozic aminokyselinovych zbytkd vSech ADH
zbytkim HLADH, jak je uvedeno v porovnani primarnich
struktur na obr. 4).

V mikrobidlnich ADH lze navic identifikovat dalsi
4 prisn¢ konzervované zbytky odpovidajicich Cys-46,
Asp-49, His-67 a Glu-68 (obr. 4). Tyto zbytky plni jak
katalytickou, tak strukturni tlohu a jejich konzervovanost
ukazuje na vétsi evolucni ptibuznost mezi mikrobialnimi
ADH. Pravdépodobné nejkonzervovanéj§im sekvenc¢nim
motivem je sekvence Gly-His-Glu-X,-Gly-X;s-Gly-X,-Val
mezi pozicemi 66 az 80, kterd obsahuje jeden z ligandl
katalytického Zn>* odpovidajici His-67 HLADH (X znagi
jakoukoliv aminokyselinu). Vyjimku tvoti ApAdh se sub-
stituci Gly77Ala a EnADHII, ScCADHVI a VII se substitu-
cemi Val80Ala, Val80Ser a Val80Cys v uvedeném potadi.
Ve vétsiné porovnanych mikrobialnich ADH je vysoce kon-
zervovana i sekvence Cys-His-(Thr nebo Ser)-Asp-X-His
zbytkd 46 az 51. Tuto konsezni sekvenci v8ak diky zaméné
v pozici 47 neobsahuji CbAdh a TbAdh s Thr-47 a ReAdh,
PpCamD, ScADHVI, ScCADHVII a EcTHD s Gly-47. Ka-
talyticky vyznamny His-51 je nahrazen Phe u EcAdhC,
RerAdh, Gly u EnAdhlI a Val u PpXyIB.

Kromé aminokyselinovych zbytkt diskutovanych
v nasledujicich kapitolach jsou v porovnavanych mikrobi-
alnich ADH vysoce konzervovany také Asp-87, Gly-199
a Ala-211.

3.2. Konzervované aminokyselinové
zbytky a ndbojova (protonova)
Stafeta

Zameéna Ser-48 za Thr-48 nepfedstavuje z hlediska
funkce protonové Stafety vyznamny zasah do vyse popsa-
ného mechanismu katalyzy. Rozdilna velikost obou zbytki
vSak mlze mit pfi dané velikosti Stérbiny aktivniho mista
vyznam s ohledem na substratovou specifitu enzymu. Cre-



Chem. Listy 101, 372-383 (2007)

Tabulka I
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Vybrané mikrobidlni NAD(P), Zn-dependentni alkoholdehydrogenasy

Oznaceni Organismus Kofaktor Swiss-Prot *
AfADHI Aspergillus flavus NAD(H) P47147
ApAdh Aeropyrum pernix NAD(H) Q9Y9P9
CaADHI Candida albicans NAD(H) P43067
CbAdh Clostridium beijerinckii NADP(H) P25984
EcAdhC Escherichia coli NAD(H) P25437
EcAdhP E. coli NAD(H) P39451
EcTHD E. coli NAD(H) P07913
EnADHI Emericela nidulans NAD(H) P08843
EnADHII E. nidulans NAD(H) P54202
EnADHIII E. nidulans NAD(H) P07754
GsAdhHT Geobacillus stearothermiphilus NADH P42328
KIADHI Kluyveromyces lactis NAD(H) P20369
KIADHII K. lactis NAD(H) P49383
KIADHIII K. lactis NAD(H), NADP(H) P49384
KIADHIV K. lactis NAD(H), NADP(H) P49385
KmADHI Kluyveromyces marxianus NAD(H) Q07288
KmADHII K. marxianus NAD(H) QIP4C2
PaAdhA Pseudomonas aeuginosa NAD(H) QI9HTDY
PpCamD Pseudomonas putida NAD(H) P09347
PpXylB P. putida NAD(H) P39849
PsADHI Pichia striptidis NAD(H) 000097
PsADHII P. striptidis NAD(H) 013309
ReAdh Ralstonia eutropha NAD(H) P14940
RerAdh Rhodococcus erythropolis NAD(H) Q6YBW1
ScADHI Saccharomyces cerevisiae NAD(H) P00330
ScADHII S. cerevisiae NAD(H) P00331
ScADHII S. cerevisiae NAD(H) P07246
ScADHVI S. cerevisiae NADP(H) Q04894
ScADHVII S. cerevisiae NADP(H) P25377
SmAdhA Shinorhizobium melioti NAD(H) 031186
SpADHI Schizosaccharomyces pombe NAD(H) P00332
SsADH Sulfobolus solfataricus NAD(H) P39462
TbAdh Thermoanaerobium brockii NADP(H) P14941
ZmAdhA Zymomonas mobilis NAD(H) P20368

# Pristupové ¢islo v databazi Swiss-Prot (www.expasy.ch/sprot/)

aser a spol.* pFipravili mutantni SCADHI, v niz zaména

Thr-48 za Ser-48 umoznila enzymu oxidovat i objemn¢;jsi
alkoholy. Ackoliv byly vyfeseny krystalové struktury dvou
enzymil s Thr-48, GsAdhHT (cit.*) a PaAdhA (cit.*®),
autori se analyze aspektu substratové specifity nevénovali.
Nicméné tyto studie potvrdily, Ze poloha postranniho fe-
tézce Thr odpovida jeho tcasti na pfenosu protonu.
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Z hlediska vazby kofaktoru (obr. 2) a pfedevsim me-
chanismu funkce protonové Stafety (obr. 3a) jsou zasadnéj-
§i zamény v pozici His-51 za Phe v EcAdhC, RerAdh, Gly
v EnADHII a EcTHD a za Val v PpXylB. Zdménu His-51
za Val, Ser, Tyr a Lys Ize nalézt i u nékterych homolo-
gnich Zivogisnych a rostlinngch ADH (cit.*"), pfi-
¢emz katalyticka Gi¢innost pro oxidaci ethanolu je u variant
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Tabulka II
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Vzéjemna identita (v %) mezi primarnimi strukturami mikrobialnich NAD(P), Zn-dependentnich alkoholdehydrogenas *

H 3] H H H H 5 H O H H H H

- %E%%m“gEEEEEEEEEEEE3;“2%5%” A

838198979290 93°0208000 00 000t

Eadfed 58888888 d88 0888 EEE3888888
HLADH * 451926211912 2422 30232419232021232221232425232222172022151621 31202426
EcAdhC * 20 23 24 2017 29 25 28 25 25 23 26 25 26 25 25 23 25 24 24 2524 22 26 24 24 11 13 24 30 19 25 26
CbAdh * 753515111618 17 1616 1414151514 131312141314141716151611161417 201819
TbAdh * 35161119182020161716161416121411151115131414131517151917191819
ReAdh * 2117 2424192022171916171619131513141617 141617 1817 16 2518 22 2024
RerAdh * 25 30 31 2928 27 24 24 27 24 23 25 23 24 2526 23 2222 242223181621 18 332123
EnADHIT * 34 40 38 33 33 43 41 41 42 40 40 42 41 40 3941 40 40 383938262516 16 252624
PaAdhA * 66 61 43 42 44 42 43 43 42 43 42 42 42 43 42 40 41 42 45 44 26 28 25 30 35 30 29
SmAdhA * 56 42 40 43 42 41 42 39 40 41 41 40 393939404243 452627 1925333325
GsAdhHT * 52 53 44 42 41 44 41 42 40 41 41 42 41 41 41 40 43 42 32 29 23 28 36 33 27
EcAdhP * 79 36 34 34 36 35 37 34 35 35 35 34 34 35 35 36 33 25 25 22 23 27 31 24
ZmAdhA * 35 36 37 36 35 36 35 35 35 36 36 35 35 33 35 31 24 25 23 21 27 3221
SpADHI * 51 52 52 52 52 51 49 49 50 48 48 49 53 54 49 23 24 16 20 27 2619
PsADHI * 80 78 71 71 74 727271 7272 75 62 58 59 24 22 22 20 25 31 18
PsADHIT * 7674 7576 74 76 74 76 74 77 61 59 58 21 21 18 19 29 3017
CaADHI * 73 7375747170 74 74 74 60 59 58 23 23 20 20 25 2918
ScADHI * 9385858179 79 79 80565554232117 19272919
ScADHII * 84 83807978 7880575655242017 19262918
KmADHII * 86 8381 79788057 5656222217 1824 3017
K1ADHI * 89 85 78 81 83 57 56 56 22 22 17 18 28 30 17
K1ADHITI * 86 77 78 82 55 55 54 22 21 16 18 29 2916
KmADHI * 77 77 79 57 56 56 23 2217 20 28 2917
K1ADHIV * 82 82 57 5957 2321152028 3017
ScADHIII * 82 56 56 54 23 20 16 20 24 2918
K1ADHIII * 59 56 5522 20 17 20 30 2917
AfADHI * 8381232317 19262921
EnADHIII * 78 25231817 23 2621
EnADHI * 26 2418 21 26 29 20
ScADHVI * 6315 15 21 20 20
ScADHVII * 1914 231922
PpCamD * 2317 23 22
PpXylB * 262224
ApAdh * 3919
SsADH * 20
EcTHD *

# Porovnani bylo provedeno s pouzitim programu Clustal W v. 1.83 (matrice blosum 30; Gap open penalty = 5;

Gap extension penalty = 0,2) na serveru ebi.ac.uk

polymorfni lidské nn ADH obsahujici His-51, Ser-51
anebo Tyr-51 takika shodna®. Je zajimavé, 7e v zadné
z porovnavanych ADH neni His-51 zaménén za Gln. Cile-
na mutageneze tohoto zbytku za isostericky Gln totiz na-
znacila, Ze 1 kdyz doSlo k 11n4dsobnému sniZeni katalytické
ucinnosti mutanta His51GlIn, karboxyamidova skupina
miize v protonové Stafeté imidazolium nahradit*’. Oproti
tomu Ser-51 stejné jako Lys-51 jsou teoreticky schopny
nepfimé vazby s ribosou kofaktoru prostfednictvim mole-
kuly vody, avsak v nevodném prostiedi aktivniho mista je
tento zpusob vazby nepravdépodobny, stejné jako partici-
pace obou zbytkd na pienosu protonu’. Tyr-51 je, podob-
n¢ jako His-51, potencidln€ schopen pfimo tvofit vodikové
vazby s 2’ kyslikem ribosy, ale Davis a spol.*® ukézali, ze
jeho postranni fetézec se neti€astni na prenosu vodikového
iontu. Je ziejmé, ze Val, Phe a Gly nejsou schopny
s ohledem na nepolarni nebo chybé&jici postranni fetézec
bezprostiedné interagovat s pyrofosfatem NAD(P)H ani
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vytvéfet vodikové vazby pro pfenos protonu z molekuly
vody. Inoue a spol.*” ukazali, Ze pienosu vodikového iontu
u PpXyIB s Val-51 se s nejvétsi pravdépodobnosti tcastni
imidazolova skupina His-47. Zaména His-47 za isostericky
Gln totiz vedla k 125ndsobnému sniZeni katalytické ucin-
nosti pii oxidaci benzaldehydu a 400nasobnému sniZeni
ucinnosti v opacném sméru reakce. Dalsi zaména, Val51His,
vedouci k dvojnasobnému mutantu His47GIn/Val51His,
méla v porovnani s His47GIn mutantem za nasledek 12na-
sobné zvySeni katalytické ucinnosti pfi oxidaci a 26nasob-
né zvySeni pii redukci substrat, coz ukazalo na pouze
Castecné obnoveni funkce protonové Stafety. V navrzeném
reakénim mechanismu vychézejicim z experimentalnich
dat a pocitacového modelu PpXylB, His-47 neinteraguje
s pyrofosfatem kofaktoru, jak by odpovidalo analogickému
Arg-47 u HLADH (obr. 2), ale je propojen vodikovym
mustkem s kyslikem 2’ hydroxylu ribosy (podobné jako
His-51 u HLADH a nahrazuje jej i v tomto ohledu). Lze
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spekulovat o tom, ze obdobny mechanismus by mohl byt
feSenim i pro protonovou Stafetu EnADHIII, EcAdhC
a RerAdh a pro odpovidajici rostlinné a zivocisné ADH.

3.3. Vazba katalytického Zn?"

Dva z ligandi katalytického iontu Zn**, Cys-46
a His-67, jsou konzervovany ve vSech porovnavanych
mikrobialnich ADH (obr. 4). V pozici tfetiho ligandu,
Cys-174, je Asp u CbAdh, TbAdh, ReAdh, Pro u ApAdh,
ScADHVI, ScCADHVII, Ala u PpCamD a Asn u EcTHD.
Krystalové struktury urcené pro CbAdh, TbAdh a ApAdh
umoznily identifikovat jako tfeti ligand Zn** v CbAdh
a TbAdh kyslikovy atom karboxylu Asp-174 (cit.’")
a v ApADH Asp-177 (cit.>?).

Vysoce konzervovany Glu-68 byl v ptipadé¢ EcAdhP,
SsAdh, CbAdh a TbAdh identifikovan jako mozny Ctvrty
ligand Zn®", ktery tak vytdsiuje z vazby molekulu vody
(cit.”**%). Pro vétsinu NAD(P), Zn-dependentnich ADH,
jejichz struktury byly vyfeseny, nejsou vysoce konzervo-
vané zbytky Glu-68 a Asp-49 povazovany za piimé ligan-
dy Zn®>', ale za soucast jeho druhé koordinaéni sféry.
V ptipadé¢ HLADH vytvaii Asp-49 vodikovy mustek
s imidazolem His-67 (obr. 3a), jeden kyslik karboxylu
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Glu-68 interaguje s guanidiniem Arg-369 (obr. 2) a druhy
je pak lokalizovan v blizkosti iontu Zn*". Postranni fetézce
Asp-49 a Glu-68 ziejmé stabilizuji kov v aktivnim misté
a prostfednictvim polariza¢niho efektu zvysuji elekrofilitu
Zn*", &imz usnadiiuji prenos vodikového ekvivalentu. Vy-
soce konzervovana Glu-68 je nezbytnd napf. pro katalyzu
u ScADHI a jeji zaména za Gln vedla ke ztraté aktivity
enzymu®. Ackoli pocitatova simulace naznaéila, ze Glu-
68 muze dodasné Zn>* koordinovat a usnadiiovat tak vy-
ménu substratil a vody v pribéhu katalyzy®, vyse zminéna
krystalograficka studie HLADH s rozliSenim na atomarni
trovni*? se tomuto aspektu nevénovala a z prezentované
struktury nelze Glu-68 takovou roli pfipsat.

Moznost participace Glu-68 na p¥imé koordinaci Zn**
v CbAdh a TbAdh zdavoiovali Korkhin a spol.’' skuteé-
nosti, ze na rozdil od silné interakce Glu-68 s Arg-369,
ktera mize byt potencialné ekvivalentni dvéma vodiko-
vym mustkim, je Arg-369 v CbAdh a TbAdh nahrazen
Lys. S jeho &-NH, skupinou vytvaii vodikovy mistek pou-
ze jeden z kysliki karboxylu Glu-68 a druhy pak koordi-
nuje Zn?*. Nicménd stejna tetraedralni koordinace byla
identifikovéana 1 v pfipad¢ apoforem SsAdh a EcAdhP
s Arg-369 (cit.”**7). Po vazbé kofaktoru viak v binarnich
komplexech doslo jak u SsAdh, tak TbAdh vlivem konfor-

* Kk *
., HLADH 42 ATGIERSIED@VVSG ————————— TLVTPLPVIA| V- -TVREGDKV- 89
cast 1. EcAdhC 36 HTGVICHTDAFTLSGDD----—=-- PEGVFPVVL T--SVKBGDHVI 85
CbAdh 33 AVSPCTSDIHTV-------- FEGALGDRKNMIL --DFKPGDRVI 82
TbAdh 33 AVAPCTSDIHTV-------- FEGAIGERHNMIL{ VK--DFKPGDRVV 82
ReAdh 33 TTTICGT ~[-=—————- LKGEYPVAKGLTV] T--GYREGQRVI 81
RerADH 34 AAGVCHSEDFIMS ——————— LPEQYTYGLPLTIY VEGLDIGTNVVVY 86
EnADHII 44 HSGV[CHSDFGIMTNTW----KILPFPTQPGQVG AEASGLKIGDRVG 99
PaAdhaA 40 ASGVCHTDI[HAAEGDW--———-- PVKPPLPFT KT - -RVKEGDRVG 90
SmAdhA 36 ATGVICHT AKGDW---—---— PVRPNPPFID V|T--RLKEGDRVG 86
GsAdhHT 34 ACGV[CHTDLHAAHGDW------- PVKPKLPLIF] --HLKV|GDRVG 84
EcAdhP 33 CCGV[CHT] GDF-———====— GDKTGVIILY VIT--SLKPGDRAS 81
ZmAdhA 33 YCGV[CHT q;%xGDF ————————— GDETGRITY T--SLKV[GDRAS 81
SpADHI 42 YTGVICHTDLHALQGDW-—-————~ PLPAKMPLICG KV|GAGV[TR--LKIGDRVG 92
PsSADHI 40 YSGV[CHT] WKGDW—-~-~—--~ PLDTKLPLVGGHEIG.A GIGSNVIT--GWELGDYAG 90
PsSADHII 40 YSGVICHT WKGDW—-——~~~~ PLDTKLPLVGGHE IVVALGENV|T--GWEIGDYAG 90
CaADHI 42 YSGVICHT] GDW-—-----— PLATKLPLVGGHEGA GMGENVK--GWKIGDFAG 92
ScADHI 40 YSGVICHT] WHGDW-—-—---— PLPVKLPLVGGHE GMGENVK--GWKIGDYAG 90
ScADHII 40 YSGVICHTDLHAWHGDW----—-~ PLPTKLPLVGGHEGA (:M%N K--GWKIGDYAG 90
K1ADHI 42 YSGV[CHT] WKGDW-—-—-———~— PLPTKLPLVGGHE IVVA NVIK--GWKIGDFAG 92
K1ADHII 40 YSGVICHT WKGDW-————-— PLPTKLPLVGGHE "’VmiNVK——bWNL FAG 90
K1ADHIV 43 YSGV|CHTDLHAWKGDW-—-~———~ PLPVKLPLVGGHEGAGIVVAKGENVK--NFEIGDYAG 93
KmADHI 40 YSGV[CHT] WQGDW-—-—-———~— PLDTKLPLVGGHE IVVAMGENVT--GWEIGDYAG 90
KmADHIT 39 YSGVCHTDLHAWKGDW-—-—---~- PLDTKLPLVGGHEGAGVIVVAMGDNVK--GWKIGDLAG 89
ScADHIII 43 YSGVCHTDLHAWHGDW------- PLPVKLPLVGGHE( KL NVIK - -GWK' DLAG 93
K1ADHIII 42 YSGV[CHT WKGDW—-—~~--~ PLPTKLPLVGGHEIGAGVVVAM NVK--GWNIGDFAG 92
EnADHI 40 YSGV[CHT] GHW------- PIPVKMPLVGGHE TVVAKgELV——HEFEIGDQAG 90
EnADHIITI 40 YSGVCHTDLHAMKGDW------- PLPSKMPLIGGHEGAGVVVAKGE {VKDEDFKIGDRAG 92
AfADHT 40 YSGV[CHT] KGDW------- PLPVKMPLVGGHE /NVARGDLVIT--EFEIGDHAG 90
PpCamD 36 LGGVCGSDVHIVSGE-—-=--=--~-~ AGAMPFPIILGHEGIGRIEKLGTGVTTDYAGVPVKQG 87
ApAdh 50 GAGVICHTDLHLVQGMW-——--- HELLQPKLPYTLGHEE IEEVAEGVE--GLEKGDPVI 10!
SsAdh 36 ——GVCHSk)vaaRQGRFGNLRIVEDLGVKLPVTT HE[T IEE ch EVV--GYSKGDLVA 91
SCADHVI 42 ACGV[CGSDIIHCAAGHW-—-—-———— GNMKMPL HE|T KLGPKSN-SGLKVGRRVG 92
ScADHVII 42 ACGICGﬂ?FJHIAVGNW ———————— GPVPENQILGHET KV|GSKCH-TGVKIGDRVG 92
EcTHD 34 KTATI ﬂl:)E/El!NwUL ————— WSQKTIPVPMVVIGHE[Y |VVGI EVK--GFKIGDRVS 86
PpXylB 36 ATGLCHTPLVCRD--~——=-=-~ QHYPVPLPMVEGHEGAGVVERV| —--KVQPGDHV- 83

Obr 4. Porovnani vybranych usekii aminokyselinovych sekvenci mikrobialnich NAD(P), Zn-dependentnich alkoholdehydroge-
nas; diskutované aminokyselinové zbytky jsou oznaceny hvézdickou. Oznaceni jednotlivych ADH je stejné jako v tabulce I a ¢isla indi-
kuji pozici prvniho nebo posledniho zbytku v uvadéné ¢asti jejich sekvenci. Aminokyselinové zbytky konzervované alespon ve 30 ADH

jsou v rameccich. Poml¢ky upravuji polohy homolognich usekd, ¢ast 1.
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vz *x Kk * * *
Cast 2. HLADH 91 PLFTPQLCE HPEGNFICJLKND 170 CLIGCGFSTGYG  HLADH
EcAdhC 86 PLYTAECGE] SGKTNLCVAVR 165 CLLGCGVTTGIG EcAdhC
CbAdh 84 ----- TTPDWRSLEVQAGFQQHS 146 VMITDMMTSGFH CbAdh
TbAdh 84 ----- PAITPDWRTSEVQRGYHQHS 146 VMIPD! FH TbAdh
ReAdh 83 -=--- GAICPNFNSYAAQDGVASQD 159 LMCPDIMSTGFK ReAdh
RerADH 88 PWGCGNCWHC|SQGLENYCSRAQELG i =====—=-m- ----  RerADH
EnADHII 101 KWISS, pe(clopcapcLCFNOK 159 APLLCAGV[IVYA EnADHII
PaAdhA 92 PWLYTACGCCE:MF'LTGW'ETL SQQ 150 APILCAGV[IVYK PaAdhA
SmAdhA 88 PWLHT. CICIT TGWETLCGSQQ 146 APVLCAGV[IVYK SmAdhA
GsAdhHT 86 PWLYSAl DY(CLSGQETLCEHQK 144 APIFCAGV[T[TYK GsAdhHT
EcAdhP 83 AWFYE :E YCNSGNETLCRSVK 141 SSITCAGV[I[TYK EcAdhP
ZmAdhA 83 AWFFKGC Y|CVSGNETLCRNVE 141 SSITCAGV[T[TYK ZmAdhA
SpADHI 94 KWMNSS) Y ETICPHIQ 152 APIMCAGI[TCYR SpADHI
PsSADHI 92 KWLNGS[CIL HSDEPNCAKAD 150 APILCAGI[TVYK PsADHI
PsADHII 92 KWINGSCLQCEY] TAHESNCPPDAD 150 APILCAGI[TVYK PsADHII
CaADHI 94 KWLNGSICMS[CEFICQRQGAEP] EAD 152 APILCAGV[TVYK CaADHI
ScADHI 92 KWLNGS YCELGNE PHAD 150 APILCAGI[IVYK ScADHI
SCADHII 92 KWLNGS)| YCELGNESNCPHAD 150 APILCAGI[TVYK SCADHII
K1ADHI 94 KWLNGSICMS EYEELSNEngPEAD 152 APVLCAGV[IVYK K1ADHI
K1ADHII 92 KWLNGSCMSCEYCELSNE PDAD 150 APILCAGVTVYK K1ADHII
K1ADHIV 95 KWLNGSCMSCELCEQGYESNCLQAD 153 APILCAGV[IVYK K1ADHIV
KmADHI 92 KWLNGS(CMSCEECELSNEPNC[PKAD 150 APILCAGV[IVYK KmADHI
KmADHIT 91 KWLNGS| EECELSNE PDAD 149 APILCAGV[TVYK KmADHTT
SCADHIII 95 KWLNGS| SGHESNCPPDAD 153 APILCAGV[IVYK SCADHIII
K1ADHIII 94 KWLNGSCMSCEYCELSNESNCPDAD 152 APILCAGV[IVYK K1ADHIII
EnADHI 92 KWLNGS| GEEEFCRQSDDPT RAQ 150 APVLCAGITVYK EnADHI
EnADHIII 94 KWLNGSCLSCE! QADEPLC[PHAS 152 APILCAGITVYK EnADHIII
AfADHI 92 KWLNGSCLACEFCKQADEPLC[PNAS 150 APVLCAGI[IVYK AfADHI
PpCamD 92 WAPIALC HSETVLDETPWDNST 144 LPDHAQPEALAA PpCamD
ApAdh 104 -HPAVTDGTCLACRAGED] NLE 161 VEMAPLADAGIT ApAdh
SsAdh 93 -NPWQGEG! ICYYCRIGEEH. SPR 150 APLTCSGIEI‘YR SsAdh
ScADHVI 96 QVFSCLECDRCKNDNEPY[CTKEFV-— 156 HLAAPLLCGGLT ScADHVI
SCADHVII 96 QALACF RCKSDNEQY(CITNDH-— 157 PLAAPLLCGGIT SCADHVII
EcTHD 89 GHITCGEIJRN RGGRTHLCRNTIGV 148 DPFGNAV! S EcTHD
PpXylB 86 TFYTCGSCDPACLSGDPTSCANSFGP 165 GPLGCGI AG PpXylB
* * * *
* *
o, HLADH sTCAVHGL-GeVIGLSVIMGCKAAGAARI IGVDIINKDKFA 230 NEGFDLL-RSGE-SIRTILTF 374
¢ast 3. EcAdhC SVAV! -GAIGLAVVQGARQAKAGRIIAIDTNPKKFD 225 NDAFDLM--HEGKSIRTVIRY 369
CbAdh ISSVVVIGI-GAV|GLMGIAGAKLRGAGRIIGVGSRPICVE 205 EEALLLMKDKPKDLIKAVVIL 351
TbAdh TVAVLGI | VAGAKLRGAGRIIAVGSRPVCVD 205 EKAFMLMKDKPKDLIKPVVIL 351
ReAdh IGHTVAVFAQ-GPIGLCATAGARLCGATTIIAIDGNDHRLE 218 VAAYDLFANQRDGVLKIAIKP 361
RerADH —GGSYAVVIGTGGL AIQLLRHLSAATVIALDVSADKLE 209 AEAYRRLAA-GTLSGRAVIVVP 345
EnADHII LGHLAVQIPAKGMGLRVIGVDHGSKEEL 219 TEIFKEM-EEGKLQGRVVILDL 366
PaAdhA LGHVAVQYRRAM-GLHVAAIDIDDAKLE 208 NQILDQM-RAGQIEGRIVILEM 342
SmAdhA VQYRKAM-GMHVAA. FPDKLA 204 NAIFERM-EEGKIDGRIVLDL 338
GsAdhHT HVAVQYRAKAM-GLNVVAVDIGDEKLE 202 NEVFDRM-LKGQINGRVVLTL 336
EcAdhP LALQYAKNVFNAKVIAIDVNDEQLK 200 NTIFTEM-EEGKIRGRMVIIDF 334
ZmAdhA LALQYAKNVFNAKVIAIDVNDEQLA 200 NQIFDEM-EHGKFTGRMVVDF 334
SpADHI LAVQYAKAM-AMRVVAIDTGDDKAE 211 PDVYRLM-HENKIAGRIVILDL 348
PsADHI ISLAIQYRAKAM-GFRVIAIDGGEEKGE 209 PKVYELM-EAGKVIGRYVVDT 346
PsADHII SLATQYAKAM-GYRVVGIDGGADKGE 209 ASVYELM-EQGKILGRYVVDT 346
CaADHI A SLAVQYARAM-GLRVVAIDGGDEKGE 211 PEVFKLM-EEGKILGRY[VLDT 348
SCADHI A SLAVQYRAKAM-GYRVLGI EE 209 PEIYEKM-EKGQIVGRYVVDT 346
ScADHII AGHWAAISGAAGGLGSLAVQYAKAM-GYRVLGI KEE 209 PEIYEKM-EKGQIAGRYVVDT 346
K1ADHI AGDWVAISGAAGGLGSLAVQYAKAM-GYRVLGIDAGEEKAK 211 PSIYEKM-EKGAIVGRYVVDT 348
K1ADHII AGDWVAI CGGLGSLAIQYAKAM-GYRVLGIDTGAEKAK 209 ADVYDKM-VKGEIVGRYVVDT 346
K1ADHIV PGQWVAI LGSLAVQYAKAM-GLRVLGIDGGDGKEE 212 PEAYELM-EQGKILGRFVVDT 349
KmADHI AGDWVAISGACGGLGSLAIQYAKAM-GYRVLGIDAGDEKAK 209 ASVYDKM-VKGQIVGRIVIVDT 346
KmADHII AGDWVAISGAAGGLGSLAVQYAKAM-GFRVLGIDGGEGKEE 208 PEIYEKM-EQGKVLGRYVVDT 345
SCADHIII WVAI ISLAVQY GYRVLGIDAGEEKEK 212 PKVYDLM-EKGKILGRYVVDT 349
K1ADHIII EWVAIS LGSLAVQYRAKAM-GYRVVGIDGGEEKGK 211 PKVYELM-EQGKILGRYV|VDT 348
EnADHI TVAIVGAGGGLGSLAQQYRAKAM-GIRVVAVDGGDEKRA 209 PKIYELM-EQGRIAGRYVILEM 347
EnADHITI TVAIVIGAGGCLGISLAQQYRAKAM-GLRTIATIDSGDEKKA 211 PQIFELM-GQGKIAGRYVLEI 350

AfADHI PGRTVAIVGAGGGLGSLALOYAKAM-GIRVVAIDGGEEKQA 209 PKIFELM-EQGKIAGRYVLEI 347
PpCamD RCGPVGLDDTVVVQGAGPVGLAAVLVAAASG: IIAIDHS 209 EASKALELVKAGALIKPV[IDS 359

ApAdh YVAIVEZ—EGL IAVQLEKVMTPATVI VKEEKLK 225 NDVLERL-EKGEVLGRAVLIP 359
SsAdh TLLVVGAGGGL MAVQI@(AVSGATIIG VREEAVE 211 ANEAIDNLENFKAIGRQVILIP 348
ScADHVI KVGI L—GGIdSMGTLISKAM—GAETYVISRSSRKRE 217 VHEAFERMEKGDVRYRFTLVG 353
ScCADHVII KRVGIVIGI —| IGHMGILLAKAM-GAEVYAFSRGHSKRE 218 VSHAFTRMESGDVKYRFTLVD 354
EcTHD EDVLVSGA-GPIGIMAAAVAKHVGARNVVIT] EYRLE 202 QKGFDAM-RSGQ-SGKVILSW 340
PpXylB AGSATIATIFGA-GAVGLSA VVAGCTTIIA' NRLE 225 NRAAEDS—EKGV—TLKP@LRI 365

Obr 4. Porovnani vybranych usekii aminokyselinovych sekvenci mikrobialnich NAD(P), Zn-dependentnich alkoholdehydroge-
nas; diskutované aminokyselinové zbytky jsou oznaceny hvézdickou. Oznaceni jednotlivych ADH je stejné jako v tabulce I a ¢isla indi-
kuji pozici prvniho nebo posledniho zbytku v uvadéné ¢asti jejich sekvenci. Aminokyselinové zbytky konzervované alespon ve 30 ADH
jsou v rameccich. Poml¢ky upravuji polohy homolognich usekd, ¢ast 2. a 3.
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macni zmény k aplnému zruseni bezprostiedni koordinace
Zn*" zbytkem Glu-68. V piipadé CbAdh a EcAdhP byl
Zn*" koordinovan Glu-68 pouze u jedné podjednotky tetra-
mert holoenzymu. Role tohoto aminokyselinového zbytku
pri katalyze tak zlstava nevyjasnéna a vzhledem k tomu,
ze zaména Glu-68 za Ala v TbAdh neméla na katalytickou
G&innost enzymu vyrazny vliv®®, tento zbytek nemusi byt
nutné esencidlnim prvkem katalytického mechanismu.

3.4. Vazba strukturniho Zn?2"

Dal§im vyznamnym sekven¢nim motivem ADH je
Cys-X,-Cys-X,-Cys-X7-Cys, ktery odpovida vazebnému
motivu zinkového prstu, kde sulthydrylové skupiny Cys
vytvareji tetraedralni koordina¢ni sféru strukturniho iontu
Zn**. Zinkovy prst je vyznamny pro stabilitu fady ADH
(cit. ™). Tento motiv je u v&tsiny porovnavanych ADH
lokalizovan mezi zbytky odpovidajicimi pozici 97 az 111
nebo 95 az 109 (obr. 4). Pro fadu dalSich ADH je vazba
strukturniho Zn®" piedpovidana na zékladé pritomnosti
nebo absence motivu zinkového prstu (chybi u RerAdh,
CbAdh, TbAdh). Krystalografické studie CbADH
a TbAdh, které vykazuji celkovou konformaci obdobnou
ostatnim homolognim ADH, ukazaly, ze tyto dva enzymy
skute¢né neobsahuji strukturni ion Zn** a odpovidajici
smycka je u CbAdh stabilizovana prostfednictvim ionto-
vych vazeb mezi Asp-89 a Lys-111 (Cislovani odpovida
CbAS?h) a vodikovym mustkem mezi Glu-94 a Asn-104
(cit.>").

V motivu zinkového prstu je v sekvenci ApAdh na-
hrazen prvni Cys-97 zbytkem Asp a v sekvenci SsAdh
zbytkem Glu. Krystalograficka studie téchto dvou enzymi
z termofilnich bakterii prokazaly pritomnost strukturniho
Zn*" a u&ast kysliku karboxylu Asp-97 a Glu-97 na jeho
koordinaci’>*. S ohledem na termostabilitu ApAdh
a SsAdh byly navrZzeny dvé hypotézy vysvétlujici opod-
statnénost karboxylu v koordinacni sféfe strukturniho
Zn*". Jednou z moznosti navrzenou pro ApAdh je, Ze slab-
§i vazba mezi kyslikem a Zn>" mize vést ke zruseni koor-
dina¢ni vazby, ¢imz dojde k posunu ¢tvrtého Cys zinkové-
ho prstu smérem k tfetimu a vzniku disulfidové vazby,
ktera mize prispivat k fixaci struktury enzymu pii vysSich
teplotach™. Podrobnéji byl studovén tento aspekt v pripadé
SsAdh a bylo prokazano, Ze ptitomnost strukturniho Zn**
je u tohoto enzymu nezbytna pro termostabilitu a odolnost
vi& denaturaénim &inidlim®. Zaména Glu-97 za Cys
a vytvoreni ,,idealniho“ zinkového prstu sice neméla vliv
na aktivitu enzymu pii nizkych teplotach, ale negativné
ovlivnila jeho termostabilitu®®. Z krystalové struktury to-
hoto enzymu pak vyplyva, ze jeden z kysliki karboxylu
Glu-97 koordinuje Zn*" a druhy je prostiednictvim vodiko-
vych mistkd vazan k dusikovym atomim peptidové vazby
mezi zbytky Gly-99 a Asn-101 a prostfednictvim molekuly
vody k pfiléhajici podjednotce, coz patrné spolecné prispi-
va k fixaci struktury, kterou by zbytek Cys v této poloze
nemohl zajistit™.
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3.5. Konzervované aminokyselinové
zbytky a specificka vazba
kofaktoru

Asp-223 je konzervovana ve vSech mikrobialnich
NAD(H)-dependentnich ADH skupiny I (obr. 4). Dostup-
né krystalové struktury odpovidajicich bakterialnich ADH
povrzuji, ze, podobn¢ jako v pfipadé HLADH (obr. 2),
vytvareji kyslikové atomy karboxylu Asp-223 vodikové
mistky s 2° a 3’ hydroxyly ribosy adenosinové ¢asti NAD
(H). Stejné vodikové mustky byly identifikovany
ivpocitatovém modelu ScADHI, II a III (cit.'"
a s ohledem na vysoky stupen identity (tabulka IT) a homo-
logie (obr. 4) lIze jejich tvorbu pfedpokladat i u jinych
ADH kvasinek a plisni. Fosforylace 2’ hydroxylu ribosy
v NADP(H) brani z diivodu elektrostatické repulze karbo-
xylu Asp-223 a 2’ fosfatu vazbé tohoto kofaktoru. Mikro-
bidlni NADP(H)-dependentni ADH proto Asp-223 postra-
daji a navic v blizkosti pozice 223 obsahuji zbytek bazic-
kého Arg. V souladu s vySe uvedenou roli Asp-223, jeji
zaména za Gly umoznila tvorbu komplexu NADP(H)
s SCADHI (cit.”’). Naopak zaména Gly v poloze 223 za
Asp umoznila vazbu NAD(H) v TbAdh (cit.>h. Tyto za-
meény vsak vedly ke snizeni katalytické uCinnosti binarnich
komplextit SCADHI-NADP(H) a TbAdh-NAD(H) na 1 %
puvodni aktivity nemutovanych forem s pfirozenym ko-
faktorem.

Zavér, ze aminokyselinovy zbytek 223 determinuje
specifitu dané ADH viic¢i kofaktoru kontraindikuje skutec-
nost, ze KIADHII a IV obsahujici Asp-223 jsou schopny
vyuzivat i NADP(H) jako kofaktor (tabulka I). S ohledem
na Sirokou substratovou specifitu téchto ADH Bozzi
a spol.** predpokladaji, ze schopnost vyuzivat NADP(H) je
dana vysokou flexibilitou aminokyselinovych zbytkd
v okoli Stérbiny aktivniho mista, kterd umozni deponovat
zbytek Asp-223 mimo vazebné misto kofaktoru.

Vazby NAD(H) se v HLADH ucastni Arg-47 a 369
(obr. 2), pfiCemz bazicka aminokyselina Arg nebo Lys
jsou v pozici 369 striktné konzervovany ve vSech porov-
navanych sekvencich (obr.4). V¢EtSina mikrobialnich
ADH také konzervuje v pozici 47 bazicky His, pro ktery
byla podle ogekavani u ApAdh (cit.’?), PaAdhA(cit.*®),
BsAdhHT (cit.**), EcAdhP (cit.>*) a SsAdh (cit.”’) experi-
mentalné prokazana role analogicka Arg-47. Oproti tomu
ScADHVI a VII, ReAdh a PpCamD maji v této pozici Gly
a CbAdh a TbAdh obsahuji Thr-47. Jak je patrné z tabulky
I, zdmény nesouvisi se specifitou ke kofaktoru. Z téchto
ADH byly vyfeSeny pouze struktury CbAdh a TbAdh
a Korkhin a spol. 3! roli Thr-47 pti vazbé NADP(H) nepfi-
pisuji.

Lys-228, jemuZ je na obr. 2 pfisuzovana tvorba vodi-
kového mistku s hydroxylem ribosy, je v mikrobialnich
ADH pomérné¢ konzervovan a chybi pouze v sekvenci
ZmAdhA, TbAdh, CbAdh, EnADHII, EcAdhP a SsAdh
a v ReAdh a EcTHD je v této pozici Arg. Krystalograficka
studie’” ukazala, ze funkci Lys-228 piebira u SsAdh blizky
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zbytek Arg (Arg-205 v sekvenci SsAdh). Z dalSich amino-
kyselin ucastnicich se pfimé interakce ADH s NAD(H)
byly jiz popsany His-51 a Ser-48 a ptipadna diskuse vy-
znamu dalSich aminokyselin v blizkém okoli presahuje
ramec tohoto piehledu.

3.6. Vztah struktury ADH
a substratové specifity

Obecné je prijimana teze, ze substratova specifita
enzymu je determinovana predevSim velikosti (objemem)
Stérbiny aktivniho mista a pfitomnosti nabitych nebo pola-
rizovatelnych  skupin. Jak bylo wuvedeno pro E
a S isoenzymy HLADH, velikost $térbiny aktivniho mista
je dana nejen délkou postrannich fetézcd hydrofobnich
aminokyselin, ale také indukovanymi zménami struktury
v souvislosti s aminokyselinovymi zamé&nami. Dilezité
jsou patrné objemy aminokyselinovych zbytkd bezpro-
stiedné uvniti aktivniho mista, zbytkd na sténach Stérbiny
aktivniho mista a zbytkt lokalizovanych pfi ,,vstupu® do
této &térbiny®. Piedpoklad, Ze dtovodem schopnosti
HLADH (isoenzym E) katalyzovat v porovnani s SCADHI
oxidaci objemn¢jSich alkoholti vzhledem k menSim po-
stranni fetézclim na sténach §térbiny experimentalné potvr-
dili Creaser a sp01.44. Mutant ScCADHI, v némz byl Trp-93
substituovan za mensi a hydrofobné&jsi Phe a Thr-48 za
mensi Ser, vykazoval vyS$si katalytickou aktivitu s 3 az 8
uhlikatymi alifatickymi alkoholy neZ nemutovana forma
ScADHI.

4. Zavér

S rostoucim pocétem biochemickych a predevs§im
krystalografickych studii alkohol dehydrogenas ziskdvame
stale detailnéjsi nahled na vztah jejich struktury a funkce.
V této praci jsme se zaméfili na mikrobidlni NAD(P), Zn-
dependentni ADH a pokusili jsme se shrnout poznatky
o funkénim vyznamu konzervace specifickych aminokyse-
linovych zbytkd v jejich primarnich strukturach. Toto
srovnani také umoznuje do uréité miry predikovat reakéni
mechanismus, poZadavek na kofaktor a pfipadné i substra-
tovou specifitu homolognich ADH, pro néz jsou dostupné
pouze udaje o primdrni struktufe.

Tato préce vznikala za financni podpory MSMT CR
(granty ¢. IM6837805002 a MSM6046137305).
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Alcohol Dehydrogenases

Alcohol dehydrogenases (ADHs; EC 1.1.1.1),
asubset of oxidoreductases requiring NAD(P) as
a cofactor, are present virtually in all life forms. Among
them, Group I ADHs are Zn-dependent enzymes of ca. 350
amino acid residues. Owing to biochemical characteriza-
tion and crystallographic studies on Group I ADHs allow-
ing for information on structure-function relationship,
much knowledge is available on the role of specific amino
acid residues. Over the last decade a significant amount of
work has been done also on molecular characterization of
bacterial and yeast Group I ADHs, making it possible to
estimate, among others, structure-function relationships in
the ADHs for which only primary structure is available. In
this paper we review the role of conserved amino acid
residues of well characterized microbial NAD(P) and Zn-
dependent ADHs in catalysis, sequestration of catalytic
and structural zinc, cofactor binding and substrate speci-
ficity.
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1. Uvod

U rastlin je prakticky kazd4 somaticka bunka kompe-
tentna pre aktivaciu obrannej reakcie, ktorej podstatou je
aktivacia transkripcie Specifickych génov. Obranna reakcia
je Casovo a priestorovo koordinovany komplexny systém
signalov, veduci k expresii génov defenzivnej reakcie.
Povaha environmentalneho stresového faktora a vlastnosti
patogénom, resp. parazitom kodovanej molekuly — elicito-
ra — st dve premenné, ktoré modulujii expresiu obrannych
génov po kvalitativnej i kvantitativnej stranke.

Vyskum v oblasti signalizacie a metabolizmu rastlin
za posledné desatrocia priniesol detailnejSi pohlad na
regulacné procesy prebiehajice v rastline na urovni bunky.
Identifikécia ako aj biochemicka a molekularno-biologicka
charakterizacia enzymov posobiacich v jednotlivych stup-
foch biosyntézy signalnych molekul viedla k uceleniu
pohl'adu na tieto metabolické drahy. Vyskum v oblasti
signalizacie v procesoch defenzivnych reakcii rastliny
a procesov rastu a vyvinu je uz od zaciatku spojeny
s lipoxygenazami.
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2. VSeobecna charakteristika LOX

Lipoxygenazy (LOX; linoleat : oxygen oxidoredukta-
zy, EC 1.13.11.12) su rodinou dioxygenaz obsahujucich
nehémové, nesulfidové Zelezo. Tieto enzymy st rozsirené
v ri$i rastlin i zivo¢ichov. Katalyzuji polohovo- a stereo-
Specifickl inzerciu molekulového kyslika do molekuly
nenasytenej mastnej kyseliny za tvorby prislusnych hydro-
peroxidov. Lipoxygenazy maji vyznamné postavenie
v metabolizme polynenasytenych mastnych kyselin. St
zapojené nielen do ich katabolizmu, ale aj do signalizac-
nych procesov prostrednictvom Ucasti na tvorbe signal-
nych molekul (kyselina jasmonova a jej derivaty). Enzymy
nadvédzujuce na lipoxygendzu premienaji hydroperoxidy
mastnych kyselin na zluceniny s rozdielnou biologickou
aktivitou. V stvislosti s produkciou hydroperoxidov mast-
nych kyselin s naslednym poskodzovanim bunkovych
Struktir konciacim programovanou smrtou bunky maja
lipoxygenazy ulohu aj v oxidacnom strese.

Kvoli svojej pozicii na zaciatku komplexnej metabo-
lickej drahy, oznacovanej ako lipoxygenazova draha
(obr. 1), lipoxygenazy limituju dostupnost’ substratov pre
enzymy v nasledujucich vetvach. V tomto zmysle sa stava
zaujimavym objektom Stadia pre objasnenie procesov,
ktoré su zavislé od jej zapojenia do metabolizmu lipidov.
Hromadia sa ddkazy naznaCujlice existenciu prepojenia
medzi signalizaciou jasmonatmi a biosyntézou sekundar-
nych metabolitov, konkrétne alkaloidov'?. Utast’ lipoxy-
genaz v signalizaénych procesoch a ich funkcie
v stvislosti s oxida¢nym stresom a programovanou bunko-
vou smrt'ou posiiva vyznam poznatkov o tejto enzymove;j
rodine z teoretickej oblasti do roviny praktického vyuZitia
aplikacie poznatkov v medicine a farmacii.

3. Klasifikacia a nomenklatara
rastlinnych LOX

U rastlin boli identifikované 2 typy lipoxygenaz, liSia-
ce sa polohovou izomériou tvorenych produktov, ktoré su
oznacované ako 9-LOX a 13-LOX. Napriek tomu, Ze pro-
fil produktov reakcie vykazuje majoritné zastupenie kon-
krétneho polohového izoméru (= 95-98 %), polohova Spe-
cifita rastlinnych lipoxygendaz nie je absolatna
a v niektorych pripadoch je pomer oboch polohovych izo-
mérov takmer ekvimolarny. Klasifikacia na 9-LOX a 13-
LOX vychadza teda podobne ako u zivocisnych lipoxyge-
naz z polohovej Specifity hydroperoxidovych produktov.
Lipoxygenazy zivocichov st klasifikované s ohl'adom na
polohovtl S$pecifitu produktov dioxygenacie kyseliny
arachidonovej**. Ked'ze kyselina arachidonova nepredsta-
vuje dominantni zlozku rastlinnych lipidov, resp. nie je
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Obr. 1. Lipoxygenazova metabolicka cesta; LA — kyselina linolovd, LeA — kyselina linolénovd, HOD/HOT — kyselina hydroxy-
oktadekadiénova/hydroxyoktadekatriénova, KOD/KOT — kyselina ketooktadekadiénova/ ketooktadekatiénova, HPOD/HPOT — kyselina
hydroperoxyoktadekadiénova/ hydroperoxyoktadekatriénova, EAS — epoxyalkoholsyntdza, LOX - lipoxygenaza, AOS — allenoxid-
syntaza, 12-OPDA — kyselina 12-oxofytodiénova, JA — kyselina jasmonova

prirodzenym substratom rastlinnych lipoxygenaz, su rast-
linné LOX klasifikované na 9- a 13-LOX, s oh'adom na
polohovll izomériu produktov dioxygenacie kyseliny
linolovej’. Najnovsie a zaroveti komplexnejsie klasifikacie
lipoxygenaz vychadzaju z kompara¢nych analyz primarne;
struktary lipoxygenaz®. Rastlinné LOX mozno na ziklade
vSeobecnej sekvencnej podobnosti rozdelit do rodin,
v ramci ktorych existuji medzidruhové rozdiely, odrézaja-
ce evolucné vztahy tychto molekial. Molekulové rodiny
zahfiiaju okrem uvedenych rozdielov i rozdiely v subcelu-
larnej lokalizacii enzymov a polohovej Specifite produk-
tov, ktoré s odrazom ich Strukturdlnych vlastnosti.

Na zaklade sekvencénej homoldgie su v sucasnosti
rastlinné LOX zatriedované do dvoch typov — LOX-1
a LOX-2. Typ LOX-1 sa vyznacuje viac ako 75% sek-
ventnou podobnostou, pricom v ich Struktire absentuje
tzv. tranzitny peptid, ktory je charakteristicky pre typ
LOX-2. Tato sekvencia aminokyselin je zodpovedna za
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translokaciu LOX do plastidov. Typ LOX-2, ktory dispo-
nuje tranzitnym peptidom vo svojej Struktire, vykazuje
homoldgiu primérnej $truktary na arovni 35 % (cit.%).

4. Substratova Specifita rastlinnych LOX

Lipoxygenazy katalyzuju dioxygenaciu polynenasyte-
nych mastnych kyselin s (1Z, 4Z)-pentadiénovym zoskupe-
nim. Nizka rozpustnost’ kyseliny linolénovej vo vode ob-
medzuje jej vyuzitie ako substratu solubilnych
lipoxygenaz’. Je teda pravdepodobné, Ze inicialnym sub-
stratom v biosyntéze oktadekanoidov su bunkovych lipidy
membran, ktoré su atakované lipoxygendzami asociovany-
mi s biologickymi membranami®. Na druhej strane, zvyse-
na aktivita fosfolipdzy A, pozorovana pri elicitacii bunko-
vych kultur a poraneni intaktnych rastlin naznacuje analo-
giu so signalizatnymi kaskddami u zivocichov, kde sub-
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strat pre tvorbu prostaglandinov a leukotriénov uvolneny
z lipidov membran Specifickou fosfolipdzou vyuzivaju
cyklooxygenazy a lipoxygenazy. U dvoch 13-LOX izolo-
vanych zo soje (typ LOX-1) a jednej 13-LOX z korienkov
uhorky bola preukazana utilizacia mastnych kyselin viaza-
nych vo fosfolipidoch®'’, &im sa potvrdilo zapojenie LOX
do zvySovania permeability membran. Ddsledkom zmeny
fyzikalno-chemickych vlastnosti membran vyplyvajtcej zo
zmeny ich zloZenia je zvySenie toku asimilatov a iénov'!
cez membranové Struktiry. U 13-LOX z lipidovych telie-
sok uhorky, u 13-LOX z kli¢nych rastlin jaCmena a u ve-
getativneho zasobného proteinu LOX (VLXD) z listov
soje bola preukazana aktivita na retazcoch esterifikova-
nych mastnych kyselin'>'*. Na zaklade sti¢asnych poznat-
kov z experimentov in vitro a analyz lipidov zastipenych
v membranach nemoZno jednoznacne vyslovit' zaver, ¢i
lipoxygenazy preferuji volné alebo esterovo viazané
mastné kyseliny. D4 sa predpokladat’, ze preferovanie jed-
ného, alebo druhé¢ho typu substratu suvisi s biologickou
funkciou konkrétnej izoformy LOX.

5. Subcelularna lokalizacia LOX

Ukézalo sa, Ze vidcSina rastlinnych lipoxygendz patri
medzi solubilné proteiny®®'*. V rastlinnych bunkéach bol
popisany viacnasobny vyskyt lipoxygenaz vo viacerych
subcelularnych kompartmentoch stucasne. Popri cytosolo-
vych lipoxygenazach'® boli identifikované i LOX vo von-
kajsej vrstve lipidovych telieso , v chloroplastoch'®2°,
tiez v mitochondridch® a vo vakuolich®™*. V kli¢nych
listoch roéznych rastlin sa popri solubilnych LOX nasli
i membranovo viazané izoformy lokalizované v mikrozo-
moch?® a v plazmatickej membrane”. Presnejsia subcelu-
larna lokalizacia v mitochondriach nebola zatial’ popisana,
pretoze po destrukcii mitochondrii sonikaciou nebolo moz-
né urcit’, ¢i enzym pochddza z matrixu alebo z membrany.
Zatial' nebola popisana ani Struktira tohto enzymu, ktora
by odhalila pritomnost’ N-terminalnej aminokyselinovej
sekvencie charakteristickej pre membranovo asociované
lipoxygenazy.

Ddkazy rozdielnej subcelularnej lokalizécie lipoxyge-
naz nabadaju k uvaham o zapojeni jednotlivych izoenzy-
mov v konkrétnych oddieloch bunky do procesov tvorby
odli$nych oxylipinov. Paralelne s objavom enzymovych
izoforiem lipoxygenaz vznikla potreba klasifikacie a syste-
matizacie Clenov tejto vel'kej rodiny proteinov.

1617

6. Struktira lipoxygenaz

Aminokyselinova sekvencia polypeptidového retazca
LOX bola studovana vo viacerych biologickych zdrojoch.
Zatial' vSak boli zdokumentované krystalové Struktiry
proteinov len u dvoch lipoxygenaz — s6jovej v risi rastlin
a kralicej v risi zivoCichov. Tieto proteiny zdielaji vse-
obecny spOsob usporiadania sekundarnej  Struktary
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a obsahuju vel'mi podobné vizbové miesta s nehemovym
zelezom™ ™ (viz obr. 2).

Soéjova LOX-1 (m.h. 94,3 kDa) pozostava zo sekven-
cie 839 aminokyselin*’*’. Molekula ma tvar elipsoidu roz-
merov cca 900 x 650 x 600 nm (cit.”). Sekundérna Strukta-
ra sojovej lipoxygenazy pozostava hlavne z o-helikalne
usporiadanych Casti polypeptidového retazca.

Protein rastlinnych lipoxygendz je tvoreny jednodu-
chym polypeptidovym retazcom s relativnou molekulovou
hmotnostou v rozmedzi 94-104 kDa (cit.‘)). V struktare
rastlinnych lipoxygenaz mozno rozlisit' 2 domény: mensiu
N-terminalnu doménu (doména I) a vicSiu C-terminalnu
doménu (doména II) obsahujucu aktivne miesto®®. Vzhla-
dom na pritomnost’ bo¢nych retazcov aminokyselin zod-
povedajucich za katalytickl aktivitu v C-koncovej Casti
lipoxygendzy (doména II) je tato doména alternativne
oznacovana aj ako katalyticka.

Katalytickd doména pozostava z 18-22 a-helikalne
usporiadanych usekov polypeptidového retazca a jedného
(krali¢ia LOX) alebo dvoch (s6jova LOX) antiparalelnych
B-listov, ktoré formuju kavitu aktivneho miesta. Okolie
centralneho kovového atému bolo analyzované rontgeno-
vou $truktirnou analyzou’'. Aktivnym miestom séjovej
LOX prebichaji dva dlhé centralne helixy (helix 9 a helix
18), ktoré maju vnutorny n-helikalny usek®. Zriedkavo sa
vyskytujuce m-helikdlne usporiadanie polypeptidového
retazca vytvara v helixe natiahnutie, umoznujlice ucast
postrannych retazcov histidinu na tvorbe koordinacnej
vizby s Fe*'/Fe*" (cit.*®). Tri histidinové ligandy pre atom
7eleza vykazuju evoluéni konzervovanost®**’.
U rastlinnych lipoxygenaz je kation Zeleza (Fe*'/Fe’")
okrem imidazolovych kruhov histidinu koordinovany kar-
boxylovou skupinou C-terminéalneho izoleucinu, kyslikom
karbamidovej skupiny asparaginu a hydroxidovym anio-
nom, resp. molekulou vody. Rovnako ako imidazolové
ligandy v postrannych retazcoch histidinu, je pre zachova-
nie funkcie esencialny N-terminalny izoleucin®®’. Pozicia
hydroxidového aniéonu v smere do kavity poukazuje na
jeho funkciu pri odtrhnuti vodikového radikalu (H') zo
substratu. Karboxylova skupina C-terminalneho izoleucinu
a karbamidové skupina asparaginu st lokalizované v ne-
vizbovej vzdialenosti od kationu zeleza. Medziatdmova
vzdialenost’ vylucuje existenciu kovalentnej vézby medzi
Fe’"a asparaginom®. Asparagin, koordinaéne viazany ku
kationu Zeleza, je Strukturdlnym znakom rastlinnych lipo-
xygenaz. Zivoéisne lipoxygendzy maju na tejto koordi-
naénej pozicii imidazolovy ligand — histidin®*~*,

Prvé krystalografické analyzy lipoxygenazy ukazali
existenciu dlhej tenkej dutinky prechadzajicej molekulou
lipoxygenazy, ktora je vyplnena vodou. V sucasnosti su
identifikované a Ciasto¢ne charakterizované dve také for-
macie u s6jovej LOX-1 (sLO-1) a tri u s6jovej LOX-3
(sLO-3). Do C-terminélnej domény ustia dve kavity ozna-
¢ované ako I a II, zbiehajuce sa v oblasti aktivneho miesta.
Lievikovito formovana kavita I predstavuje pristupovua
cestu pre molekulu kyslika do reakéného centra
s katibnom zeleza. Dlha a tenka kavita II, umoznujica
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Obr. 2. Aktivne miesto rastlinnych lipoxygenaz (a) a Zivo¢iSnych lipoxygenaz (b)

vstup molekuly polynenasytenej mastnej kyseliny plni
funkciu vézbového miesta pre substrat. Zvlastnost'ou sojo-
vej LOX-3 (sLO-3) je pritomnost’ tretej kavity, prebiehaji-
cej od miesta viaZzuceho Zelezo k rozhraniu B-valca v N-
terminalnej] doméne a katalytickej domény. Kavita III,
vizbové miesto Zeleza a kavita II formujl stvisly kanélik
cez molekulu proteinu.

N-terminélna doména u lipoxygendz z oboch zdro-
jov (zivocisna i rastlinnd) je tvorena z 8 antiparalelnych
B-listov  formujtcich valec (tzv. [-barel), pricom
u rastlinného enzymu je tito doména signifikantne vicsia
(150 AK) v porovnani so zivo¢isSnym enzymom (110-115
AK). N-koncova doména predstavuje d’al$iu odlisnost’
medzi rastlinnymi a Zivo¢iSnymi lipoxygendzami. Hoci
funkcia B-valca nie je potvrdend, na zaklade podobnosti
s C2 doménou niektorych lipadz sa predpoklada jeho vyz-
nam pri asociacii enzymu s biologickymi membranami®.
Tato funkcia bola potvrdena u lipoxygendzy z lipidovych
teliesok uhoriek®. Toto usporiadanie zohrava podobnu
funkciu u ZivociSnej 5-LOX pri asocidcii s membranou
bunkového jadra®.

7. Polohova Specifita produktov v LOX reakcii

Pozicia dioxygenacie polynenasytenej mastnej kyseli-
ny veduca k hydroperoxidovému produktu vyplyva
z mechanizmu katalyzy reakcie sprostredkovanej lipoxy-
genazami. Polohové Specifita lipoxygenaz je vysledkom
dvoch procesov: i) polohovo- a stereo-Specifickej elimina-
cie atdomu vodika z retazca mastnej kyseliny obsahujuceho
viaceré alylmetylénové motivy (napr. kyselina linolénova,
arachidéonova alebo eikozapentaénova), ii) polohovo-
a stereospecifickej inzercie molekulového kyslika.

V prvom kroku dochddza k eliminécii vodikového
radikalu z atomu uhlika, ktory sa v dosledku orientacie
substratu v aktivnom mieste dostava do dosahu hydroxido-
vej skupiny na koordina¢nej sfére kationu zeleza, zodpo-
vedajlicej za tento krok. Tento proces je zavisly na ,,hibke*
vniknutia substraitu do vézbového miesta enzymu
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a optimalnej vzajomnej priestorovej orientacie dvojice
enzym-—substrat. Vzniknuty radikdl je stabilizovany rezo-
nanénym efektom, z ¢oho v zavislosti od polohy nasob-
nych vizieb v molekule substratu vyplyvaju 2 potencialne
polohy inzercie molekulového kyslika. Radikal méze teo-
reticky preSmykovat’ v smere [+2] alebo [-2] vzh'adom na
polohu eliminacie vodikového radikalu. Priestorové vlast-
nosti reakéného centra obmedzuji moZnosti naviazania O,
z dvoch pozicii len na jednu. Poloha eliminécie atomu
vodika, spdsob stabilizacie utvoreného radikalu a priestor
aktivneho centra tak tvoria kritéria determinujice poloho-
v izomériu hydroperoxidu mastnej kyseliny, ktory vznika
v dioxygenacnej reakcii katalyzovanej lipoxygenazou.

8. Kineticky model katalyzy

Lipoxygenazy katalyzuji polohovo- a stereo-
Specifickl dioxygendciu mastnych kyselin a lipidov na
chirdlne konjugované hydroperoxidy tychto substratov.
Kineticky model katalyzy dioxygenacie nenasytenych
mastnych kyselin bol navrhnuty na zéklade detailnejSicho
Stidia s¢jovej lipoxygenazy (sLO). Lipoxygendzy pracuju
usporiadanym bi-uni mechanizmom, v ktorom kyselina
linolénova resp. linolova inicidlne reaguje s katalytickym
centrom enzymu (Fe*'-OH) za vzniku radikélu mastnej
kyseliny*. Tento krok je nasledovany interakciou rezo-
nanc¢ne stabilizovaného radikalu s molekulou kyslika, pri-
stupujucou do aktivneho miesta enzymu inou dutinkou ako
polynenasytena mastna kyselina. Vznik radikalu mastnej
kyseliny (L) je krok, v ktorom hydroxidovy anién (Fe*'-
OH) na koordinacnej sfére Zeleza (obr. 3) odtrhne a prijme
z (1Z,4Z)-pentadiénového systému mastnej kyseliny vodi-
kovy radikal (H')*****, pricom dochadza k redukecii katio-
nu Zeleza (Fe’’-OH,)*. Kyslik (O,) sa rychlo zlucuje
s radikalovym intermedidtom za vzniku hydroperoxylové-
ho radikalu mastnej kyseliny, ktory zanika prebratim vodi-
kového radikalu z redukovanej formy Zeleza (Fe*'-OH,).
Mechanizmus dioxygenacie nenasytenych mastnych kyse-
lin je uvedeny na obr. 4. Hoci pritomnost Fe-centier
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13- LO/ \_ox

COOH
HOO

COOH
ooH 3

Obr. 3. Polohové izoméry hydroperoxidovych produktov reakcie katalyzovanej lipoxygenizou

u oxygendz je Casto nevyhnutna pre aktivaciu molekuly
kyslika, neexistuje relevantny dokaz o interakcii tohto
kofaktora s molekulou O, pocas ziadneho stupna katalytic-
kého cyklu*.

Za podmienok saturacie enzymu kyslikom (O,) je
tvorba radikalového intermediatu (L") krokom, ktory limi-
tuje rychlost dioxygenicie mastnych kyselin®’
V nepritomnosti O, dochddza k hromadeniu radikalov
polynenasytenych mastnych kyselin. Akumulacia radika-
lov je pozorovatelna spektroskopicky ako ubytok absor-
beie UV charakterizujiici mieru oxidacie Fe** (cit.*®), resp.
EPR signal zodpovedajuci radikalu mastnej kyseliny (L")

(cit.®).

Ireverzibilné odtrhnutie vodikového radikalu (H’)
z mastnej kyseliny kineticky rozdeluje celkovu katalyzu
na 2 Ciastkové reakcie — reduként a oxidaénu®. Vyssie
popisanda redukénd faza zahfa wudalosti od vstupu
a priestorovej orientacie substratu v aktivnom mieste az po
vytvorenie radikalu mastnej kyseliny (L"). Na rozdiel od
redukénej fazy je oxidacna faza zatial malo popisand. Ne-
objasnené zostavaju i d’alSie detaily enzymovej katalyzy,
vratane sposobu vnikania molekulového kyslika do reak¢-
ného centra a vstupu mastnej kyseliny do blizkosti oktaed-
ralneho komplexu Zeleza.

HOOCW:VZVZV

kyselina linolénova

Fe (Il - vznik radikalu
HOOC — — —
Fe (Il) - OH, rezonancéna stabilizacia
radikalu
RN N e L e

Fe (lll) - OH / inzercia O2 \

H, ,OOH
HOOC N — —
9(S)-HPOT

H ooH
HoOC — K=

13(S)-HPOT

Obr. 4. Mechanizmus dioxygenicie mastnych kyselin lipoxygenazami; (9S)-HPOT — kyselina (95)-hydroperoxyoktadekatriénova,

(13S)-HPOT - kyselina (13S)-hydroperoxyoktadekatriénova

388
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9. Zaver

Za poslednych 10 rokov postipilo poznanie lipoxyge-
naz, ich funkcii a lokalizacie v rastlinnych bunkéach znacne
dopredu, a to najmi vd’aka kombinovanému genetickému
a biochemickému pristupu k S§tadiu oktadekanovej
(lipoxygenazovej) drahy. Znalosti o Struktare lipoxygenaz
su viazané na uspesnost’ pokusov o ich izolaciu, purifika-
ciu a naslednt krystalizaciu proteinov. Doteraz bola tspes-
ne vyrieSena Struktara len u sdjovej a kralicej lipoxygena-
zy. Stucasné poznatky o Strukture rastlinnych LOX vycha-
dzaju teda zo Studia krystalovej Struktary sojovej lipoxyge-
nazy a identifikicie sekvencie aminokyselin lipoxygenaz
z inych rastlinnych a Zivoc¢isnych zdrojov. Rovnako aj
dneSné predstavy o mechanizme katalyzy dioxygenacie
mastnych kyselin st vysledkom kombinovania réznych
pristupov. Mechanizmus zabezpecenia polohovej Specifity
a steroSpecifity lipoxygenaz bol navrhnuty na zaklade
znalosti o priestorovom usporiadani aktivneho miesta en-
zymu a vplyvu zmien primarnej Struktiry v tejto casti mo-
lekuly enzymu. Poznatky o rastlinnych lipoxygendzach
mozno uspesne aplikovat’ aj na zivocisne lipoxygenazy na
zdklade pomerne vysokej homologie tychto enzymov.

Vo vicsine prac sa predpoklada, ze rastlinné lipoxy-
genazy posobia in vivo na vol'né nenasytené mastné kyseli-
ny rovnako ako pri experimentoch s izolovanymi LOX.
Najnovsie experimentdlne prace prinasaju  dokazy
0 posobeni lipoxygendz na esterovo viazané substraty.
Tento typ lipoxygendz bol identifikovany napr. v lipido-
vych telieskach a chloroplastoch. Pdsobenie chloroplasto-
vych LOX na esterifikované substraty je zaujimavé
z hladiska objasnenia postavenia lipoxygenaz
v transdukcii signdlov na environmentilne podnety. Na-
priek vyraznym pokrokom v §tadiu lipoxygenaz zostavaju
stale niektoré aspekty nad’alej neobjasnené a st predme-
tom d’alSieho tsilia v poznavani tychto enzymov.
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and L. Bezdkova (Department of Cell and Molecular
Biology of Drugs, Faculty of Pharmacy, Comenius Univer-
sity, Bratislava, Slovak Republic): Plant Lipoxygenases —
Structure and Mechanism of Biocatalysis

Lipoxygenases (LOX; EC 1.13.11.12) catalyse regio-
and stereospecific insertion of molecular oxygen into the
(Z,Z)-penta-1,4-diene system of polyunsaturated fatty
acids, producing fatty acid hydroperoxides. Plant lipoxy-
genases are involved in lipid degradation, regulation of
growth and development, senescence and also in defense
reactions of plants. Resolution of LOX crystal structure,
determination of amino acid sequence in LOX proteins
and steric properties of their active sites, spectrophotomet-
ric observation of cyclic changes in the iron oxidation
state, and the radical formation in the catalysis resulted in
the present knowledge of LOX catalytic mechanisms. The
presence of several enzyme isoforms in the same cell and
evidence of their different subcellular localization leads to
the speculation that diverse isoforms could be involved in
different branches of lipoxygenase metabolic pathways.
Today, LOXs are studied as enzymes that take part in sig-
nal transduction processes in plant cells.
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1. Uvod

Bezpecny provoz na letiStich v zimnim obdobi je
zavisly na dostatecném rozmrazovani pojezdovych ploch
aletadel pfed vlastnim vzletem. Namraza na kiidle
v podobé¢ stfedné¢ hrubého smirku podstatné snizuje aero-
dynamicky vztlak' a uvolnéni ledu z trupu mize poskodit
vzadu umisténé motory. Prostiedky pro rozmrazovani na
letiStich predstavuji smési chemickych latek, které ovliv-
fiuji materialy i zivotni prostiedi v okoli letist. Chemicky
vliv na materialy letadel, leti$tni techniku a vybaveni odle-
tovych a pristavacich drah se projevuje jako degradace
a koroze podvozki, pohyblivych regulacnich prvki, citli-
vych elektronickych systémi, pojezdovych a posttikovych
vozu ¢i osvétleni a signalizace pojezdovych ploch.

Pouzivané chemické prostfedky obsahuji slozky sni-
zujici teplotu tani ledu a aditiva. Bez aditiv, tvoricich asi 2
% obsahu, by zadny z prostiedkil neprosel naroénym certi-
fika¢nim fizenim. Negativni strankou aditivace je zvySeni
toxicity, prodlouzeni doby biologické rozlozitelnosti smési
a zvétSeni spektra latek, které se tak dostavaji do pidy

391

a odpadnich vod letist. Vysledkem jsou regulace na letis-
tich, které prosazuji stale vyssi restrikce na skladovani,
kvalitu a pouziti rozmrazovacich prostfedkt a dale mnoz-
stvi vypousténych vod s obsahem rozmrazovacich slozek.

2. Rozmrazovani a mrazuvzdornost

Mechanické odstrafiovani snéhu je mnohem efektiv-
néj§i ptfi soucasném pouziti chemickych ptipravki. Roz-
mrazovaci prostfedky maji za ukol poruseni adhezni vazby
mezi povrchem a ledem a déle plisobit preventivné proti
jeho dalsi kumulaci. Rozmrazovaci prostiedky se pouzivaji
na odstranéni jiZ existujici vrstvy sn¢hu a ledu. Vyhodné;jsi
zpusob, ktery Setfi davku, je zabranéni vzniku vazby naca-
sovanim aplikace prostfedku na Cisty povrch jesté pred
vznikem namrazy. Takové prostfedky se nazyvaji mra-
zuvzdorné a obsahuji dalsi aditiva jako naptiklad zahuSt'o-
vadla, kterda umoznuji delsi setrvani prostfedku na po-
vrchu.

V praxi se vsak Cisté mrazuvzdorné kapaliny pouziva-
ji pouze na letadla. Pouziti na drdhy je sporné. VyZaduje
monitoring pocasi a hodnoceni ¢asu odezvy na jeho zmé-
ny. I pfesto se muze stat, ze pii pfedpoveédi blizici se sné-
hové boutky a nasledné aplikaci mrazuvzdorného pro-
sttedku se bourka na posledni chvili oblasti vyhne nebo
nedojde ke kumulaci ocekavaného mnozstvi snéhu. Letisté
pak nemusi souhlasit s odménou za odvedenou praci. Che-
mické prosttedky na drahy se proto aplikuji soucasné
s mechanickym odstraiovanim sné¢hu az po prvnim spadu
sn¢hu a vyrobcei deklaruji, Ze jejich prostiedky maji inte-
grovanou funkei: rozmrazovaci i mrazuvzdornou. RozliSo-
vat prostfedky podle jejich funkce na rozmrazovaci a mra-
zuvzdorné tak ma smysl pouze u kapalin na letadla. Pro-
sttedky na plochy budeme dale oznacovat jako rozmrazo-
vaci s védomim jejich integrovaného charakteru.

3. Kapaliny pro oSetieni letadel

PfestoZze k rozmrazovéni letadel jsou navrhovany
i prostiedky na pftirodni bazi jako napt. koncentrat maceci
vody mokrého mleti kukufice’, Spole¢nosti automobilo-
vych inZzenyri SAE, Mezinarodni organizaci pro normy
ISO a Evropskou asociaci leteckych dopravcii AEA jsou
certifikované pouze ethylenglykol, diethylenglykol a pro-
pylenglykol’ . Diethylenglykol ma nejvyssi teplotu eu-
tektika, u ethylenglykolu byla zjisténa toxicita pfi poZiti,
a proto je propylenglykol nejvice prosazovanou alternati-
vou®. Piehled kapalin je uveden v tabulce L.

Ochranu proti dal$i akumulaci ndmrazy, sné¢hu nebo
ledu vyjadiuje u kazdé kapaliny doba zdrzeni HOT (hold-
over time), ktery zavisi na mnozstvi ucinné latky, teploté
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Tabulka I

Piehled kapalin na oSetfeni letadel

Norma a znaceni Utinek Koncentrace glykolu Koncentrace glykolu Doba zdrZeni Barva
puvodni [%] pri aplikaci [%] [min]

SAE AMS 1424, rozmrazovaci 90 20-65 3 oranzova

ISO 11075, typu I

SAE AMS 1428, mrazuvzdorny 65 65 20/80 zelena

ISO 11078, typu I/IV

vzduchu a intenzité srazek. Rozmrazovaci kapaliny s krat-
kou dobou zdrzeni oznaCované jako kapaliny typu I jsou
aplikované pod tlakem prednostné ve smési s horkou vo-
dou. Pfi velmi nepfiznivych povétrnostnich podminkach je
nekdy doba zdrzeni kratsi nez je ¢as potfebny pro premis-
téni letadla na odletovou drahu. V tomto pfipadé je nutnd
ochrana mrazuvzdornou kapalinou s prodlouzenou dobou
zdrzeni (az 80 minut v zavislosti na pocasi, typ II/IV).
Mrazuvzdorné kapaliny se téz vyuzivaji pfi oSetfeni letadel
odstavenych pfes noc za velmi nepfiznivych povétrnost-
nich podminek pfi mrznoucim desti. Rano se smyta kapali-
na kratce pfed startem obnovi, ¢imz se dosdhne podstatné-
ho snizeni davky.

Z chemického hlediska ptedstavuji kapaliny typu I
koncentrovany roztok glykolu (90 %), vody (8 %) a aditiv
(2 %). Pred aplikaci se fedi podle teploty okoli. Kapaliny
typu II/IV obsahuji az 65 % glykolu, komplex polymert
a kopolymert jako zahustovadla a pfed pouzitim se nefedi.

Pti odmrazovani venku za silnych vétrnych podminek
unikd velka ¢ést aplikované kapaliny typu I bud’ prestii-
kem, nebo odkapem na plochu. Pokud neni vyfesen systém
sbéru, kapaliny jsou smyty destém do odpadnich vod. Film
zbyvajici na povrchu letadla je strzen béhem rolovani
a odletu. Pseudoplasticita kapalin typu IV umoziuje nana-
Seni pod tlakem v kapalném stavu a pfilnuti k povrchu
letadla ve formé gelu. Ten vydrzi na povrchu az do doby,
nez letadlo doséhne urc€ité rychlosti (asi 120 km h’l), jeho
rozptyl podél odletové drahy je pak stejny jako u kapalin
typu L. Cést z tohoto materialu je smyta do odpadnich vod.

Ke snizeni zatizeni Zivotniho prostredi glykoly je
prosazovan program, ktery se sklada ze tfi ¢asti: redukce,
sbéru a recyklace. Cilem redukce je snizeni davky (napft.
predehievem) ¢i koncentrace glykolu v davee. Cim méné
vznikne odpadnich glykolovych vod, tim mensi je znecis-
téni prostfedi a mensi niroky na jejich vycisténi. Cilem
sbéru je zachyceni pokud mozno jest¢ koncentrovanych
odkapli pomoci centralizovaného stanovisté s jimkou ¢i
pojizdnych vakuovych odsavaci. Recyklace glykolu je

Tabulka II

podporovanou technologii vzhledem k jeho cené asi 30 K¢
za litr. Jeji vyhodnost se uvadi’ pfi koncentraci glykolu
v odpadni vod¢ vyssi nez pfiblizné 5 %.

Z novych technologii na oSetfeni letadel ma velkou
perspektivu oSetfeni infraCervenym zafenim schvalené
Americkym federalnim Gfadem letectvi FAA. Tato techno-
logie slibuje podstatnou redukci pouZivanych objemu ka-
palin s glykoly.

3.1. Aditiva kapalin

Aditiva mohou tvofit smacedla, pufry, barviva, inhibi-
tory koroze a zahustovadla. Smacedla snizuji povrchové
napéti kapalin a pomahaji pfilnuti k povrchu. Navrhovany
jsou naptiklad tenzidy na bazi sulfonovanych sloucenin,
diaminii a alkoholamintt®. Pufry udrzuji konstantni reakci
kapalin, Gpravu na hodnotu pH > 9 zabezpecuji hydroxidy,
fosforeCnany a kiemicitany alkalickych kovu, pfipadné
dalsi alkalie. Barveni kapalin se pouZziva za ucelem snizeni
davky tim, Ze je vidét plocha, na které je jiz prostfedek
nanesen. Obecné jsou kapaliny typu I barveny oranzove,
kapaliny typu II/IV zelené. Trendem je pouziti netoxic-
kych, potravinatskych barviv ¢i dokonce fotoreaktivnich
barviv, kterd po naneseni rychle degraduji.

Korozni inhibitory brani korozni reakci smécenych
komponent. Neinhibované glykolické roztoky se vyznacuji
agresivitou vii¢i uhlikovym ocelim a slitinam hliniku’. Ze
své podstaty jsou korozni inhibitory latky s vysokym re-
aktivnim potencidlem. Toxické triazoly, napf. tolyltriazol
(5-methyl-1H-benztriazol) a benztriazol (1H-benzotriazol)
jsou postupné nahrazovany jinymi latkami.

Vyvoj v CR prokéazal'™'!, 7e pro alkalizované roztoky
propylenglykolu mize byt vyhodné pouziti inhibitorti na
bazi alkyldikarboxylovych kyselin, jejich soli ¢i amidu.
V tabulce II jsou porovnany inhibi¢ni G¢innosti pii korozi
kovii zjisténé vyhodnocenim polariza¢nich odporti méfe-
nych elektrochemickou impedancni spektroskopii EIS.
Meéteny byly i tfi komeréni smési od vyrobce Kilfrost Ltd.,

Utinnost inhibice koroze oceli a duralu ve smési 1 a komerénich smésich KS (Kilfrost) na bazi propylenglykolu

Prostredek Smés 1 KS typu IV KS typu I s triazoly KS typu I
Uginnost pro ocel, % 88 82 78
Uginnost pro dural, % 48 4 20
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jejichz koncentrace byla upravena na 50 % PG. Prvni je
typu IV, druh4 je typu I s inhibitorem koroze na bazi tria-
zoli a posledni typu I bez triazoli. Hodnoty jsou srovna-
vany s vysledky v neinhibovaném alkalizovaném roztoku
50 % PG. Podle této zkousky by rozmrazovaci pokusna
smés €. 1 s inhibitorem na bazi soli kyseliny sebakové
predstavovala lepsi ochranu pii styku s oceli a slitinami
hliniku nez smési komer¢ni.

4. Prostiedky na letiStni plochy

Prostfedky povolené pro tdrzbu letiStnich ploch jsou
ethylenglykol, propylenglykol, isopropylalkohol, mocovi-
na, octan hofe¢nato-vapenaty, octan sodny, mravencan
sodny a octan draselny.

Posyp inertnim materialem (piskem, Stérkovou drti)
ani solemi na bazi chloridii nejsou povoleny pro pouziti
v téch castech letiSte, kde jsou provozovéna letadla. Pouzi-
ti kapalin &istd na bazi glykold'? na plochy je vyjime&né
vzhledem k cené, vysoké hodnoté biologické spotreby
kysliku BSK a negativnimu vlivu na brzdny ucinek prista-
vaci drahy. Levny a vysoce ucinny isopropylalkohol (bod
tani —88,5 °C) vyZaduje specialni manipulaci a mize po-
skytnout pouze minimalni mrazuvzdornou ochranu vzhle-
dem k jeho té€kavosti. Nevyhodou isopropylalkoholu je
vysoké hoflavost, a proto nemiZze splnit kritéria normy pro
kapalné prostfedky na plochy SAE AMS 1435 bez vyso-
kych davek potencialné toxickych aditiv proti vzplanuti
a korozi.

Mnohem vétSiho vyuziti dosahly prostfedky na bazi
modoviny, at’ uz se jedna o smés s ethylenglykolem'® nebo
mocovinu v &isté forme'*"®. Z divodu vlivu na Zivotni
prostiedi (nadmérny vnos biologicky vyuzitelného dusiku
a ztoho pramenici eutrofizace povrchovych vod) se od
pouziti granulované mocoviny upousti, piestoze zvlasté
pro mala letisté predstavovala levny a snadno skladovatel-
ny prostiedek.

Octan hofe&nato-vapenaty'® je sam inhibitor koroze.
V prostiedi biologicky degraduje na neskodné hydroge-
nuhli¢itany a uhli¢itany, i kdyz samoziejmé za cenu odcer-
pavani rozpusténého kysliku z vody. M4 ale pomaly roz-
mrazovaci ucinek a vyssi cenu. Neposkozuje beton, a pro-
to je pouZzivan Cisty nebo jako antikorozni pfisada do sol-
nych smési na rozmrazovani dalnic a mostu. Pfi aplikaci
octanu sodného v dehydratované granulované forme
s aditivy je rozpousténi exotermni. To zrychluje rozmrazo-
vaci U¢inek a Setfi davku prostfedku, pfi¢emz se davkuji
pouze 2/3 mnozstvi odpovidajici mocoviné. Mravencan
sodny je vétSinou pouzivan ve formé peletd nebo granuli
s aditivy pfedevsim inhibitory koroze, tak aby splnil poza-
davky normy pro pevné prostiedky na plochy SAE AMS
1431. Pokud je smocen kapalnym prostiedkem na plochy,
stejného ucinku se dosdhne pii davce odpovidajici polovic-
ni davce mocoviny. Obecnou nevyhodou tuhych prostied-
kil je obtiznost nanaSeni za silného vétru. Soucasné smace-
ni kapalnou rozmrazovaci smési je mozné, vyzaduje vSak
slozit¢jsi feSeni rozmetaciho stroje.
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Od svého prvniho pouziti v roce 1991 jsou aditivova-
né roztoky vice nez 50% octanu draselného nejpouzivanéj-
§im prosttedkem na letistnich plochy. Cisty octan draselny
je béZnym potravinaiskym dopliikkem a tudiz v malych
davkach netoxicky k zivym organismiim, vykazuje vsSak
vliv zvlasté na méd’, zinek, cin, hoi¢ik a jejich slitiny9.

Moderni rozmrazovaci prostfedky na bazi kapalnych
roztokli mravencani maji vys§i rozmrazovaci uCinek,
avSak 1 vyssi agresivitu vuci leteckym materialim. Pfi
aplikaci predstavuji vétsi ohrozeni pro letiStni materialy
nez octany, nebot’ napadaji nezelezné i zelezné kovy. Mra-
vencany se stavaji korozivnéjsi pfi natedéni pod kritickou
koncentraci, uéinnost inhibitoru koroze vsak se zfedénim
siln€ klesd. Pouzité anodické inhibitory ve smésich totiz
vyzaduji ur€itou koncentraci inhibitoru, aby se mohl vy-
tvofit pasivni film na povrchu kovl. Napf. pii korozi slitin
zeleza v octanovych smésich dojde v dusledku ziedéni
inhibitoru pod kritickou koncentraci ke vzniku octanu
zelezitého, ktery v neutralnim az bazickém prostiedi hyd-
rolyzuje na bazicky octan zelezity [FeOH(CH;COO),].
Tato latka je nerozpustna ve vod¢ a tudiz vytvaii dodatec-
nou ochrannou vrstvu na povrchu. V tomto smyslu mohou
byt octanové ionty pii pH > 7 povaZovany za anodicky
inhibitor pro zZelezo a jeho slitiny.

U mravencanovych prostiedkll pfi zfedéni inhibitoru
a nasledné korozni reakci vznikd mravencan zelezity, ktery
v neutrdlnim az bazickém prostfedi hydrolyzuje na bazicky
mravencan zelezity [Fe;(OH),(HCOO),;x 4 H,0]. Tato
latka je rozpustna ve vodé (5 % pii 19 °C) a ochrannd vrst-
va se tak netvoii. To je jednim z divodu vyssi aditivace
mravencanovych prostfedkd.

4.1. Aditiva prostfedkt

Aditiva mohou tvofit pufry, zahuStovadla, latky proti
spékani granuli a inhibitory koroze. Latky upravujici vis-
kozitu a pufracni kapacitu se nelisi od latek pouzivanych
do kapalin na letadla. Proti spékani se pouzivaji plnidla
a vysouSedla, napf. uhliCitany ¢i kfemicitany hotciku
a vapniku, alumosilikaty a silikagel.

K minimalizaci koroze rozmrazovacich prostfedkt na
bézi octant alkalickych kovi byla navrzena'” také smés
fosforecnanu alkalického kovu a dusitanu alkalického ko-
vu v mnozstvi 3-5 g kg™ smési. Dusitany jsou jedovaté jiz
v nizkych koncentracich a vzhledem k nebezpeci priniku
do pitnych vod je jejich pouziti dnes jiz malo predstavitel-
né. Jako nahrada dusitanti pro smési na bazi octanu alka-
lickych kovii byly navrzeny'® latky ze skupiny triazolt
a imidazolt. Tyto inhibitory se pouzivaly az do doby, nez
byla zjisténa jejich obtizna rozlozitelnost a kumulace
v pudach v okoli leti§t. Vétsina vyrobct proto dnes dekla-
ruje, Ze jejich prostiedky neobsahuji triazoly. Jini autofi'
navrhuji jako néhradu za triazoly prostfedek na bazi kyse-
liny aminotrimethylen-fosfonové. Z vysledku studia biode-
gradability a toxicity fosfonovych kyselin plyne, ze fosfo-
nové kyseliny jsou dobife rozlozitelné a jejich pridavek
v roztoku octanu ¢i mravencanu draselného nijak vyrazné
nezvysi toxicitu vysledné smési’. Zvysuje se viak vnos
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Tabulka III

Referat

Brzdny koeficient pro komer¢ni smési KS1 (Clariant) a KS2 (Verdugt) a smés €. 2

Doba Brzdny koeficient podle Saab Friction Meter

od aplikace, neoSetieny povrch  KS2 octan KSI mravenéan  KSI octan  KS2 mravendan smés &. 2 octan
min

15 0,33 0,43 0,49 0,44 0,48 0,47

25 0,33 0,42 0,47 0,44 0,46 0,44

fosforu do zivotniho prostfedi a zvySuje se eutrofizace
vod.

4.2. Doméaci smés na plochy

Navrzena smés ¢. 2 na plochy®'** je patentové chré-
nény aditivovany roztok octanu a/nebo mravenéanu. Aditi-
va tvori alkalizacni pfisada, pfisada na tpravu viskozity
a inhibitor koroze na bazi smési zinecnaté soli a alkylfos-
fonové kyseliny. Z posudku Statniho zdravotniho Gstavu
plyne®, Ze pro smés ¢. 2 neni nutny bezpe¢nostni list, ne-
bot neni nebezpecnym pripravkem ve smyslu zakona
¢. 356/2003 Sb. o chemickych latkach a chemickych pii-
pravcich. Pro manipulaci je nicméné doporuceno zamezit
styku s ofima a pouZzit ochranného odévu a rukavic. Tti
srovnavaci zkousky, které jsou uvedeny dale, byly vybrany
jako vzorové pro dokumentaci rozsahu prace.

1. Porovnéani schopnosti acetatové verze smesi €. 2
naru$it vrstvu ndmrazy a zlepSit brzdny koeficient se dvé-
mi komerénimi kapalinami od dvou vyrobct (Verdugt
a Clariant) bylo provedeno méfenim” na provozni plose
40 x 200 metra Letisté Praha v prosinci roku 2002. Brzdné
koeficienty byly stanoveny pii rychlosti 60 km h™' zkuseb-
nim zafizenim Saab Friction Tester (certifikovany FAA)
vzdy po 15 a 25 min od aplikace 30 g m ™ prostiedki. Plo-
cha byla pred aplikaci strojové upravena tak, aby se na ni
nenachézel volny snih. Souvisla vrstva ledu a zmrzlého sné-
hu méla tloustku 4 mm pfi teploté vozovky —2,5 az —1,8 °C
a relativni vlhkosti 86-96 %. Vysledky brzdného koefici-
entu jsou uvedeny v tabulce III. Sami piloti si pro zjedno-
duseni vytvotili slovni hodnoceni brzdného ucinku pfista-
vaci drahy jako rozmezi brzdnych koeficientti. Hodnoceni
,,dobré* (brzdné koeficienty > 0,40) by spliovaly vSechny
naméfené Udaje pro upravené plochy, neosetfena plocha
by byla hodnocena jako ,,stfedni“ (pro rozmezi 0,30-0,35).
Naméfené hodnoty odpovidaji teoretickym ptedpokladim,
kdy z hlediska schopnosti tavit snih a led vychazeji nejlépe

Tabulka IV

kapaliny na bazi mravencanu draselné¢ho, smés ¢. 2 vSak
mezi kapalinami na bazi octanli vychdzi minimalné jako
srovnatelna ¢i lepsi.

2. Poskozeni povrchu cementového betonu v 20%
roztocich rozmrazovacich smési bylo zkouméano® podle
upravené normy CSN 731326. Vzorky betonu byly ziska-
ny z Leti§té Praha (diive CSL s.p.) a odpovidaly materialu
pojezdovych drah. Po tipravé na krychle o hrané 150 mm
byla nejprve zjiSt€éna povrchova nasikavost, poté byla
télesa ponotfena do roztokd rozmrazovacich smési vyrobcil
Clariant, a Verdugt, mocoviny a smési ¢. 2. Teplota smési
byla cyklicky stfidana v rozmezi +20 a —20 °C, pfi¢emz
teplotni zména trvala 45 min a kazd4 z meznich hodnot
teplot byla udrZzovana po dobu 15 min. Zkousky byly
ukonéeny po uplynuti 150 cyklt a uvolnény material byl
vysusen a zvazen. Vypoctené hodnoty plosného ubytku p,
v g m? jsou uvedeny v tabulce IV. Nejvyssi ubytky byly
ziskany v roztoku 20% mocoviny, coz lze pficist absenci
zahus$tovaci pfisady. Optimalizaci viskozity bylo dosazeno
srovnatelnych hodnot plosnych ubytkd smési €. 2 a komer-
¢nich smési.

3. Vliv rizného provedeni inhibitoru koroze ve smési
¢. 2 na letecké materidly, jako jsou hlinikové slitiny (typ
2024, 7075), hoicikové slitiny (elektron), uhlikovou ocel,
pozinkovanou ocel a méd’ byl posuzovan®® elektrochemic-
kymi zkouSkami a zkouskou ponorem (ASTM F483-98).
Podle této zkousky jsou upravena télesa, ponotena do roz-
mrazovacich prostfedku pti teploté 38 + 2 °C. Z hmotnost-
nich diferenci téles (suSenych do konstantni hmotnosti) na
zacatku, po 24 hodinach a na konci 168 hodinové zkousky
byla vypocitana korozni rychlost podle vzorce:

r=(K.m)/(A.T.p) (1)
kde r je korozni rychlost v mm/rok, K konstanta, jejiz
hodnota je pro korozni rychlosti v mm/rok rovna 8,76-10",
m naméfeny ubytek kovu (g), 4 exponovana plocha vzorku
(cm?), T doba expozice v prosttedi (h) a p je hustota kovu
(g cm™). Vybrané vysledky pro méd’, uhlikovou a pozin-

Poskozeni povrchu cementového betonu v 20% roztocich komerénich smési KS1 (Clariant), KS2 (Verdugt), mocoviny

a smesi C. 2

Plogny tibytek [g m ]

KSI1 octan KS2 mravencan

mocovina smés ¢. 2 octan

2,89 3,42

4,06 3,25
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Tabulka V
Vliv inhibitoru na korozni rychlosti kovt v aditivovaném 50% octanu draselném
Material Korozni rychlost » [mm/rok]
bez inhibitoru kyselina kyselina aminotrimethyl- kyselina
1-hydroxyethan-1,1- fosfonovéa 2-karboxyethyl-
-difosfonova fosfonova
Med 0,150 0,004 0,005 0,006
Uhlikova ocel 0,120 0,009 0,008 0,006
Pozinkovana ocel 0,323 0,020 0,120 0,008

kovanou ocel v alkalizovaném 50% octanu draselném
s 0,01 % octanu zine¢natého jsou uvedeny v tabulce V.
Kazd4 z pouzitych kyselin 1-hydroxyethan-1,1-difosfo-
nova, aminotrimethyl-fosfonova a 2-karboxyethyl-
fosfonova, jako inhibitory koroze dokézala snizit korozni
rychlost kovii ve srovnani s neinhibovanym roztokem.
Nejlepsi vysledky vsak vykazuje systém s kyselinou
2-karboxyethyl-fosfonovou, coz zdivodilujeme stérickymi
a synergickymi efekty pii inhibici korozni reakce.

5. Vliv na prostiedi letist’

Rozmrazeni velkého komercniho letadla vyZzaduje
1000-2000 litrd kapaliny a stfedné¢ velké letisté
v severnim pasmu miize spotiebovat az 500 m® kapalin
béhem zimy. Pouziti prostfedkti na bazi propylenglykolu
a ethylenglykolu nelimituje ani tolik jejich toxicita, ale
hlavné skuteCnost, ze na jejich rozklad je spotiebovano
velké mnozstvi rozpusténého kysliku. Pro pfedstavu je
uvadéno, ze chemicka spotieba kysliku CHSK jednoho
litru ¢istého propylenglykolu se rovna hodnoté CHSK pro
6000 litrt odpadni vody z domacnosti’’. Mnozstvi glykolu,
které se uvolni pii startu velkého letadla s mrazuvzdornou
ochranou mize obsahovat mnozstvi BSKs ekvivalentni od-
padnim voddm z 5000 domdacnosti nashroméazdénych za cely
den. Cisty propylenglykol vykazuje BSKs= 1000 g I
(CHSK = 1850 g I'"), &isty ethylenglykol ma BSKs= 400 az
800 g I"! (CHSK = 1400 g I""). Hodnoty BSK a CHSK ka-
palin na letadla jsou pak odvislé od pouzité koncentrace
organické latky. Ethylenglykol a propylenglykol jsou rela-
tivné snadno biologicky rozlozitelné latky a biologické
¢iSténi odpadnich vod principidlné neni problém. Problé-
mem je velkd nevyrovnanost v mnozstvi i kvalité téchto
odpadnich vod. Biologicka Cistirna tedy zpravidla nasledu-
je za mohutné¢ dimenzovanymi vyrovnavacimi nadrzemi.
Neptiznivy je vSak prunik glykoli do vod mimo ohranice-
ny prostor leti$té, znamenajici zatéz pro vodni ekosystém.

U prostiedkl na plochy je patrny odklon od uzivani
mocoviny. Kromé jiného mtze byt toxicka k vodnim orga-
nismiim i v nizkych koncentracich a to v disledku jeji
hydrolyzy na oxid uhli¢ity a amoniak podle reakce:

NH,CONH, + 2 H,O = NH," + NH; + HCO;~ (2)
Amoniak v neionizované formé ma znac¢né negativ-
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ni dasledky na ryby (Pimephales promelas, Carassius
auratus, Oncorhynchus mykiss) s letalni koncentraci
LCso 1-10 mg I"". Produkce amoniaku je tim vy3i, ¢im j
vyssi pH a teplota.

Vedle toho pfi biologické nitrifikaci amonnych iontd
spotiebovavaji produkty jeji hydrolyzy velké mnozstvi
kysliku. Pfi nitrifikaci se také snizuje hodnota pH vody.

NH," + 1,50,= NO, + H,0 + 2H" (3)

NOzi + 0,5 02 = NO37 (4)

Znamy je i jiz zminény podil dusikatych latek na zvy-
Sovani eutrofizace vod, ktera se mlize projevovat nezadou-
cim bujenim fas a sinic.

Kapaliny na bazi octanu a mravencanu draselného
pfedstavuji zfejmé nejmensi zat€Z pro Zivotni prostiedi
z divodu jejich dobré biologické rozlozitelnosti. Komer¢ni
kapaliny obsahujici octan vykazuji BSKs zhruba 180 g 17,
kapaliny s mravenéanem 40 g 1"\, Monitorovéani na leti3-
tich zahrnuji periodické méfeni nasledujicich parametri:
amoniak, BSKs, CHSK, celkové nerozpustné latky, oleje
a tuky, glykoly, kovy (méd’, olovo a zinek) a pH.
V zimnich mésicich jsou v destovych nadrzich letist’ béz-
né pritomny koncentrace octanii a propylenglykolu fadu
stovek az n&kolika tisicii mg 1”'. Tyto odpadni vody jsou
pak zpravidla biologicky ¢iStény spole¢né se splaskovymi
vodami.

6. Zavér

Jakékoliv snahy o radikalni snizeni spotfeby rozmra-
zovacich kapalin na letiStich jsou v pfimém rozporu
s bezpecnosti letecké dopravy, kterd je pro provozovatele
prvorada. Cilem je proto postupné hledani kompromisu,
pfi¢emz vyvoj u rozmrazovacich kapalin na letadla sméfu-
je k optimalizaci davky a recyklaci aditivovanych glykola.

U kapalin na plochy dokazala regulace na letiStich
zahrnujici limity pro srdzkové vody vytlacit n€které diive
pouzivané rozmrazovaci smési na bazi mocoviny. Ziejmy
je posun k 0¢inn€jS$im smésnym ¢i Cisté mraventanovym
prostiedktim, které vSak vyzaduji vyssi aditivaci. Nekteti
vyrobci sazeji na nizky Gcinek jednotlivych aditiv na Zzi-
votni prostfedi. Jini vSak prohlasuji, ze stfedn¢ toxicka
aditiva, které pouZzivaji oni, vykondvaji nckolik funkeci
najednou a v piipadé nahrady vicero latkami méné toxic-
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kymi by kombinovana toxicita byla vyssi. Moderni roz-
mrazovaci smési vcetné domadaci rozmrazovaci smeési
(uvedené v textu jako smés 2) nejsou nebezpecnymi latka-
mi ve smyslu zdkona 365/2003 Sb.

Autori dékuji vyzkumnému zaméru MSM 6046137304
za ¢astecnou financni podporu.
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I. Jifitek®, J. Macak®, V. Janda®, M. Pazderova®,
and P. Maly® (“Department of Energetics, Institute of
Chemical Technology, Prague °Research and Test Air
Institute Co., Prague): Deicing Agents and Their Im-
pact at Airports

Wintertime aircraft and runway deicing programs
have to ensure both the safety of passengers and low envi-
ronmental impact of the measures taken. A number of
traditional freeze-point depressants were used for this pur-
pose such as ethylene glycol and urea for runways and
ethylene glycol for aircraft deicing. Because of pollution
threat coupled with the difficulty in containing and con-
trolling runway run-off, the use of traditional deicers in the
Czech Republic is declining. A new line of deicing agents
was developed and compared with imported products.
A patented runway agent is an acetate- or formate-based
mixture with an additive. The additive, making a few per
cent in the mixture, is made of a thickener, pH regulator
and a zinc alkylphosphonate complex as corrosion inhibi-
tor. The agent is harmless for the environment, with oxy-
gen demand lower than traditional deicers. Fish-toxic ni-
trogen degradation products like urea were eliminated. The
formate-based agent can melt ice and snow more effec-
tively, thus improving air traffic at the airport. The aircraft
agent is based on buffered propylene glycol with an al-
kanedioic acid corrosion inhibitor. It showed excellent
performance in standard corrosion tests when compared
with conventional products.
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1. Uvod

Hlavnim cilem analytického stanoveni rizikovych
prvki je ziskani podkladt pro hodnoceni vlivu kontamina-
ce na lidskou populaci i dalsi slozky zivotniho prostiedi,
identifikace moznych zdroji znecisténi a hledani souvis-
losti mezi Urovni kontaminace a pfipadnym vlivem na
zdravi ¢loveéka nebo Zivotni prostfedi. Je tedy nutno zkou-
mat a pochopit transportni mechanismy chemickych prv-
kt, aby bylo mozno pochopit jejich chemicky cyklus
v biosfére. V biologickych systémech jsou vSak mobilita
a transport chemickych prvki zavislé zejména na chemic-
ké formé daného elementu. Stanoveni celkového obsahu
prvkl ve vzorcich neni tedy v tomto ptipad€ dostacujici.
Nolan a spol." v této souvislosti zmifiuji biopFistupnost
prvki, kterd charakterizuje takovy podil prvku, ktery je
v daném systému biologicky aktivni. U suchozemskych
rostlin jde napf. o takové formy prvku v pidé€, které mo-
hou byt prijimany kofeny rostlin béhem vegetacniho cyklu
a mohou ovlivnit Zivotni cyklus danych rostlin. Distribuci
prvku do presné definovanych specii v daném systému,
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coz predstavuje isotopové slozeni, valencni stav, anorga-
nické slouceniny a komplexy, organokovové slouceniny,
organické a makromolekuldrni sloufeniny a distribuci
prvku do rozliénych chemickych a fyzikalnich forem, jako
je zastoupeni podilu volnych iontli, komplex a chelath
danych prvki v roztoku nebo amorfni a krystalické formy
téchto prvkl v tuhé fazi pak nazyvame speciaci.

Arsen patfi mezi prvky, u kterych je problematika
speciace teoreticky i prakticky velmi dobfe zpracovana®.
V Ceské republice neptedstavuje problematika kontamina-
ce zemédelské pluidy arsenem nejaktualnéjsi problém, ale je
nutno vzit v Givahu vliv spalovani hnédého uhli, které ma
po celém svétd mimoradng vysoké obsahy arsenu®. Dal§im
problémem pak jsou jednotlivé lokality, kde se nachazeji
loziska barevnych a vzacnych kovu, které jsou doprovaze-
ny zvySenymi obsahy arsenu. Nejznaméjsi z téchto lokalit
je oblast Kutné Hory, kde stfedoveka tézba stiibra zane-
chala pomérné masivni kontaminaci zivotniho prostiedi
arsenem. Hlavnim zdrojem arsenu je zde arsenopyrit
a riizné sekundarni mineraly®. Oblast Mokrska je pak jed-
nim z nejvétsich lozisek zlata v oblasti Ceského masivu se
zasobou zlata, ktera predstavuje az 80—100 tun. Ruda ob-
sahuje zvySena mnozstvi arsenu (az 1 %), ktery je obsazen
zejména v arsenopyritu a arsenem bohatém pyritu’. Geo-
chemické aspekty ptipadného uvoliovani arsenu z arseno-
vych minerali do vodniho prostiedi byly jiz intenzivné
studovany®. Mobilita arsenu a jeho slougenin v piidé a jeho
biopfistupnost rostlindm vSak je$t€¢ vyZaduje intenzivni
vyzkum.

2. Geochemické, pedologické a biologické
aspekty pristupnosti arsenu a jeho slou¢enin
pro rostliny

Arsen patfi mezi nejintenzivnéji studované rizikové
prvky z diivodu jeho toxicity pro ¢loveka i ostatni zivoci-
chy. Rovnéz fytotoxicita tohoto prvku je zndma. Chaney’
povazuje hladinu As v rostlinach 0,01-1 mgkg™" za nor-
malni a obsahy 3-10 mg kg™ za fytotoxické. Ze zem&dg&l-
skych plodin jsou na ucinky As nejcitlivéjsi luSténiny.
Fytotoxicita As se u rostlin projevuje plasmolyzou pletiv
kofenl a zloutnutim listd vedoucim az k nekréze Spicek
a okraji listd®. Po piidavku 100 mg kg™ arsenu v podobé
kyseliny arseni¢né do ptidy se obsah tohoto prvku v zeleni-
n& pohyboval v rozmezi od < 0,01 mgkg™ v kukufici
a zeli do 3,0 mg kg™ v bramborach’. Byl rovnéz prokazan
vliv zvySené koncentrace As na snizeni absorpce nékte-
rych mikroprvkil jako B, Cu, Mn a Zn rostlinami'’. Porov-
nani analytickych dat popisujicich distribuci arsenu v fic-
nich a jezernich sedimentech a v pidich v Kanadé
av USA ukazalo, Ze variabilita obsahi arsenu v téchto
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materialech je urCovana predevsim geologickymi charakte-
ristikami podloii”. Je ale znamo, Ze arsen se v ruznych
slozkach Zzivotniho prostfedi vyskytuje ve velkém poctu
anorganickych i organickych sloucenin, které se od sebe
lisi chemickymi vlastnostmi, toxikologickymi charakteris-
tikami, biopfistupnosti pro rostliny a chovanim v systému
puida — rostlina. Prehled zakladnich dosud identifikovanych
sloucenin arsenu publikovali Francesconi a Kuehnelt’.
Hlavnimi zdroji arsenu v pudé jsou arsenopyrit
(FeAsS) a dalsi sulfidy obsahujici As jako hlavni nebo
stopovou komponentu, napi. 16lingit (FeAs,) nebo pyrit
(FeS,) s obsahem arsenu. Po uvolnéni ze sulfidi je As(III)
oxidovan na As(V) a v zavislosti na jeho koncentraci mo-
hou slouceniny arsenu koprecipitovat s noveé tvorenymi
hydro-oxidy zeleza (HFO) nebo mohou byt adsorbovany
na povrchu téchto minerall, poptipadé se mohou zapojit

v piidach, ale svllj vyznam maji i oxohydroxidy hliniku
a jilové mineraly®'>".

V prostiedi s vysokou priméarni koncentraci As a sou-
Casné Ba, Ca, Fe, K, Mg a Pb mohou zvétravanim sulfida
vznikat sekundarni mineraly, zejména arseni¢nany. Nej-
Zastéji jsou zmifiovany karminit (Pb(Fe’"),(AsO4),(OH),),
kafikit (Fe®"),(AsO,) . 3 H,0), farmakosiderit
(K(Fe’")4(As0y4)3(OH), . 6-7 H,0), pikrofarmakolit
(H,CagMg(AsQy)s. 11 H,0), talmesit (Ca;Mg(AsO,) . 2 H,O),
tilasit (CaMg(AsO4)F) a skorodit (FeAsO,.2 H,0)
(cit." ). Stupen oxidace sulfidii zavisi na koncentraci
kysliku, poctu iontl Zeleza, teploté a pfitomnosti acidofil-
nich mikroorganismd.

Zemédéelstvi rovnéZz predstavuje mozné riziko vstupu
organickych i anorganickych slouc¢enin arsenu do Zivotni-
ho prostfedi, protoZe se tyto slouCeniny pouZzivaji jako
pesticidy a téz jako pridavky do krmnych smési
v driibezaiském pramyslu'®. Tyto piipravky nejsou v Ev-
rop¢ schvaleny k pouzivani, ale studium transformaci téch-
to sloucenin a vlivu pfidavku téchto slou¢enin do pidy na
zemédélské plodiny miize pomoci objasnit piipadné nepfi-
znivé dopady jejich aplikace.

Mobilita arsenu v pidé je velmi nizka ve srovnani
s mobilngjsimi elementy, jako jsou kadmium nebo zinek.
Koncentrace vyménné vazaného arsenu stanoveného ve 27
vzorcich kontaminovanych ptd se pohybovala v rozmezi
1,2-19 % celkového obsahu'’. V souboru 35 vzorkd pad,
které se liSily celkovym obsahem arsenu a fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi nepiekrocil obsah arsenu extraho-
vatelny roztokem 0,01 mol 1! CaCl, 1,22 % celkového
obsahu tohoto prvku'®. Baroni a spol." stanovili, ze vodou
extrahovatelné obsahy arsenu v pudach, které obsahovaly
5,3-1226 mg kg™' celkového arsenu se pohybovaly v roz-
mezi 0,010-0,040 mg kg™'. Pouze v extrémn& kontamino-
vané luéni ptidé (2035 mg kg™') dosahl vodou extrahova-
telny obsah arsenu hodnoty 8,48 mgkg™'. Z literatury je
znamo, Ze arsen je v pudé pfitomen zejména ve formé
arsenicnanu, ale v reduk¢nich podminkéch se snadno pie-
méiiuje na arsenitan’” . Pokud hodnota redox potencialu
pldni suspenze poklesla pod 0 mV, pak byl pfitomny ar-
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sen pievazné ve formé As(IIl). Za oxidacnich podminek
byl piitomen As(III) i As(V) (cit.”*). Byla prokazana i pii-
tomnost malého mnozstvi methylovanych sloucenin
v pudé®**. Tlusto§ a spol.”’ nalezli ve vodnim extraktu
nekontaminované pudy 91 % arseni¢nanu, 6 % arsenitanu
a 3 % dimethylarsinatu (DMA). V této souvislosti byl dis-
kutovan i vliv typu a ptvodu pidy, a také hladiny celkové-
ho arsenu v pad&*®?’. Byly také popsany rozdilné sorpéni
charakteristiky jednotlivych sloucenin arsenu v zavislosti
na fyzikalng-chemickych vlastnostech pady***’. Chovani
methylovanych slou¢enin arsenu v pud¢ se lisi od anorga-
nickych sloucenin tohoto prvku, pficemz zejména adsorpc-
ni charakteristiky DMA na oxidy zeleza (goethit a ferri-
hydrit) ukazaly nizsi schopnost adsorpce této slouceniny
ve srovnani s As(V) a methylarsonatem (MA)™.

Dulezitou roli pii oxidaci a redukci arsenu v pudeé,
sedimentech, Cistirenskych kalech apod. hraje aktivita
mikrobialni biomasy®'*. Piidni bakterie jsou také schopny
redukovat arseni¢nany na arsenitany a poté je methylovat
na dimethylarsan. Rovnéz houby jsou schopny konvertovat
organické i anorganické slouceniny arsenu na tékavé me-
thylarsany”>**. Metabolicka aktivita specifickych mikrobi-
alnich populaci ptidni biomasy hraje vyznamnou roli ve
speciaci anorganického arsenu v pidnim roztoku. V aerob-
nich pudnich podminkach byla v modelovém experimentu
pozorovana rychld mikrobidlni oxidace arsenitanu na arse-
ni¢nan; redukce arseni¢nanu vSak zaznamendana nebyla3 ’
Moznost ztrat arsenu z pudy tvorbou teékavych arsant stu-
dovali Michalke a spol.”® v priib&hu anaerobni inkubace
Cistirenskych kalll a prokazali pfitomnost arsenovodiku,
methylarsanu, dimethylarsanu a trimethylarsanu. Rovnéz
studium tvorby tékavych sloucenin arsenu Cistymi kultura-
mi  mikroflory  anaerobniho  Cistirenského  kalu
(Methanobacterium formicicum, Methanosarcina barkeri,
Methanobacterium thermo-autotrophicum, Desulfovibrio
vulgaris, D. gigas, a Clostridium collagenovorans) proka-
zalo pfitomnost vSech vySe uvedenych sloucenin arsenu
anavic jedné slouceniny, kterou se nepodatilo identifiko-
vat. Také Abedin a spol.’” popsali vyznamné ztraty arsenu
jeho tékanim v podobé methylovanych arsanti v pidnim
roztoku odebraném v oblasti rhizosféry rostlin ryze. Je
tedy ziejmé, ze pro detailni popis transformace a imobili-
zace sloucenin arsenu v pude je tfeba v dalSim vyzkumu
zamé&fit pozornost i na tvorbu tékavych sloucenin arsenu
béhem vegetace. Vliv mikrobidlni aktivity v pidé na trans-
formaci arseni¢nanu na arsenitan a na vyskyt MA a DMA
v kontaminovanych piidach popsal i Pongratz*®. Carbonell-
Barrachina a spol. studovali transformaci arsenu
v Cistirenskych kalech a zjistili, Ze dominantni podil mo-
bilniho arsenu v tomto materialu tvotila DMA. Lze tedy
potvrdit, Ze mikrobidlni transformace sloucenin arsenu
hraje velmi vyznamnou roli ve zméndch mobility tohoto
prvku v pidg, ale tento problém neni jesté dostatecné pro-
zkouman. Rovnéz objasnéni u¢inku pldni organické hmo-
ty a biologickych parametrii ptidy na transformaci a biopfi-
stupnost arsenu zlstdva vyznamnym tématem pro dalsi
vyzkum.
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Prijem jednotlivych sloucenin arsenu v pud¢ rostlina-
mi a jejich fytotoxicitu shrnuli Sheppard* a Dembitsky
a Rezanka®'. Hlavni roli v tomto p¥ipad& hraji ptidni vlast-
nosti a zdroj kontaminace arsenem. Ukazalo se napf., Ze

pis¢itych nez na jilovitych ptidach. Tlustos a spol.** také
zaznamenali vyS$$i fytotoxicitu DMA po experimentalnim
pridavku této slouCeniny do pisCité pudy ve srovnani
s pudou hlinitou. V této praci se také anorganické slouce-
niny arsenu projevily jako méné toxické ve srovnani
s DMA. Divodem vsak byla zejména vyssi mobilita DMA
v pude a tedy vyssi podil biopfistupného arsenu ve srovna-
ni s anorganickymi slou¢eninami. V hydroponické kultute
byl arsen pfijiman koteny fazolu v potadi As(V) > As(III)
> MA > DMA (cit.®). Rovn&Z u rostlin ryze v kapalné piid-
ni suspenzi se ukédzalo, ze DMA byl rostlinami mén¢ pfiji-
man ve srovnani s anorganickymi slou¢eninami arsenu®.
Piijem arsenu rostlinami ryze se zvySoval umérné¢ se zvy-
Sujici se koncentraci As(IIl) v suspenzi pii nizkém redox
potencidlu této suspenze. Methylarsonat (MA) pak byl
rostlinami ryze pfijiman vice nez anorganické slouceniny
a tento piijem se zvysoval s klesajicim pH a redox potenci-
alem suspenze™*. Jiang a Singh** péstovali rostliny jilku
(Lolium perenne L.) a jeCmene (Hordeum vulgare L.)
v hlinité pidé kontaminované arsenem jednak ve formé
arsenitanu a jednak ve formé arseniCnanu a pozorovali
vyznamnéjsi negativni vliv arsenitanu na vynos obou plo-
din ve srovnani s arseni¢nanem. Rozdily v obsazich arsenu
v rostlinach po aplikaci arsenitanu a arseni¢nanu byly ale
nevyznamné. Marin a spol.*® rovnéz studovali presun arse-
nu do jednotlivych ¢asti rostlin ryze péstované v pidni
suspenzi s pridavkem jednotlivych sloucenin arsenu. Bylo
zjiSténo, Ze obsahy arsenu v listech se rychleji zvySovaly
po piidavku DMA do padni suspenze, zatimco pridavek
As(IIl), As (V) a MA do pidni suspenze vedl k vy$§im
obsahtim arsenu v kofenech. Baroni a spol."”” monitorovali
obsahy arsenu v pudé€ a v 64 vzorcich rostlin v oblasti za-
sazené dalni ¢innosti a ukazali, Ze obsahy arsenu v rostli-
nach byly velmi nizké bez ohledu na troven kontaminace
pudy v daném misté. Pouze ve vzorku maty vodni (Mentha
aquatica L.) byly stanoveny vyS$si obsahy arsenu v nad-
zemni biomase (216 mg kg™) a v kofenech (540 mg kg™)
arovnéz v kofenech rakosu obecného (Phragmites austra-
lis L.), kde bylo nalezeno 688 mg As kg™'. Chang a spol.*”’
zjistili, ze tzv. faktory transferu arsenu (dané jako pomér
celkového obsahu prvku v rostling a v pid¢€) v nadzemnich
Castech 11 druht rostlin rostoucich na pid¢ kontaminova-
né odpady z dilni ¢innosti nepiekrocily hodnotu 0,01.

Ve vzorcich extraktu bun¢k tkanové kultury barvinku
mensiho (Vinca minor L.) péstovaného v médiu s pridav-
kem arseni¢nanu byly stanoveny obsahy arsenitanu, arse-
ni¢nanu a téZ mensi podily MA a DMA (cit.*’). Tyto vy-
sledky naznacuji, Ze vyssi rostliny jsou schopny methylo-
vat slouceniny arsenu. Tato skute¢nost vSak neni v soucas-
né dob¢ zcela objasnéna a vyzaduje podrobnéjsi zkoumani
chovéni slouCenin arsenu v rhizosféfe a v rostlinach.
V kotenech fedkvicky (Raphanus sativus L.) byl domi-
nantni slouceninou arsenitan, zatimco arseni¢nan byl vice
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zastoupen v listech. Vysoké podily DMA v rostlinach
(17 % v kotenech a 18 % v listech) ve srovnani s pidou,
kde bylo vice nez 90 % arsenu pfitomno ve formée arsenic-
nanu, rovnéz naznacuji schopnost rostlin fedkvi¢ky methy-
lovat slougeniny arsenu”*’. Vyskyt jednotlivych slougenin
arsenu ve vyssich rostlinach a jejich distribuce do vyssich
Casti téchto rostlin jsou jednoznacné ovlivnény druhem
rostliny*®*. Vliv druhu rostliny na vyskyt sloucenin arse-
nu a jejich koncentraci demonstrovali i Geiszinger
aspol.”’. Zatimco v extraktech nadzemni biomasy srhy
lalo¢naté (Dactylis glomerata L.) a jitrocelu kopinatého
(Plantago lanceolata L.) rostoucich v oblasti kontamino-
vané arsenem byly stanoveny pifevazné anorganické slou-
Ceniny arsenu, v extraktech nadzemni biomasy jetele luc-
niho (Trifolium pratense L.) rostouciho v téze lokalité byly
stanoveny prevazné organické slouCeniny arsenu, kdy
pfevazoval MA. V dalsich pracich pak byl v riznych dru-
zich vyssich rostlin popsan piijem zejména anorganickych
slougenin’' >,

Sledovani methylace arsenu v rostlinich psinecku
tenkého (Agrostis tenuis Sibth.) ukazalo, ze arseniCnan,
ktery byl pfidan do kultivacniho média, byl piijat kofeny
rostlin, pfeménén na arsenitan, a pozd¢ji methylovan
v listech, kde byla zaznamenana zvySena aktivita enzymu
methyltransferasy™. Abedin a spol.’’” nazna¢ili v kratkodo-
bém experimentu s kofeny kli¢nich rostlin ryze, ze piijem
MA a zvlast¢ DMA byl niZ§i ve srovnani s anorganickymi
slouceninami arsenu. Vzhledem k tomu, Ze pracovali pou-
ze s kofeny rostlin, mizeme o ptipadném piesunu slouce-
nin arsenu do nadzemni biomasy na zéklad¢ téchto vysled-
ki jen spekulovat. V nedavné dobé zkoumali Quaghebeur
a Rengel®™ vnadobovém experimentu piesun arsenu
zkofeni do nadzemni biomasy husenicku Thalova
(Arabidopsis thaliana L.) a rovnéz potvrdili vyznam arse-
nitanu v téchto procesech. Distribuce arsenu v jednotli-
vych ¢astech rostlin je ovlivnéna celkovym obsahem arse-
nu v rostlin€ a také stavem vyzivy rostliny. V této souvis-
losti jsou vyznamné zejména obsahy fosforu, které vy-
znamné ovliviuji pfijem a transformaci jednotlivych slou-
&enin arsenu™*°. Vysoky podil DMA v plodech paprik’’
naznacuje, ze vysoky obsah DMA je obvykly pro rozmno-
zovaci organy rostlin, ale pro potvrzeni této domnénky je
tfeba mnoha dalSich experimentd.

Carbonell-Barrachina a spol.>® diskutovali mechanis-
mus tolerance rostlin vii¢i kontaminaci arsenem a rozlisili:
i) omezeny piijem arsenu kofeny nebo omezeny transport
tohoto prvku do nadzemni biomasy (odmitani), i) zabu-
dovani arsenu do bunécné stény a bunéénych kompartmen-
td (detoxikace) a iii) specifické metabolické pochody
(biochemicka tolerance). V souvislosti s timto bodem je
v posledni dobé diskutovana mozZnost tvorby komplext
arsenu s fytochelatiny*.

Pro studium pohybu prvki v rhizosféte je vhodné
volit takové rostliny, které jsou schopny kumulovat vysoké
obsahy prvki, coz se snaze projevi vyznamnymi zménami
v pudnim roztoku v oblasti rhizosféry. Arsen vsSak patii
mezi prvky, které jsou vyssimi rostlinami pfijimany jen
velmi omezené. Ma a spol.®' popsali jako viibec prvni kap-
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radinu Pteris vittata, kterd je schopna ve své nadzemni
biomase akumulovat extrémni koncentrace arsenu (az do
23 g kg™"). V posledni dobé bylo popsano i nékolik dalsich
druhti kapradin véetné Pityrogramma  calomelanos®,
a Pteris cretica, Pteris longifolia a Pteris umbrosa®, které
jsou schopné akumulovat arsen v podobnych koncentra-
cich jako Pteris vittata. Ma a spol.’" popsali, Ze arsen je
v listech kapradiny Pteris vittata zastoupen (ze 47-80 %)
pravé v anorganické formé. Pityrogramma calomelanos je
druh kapradiny hojné rostouci na pidach vysoce kontami-
novanych arsenem v oblasti jizniho Thajska. Tato rostlina
je schopna kumulovat arsen zejména v listech (az
8,4 g As kg™' susiny), zatimco oddenky této rostliny obsa-
hovaly pouze 88-310 mg As kg™ susiny®>. Z celkového
obsahu arsenu v oddencich kapradiny bylo vodou extraho-
vano pfiblizné 60 %, pficemz 95 % tohoto podilu bylo
pfitomno jako arseni¢nan. Naproti tomu arsen obsazeny
v listech kapradiny byl vodou extrahovatelny mnohem
snadnéji (86-93 %) a prevladajici slouceninou byl arseni-
tan (6072 %). Organické slouceniny arsenu byly naleze-
ny jen v nékterych vzorcich a pouze ve stopovych koncen-
tracich. Vysledky naznacuji, ze P. calomelanos je schopna
za rok odstranit z pudy az 2 % celkového obsahu arsenu.

Fitz a spol.** péstovali P. vittata v padé obsahujici
2,27 g As kg™' a obsah arsenu v jednotlivych &astech rost-
liny klesal v poradi mladé listy > staré listy >> oddenky >
kofeny. Béhem kultivace se zvysil obsah rozpustnych or-
ganickych sloucenin v pidnim roztoku v oblasti rhizosféry
0 86 %, coz vedlo ke zvySeni rozpustnosti Fe v disledku
vzniku komplext. Pfestoze rostliny odebraly z pidy po-
mérné velké mnozstvi arsenu, jeho obsah v pidnim rozto-
ku v oblasti rhizosféry po skonceni vegetacniho obdobi
nepoklesl. Dilvodem je pravdépodobné vysoka pufracni
schopnost pudy a tvorba komplexi s organickymi slouce-
ninami. Metoda postupné extrakce pidy v oblasti rhizosfé-
ry a okolni pidy naznacily, ze arsen byl pfijiman rostlina-
mi zejména z méné mobilnich frakci. Je tedy ziejmé, ze P.
vittata je vhodnou rostlinou pro studium chovani arsenu
v oblasti rhizosféry, ale v naSich podminkach m4 jen ome-
zenou moznost uplatnéni napt. pro fytoremediacni ucely.
Rovnéz vysoké procento arsenitanu v nadzemni biomase
této rostliny neni mezi vys$imi rostlinami typickeé.

3. Analytické metody stanoveni sloucenin
arsenu ve vzorcich rostlin a pad

3.1. Ptiprava vzorkl k analyze

Vzhledem k tomu, Ze vétSina instrumentalnich analy-
tickych technik pouzivanych pro stanoveni sloucenin arse-
nu vyzaduje pfipravu roztoku (viz dale), je pro vérohodné
stanoveni obsahl slouCenin arsenu v rostlinné biomase
nezbytné zvolit takovy extrakéni postup, ktery uvolni ana-
lyty pokud mozno kvantitativné a bez jakékoli chemické
zmény. Byla vyvinuta cela fada extrakénich postup od
extrakce vodou za laboratorni teploty po extrakci vybra-
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nym rozpoustédlem za zvySeného tlaku nebo extrakce za
zvySené teploty s mikrovlnnym ohfevem. Vysledky ziska-
né takto odlisnymi postupy jsou pak jen obtizn¢ porovna-
telné. Metody stanoveni sloufenin arsenu v sucho-
zemskych biologickych materidlech jsou mnohem méné
propracované nez metody extrakce téchto sloucenin ve
vzorcich rostlin z vodnich ekosystémi. I v tomto pfipadé
jsou vsak vysledky Casto velmi variabilni. V pfipadé moi-
ské tasy Hijikia fusiforme se extrahovatelnost sloucenin
arsenu pohybovala od 33 % extrahovatelnych smési
methanol-voda (9:1) az do 74 % extrahovatelnych
1,5 mol I"! roztokem kyseliny fosforeéné®. U sladkovodni
tasy Chlorella vulgaris se extrahovatelnost pohybovala
v rozmezi od 74 % extrahovatelnych vodou az do 100 %
extrahovatelnych smési methanol-voda, kde podil metha-
nolu presahoval 40 obj.%. Fosfatovy pufr v koncentraci
0,03 mol I"' byl schopen vyextrahovat 84 % celkového
obsahu arsenu v fase®®. Extrahovatelnost arsenu z ponofe-
nych zelenych ¢asti vodnich rostlin smési methanol-voda
(9:1) pak nepiesahla 16,1 % celkového obsahu arsenu®’.

Pti analyzach suchozemskych rostlin se ukazalo, Ze
extraktant na bazi smési methanol-voda je ve vétsin€ pii-
padt malo G¢inny. Naptiklad extrakce vzorki ryze ukazala
ucinnost jen 24-36 % (cit.®®). Podobné nizké extrahovatel-
né obsahy arsenu stanovili pfi pouZiti smési methanol-
voda i Bohari a spol.”’, ktefi isp&iné zvysili uginnost ex-
trakce rostlinného materidlu pfidavkem kyseliny fosforec-
né. Extrakce vzorkl broskvovych listd vSak ukazala lepsi
extrahovatelnost arsenu smeési methanol-voda (3:1) ve
srovnani s extrakci vodou” a podobna situace byla zazna-
menana i pii analyze vzorki lyofilizovanych jablek’'.

Pro zvyseni ucinnosti extrakce se pouziva napf. ex-
trakce za zvySené teploty smikrovinnym ohfevem
s vyuzitim ruznych vodnych extrakénich Cinidel jako je
voda, 10% (CH;),NOH (cit.”*), 0,3 mol 1" kyselina fosfo-
re¢na® nebo 2 mol I"' kyselina trifluoroctova®. Pouzitim
téchto postupll bylo dosazeno téméf 100% extrahovatel-
nosti arsenu z riznych casti vyssich rostlin. Ukazalo se ale,
ze pii pouiti kyseliny trifluoroctové pro extrakci zrna ryze
se v prubéhu extrakce arseni¢nan Castecné redukuje na
arsenitan®, Dal$im postupem doporu¢enym pro kvantita-
tivni extrakci sloucenin arsenu z vyssich rostlin je pouziti
ultrazvukové 14zn&”' nebo kontinualni extrakce za zvyse-
ného tlaku®” . Dosavadni vysledky pak naznaduji, Ze
extrahovatelnost arsenu nezavisi jen na pouzitém cinidle
a druhu analyzované rostliny, ale i na konkrétni ¢asti této
rostliny a na mnoZzstvi slou¢enin arsenu v téchto rostlinach.
Porovnani osmi extrak¢nich cinidel (demineralizovana
voda, smés methanol-voda v riznych pomérech, methanol,
20 mmol I"' fosfatovy pufr a smés methanol-fosfatovy
pufr) pouzitych pro extrakci sloucenin arsenu z rtznych
Casti rostliny papriky (Capsicum annum, L.) ukazalo, ze
zatimco u plodid a kofenti paprik byla nejicinnéj$im ex-
traktantem demineralizovand voda, u nadzemni zelené
biomasy bylo nejvy$si uCinnosti extrakce dosazeno
s pouzitim 20 mmol I roztoku fosfatového pufru pti pH
6; tato extrahovatelnost vSak nepfesahla 50 % celkového
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obsahu arsenu v zelené nadzemni biomase paprik. Se zvy-
Sujicim se obsahem methanolu v extrakéni smési byl pozo-
rovan pokles U¢innosti extrakce arsenu ze vSech analyzo-
vanych ¢asti rostlin papriky. V plodech paprik byly stano-
veny As(IIl), As(V) a DMA. V zelené nadzemni biomase
a kotfenech byl hlavni slouceninou As(V), dale As(III)
a téz malé podily DMA a MA (nepifesahujici 5 %). Prak-
tické hodnoceni vlivu slou€enin arsenu na Zivotni prostiedi
a na chovani téchto sloucenin ve vysSich rostlinach mize
byt zkresleno pouzitim rliznych extrakénich ¢inidel v jed-
notlivych experimentech nebo na jednotlivych kontamino-
vanych mistech®’. Jak zdtraziiuje Francesconi’*, podminky
extrakce vhodné pro jednu slouceninu arsenu mohou byt
zcela nevhodné pro slouceninu jinou. Pro spravnou inter-
pretaci vysledkd speciace arsenu ve vzorcich vyssich rost-
lin bude analyza jednotlivych vzorkt vzdy vyzadovat
podrobnou tpravu ¢i modifikaci extrakéniho postupu.

Pon¢kud jina je situace u vzorkt pud obsahujicich
fadu anorganickych a organickych komponent, které mo-
hou obsahovat As ve své struktufe nebo na svych povrsich.
Mnozstvi jednotlivych forem arsenu se v tomto piipadé
nejcastéji odhaduje pouzitim takového louzidla, pri kterém
nastane vhodna desorp¢ni rovnovéha nebo se dané faze As
rozpusti. Volba chemické slouceniny pouzité pro extrakci
se fidi zejména predpokladdanymi formami As obsaZenymi
v pudach. Silné kyseliny nejsou schopny kvantitativné
uvolnit prvky pevné€ vazané na silikdtovou matrici plidnich
vzorkd, presto se vyuzivaji tyto extrakéni metody pro pfi-
blizny odhad celkového obsahu prvkil v ptde, pfedev§im
pri zevrubné znalosti pudnich parametri. Lze konstatovat,
ze tato ¢inidla uvoliluji potencidlné mobilizovatelny obsah
prvki v pudg, tj. takovy podil, ktery 1ze zménou fyzikalné-
chemickych podminek (pH, sorpcni kapacita, obsah piidni
organické hmoty) pievést na podil rostlinam pfistupny.
Roztoky neutralnich soli uvoliuji z pudy frakce prvka
priblizné odpovidajici podilu prvka prijimanych rostlina-
mi. Jsou tedy velmi vhodné pii studiu piestupu prvki
z pady do rostlin. Pro stanoveni biopfistupnych podilt
arsenu v kontaminované pud¢ a nasledné hodnoceni hygie-
nickych rizik pti expozici ¢loveéka vysokym koncentracim
tohoto prvku byly testovany i extrakéni metody simulujici
podminky v zazivacim traktu lovéka’®”’.

Metody postupné extrakce se v praxi pouzivaji pro
stanoveni frakci chemickych prvki v pudach, sedimen-
tech, Cistirenskych kalech a jinych biologickych odpadech,
kompostech, popilcich, tuhych spadech, odpadech z té€zby
mineralt a rud”>”. Byly vyvinuty s cilem presngji defino-
vat zastoupeni prvku v jednotlivych frakcich pady. Obvyk-
le tyto metody zahrnuji tfi az sedm samostatnych stupni
a je tedy ptirozené, Ze jde o metody ¢asové naro¢né, vyza-
dujici zkuSeny laboratorni persondl a samoziejmé odpovi-
dajici instrumentalni analytické vybaveni. V rdmci metody
postupné extrakce se pouziva fada extrakcnich cinidel,
pfi¢emZ kazdé nésledujici je bud’ i€innéjsi, nebo chemicky
zcela odlisné od predchoziho. Selektivita jednotlivych
¢inidel je pak ovlivnéna zejména chemickymi vlastnostmi
zvoleného extraktantu, experimentalnimi parametry, pora-
dim jednotlivych stupiii, vlivy matrice, jako napf. read-
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sorpci prvkil, a heterogenitou vzorku. Nejcastéjsi stupné
metody postupné extrakce shrnuji napi. Hlavay a spol.¥’.

Srovnani vysledkt ziskanych péti riznymi metodami
postupné extrakce ukazalo vyznamnou rozdilnost analytic-
kych dat ziskanych jednotlivymi metodami, zvlasté
u snadno extrahovatelnych podilii arsenu®. Data nevyka-
zuji zadné vyznamné zavislosti obsahti arsenu extrahova-
telnych jednotlivymi metodami ani prikazny vliv sledova-
nych pidnich charakteristik. Zda se, ze bude nutno doplnit
dalsi poznatky o pfipadné readsorpci €i redistribuci mobil-
nich forem arsenu v pribéhu extrakce, jak upozornuji
napt. Gomez-Ariza a spol.*”. RovnéZ je pro dalsi experi-
menty nutno doporucit praci s rozsahlejsimi soubory vzor-
ki, které umozni vérohodngjsi a podlozenéjsi statistické
hodnoceni vysledkl. Nejvétsi rozdily mezi vysledky ziska-
nymi jednotlivymi extrakénimi postupy lze nalézt u frakce
popsané jako soucet frakci vazanych na oxidy. Je znamo,
ze oxalatovy pufr uvoliuje zejména podily prvki vaza-
nych na krystalické oxidy Zeleza, zatimco roztok hydroxy-
lamin-hydrochloridu je popisovan jako c¢inidlo uvoliujici
zejména prvky vazané na oxidy manganu. Byla pozorova-
na readsorpce arsenu extrahovaného z pldy okyselenym
roztokem hydroxylamin-hydrochloridu (0,25 mol1™) na
povrch goethitu. Tento jev byl Gspésné potlacen pridav-
kem kyseliny Stavelové do reakéni smési™.

Odlisné postaveni ptidni chemie arsenu ve srovnani
s ostatnimi b&zné sledovanymi rizikovymi prvky vedlo
k individualnimu pfistupu ve vyvoji vhodnych metod po-
stupné extrakce. Napiiklad Keon a spol.** definuji slabé
a silné adsorbované podily arsenu, podil arsenu koprecipi-
tovany s pudnimi oxidy a s amorfnimi monosulfidy, podil
arsenu koprecipitovany s krystalickymi hydroxid-oxidy
zeleza, déale arsen vazany ve formé oxidl, podil arsenu
koprecipitovany s pyrity a konec¢né sulfidy arsenu. Mi-
haljevi¢ a spol.* srovnavali étyfi metody postupné extrak-
ce v&etn& klasické metody dle Tessiera a spol.*® piedeviim
z geochemického pohledu. Konstatovali, Ze pouze metoda,
kterou publikovali Hall a spol.”’, se ukézala jako vhodna
pro frakcionaci arsenu, protoze obsahy tohoto prvku ex-
trahovatelné z modelové piipravené smési minerald od-
povidaly hodnotdm ocekavanym. Tato metoda zahrnuje:
i) vyménnou frakci extrahovatelnou 1 moll™ roztokem
CH;COONa, ii) frakci vazanou na amorfni oxohydroxidy
Zeleza extrahovatelnou 1 mol 1! roztokem NH,OH . HCI
v 0,25 mol I"' HCI, iii) frakci vazanou na krystalické oxo-
hydroxidy Zeleza extrahovatelnou 0,25 mol 1™ roztokem
NH,OH . HCI1 ve 25% CH;COOH, iv) frakci vazanou na
sulfidy a organickou hmotu extrahovatelnou 8,8 mol ™
H,0, + 3,2 mol I'! CH;COONH, a nakonec v) zbytkovou
frakci ziskanou celkovym rozkladem vzorku ve smési HF-
HCI10O,. Autofi zaroven zdiraznili, Ze metoda neni dostacu-
jici pro ptesnou kvantifikaci jednotlivych frakei arsenu, ale
slouzi pouze k odhadu distribuce arsenu do labilnich, méné
labilnich a zbytkovych forem tohoto prvku v kontaminova-
nych padach. Hudson-Edwards a spol.*® pak shrnuji, ze
pfed volbou vhodné metody postupné extrakce je tieba
zajistit co nejdetailnéjsi popis fyzikalné-chemickych
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a geochemickych vlastnosti studovanych pad. Dale pak
doporucuji pouzit vzdy vice nez jednu extrakéni metodu,
pripadné pouzit ne€které dopliikové analytické techniky pro
oveéfeni spravnosti vysledkd.

Székova a spol.*” hodnotili vliv extrak&niho ¢inidla na
extrahovatelnost mobilnich podild sloufenin arsenu
v pudé. Byla testovana puda s experimentalnim piidavkem
roztokl arsenitanu, arseni¢nanu, MA a DMA v koncentra-
ci 15 mg As kg™' pady. Vzorky byly extrahovany demine-
ralizovanou  vodou, 0,01 mol ™'  roztokem CaCl,
a 0,05 mol ™! roztokem (NH,4),SO4, Srovnavame-li pouzita
extrakeni Cinidla, pak s vyjimkou vzorku pudy po pfidavku
MA vykazoval siran amonny vyssi extrakci As(IIl) ve
srovnani s chloridem vapenatym a deionizovanou vodou.
Zatimco v kontrolnich vzorcich extrahovatelné podily
arsenu nepresahly 1 % celkového obsahu arsenu v pude,
experimentalni pridavek sloucenin arsenu se odrazil ve
vy$si extrahovatelnosti tohoto prvku (1,4-8,1 % celkového
obsahu arsenu), pfi¢emz se projevil vliv slouceniny arsenu
aplikované do pudy i pouzité¢ho extrakéniho Cinidla. Ze
stanovenych sloucenin arsenu pievladal arseni¢nan
s malymi podily arsenitanu, MA a DMA v zavislosti na
sloucening arsenu aplikované do pidy. Po aplikaci MA do
pudy byla v extraktech stanovena kyselina methylarsonita
(MA(IID)), coz naznacuje vliv mikrobidlni ¢innosti v padé.
Lze konstatovat, ze pouzité extraktanty mohou vést k po-
dobné interpretaci vysledkid stanoveni sloucenin arsenu,
protoze distribuce arsenu v jednotlivych slouceninach to-
hoto prvku byla porovnatelnd u vSech tfi testovanych €ini-
del. Je v8ak také ziejmé, ze piesnéjsi hodnoceni transfor-
mace arsenu v pid€ bude v dal§im vyzkumu vyZadovat
detailngj§i vyzkum mobility arsenu a jeho sloucenin
v pribéhu vegetace pokusnych rostlin vcetné sledovani
procest v rhizosféfe. Pfi studiu forem stopovych latek
v ptudach se v posledni dobé louzici postupy dopliuji spe-
cialnimi spektroskopickymi metodami mikrorentgenové
absorpce ¢i mikrorentgenové fluorescence, které specifi-
kuji vazbu arsenu na daném fazovém rozhrani’’.

3.2. Instrumentdlni analytické metody
stanoveni sloucenin arsenu
v biologickych materialech

V poslednich 20 letech byla vyvinuta cela fada instru-
mentalnich analytickych technik pouzitelnych pro stanove-
ni jednotlivych sloucenin arsenu v nejriiznéjSich materia-
lech z oblasti Zivotniho prostiedi, pficemz v poslednich
4 letech bylo publikovano vice nez 400 aplikaci téchto
technik. Jejich kompletni pfehled pfipravili Francesconi
a Kuehnelt’. Tento prehled zahrnuje i levné a jednoduché
rozliseni As(IIl) a As(V) spektrofotometrickymi metoda-
mi, které naslo uplatnéni zejména v analyzach vod. Dalsi
technikou, ktera byla testovana, je pak kombinace vysoko-
ucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s vyuzitim
optické emisni spektrometrie (OES) jako elementové spe-
cifické techniky detekce. Tato metoda je vSak omezena
nizkou citlivosti metody OES. Atomova absorpcni a ato-
mova fluorescencni spektrometrie (AAS a AFS) v kombi-
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naci s technikou generovani hydridd (HG), n¢kdy v kom-
binaci s kolekci vymrazovanim nasledovanou plynovou
chromatografii jsou rovnéz pomérné levné techniky, které
jsou pouzivany pro stanoveni sloucenin tvoficich tékavé
hydridy (As(III), As(V), MA, DMA) zejména ve vzorcich
vody nebo moci. Podobné uplatnéni ma i technika HPLC-
HG-AAS, nebo HPLC-HG-AFS, pricemz byla popsana
i varianta, kdy jsou slouCeniny arsenu rozdélené HPLC
rozlozeny UV zafenim ¢i aplikaci oxidacnich cinidel
apoté redukovany na AsH; a zavadény do detekéniho
systému. Uginnost rozkladu vak zavisi na druhu slouenin
arsenu piitomnych ve vzorku a také na matrici analyzova-
ného vzorku’'.

Kombinace HPLC s hmotnostni spektrometrii s in-
dukéné vazanym plazmatem (HPLC-ICPMS) je robustni
a velmi citlivou technikou, kterd umoziluje identifikaci
a kvantifikaci Sirokého spektra sloucenin arsenu. Kvantifi-
kace téchto sloucenin je vSak zalozena na srovnani se stan-
dardy pfislusnych sloucenin, je proto zavisla na tom, zda
jsou tyto slouceniny k dispozici a neumoznuje identifikaci
novych slou¢enin arsenu. Mobilni faze pouzitelna pro tuto
techniku nesmi obsahovat vysoké koncentrace organic-
kych rozpoustédel, proto neni tato technika vhodna pro
stanoveni nepolarnich sloucenin arsenu, jako napf. arseno-
lipidi. Ptes tato omezeni je technika HPLC-ICPMS v sou-
Casné dobé nejrozsifenéjsi metodou stanoveni sloucenin
arsenu. U materidlli s obsahem redukovatelnych sloucenin
arsenu (voda, moc, puda) 1ze pak s Gspéchem vyuzit kom-
binace HPLC-HG-ICPMS (cit.”>").

Z dalsich méné rozsifenych technik je tieba zminit
plynovou chromatografii v kombinaci s hmotnostnim
spektrometrem (GC-MS), ktera je pouZitelna jen pro téka-
vé slouceniny arsenu; ostatni slouceniny vyZzaduji derivati-
zaci. Kombinace HPLC-MS-MS pak umoznuje identifika-
ci nezndmych sloucenin arsenu a ziskani podrobnych in-
formaci o struktufe téchto slouenin’**°. Kapilarni elektro-
foréza s UV nebo MS detekci (CE-UV, CE-MS) nedosa-
huje detekénich limitd dostatecné nizkych pro biologické
vzorky”. Rentgenova spektroskopie je technikou, kterd
umoziuje stanoveni sloucenin arsenu ve vzorku in situ
anevyzaduje pfevedeni tuhych vzorkli do roztoku. Tato
technika je s tispéchem pouZzivana zejména u vzorki sedi-
mentt a pad’’, ale i u biologickych materiali s vy$§im
obsahem arsenu®®. Lze ji vak pouzit pouze k stanoveni cel-
kovych obsahll arsenu. Pro stanoveni slouCenin arsenu ve
vodg ¢&i ptidach lze vyuzit i elektrochemickych metod” ™.

4. Zaveér

Je zfejmé, Ze biopfistupnost sloucenin arsenu v pidé
je zavisla na procesech sorpce a biotransformace téchto
sloucenin jak v oblasti rhizosféry, tak i v okolni padé
a speciace arsenu v pudnim roztoku je odpovédna za kvan-
titativni a kvalitativni aspekty speciace arsenu v rostlinach.
V souvislosti s moZnostmi analytického stanoveni slouce-
nin arsenu je tfeba shrnout, Ze prestoze metody frakciona-
ce prvkil v pudé a speciace sloucenin arsenu v pudé
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a rostlinach patii k modernim analytickym postuptim
a mohou vyznamné napomoci k poznani procesii transfor-
mace arsenu v téchto materialech, existuji pii jejich aplika-
ci mnoh4 omezeni. Siroké spektrum pouzivanych metod
zt€Zuje vzajemné porovnani vysledkl, pouzivana extrakéni
Cinidla casto nejsou dostatecné selektivni a vysledky do-
statecné citlivé neodrazeji zmény sledovanych parametra.
Pro zvyseni vérohodnosti vysledkt téchto typl analyz je
vhodné v konkrétnich experimentech kombinovat pouzité
techniky, pfipadné vyuzit dalsi pouZzitelné techniky, jako
napt. pfi analyzach pud techniku difuzniho gradientu
v tenkém filmu (diffusive gradient in thin films, DGT) ¢i
stanoveni mobility prvkl v pidnim roztoku odebiraném
beéhem vegetace. U rostlin je pak tfeba dale rozvijet a opti-
malizovat metody extrakce ¢i vyuzit nedestruktivnich
technik, tedy napf. laserové ablace nebo rentgenové spekt-
rometrie.

Problematika byla FeSena v rdmci vyzkumného pro-
Jjektu GA CR cislo 205/06/0298.
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The influence of sorption and biotransformation of As
compounds and their speciation in rhizosphere and/or in
the bulk soil on bioavailability of these compounds is evi-
dent. Various analytical methods of determination of As
compounds in soil and plants are available for investiga-
tion of transformation of As in soil and plants. However,
many limitations of these methods were reported. A vari-
ety of methods make difficult a comparison of results from
individual laboratories, selectivity of extraction agents is
frequently insufficient, and the results do not sufficiently
reflect changes in experimental parameters. For improve-
ment of credibility of the results, a combination of two or
more techniques is recommended. For soil samples, diffu-
sive gradient in thin films or determination of As mobility
in soil solution collected during vegetation period are
available. For plants, optimization of extraction techniques
or application of non-destructive techniques such as X-ray
spectrometry and laser ablation are necessary in further
research.
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Uvod

Chrom se vyskytuje v zivotnim prostiedi prevazné
v oxidacnich stupnich III (jako chromity kation) a VI
(chromanovy ¢i dichromanovy anion), pficemz ob¢€ formy
se dramaticky li§i svou toxicitou, mobilitou a dalsimi
vlastnostmi dilezitymi pro posouzeni vlivli na lidské zdra-
vi ¢i ptirodni ekosystémy. Spektralni analytické metody —
atomova absorpcni spektrometrie (AAS) ¢i spektrometrie
s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES, ICP-MS) —
nejcastéji pouzivané pro stanoveni kovil, neumoziuji rozli-
Seni oxidacnich stavii prvkil bez naro¢né separace a pred-
upravy vzorki. Ke stanoveni chromu v riznych oxidac-
nich stavech lze vyuzit n€kterych znamych spektrofotome-
trickych metod'. Selektivita téchto metod viak obvykle
neni dostacujici pro analyzu slozitych realnych vzorku,
napf. riznych slozek Zivotniho prostedi, a proto je tfeba
pouzit predbéznou separaci’, coz komplikuje analyzu
a zvySuje nebezpeci nezadouciho posunuti rovnovahy me-
zi obéma oxida¢nimu stavy chromu.

Vyznamnou tlohu ve specia¢ni analyze (kam lze za-
fadit i rozliSeni oxidacnich stavii prvki) hraji moderni
separacni techniky, zejména rGzné varianty kapalinové
chromatografie, z nichz ty, které se pouzivaji pro separaci
iontl, jsou znamy pod souhrnnym nazvem iontova chro-
matografie’™®. Cr(VI) Ize stanovit metodami iontové chro-
matografie s vodivostni’ nebo piimou fotometrickou'
detekci. Cast&ji se viak pii detekci vyuziva vysoce citlivé
pokolonové derivatizacni reakce Cr(VI) s difenylkarb-
azidem (DPC) (cit.”'"). Pro souGasné stanoveni kationti
a anionti metodami iontové chromatografie se kationty
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kovii prevad&ji na vhodné zaporné nabité komplexy’.
Chromité kationty tvofi dostate¢né stabilni komplexy
s EDTA a podobnymi komplexotvornymi ¢inidly. Kom-
plexy Cr(IIl) jsou intenzivné zbarvené a vyuzivaji se téz
pii spektrofotometrickém stanoveni chromu'*'>""*. Tvorba
komplext Cr(III) je za pokojové teploty pomérné pomala,
a proto se pii chromatografické analyze obvykle pfipravuji
pfed nastiikem na kolonu za zvySené teploty
(ptedkolonové derivatizace)’. Pii derivatizaci je tfeba pre-
dev§im zabrénit redukci pifipadné pfitomného chromano-
vého aniontu. Pouziti EDTA jako derivatiza¢niho ¢inidla
proto neni nejvhodnéjsi, nebot’ mize zplsobovat redukci
Cr(VI) (cit."?), na rozdil od piibuznych &inidel, jako jsou
kyselina pyridin-2,6-dikarboxylova (PDCA) nebo kyselina
cyklohexan-1,2-diamin-N,N,N’,N’-tetraoctova (CDTA)
(cit.""?).

Pro soucasné stanoveni chromu v obou nejdilezitéj-
Sich oxidacnich stavech (III a VI) byla v této praci pouZita
tzv. multifunk¢ni kolona Dionex IonPac CSS5SA. Separace
probihala iontové vyménnym mechanismem — Cr(VI) byl
separovan ve formé pfislusSnych oxoaniontl a detegovan
fotometricky s vyuzitim pokolonové derivatizace s DPC,
zatimco chromity kation byl pred vlastni chromatografic-
kou analyzou pieveden na barevny komplex reakci
s CDTA. Pii navrhu chromatografického systému byl pou-
7it postup doporucovany firmou Dionex’. SloZeni mobilni
faze bylo modifikovano tak, aby iontové chromatograficka
metoda byla pouzitelnd pro analyzu Sirokého spektra tech-
nickych a jinych slozitych vzorki, ptficemz byly brany
v uvahu nasledujici pozadavky:

1. Mobilni faize by méla mit dostatecné vysokou pufrac-
ni kapacitu, ktera by udrzovala pozadované pH béhem
derivatizace a separace. Proto byl za zéklad mobilni
faze (a derivatizacniho ¢inidla) pouzit pomérné kon-
centrovany roztok octanu amonného.

Mobilni faze by méla obsahovat anion s vysokou
eluéni schopnosti, aby byly anionty Cr(VI) eluovany
v pfijatelném Case. Jak chromany, tak dichromany
totiz patfi mezi nejsilnéji zadrzované anionty
v iontové chromatografii'. Jako silné elu¢ni &inidlo
byl proto do mobilni faze ptidan chloristan'’.

Mobilni faze by méla vykazovat urcité komplexotvor-
né vlastnosti, které by brénily hydrolyze vicevalent-
nich kationtd kovi (véetn& Cr’"), které byvaji p¥itom-
ny v mnoha typech redlnych vzorkd. Komplexotvorné
vlastnosti vykazuje octanovy pufr jako hlavni slozka
mobilni fize. Navic bylo do mobilni fize ptidano
malé mnozstvi komplexotvorného ¢inidla CDTA.
Tonty I" pouzivané v n&kterych postupech’ jako silné
eluujici anionty mohou za urcitych podminek reduko-
vat Cr(VI), a proto byly nahrazeny chloristanovymi
ionty.

Jednim z kritickych parametrii mobilni faze je hodno-
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ta pH. Pfi pouziti mobilnich fazi s pfili§ nizkou hodnotou
pH je pik piislusejici Cr(VI) nizky a Spatn€é vyvinuty,
a proto se doporucuji spise alkalické mobilni faze™''. Na-
opak pro tvorbu komplexu chromitého kationtu s CDTA je
zapotiebi kyselé prostredi™". Vyhovujicim kompromisem
pro vznik komplexu Cr(Ill) a uspéSnou separaci Cr(III)
a Cr(VI) jsou hodnoty pH mobilni faze v rozmezi asi 4—6
(cit.>™).

Navrzena metoda byla pouzita pfi analyze rGznych
technickych materiald (chromovacich lazni) a vzorkd Zi-
votniho prostfedi.

Experimentalni ¢ast
Pifistroje a zaftizeni

Iontovy chromatograf ICS-1000 (Dionex, Sunnyvale,
USA) se skladal z vysokotlakého izokratického Cerpadla,
elektronicky ovladaného smyckového davkovace Rheody-
ne s davkovaci smyckou 50 pl, vakuového odplyniovaciho
zafizeni a kolonového termostatu. Pokolonové derivatizac-
ni zafizeni PC10 se skladalo z pneumatického davkovace,
sméSovaciho zafizeni a reakéni smycky o objemu 375 ul.
K detekci byl pouzit fotometricky detektor AD 25
(Dionex) pracujici pfi vinové délce 530 nm. Separace pro-
bihala na koloné IonPac CS5A (4 x 250 mm) plnéné vice-
funkénim méni¢em iontil o zrnitosti 9 wm obsahujicim jak
aniontové vyménné kvartérni amoniové skupiny, tak kati-
ontoveé vymeénné sulfonové funkéni skupiny. Pred analytic-
kou kolonu byla zafazena predkolona IonPac CG5A plné-
na stejnym méni¢em iontd. Obé kolony vyrabi firma Dio-
nex. Podle udajii vyrobce je kapacita analytické kolony
40 pekv. pro anionty a 20 pekv. pro kationty. Béhem mé-
feni byly kolony termostatovany na 30 °C. Prutok mobilni
faze byl 1,2 ml min™" a pritok pokolonového derivatizaé-
niho ¢inidla byl 0,6 ml min™".

Chemikalie

Kyselina cyklohexan-1,2-diamin-N,N,N’,N’-tetra-
octova (CDTA, Chelaton 4) a dalsi chemikalie s vyjimkou
methanolu byly Cistoty p.a (Lachema Neratovice). Metha-
nol (HPLC-grade) byl od Labscan Analytical Sciences,
Dublin, Irsko. Roztoky byly pfipravovany v deionizované
vod¢ ze zatizeni Demi Ultra 20 (Goro, Praha) vyuZzivajici-
ho reverzni osmoézy a smésného meénice iontl k Cisténi
vody.

Zasobni roztok A obsahoval 20 mmol I CDTA
a 1000 mmol I"' octanu amonného. Zasobni roztok B obsa-
hoval 100 mmol "' chloristanu sodného. Mobilni faze byla
pfipravovana smichanim zasobnich roztoki A a B
v potiebném poméru a zfedénim vodou. Pokud neni uve-
deno jinak, byla pouZivina mobilni fize o sloZeni
100 mmol I"' octanu amonného, 10 mmol I"' chloristanu
sodného, 2 mmol I CDTA, pH bylo 5,5+0,1. Standardni
roztoky Cr(IIT) a Cr(VI) o koncentraci 1000 mg 1™ byly
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pripraveny ze siranu chromitého a dichromanu draselného
podle’. Pied mé&fenim byly podle potieby fedény deionizo-
vanou vodou. Pokolonové derivatiza¢ni ¢inidlo obsahova-
lo 2 mmol I"" difenylkarbazidu (DPC), 450 mmol "' kyse-
liny sirové a 10 % (v/v) methanolu’.

Pfiprava vzorka

Diky vysoké pufracni kapacité derivatiza¢niho rozto-
ku i mobilni faze nevyzaduji vzorky odpadnich vod ob-
vykle upravu pH ani jinou pfedbéznou upravu. Koncentro-
vané vzorky, jako napf. chromovaci lazné, byly pied ana-
Iyzou fedény vodou. Vzorky obsahujici vysoké koncentra-
ce Cr(IIl) byly fedény mobilni fazi. K predkolonové deri-
vatizaci — ptipravé komplexti Cr (III) s CDTA — se pouZi-
va zasobni roztok A (viz vysSe). 10 ml vzorku se smicha
s 10 ml roztoku A a mirné vaii po dobu 5 min (cit.'). Po
ochlazeni se doplni vodou na objem 100 ml.

Vysledky a diskuse

CDTA tvorfi s kovy vétSinou komplexy typu 1 : 1
(cit."'%). Komplextim CDTA s Cr(IIl) je pfisuzovano slo-
zeni vyjadfené vzorci [CrL]™ nebo CrLX; kde L odpovida
CDTA a X je H,0, OH™ nebo octanovy anion'®. Lze pied-
pokladat, ze komplexy Cr(III) s CDTA nesou parcialni
zaporny naboj, coz je dilezité pro jejich separaci me-
chanismem aniontové chromatografie. Retenci komple-
xu Cr (IIN)-CDTA 1 aniontd Cr(VI) Ize ovliviiovat nejsnad-
n¢ji zménou koncentrace chloristanu v mobilni fazi.
V obou piipadech retence klesa srostouci koncentraci
chloristanu (viz obr. 1). Zavislosti logaritmu retencniho

0,6

log k

-1,0
-2,5 -2,0 -1,5 -1,0

" log c

Obr. 1. Zavislosti logaritmu reten¢niho faktoru % na logaritmu
koncentrace NaClO4 v mobilni fazi; kolony: lonPac CS5A (4 x
250 mm) a IonPac CG5A (4 x 50 mm), Dionex. Mobilni faze:
100 mmol I"" octan amonny + 2 mmol I CDTA + 1-50 mmol 1"
NaClOy, pH 5,5+0,1. Fotometricka detekce pifi 530 nm s vyuzitim
pokolonové derivatizace s difenylkarbazidem. Pratok mobilni
faze 1,2 ml min”', pritok pokolonového derivatizaéniho &inidla
0,6 ml min™', teplota 30 °C. I — Cr(III), 2 — Cr(VI)
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faktoru na logaritmu koncentrace chloristanu jsou linedrni
v souladu s predpoklddanym iontov€ vyménnym mecha-
nismem retence. Ackoliv pti dané hodnoté pH (cca 5,5) je
formalni naboj chromanového aniontu blizky jedné'®,
smérnice logaritmické zavislosti na obr. 1 je mensi (v ab-
solutni hodnoté€) nez jedna. Podobné zavislosti byly casto
dy ¢i dusicnany) pii pouziti tzv. polyaniontovych eluenti,
tj. eluentli obsahujicich vice nez jeden druh eluujiciho
iontu — pro podrobnéjsi vysvétleni a prislusné teoretické
vztahy viz napt.'*?. Z praktického hlediska je dilezité, ze
smérnice zavislosti na koncentraci chloristanu se 1i§i pro
jednotlivé separované latky, coz umoziiuje snadnou opti-
malizaci separace.

Na zakladé vyse uvedenych tivah bylo pro soucasné
stanoveni Cr(II) a Cr(VI) zvoleno nasledujici slozeni mo-
bilni faze: 100 mmol I"' octan amonny, 10 mmol I"* Na-
ClO,, 2 mmol I"' CDTA, pH 5,5+0,1. Ptiklad separace je
uveden na obr. 2a. Zéakladni charakteristiky metody stano-
veni Cr(III) a Cr(VI) jsou shrnuty v tabulce I. Navrzena
metoda umozfiuje stanoveni Cr(II) na trovni 10~ mg1™
a Cr(VI) na arovni 10~ mg 1™ s vysokou presnosti, coZ je
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postacujici pro analyzu vétSiny technickych vzorki a vzor-
ki z oblasti zivotniho prostiedi. V pfipadé nutnosti je moz-
né dalsi snizeni mezi detekce a stanovitelnosti Upravou
instrumentalnich parametrii (pfedevS§im zvétSenim nastii-
kovaného objemu vzorku a optimalizaci pokolonové deri-
vatizace), jak navrhli Thomas a spol.** pro stanoveni Cr
(VI) v pitné vode.

Navrzend metoda byla aplikovéna pfi analyze riz-
nych technickych vzorkd a vzorkd zivotniho prostiedi
(odpadnich vod, vodnych vyluhti, chromovacich lazni)
obsahujicich vysoké koncentrace dalSich ionti, jako jsou
kationty alkalickych kovi a kovl alkalickych zemin, kati-
onty ptechodnych kovt, chloridy ¢i siranové anionty. Rizi-
ko redukce Cr(VI) ionty Fe(Il) ¢i huminovymi latkami,
které mohou byt ptitomny v nékterych typech vzorkd, je
do znaéné miry minimalizovano p¥i zvolené hodnoté pH>.
Bez piedkolonové derivatizace je navrzena metoda vhodna
pro stanoveni stopovych koncentraci Cr(VI) za pfitomnosti
vysokych koncentraci Cr(III), coz bylo vyuzito pfi analyze
pouzitych chromovacich 1azni a sledovani jejich zneskod-
novani riznymi redukénimi ¢inidly. Jak je vidét z obr. 2b,
stopové mnozstvi Cr(VI) — 2 ug I — je mozno stanovit za

abs. jedn. a
. cr(l)
abs. 4
jedn.
0,0010 |
Cr(VI) 1
B 0,0002 - ‘
] | N e
0,0005 -} ] kB A S
M,
o |
b 1 |
:’ |
0T PR N )] %.ﬁmm""-'l\.r" i !""-'LJ’“’TF"\-‘V'M"'”""“v‘“"""f Mot
0 2 4 6 8

¢as, min

Obr. 2. Separace Cr(III) a Cr(VI); a) Separace modelové smési obsahujici 1 mg 1™ Cr(III) a 0,01 mg 1" Cr(VI). b) Stanoveni stopového
mnoZstvi (cca 2 ug1™") Cr(VI) za piitomnosti velkého piebytku (cca 10 mg1™") chromitych iontti bez predkolonové derivatizace
(vyCerpana chromovaci lazent po redukci SO,). Prvni pik odpovidajici Cr(Ill) vznika v disledku fedéni vzorku mobilni fazi obsahujici
CDTA a dokazuje, Ze v malé mite reaguje Cr(IIl) s CDTA i za studena. Mobilni faze: 100 mmol I”' octan amonny + 2 mmol I”' CDTA +

2 mmol "' NaClO,, pH 5,54, ostatni podminky jako na obr. 1.
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Tabulka I

Charakteristiky metody - stanoveni Cr(IIl) a Cr(VI)

Charakteristika Cr(I1D) Cr(VI)

Mez detekee ?, ug 1™ 111 1,20

Mez stanovitelnosti b, ug I 370 3,89

Linearita, mg I™* do 15 do 0,2
(r=0,996) (r=0,994)

Citlivost °, abs.jedn.min.].mg™" 9,78-107° 9,37-107°

Opakovatelnost — vyssi koncentrace ¢ 0,56 3,71

(rel. smérodatna odchylka, %)

Opakovatelnost — niz§i koncentrace ° 3,70 3,89

(rel. smérodatna odchylka, %)

* Trojnasobek smérodatné odchylky®', ° desetinasobek smérodatné odchylky?', ©smérnice kalibraéni piimky,
4pro 15 mg I Cr(11) a 0,2 mg 1" Cr(VI), n=7, pro 1 mg 1™ Cr(Ill) a 0,01 mg I"' Cr(VI),n="7

pritomnosti az 5-10° — nasobného piebytku Cr(III). Nékte-
ré priklady stanoveni jsou uvedeny v tabulce II.

Pii analyze tuhych vzorkd je kritickym stupném ex-
trakce prevedeni jednotlivych forem chromu do roztoku,
aniz dojde k posunu rovnovahy, zejména k redukci Cr(VI).
Pro selektivni stanoveni Cr(VI) v tuhych materialech, jako
jsou pudy, kaly, sedimenty, pevné odpady”, cement
a ptibuzné materialy>, prachové &astice™”° pigmenty?’ &
biologické materialy™®, byla navrzena riizna extrakéni &ini-
dla. V posledni dobé se objevuji snahy o harmonizaci
a standardizaci téchto postupt, nicméné zda se, Zze plné
uspokojivé feSeni vyhovujici pro Siroké spektrum materia-
It (zejména vzorkl zivotniho prostfedi) nebylo dosud na-

lezeno — podrobnéjsi diskusi 1ze nalézt v pirehledném ¢lan-
ku®. Problematika spolehlivé extrakce Cr(VI) z tuhych
vzorkl nebyla ov§em piedmétem tohoto ¢lanku. Bylo pou-
ze demonstrovano, zZe navrzena iontové chromatograficka
metoda umoziuje analyzu extrakénich roztokd pouziva-
nych ve zminénych pracich. Nejcastéji se k extrakci Cr
(VI) pouzivaji alkalické uhlicitanové pufry (NaOH/
Na,CO3/NaHCO5)****, Fosfore¢nanovy pufr obsahujici
MgSO, byl navrzen k extrakci Cr(VI) za pfitomnosti re-
dukénich ¢inidel”*. Analyzy obohacenych vzorki (viz
tabulka IT) ukazuji, ze iontové chromatograficka metoda je
kompatibilni s nové vyvijenymi extrakénimi postupy pro
selektivni stanoveni Cr(VI) v tuhych vzorcich.

Tabulka II

Stanoveni Cr(VI) v obohacenych vzorcich

Matrice vzorku Dano Cr(VI) Nalezeno Cr(VI) * Vytéznost
[ug 1] [ng 1] (%]

Cr(IIT) °, cca 10 mg 1! 10 9,55 (0,27) 93,3-97.6

Cr(I1) ®, cca 10 mg 1! 5 5,10 (0,43) 95,1-108,9

0,28 mol I"! Na,CO; + 0,5 mol "' NaOH © 10 10,50 (0,24) 103,9-106,7

0,1mol I"' KH,PO,/K,HPO, + 0,1 mol 1"'MgSO,, 10 9,98 (0,08) 99,5-100,1

pH 6,98 ¢

0,28 mol I"' Na,CO5 + 0,5 mol I"' NaOH + 0,1 mol I"* 10 9,79 (0,99) 92,4-103,3

KH,PO, + 0,1 mol I MgSO,4 + 10 mg I”!
huminovych kyselin

'V zévorce uvedeny smérodatné odchylky, n = 4, ° vy&erpana chromovaci lazefi redukovana SO,, fedéno mobilni fazi,

¢ extraké&ni roztok pro stanoveni Cr(VI) v tuhych vzorcich®”, ¢ extrakéni roztok pro stanoveni Cr(VI) v tuhych vzorcic

23,25
h™,

" modelovy roztok simulujici extrakci Cr(VI) z tuhych vzorki obsahujicich huminové latky (napf. ptid) s vyuZitim stan-

dardniho postupu®
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Tato prace vznikla jako soucdst reSeni projekti vy-
zkumného centra ,, Pokrocilé sanacni technologie a proce-
sy* podporovaného MSMT, projekt &. 1M0554.
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Purkyné University, Faculty of Environment, Usti nad
Labem, * Research Institute of Inorganic Chemistry, Usti
nad Labem): Determination of Cr(III) and Cr(VI) by
Ion Chromatography

Simultaneous separation and determination of Cr(III)
and Cr(VI) was carried out on a multifunctional ion-
exchange column Dionex IonPac CS5A in the anion-
exchange mode. Cr(IIl) cations were converted to nega-
tively charged complexes by pre-column derivatization
with cyclohexane-1,2-diamine-N, N, N, N'-tetraacetic acid
(CDTA) prior to separation. The mobile phase contained
100 mmol I"' ammonium acetate, 10 mmol I”' sodium
perchlorate and 2 mmol I"' CDTA. Post-column derivati-
zation with diphenylcarbazide was employed for photo-
metric detection of Cr(VI). The proposed method allows
to determine Cr(III) at a level of 10' mg1' and Cr(VI) at
10~ mg I"' with high precision. Relative standard devia-
tions of repeatability ranged from 0.6 to 3.9 % in de-
pendence on the analyte concentration. The procedure was
used for analyses of various industrial (plating baths) as
well as environmental samples.
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Klucové slova: Gibbsove prenosové funkcie, stanovenie
rozpustnosti soli

Meranie vsolovacieho efektu, vypocet aktivitnych
koeficientov a stanovenie Gibbsovych prenosovych funkeii
pikratu draselného (K(pic)), pikratu barnat¢ho (Ba(pic),),
pikratu  tris(bipyridil)kobaltnatého  ([Co(bipy);](pic),)
a pikratu  tris(bipyridil)kobaltitétho  ([Co(bipy)s](pic)s)
z vody do zmesi voda—acetonitril je sicastou dvoch tloh
pokrocilého cvicenia z fyzikalnej chémie. Zo zavislosti
rozpustnosti tychto latok vo vode a vo vodnych roztokoch
dusi¢nanu sodného sa ziskali experimentalne hodnoty ich
aktivitnych koeficientov. Experimentalne vysledky sa
konfrontovali s teoretickymi predpoved’ami podla De-
byeovej a Hiickelovej tedrie silnych elektrolytov. Zo
zmeny rozpustnosti K(pic), Ba(pic),, [Co(bipy)s;](pic),
a [Co(bipy);](pic)s, pri prechode z vody do zmesi voda—ace-
tonitril, sa stanovili Gibbsove prenosové funkcie soli.
S pouzitim extratermodynamického predpokladu sa vypo-
¢itali Gibbsove prenosové funkcie individudlnych idénov.
Z priebehu zavislosti Gibbsovych prenosovych funkcii sa
posudil vplyv naboja, hydrofilnych a hydrofébnych vlast-
nosti vySetrovanych iénov na zmenu solvatacie pri precho-
de z vody do zmesi voda—acetonitril.

Uvod

Cast’ pokro¢ilého cvitenia z fyzikalnej chémie
(8. semester na Prirodovedeckej fakulte UK v Bratislave)
je zamerana na Stdium vlastnosti vodnych a zmesnych
vodno—nevodnych roztokov. V tomto semestri sa predpo-
klada samostatny pristup Studentov k zadanej problemati-
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ke, preto skor ako za¢nu Studenti vlastné experimentalne
merania, urobia literdrnu reSer§ z povodnych udajov
v literatare. V pripade aktivitnych koeficientov je to nielen
povodna praca Debyea a Hiickela publikovana v r. 1923
(cit."), ale aj prvé experimentalne prace J. N. Bronsteda
a V. K. La Meera, zamerané na experimentalne stanovenie
aktivitnych koeficientov z rozpustnosti malo rozpustnych
komplexnych soli kobaltu ([Co(NH;)s][Fe(CN)s]) publiko-
vané vr. 1924 a 1927 (cit.>*). Na tomto mieste je vhodné
upozornit na to, Ze tedria aj experiment vznikli
v rovnakom obdobi nezavisle na sebe. Konfrontacia expe-
rimentalnych a teoretickych vysledkov ukazala, ze Debye-
ova  aHiickelova tedria je  vdobrej  zhode
s experimentalnymi vysledkami. Studenti sa na tomto pri-
klade moézu presvedcit, ako sa experiment a tedria navza-
jom dopliaju.

V d’alsej ulohe, v teoretickej priprave, sa Studenti
najprv zoznamia s jednoduchou Bornovou tedriou solvata-
cie ionov*, d’alej si prestuduju literattru, v ktorej sa solva-
tacia popisuje ako zlozitejsi proces, v ktorom sa bert do
uvahy nielen interakcie i6n—dip6l ale aj interakcie dipdl—
dipo6l, dipol-indukovany dip6l, Van der Waalsove interak-
cie a geometria interagujticich Gastic’. Pri experimentélnej
priprave vychadzaju z prace®, v ktorej sa pre ziskanie pre-
nosovych funkcii individudlnych iénov zaviedol extrater-
modynamicky predpoklad, podla ktorého je prenosova
funkcia soli dand sGétom prenosovych funkcii iénov,
z ktorych sa sklada. Ako referencné soli, pre ziskanie Gib-
bsovych prenosovych funkcii individudlnych iénov, sa
pouzili prenosové funkcie tetrafenylfosfonium tetrafenyl-
boratu (Ph),PB(Ph), a tetrafenylarzonium tetrafenylboratu
(Ph),AsB(Ph), (cit.”), v ktorej sa Gibbsova prenosova
funkcia rozdelila rovnako medzi kation a anion. K tejto
vol'be viedla rovnaka Struktira katiénu a aniénu a mala
hustota néboja. Za tohto predpokladu prenosovu funkciu
kationu a anionu vyjadruje vzt'ah (1):

AG[(pn), P} = A,G[(pn), ] =1/2A,G°[(pn), Prpn), ] )

Vzhl'adom na ¢asovil naro¢nost’ merani, jeden Student
meria rozpustnosti len jednej latky. Svoje vysledky si na
seminari Studenti navzajom konfrontuju a na zéklade pre-
Studovanej literatry a vlastnych experimentalnych vysled-
kov diskutuju o ich interpretacii. Pre obe ulohy je potrebné
pouzit’ dostato¢ne malo rozpustna sol’, no zaroven rozpus-
tnost’ musi byt’ taka, aby sa jej koncentracia dala stanovit’
beznymi metédami s dostatone velkou presnostou.
Vhodnymi latkami sa pre takéto merania ukézali soli vo
forme pikratov, ktoré maju velky absorpény koeficient
a daju sa stanovit’ spektrofotometricky.

Teoreticka cast’

Aktivitné koeficienty

Pre vypocet aktivitnych koeficientov vel'mi zriede-
nych roztokov sa pouziva jednoduchy vzt'ah (2):
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logy, = —A|z+z,|\/7 2)

kde I je i6nova sila roztoku, z., z_ st ndbojové Cisla iénov,
pre vodné roztoky 4=0,509 mol™"? dm*? pri 298,2 K, ko-
eficient 4 sa d4 vypocitat’ podl'a vztahu (3):

A=18246-10%p" % (e, )2 (3)

kde p je hustota roztoku, €, je relativna permitivita rozpas-
tadla a T je teplota v K. Pri vysSich koncentraciach elek-
trolytov sa pozorovala negativna odchylka od Debyeovho
a Hiickelovho limitného zakona, ktory neuvazuje rozmery
i6nu. Ak sa do ivahy zoberl aj rozmery i6nu pre stredny
aktivitny koeficient z Debyeovej a Hiickelovej tedrie vy-
plyva vztah (4):

= —A|z+zf|«/7/(l + Baﬁ)

logy, “4)

kde a je empiricky parameter zohladiiujuci velkost’ idonov
(vzdialenost’ najtesnejSieho pribliZenia), pre vodné roztoky
parameter B=3,29 nm ' mol™"? dm*? pri 298,2 K. Koefi-
cient B sa da vypocitat’ podl'a vztahu (5):

B =50,29-10%p"2 (e, 1)7"/? (5)

Na stanovenie aktivitnych koeficientov z rozpustnosti je
potrebné namerat’ rozpustnost’ malo rozpustnej soli v pro-
stredi indiferentného elektrolytu. Z podmienky termodyna-
mickej rovnovahy vyplyva, Ze si¢in rozpustnosti K malo
rozpustnej soli vo vode a vo vodnom roztoku indiferentné-
ho elektrolytu musi byt’ konstantny (6):

Ky =x e b))

(©)
X a y st nabojové ¢isla idonov malo rozpustnej soli, ¢y, ¢ su
jej rovnovazne koncentracie — rozpustnosti vo vode a vo
vodnom roztoku indiferentného elektrolytu, v,., v. s pri-
slusné aktivitné koeficienty.

Ak aktivitné koeficienty vyjadrime pomocou Debye-
ovho a Hiickelovho limitného zékona (2) a dosadime do
rovnice (6) dostaneme rovnicu (7), resp. s pouZitim rozsi-
reného Debyeovho a Hiickelovho vztahu rovnicu (8), obe
rovnice vyjadruju zavislost’ rozpustnosti od iénovej sily:

log(c/ ¢, )= A|z+z,|(x/7 - \/Z) (7)

tode/c,)= Az, z NI A+ BalT)~1, i+ Bay1, )| (8

kde 1, je ionova sila nasyteného roztoku malo rozpustnej
soli vo vode, I je i6nova sila nasyteného roztoku malo
rozpustnej soli v roztoku indiferentného elektrolytu
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(v tomto pripade si treba uvedomit’, ze vysledna idnova
sila je suctom idnovej sily indiferentného elektrolytu
a iénovej sily malo rozpustnej soli).

Gibbsove prenosové funkcie

Gibbsove prenosové funkcie soli sa vypocitali z ich
rozpustnosti vo vode avzmesi voda—acetonitril podla
vzt'ahu (7):

S

A,G° = —nRT In=xYex )

o Y+o

kde A,G° je Standardna prenosova Gibbsova energia, n je
sucet nabojovych ¢isel kationu a anidnu, S, a Sy st rozpus-
tnosti vo vySetrovanom prostredi a vo vode, ktora je refe-
renénym prostredim, Y., a Y., su prislusné stredné aktivitné
koeficienty. V pripade, ked’ sa jedna o malo rozpustné soli,
sa povazuje pomer Yi,/yi,~1. Korektnost’ tohto zjednodu-
Senia sa da overit, porovnanim nekorigovanych hodnot
Gibbsovych prenosovych funkcii s korigovanymi hodnota-
mi pomocou aktivitnych koeficientov. Pre vypocet aktivit-
nych koeficientov sa v tomto pripade hodi vztah (4), ktory
dava dobré vysledky pre K(pic) a Ba(pic), ak Ba=1 a pre
[Co(bipy)s](pic),) a [Co(bipy)s](pic)s ak Ba=1,5, ako sa to
ukazalo v predchadzajtcej tlohe.

Koeficienty 4 a B sa vypocitali podla vztahov (3)
a (5), potrebné hodnoty relativnej permitivity a hustoty sa
prebrali z prac®’.

Zmena solvatacie ionov, pri prechode z referenéného
rozpustadla do zmesného prostredia, zavisi od viacerych
faktorov, ktoré sa uplatiuju rézne pri réznych koncentra-
cich, preto je potrebné detailnejSie vySetrit’ zavislost’ pre-
nosovych funkcii od pomeru koncentracii zmesnych roz-
pustadiel. Zaporné hodnoty prenosovych funkcii indikuja,
ze i6n je v danom prostredi lepsie stabilizovany, ako
v referenénom a naopak. Z Gibbsovych energii sa ale neda
jednoznacne povedat, ¢i bude idn lepSie solvatovany.
V prenosovej Gibbsovej energii je zahrnutd nielen zmena
v interakciach ibn—molekuly rozpustadla ale aj medzi mo-
lekulami rozpustadla navzajom. V pripade zmesi voda—
acetonitril je v intervale koncentracii 0,2 < xan < 0,7 oblast’
mikroheterogenit, tvorenych molekulami jedného druhu.
V oblasti xpny > 0,7 ako aj xan<0,2 sa zachovava mierne
modifikovana Struktura rozpustadla, ktoré je v nadbytku.
Na rozdiel od vyrazne Struktirovanej vody je acetonitril
malo Struktarovany, v kvapaline sa uplatiiuju dipol—dipo-
lové medzimolekulové interakcie'®. I6n v svojom okoli
moze ovplyvnit vzajomné interakcie medzi molekulami
rozpustadla tak, ze tieto budu predstavovat’ rozhodujici
prispevok na celkovej hodnote prenosovej Gibbsovej ener-
gie. Pre ziskanie lepSicho obrazu o solvatacii i6nov
v roztokoch sa zvykne kombinovat’ niekol’ko metdd, ako
su kalorimetria, stanovenie zmeny tepelnych kapacit rozto-
kov a parcialnych mélovych objemov iénov'!, pripadne
vyuZzit' teoretické vypoclty interak¢nych energii medzi i6-
nom a molekulou rozpugtadla'?.
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Experimentilna ¢ast’
Chemikalie

Pikrat draselny a pikrat barnaty sa pripravili neutra-
lizaciou kyseliny pikrovej Cistoty p.a. (Merck) s KOH
a Ba(OH),, prekrystalizovali sa z vodného roztoku.
[Co(bipy)s](pic), a [Co(bipy)s](pic)s sa pripravili vyzraza-
nim z prislusnych chloristanovych soli pikratom sodnym.
[Co(bipy);](ClOy), a [Co(bipy);](ClOy4); sa pripravili po-
stupom publikovanym v literature'’. Cistota chlorista-
novych soli sa skontrolovala elementarnou analyzou.
[Co(bipy)s](pic), a [Co(bipy);](pic); sa prekrystalizovali
zo zmesi voda—acetonitril. Acetonitril a NaNO; boli
Cistoty p.a. (Merck). Na pripravu roztokov sa pouzila
deionizovana voda. Tieto latky Studenti v ramci tohoto
cvicenia nepripravovali, dostali ich hotové.

Stanovenie rozpustnosti

Pre urychlenie dosiahnutia stavu nasytenia sa pouzil
ultrazvukovy generator Tesla UC 005 AJl s vykonom
30W a frekvenciou 50 kHz. Na dosiahnutie stavu nasyte-
nia stacilo vystavit'® vzorku, umiestneni v temperovanej
nadobke pri 25 °C, u¢inkom ultrazvuku po dobu 15 min.
Ultrazvukovy kupel’ sa chladil vodou, aby nedoslo k pre-
hriatiu vzorky vplyvom ultrazvuku. Rozpustnosti ziskané
touto metodou sa porovnali s rozpustnostami, ktoré sa
ziskali mieSanim pri 25 °C pocas 24 h. Vysledky ziskané
oboma postupmi sa zhodovali v rdmci experimentalnych
chyb. Koncentracie sa po vhodnom zriedeni merala foto-
metricky na spektralnom fotometri Specol 210 (Carl Zeiss,
Jena) pri A=360 nm. Overil sa Lambertov a Beerov zakon
a vypocitali sa absorbéné koeficienty K(pic), Ba(pic),,
[Co(bipy)s](pic), a [Co(bipy)s](pic); (e=13 500, =27 000,
£=28 000 a =43 000 dm’ mol™' cm™).

Vysledky a diskusia

Z rozpustnosti (S) K(pic), Ba(pic), a [Co(bipy);](pic);
vo vode a v roztokoch NaNO; v intervale cnano3 (0-0,5)
mol dm™ sa vyhodnotila zavislost S=f{I) podl'a vztahov
(7) a (8). Ukazalo sa, ze Debyeov a Hiickelov limitny za-
kon, vztah (1), sa pre vypocet aktivitnych koeficientov
nehodi. V tomto pripade pre vypocet aktivitnych koefi-
cientov, vyhovuje rozsireny vztah (3), ako to ilustruje
obr. 1. Experimentalne a teoretické hodnoty smernice za-

vislosti

toglc/ )= NI /l1+ BaNT)- 1, 1+ Bayfl, )|
su v tabulke I. Z tejto tabulky vidno, Ze experiment sa
dobre zhoduje s tedriou, ak v rovnici (3) Ba =1 pre K(pic)
a Ba( pic), ¢o odpoveda parametru ¢=0,3 nm, a Ba =1,5
pre [Co(bipy);](pic); v tomto pripade a=0,454 nm. Podob-
né hodnoty a pouzili autori v praci'® pri vypoéte aktivit-
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log c/cy

0,0

0,1 0,2

VI 1+aBT)-[1, /1 +aB\[1,)

0,3

Obr. 1. Zavislost' logle/c,)= f[ﬁ(l + Baﬁg—ﬁ (1+Bayl, ﬂ
pre M — K(pic), ® — Ba(pic), a A Co(bipy)s](pic); pri
298,2 K, kde aB=1 pre K(pic) a Ba(pic), a aB=1,5 pre
[Co(bipy)s](pic)s

Tabul’ka I

Experlmentalne ozcxp teoretické hodnoty smernice Olicor
zavislosti loglc/¢,) lf/()+3af \/7/ +Ba n)}

pre vySetrované elektrolyty pri 298,2 K

Latka Olieor Olexp a[nm] aB
K(pic) 0,509  0,503+0,031 0,300 1
Ba(pic), 1,018  1,155+0,073 0,300 1
[Co(bipy)s](pic); 1,524  1,482+0,070 0,454 1,5

nych koeficientov pikratov alkalickych kovov a=3 nm,
a pre vel'ké iony, ako su tetrafenylfosfoniovy alebo tetra-
fenylboratovy i6n ¢=5 nm.

Rozdiely medzi teoretickymi a experimentdlnymi
hodnotami mézu byt niekedy spdsobené vznikom idno-
vych asocidtov, hlavne v koncentrovanejich roztokoch
elektrolytov. V nasom pripade sa vznik takychto asociatov
da zanedbat, aj pre komplexny i6n s nabojom 3+ vzhla-
dom na nizke koncentracie a relativne malt nabojovu hus-
totu komplexného i6nu.

Z rozpustnosti Ba(pic),, K(pic) (cit."®), [Co(bipy)s](pic),
(cit.”®) a [Co(bipy)s](pic); (cit."’) vo vode a v zmesiach
voda—acetonitril sa vypocitali Gibbsove prenosové funkcie
soli podl'a vztahu (9). Prenosova funkcia pikratového ionu
sa vypocitala z prenosovej funkcie K(pic) a prenosovej
funkcie K" (cit.'®). Na obr. 2 su zavislosti prenosovych
funkcii individualnych iénov bez a s korekciou na aktivit-
né koeficienty. Z tychto zavislosti vidno, Ze hydrofilné
iony K" a Ba”" st v zmesi voda—acetonitril destabilizova-
né. Z poradia prenosovych funkcii jednoduchych ionov,
ako aj vzhladom na vyrazne polarnejsi charakter mole-
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Obr. 2. Zavislost’ A,G° od koncentracie acetonitrilu pre ll [J —
K', ® O —Ba>', A A —[Co(bipy)s]* a ® < — [Co(bipy)s]*" pri
298,2 K, plné symboly odpovedaju hodnotdm korigovanym na
aktivitné koeficienty

kuly acetonitrilu (pu=3,9 D), v porovnani s molekulou
vody (u=1,7 D), interakcie i6n—dipdl nebudti hrat’ domi-
nantna Ulohu. Pri prechode z vyrazne zoStrukturovaného
prostredia vody, do menej Struktirovaného acetonitrilu,
moze hrat’ ulohu zmena kavitacného prispevku vzhl'adom
na velkost’ prenasaného iénu. Kladné hodnoty A,G° pou-
kazuju na preferenénu solvataciu ionov K a Ba® vodou.

Na rozdiel od jednoduchych iénov st oba komplexné
iony pri prechode zvody do acetonitrilu stabilizované,
pricom vyznamnejie je stabilizovany komplexny ion
s nabojom 2+. Nakol'ko sa vel'kostou tieto idny lisia nepa-
trne, prispevok od kavitaéného &lena ku celkovej AG°
bude porovnatelny. Hydrofébny charakter ligandov vsak
umoziuje interakcie komplexného i6nu s nevodnym roz-
pustadlom, ktoré ma na rozdiel od vody amfifilny charak-
ter, t.j. obsahuje v molekule hydrofilnt ako aj hydrofébnu
skupinu —CHj3, Pozorovany rozdiel v A,G° pre komplexné
iony Co™ a Co" bude pravdepodobne stvisiet’ so skutoé-
nostou, ze hydrofobne interakcie, ktorymi st komplexné
iony stabilizované, sa mdézu vyznamnejSie prejavit pre
hydrofobny i6n s niz$im nabojovym ¢islom.

Zo zavislosti prenosovych funkcii od koncentracie
acetonitrilu vidno, Ze pre soli, kde sa rozpustnost’ menila
vel'mi malo so zmenou koncentracie acetonitrilu, mozno
korekciu na aktivitné koeficienty zanedbat. V pripade
kobaltitych komplexov, sa rozpustnost’ menila o dva rady
a hodnoty prenosovych funkcii korigované na aktivitny
koeficient sa 1iSili od nekorigovanych hodndt maximalne
0 6 kJ mol™, no celkovy trend zavislosti ostal zachovany.

414

Laboratorni pfistroje a postupy

LITERATURA
1. Debye P. J. W., Hiickel E.: Physikal. Z. 24, 185, 305
(1923).
2. Bronsted J. N., La Meer V. K.: J. Am. Chem. Soc. 45,
555 (1924).
3. La Meer V. K., King C. V. Mason C. F.: J. Am.

Chem. Soc. 49, 363 (1927).

4. Born M.: Z. Phys. 1, 45 (1920).
5. Bokris J. O’M., Reddy A. K. N.: Modern Electroche-
mistry, kap. 2. Plenum Press, New York 1973.
6. Alexander R., Parker A. J.: J. Am. Chem. Soc. &9,
5549 (1967).
7. Cox B. G., Natarajan R., Waghorne W. E.: J. Chem.
Soc., Faraday Trans. 1 75, 86 (1979).
8. Moreau C., Douheret G.: J. Chem. Thermodyn. 8, 403
(1976).
9. Stelenberger K.-H.: Master Thesis. J. Kepler Universi-
ty, Linz 1994.
10. Nakanishi K.: Chem. Soc. Rev. 1993, 177.
11. Marcus Y.: Biophys. Chem. 57, 111 (1994).
12. Cramer J. C.: Essential of Calculation Chemistry, kap.
11, 12. J. Wiley, 2002.
13. Burstall F. H., Nyholm R. S.: J. Chem. Soc. 1952,
3570.
14. Popovych O., Gibofsky A., Berne D. H.: Anal. Chem.
44,811 (1972).
15. Benko J., Vollarova O., Gritzner G.: Phys. Chem.
Chem. Phys. 3, 1471 (2001).
16. Cox B. G., Natarajan R., Waghorne W. E.: J. Chem.

Soc., Faraday Trans. 1 75, 86 (1979).

J. Benko?, O. Vollarova®, M. Aranyosiova®, and
A. Bald” (“ Department of Physical and Theoretical Chem-
istry, Faculty of Science, Komensky University, Bratislava,
Slovak Republic, ” Department of Didactics of Chemistry,
Faculty of Chemistry and Physics, University of Lodz,
Lodz, Poland): The Salting-in Effect, Calculation of Ac-
tivity Coefficients and Determination of Gibbs Transfer
Functions of K*, Ba®, [Co(bpy);]* a [Co(bpy)s]*" in Wa-
ter—Acetonitrile Mixtures

Solubilities of K, Ba and tris(2,2’-bipyridine)cobalt
(3+) picrates in water and aqueous sodium nitrate were
measured and their activity coefficients were determined
from the solubility dependences on ionic strength. By
comparing experimental and theoretical results it was
found that the extended Debye-Hiickel relation is appropri-
ate for calculation of activity coefficients of the salts in the
jonic strength range /=0-0,5 mol dm™. Gibbs transfer
functions of the ions were calculated from the salt solubili-
ties in water—acetonitrile mixtures using an extra-
thermodynamic presumption. In the case of [Co(bpy)s]*"
and [Co(bpy);]*", the hydrophobic nature of ligands has
a decisive influence on change in solvation. The experi-
ments are included in advanced practical training in physi-
cal chemistry.
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Uvod

Bentonit je rezidualni jilovitd hornina, vznikla
mechanickym a chemickym zvétravanim matec¢né hor-
niny v alkalickém prostfedi. Charakteristickym zna-
kem je vrstevnatd struktura a vyskyt velmi jemnych
¢astic'. Dominantni slozkou bentonitu je montmorillo-
nit Al,(Si,05),(OH), (az 60 % castic pod 0,1 pm), ktery
ma strukturu trojvrstvy a je nositelem zakladnich charakte-
ristickych vlastnosti: mala propustnost, vysoka sorp¢ni
schopnost, bobtnani, plasticnost a pro tyto vlastnosti je
jednou z hlavnich slozek inZzenyrskych bariér pro izolovani
ulozist kontaminovanych odpadu.

Vysoce radioaktivni odpad se bude v CR pravdépo-
dobné ukladat do hlubinného tloZisté, které mé byt vybu-
dovano do r. 2050 a situovano do granitoidniho prostiedi.
Prostor mezi horninovym prostfedim a kontejnerem
s radioaktivnim odpadem bude vyplnén nékolikastupiio-
vym tésnénim na bazi bentonitl, které se v jednotlivych
mistech multibariérového systému budou vyskytovat bud’
ve formé¢ stavebnich prefabrikatli nebo ve formé lisova-
nych granuli ¢i jako sypka hmota.

Navrzena konstrukce hlubinného ulozisté musi splio-
vat pozadavky bezpeéného ulozeni vysoce radioaktivniho
odpadu po dobu az 100 000 let. Na definitivni navrh celé-
ho tlozného systému budou mit vliv vysledky vyzkumu
provedené¢ho v mnoha oblastech védy (napi. jaderna fyzi-
ka, chemie, geologie, geotechnika, materialové inze-
nyrstvi, strojirenstvi atd.). Zaékladnim pozadavkem na
funkci hlubinného ulozisté je dlouhodobé izolovani radio-
aktivniho odpadu, tj. zamezeni jeho negativniho pasobeni
na biosféru.
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MOCK-UP.CZ je fyzikalni model vertikalniho zpiso-
bu ukladani kontejneru s vyhofelym radioaktivnim pali-
vem, ktery byl zkonstruovan v Centru experimentalni geo-
techniky (CEG), Fakulty stavebni CVUT v Praze.

Ceska republika ma velké zasoby bentonitd
na nékolika lokalitdich. Bentonity téZené a upravované
aktivaci (natrifikace) jsou hofecnato-vapenaté nebo vape-
nato-hofecnaté.

V CR se nenachazeji sodné bentonity typu
»wyoming“. Pro budovani ulozisté se predpoklada vyuziti
bentonit z domacich zdrojt.

Teoreticka cast
Porova voda

Znalost chemie poérové vody v (jilové) bentonitové
bariéfe je podstatna pro posouzeni navrhu tlozisté radioak-
tivniho odpadu®. Slozeni pérové vody fidi procesy zahrnu-
jici uvolnéni a transport radionuklidii: koroze kontejneru,
oxidace — rozpousténi odpadové matrice, sorpce na mine-
ralnim povrchu, rozpousténi radionuklidd, atd.

Problém izolace ,,skutecného* zeminového vyluhu,
ziskani spolehlivych dat o chemii pérové vody pfi velmi
nizké rozpustnosti a vlhkosti jilového systému nebyl dosud
vyfeSen.

Metodika kombinuje nasledujici postupy:

rizné metody extrakce porové vody,
fyzikéalné-chemické a mineralogické charakterizace
bentonitd,

geochemické modelovani.

Korozni proces

Korozi se rozumi samovolné probihajici proces zne-
hodnocovani materiald vlivem okolniho prostfedi. Déje,
které jsou pric¢inou korozniho poskozovani, jsou fyzikalné-
chemické povahy. Nejcastéjsi pficinou koroze jsou elek-
trochemické reakce.

Korozi kovii I1ze rozdélit do tfi zakladnich skupin:
elektrochemicka koroze,

koroze kovi plyny,

fyzikalni rozpousténi.

Koroze se mize z hlediska vysledného efektu proje-
vovat v nasledujicich formach: rovnomérna, dilkova, Stér-
binova, interkrystalicka, koroze pfi namahani atd.

Stanoveni koroznich ubytkd ve vodnych vyluzich
bentonitl je provadéno podle ptfedpisu normy ISO 8407,
platné pro stanoveni korozné inhibi¢nich vlastnosti pig-
mentl (statickd metoda). Vysledky téchto testt poskytuji
prvotni informace o koroznich vlastnostech bentonith
a jejich smési a umoziuji vybrat vhodny bentonit nebo
jeho smés s nizkymi koroznimi u¢inky a dobrymi geotech-
nickymi vlastnostmi, popf. material pro kontejner
s radioaktivnim odpadem.
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Stanoveni ukazateld plosné
rovnomeérné koroze

Z naméfenych hodnot hmotnosti, ¢asu a plochy lze
stanovit ukazatele plosné rovnomérné koroze definované
vztahy (1)—(5). Korozni tbytek hmotnosti na jednotku
plochy vypocteme podle vztahu:

4
Km:(m—ml)'lo (1)
S
kde K, — korozni tbytek na jednotku plochy, m (m;) —
hmotnost plecht pied (po) testu, S — povrch plechu.
Pro Gbytek rozméri plati:
Up = Ky _10-(m—m) )
10°-p S-p

kde Ug — tibytek rozméru, r — hustota plechu.
Hodnota hmotnostniho ubytku je dana jako:

x=_Kn_ 09 (3)
K,

m(voda)

kde Kmwody — korozni ubytek na jednotku plochy
v redestilované vod¢, X — hmotnostni ubytek.

Korozni rychlost pfi hmotnostnich tbytcich je vyjad-
fena vztahem (4) a pro korozni rychlost pfi rozmérovych
ubytcich plati vztah (5):

o Kn @
b
Uy -365 (5)

u tl

kde #, — doba expozice plechi; vx — korozni rychlost hmot-

nostnich ubytku; v, — korozni rychlost rozmérovych tbyt-
k.

r vz

Experimentalni ¢ast
Material a metodika pro korozni testy

Bentonity a jejich smési (pisek, grafit) uzité pro ko-
rozni testy:
RMN primyslové mlety bentonit z lokality Rokle
bG primyslové vyrabény bentonit
Ccv primyslové mlety bentonit z lokality Cerny Vrch
RoP  pfirodni bentonit z lokality Rokle
HrP  prirodni bentonit z lokality Hroznétin
StP pfirodni bentonit z lokality Strance
SkP  ptirodni bentonit z lokality Skalna
Kovové plechy uzivané pro testovani:
Ocel tf. 11 (standard — norma ISO 8407)

Laboratorni pfistroje a postupy

Ocel 11 373 s obsahem uhliku 0,15 % — uzivana pro kon-
strukci topidla a plast€ ve fyzikdlnim modelu
MOCK-UP.CZ

Med

Velkd pozornost byla vénovana materialu (MOCK-

UP.CZ), protoZze mél byt pouZit pro konstrukci modelu

hlubinného tlozisté radioaktivniho odpadu.

Stanoveni koroznich ubytku
ve vodnych vyluzich bentonitt

Vodny vyluh bentonitl a jeho smési byl pfipraven
jako 10 hm.% suspenze. V pravidelnych ¢asovych inter-
valech po 1, 7, 14 a 28 dnech byla proméfovana vodivost
a pH této 10% suspenze a redestilované vody.

Po 28 dnech byly do suspenze vlozeny kovové plisky
(o rozmérech 2 x 5 cm) ocisténé lihem a acetonem.
V pravidelnych intervalech po 1, 7, 14 a 28 dnech byla
méfena vodivost a hodnota pH suspenze s plechem. Po
28 dnech byly plisky vyjmuty ze suspenze a odmoteny
vhodnym odmofovacim ¢inidlem (napt. pro plechy ocele
tf. 11 bylo k odmoteni pouzito 20% HCI s pfidavkem uro-
tropinu (5 g urotropinu na 1 1 roztoku) po dobu 20 min).
Pak byly plechy oplachnuty vodou, ociStény acetonem
a zvazeny.

Materidl a metodika pro extrakci
porové vody

Extrakce vodou byla provedena pro vzorky bentoniti
z ceskych lokalit Rokle (RoP), Strance (StP), Skalna
(SkP).

Analytické metody

Pro pfipravu vzorkt a stanoveni riznych parametri
vodného vyluhu ziskaného extrakei tuhé faze vodou byly
pouzity tyto metody:
vodivost byla méfena elektrochemickou celou pfi teploté
20 °C, koncentrace anionti SO, a CI” byly stanoveny
iontovou chromatografii,
vyménné kationy jilu byly stanoveny metodou AAS,
zasaditost vzorkl vod byla stanovena potenciometricky.

Extrakcni technika pro ziskani porové vody

Byly pfipraveny suspenze bentonitd o riznych hmot-
nostnich pomérech tuhé a kapalné faze s:/ (1:2, 1:4, 1:10
a 1:16) s destilovanou vodou. Po 48 hodinach kontaktu
obou fazi tfepanim byla kapalna faze odfiltrovana. U zis-
kanych kapalnych fazi bylo stanoveno chemické slozeni,
pH a vodivost. Tyto a dalsi geotechnické parametry jsou
dilezité pro geochemické modelovani hlubinného ulozisté
radioaktivniho odpadu.

Poérova voda byla extrahovana za laboratornich pod-
minek (teplota 20 °C, tlak 101,5 kPa) . Po ukonceni testd
byly nadobky s pérovou vodou uzavieny a skladovany pfi
teploté 4 °C, dokud nebyly analyzovany.

Za nizky pomér tuhé a kapalné faze s:/ jsou povazo-
véany vSechny ty poméry, kde s </al =s+ 1. Pfi extrakci
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Laboratorni pfistroje a postupy

Tabulka Ia
SloZeni nékterych bentonitd®
Slozeni [%] RoP StP Ccv
CaCO; 6,34 3,29 6,31
Chemické MgCO; 5,11 4,49 7,48
FeCO; 0,51 0,23 0,20
SiO, 53,72 61,71 46,93
CaO 3,42 1,79 5,83
MgO 2,76 2,28 4,71
Silikatové Na,O 0,94 0,34 0,81
K,0 1,24 0,91 1,03
Ti,0 1,35 2,51 2,89
Al O; 19,48 15,95 17,16
Fe,04 13,85 15,95 18,67
montmorillonit montmorillonit montmorillonit
nontronit nontronit nontronit
Mineralogické kfemen kfemen kfemen
anatas snatas anatas
kaolinit kaolinit kaolinit
slida illit kalcit
zivec
Obsah org. latek 0,25 0,10 0,12
Obsah jil. minerala 77 80 77
* Udaje pochazi ze zdroji Keramost a.s., Most, zavod Obrnice
Tabulka Ib
Zakladni parametry ¢eskych bentonitd
Parametr Ccv RMN HrP StP RoP SkP bG
ps, kg em™ 2880 2831 2670 2787 2803 2786 2746
pa, kg em™ 839 776 1285 1338 1144 1120 934
Py, kg em™ 923 865 1847 1698 1633 1218 997
Sy, m* g 41,7 67,2 21,1 - 89,4 - 31,2
ws, % - - 31 24 42 20 29
we, % 44 49 42 38 50 46 41
wr, % 386 132 102 95 100 82 311
Ip 342 83 61 57 50 36 -
I 9 10 8 7 17 3 -
n 71 73 53 52 59 60 -
0,1g"! 10,2 10,4 8,0 8,7 5,3 - 8,4
O0,Tg"! 36,0 43,7 47,7 58,9 60,4 - 40,8
w, hm.% 9 9 10 8 15 9 8

I, — index koloidni aktivity jild, /p — index plasticity; n — porozita, Q — hydrata¢ni teplo, Q4 — hydrata¢ni teplo po vysuseni,
w — vlhkost, w. — mez tekutosti, wp — mez plasticity, ws — mez smrsténi, py — objemova hmotnost (CSN 721010), ps — zdan-
liva hustota pevnych &astic zeminy (CSN 721011), p, — objemova hmotnost piirozené vlhké zeminy(CSN 721010)

417



Chem. Listy 101, 415-421 (2007)

poérové vody lisovanim (squezingem) pii tlaku 80 MPa
bylo pracovano s poméry s:/, kde s > [ (napt. 4:1,5), které
jsou povazovany za vysokeé.

Vysledky a diskuse

Zakladni parametry testovanych
bentonitd

Slozeni bentonitl a zakladni parametry (hydratacni
teplo, hustota, konzisten¢ni limity, mérny povrch, index
plasticity a index koloidni aktivity) jsou uvedeny v tabulce
laalb.

Vysledky koroznich testd

Jednim ze zvolenych koroznich testli pro posouzeni
koroznich ucink®i bentoniti bylo stanoveni koroznich
ubytkt ocelovych plechit ve vodnych vyluzich bentoniti.
Z naméfenych hodnot byly stanoveny podle vztahd (/) az
(5) ukazatele plosné rovnomérné koroze K, Ug, Vi, vy X
viz. tab. IT a III.

Bentonity nezatizené teplotou vykazuji pro ocel, ze
které je konstruovéan fyzikalni model hlubinného uloZziste
MOCK-UP.CZ, nizsi hodnoty hmotnostnich tbytkd nez
pro ocel tf. 11 (deklarované za standard). Tytéz experi-
menty byly provedeny téz pro vzorky médi. Ukazatelé
plosné rovnomérné koroze jsou vyrazné niz$i nez pro
ostatni materialy.

Laboratorni pfistroje a postupy

Vl1iv naleziSté betonitu

Bylo zjisténo, Ze teplotné nezatizené bentonity vyka-
zuji hodnotu hmotnostnich ubytkti korozi 80-95 %
(vztazeno k hodnoté redestilované vody). Vyssi hodnoty X
maji bentonity z lokalit Cerny Vrch a bentonit G (obr. 1).
Korozni ubytek rozmért se pohybuje v intervalu 0,03-0,05
mm rok .

Bentonity z riznych lokalit, které maji obdobné slo-
zeni, vykazuji podobné korozni ucinky. Vyssi korozni
Gginky u bentonitu z lokality Cerny Vrch jsou pravdépo-
dobné zpuisobeny vysSim obsahem sodiku v nenatrifi-
kovaném bentonitu.

0,06 -
mm/rok

0,04 |

0,02 |

RMN  StP HP  RoP bG cv

Obr. 1. Hodnoty hmotnostnich ubytki teplotné nezatiZenych
bentonitii; M ocel tf. 11, 0 MOCK-UP.CZ

Tabulka II

Ukazatelé plosné rovnomérné koroze — ocel tf. 11

Parametr H,O RMN cv StP HrP RoP bG

Ky, gm™> 43,90 29,60 45,79 32,33 35,62 32,78 54,31
Ug, mm 5,47-107 3,84-107° 5,95-107° 4,20-107° 4,63-107° 426107 7,05:107°
X, % 100 83 128 91 100 92 152

v, gm>d’ 0,896 0,604 0,934 0,660 0,727 0,669 1,108

vy, mm ok 4,073-107 2,864-1072 4,430-1072 3,

1271072 3,446-1072 3,171-1072 5,254-1072

Tabulka IIT
Ukazatelé plosné rovnomérné koroze — ocel MOCK-UP.CZ

Parametr H,0 RMN StP HrP RoP bG
Kp,gm™ 35,68 21,95 25,77 23,96 28,08 13,52

Ug, mm 4,63-107° 2,73-107° 3,21-107° 2,98-107° 3,50-107° 1,69-107
X, % 100 50 59 55 64 31

v, gm2d’! 0,728 0,448 0,526 0,489 0,573 0,276
vo,mmrok ' 3,452.107 2,035-107° 2,390-107* 2,223-107° 2,603-107* 1,256-107
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Doba zatézovani teplotou 200°C

Korozni testy s teplotné zatizenym bentonitem RMN
a jeho smési s piskem a grafitem byly provedeny pro ocel
tt. 11 a méd. O teplotn¢ zatizenych vzorcich RMN lze
konstatovat, ze hodnota hmotnostnich ubytki korozi je
040 % vyssi nez pro vzorky nezatizené (obr. 2), zavislost
na dob€ zatézovani nebyla zjiSténa v Casovém intervalu
14-42 dnd. U smési (85 % RMN, 5 % grafitu, 10 % kiemi-
Citého pisku) nebyla zjisténa zavislost koroznich efekt na
dobé zatézovani v ¢asovém intervalu 14-840 dnd.

0,03 -
vy
mm/rok
0,02 -
0,01 -
0
0 14 21 28 77 98 119 140
t, den

Obr. 2. Hodnoty hmotnostnich ubytkii tepelné zatiZeného
bentonitu RMN; B CSN, O Cu

Vl1iv pfimési na korozni procesy

Grafit byl k bentonitu pfidavan pro zvyseni tepelné
vodivosti tésniciho materialu. Ve smésich s obsahem grafi-
tu v rozmezi 0-10 % a proménnym mnoZzstvim bentonitu
v rozmezi 80-90 % doplnénych konstantnim mnozstvim
pisku (10 %) nebyla zjiSténa zavislost koroznich ubytkl na
obsahu grafitu. Testy byly provedeny pro ocel tf. 11 a méd’
se shodnymi vysledky v zavislosti na obsahu grafitu. Uka-
zatelé koroznich ucinkid jsou pro médéné plisky vyrazné
niz8i nez pro standardni ocel tf. 11.

Slozeni pérové vody ziskané extrakci
bentonitd vodou

Vysledky analyz ziskanych vzorkl jsou shrnuty
v tabulce IV.

Sadrovec pravdépodobné reguluje koncentraci sirani
v kapalné fazi. Koncentrace sirand vykazuje linearni za-
vislosti na poméru s:/ pfi nizkych pomérech tuhé a kapalné
faze (obr. 3), pouze pfi nizkém pomeéru s:/ je veskery siran
rozpustén ve vodné fazi. Ziskané linearni zavislosti kon-
centrace SO,*~ na poméru s:/ vykazuji vysokou hodnotu
spolehlivosti R* > 0,99.

419

Laboratorni pfistroje a postupy

0,8
30427 y=1,4067x+ 0,0067
mmol/I R* = 0,9901

0,6

0,4 | y=1,0963x+ 0,014

R? = 0,9992
0,2 y=0,1176x+ 0,0286
R? = 0,9933
0 L L
0 0,2 0,4 s 0.6

Obr. 3. Koncentrace sirant jako funkce s:1; @ Rokle,
M Strance, A Skalna

Koncentrace hydrogenuhlic¢itanu se pfi nizkych pomeé-
rech s:/ udrzuje relativné konstantni (viz. tab. IV), je kont-
rolovéana rozpustnosti vapence. V ptipadé¢ HCO;™ je nutné
vzit v tvahu i rozpustény vzdusny CO, a zahrnout do
vypoétu parcialni tlak CO, (cit.?). Koncentrace vzduiného
CO;, rozpusténého v destilované vod¢é za laboratornich
podminek je 0,5 ppm (cit.’). V porovnani se zjisténymi
koncentracemi je patrné, Ze toto mnozstvi vyrazné neo-
vlivni stanoveny obsah HCO;™ ve vzorcich.

Vsechny vysledky ukazuji, ze vyménné reakce katio-
nu (rozpustné/srazeci reakce pro pfimeési stopovych mine-
ralnich fazi bentonitu) musi hrat zékladni roli v chemii
porové vody.

Zavér

Bezpecné ulozeni radioaktivniho odpadu piedpoklada
vyfeSeni fady nestandardnich inZenyrskych i jinych pro-
blémi. Vyrazné komplikovanym pozadavkem na dlouho-
dobou spolehlivost je konstrukce hlubinného Wloziste.
Konstrukei je nutné zaloZit na poznatcich ziskanych
s vyuzitim vSech experimentalnich nastroju a procesu.

S ohledem na vlastnosti bentoniti (jil) by mohly byt
ziskané poznatky vyuzitelné nejen pii ukladani vysoce
radioaktivnich odpadd, ale téZ ostatnich kontaminovanych
odpadi.

Na zéklad€ vysledki koroznich testl se jevi méd’ jako
nejvhodnéjsi konstrukéni material.

Chemické slozeni porové vody zavisi na poméru s:/,
je kontrolovano iontové vymeénou reakci a rozpousténim
rozpustnych zbytkll mineralli v bentonitu.

V chemii pérové vody Eeskych bentonitll (jilit) jsou
dominantnimi ionty SO42_, Na' a Ca®’. Koncentrace iontfl
v pérové vodé jsou ovlivnény rozpustnosti chloridl, uhli-
Citant, siranti a rovnéz vyménnou reakci kationtli ve
smektitu.
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Tabulka IV

Chemické slozeni bentonit v kontaktu s destilovanou vodou pfi riiznych nizkych pomérech s:/ (doba kontaktu 48 h, ex-

trakce vodou)

Laboratorni pfistroje a postupy

Parametr Jednotka Koncentrace pii rizném poméru tuhé a kapalné faze (s:/)
1:2 1:4 1:10 1:16
cr mg 1™ <5 <5 <5 <5
SO, mg 1™ 8,5 53 4 3,5
HCO;~ mmol 1! 1,52 1,01 1,01 1,32
Al mg 1! <0,05 1,142 0,06 <0,05
RoP Ca”™" mg ™! 5,387 4,011 3,583 4,751
Mg** mg 1™ 2,521 1,931 1,903 2,299
Na* mg 1™ 6,685 4,982 3,779 3,036
K" mg 1™ 4,103 3,302 2,754 2,859
Fe’ mg 1™ n.d. n.d. n.d. n.d.
pH 7,4 7,65 7,61 7,31
vodivost mS em™! 168 1253 112,7 129,7
cr mg 1™ <5 <5 <5 <5
SO~ mg 1™ 54,3 26,9 11,7 8,5
HCO;~ mmol 1! 1,62 1,21 1,01 1,21
Al mg ™! <0,05 <0,05 0,782 1,262
StP Ca”' mg 1! 18,575 3,758 1,593 4,151
Mg** mg 1™ 2,9 4,9 2,074 0,368
Na* mg 1™ 29,75 26,85 9,55 9,5
K" mg ™! 4,576 3,413 2,206 3,009
Fe** mg 1™ n.d. n.d. n.d. n.d.
pH 6,54 6,55 6,83 6,74
vodivost mS em™! 280 201 124,8 139,4
Cr mg 1! <5 <5 <5 <5
SO, mg 1™ 69,8 30,4 15,1 10,5
HCO;~ mmol 1! 0,31 0,31 0,31 0,31
AP mg 1™ 11,63 18,41 10,16 3,227
SkP Ca* mg 1™ 4,326 0,474 0,221 n.d.
Mg** mg 1™ 3,41 1,47 0,533 0,569
Na* mg 1™ 10,06 4,29 2,948 3,105
K* mg 1™ 13,85 22,2 5,047 5,436
Fe** mg 1™ 7,509 13,43 2,351 6,61
pH 6,45 6,66 7,09 7,1
vodivost mS em™! 225 117 71,3 75,6
Koncentrace nejbéznéjsich aniont SO,> a HCO;~ LITERATURA

v pérové vodé jsou fizeny rozpustnosti sadrovce a vapen-

ce.

Koncentrace kationtll jsou piedevSim ovliviiovany
vyménou reakci ve smektitu, kterd je ziejmé vyvoldna
rozpousténim vice rozpustnych piimési (vapence a sadrov-

ce) v bentonitu.

1. Kaspar J., Ptipustil V., v knize: Surovinové zdroje
prumyslu. Str. 116. SNTL, Praha 1970.
2. Cuevas J., Villar M. V., Fernandez A. M., Gomez P.,

Martin P. L.: Appl. Geochem. 12, 473 (1997).

3. Revie R. W., v knize.: Uhlig's Corrosion Handbook.
Str. 531. John Wiley & Sons, 2000.
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E. Hynkova®, Z. Cechova®, and G. Sidovska®
(“ Centre of Experimental Geotechnics, Faculty of Civil
Engineering, Czech Technical University, Prague,
® Department of Inorganic Technology, Faculty of Chemi-
cal Technology, University of Pardubice, Pardubice):
Corrosion Properties and Composition of Pore Water
From Bentonites

Isolation of high-radioactive waste is provided by
a multilayer system (waste container, engineering barrier
and natural barrier). The engineering barriers retard trans-
port of a contaminant to surrounding geosphere in the case

ALS Laboratory Group

ANALYTICAL CHEMISTRY & TESTING SERVICES

Laboratorni pfistroje a postupy

of container corrosion. Due to its properties, bentonite is
considered the main structural material for the engineering
barrier. Its properties (impermeability, swelling, plasticity,
sorption) must not impair, which would threaten safe func-
tioning of the barrier. Its corrosion properties are tested to
find a bentonite or its mixture possessing lower corrosion
effects and properties which do not substantially change.
For assessment of its performance in a nuclear waste re-
pository, knowledge of the chemistry of the pore water in
the bentonite barrier is essential. However, the problem of
isolation of the soil solution has not yet been solved.

Oznameni o volné pracovni pozici

V soucasné dobé hledame vhodné kandidaty k obsazeni pracovni pozice
Specialista - analyticka chemie - plynova chromatografie
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Zavadéni novych metod, jejich validace a akreditace

—  Podpora chodu laboratofe po odborné strance

—  Megéfeni a analyticka ¢innost (GC a GC/MS)
—  Prace s LIMS
—  Spoluprace na systému kontroly kvality

Pozadavky :
— VS chemického sméru — VSCHT, PiF

—  ZkuSenosti z akreditovan¢ laboratofe vyhodou

—  ZkuSenosti s chromatografickymi metodami, zejména s GC a GC/MS alespoi 2 roky

—  ZkuSenosti s vedenim malého tymu vyhodou

—  Peclivost, spolehlivost, samostatnost
—  Flexibilita, ochota uéit se novému

—  Tymovy hrac¢

—  Komunikativni znalost AJ vyhodou
—  Pracena PC
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—  Zazemi mezinarodni spole¢nosti

—  Zajimavou praci na modernich pfistrojich
—  Platové podminky odpovidajici dané pozici
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Nomenklatura a terminologie

NOMENKLATURA A TERMINOLOGIE

DOPORUCENI IUPAC

Graphical Representation Standards
for Chemical Structure Diagrams

The purpose of a chemical structure diagram is to
convey information — typically the identity of a molecule —
to another human reader or as input to a computer pro-
gram. Any form of communication, however, requires that
all participants understand each other. Recommendations
are provided for the display of two-dimensional chemical
structure diagrams in ways that avoid ambiguity and are
likely to be understood correctly by all viewers. Examples
are provided in many areas, ranging from issues of typo-
graphy and color selection to the relative positioning of
portions of a diagram and the rotational alignment of the
diagram as a whole. Explanations describe which styles
are preferred and which should be avoided. Principal re-
commendations include: Know your audience: diagrams
that have a wide audience should be drawn as simply as
possible. Avoid ambiguous drawing styles. Avoid incon-
sistent drawing styles.

Otiskujeme synopsi nazvoslovného navrhu, ktery byl
pripraven divizi TUPAC pro chemické nazvoslovi a repre-
zentaci struktur. Navrh je urcen k posouzeni a kritice che-
navrhi se mohou obratit na adresu Narodniho stfediska
IUPAC v Ceské republice:

Ing. Jaroslav Kahovec, CSc.

Ustav makromolekularni chemie AV CR
Heyrovského nam. 2

162 06 Praha 6

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

Navrh je téz vystaven na webové strance [IUPAC na adrese
http://www .iupac.org/reports/provisional/abstract07/
brecher _300607.html

Pfipominky k ndvrhim je tfeba zaslat do 30. Cervna 2007
na adresu:

Jonathan Brecher

CambridgeSoft Corporation

100 Cambridge Park Drive

Cambridge, MA 02140, USA

tel: (1 617) 5889307

fax: (1 617) 5889380

e-mail: jsb@cambridgesoft.com
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Glossary of Terms Related to Kinetics,
Thermodynamics and Mechanisms
of Polymerization

This document presents recommended definitions of
basic terms related to polymerization processes, princi-
pally to the kinetics, thermodynamics, and mechanisms of
polymerization.

Otiskujeme synopsi ndzvoslovného navrhuz oboru
chemie polymeri, ktery byl ptipraven divizi TUPAC pro
polymery. Navrh je urcen k posouzeni a kritice chemické
mohou obratit na adresu Nérodniho stfediska IUPAC
v Ceské republice:

Ing. Jaroslav Kahovec, CSc.

Ustav makromolekularni chemie AV CR
Heyrovského nam. 2

162 06 Praha 6

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

Navrh je téz vystaven na webové strance [IUPAC na adrese
http://www.iupac.org/reports/provisional/abstract07/
moad_310707.html

Pripominky k navrhiim je tfeba zaslat do 31. Cervence
2007 na adresu:

Dr. Graeme Moad

CSIRO Molecular Science

Bag 10

Clayton South, VIC 3787

Australia

tel: (61) 395452509

fax: (61) 395452446

e-mail: graeme.moad@csiro.au

Glossary of Terms Related to Solubility

This glossary defines 151 terms used to describe solu-
bility and related phenomena. The definitions are consis-
tent with one another and with recommendations of the
International Union of Pure and Applied Chemistry for
terminology and nomenclature.

Otiskujeme synopsi ndzvoslovného navrhuz oboru
analytické chemie, ktery byl pfipraven divizi TUPAC pro
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analytickou chemii. Navrh je uréen k posouzeni a kritice
navrhti se mohou obratit na adresu Narodniho stiediska
IUPAC v Ceské republice:

Ing. Jaroslav Kahovec, CSc.

Ustav makromolekularni chemie AV CR
Heyrovského nam. 2

162 06 Praha 6

tel.: 296 809 322, fax: 296 809 410
e-mail: kah@imc.cas.cz
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Navrh je téz vystaven na webové strance [IUPAC na adrese
http://www .iupac.org/reports/provisional/abstract07/
shaw_310707.html

Pfipominky k ndvrhiim je tfeba zaslat do 31. Cervence
2007 na adresu:

Prof. David G. Shaw

(University of Alaska at Fairbanks)

85 E. India Row, No. 26 A

Boston, MA 02110, USA

tel: (1) 6177217638

fax: (1) 6172278762

e-mail: ffdgs@uaf.edu



Vazeni Ctenafi,

spolegnost Sigma Aldrich s.r.0. ve spolupraci s Ceskou spoleénosti chemickou navazuje po dvouleté
prestavce na tradici ispéSnych seminafi, které byly zaméfeny na dve hlavni témata — extrakcei tuhou
fazi (SPE) a vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC).

Podobn¢ jako v minulych ro¢nicich chceme prinést informace o poslednich trendech a o zajimavych
aplikacich z praxe v pfednaskach vyznamnych ceskych odbornik.

Odbornymi garanty seminéie jsou za Ceskou spole¢nost chemickou

Prof. RNDr. Jifi Barek, CSc.,

predseda Odborné skupiny analytické chemie,

RNDr. Véaclav Kasicka, CSc.,

predseda Odborné skupiny chromatografie a elektroforézy.

Vzdélavaci seminar s certifikatem

SPE A HPLC SEMINAR
Aktuality a priklady z praxe

se bude konat 12.6. 2007 na
Ptirodovédeckeé fakult¢ Univerzity Karlovy, poslucharna CH1
Hlavova 8, 128 43 Praha 2.

N

http://www.sigmaaldrich.com/ pod zalozkou seminare, SPE-HPLC.

Ukastnicky poplatek
Vlozné ve vysi 400,- K¢ véetné DPH zahrnuje certifikat o absolvovani seminare, CD s prednaskami
téch autori, kteti budou souhlasit s timto zptisobem uverejnéni a organiza¢ni naklady.

Srde¢né vas zveme!

Dana Prochéazkova, Sigma-Aldrich s.r.o.
a za Ceskou spole¢nost chemickou

Jiti Barek

Viclav Kasicka
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SIGMA-ALDRICH

Ch
/Ay 2

“

VII. MEZIOBOROVE SETKANI
MLADYCH BIOLOGU
BIOCHEMIKU
A CHEMIKU

potadan¢ firmou Sigma-Aldrich
12.6. —15.6. 2006
Devét skal - Zd’arské vrchy

5 sbornik redigovali
Radmila Rapkova, Vladimir Pouzar, Pavel Drasar
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VII. Mezioborové setkani mladych biologii, biochemikii a chemikii

Tzv. ,,Konference mladych* oslavi letos jiz 7.vyroci. Byla jsem pozadana o napsani tivodniho slova ke sborniku
praci tohoto ro¢niku. Myslim, Ze jiz neni tfeba velkého opévovani akce, ktera se za téch 7 let dostala do povédomi
ceské védeckeé spoleCnosti a ziskala si znacnou prestiz. U jejiho zrodu stal muj (dnes jiz byvaly) kolega Martin Fusek.
Chtéla bych mu timto podékovat za napad, ktery tato setkani odstartoval a slibit, ze spoleén¢ s ostatnimi nadSenci, bez
nichz by uskutecnéni vSech ro¢nikll bylo nemyslitelné (mém na mysli pfedevs§im odbornou komisi, kterd vybira
Ucastniky i vitéze), budu v této tradici pokracovat.

Zaroven bych rada zminila, Ze firma Sigma-Aldrich obnovila po mnoha letech své piisobeni na Slovensku a proto
bych si préla, aby se dalsiho ro¢niku konference zucastnili téz mladi védecti nadSenci ze Slovenska. Jisté by to pfineslo
dalsi zpestieni, jesté vetsi konkurenci i moznost navazat nové kontakty.

Sedmému ro¢niku konference pieji hodné zdaru, v§em tGcastnikiim hodné uspéchi a péknych zazitkt a odborné

komisi opétovné zvladnuti nelehkého ukolu vybrat vitéze.

Daniela Dornerova
Sigma-Aldrich Praha

426



Chem. Listy 101, 425-465 (2007)

STRUKTURNE FUNKCNI STUDIE AFINITNICH ZMEN
V LEKTIN-SACHARIDOVYCH SYSTEMECH;
POCITACOVA CHEMIE VE SLUZBACH
PROTEINOVEHO INZENYRSTVI

JAN ADAM®, MARTINA POKORNA®, CHARLES
SABIN’, ZDENEK KRiZ", ANNE IMBERTY",
JAROSLAV KOCA*® a MICHAELA WIMMEROVA®*

“Ndrodni centrum pro vyzkum biomolekul a ‘Katedra
biochemie, PFF, Masarykova niverzita, Kotlarska 2, 611 37
Brno; bCERMA V-CNRS, 601 rue de la Chimie, BP 53,
38041 Grenoble, Francie

Soucasné vypocetni kapacity a metody dovoluji provadét
sofistikované simulace a modelovani slozitych, avSak z hlediska
zivota organismi fundamentdlnich procest, jakymi jsou
biomolekularni interakce. Tyto postupy v sobé skryvaji vysoky
potencial z hlediska uspory experimentélniho ¢asu a prostiedku.

Lektiny jsou skupinou bilkovin vyznacujici se schopnosti
vazat sacharidové struktury s vysokou afinitou a specificitou.
Sacharidy se vyznaCuji vysokou variabilitou konformacnich
moznosti, at’ uz z hlediska izomerie nebo intermolekularnich
struktur, coz z nich Cini diilezité agens v procesu rozpoznavani,
zprostiedkovaného prave lektiny. Propojeni praktickych metod
molekularni biologie a strukturnich a funkénich analyz (X-ray
krystalografie, termodynamické metody) je kliCové pro
porozuméni vzajemnym souvislostem mezi strukturou a
vlastnostmi proteinti. Cim Uplngj§ je toto porozuméni, tim
ucinngji je mozno posléze designovat proteiny s definovanymi
pozadovanymi vlastnostmi — proteinové inzenyrstvi.

Studium zavislosti afinitnich zmén pii mutacich lektinu
PA-IIL kombinaci vySe uvedenych postupii odhalilo klicovou
roli aminokyselinového slozeni vazebného mista pro vazebné
preference’. Studované mutanty byly rovndz vytvoteny in silico
a vyuzity pro dokovaci experimenty, jejichz vysledky byly
korelovany s experimentalnimi daty. Cilem projektu je na zékla-
dé postupu “od zndmého k neznamému” vyvinout spolehlivou in
silico metodu pro predpovidani neznamych, budoucich interakei,
a to jak zhlediska strukturniho, tak termodynamického —
usnadnit tak budouci aplikace proteinového inzenyrstvi.

Podporovino grantem GA CR GD204/03/H0I6.

LITERATURA
1. AdamJ., Pokorna M., Sabin C., Mitchell E. P., Imberty
A., Wimmerova M.: podano k tisku.

DERIVATY THEOFYLINU A ADENINU JAKO
POTENCIALNILECIVA .
NEURODEGENERATIVNICH ONEMOCNENI

TOMAS BARTL, PETRA STASKOVA,
JAROSLAVA RAMBOUSKOVA,

IVANA MILACKOVA, PETRA ZADNIKOVA,
RENATA JIRIKOVSKA a LUDEK BENES

Ustav chemickych léciv, Farmaceuticka fakulta VFU Brno,
Palackého 1-3, 612 42 Brno
thartl@vfu.cz
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Neurodegenerativni  choroby pfedstavuji  zavaznou
skupinu onemocnéni centrdlni nervové soustavy. Velkd
pozornost je témto onemocnénim vénovana v souvislosti s
prudkym naristem vyskytu v lidské populaci a casto
progresivnim prubchem, ktery vede k postupnému ubytku
kognitivnich funkci. U fady z nich je naruSena schopnost
spravného usudku, logického uvazovani, schopnost orienta-
ce, v pokrodilych stadiich dochazi ke ztraté kontaktu s reali-
tou a celkovému rozpadu osobnosti'. Onemocnéni konéi
smrti pacienta, kauzalni 1é¢iva nebyla doposud vyvinuta.

Jako potencialni 1é¢iva téchto onemocnéni byla
pfipravena skupina derivati purinu. Slouc¢eniny odvozené od
purinovych bazi theofylinu Ia (n=1-5; m=1-3), Ib (m=1-3)
a adeninu II (n=1-3; m=1-3) obsahuji ve své molekule -
laktamovy kruh, ktery je charakteristicky pro celou fadu
kognitivné zesilujicich a antikonvulzivné plsobicich 1é¢iv.
Délka acylového fetézce, ktery spojuje purinové jadro s lak-
tamovym kruhem, ovliviyje lipofilitu sloucenin a tim i dis-
tribuci téchto potencidlnich 1é¢iv v organismu. Pti pfiprave
theofylinovych a adeninovych derivati byly zvoleny odlisné
syntetické postupy, nebot’ reaktivita a chemické vlastnosti
vychozich purinovych sloucenin jsou zcela rozdilné.
Struktura pfipravenych sloucenin byla potvrzena metodami
NMR a IC spektroskopie.

0 (CHp Hsﬁc—é) . {
OH3C\

)\ /> (Hj )\ /> k(CHz)

2)m CH3
Ib
k 0
CHZ /S
k(CHz)m

Na zadkladé TLC na revezni fazi (RP-8), pouziti
vypoletni techniky a chemickych databazi® byl u
pfipravenych theofylinovych sloucenin uc¢inén odhad

rozdélovacich  koeficienti. Vybrané slouceniny byly
testovany na antioxidacni efekt a aktivitu = vici
aminopeptidasam a kaspasam, kter¢ do rozvoje

neurodegenerativnich chorob zasahuji. Testované slouceniny
vykazaly mirnou inhibi¢ni aktivitu vi¢i aminopeptidasam.

V souvislosti s pfechodem od 1é¢iv charakteru racemati
k opticky cistym enantiomerim byl pfipraveny racemat
slouCeniny Ib rozdélen za pouziti HPLC na chiralni koloné
s obsahem selektoru allobiohydrolasy a detekce UV-VIS na
jednotlivé enantiomery.

LITERATURA

1. TanziR. E., Bertram L.: Cell 120, 545 (2005).

2. http://146.107.217.178/1ab/alogps/start.html, stazeno
1.listopadu 2006.
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MULTIVALENTNI DERIVATY ELLIPTICINU

P. BASOVA™, K. KRENEK®, R. GAZAK",
K. BEZOUSKA" a V. KREN®

“Laboratori* Biotransformaci, Mikrobiologicky tistav AV CR,
142 20 Praha 4; bRatedra biochemie, Prirodovédecka
fakulta Univerzity Karlovy, Albertov 2030, 128 40 Praha 2

Ellipticin (1) je cytostatikum, jehoz derivaty jsou jiz v L.
a II. fazi klinickych testd. Pfevladajicimi mechanismy
protinddorového  U¢inku  jsou 7) interkalace do
dvojsroubovicové struktury DNA, ii) inhibice topoizomerasy
1T a iii) selektivni inhibice fosforylace proteinu p53. Vyhodou
ellipticinu je jeho vysoka ucinnost a pomérné nizka toxicita.
Hematologicka toxicita je prakticky nulova. Diky provedenym
SAR studiim je nyni mozné jeho strukturu dale optimalizovat.
U multivalentnich molekul nesoucich jako ligandy ellipticin, je
predpokladan podstatné vyssi ucinek (afinita k DNA).

R

W
N\_/N o
/)\oj’LHWN : z
S

i
Hlavni naplni této prace je piiprava PAMAM

dendrimerti 1. a 2. generace a jeho konjugatt se strukturnimi
analogy 9-hydroxyellipticinu - 5-hydroxyindolem (3) a 2-
hydroxykarbazolem (2) a pfiprava 9-hydroxyellipticinu
(Schéma 1) jako ligandu pro konjugaci s moznosti dalsiho
navazani celého konjugatu na proteiny. Hydroxylace
ellipticinu v poloze C-9 nesnizuje jeho biologické ucinky
(dokonce zvySuje), proto je mozné tuto skupinu pouzit s
vyhodou pro konjugaci.

CHO
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Schéma 1

Tato prace byla podporena granty GA AV CR
TAA400200503, MSMT OC136 a 1M 4635608802

DIFLUOROMETHYLFOSFONAT JAKO (CF;H)- A
(CF,)’- SYNTETICKY ANALOG

PETR BEIER?, MIKHAIL ZIBINSKY" a G. K. SURYA
PRAKASH"

@ Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i,
Flemingovo namesti 2, 166 10 Praha 6; b Loker
Hydrocarbon Res. Inst., University of Southern California,
837 Bloom Walk, Los Angeles, CA 90034-1661, USA
beier@uochb.cas.cz
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ulohu pii piipravé novych modernich biologicky aktivnich
latek a funkénich materiala"? Jednim z nov&jsich typu
fluorovanych funkénich skupin je difluoromethyl (-CF,H)
a difluoromethylen (-CF,-), které mohou byt pouzity pfi
nahrad¢ stericky a elektronicky blizkych skupin -OH nebo
-CH,OH resp. -O- (lit.**). V sougasné dobg je nejefektivngjsi

metodou pfi piipravé téchto typta latek nukleofilni
difluoromethylace difluoromethyl fenyl sulfonem
(PhSO,CF,H)*3.
?
EtO_I?_CFgH
OEt
1

Diethyl difluoromethylfosfonat (1) byl rovnéz pouzit
jako synteticky analog (CF,H)- a (CF;),- skupin pfi reakci s
karbonylovymi slou¢eninami a akyl bromidy, Schéma 1.

0 . k@
P-OEt _ii,iji_
] ,OEt
R'=Ph iiv
RZ=H
OH OH
Ph)YkPh
F F
i ? v R F
RCHoBr — > RCH,CF,~P~OEt — > RCH,CF,H nebo \:<
OEt F
R = alkyl R =aryl
Schéma 1: 7)) 1, LDA, ii) K,COs, iii) LiOH, iv) baze, PhCHO,
v) t-BuOK.

+CF2H

R’ R? HO

LITERATURA
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IDENTIFYING PHOSPHORYLATION SITES IN THE
RETINOBLASTOMA TUMOR SUPPRESSOR
PROTEIN MAT3

KATERINA BISOVA™® and JAMES G. UMEN"
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“Institute of Microbiology, Czech Academy of Sciences,
Opatovicky Miyn, the Czech Republic; *The Salk Institute for
Biological Studies, La Jolla, CA, USA

Retinoblastoma (RB) tumor suppressor related proteins
are negative regulators of the cell cycle whose activity is
thought to be controlled through phosphorylation by cyclin
dependent kinases (CDKs). Although 16 phosphorylation
sites have been mapped in human and mouse RB, the
functional significance of individual phosphorylations
remains unclear, and the role of RB phosphorylation in
plants and green algae has not been carefully examined. The
Chlamydomonas MAT3 gene encodes a RB homolog whose
loss leads to premature cell cycle entry and supernumerous
cell divisions. We have used in vivo labeling to show that
MAT3 is a phosphoprotein, and are employing several
strategies to identify its phosphorylation sites. Twelve tryptic
peptides that contain either phospho-serine or phospho-
threonine were detected from in vivo labeled MATS3,
indicating that the protein is multiply phosphorylated. In
parallel we have developed an in vitro kinase assay on
recombinant MAT3 using cell extracts or partially purified
cyclin  dependent  kinase  preparations. In  vitro
phosphorylation of MAT3 is sensitive to the CDK inhibitor
roscovitine, suggesting that CDKs are the major kinase
activity for MAT3. Both mass spectrometry and
phosphopeptide mapping were used to identify sites of
phosphorylation on recombinant MAT3, and most of the in
vitro sites match those seen in vivo. Moreover, kinase
activity towards several sites on MAT3 appears to be cell
cycle regulated, with increased activity present in post-
Commitment and mitotic extracts. Efforts are now under way
to confirm sites of phosphorylation by use of point mutations
and deletions in recombinant MAT3. The functional
significance of phosphorylation at different sites will be
tested by introducing phosphoacceptor mutations into a
MATS3 gene and assessing their ability to complement a mat3
deletion mutant.

ZVYSENI BIOSYNTEZY LIGNANU BUNECNOU
KULTUROU SCHISANDRA CHINENSIS )
PRIDAVKEM POLYMERNICH ADSORBENTU

LENKA BREZINOVA®, JIRT SLANINA®, )
HELENA VLASINOVA®, IRENA BOHATCOVA®
a LADISLAV HAVEL"

“Biochemicky ustav, Lékarskd fakulta, Masarykova
univerzita, Komenského nam. 2, 662 43 Brno; bUstav
biologie rostlin, Agronomicka fakulta, Mendlova zemédeélska
a lesnicka univerzita v Brné, Zemédélska 1, 613 00 Brno
Ibrezin@med.muni.cz

Plody Schisandra chinensis se pouzivaji po staleti v
zemich Dalného vychodu jako tonikum a antitusikum.
Uéinnymi sloudeninami jsou lignany s unikatni strukturou
odvozenou od dibenzo[a,c]cyklooktadienu. Tyto lignany
vykazuji Siroké spektrum biologickych ucinki, vcetné
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antivirové, antioxidaéni a hepatoprotektivni  aktivity'.
Neékteré lignany S.chinensis inhibuji replikaci viru HIV in
vitro. Nedavno bylo zjiSténo, ze lignan y-schizandin G¢inné
inhibuje P-glykoprotein, jehoz zvySena exprese je nejcastéjsi
piiginou resistence na cytostatika’. Mnozstvi lignani v
plodech je pomérné nizké (pfiblizné 1 % susiny) a sklada se
nejméné z 30 riznych lignani®, jejichz obsah je velmi
variabilni. Tyto okolnosti znaéné znevyhodiuji rostlinny
material jako zdroj pro ziskani Cistych lignan. Bunééné
kultury S. chinensis mohou piedstavovat vyhodny zdroj
téchto sekundarnich metabolitd.

Kultury S. chinensis, odvozené z endospermu a ne-
zralych zygotickych embryi, byly péstovany na mediu
Murashige a Skoog a mediu VWS5. Embryogenni kultury
byly zalozeny na mediich s pfidavkem ristovych regulatorti
(thidiazuron, 2,4-dichlorfenoxyocotva kyselina a benzylami-
nopurin)®. V nasi praci jsme studovali moznost ovlivnéni
biosyntézy lignant ptidavkem dvou neutralnich polymernich
adsorbentli, Amberlite XAD-2 (nepolarni adsorbent)
a Amberlite XAD-7 (stfedné polarni adsorbent) do kapalného
média béhem kultivace bunék. Analyza Sesti hlavnich
lignanti (schizandrin, gomisin A, deoxyschizandrin, gomisin
N, vy-schizandrin a wuweizisu C) byla provedena pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC).

Pokud byly bunééné kultury inkubovany bez piidavku
adsorbentll, vétSina lignanti byla lokalizovana pfevazné
intracelularné (71-98 %). Piidavek polymernich adsorbentt
zvysil nejen mnozstvi lignant lokalizovanych extracelularné
(z 2-29 % na 7-99,9 %), ale také vyrazné zvysil celkovou
biosyntézu lignanti (3—130krat). Zatimco Amberlit XAD-7
snizoval rust n€kterych kultur a to aZ o 40 %, Amberlite
XAD-2 neovliviioval rust kultur oproti kontrole. Zjistili jsme
také rozdilnou selektivitu vazby lignani na polymerni
pryskyfice. Zatimco Amberlite XAD-2 zvySoval celkovou
produkci deoxyschizandrinu, ktery tvofil 86-94 % vSech
adsorbovanych lignanti, Amberlite XAD-7 zvySoval zejména
mnozstvi wuweizisu C, ktery zahrnoval 55-79 % vsech
adsorbovanych lignanti na polymerni pryskyfici.

Pridavek nepolarnich polymernich adsorbentli je velmi
efektivni prostfedek k pfevedeni lignant do extracelularniho
prostiedi a ke zvySeni produkce téchto sekundarnich
metaboliti. Lignany adsorbované polymerni pryskyfici pak
mohou byt snadno ziskdny bez destrukce bunécné kultury,
coz je velkou vyhodou vzhledem k pomalému rtstu kultur.

Tato prdce je podporovina grantem GA CR 522/07/0995.

LITERATURA

1. HanckeJ. L., Burgos R. A., Ahumada F.: Fitoterapia 70,
451 (1999).

2. Qiangrong P., Wang T., Lu Q., Hu X.: Biochem.
Biophys. Res. Commun. 335, 406 (2005).

3. Slanina J., Téborska E., Lojkova L.: Planta Med. 63,
277 (1997).

4. Smiskova A., Vlasinova H., Havel L.: Biol. Plant. 49,
451 (2005).



Chem. Listy 101, 425-465 (2007)

THE INCORPORATION OF BLOOD PLATELET
CELLULAR PRION PROTEIN IN MEMBRANBE
RAFTS INDICATES ITS PHYSIOLOGICAL
FUNCTION

ADELA BROUCKOVA and KAREL HOLADA

Institute of Immunology and Microbiology, I*' Faculty of
Medicine, Charles University, Studnickova 7, 128 20
Prague 2

Adela.Brouckova@Ifl.cuni.cz

Prion diseases, so called transmissible spongiform
encephalopathies, are neurodegenerative diseases, which
affect both humans and animals. The pathological prion
protein PrPsc, which is a conformationally altered isoform of
the host cellular prion protein (PrPc), is supposed to be the
causative agent'.

PrPc is expressed on many cell types an also on blood
components. The individual expression is highest in
lymphocytes and monocytes, however, the total amount is
higher in platelets and red blood cells”.

The lack of PrPc physiological function might be the
fundamental of prion diseases, therefore it is a big challenge
for scientists. Several studies have indicated that PrPc might
have role in oxidative stress. The most studied is PrPc in
nervous system, as it is obviously included in
pathophysiology of prion diseases. Hence, it was proposed
that PrPc might play a role in the physiology of neurons,
namely neurite outgrowth and synaptic function. The
function of PrPc in signalling events is also studied. Several
authors suggested its involvement in signal transduction of
lymphocytes and monocytes. Many signalling molecules
could be found in special membrane compartments called
membrane rafts. Membrane rafts are liquid-ordered
microdomains rich in cholesterol and sphingolipids®. They
also participate in platelet activation processes.

In present study we followed the localization of platelet
PrPc in membrane rafts. Platelets were either resting or
activated by thrombin receptor activating peptide (TRAP).
We studied how the platelet activation affects the distribution
of PrPc between raft and non-raft regions in cytoplasmic
membrane of platelets and their organelles. For this purpose
we isolated cytoplasmic membrane and organelles by
differential centrifugation both from resting and activated
platelets and subsequently we analyzed protein localization
in rafts. Membrane rafts were isolated by density gradient
centrifugation after their extraction from membrane using
detergent Igepal CA-360. Methyl-B-cyclodextrin (MBCD)
was used for cholesterol depletion and thus abolition of
protein interaction with rafts. The presence of PrPc and
control proteins known to associate with membrane rafts
(CD59, CD36) was determined by Western blot. Platelets
were also stained for fluorescence microscopy to observe
PrPc pattern.

Our experiments have demonstrated that approximately
one third of platelet PrPc is found in membrane rafts while
the rest is not in raft fraction. Interestingly, cytoplasmic
membrane and platelet organelles differed in this ratio. As
for cytoplasmic membrane activation of platelets led to
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increase of PrPc incorporated in rafts. Using cholesterol
depletion we confirmed the specifity of PrPc localization in
rafts. Finally, by fluorescence microscopy we have shown
the punctuate staining of PrPc suggesting its clustering in
membrane rafts.

Our data suggest that localization and behaviour of
PrPc in membrane rafts might implicate its function in
signalling cascades triggered in activated platelets.

Supported by GA CR 310/05/H533.

1. Prusiner S. B.: Brain Pathol. &, 499 (1998).
Holada K., Vostal J. G.: Br. J. Haematol. 170, 472
(2000).

3. London E., Brown D. A.: Biochim. Biophys. Acta.
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PROTEINY KARCINOMU PRSU METODOU SELDI-
TOF MS

KRISTYNA BROZKOVA, DANA KNOFLICKOVA,
PAVEL BOUCHAL, RUDOLF NENUTIL,
a BORIVOJ VOJTESEK

Masarykitv onkologicky tistav, Oddélent patologie, Zluty
kopec 7, 656 53 Brno

Pokrok genomickych a proteomickych metod umoziiuje
posun mediciny k personalizovanému pfistupu ve vztahu
k fyziologii a genetickému pozadi konkrétniho pacienta.
Znalost kompletni sekvence lidského genomu umoziiuje
predpovédét dispozice k uréitému onemocnéni, ale teprve
roz§ifeni na funkéni jednotky — proteiny — poskytuje
komplexni obraz stavu daného jedince.

Analyza expresniho profilu proteint séra, plasmy, tkané
nebo mo¢i mize poskytnout Siroké spektrum informaci o di-
agnoze, odpovidavosti na 1écbu ¢i monitorovani progrese
choroby. Technologie Ciphergen™ zalozena na principu
SELDI-TOF MS (Surface Enhanced Laser Desorption/Ioni-
sation Time of Flight Mass Spectrometry) je idealni nastroj
pro identifikaci novych, specifickych a citlivych biomarkert
v komplexnich biologickych vzorcich. Vyuziti chromato-
grafického povrchu ¢ipti (iontoménice, chelataéni povrchy,
hydrofobni povrchy aj.) pro specifickou vazbu ¢asti proteinti
z komplexni smési v biologickém vzorku vede ke
zjednoduSeni proteinového spektra, které je nasledné
analyzovano a intenzita jednotlivych pikd hodnocena
statisticky.

V prvni fazi celé studie jsme optimalizovali lyzi tkang,
povrch Cipu a nastaveni méfeni. Analyzovali jsme 110
vzorkll nadorové tkané pacientek s diagnézou karcinomu
prsu a 110 odpovidajicich vzorkli zdravé tkané prsu. Cely
soubor je charakterizovan na b&zné stanovované klinické
znaky spojené s danou diagndézou. Ziskana spektra v rozmezi
2 az 100 kDa byla kalibrovana na hmotnostni standardy,
intenzita byla normalizovana dle celkového iontového
proudu a detekovany piky o poméru signal/Sum vyssi nez 3.
Statisticka analyza byla provedena pomoci neparametrickych
testi Mann-Whitneyova resp. Kruskall-Wallisova (pro vice
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nez dvé hodnoty kategorické proménné), s cilem
identifikovat piky se statisticky vyznamnym (p < 0,001)
vztahem ke kli¢ovym parametrim hodnocenym kategoricky
(negativni — pozitivni, 1-2-3 atd.).

Z klasickych prediktivnich parametrd koreloval s pfi-
tomnosti estrogenového receptoru alfa pik o hmotnosti 4927
Da a dva piky v oblasti 8700 Da. Pik korelujici samostatné
s pritomnosti progesteronového receptoru nebyl
identifikovan. Korelace s pfitomnosti proteinu cyklinu D1
byla potvrzena u pika 3398 Da, 7553 Da a také v oblasti
8700 Da. Oproti tomu nebyl nalezen zadny jednoznaéné
korelujici pik s amplifikaci genu pro cyklin D1, amplifikaci
genu Her-2/neu ani s ptitomnosti proteinu Her-2. Pii analyze
parametrt gradingu byly nalezeny piky korelujici s jadernou
polymorfii (2318 Da a 2428 Da), s mitotickou aktivitou
(2307 Da), ale zadny z pikd nekoreloval s kvantitou
tubularnich formaci. Dale nebyly nalezeny piky korelujici
s expresi cytokeratinu 5/6, MUCI1, GCFP ani s velikosti
nadoru nebo s pfitomnosti uzlinovych metastaz v dobé
diagnozy. Vybrané piky byly dale purifikovany a postoupeny
k identifikaci.

Price byla podporena z financnich zdrojii IGA MZ CR NR /
8338-3/2005 a MSMT LC06035.

CESKE LECIVE ROSTLINY JAKO MOZNE ZDROJE
ANTIOXIDANTU

LUCIE BURICOVA a ZUZANA REBLOVA

VSCHT, Ustav chemie a analyzy potravin, Technickd 3,
16628 Praha 6
lucie.buricova@vscht.cz

Soucasti vyzkumu antioxidantd je také hledani novych
zdroji  téchto latek. Mezi bohaté zdroje piirodnich
antioxidantti patii i 1é¢ivé rostliny. Z tohoto divodu byly
vybrané ¢eské 1é¢ivé rostliny (v potravinafstvi pouzitelné bez
omezeni a kvét cerného bezu, pouzitelny pro vyrobu
ajovych smési do vye 30 % hmotnosti)! porovnany mezi
sebou na zéklad¢ jejich celkové antioxidaéni aktivity.

Antioxidaéni aktivita sedmnacti Ceskych 1éCivych
rostlin byla stanovena v suchych drogach ve vepfovém sadle
pomoci piistroje Oxipres a ve vodnych (Obr. 1) a etha-
nolovych extraktech metodou zhaseni radikdlu DPPH (2,2-
difenyl-1-pikryl-hydrazylu). Ve vodnych extraktech byly
stanoveny také veSkeré latky s redukénimi vlastnostmi
(metodou FIA s amperometrickou detekci)>. Za hlavni
metodu stanoveni antioxida¢ni aktivity byla zvolena metoda
zhaSeni radikalu DPPH, nebot’ aktivity naméfené na pfistroji
Oxipres byly velmi nizké, na ¢emz se mohla, jako jeden z
faktorli, podilet obtiznd extrahovatelnost antioxidantt ze
suSenych drog pifimo do sadla. Antioxidac¢ni aktivita
stanovena metodou DPPH dobfe korelovala s celkovym
obsahem latek s redukénimi vlastnostmi. Diky korelaci
téchto dvou metod muzeme fici, Ze antioxida¢ni aktivita
extraktl studovanych 1éCivych rostlin je zplsobena
predevsim primarnimi antioxidanty, které je mozné stanovit

431

VII Amerika 2007

elektrochemickymi metodami na zékladé jejich snadné
oxidovatelnosti.

3500

3000 f
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Obr. 1: Celkova antioxida¢ni aktivita (AA) vodnych
extraktii, naméirena metodou DPPH, v mg askorbové
kyseliny na 1 g suSené drogy (+ smérodatna odchylka).
(1-hefmanek kvét, 2-bortivka plod, 3-ostruzina plod, 4-
jahoda list, 5-hluchavka kvét, 6-meduiika nat,, 7-malinik list,
8-cekanka koten, nat, 9-mata nat, 10-lipa kvét, 11-Cerny bez
kvét, 12-zeleny caj, 13-jefab Cerveny plod, 14-dobromysl
nat, 15-rakytnik plod, 16-matefidouska nat,, 17-fenykl plod,
18-8ipek plod)

MARN

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Extrakce latek s antioxidacnimi U¢inky, zhasejici
radikdl DPPH, byla 0¢inné&jsi horkou vodou nez ethanolem
za teploty mistnosti. Antioxida¢ni aktivity obou typu
extraktli spolu vSak silné koreluji. Vyznamnou antioxida¢ni
aktivitu (stanovenou jak ve vodném, tak v ethanolovém
extraktu) vykazovaly rostliny ¢eledi Rosaceae (list jahodniku
lesniho, list maliniku a list ostruziniku), dale pak rostliny
¢eledi Lamiaceae (nat’ medunky, nat’ matefidousky, nat’ maty
peprné, nat’ dobromysly a kvét hluchavky), spolu s kvétem
lipy (z Celedi Tiliaceae) a kvétem cerného bezu (z Celedi
Loniceraceae). 1 kdyz tyto rostliny mély nizsi antioxidacni
aktivitu nez zeleny Caj, mohou byt povazovany za dobré
zdroje antioxidanti vhodné nejen pro pfimou konzumaci, ale
také pro obohacovani potravin (jejich koncentrovanymi
extrakty) za uc¢elem zvyseni nutriéni hodnoty.
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PYROSEQUENCING AS A TOOL FOR WHOLE
GENOME SEQUENCING OF Treponema pallidum
SUBSPECIES

DARINA CEJKOVA?, PETRA MATEJKQVA*‘, )
MICHAL STROUHAL?, MARIE ZOBANIKOVA?,
DAVID SMAJS*®, and GEORGE M. WEINSTOCK"
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Treponema pallidum includes several obligate human
pathogens. T. p. pallidum is an agent of sexually transmitted
syphilis, 7. p. pertenue and T. p. endemicum causes yaws and
endemic syphilis, respectively. Diseases caused by these
subspecies are quite distinct, although at the DNA level the
bacteria are nearly indistinguishable, being > 99% identical
based on hybridization experiments and whole genome
fingerprinting results.

Pyrosequencing (454 sequencing) is a massively-
parallel sequencing-by-synthesis system. In this study,
genomic DNA of 7. p. pertenue CDC-2 was completely
sequenced using 454 technology. In the first step, DNA
(10 ng) was amplified using REPLI-g kit (QIAGEN) leading
to 10.24 pg of amplified DNA. In the following step, 6 ug of
whole genome amplified DNA was used for pyrosequencing.
The total number of reads was 464,757 assembled in 1,669
contigs. The blastn analysis revealed 74 contigs homologous
to Treponema. N50 contig length was 52 kb. Average read
coverage for T. pallidum contigs was 36x. Obtained CDC-2
contigs covered 98.63 % of the genome sequence of T. p.
pallidum Nichols strain (AE000520).

Seventy-four gaps found in the genome assembly
varied between 1 bp and 5,963 bp. Gaps were clustered in 50
regions and amplification primers for these regions were
designed using Primer3 software. The PCR amplified regions
were sequenced by standard Sanger method. 28 gaps were
successfully closed by this approach. Ten remaining gaps
require primer walking approach and twelve require cloning
of PCR product and sequencing of resulting clones. The
CDC-2 genome (140,000 bp, i.e. 12 %) was compared to
another yaws strain, Samoa D. Based on these preliminary
results, more than 250 SNPs and approximately 200 single
nucleotide and other short indels are expected in the
complete genome sequence of CDC-2 strain.

Based on the analysis of assembled contigs,
pyrosequencing approach showed limitations in highly
repetitive regions and in homopolymer stretches. Discovery
of sequence differencies among different 7. pallidum strains
will lead to characterization of intra- and intersubspecies
Treponema pallidum variability and to indentification of
virulence determinants.

This work was supported by the Grant Agency of the Czech
Republic (grant No. 310/07/0321) and the Internal Grant
Agency of the Ministry of Health of the Czech Republic
(grant No. NR/8967-4/2006).

ANALYZA -1149 G/T SNP EXTRAHYPOFYZARNIHO
PROMOTORU GENU PRL U DIABETIKU I. TYPU

PAVLINA CEJKOVA®, MARKETA FOJTIKOVA®,
CTIBOR DOSTAL", LUDMILA TRESLOVA®, JOSEF
MAREK" a MARIE CERNA®

“Odd. bunécéné a molekuldrni biologie, 3. LF; bRevmatolo-
gicka klinika, 1. LF, ‘Diabetologické centrum, 3. LF a
FNKV; I interni klinika, 1. LF a FNKV, Univerzita
Karlova Praha
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Prolaktin (PRL) je polypeptidovy hormon produkovany
laktotrofnimi  buiikami adenohypofyzy. Vedle svych
endokrinnich u¢inkti PRL podobné jako cytokiny vykazuje
schopnost ovlivnit maturaci a diferenciaci imunitnich bunék.
Zvysené hladiny PRL (hyperprolaktinemie) byly detekovany
u nékterych autoimunitnich chorob, jako jsou systémovy
lupus erythematosus (SLE), revmatoidni artritida (RA) a
psoriaticka artritida (PsA). Exprese prolaktinu vSak byla
detekovana také wu extrahypofyzarnich tkani vcetné
imunitnich T lympfocyti a monocytt. Tato extrahypofyzarni
produkce je fizena alternativnim promotorem, kde se v pozici
-1149 nachazi jednonukleotidovy polymorfismus G/T. Vyssi
hladiny exprese PRL mRNA v lymfocytech koreluji s vy-
skytem G alely.

Cilem této prace bylo zjistit potencialni tlohu PRL
v patogenezi autoimunitniho diabetes a urcit distribuci -1149
G/T polymorfismu extrahypofyzarniho promotoru PRL genu
u T1DM pacienttl.

Frekvence alel a genotypt -1149 G/T polymorfismu
extrahypofyzarniho promotoru prolaktinového genu jsme
sledovali u stfedoCeské populaci diabetiki (N=49)
diagnostikovanych na zakladé stavajicich kriterii WHO. Jako
kontrolni soubor byli pouziti dobrovolni darci krve (N=104).
PCR-RFLP: Genomicka DNA byla izolovana z periferni
krve pomoci QiaAmp DNA Mini Kit (QIAGEN GmbH,
Hilden, Némecko). K detekci alel a genotypt -1149 G/T SNP
PRL byla pouzita metoda PCR-RFLP (restriction fragment
length polymorphism) s originalné¢ navrzenymi oligonukleo-
tidy. PCR produkty byly Stépeny Xapl restrikéni
endonuklasou, vysledné fragmenty separovany elektro-
foreticky na 4 % agarosovém gelu.

Genotypové a alelové frekvence -1149 G/T polymor-
fismu extrahypofyzarniho promotoru prolaktinového genu se
nelis$i mezi diabetickymi pacienty a kontrolni skupinou:
T1DM: GG = 40,8 %, GT = 40,8 %, TT = 18,4 %, kontroly:
GG = 404 %, GT = 41,3, TT = 18,3 %). -1149 G/T
polymorfismus extrahypofyzarniho promotoru prolaktino-
vého genu neni asociovany s autoimunitnim T1DM. Zda se
tedy, Ze tento polymorfismus hraje roli pouze v systémovych
a nikoliv organovych autoimunitnich onemocnénich.

Tato studie je soucasti Sirsiho projektu a byla financné
podporena Vyzkumnym zamérem Ministerstva Skolstvi a
mladeze MSM 0021620814: Prevence, diagnostika a terapie
diabetes mellitus, metabolickych a endokrinnich poskozeni.

OPPOSITE EFFECTS OF TWO ZINCI)
DITHIOCARBAMATES ON NFkB PATHWAY

BORIS CVEK", ZDENEK DVORAK", JAN TARABA",
LUKAS MULLER', RADIM VRZAL?,
and JITKA ULRICHOVA®

“Dept Med. Chem. Biochem., Medical Faculty, Palacky
University, Olomouc, bDept Chem., Faculty of Science,
Masaryk University, Brno, “Dept Anal. Chem., Faculty of
Science, Palacky University, Olomouc

cvekb@seznam.cz
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Inhibiting NFkB activation in anticancer and
antiinflammatory therapy is of topical interest. Current
research in molecular biology has dramatically advanced in
the understanding of the cellular events involved in NFkB
induction. Dithiocarbamates, in particular
diethyldithiocarbamate and pyrrolidindithiocarbamate, have
been known and widely used as strong inhibitors of NFkB
signaling pathway for more than ten years. Their activity is
frequently thought to be due to chelating of zinc or copper
present in serum supplemented in the culture medium.

Zinc(Il) diethyldithiocarbamate (Et2Zn) and zinc(Il)
dibenzyldithiocarbamate (Bz2Zn) were prepared by direct
synthesis in aqueous millien. They were structurally
characterized by X-ray analysis (solid phase) and mass
spectrometry (aqueous conditions). Et2Zn and Bz2Zn both
in 20 uM concentration were applied to HeLa cells. The
status of NFkB signaling was assessed as nuclear
translocation of p65 subunit. Surprisingly, Et2Zn activated
NFkB pathway, while TNF-a dependent activation of NFkB
was inhibited by Bz2Zn. Our results are preliminary and
further analyses comprising gene reporter assays will be
performed.

This work was supported by the Ministry of Education of the
Czech Republic (MSM 6198959216).

ELEKRONOVE DEFICITNI TRIPTYCENOVE
CYKLOFANY: STRUKTURA A VLASTNOSTI

VACLAV DEKOJ?, MARTIN B]::LOH,RADSK\:{*‘,
DETLEF SCHROEDER® a IVANA CISAROVA"

“Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo
nam. 2, 166 10 Praha 6; bKatedra organické chemie PFF
UK, Hlavova 2030, 128 40 Praha 2
vaclav.dekoj@seznam.cz

Bipyridylové cyklofany s inkorporovanym
triptycenovym skeletem pfedstavuji zajimavé stavebni bloky
pro vystavbu supramolekul. Metodami templatové fizené
syntézy byla piipravena homologickd tada [2]katenant
obsahujicich triptycenovy cyklofan jako jeden z makrocykli
katenanu. Mobilita jednotlivych cykli v katenanech byla
sledovana metodami NMR a porovnana s vlastnostmi
katenanu pfipraveného ve skupiné¢ prof. Stoddarta.
Samostatné triptycenové cyklofany jsou elektronové chudé a
snadno tvofi inkluzni charge-transfer komplexy s
elektronové bohatymi molekulami. Triptycenové cyklofany
také vykazuji zajimavé vlastnosti v oblasti studia
fragmentace polykationickych molekul v plynné fazi
metodami hmotnostni spektroskopie.
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PRIPRAVA TRITERPENOIDU SUBSTITUOVANYCH
NA KRUHU B A STUDIUM JEJICH KONFORMACE

MARTIN DRACINSKY a JAN SEJBAL

Ustav organické chemie a biochemie, Flemingovo nam. 2,
166 10 Praha 6
dracinsky@uochb.cas.cz
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V ptirodé se bézné¢ vyskytuji tetra- a pentacyklické
triterpeny odvozené od vice neZ 40 skeleti'”. V nedavné
dobé byla u nékterych derivat zjisténa vyznamna anti-HIV
a protinadorova aktivita. Nékteré polohy jsou u triterpent
ziskanych z pfirodniho materialu substituovany bézné, jiné
vzacné. Velmi vzacné se vyskytuji triterpeny substituované
na kruhu B. U n¢kterych derivatd lupanu se substituentem na
kruhu B byla nalezena zajimava biologicka aktivita (napf.
antibakterialni’, hepatoprotektivni, protinadorova®).

Syntéza triterpenoidd se substituentem na kruhu B je
pomérné obtizna, protoze kruh B je od ostatnich ¢asti skeletu
oddélen kvartérnimi uhliky, které nelze béznymi chemickymi
reakcemi “piekroCit”. V této praci byla zvolena strategie
castecného odbourani kruhu A a jeho nasledné dobudovani
se soucasnym zavedenim dvojné vazby do kruhu B. Vychozi
latkou byl betulin, ktery 1ze snadno izolovat z biezové kiry.
Jedenactistupniovou syntézou byl pfipraven lup-5-en-3,28-
-diol. Dvojna vazba byla poté hydroborovana a ze vzniklého
hydroxyderivatu byla pfipravena série 16 latek s riznymi
kyslikatymi substituenty na kruhu B (cit.%).

U nékterych nové pripravenych latek byla studovana
konformace kruhu A. Je zajimavé, ze substituent na kruhu B
ovliviiuje i konformaci kruhu A. Konformace kruhu A byla
studovana pomoci 'H NMR spektroskopie (sledovanim
vicindlnich interakénich konstant) a pomoci molekulového
modelovani. Kromé zidlickové konformace byly nalezeny
idvé rizné zkiizené vanickové konformace. Vysledky
molekulového modelovani jsou ve velmi dobré shodé¢ s ex-
perimentalnimi daty.

lupan

LITERATURA

1. Connolly J. D, Hill R. A.: Meth. Plant Biochem. 7, 331
(1991).

2. Mahato S. B., Nandy A. K., Roy G.: Phytochemistry 31,
2199 (1992).

3. Schuhly W., Heilmann J., Calis I., Sticher O.: Planta
Med. 65, 740 (1999).

4. Adnyana I. K., Tezuka Y., Banskota A. H., Tran K. Q.,
Kadota S.: Biol. Pharm. Bull. 23, 1328 (2000).

5. Kouzi S. A., Chatterjee P., Pezzuto J. M., Hamann M.
T.: J. Nat. Prod. 63, 1653 (2000).

6. Dradinsky M., Hybelbauerova S., Sejbal J., Bud&sinsky
M.: Collect. Czech. Chem. Commun. 77, 1131 (2006).

434

VII Amerika 2007

SYNTHESIS AND ANTI-TUBERCULAR ACTIVITY
OF NEW ISONICOTINOYL HYDRAZONE
DERIVATIVES

J. M. FERRIZ, J. VINSOVA, A. IMRAMOVSKY,
and E. VAVRIKOVA

Faculty of Pharmacy, Charles University, Heyrovského
1203, 500 05 Hradec Kralové

ferriz@faf-cuni.cz

Isonicotinyl hydrazide (Isoniazid, INH) as a first-line
anti-tubercular drug is widely applied in combination with
other drugs such as Rifampicine, Pyrazinamide, Ethambutol
for the treatment of tuberculosis (TB). Modification of this
simple molecule is still up to date and has been the focus of
the work for several research groups with the aim of
improving biological activity and decreasing resistance'.

Synergetic act of INH and INH hydrazone is described
in literature”. This fact led us to prepare completely a new
type of isonicotinoyl hydrazone series, where the hydrazone
part is another biological active center.

This new type of molecule can be considered as a
double active substance that can play the role of a prodrug
with a prolonged liberation, where the hydrazone and the
components involved in it, can also act synergetically.

The first step was the synthesis of the hydrazone 1 that
is easily available from INH and diethoxymethyl acetate
(DEMAY’.

. g
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The ethoxy group in compound 1 can be substituted by
nitrogen nucleophiles like INH, PZA, PAS, some quinolones
or sulfonamides etc. (2) to form products containing INH and
some other conventional drug bonded by the CH group (3).
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Some of the mentioned products (3) were tested in vitro
for their antitubercular activity at Hansen’s disease Center
(Colorado State University) as well as in The National
Reference Laboratory for Mycobacterium kansasii. The
stabilities of these compounds were tested by means of a RP-
HPLC method due to their decomposition in water-
acetonitrile solution.

These compounds show very good activity against non
tubercular strains in comparison with isoniazid as an internal
standard. In view of this fact, active research of this topic
continues.
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This work was financially supported by the Research project
MSM 002162082 and GAUK 285/2006/B-CH/FaF.
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AKTIVITY ANTIOXIDACNICH ENZYMU
V ROSTLINACH TABAKU SE ZVYSENOU
HLADINOU PROLINU STRESOVANYCH
SUCHEM NEBO TEPLOTNIM SOKEM

ZUZANA FRYDLOVA™", NADA WILHELMOVA®,
MARIE HAVLOVA® a RADKA VANKOVA®

“Univerzita Karlova, PFF, Katedra fyziologie rostlin,
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Rostliny v ptirodnich podminkach jsou casto vystavené
nepfiznivym vlivim, v letnim obdobi zejména suchu
avysoké teploté. Tyto stresory nepfiznivé ovliviiuji rust
avyvoj rostliny a v neposledni fadé¢ i vynosy. Stresové
reakce jsou doprovazeny zvySenou produkci reaktivnich
forem kysliku (ROS), které oxidaci narusuji rovnovahu
buniky. K udrzeni stability bunky slouzi zejména antioxidacni
enzymaticky a neenzymaticky systém, UuCastnici se
odstraiovani ROS. Jinym mechanismem je syntéza
osmoticky aktivnich latek, napf. prolinu, jako adaptace na
stres. Vyuzili jsme rostliny Nicotiana tabacum (wild type -
WT) a transgenni se zvySenou produkci prolinu (M51) pro
studium odpovédi enzymatického antioxida¢niho systému na
abioticky stres a nasledné zotaveni. Rostliny byly 10 dni
stresovany suchem. Pii teplotnim Soku byla zvysSena
kultivaéni teplota na 40 °C po 6 hodin. Vzorky zotavenych
rostlin byly odebrany 24 hodin po ukonceni stresu.
Enzymatickd aktivita v extraktech cytosolickych proteint
zlisth a kofenll superoxidismutasy (SOD), askorbat-
peroxidasy (APX) a glutathionreduktasy (GR) byla méfena
spektrofotometricky, aktivita katalasy (CAT) byla urcena
pomoci kyslikové elektrody. Byly zjistovany zvlast’ aktivity
v hornim a dolnim listovém patru a kofenech.

Odpovédi antioxida¢nich enzymi zalezi jednak na
jednotlivych ¢astech rostlin i na stresu. Aktivita APX
v listech kontrol pisobenim obou stresti vzroste, kdezto
v transgennich klesa. V kofenech stresy vyvolaji jen velmi
malé zmeény aktivity APX. Aktivita katalasy v kofenech
nebyla detekovana vibec. Po HS aktivita CAT klesa ve
vSech listech obou typl tabaku, po suchu roste a to i po
recovery. Aktivita SOD v kontrolach po HS klesd, naopak
v transgennich roste. Vlivem sucha se méni jen v dolnim
patte listl, v hornim se neméni. Po recovery ve vSech listech
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u obou typu tabdku aktivita SOD klesa. V kofenech je
aktivita SOD nejvétsi a ucinkem stresi se pfiliS neméni.
Aktivita GR v podminkéach sucha se v listech obou rostlin
vyrazné zvysila, po teplotnim Soku naopak klesa, po zotaveni
se aktivita GR v dolnich listech snizi a v hornich listech
mirné zvysi. Krom¢ SOD jsou pusobenim stresii do veétsi
miry ovlivnény aktivity v listech ve srovnani s kofeny. HS
Casto pisobi inaktivaci enzymdi, ufinkem sucha aktivity
obecné rostou. Po zotaveni transgennich rostlin aktivity CAT
a APX v horni ¢asti rostliny a v kotenech vzrostly. Ve WT se
po zotaveni aktivity enzymu zvySuji pouze v kotenech.

Zvysend hladina prolinu ovlivnila odpovédi aktivit
antioxida¢nich enzymu, prolin zfejmé zasahuje do stresovych
odpovédi rostlinné buiky. Lze usuzovat, Ze transgenni
rostliny byly méné postizeny stresovymi podminkami,
v disledku ¢ehoz byly schopny po ukonéeni stresu obnovit
ve vyS$$i mife antioxidaéni enzymaticky systém.

Tyto vysledky jsou soucasti grantového projektu

¢. 206/06/1306, financovaného GA CR.

VLIV MASTNYCH KYSELIN NA PROLIFERACT A
VIABILITU PANKREATICKYCH BETA BUNEK

VLASTA FURSTOVA, TEREZA KOPSKA
a JAN KOVAR

Oddélent bunécné a molekuldrni biologie UBBMB, 3. LF
Univerzity Karlovy, Ruska 87,100 00 Praha 10
viasta. furstova@tiscali.cz

Chronicky zvySena hladina mastnych kyselin (MK)
vkrvi plispiva ke ztraté pankreatickych beta bunék
uonemocnéni diabetes mellitus 2. typu a to zejména
mechanismem apoptozy. Cytotoxicita MK u pankreatickych
beta bunck zavisi pravdépodobné na délce jejich uhlikového
fetézce a stupni jejich saturace. Cilem prace bylo porovnat
vliv riznych nasycenych a nenasycenych MK (kyselina
palmitova a stearova-nasycené, kyselina palmitolejova
a olejova-cis dvojna vazba, kyselina elaidova-trans dvojna
vazba, kyselina linolova-dvé dvojné vazby) na proliferaci
a viabilitu beta bunck lidské linie NES2Y.

Pro testovani vlivu MK jsme pouzili bezsérova,
chemicky definovand média umoziujici presné nastavit
koncentrace jednotlivych mastnych kyselin. Buiky linie
NES2Y jsme inokulovali do jamek 96-jamkové desticky
a nechali pfisednout 24 hodin. Poté jsme vyménili normalni
kultivaéni médium za médium obsahujici jednotlivé mastné
kyseliny vazané na Dbovinni sérovy albumin (BSA)
v nasledujicich pomérech: 0,03 mM:2 % BSA, 0,1 mM:2 %
BSA, 0,3 mM:2 % BSA, 1 mM:2 % BSA a 3 mM:5 % BSA.
Kontrolni butiky jsme kultivovali v médiu obsahujicim 2 % a
5 % BSA. Po 48 a 96 hodinach kultivace jsme stanovili pocet
zivych bunék po barveni trypanovou modii.

Zavedli jsme experimentdlni systém zalozeny na
bezsérovych a chemicky definovanych médiich, ktery je
vhodny pro studium vlivu mastnych kyselin na beta butiky in
vitro. U nasycenych MK, tj. kyseliny palmitové a stearove,
jsme zjistili vyrazny vliv na proliferaci a viabilitu v zavislosti
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na aplikované koncentraci mastné kyseliny. Po 48 hodinach
byl pocet bunek pii koncentraci 0,3 mM sniZzen oproti
kontrole o 52 % u kyseliny palmitové a o 66 % u kyseliny
stearové a témeét 100 % bunék kultivovanych s koncentra-
cemi 1 mM a 3 mM bylo mrtvych. Nenasycené MK s cis
dvojnou vazbou (kyselina palmitolejova, olejova a linolova)
nemély v tomto cCasovém intervalu vyraznéj$i vliv na
proliferaéni aktivitu s vyjimkou nejvyssi pouzité koncentrace
(3 mM), kde byl zfejmy pokles poctu bunék oproti kontrole
(0 20-60 % v zavislosti na pouzit¢é MK). Inhibice prolifera¢ni
aktivity vysokymi koncentracemi cis nenasycenych MK ve
srovnani s kontrolou byla markantnéjsi po 96 hodinach
kultivace. Pocet bunc¢k poklesl oproti kontrole o 45-75%
u koncentrace 1 mM a o 50-85% u koncentrace 3 mM
v zavislosti na pouzit¢é MK. Efekt frans MK kyseliny
elaidové byl odliSny v porovnani s jejim cis protéjskem
kyselinou olejovou. Nastup inhibiéniho plsobeni na
proliferaci se zde projevil po 96 hodinach pusobeni jiz
u koncentrace 0,1 mM, kdezto v ptipad¢ kyseliny olejové az
u koncentrace 1mM.

Inhibice proliferace a indukce bunééné smrti
u pankreatickych beta bunék linie NES2Y vyvolané
plsobenim nasycenych MK byly vyrazné¢ vys§i nez po
pisobeni nenasycenych MK. Uginné koncentrace byly
priblizné 10x nizsi a nastup G¢inku se projevil po kratsi dobé
kultivace. NaSe vysledky jsou v souladu s nékterymi
literdrnimi  Udaji o odliSném ptsobeni nasycenych a
nenasycenych MK na pankreatické beta buiky. Rozdily v
ucinku kyseliny elaidové a olejové poukazuji na moznost
vlivu cis a trans izomerie dvojné vazby na biologické ucinky
MK.

Zvysena hladina glukosy a mastnych kyselin jsou
povazovany za hlavni spoustéci mechanismy ztraty beta
bunék u DM2T.

Cytotoxicita MK u pankreatickych beta bunc¢k zavisi
pravdépodobné na délce jejich uhlikového fetézce a stupni
jejich saturace. Pfesné molekularni mechanismy, kterymi
indukuji bunéénou smrt, vS§ak nejsou znamé. Na modelu linie
lidskych pankreatickych beta bun€k chceme porovnat vliv
riznych nasycenych a nenasycenych MK: palmitova
a stearova (nasycené), palmitolejova a olejova (cis dvojna
vazba), elaidova (trans dvojna vazba), linolova (dvé dvojné
vazby). Zarovenn chceme pfispét k poznani molekularnich
mechanismt indukce bunééné smrti t€émito MK. Zaméfime
se hlavné na roli mitochondrialni drahy indukce apopt6zy.
pfipadné jinych typt proteas, uvolfiovani proapoptotickych
faktorti z mitochondrii (cytochrom c atd.), zmény mitochon-
dridlniho membranového potencidlu a zmény exprese
abunééné lokalizace proteini rodiny Bcl-2. Ziskané
poznatky pfisp&ji nejen k pochopeni mechanismi indukce
bunééné smrti MK u beta bunék, ale také by mohly pfispét
k nalezeni novych zptsobt terapie DM2T zaloZenych na
inhibici apoptdzy téchto bunék.

Prace byla podporena vyzkumnym zamérem 3. LF UK MSM
0021620814.
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MONOCHLORINATED PHENOLS STUDIED BY
ELECTROCHEMICAL QUARTZ CRYSTAL
MICROBALANCE (EQCM)

MATILDA GERNATOVA a PAVEL JANDERKA

Institute of Chemistry, Faculty of Science, Masaryk
University, Kotlarska 2, 611 37 Brno
mgernatoval3@yahoo.co.uk, janderka@chemi.muni.cz

The quantitation of phenolic compounds in
environmental, industrial and food samples is currently of
great interest. The electrooxidation of phenols has thus
received considerable attention in connection with the
development of voltammetric and amperometric schemes for
their monitoring'. Advanced oxidation processes and other
methods can be also used for study of degradation and
oxidation processes of phenols™®. Unfortunately, the
oxidation of phenolic compounds at solid electrodes
produces phenoxy radicals which couple to form a
passivating polymeric film on the electrode™. The
electrochemical quartz crystal microbalance (EQCM) allows
real-time measurements of electrochemically induced mass
changes at electrode surfaces. Such dynamic monitoring of
instantaneous mass changes offers great promise for
investigating the kinetics and mechanism of numerous
potential-controlled surface reactions®”'°.

An electrochemical quartz crystal microbalance model
RQCM 603200 (Maxtek INC., California, USA) with a 5
MHz AT-cut quartz crystal was used. A three-electrode
compartment cell with platinum electrode as a working
electrode, reversible hydrogen electrode as a reference
electrode and Pt sheet as a counter electrode were used.
EQCM was connected with Autolab potentiostat
(Ecochemie, Netherlands) used for I/E data recording. The
solutions were deaerated with argon 5.0 (Messer, min.
99.999 vol. %) at 1 atm. pressure. 0.5 M H,SO, was used as
a supporting electrolyte. The studied monochlorophenols
(CPs) were 0-CP, m-CP and p-CP, each obtained from Merck
and used as received. We also studied chlorobenzene as a
parent compound.

This work was supported by research project
INCHEMBIOL No. 0021622412 from the Ministry of
Education, Youth and Sport.
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STUDY OF INVOLVEMENT OF CELLULAR PRION
PROTEIN IN ERYTHROPOESIS IN MICE

HANA GLI;LROVA“, MARTIN PANIGAJ?,
JAN ZIVNY® and KAREL HOLADA®

“Institute of Immunology and Microbiology, First Faculty of
Medicine, Charles University, Prague; bInstitute of
Pathological Physiology, First Faculty of Medicine, Charles
University, Prague

The essential event in pathology of prion diseases is
conversion of cellular prion protein (PrPc) to its
conformational isomer-abnormal infectious prion protein
(PrPsc). Four cases of prion transmission by blood
transfusion have been recently reported. However, the
mechanism of prion transmission by blood and a
physiological function of PrPc in blood cells remain unclear.
PrPc is expressed on CD34+ hematopoietic stem cells and its
expression is regulated during blood cell differentiation.
Interestingly, the expression of erythroid cell specific o-
hemoglobin stabilizing protein (AHSP) is downregulated in
patients suffering from prion infection. AHSP is expressed in
erythroid cells where it acts as a chaperone preventing
precipitation of a-globine subunits. These facts suggest
connection between erythropoesis and prion pathogenesis.

The aim of our study was to find if PrPc plays a role in
erythropoesis. An acute haemolytical anemia was induced in
mice by intra peritoneal (i.p.) administration of
phenylhydrazine (PHZ) in dose of 80 mg/kg. The course of
anemia was studied in mice with normal expression of PrPc
(wild type, WT) and PrPc knock out mice (PrP-/-). The effect
of PHZ on the erythropoesis was evaluated by analysis of
hematocrit (HCT) and erythropoetin (EPO) levels in plasma
and kidney. EPO expression in kidney was analysed by
quantitative RT-PCR. As an endogenous control 18S rRNA
was used. Levels of EPO in plasma were evaluated using
sandwich ELISA, HCT was counted manually. A rapid
decrease in HCT was observed in both WT and PrP-/- mice
during first day after induction of anemia. Drop of HCT was
followed by increase in expression of EPO mRNA in kidneys
and higher plasma levels of EPO. PrP-/- mice showed
significantly lower HCT during third to fifth day after
induction of anemia and higher production of EPO mRNA
and higher EPO levels in plasma suggesting involvement of
PrPc expression in erythropoesis. To confirm the role of PrPc
in erythropoesis the effect of PHZ in PrP-/- mice and Tga20
mice (PrP-/- mice with 20 copies of Prnp gene randomly
reintroduced) was compared. Tga20 mice displayed lower
decrease of HCT and lower production of EPO in
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comparison to PrP-/- mice. The course of anemia induced by
PHZ was significantly deeper in PrPc-/- mice. This
phenomenon could be explained as a result of lower ability
of PrPc-/- mice to deal with the oxidative stress caused by
PHZ. Reintroduction of PrPc gene in Tga20 mice rescued the
animals from severe anemia. Our results suggest that PrPc
may play a supporting role in the erythropoesis.

Supported by: GA CR 310/04/0419, 310/05/H533, MSM
0021620806

POUZITI SQUARE WAVE VOLTAMETRIE PRO
STANOVENI FLAVONOIDU A JEJICH TESTY JAKO
POTENCIONALNICH INDUKTORU CYTOCHROMU
P450

PAVEL HANUSTIAK?, PETR HODEK",

RADKA MIKELOVA®, VOJTECH ADAM®,
MIROSLAVA BEKLOVA®, LADISLAV ZEMAN®,
a RENE KIZEK"*
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FVHE, VFU, Palackého 1-3, 612 42 Brno; bKatedra
biochemie, PiF UK, Albertov 2030, 128 40 Praha,; ‘Katedra
teoretické a fyzikalni chemie, PFF MU, Kotlarska 37, 611 37,
Brno; Ustav chemie a biochemie, a *Ustav vyzivy zvirat a
picninarstvi, AF MZLU, Zemédelska 1, 613 00 Brno
kizek@sci.muni.cz

O biologickém plisobeni flavonoidi na zivoCichy je
znamo  malo.  Flavonoidy jsou  nizkomolekularni
heterocyklické slouceniny a jsou Kklasifikovany jako
sekundarni rostlinné metabolity vSudypfitomné v rostlinné
tisi. Podle jejich struktury je délime na flavonoly, flavony,
flavanony, katechiny, anthokyany, isoflavony,
dihydroxyflavonoly a chalkony. V nasem experimentu jsme
vybrali n¢které flavonoidy jako potencionalni induktory
cytochromt P450 u samcii laboratornich potkand'>. Studie
byla zaméfena na indukci CYP1A1, hlavniho cytochromu
P450, ktery se ucastni aktivace né&kterych karcinogent.
Pomoci techniky Western blotting jsme zjistili, ze nékteré
flavonoidy, napiiklad synteticky B-naftoflavon nebo piirodni
flavonoidy jako chrysin ¢i diosmin, u¢inné stimuluji expresi
CYP1AL1 ve stievni i jaterni tkani. Jiné testované flavonoidy,
napiiklad hesperetin, hesperidin a naringin neindukuji
expresi CYP1AL1 ve stfevech a jatrech potkani. Poté, co jsme
vyzkouseli nékteré flavonoidy jako potencionalni induktory
cytochromu P450, jsme navrhli vhodné elektrochemické
stanoveni vybranych flavonoidi (quercetin, quercitrin, rutin,
chrysin, diosmin) v télnich tekutinach. Jako stacionarni
techniku pro toto stanoveni jsme vybrali metodu square wave
voltametrie za pouziti uhlikové pastové elektrody a provedli
jeji  optimalizaci, pii které jsme sledovali zakladni
elektroanalytické chovani jednotlivych flavonoidd. Na
zaklad¢ takto ziskanych vysledkl jsme pro vlastni stanoveni
zvolili  nasledujici podminky: frekvence 180 Hz,
potencidlovy krok 1,95 mV a fosfatovy pufr o pH 7,0. Limit
detekce (3 S/N) se pro flavonoidy pohyboval od jednotek po
desitky nM, vyjma diosminu, u kterého se limit detekce
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nachazel v fadu jednotek pM koncentrace. Optimalizovanou
metodu jsme pouzili pro stanoveni flavonoidi v lidské moci.
Zjistili jsme, ze lidskd mo¢ vyznamné neovliviiuje signal
flavonoidti (navratnost signaltl pesahla 90 %) a mizeme je
tedy bezpecné stanovit i v pritomnosti lidské moci.
V navaznosti na ziskané vysledky jsme se poté pokusili
navrhnout i senzor pro analyzu nékterych flavonoidi v lidské
modi. Ziskané experimentalni vysledky byly také vyuzity pro
analyzu flavonoidl v jatrech potkant krmenych quercetinem
pomoci vysoce u¢inné kapalinové chromatografie s elektro-
chemickou detekei.

Prdce na tomto projektu byla podporovana granty: Liga
proti rakoviné Praha 2006 a RASO 2007 .

LITERATURA

1. Klejdus B., Mikelova R., Petrlova J., Potesil D., Adam
V., Stiborova M., Hodek P., Vacek J., Kizek R., Kuban
V.:J. Chromatogr. A 1084, 71 (2005).

2. Klejdus B., Mikelova R., Petrlova J., Potesil D., Adam
V., Stiborova M., Hodek P., Vacek J., Kizek R., Kuban
V.:J. Agric. Food Chem. 53, 5848 (2005).

3.  Klejdus B., Vacek J., Adam V., Zehnalek J., Kizek R.,
Trnkova L., Kuban V.: J. Chromatogr. B 806, 101
(2004).

VypilTi LIPAS Z Geotrichum candidum 4013 PRO
PRIPRAVU FARMACEUTICKY VYZNAMNYCH
LATEK

KLARA HLAVSOVA*‘,'MARIE ZAREVI’JCKA"’,
MARTINA MACKOVA® a HELENA SOVOVA®

“YSCHT v Praze, Technickd 5, 166 28 Praha 6,"bUOCHB AV
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Rozvojova 135, 165 02 Praha 6

Kvasinka Geotrichum candidum 4013 produkuje lipasu
vazanou na buiku a extracelularni lipasu. Byly pouzity pro
hydrolyzu oleje ze semen cerného rybizu (Ribes nigrum),
ktery obsahuje vysoké procento nenasycenych mastnych
kyselin. Hydrolyza probihala a) za atmosférického tlaku, ve
vodé pti 25 °C a b) v superkritickém CO, (SC-CO,) za tlaku
15 MPa, teploté 40 °C a pritoku CO, 0,43-0,48 g.min'1 (Obr.
D).
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Obr. 1: Reaktor pro enzymovou hydrolyzu oleje v SC-CO,:
(1) kompresor, (2) prostor syceni vodou, (3) prostor syceni
olejem, (4) reaktor obsahujici enzym, (5) vodni lazen, (6)
mikrometricky ventil, (7) ampulka s reakéni smési
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Enzymové reakce v SC-CO, kombinuji vyhody
biokatalyzatort (substratovou specifitu za mirnych reakénich
podminek) a superkritickych tekutin (rychly transport hmoty,
snadné déleni reakénich produkti od rozpoustédla
a ohleduplnost k Zivotnimu prostiedi).

Pti hydrolyze za atmosférického tlaku a v SC-CO, byly
ziskany frakce obsahujici smési acylglycerolt (tri-, di-,
mono-), glycerolu a volnych mastnych kyselin. Vzorky byly
analyzovany pomoci plynové chromatografie. Bylo zjisténo,
ze se pii hydrolyze prednostné uvoliuji nejen nasycené
mastné kyseliny, u kterych to 1ze pii pouziti 1,3-specifického
enzymu ocekavat, protoze jsou vV triacylglycerolech
rostlinnych oleji umistény pievazné v pozicich snl a sn3, ale
také olejova a linolova kyselina. V mensim méfitku byla
odstépovana také o-linolenova kyselina. Po porovnani
vysledki bylo zjisténo, ze vyssich vytézki bylo dosazeno pii
reakci v SC-CO, oproti hydrolyze za atmosférického tlaku.
Diky odstépeni nasycenych mastnych kyselin a olejové
kyseliny ~ doslo  k obohaceni  frakci  acylglyceroll
o nenasycené¢ mastné kyseliny, které v molekule obsahuji
vice dvojnych vazeb. Nenasycené mastné kyseliny, zvlasté
obsahuji-li ve své molekule vice dvojnych vazeb, jsou pro
lidsky organismus velmi dulezité, a jelikoz je nedokaze
syntetizovat, je nutné nenasycené mastné Kyseliny ziskavat
potravou. Hydrolysa oleje vyuZzivajici lipasy produkované
kmenem Geotrichum candidum 4013 by mohla byt novym
a uéinnym zpisobem piipravy potravinovych doplikd, které
obsahuji tyto zdravi prospésné kyseliny.

Autori dékuji za finanént podporu GA CR (203/04/120).

FREKVENCE VYBRANYCH GENOVYCH
POLYMORFISMU ASOCIOVANYCH SE
ZANETLIVYM STREVNIM ONEMOCNENIM —
STUDIE PACIENTU Z CR A SR

JAN HOSEK® LADISLAVA BARTOSOVA"*,
JANA SVOBODOVA®, ELISKA VECHETOVA®,
MICHAL KOLORZ”, PETER LOUCKA”,

a MILAN BARTOS?

“Ustav prirodnich 16¢iv, Ustav humanni farmakologie
a toxikologie, Farmaceuticka fakulta Veterindrni

a farmaceutické univerzity, Brno 612 42, Palackého 1-3
bartosoval@vfu.cz

Zanétlivé stfevni onemocnéni (IBD) je nemoc
charakterizovana chronickym zanétem gastrointestinalniho
traktu. RozliSuji se dva klinické subtypy, Crohnova choroba
(CD) a ulcerdzni kolitida (UC), které se od sebe odlisuji na
zékladé  rozdilnych  klinicko-patologickych  znaki'?.
Kumulace onemocnéni v rodinach, konkordance mezi
monozygotickymi dvojcaty ¢i etnické rozdilnosti podavaji
dikaz o vlivu genetickych faktorti na vznik tohoto
onemocnéni'.

V Ceské republice je prevalence CD 18-22 piipadd
a UC 40-45 pripadi na 100 000 obyvatel’. Doposud viak
chybéla data o cCetnostech mutaci v IBD-susceptibilnich
genech. Proto jsme se zaméfili na ureni Cetnosti mutaci u
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gent, které jsou v literatufe zminovany nejcastéji. Jedna se
o tfi mutace v genu NOD2 (R702W, G908R a 1007fs),
mutaci K469E v genu ICAM-1 a dele¢ni mutaci CCR5A32
v genu CCRS.

Do studie bylo zahrnuto 47 pacientd s CD, 12 s UC
a 63 zdravych dobrovolnikii. DNA byla izolovana z periferni
krve vySetfovanych jedincd. Pozadovany usek DNA, na
némz se vyskytoval hledany polymorfismus, byl amplifiko-
van pomoci polymerasové fetézové reakce. Ziskané
amplikony byly $tépeny restrikénimi endonukleasami, které
jsou pro jednotlivé polymorfismy specifické. Produkty
Stépeni byly elektroforeticky rozdéleny na agarosovém gelu
a vizualizovany ethidium bromidem. Asociace piitomnosti
mutantni alely s CD nebo UC byla statisticky vyhodnocena
x2 —testem pomoci kontingen¢nich tabulek.

Z nasich vysledkt vyplyva, ze mezi skupinou zdravych
dobrovolnikd a skupinou pacientt s UC neni zadny
signifikantni rozdil v pfitomnosti sledovanych mutaci genu
NOD2. I ptes maly pocet pacientd s UC se toto zjiSténi
shoduje s vysledky rozsahlé evropské studie®. Naopak byla
prokazana vazba mezi CD a polymorfismem 1007fs v genu
NOD2. Tato mutace mé i podle predeslych studii*®
nejvyraznéjsi korelaci k onemocnéni. U mutace K469E
v genu ICAM-1 jsme prokazali asocia¢ni vazbu jak s CD, tak
i s UC. Dele¢ni mutace CCR5A32 vykazuje srovnatelnou
frekvenci u vSech tii srovnavanych skupin, coz odpovida
dFivé&jsim pozorovanim jinych autori®. Dillezitym poznatkem
nasi studie bylo zjisténi, Ze u pacientd s CD signifikantné
vzrista pocet zmutovanych genti a tim i pocet mutaci, které
nesou. To podporuje tvrzeni, ze se v piipad¢ IBD jedna
o polygenni dédicnost'.

Nase prace dopliiuje celoevropské studie hledajici
kandidatni geny IBD. Na podkladé téchto skutecnosti bude
jednou mozné navrhnout genetické testy jako dopliujici
diagnozu ve spornych ptipadech IBD.

Prace byla vypracovaina za financni podpory grantii IGA
VFEU ¢. 28/2006/FaF a IGA MZ ¢. NR9342-3/2007.
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STUDIUM HOMEOBOXOVYCH GENU
SLADKOVODNI MEDUZY Craspedacusta sowerbyi

MILUSE HROUDOVA*™®, ZDENEK KREJCIK",
HYNEK STRNAD®, CESTMIR VLCEK® a VACLAV
PACES®

aUstav biochemie a mikrobiologie, VSCHT, Technicka 3,
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Sladkovodni medtza Craspedacusta sowerbyi je
zastupcem zivocisného kmene zahavci (Cnidaria), ktery se v
poslednich letech stal pfedmétem intenzivniho studia v
oblasti molekularni genetiky a vyvojové biologie. Komplexni
genom zahavcet, kontrastujici s jednoduchou stavbou jejich
tél, je v mnoha ohledech podobngjsi genomim vysSich
obratlovcl, véetné Clovéka, nez je tomu u nékterych
evoluéné vyssich zivocichtt (Drosophila melanogaster,
Ceanorhabditis elegans).

Vyznamnou skupinou gend regulujicich ontogenezi
jsou homeoboxové geny kodujici transkripéni faktory. Jejich
struktura je silné¢ konzervovana v genomech vSech zivocichd
a nékterych rostlin. V ranych stadiich vyvoje zahavce se
podileji na formovani dalezitych morfologickych znakd, jako
je naptiklad télesnd symetrie, dale na vyvoji nervové
soustavy a smyslovych organd. Jsou soucésti vyznamnych
signalnich drah.

V ramci tohoto projektu byly v genomech dvou
zahavel (Hydra magnipapillata a Nematostella vectensis)
identifikovany homeoboxové geny pomoci pocitaéové HMM
analyzy (,,Hidden Markov Model®). Jednotlivé geny byly
zatazeny do rodin. Pro dal$i studium u Craspedacusta
sowerbyi byly vybrany nckteré méné cCasté rodiny (POU,
DLX, LIM). Na jejich homeodomény a specifické domény
byly navrzeny degenerované primery. Metodou PCR bylo
ziskano nekolik genovych fragmentd. Sekvenac¢ni analyzou
bylo potvrzeno, Ze se jedna o fragmenty 3 gent patficich do
rodiny POU.

Tato prace bude dale pokracovat prodlouzenim téchto
fragmentl na celé geny metodou RACE a sledovanim
transkripce jednotlivych ziskanych genii pomoci in situ
hybridizace v riznych tkanich dospélych jedincti a nékterych
vyvojovych stadii. V soucasné dobé je konstruovana
fosmidova knihovna genomovych fragmentti (30-45 kb),
ktera bude mimojiné pouzita pro analyzu okoli studovanych
homeoboxovych gent. Nase laboratof provadi Easte¢nou
analyzu genomu Craspedacusta sowerbyi za pouziti vyse
zminénych fosmidovych kloni pomoci sekvenacniho
systému GS20. V blizké budoucnosti se zamétime také na
studium celkového genového repertodru tohoto a nékterych
dalsich zahavct sekvenacni analyzou cDNA.

Tato studie byla podporovana vyzkumnymi zaméry a granty
MSMT 1M6837805002 (Center for Applied Genomics) a NB
Project AC CZ AV0Z50520514.



Chem. Listy 101, 425-465 (2007)

STANOVENI A VYZNAM METHYLACE
PROMOTORU E6 GENU LIDSKEHO PA-
PILLOMAVIRU 16 V INTRAEPITELIALNICH
LEZICH A KARCINOMECH DELOZNIHO CIPKU
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Lidské papillomaviry (HPV) jsou malé neobalené
dsDNA viry s kruznicovym genomem. Vysoce rizikové
kmeny HPV c¢asto infikuji sliznici délozniho ¢ipku u Zen a
jsou proka-zatelné¢ pti¢inou vzniku intraepitelidlnich 1ézi
(CIN) a karcinomu délozniho ¢ipku. Mezi nejrizikovejsi
kmeny patii HPV 16 a 18. Proteiny rané faze exprese E6 a
E7 jsou v kooperaci schopné transformovat buiky
infikovaného  epitelu  funkénim  vyfazenim  dvou
nejdulezitéj$ich antionkogent — p53 a pRb. E6 v souinnosti
s ubikvitin ligasou hostitelské bunky oznaci p53 pro
degradaci, zatimco E7 umozni fosforylaci pRb, a uvolni tak z
vazby transkripéni faktor E2F, ktery spousti v bunkach
expresi protein zodpovédnych za ptechod do S faze.
Vzhledem k vysokému poctu infikovanych zen a relativné
nizkému poctu karcinomt délozniho ¢ipku, se ptedpoklada
existence epigenetického mechanismu kontroly vyvoje CIN a
karcinomu. Pfitomnost methylaci CpG ostrivkd v promotoru
genu pro E6 a E7 protein jsou soucasti regulace zZivotniho
cyklu HPV, stejné jako pfirozené obrany bunek proti
cizorodé DNA.

V nasi praci nejprve detekujeme piitomnost HPV 16
a 18 pomoci PCR s nové navrzenymi, vysoce specifickymi
primery, jako kontroly pouzivame nadorové cervikalni linie
SiHa (HPV16 pozitivni), HeLa (HPV18 pozitivni) a HT3
(HPV negativni). U HPV 16 pozitivnich vzorkd provadime
stanoveni methylace v promotoru genu E6 pomoci specifické
endonukleasy McrBc. Pozitivni kontrolou je nadorova
cervikalni bunéc¢na linie CaSki s nékolika sty methylovanych
kopii genomu HPV 16, negativni kontrolou je linie SiHa
s jednou aktivni kopii genomu HPV16.

Cilem naSeho projektu je stanovit frekvenci vyskytu
HPV 16 a 18 nejen u pacientek s CIN a karcinomem délozni-
ho ¢ipku ale i u nahodné¢ vybraného vzorku populace
asymptomatickych zen. U HPV16 pozitivnich vzorkli je
prubézné prokazovana methylace virového genomu.

Celkem bylo analyzovano 93 kartackovych stérti od
zdravych zen, kde se pozitivita HPV 16 pohybovala okolo
70 %, coz piedstavuje ve srovnani s odbornou literaturou
vyrazné vyss§i procento. Tento vysledek potvrzuje vysokou
citlivost nové zavedeného systému detekce, ktery je zaroven
i vysoce specificky. U skupin pacientek s patologickymi
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stupni CIN je incidence HPV 16 u CIN I 80 % (n=5); u CIN
II 83 % (n=6) a u CIN III 93 % (n=90). U karcinomu
délozniho ¢ipku byla pfitomnost HPV 16 prokézana v 55 %
ptipadti (n=35). Celkova incidence HPV 16 a 18 je u CIN III
a karcinomii okolo 95 %, coz se shoduje s daty uvadénymi
v literatufe. Na stanoveni methylaci genomu HPV 16 se
v soutasné dob¢ intenzivné pracuje, a proto zatim nelze
vyvodit jednoznaéné zavéry. Ocekavame, ze po vyhodnoceni
methylaci bude mozné vyjadfit individualni riziko pro Zeny
infikované HPV16 a rovnéz bude mozné prosadit tuto
metodu mezi zakladni diagnostiku CIN.

Tato préce je podporovéina granty VZ MOU MZO 00209805
a Centrum MSMT LCO6035.

TRANSFOBMA'CE ROSTLIN Nicotiana tabacum
BAKTERIALNIM GENEM bphC PRO
DIHYDROXYBIFENYLDIOXYGENASU
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Globalni industrializace zapfi¢inila Unik velkého
mnozstvi toxickych latek do zivotniho prostiedi. Mezi tyto
toxické latky patii také polychlorované bifenyly (PCB),
zvlasté diky jejich perzistentnosti v zivotnim prostfedi a
moznosti jejich uniku do potravniho fetézce. Jednou z
moznosti dekontaminace zneciSténych ploch je vyuziti
biologickych systému, které jsou vetejnosti akceptovany a
jsou Setrné k zivotnimu prostiedi. Existuje mnoho zptisobd,
jak zvysit ucinnost odstraniovani xenobiotik, jednim z nich je
napt. vyuziti geneticky modifikovanych organismii.

Cilem této prace je zvysit schopnost rostlin degradovat
PCB vnesenim vhodného genu do rostlinného genomu, a tim
zvysit ucinnost degradace PCB v rostlinach. Pro tento ucel
byl vybran bakteridlni gen bphC z degradacni drahy
polychlorovanych bifenylt bakterie Comamonas testosteroni
B356. Produkt genu bphC (enzym 2,3-dihydroxybifenyl-1,2-
-dioxygenasa) $tépi bifenylovy kruh, zjednodusuje strukturu
a umoznuje dal$i metabolisaci v rostlinach. V minulosti jiz
byly pfipraveny rostlinné konstrukty obsahujici gen bphC ve
fusi s detekénim markerem GUS (gen pro B-glukuronidasu),
LUC (gen pro luciferasu) a s histidinovou kotvou a ve vSech
ptipadech byl pouzit promotor kvétdkové mozaiky CaMV
35S. Pfipravené plasmidy byly vneseny do bakterie
Agrobacterium GV3101 (pPM90RK), pomoci které byly
rostliny Nicotiana tabacum transformovany. Nejdiive byla
ovétena ucinna exprese fusnich gent bphC/GUS, bphC/LUC
a bphC/His v rostlinnych bunikdch metodou agrobakterialni
infiltrace - transientni exprese. Poté nasledovala trvala
transformace rostlin za pouziti agrobakterii. Bylo pfipraveno
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12 linii transgennich rostlin: 3 linie s geny bphC/GUS, 5 linii
s geny bphC/LUC a 4 linie s genem bphC/His. Piitomnost
transgenu byla detekovana na urovni DNA i mRNA metodou
PCR, popt. RT-PCR. Exprese genti bphC/GUS v liniich G1,
G2, G3 a genu bphC/LUC v liniich L1, L2, L3, L4, L5 byla
prokazana histochemicky. Z linii HI1, H2, H3, H4
(obsahujicich gen bphC/His) byl izolovan enzym BphC. Ten
byl dale identifikovan za pouziti metody Western blot
s nasledujici imunochemickou detekci. Enzymaticka aktivita
enzymu BphC produkovaného transgennimi rostlinami bude
v budoucnu stanovena.

Prce byla sponzorovina grantem MSMT Centrum 1M06030.

VYVOJ METODY PRO STANOVENI ADUKTU
STYREN OXIDU V LIDSKEM GLOBINU

MICHAL JAGR, JAROSLAV MRAZ a VLADIMIR
STRANSKY

Stétni zdravomni istav, Srobdrova 48, 100 42 Praha 10
michaljagr@centrum.cz

Cilem této prace je vyvoj citlivé analytické metody
vhodné ke stanoveni aduktd styren 7,8-oxidu (SO)
s aminokyselinami v lidském globinu. SO vznikd v
organismu metabolickou aktivaci styrenu pomoci cytochrom
P450 dependentniho-monooxygenasového systému. SO ma
genotoxické a mutagenni ucinky .

Biologické monitorovani expozice ¢lovéka styrenu
a SO, které jsou vyznamnymi surovinami v pramyslu
plastickych hmot, je v soucasné dobé& zaloZeno zejména na
stanoveni metaboliti kyseliny mandlové a fenylglyoxylové
vmo¢i’. Jinou perspektivni moznosti je vyuZiti tvorby
aduktt SO s nékterymi nukleofilnimi aminokyselinami
pfitomnymi v globinu. V minulosti jsme provedli GC/MS
a LC/MS analyzu pronasového hydrolyzatu globinu inkubo-
vané¢ho se SO in vitro, kde jsme detekovali kvantitativné
nejvyznamnéjsi adukty SO s cysteinem (SO-Cys), histidinem
(SO-His) a lysinem (SO-Lys). Identitu téchto sloucenin jsme
potvrdili pomoci pfedem syntetizovanych standardi’.
V globinu lidi exponovanych in vivo styrenu a SO je ovSem
obecné velmi nizka hladina aduktd SO (napt. pro adukty SO
s N-koncovym valinem u mysi exponovanych i.p. styrenu
byly publikovany hodnoty na trovni 15-305 pmol.g”
globinu)*. Proto bylo nutné vyvinout dostatetnd citlivou
analytickou metodu schopnou stanoveni podobné nizkych
hladin i u aduktd SO-Cys, SO-His a SO-Lys. V projektu je
diskutovano vyuziti metody extrakce na tuhé fazi (SPE) za
ucelem obohaceni hydrolyzatu globinu o adukty spolu se
soucasnym zbavenim se vétSiny ostatnich aminokyselin.
Metoda SPE byla zalozena na rozdilné hydrofilit¢ SO-Cys,
SO-His a SO-Lys adukti ve srovnani s ostatnimi
aminokyselinami. SPE kolonka Strata-X vykazala ve
srovnani s kolonkami jinych vyrobcl a stacionarnich fazi
nejlepsi schopnosti v retenci téchto adukti. Pfitom vétSina
ostatnich aminokyselin, vyjma fenylalaninu a tryptofanu
nebyla na kolonkéach zadrZovana.
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Bylo nutno i optimalizovat metodu derivatizace aduktd
pro jejich GC a GC/MS analyzu. Adukty byly silylovany za
produkce trimethylsilyl (TMS) ¢i tert-butyldimethylsilyl
derivati (TBDMS) a nebo byly acylovany chlormravencany.
TBDMS silylace (na rozdil od TMS) poskytovala s dobrou
reprodukovatelnosti pro kazdy adukt jediny, dostate¢né
stabilni derivat. Zato po derivatizaci adukti chlormravencany
nedoslo k detekeci predpokladanych derivati. Proto byla
nadale pouzivana derivatizace za vzniku TBDMS derivatu.

Tato prdce byla podporovina internim projektem SZU na
podporu mladych védcii ¢.4901-54.

LITERATURA

1. Linhart I.: Drug Metab. Rev. 33, 353 (2001).

2. Manini P., De Palma G., Andreoli R., Goldoni M.,
Mutti A.: Int. Arch. Occup. Environ. Health. 77, 433
(2004).

3. Jagr M., Mraz J., Ctibor K., Stransky V., Pospisil M.:
Biomed. Papers. 149, 82 (2005).

4. Pauwels W., Vodic¢ka P., Severi M., PIna K.,
Veulemans H., Hemminki K.: Carcinogenesis /7, 2673
(1996).

TETRAFOSFOROVA ANALOGA LN-DOTA:
KOMPLEXY BEZ VODY VE VNITRNI
KOORDINACNI SFERE

ZUZANA JANDUROVA

Katedra anorganické chemie, PFF UK, Hlavova 2030, 128
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Vyjimeénost MRI (,,Magnetic Resonance Imaging*),
klinického nastroje pro diagnostikaci napfiklad nadord,
podnécuje vyvoj stale lepSich CA (,,Contrast Agents®)
zvySujicich kvalitu snimkd'. Kritickou vlastnosti CA je
pfitom G&innost pienosu magnetické informace z Gd** iontu
latky k molekulam vody v jejim okoli. Koordinace vody
ptimo k Gd®" iontu neni nezbytn4, pokud je druha hydratagni
sféra komplexu, tvofend molekulami vody vazanymi
vodikovymi mistky k ligandu, dostatecné rozvinuta a mize
tak dochazet k pfenosu i prostfednictvim sféry této. Za
ucelem detailniho prozkoumani vlivu pouze druhé hydratacni
sféry byly syntetizovany tii tetrafosforova analoga ligandu
DOTA (DOTP!, DOTP™, DOTP®™) s riizn& hydrofilnimi
rameny, ktera jsou zaroven natolik objemna, ze jiz
neumoziuji koordinaci vody piimo ke Gd** iontu.
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Ligandy a jejich komplexy byly charakterizovany
potenciometricky a RTG analyzou, ktera, stejn¢ jako
luminiscenéni méteni, potvrdila absenci ptimo koordinované
vody. Studium struktury Ln** komplext v roztoku odhalilo
odlisnost komplexii Ln-DOTP"  a Ln-DOTP®™ (smés
izomert) od komplexu tfetiho, Ln-DOTP™ (majoritni
symetricky izomer RRRR), coz muize byt zplsobeno vodiko-
vymi vazbami mezi rameny komplexu s hydroxomethylo-
vymi skupinami. Analyza 'O LIS (,Lanthanide Induced
Shifts*) také poukazuje na odliSnou polohu molekul vody
druhé sféry u komplexit Ln-DOTP"™. Relaxometrickou studii
byl nakonec prokazan nezanedbatelny vliv druhé sféry
studovanych komplexi na parametry urcujici relaxivitu,
pficemz pocet molekul vody ve druhé hydratacni sféte
koreloval s hydrofilicitou liganda.

Studie byla podporovana GA CR (No. 203/03/0168)
a projekty COST D38 a DiMI.
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VYUZITI MAGNETOICKYCH BIOAFINITNICH
MIKROREAKTORU PRO IZOLACI
IMUNOGLOBULINU E Z LIDSKEHO SERA

BARBORA J@NKOYICOVA”, SAR,KA ROSNEROVA",
LUCIE FOJ,TIKOV{&", JOSEF KRALOVSKY" a
ZUZANA BILKOVA®

“Katedra biologickych a biochemickych véd a *Katedra
analytické chemie, FCHT, Univerzita Pardubice, Nam. Cs.
Legii 565, 532 10 Pardubice
Barbora.Jankovicova@upce.cz

Magnetické bioafinitni mikroreaktory jsou systémy,
které splnuji pozadavky kladené na metody pro izolaci a
detekci diagnosticky vyznamnych latek v komplexnim
biologickém materidlu. Vysoka selektivita a specifita metody
je zde zajisténa tvorbou biospecifického paru vazaného
ligandu s izolovanou latkou. Magneticky aktivni pevna faze
prinasi snadnou manipulaci a miniaturizaci celého systému.

Protilatky tfidy IgE (tj. imunoglobulin E) maji znacny
klinicky vyznam. ZvySené hladiny specifickych IgE
protilatek jsou hlavni pfi¢inou alergickych reakci, které se
pro svij rostouci trend v populaci stavaji zavaznym
medicinskym problémem. Koncentrace IgE ve fyziologic-
kém lidském séru je v porovndni s ostatnimi sérovymi
proteiny velmi nizkd (do 200 IU/ml). Cilem této prace je
vyvinout rychlou a t¢innou metodu izolace protilatek tiidy
IgE ze sér senzibilizovanych pacienti. Tyto protilatky budou
pouzity k ptipravé specifického imunosorbentu pro
vyhledavani klinicky vyznamnych tzv. alergogennich
epitopt komplexniho alergenu. Pfiprava vakcin pro specific-
kou imunoterapii obsahujicich pouze epitopy s alergogennim
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potencidlem  muze vyznamné snizit  rizikovost
hyposenzibiliza¢ni 1é€by a tedy i zatéz pro pacienta.

Vybér metod pro ucinnou izolaci IgE molekul byl
volen podle narokii na Cistotu a vytéznost metody. K izolaci
IgE ze sér senzibilizovanych pacientll byla pouzita metoda
frakcionované precipitace, technika chromatografie na
ménicich iontd a metoda bioafinitni chromatografie a to bud’
pomoci lektinu Concanavalinu A nebo pomoci specifickych
anti-IgE protilatek. K pfipravé specifickych bioafinitnich
nosict byly pouzity magnetické mikrocastice SIMAG-active
(Chemicell, Némecko) a Estapor (Merck, Némecko),
podminky vazby byly optimalizovany. Frakce IgE ziskané
riznymi metodami, pfip. jejich kombinaci, byly porovnany,
Cistota a mnozstvi izolovaného IgE byly ovéfovany
technikami SDS-PAGE a ELISA.

Tato prdce byla podporena, fondem Ministerstva Skolstvi,
mladeze a teélovychovy CR (MSM 0021627502) a Grantovou
agenturou CR (grant GA CR ¢. 203/05/0241).

STEROIDNI SLOUCENINY JAKO NOSICE
BIOLOGICKY AKTIVNICH LATEK

ONDREJ JURCEK™", ZDENEK WIMMER"
a PAVEL DRASAR®

aUstav chemie prirodnich latek, VSCHT, Technickd 5, 160 28
Praha 6; > UEB AV CR, Videriska 1083, 14220 Praha 4
ondrej.jurcek@vscht.cz

Steroidni latky jsou bézné pfitomny v télech rostlin
a zivoCicht. Jejich ziskavani je zaloZzeno pfedev§im na
izolaci z téchto pfirozenych piirodnich zdroji. Ekologickym
a ucinnym zpisobem jejich ziskavani je extrakce pomoci
rozpoustédel za superkritickych podminek (napf. CO, za
superkritickych podminek), kterd je provadéna v nasi
laboratofi. Separované steroidni slouceniny (fytosteroly
a fytoekdysteroidy) mohou byt dale pouzivany pro syntézy
supramolekularnich ~struktur. Nasim hlavnim cilem je
syntetizovat takové steroidni slouceniny, slozené z jedné ¢i
vice steroidnich jednotek, které by byly schopny uspésné
vnést a postupné a pomalu uvolnovat biologicky aktivni
latky v organismu.

Soucasnym modelem je pro nas aplikace juvenoidi
(bioanalogli juvenilnich hormonti — biologicky aktivnich
aucinnych latek vhodnych k regulaci pocetnosti populaci
hmyzich $kudci) do téla vybranych skodlivych druht

hmyzu'?. Interakce mezi biologicky aktivni latkou
a steroidni slou€eninou muze byt zajiSténa jak vazebné, tak
nevazebné. Bylo  pfipraveno  néckolik  prekursort

supramolekuldrnich struktur /-/V a nékolik steroidnich
slouCenin V-VIII s nejlépe vystiznym anglickym oznacenim
cleft  type, kde kinterakci sjuvenoidem dochazi
prostiednictvim esterové vazby. Slouceniny byly poskytnuty
pro biologické testovani.
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Latka
1 | m| mw

R=0Ac

ClxC2 cis | trans| cis

>C13=Cl4<| E E z z

R muze byt i H, acyl, alkyl.

v

ClxC2 cis |trans| cis |trans

>C13=Cl4<| E E z z

X=(CH,), y=24

v-vii

Za financni podporu projektu 2B06024 (SUPRAFYT)
a projektu MSM6046137305 dékujeme MSMT CR.
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FARMAKOGNOSTICKA STUDIE TAXONU
Helianthus annuus L.

JANA KARLICKOVA®, ZUZANA REHAKOVA?®,
KATERINA KUBIKOVA®, LUDEK JAHODAR® a
VLADIMIR BUCHTA"

“Katedra farmaceutické botaniky a ekologie, *Katedra
biologickych a lékarskych véd, FarmF, Univerzita Karlova v
Praze, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové
Jjana.karlickova@faf.cuni.cz

Pii provadéném screeningu antifungalni aktivity 50
druhii celedi Asteraceae vykazal taxon Helianthus annuus L.
v tomto in vitro testu signifikantni aktivitu'. Na zakladé
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pozitivniho vysledku byla provedena analyza rostlinného
materialu a pilotni studie biologické aktivity.

Byla provedena macerace suSenych listd vodou,
nasledovalo vytfepani dichlormethanem, chloroformem
a butanolem?. Dalgi &st listové drogy byla sonikovéna 80%
ethanolem. Byl proveden test na akutni toxicitu (Tubifex
tubifex test), ktery vyuziva krouzkovce (niténky) a slouzi
nam jako doprovodny test pro zachyceni zajimavého extraktu
(bioassay-guided separace). Akutni toxicita byla stanovena
u butanolového podilu (ECs5,=0,0131 g/ml) a vodného podilu
(EC50=0,0724 g/ml). Protoze butanolovy podil vykazal
v tomto testu aktivitu, byl dale délen na sloupci silikagelu,
vzniklo 34 frakci, které byly postupné spojovany na zaklade
vyhodnoceni vysledkd tenkovrstvé chromatografie. Vzniklé
spojené frakce (pojmenované HEA) byly testovany pomoci
DPPH testu na antiradikalovou aktivitu. Pozitivni vysledek
DPPH testu byl ziskan u téchto frakci HEA: HEA 6-8
(EC5p=0,213 mg/ml), HEA 25-28 (EC5,=0,132 mg/ml), HEA
29 (ECs5=0,353 mg/ml), HEA 30 (ECs5=0,153 mg/ml).
U téchto frakei s pozitivnim vysledkem v DPPH testu byla
pouzita i jind metoda FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power) pro stanoveni antiradikalové aktivity. Pouze frakce 6-
8 vykazala po 4 min 7x niz$i aktivitu nez standard Trolox
v tomto in vifro testu.

Déle byl zpracovavan i chloroformovy podil, byl délen
na Sephadexovém sloupci a ziskdny 3 frakce (frakce 1,
frakce 2, frakce 3). VSechny frakce byly podrobeny DPPH
testu a pozitivni svym vysledkem byla frakce 2
(EC50=0,41mg/ml) a frakce 3 (ECs5,=0,118mg/ml), u nich
byla provedena i metoda FRAP — pouze u frakce 3 byla
naméfena aktivita po 4 min 6x niz&i neZ u standardu’.

Antifungalni aktivita byla provedena u ethanolového
extraktu, dichlormethanového a butanolového podilu, frakei
HEA 20-21, HEA 20-24, HEA 29 pomoci Mikrodiluéni
bujonové metody v destickich na 8 kmenech (Candida
albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata, Trichosporon
beigelii,  Trichophyton  mentagrophytes,  Aspergillus
fumigatus, Absidia corymbifera). U ethanolového extraktu
byla aktivita prokdzana u vSech testovanych kmend hub,
u butanolového podilu pouze u Trichophyton
mentagrophytes. Ethanolovy extrakt bude dale zpracovavan a
testovan na antiradikalovou a fototoxickou aktivitu.

Tato prace vznikla za financni podpory grantu GAUK
118/2006/B BIO.
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AUTOKRINNY A PARAKRINNY MECHANISMUS
UCINKU VEGF U ASTROGLIALNYCH NADOROV

PETRA KNIZETOVA*, ALICE HLOBILKOVA,
MONIKA LEVKOVA a ZDENEK KOLAR

Ustav patolégie, Lekdrska fakulta, Univerzita Palackého,
Hneévotinska 3, 775 15 Olomouc
knizetko@yahoo.com

Angiogenéza je dOlezitym procesom V progresii
nadoru. Vaskularny endotelidlny rastovy faktor (VEGF) je
multifunkénym cytokinom zodpovednym za angiogenézu,
vaskularnu permeabilitu, a hyperkoagulabilitu u viacerych
typov nadorov. VEGF posobi prostrednictvom dvoch
receptorov  Flt-1 a KDR (VEGFR1 a VEGFR2),
exprimovanych na povrchu cievneho endotelu, pricom
transdukcia signalu prebicha prostrednictvom
PI3K/Akt/PKB, PLCy/PKC a MAPK signalnych drah.
Nasledne po prenose signdlu dochadza k proliferacii,
migracii endotelidlnych buniek, ¢i indukcii ich permeability.

Spomedzi nadorov centralneho nervového systému st
najpocetnejsimi  nadory astroglidlneho povodu. Doba
prezivania pacientov s nadormi oznaovanymi ako ,high
grade” je niekol’ko mesiacov s maximom do dvoch rokov.
Tieto nadory sa vyznaduju zvySenou proliferaciou,
hypervaskularizaciou, vyraznou angiogenézou, a tvorbou
fokalnych nekroz. Viaceré studie poukazuju na ulohu VEGF
v patofyzioldgii astroglidlnych nadorov v zmysle jeho
parakrinného posobenia na nadorové cievne elementy. Jeho
zvySena expresia signifikantne koreluje so zvySenou
progresiou nadoru. Napriek faktu, Ze bola dokdzana expresia
VEGF receptorov aj na trovni glidlnych elementov nadoru,
neexistuje detailna §tadia zaoberajuca sa priebehom
intracelularnej  signalizdcie VEGF v  zmysle jeho
autokrinného pdsobenia.

V naSej praci sme sa zaoberali u¢inkom VEGF na
proliferaciu, motilitu a migraciu astroglidlnych nadorovych
linii, ako aj pricbchom signdlnej drahy VEGF na
intracelularnej Grovni. Podarilo sa nam dokazat' koexpresiu
VEGF a VEGFRI1/2 u vSetkych nami testovanych
astroglialnych  nadorovych linii. Tento dbokaz bol
nevyhnutnym predpokladom pre potvrdenie autokrinného
posobenia VEGF. MTT prolifera¢ny test potvrdil mitogénny
ucinok VEGF a uz po piatich mintitach posobenia indukoval
tvorbu ,,stress fibers®, ¢o jednoznacne poukazuje na zvySent
motilitu buniek. Reorganizdcia aktinového cytoskeletu
prebichala v smere migracie buniek. Na intracelularnej
urovni dochadzalo po aplikacii VEGF k masivnej
fosforylacii ERK1/2Thr202/Tyr204. Vzhl'adom na koaktiva-
ciu signalnych drah PI3K/Akt/PKB, Ras/c-Raf a PLCy/PKC
u endotelu vplyvom VEGF, sme stanovili hladinu
fosforylovanych foriem AktSer473, PLCyTyr783. Miera
fosforylacie AktSer473 a PLCyTyr783 nebola signifikantne
zvySena. Sucasna aplikdcia VEGF a c-Raf inhibitora
(GW5074) potlacila jeho stimula¢ny téinok. Pri sti¢asnom
posobeni VEGF v kombinacii s inhibitorom PI3K
(wortmannin) a inhibitorom PLCy (U73122), nedochadzalo
k potlaceniu VEGF zavislej aktivacie ERK1/2Thr202/Tyr204.
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Vyssie uvedené vysledky poskytuji novy nahlad na
ulohu VEGF ako auto/ parakrinného regulatora progresie
astroglidlnych nadorov stimulaciou proliferdcie a motility
nadorovych buniek na strane jednej, stimuldciou nadorovej
angiogenézy na strane druhe;j.

Tato praca bola financovand grantom IGAMZCRNR/7828-3
a MSM6198959216.

NEURALNI DIFERENCIACE EMBRYONALNICH
NADOROVYCH BUNEK P19 JE OVLIVNENA
ZMENOU INTRACELULARNIHO REDOXNIHO
STAVU

ROMAN KONO'PKA*‘", JIRI PACHERNIK”, ANTONIN
LOJEK® a LUKAS KUBALA®

“Biofyzikdlni ustav AV CR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno;
bpirodovédecka fakulta MU, Kotlarska 2, 611 37 Brno

Pluripotentni embryonalni kmenové buiky a embryo-
nalni nadorové buniky (EC) je mozné in vitro diferenciovat
do rtiznych bunéénych typi. Bezsérové prostredi indukuje v
EC bunkach neuralni diferenciaci, proces ktery je umocnén
pusobenim kyseliny retinové. Piedpoklada se, ze signalni
drahy aktivované béhem neurdlni diferenciace, jsou
senzitivni na intraceluldrni redoxni stav dany rovnovahou
mezi intracelularné produkovanymi reaktivnimi metabolity
kysliku (RMK) a hladinou intracelularnich antioxidanta.
Proto byla sledovana moznost ovlivnéni neuralni
diferenciace EC bunék in vitro modulaci intracelularniho
redoxniho stavu. EC buiiky P19 byly ovlivnény antioxidanty
glutationem, N-acetyl cysteinem, kyselinou askorbovou
a inhibitory enzymt podilejicich se na intracelularni
produkci RMK difenyl jodium chloridem a apocyninem.
Neuralni diferenciace byla sledovana na zakladé zmény
exprese proteinll charakteristickych pro pluripotentni nebo
nervové builky po dobu 1-4 dnid. Testované antioxidanty
snizovaly expresi Oct-4 (znak pluripotence) a E-cadherinu
(znak buné€k odli$nych od neuralnich) a zarovenl zvySovaly
expresi N-cadherinu (znak neurdlnich bunék) oproti
neovlivnénym  buiikkdm. Vybrané antioxidanty tedy
urychlovaly diferenciaci bunééné linie P19 do neuralnich
bunék. Nase vysledky potvrdily vyznam redoxniho stavu
buniky v regulaci bunééné difererenciace u pluripotentnich
bunék P19.

DEFENCE RESPONSE OF Brassica napus AGAINST
PATHOGEN Leptosphaeria maculans - COMPATIBLE
AND INCOMPATIBLE INTERACTION

BARBORA KORBELOVA™, VLADIMIR SASEK’,
LENKA BURKETOVA® and OLGA VALENTOVA®

“Institute of Experimental Botany, AS CR, Na Karlovce la,
160 00 Prague 6; bDepartment of Biochemistry and
Microbiology, ICT Prague, Technicka 3, 160 28 Prague 6
korbelova@ueb.cas.cz



Chem. Listy 101, 425-465 (2007)

The subject of this research is a study of defence
response of Brassica napus against fungal pathogen
Leptosphaeria maculans using microscopy,
spectrophotometry and molecular biology methods. The
fungus Leptosphaeria maculans (Desm.) represents the most
serious disease, causing so-called “blackleg disease” of
oilseed rape and canola. This threatening disease is spread
worldwide, including the Czech Republic, where causes
significant yield losses. Two isolates of L.maculans (virulent
and avirulent) are used in this research.

During the defence response to the pathogen the plants
produce callose which is detected by spectrofluorometry and
microscopy methods wusing aniline blue. Callose
accumulation is increased during defence response B. napus
against L. maculans and differs in compatible and
incompatible interaction. Reactive oxygen species, esp.
hydrogen peroxide, is another of the defence response
change. Determination of hydrogen peroxide is done using
xylenol orange in vitro and 3,3'-diaminobenzidine (DAB) in
situ. Accumulation speed of hydrogen peroxide is different in
using virulent and avirulent isolates in case avirulent isolate
accumulation is speedier. DAB staining shows hydrogen
peroxide accumulation near L. maculans hyphae. The
antioxidant ~ enzyme  activity is  measured by
spectrophotometry method using product increasing or
substrate decreasing. Increasing of guaiacol dependent
peroxidase activity is significant using avirulent isolate L.
maculans. The infect plants induce pathogenesis-related
proteins. This induction is studied by PR genes expression
using RT-PCR. The gene expression is higher in infect plant
than control plant.

Acquired results purvey knowledge of defence response
of B. napus to L. maculans compatible and incompatible
interaction.

Supported by grants MSMT KONTAKT CZ-4 a MSMT
1POSMES825, MSMT MD 45 2, and GACR 522/03/0353.

ZMENA ENANTIOSELEKTIVITY A SUBSTRATOVE
SPECIFITY HALOGENALKANDEHALOGENASY
PROTEINOVYM INZENYRSTVIM

TANA KOUDELAKOVA?, ZBYNEK PROKOP?,
YUKARI SATO”, MARTA MONINCOVA?,
ANDREA JESENSKA? LUCIE GRODECKA®,
TOSHYIA SENDAS, YUJI NAGATA" a

JIRi DAMBORSKY*

“Loschmidtovy laboratore, Masarykova univerzita, Brno;
bDepartment of Life Sciences, Tohoku University, Sendai,
Japonsko,; ‘National Institute of Advanced Industrial Science
and Technology, Tokio, Japonsko

Jiri@chemi.muni.cz; http://loschmidt.chemi.muni.cz/peg/

Objev enantioselektivity u halogenalkandehalogenas (EC
3.8.1.5) umoznil vyuziti enzymi této proteinové rodiny k vyrobé
nékterych alkoholti s vysokou optickou Eistotou. Opticky Cisté
alkoholy mohou byt vyuZivany jako prekurzory 1éCiv,
agrochemikalii nebo potravindfskych aditiv. Opticky Cisté
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alkoholy lze pfipravit pomoci dehalogenas enantioselektivni
hydrolyzou racemickych smési halogenovanych sloucenin.
Jedine¢na enantioselektivita viici riznym druhtim substrat byla
prokdzdna u halogenalkandehalogenasy DbjA izolované
z bakterie Bradyrhizobium japonicum USDA110. Cilem tohoto
projektu bylo rozsifit enantioselektivitu DbjA na jiné enzymy z
rodiny halogenalkandehalogenas metodami  proteinového
inZenyrstvi. Pro Gpravu mistné fizenou mutagenezi byla vybrana
dehalogenasa DhaA z bakterie Rhodococcus rhodochrous
NCIMB 13064, ktera se DbjA nejvice strukturné podoba.

Hlavni rozdil mezi DhaA a DbjA spociva v pfitomnosti
inzerce 130HHTEVAEEQDH 4 vloZené mezi hlavni a vi¢ko-
vou doménou DbjA. Koédujici sekvence byla vnesena do
genu dhad pomoci inverzni polymerasové fetézové reakce.
Déle bylo v DhaA zrekonstruovano aktivni misto DbjA
kumulativni mistné fizenou mutagenezi. Substitucemi
v misté¢ 8 aminokyselin (W141F, P142A, F144A, G171R,
A172V, KI175G, C176G a V245A) vzniklo 6 novych
rekombinantnich gend, které byly heterologné exprimovany
v bakterii Escherichia coli BL21 (DE3). Cisté proteiny byly
ziskany afinitni chromatografii. Sekundarni struktura protei-
nl byla ovéfena méfenim cirkuldrniho dichroismu. Dehalo-
genasova aktivita mutantnich proteini viéi 1,3-dibrom-
propanu a jejich enantioselektivita se sadou [-substituo-
vanych alifatickych bromalkanti a jednim B-halogenovanym
esterem byly testovany plynovou chromatografii. Finalni
mutantni enzym byl testovan spolu s DhaA a DbjA na
substratovou specifitu se sadou 30 substrati s cilem
porozumét zménam vnesenym do aktivniho mista mutacemi.

Vsechny proteiny byly produkovany v rozpustné formée.
Meéfeni cirkularmiho dichroismu ukézalo, ze dva proteiny nejsou
poskladané. Toto pozorovani bylo v souladu se zjisténim, ze ze
Sesti mutantnich protein byly jen &tyfi aktivni vaéi 1,3-
dibrompropanu.  Findlni kumulativni mutant vykazoval
specifickou aktivitu srovnatelnou s ptirozenym enzymem DhaA.
Vsechny aktivni proteiny byly testovany na enantioselektivitu.
Inzerce unikatni sekvence spolu se zménami aktivniho mista
sice nevedla ke zvySeni enantioselektivity s 2-brompentanem,
Castecné vsak zvysila enantioselektivitu s 2-bromhexanem a 2-
bromheptanem a vyznamné zlepSila enantioselektivitu vici
ethyl-2-brompropionatu (E-hodnota se zvysila ze 72 na >200).
Finadlni mutantni enzym téZ vykazoval pozménénou
substratovou specifitu, ktera se lisila jak od DhaA, tak od DbjA.
Findlni mutatni protein byl vyrazn¢ aktivngjsi vaci 1,2-
dibromethanu, 1-brom-2-chlorethanu a 4-brombutyronitrilu nez
oba vychozi enzymy.

PRiPRAV'A A VYUZ,ITi ,FOSFI,TfJ ODVOZENYCH
Z HELIKALNE CHIRALNICH LATEK

ZUZANA KRAUSOVA’, PETR SEHNAL?,
IRENA G. STARA®, IVO STARY*", DAVID SAMAN*
a PETER EILBRACHT®

WUstay organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo 2,
166 10 Praha 6; bOrgam'sche Chemie, Fb 3, Dortmund
University, Otto-Hahn-Str. 6, D-44221 Dortmund, Germany
alexa@uochb.cas.cz
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Vyuziti inherentné chiralnich helicend v asymetrické
katalyze je dosud minimalni, ackoliv by robustni helikélni
ligandy mohly byt u¢innymi induktory chirality. Nami
vyvinuty obecny zptisob pfipravy helikalné chiralnich latek,
ktery je zaloZen na intramolekularni [2+2+2] cykloizomeraci
aromatickych triynii za katalyzy' kobaltem(I) & niklem(0),
umoziiuje pfipravit tyto latky v preparativnim méFitku?.
Takto byl pripraven analog [6]helicenu 1 v opticky Cisté
forme.

Latky 2 az 4 byly ptipraveny reakci helicenu 1 s pfi-
slusnymi fosforochloridity v pfitomnosti hydridu sodného
v THF. Vzniklé fosfity byly vyuzity jako chiralni ligandy pfi
enantioselektivni allylové aminaci. Nadéjné vysledky byly
dosazeny s ligandem 3, kdy reakci latky 5§ s benzylaminem
za katalyzy komplexem iridia(I) vznikd produkt 6 v 95%
vytézku a 90% enantiomernim nadbytku.

N S0 w0 S . S0

:O’P O Tol iﬂl O Tol Eo’ O Tol

O 4 >0 o0
(P,S)-(+)-2 (P,S)-(+)-3 (P.S)-(+)-4

PhX"N0co,Me

=
Ligand 3 Ph7F
5 [icob)cly, (S)-(+)-6
CH,Cl,, 35 °C 90 % ee (95 %)

Podporovino  Grantovou — agenturou CR  (reg. ¢
203/07/1664), Ministerstvem primyslu a obchodu/Zentiva
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telovychovy (Vyzkumné centrum: Biomolekuly a komplexni
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ENZYMOVE SYSTEMY BAKTERIE Comamonas
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BIODEGRADACE FENOLU
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Bakterie Comamonas testosteroni je vyznamnym
primarnim degradérem fenolu. Je schopna utilizovat
fenolické latky jako jediny zdroj energie a uhliku pro svij
rust. Tato schopnost biodegradace fenolickych polutantt
mize byt uplatnéna pii biologickych dekontaminacich
znecisténého zivotniho prostredi. Prvni a soucasné limitujici
reakci aerobni degradace fenolu je hydroxylace na katechol.
Za tento krok je zodpovédna ptedev§sim NADPH-
dependentni fenolhydroxylasa (EC 1.14.13.7). Katechol je u
prokaryot nasledné Stépen katechol-2,3-dioxygenasou (EC
1.13.11.2) na semialdehyd kyseliny 2-hydroxymukonové
(META draha), ktery se dale metabolizuje az na pyruvat.
Tento konecny produkt buiky zaclenuji do svého
intermedidrniho metabolismu. V predkladané studii doku-
mentujeme, ze¢ je NADPH-dependentni fenolhydroxylasa,
primarni enzym biodegradace fenolu, exprimovana v C.
testosteroni, konkrétné v cytoplasmé studované bakterie.
Vysledky experimentt signalizuji, ze NADPH-dependentni
fenolhydroxylasa je timto mikroorganismem exkretovana do
vnéjsiho prostfedi (ristového média), ve kterém je aktivni.
Vyse uvedena flavinovd monooxygenasa byla castecné
purifikovana (frakéni precipitace polyethylenglykolem 6000,
gelova permeacni chromatografie na sloupci Sepharosy-4B)
s vytézkem 0,15 % z celkové aktivity enzymu. Ziskany
enzym byl charakterizovan z hlediska kinetiky degradace
fenolu a byla stanovena jeho molekulova hmotnost. Jedna se
o protein slozeny ze ¢tyf podjednotek o celkové molekulové
hmotnosti ~240 kDa. Piedklddand prace je pilotni studii, ve
které byla NADPH-dependentni fenolhydroxylasa z C. festo-
steroni poprvé purifikovana. Vyznamna je téz charakterizace
enzymu, kterd pfispiva k navrhu a optimalizaci biologického
slozeni bioreaktort pouzivanych pro degradaci fenoll z
odpadnich vod.

Financéné podporovino GACR (grant 303/05/2195 a
104/04/0686).

MYELOPEROXIDASA SE VAZE NA
EXTRACELULARNI MATRIX V ZAVISLOSTI NA
GLYKOSAMINOGLYKANECH

LUKAS KUBALA®, STEPHAN BALDUS?,
ANTONIN LOJEK® a JASON P. EISERICH®
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Myeloperoxidasa je enzym hojné exprimovany
v neutrofilnich granulocytech hrajici vyznamnou roli v akut-
nich a chronickych zanétlivych chorobach. Béhem zanétlivé
reakce je myeloperoxidasa uvolfiovdna aktivovanymi
neutrofilnimi granulocyty do krve, vaze se na endotelialni
vystelku, prochazi endotelem a je ukladana do subendotelial-
niho prostoru. AvSak mechanismus ukladani myeloperoxi-
dasy a ovlivnéni jeji enzymatické aktivity neni znamo. Proto
byla sledovdna modulace vazby myeloperoxidasy na
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extracelularni matrix a jeji komponenty. Dale byla
sledovana modulace enzymatické aktivity myeloperoxidasy
v ptitomnosti slozek extracelularni matrix. Bylo prokazano,
ze myeloperoxidasa se vaze jak na izolovanou extracelularni
matrix, tak na jeji slozky, purifikovany fibronektin a kolagen.
Vazba myeloperoxidasy byla zavisla na pfitomnosti
glykosaminoglykant, testovaného heparinu a chondroitinu.
Nadbytek heparinu a chondroitinu  blokoval vazbu
myeloperoxidasy na extracelularni matrix. Myeloproxidasa
v ptitomnosti fibronektinu a kolagenu vykazovala mirné
zvySenou enzymatickou aktivitu oxidace a chlorinace
modelovych substrati. Celkové ziskané vysledky prokazaly
vazbu myeloproxidasy na extracelularni matrix zavislou na
glykosaminoglykanech a enzymatickou aktivitu navazané
myeloperoxidasy.

NOVE (THIA)CALIXAREN-PORFYRINOVE
RECEPTORY PRO KOMPLEXACI FULLERENU

ONDREJ KUNDBAT. JAN BUDKA, IVAN STIBOR
a PAVEL LHOTAK

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

-CH,-, -S-

porfyrin

X
D -CH=N-, -CH,-NH-, -NH-CO-NH-,
-CO-NH-, -(CH,),-CO-NH-, -CO-

Receptory vzniklé spojenim (thia)calix[4]arenu s
porfyrinovymi  jednotkami  prostfednictvim  vhodného
mustku, znamé téz jako molekularni pinzety, jsou v posledni
dobé vyznamnou skupinou latek schopnych komplexovat
fullereny Cgy a Cyo. Porfyrinova ¢ast interaguje s fullerenem,
zatimco (thia)calixarenovy skelet slouzi jako vhodné
molekulové leSeni. Ukazuje se, ze miru asociace lze ovlivnit
riznymi zpusoby, a to napf. volbou rozpoustédla (benzen vs.
toluen), nebo derivatizaci porfyrinové ¢asti (elektronové
bohaté vs. elektronové chudé, piip. zadné substituenty).
Tvorba komplexu zavisi taktéz na pouzitém calixarenu
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(calixaren vs. thiacalixaren), na misté spojeni obou jednotek
(horni vs. dolni okraj calixarenu), na poctu pfipojenych
porfyrinovych jednotek k (thia)calixarenu a v neposledni
fad¢ na vybéru vhodné spojky (iminova, aminova, amidova,
mocovinova, etherickd, esterova funkce). Vhodnou
kombinaci jednotlivych moznosti bylo dosazeno i vysoké
selektivity komplexace C7o/Cg, ktera bude vyuzita pro déleni
smési fullerend.
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APOPTOZA NEUTROFILNICH GRANULOCYTU
V PRUBEHU AKUTNIHO ZANETU
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Apoptéza  neutrofild a nasledna  fagocytdza
apoptotickych neutrofild makrofagy jsou dilezité pro
uspésné ukonceni reakci akutniho zanétu mlécné zlazy.
Apoptdza je charakterizovana specifickymi biochemickymi
kroky, které ji odliSuji od nekrozy. Jednim z nich je
translokace fosfatidylserinu (PS) z vnitini na vngj$i vrstvu
cytoplazmatické membrany buniky, ktera podstupuje
apoptozu. Detekce raného stadia apoptdzy se provadi pomoci
fluorescin-konjugovaného Annexinu V, ktery ma pfirozenou
afinitu k PS. Vaze se s translokovanym PS a tim umoziuje
detekci apoptotickych bunék.

Cilem této studie bylo zjistit zmény v podilu
apoptotickych neutrofilnich granulocytti v prubchu rezoluce
zanétlivé reakce mlécné zlazy skotu. Zanétliva reakce byla
indukovana komponenty bunééné stény G+ bakterii
(muramyldipeptid-MDP) a G- bakterii (lipopolysacharid-
LPS), jako inertni induktor byl pouzit PBS.

Prabéh zanétlivé reakce po indukci byl sledovan ve
¢tyfech Casovych bodech - 24 h a 48 h (iniciace zanétlivé
reakce), 72 h a 168 h (rezoluce zanétlivé reakce). Pritokovou
cytometrii byl zjistén celkovy pocet bunck, podil
neutrofilnich granulocytl (neutrofill), podil apoptotickych a
nekrotickych neutrofilti. Prib&éh zanétlivé reakce se lisil
v zavislosti na pouzitém induktoru. Po indukci PBS bylo
zjisténo vyrazné zvySeni apoptotickych neutrofild b&hem
iniciace zanétlivé reakce, b&hem rezoluce pak snizovani
podilu apoptotickych neutrofild. Po indukci MDP a LPS byl
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prubéh zanétlivé reakce charakteristicky pozvolnym
nartstem podilu apoptotickych neutrofill, zanétliva reakce
méla tedy delsi dobu trvani.

Z vysledkt studie je zfejmé, Ze bakteridlni toxiny,
MDP a LPS, vyrazné prodluzuji dobu trvani akutniho zanétu.
Zdravi mlécné 7zlazy zavisi na rychlém odstranéni
apoptotickych neutrofil makrofagy a navratu postizené
tkané do pavodniho stavu. Proto by latky modulujici
apoptozu nemély byt opomijeny pii studiu zanétlivé reakce
organismu.

Tato prdce vznikla za financni podpory vyzkumného zaméru
MZE 0002716201.

PREPARATION OF WELL DEFINED SILICA
NANOPARTICLES AND THEIR ENCAPSULATION
VIA IN-SITU EMULSION/MINIEMULSION
POLYMERIZATION
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The importance and advantages of monodispersed
nanometer-sized particles were shown not only in the scientific
field, but also in various industrial applications, e.g. catalysts,
pigments, pharmacy, etc. Of these particles, SiO, nanoparticles
are used to make electronic substrates, thin film substrates,
electrical insulators, thermal insulators humidity sensors, etc.
The properties of amorphous silica of high specific surface
area, from the smallest colloidal particles to macroscopic gels,
depend largely on the chemistry of the surface of the solid
phase. This is of practical importance in the technology of
cracking catalysts, mineral processing, ceramics and
adsorbents. It is also directly involved in the manufacture and
use of siliceous fillers and thickening agents in organic
systems including paints, inks, elastomers, and lubricating
greases. Within the last decade, a much clearer picture of the
nature of siliceous surfaces has been obtained, and new
products based on chemical modifications of these surfaces
have been developed. Nevertheless, the knowledge of
chemical functionalities on the silica nanoparticle surfaces is
still poor and has not been fully described.

The prepared/commercial silica nanoparticles were
modified and encapsulated by in situ emulsion/miniemulsion
polymerization of poly(styrene) in order to obtain hybrid
organic/inorganic nanocomposites. The innovation of this
process is made by use of SPM as a co-surfactant during the

polymerization.
In this work, the chemical surface composition,
wettability, porosity, and thermal properties, of silica

nanoparticles were investigated prior to the preparation of the
nanocomposites. The characterization during different stages
of process such as nanoparticles activation, surface
modification, and encapsulation with polystyrene was accessed
by FT-IR spectroscopy, TEM and SEM.
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ACTIVATION OF CASPASE-12 IN LYTIC OR
APOPTOTIC CELLS INFECTED BY VACCINIA
VIRUS RECOMBINANTS
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Faculty of Charles University, Prague, Czech Republic
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Vaccinia virus (VV) infection of most cell types
induces a lysis of the cell that is considered equivalent to
necrosis. However, we have previously observed that VV
infection of two epithelial cell lines, HeLa G and BSC-40,
increased activation and activity of caspases, compared to
mock-infected cells. Despite of the lytic character of
infection, these effects were prevented by simultaneous
expression of Bcl-2 by VV. Expression of Bcl-2 decreased
also cleavage of a death substrate cytokeratin-18 in HeLa G
cells, while it increased its levels in BSC-40 cells as it
induced their apoptosis by an unknown mechanism. We have
further observed that expression of Bcl-2 by VV induced
changes in levels of free calcium in cytoplasm as well as in
organelles. Therefore, we have focused on activation of
caspase-12 and the role of calpain during VV infection and
in Bcel-2-induced apoptosis.

We infected several cell lines with recombinant
vaccinia viruses expressing Bcl-2 or control genes luciferase
or chloramphenicol acetyltransferase (CAT) in the presence
or absence of two different inhibitors of calpain (calpain
inhibitor V and calpastatin peptide). Then we analyzed the
samples by western blotting using antibodies against
caspase-12, several death substrates as well as against
spectrin alpha-IL, a specific substrate of calpain.

Our results show that pro-caspase-12 is cleaved into a
fragment corresponding to the size of an active caspase-12
during VV infection in BSC-40, HeLa G and 143TK(-) cells.
Simulateneously, the cleavage of spectrin alpha-II was
observed in VV infected cells. Inhibition of calpain activity
by calpastatin peptide or calpain inhibitor V (0.2 and 2 puM)
somewhat increased levels of active caspase-12 and
decreased cleavage of spectrin alpha-II. The effects of
calpain inhibitors on levels of other death substrates like
PARP or cytokeratin-18 are currently being analyzed.

SYNTEZA A VLASTNOSTI RACEMICKYCH
A OPTICKY CISTYCH AZAHELICENU

JIRI MISEK?", FILIP TEPLY", IRENA G. STARA™,
MILOS TICHY?, DAVID SAMAN?,
IVANA CISAROVA" a IVO STARY*"

“Ustav organické chemie a biochemie, AV CR, Flemingovo n.
2, 166 10 Praha 6. “Katedra anorganické chemie, Karlova
Univerzita, Albertov 2030, 128 40 Praha 2
misek@uochb.cas.cz
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Azaheliceny jsou helikalné chirdlni slouceniny,
skladajici se z ortho-anelovanych benzenovych a
pyridinovych kruhti. Jejich unikatni topologie a elektronické
vlastnosti by mohly vést k fadé aplikaci v enantioselektivni
katalyze, molekularni elektronice, chirdlnim rozpoznavani
apod. Dosud vsak chbi jednoducha a obecna metoda piipravy
azahelicent'. Z t&chto diivodd jsme vyvinuli novou metodu
syntézy azahelicenl, ktera je =zaloZzena na [2+2+2]
cyklotrimerizaci®, vychdzi z jednoduchych stavebnich bloki
a umoziuje pfipravit fadu jinak nedostupnych izomert.
Piikladem je syntéza 1-aza[6]helicenu 4 (Schéma 1).

Konfigura¢né stabilni hexacyklické derivaty byly
roz§tépeny na enantiomery a byla urcena jejich racemizacni
bariéra. Schopnost koordinovat piechodné kovy byla
demonstrovana pripravou stiibrnych komplexd, jejichz
struktura byla potvrzena rentgenostrukturni analyzou (napf.
komplex (P,P)-5 viz. Obr. 1.). Dale byla zjisténa vysoka
protonova afinita u vétSiny piipravenych sloucenin.

Dalsi komplexacni studie, méteni bazicit v roztoku
a pouziti opticky aktivnich azahelicenovych derivati v asy-
metrické katalyze bude dale zkoumano.

Schéma 1.
Obr. 1.
Podporovéno  Grantovou  agenturou CR  (reg. ¢

203/07/1664), Ministerstvem priumysiu a obchodu/Zentiva
(reg. ¢. FI-IM/073) a Ministerstvem Skolstvi, mladeze a
telovychovy (Vyzkumné centrum: Biomolekuly a komplexni
molekularnt systéemy, LCO5AS57).
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Metabolismus xenobiotik u rostlin 1ze obecné délit do
ttech fazi. Aktivaéni (1. faze), zahrnuje procesy oxidace,
redukce nebo hydrolyzy xenobiotika. Této faze se ucastni
nékolik enzymovych systémi, jsou to hlavné systémy
monooxygenas  (oxidas) scytochromem P-450 jako
terminalni oxidasou a peroxidasy. Ve druhé fazi (konjugacni)
se reaktivni skupiny xenobiotik spojuji s funkénimi
skupinami endogennich molekul (napf. sacharidy, glutathion,
aminokyseliny) za iCasti transferas. Ve 3. fazi jsou rozpustné
nefytotoxické konjugaty ukladany do vakuol. Funkce a
mechanismus plsobeni rostlinnych enzymd pfi transformaci
xenobiotik  vSak nejsou doposud zcela dostateéné
prostudovany. Peroxidasy hraji dalezitou roli v celém
metabolismu rostliny, kde se ucastni fady fysiologickych
funkei'.

S cilem objasnit funkci rostlinnych peroxidas rtiznych
druhtt pfi transformaci polychlorovanych bifenylti byly
izolovany surové bunétné extrakty z Nicotiana tabacum
(tabak virginsky), Armoracia rusticana (kien selsky) a
Solanum nigrum (lilek Cerny). Surové enzymové extrakty
byly castecné purifikovany siranem amonnym do 20-80 %
nasyceni a nasledné odsoleny. Preparaty kultur Solanum
nigrum a Nicotiana tabacum byly pouzity pro reakce in vitro
s individualnimi kongenery polychlorovanych bifenylt.
Uginnost pfemény se u obou rostlinnych druht ligila, zarovei
se projevila riznd ucéinnost piemény vuci strukturné
odlisnym kongenerim. Nejvyssi konverze byla u obou dvou
druhti analyzovana u 4-chlorbifenylu (PCB3), téméi 80 %
ptvodni koncentrace (10 pmol/l). Dihydroxy-2,5- dichlorbi-
fenyl byl identifikovan metodou GC-MS jako produkt reakce
peroxidasy kultury Nicotiana tabacum s 2,5-dichlorbi-
fenylem (PCB9). Naproti tomu produkty reakce peroxidasy
kultury Solanum nigrum se stejnou slouceninou byly 2-
chlorbifenyl, trichlorbifenyly a hydroxybenzoové kyseliny.

Béhem kultivace tkanové kultury Nicotiana tabacum
s polychlorovanymi bifenyly byly po nativni elektroforese
pozorovany zmény v isoenzymovém sloZeni peroxidasy.
Nekteré isoenzymy byly pfitomnosti PCB inhibovany,
u nékterych se naopak aktivita zvysila. Specifickd aktivita
peroxidasy v 10. dnu kultivace s PCB byla sedmkrat vyssi
nez u kontroly (bez PCB).

Pii kultivaci kultury Nicotiana tabacum s PCB-9 v pii-
tomnosti inhibitoru peroxidas, propylgalatu, byla degradace
PCB-9 méné uc¢innad (o 10 %) nez bez inhibitoru. Dveé
separované isoenzymové frakce kultury Nicotiana tabacum
prokazaly stejnou uéinnost transformace PCB-3.

Tato studie ukazala, ze rostlinné peroxidasy jsou
schopné metabolizovat PCB na hydroxylované derivaty
polychlorovanych bifenylt.

Autori dekuji grantové podpore MSMT 1P05745ME a MSMT
Centrum I1M06030.
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Protein p53 je transkripcni faktor znamy pro svij
zasadni vliv na regulaci bunééné proliferace, programované
bunécné smrti a diferenciace. V této praci jsme exprimovali
exogenni p53 v bunkach linie ptac¢ich monoblastt BM2
transformovanych onkogenem v-myb viru ptaci myeloblasto-
zy (AMV). Prokéazali jsme, ze buinky BM2 produkuji
mutantni endogenni protein p53. Protoze mutantni formy p53
mohou tvofit s p53 wt neaktivni tetramery a pisobit tak jako
dominantné negativni inhibitory funkce p53 wt', exprimovali
jsme v buitkdich BM2 ¢DNA koédujici lidsky protein p53.
Tento protein se na mutantni kufeci protein p53 nevaze
a tetramery s nim netvoriZ.

Ukazali jsme, ze i pfes velmi nizkou sekvencni
homologii ptaciho a lidského proteinu p53 (53 %) je lidsky
protein p53 v buitkkdich BM2 funkéni: zastavil proliferaci
BM2 ve fazi G2 bunéfného cyklu a mirné snizil jejich
viabilitu (20 %). Buniky exprimujici p53 také vykazovaly
zvySenou produkci reaktivnich kyslikovych radikalda, coz
jsme prokazali NBT testem a testem chemiluminiscence,
zvySenou  aktivitu  nespecifickych  esteras, snizené
intracelularni pH a zmény exprese povrchovych markert.
Vsechny tyto znaky svéd¢i pro to, ze lidsky pS53 vyvolal
diferenciaci monoblasti BM2 do stadia monocytd. Zatimco
protein p53 si udrzel schopnost ovliviiovat diferenciaci
buné¢k BM2, schopnost vyvolat apoptézu jsme neprokazali.
Absence apoptdzy u bunck BM2 exprimujicich lidsky p53
patrné souvisi s nedostate¢nou schopnosti tohoto proteinu
aktivovat expresi genu bhax, coz jsme prokazali
transaktivacnimi testy. NaSe vysledky ukazuji, Ze i vyrazné
mezidruhové strukturni rozdily nemusi eliminovat funkci
dalezitych proteini. [ kdyz lidsky protein p53 ztratil
schopnost indukce programované bunééné smrti v BM2
bunkach, jeho schopnost regulace proliferace a diferenciace
byla i v téchto podminkach zachovana a to dokonce za
ptitomnosti funkéniho onkoproteinu v-Myb.

Tato prace byla sponzorovina grantem 301/06/0036 Granto-
vé agentury Ceské republiky a grantem MSM0021622415
Ministerstva Skolstvi, mladeze a télovychovy cCeské republiky.
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IZOLACE A CHARAKTERIZACE
ANTIlV!IKROBIALNl’CH PEPTIDU Z LAREV
MASARKY Neobellieria bullata
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Stale klesajici ucinnost dosud vyvinutych antibiotik stavi
do popiedi mikrobiologickych vyzkumt hledani novych latek s
antimikrobialnim u¢inkem, naptiklad na bazi kratkych peptidd.
Jako zdroj izolace takovych peptidii jsme vybrali organismus,
ktery cCasto pfichazi do stfetu s bakterialnimi infekcemi —
masatku Neobellieria bullata.

Indukci  antibakteridlnich peptidi  jsme provadéli
bakteridlnim pathogenem Escherichia coli v larvalnim stadiu
tohoto organismu. Po né€kolika hodinové inkubaci byla ziskana
hemolymfa, ze které byly postupnou centrifugaci a riznymi dru-
hy sréZeni izolovany nizkomolekularni peptidy. Tyto peptidy
byly dale déleny chromatografickymi metodami (RP-HPLC,
adsorbéni a ionexovou chromatografii) na jednotlivé frakce.
Identifikace a charakterizace téchto frakei byla provadéna
metodami SDS-PAGE, hmotnostni spektrometrii a N-termindlni
sekvenaci. Konecnym krokem bylo porovnani zjisténych
sekvenci s databazemi peptidi. Antimikrobialni aktivita frakci
ziskanych po purifikacnich krocich byla testovana dvéma
metodami. Pro prvotni screening byla pouzita difuzni metoda,
v niz se hodnoti praméry zén vytvotenych v disledku inhibice
ristu mikroorganismu. Tato metoda umoziiuje jednoduchym
zpusobem a s velmi malym mnozstvim testované latky vytadit
neaktivni frakce. Cely prib¢h rlstu mikroorganismu a zdznam
potencialniho antimikrobialniho ué¢inku ziskanych peptidovych
frakci byl sledovan na pfistroji BIOSCREEN C. Ten kromé
kontinualniho sledovani ristu po dobu nékolika hodin umoziuje
i provedeni pokusu v nékolika paralelach. Na zakladé méfeni je
mozné i statistické kvantitativni vyhodnoceni inhibice, a to
porovnanim tzv. specifické ristové rychlosti a maximalni
rychlosti testovaciho mikroorganismu. Jako testovaci modelové
mikroorganismy byly vybrany obavané pathogeny, zastupci
gramnegativnich bakterii - Escherichia coli a Pseudomonas
aeruginosa, grampozitivni zastupce - Staphylococcus aureus.

Z vysledkl je zfejma inhibiCni aktivita né€kolika frakci
ziskanych po methanolovém srazeni a RP-HPLC, které byly
identifikovany v hemolymf¢ indukovanych larev, zatimco
v neindukovanych larvach se tyto frakce nevyskytovaly. Jedna
z frakei (M13) v koncentraci cca 1000 pgml! stoprocentnd
inhibovala rist Pseudomonas aeuruginosa, zatimco dalsi frakce
M14 inhibovala S aureus i E. coli a v ptipadé¢ M15 byla inhibice
rstu detekovana pouze u Staphyloccus aureus. Pozdgji byly tyto
frakce identifikovany jako sapeciny A a C. Uginné koncentrace
vySe uvedenych frakci se fadové shodovaly skoncentracemi
komer¢nich antibiotik (vankomycin, kanamycin).

Prace na tomto projektu byla sponzorovana granty GACR
203/05/0832 a grantem FRVS 1676 G4/ 2007.
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OXIDACNI POSKOZENI PROTEINU PRI STARNUTI
LISTU TABAKU (Nicotiana tabacum L.)

PETRA NEUWIRTHOVA™® a NADA WILHELMOVA®
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Volné radikdly produkované pii aerobni respiraci
zpusobuji oxidacni poskozeni, které se s pfibyvajicim vékem
kumuluje, a je tak pfi¢inou starnuti a smrti. Ter¢em pusobeni
volnych radikald jsou zékladni bunécéné slozky — lipidy,
proteiny a nukleové kyseliny. Nejéastéjsim produktem
oxidace proteini jsou slouceniny s karbonylovou skupinou,
aldehydy a ketony, vznikajici na fetézcich aminokyselin.
Proteiny se 1i§i v citlivosti na poskozeni volnymi radikaly.
Senescence je také regulovand fytohormony, napf.
cytokininy, které jsou povazovany za inhibitory senescence.

Sledovaly jsme zmény obsahu cytosolickych proteind,
jejich oxidacéni poskozeni, jakym zpiisobem je ovlivnéno
oxida¢ni poSkozeni cytosolickych proteinti cytokininy a zda
lze nalézt korelaci mezi oxidaénim poSkozenim proteinQ
anastupem senescence listu. K pokusim jsme pouzily
rostliny tabaku (Nicotina tabacum L.), jak kontrolni, tak
transgenni rostliny s pozménénou koncentraci cytokinind.

V pribéhu senescence listil tabdku dochazi ke zménam
obsahu cytosolickych proteinti. Pomoci spektrofotometric-
kych metod a SDS-elektroforézy jsme zjistily, ze celkovy
obsah cytosolickych proteinti klesa v listech v zavislosti na
jejich starnuti. Nejvice proteinlt obsahuji mladé listy,
nejméné staré listy tabaku. Nejvice proteinti obsahuji
v rostlinné buiice chloroplasty, a tak je pfirozené, ze se
starnutim klesé i velikost a pocet téchto organel. Zastoupeni
jednotlivych proteinii se vSak v zavislosti na stafi méni.
Koncentrace vétSiny cytosolickych proteini v listech v zavis-
losti na stari klesa, ale mohou se vyskytovat i proteiny, které
jsou v senescenci syntetizovany. V nasem piipadé takovymto
proteinem byl cytosolicky protein o velikosti 66 kDa.
Kontrolni rostliny obsahovaly v mladych listech vice
proteinti, nez transgenni rostliny, ve starych listech byl ale
tento pomér obraceny. To pravdépodobné souvisi
s omlazenim listd transgennich rostlin v disledku zvySené
syntézy cytokinini. Tyto vysledky se shoduji i se
zpomalenou degradaci chlorofylu.

Béhem pfirozené senescence listii tabaku dochazi také
k naristu  celkového obsahu oxidaéné poskozenych
cytosolickych proteinti. Oxidacni poskozeni proteind jsme
méfily pomoci DNPH vazajiciho se na karbonylové skupiny
a jejich obsah jsme stanovily spektrofotometricky jako
koncentraci vzniklého dinitrofenylhydrazonu. Vysledky
ukézaly, ze prubéh koncentrace oxidovanych proteini ma
charakter signalu pro spusténi senescence. V nejstarSich
listech nebylo nejvice oxidovanych proteind, protoze uz
v nich dochazelo kjejich odbourdvani, tzn. uz v nich
probihala senescence. Transgenni rostliny vykazovaly
obdobné hodnoty, jako kontrolni rostliny. Proto se zda, Ze
metabolismus oxidovanych proteinti je pravdépodobné fizen
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nezavisle na hladiné cytokinind a souvisi pouze s vékem
listu.

Tyto vysledky jsou soucasti grantového projektu financova-
ného GA CR (& 522/03/0312).

STIMULACE NEUTROFILNICH GRANULOCYTU
LIPOPOLYSACHARIDEM JE SPOJENA

S FOSFORYLACI REGULACNI PODJEDNOTKY
p47phox NADPH OXIDASY

KATERINA OKENKOVA™", ROMAN KONOPKA*™",
a LUKAS KUBALA®

“Biofyzikalni uistav AV CR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno;
bPﬁrodovédeckdfakulta MU, Kotlarska 2, 611 37 Brno

Oxidativni ~ vzplanuti ~ fagocytti,  charakteristické
intenzivni produkci volnych kyslikovych radikala, je
indukovéano fadou prozanétlivych mediatori. Za zvysSenou
produkci volnych radikald je zodpovédna NADPH oxidasa.
Béhem stimulace fagocyti dochazi k aktivaci jednotlivych
podjednotek NADPH oxidasy spojenych s jejich fosforylaci
a zménou lokalizace vazbou na membranu fagozému, presny
mechanismus stimulace vSak neni znam. Proto jsme se
zaméfili na lipopolysacharidem indukovanou aktivaci
NADPH oxidasy v lidskych neutrofilnich granulocytech
amysich makrofazich RAW 264.7. Oxidativni vzplanuti
bylo detekovano luminolem-amplifikovanou chemiluminis-
cenci s pouzitim riznych aktivatori -opsonizovaného
zymosanu (OZP), forbol myristat acetatu (PMA), kalciového
ionoforu (Cal) a bakterialniho peptidu N-formylmethionyl-
leucyl-fenylalaninu ~ (FMLP), spoustéjicich  oxidativni
vzplanuti  odliSnymi  mechanismy. Byla sledovana
fosforylace klicové podjednotky NADPH oxidasy p47phox a
vliv inhibitort ERK1/2 a p38 kinas na lipopolysacharidem
indukovanou forforylaci p47phox. Lipopolysacharidem
indukovana stimulace byla zjisténa jak u lidskych
neutrofilnich granulocytli, tak mySich makrofagh RAW
2647 a byla rovnéz spojend s vyraznym zesilenim
oxidativniho vzplanuti - toto zesileni bylo rozdilné u
jednotlivych aktivatort. Stimulace fagocytti korelovala se
zvySenim fosforylace p47phox, ktera byla ovlivnéna
inhibitory vybranych kinas. Vysledky prokazaly, ze
stimulace fagocyti lipopolysacharidem, vedouci ke zvyseni
oxidativniho vzplanuti, je spojena s fosforylaci regula¢ni
podjednotky p47phox.

OVER-EXPRESSION OF HUMAN ASPARTYL
(ASPARIGINYL) p-HYDROXYLASE IN LEUKEMIA

EVA OTAHALOVA®, MICHAEL S. LEBOWITZ",
and HOSSEIN A. GHANBARI®

“Institute of Hematology and Blood Transfusion,
U Nemocnice 1, 128 20 Prague; bPanacea Pharmaceuticals,
Inc., 207 Perry Parkway, Gaithersburg, MD 20877, USA
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Human aspartyl (aspariginyl) B-hydroxylase (HAAH)
has been established as an excellent biomarker for cancer
diagnosis based on its biochemical and cellular properties
and known biological function. The enzyme normally
catalyzes a protein modification, the B-hydroxylation of
aspartyl and/or asparaginyl residues found in EGF-like
domains of blood clotting factors, proteins of the
extracellular matrix and various cellular signaling proteins'.
Increased HAAH expression has been detected at the protein
and mRNA levels specifically in tumor cells. Over-
expression of HAAH results in its translocation to the
cellular surface® where it is a potential target for antibody-
based cancer therapy.

By immunohistochemical staining we identified HAAH
over expression in more than 20 different types of cancer,
including leukemias. HAAH was not detected to an
appreciable extent in normal tissues including non-cancerous
(benign) proliferative disorders. We identified the HAAH
protein by ELISA and Western blotting in the serum of
cancer patients. The protein was undetectable in sera from
non-diseased individuals and thus serum protein levels of
HAAH are diagnostic for cancer. To detect HAAH at the
mRNA level we developed a quantitative real-time
polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis. Treatment of
cancer cells with anti-HAAH monoclonal antibodies (anti-
HAAH mAbs) in vitro lead to the loss of malignant
phenotype - proliferation, motility and invasiveness.

We found increased expression of the HAAH transcript
(~5-fold and ~10-fold) in leukocytes from patients with both
chronic myelogenous leukemia (CML) and acute
myelogenous leukemia (AML) respectively. In case of AML
we studied HAAH as a possible marker to diagnose and
monitor disease treatment as well as minimal residual
disease. In the case of CML we have proven HAAH to be a
suitable tool for the determination of responders and non-
responders to Imatinib therapy prior to the initiation of
treatment. For this purpose we have developed a clinically
proven assay to follow HAAH transcript changes caused by
the presence of Imatinib. Furthermore we studied influence
of anti-HAAH mAbs on primary cells driven from patients
with AML and CML.

We proved HAAH to be a suitable tool for the
determination of likely response to Imatinib during CML
treatment. HAAH may also be helpful in AML monitoring.

REFERENCES

1. Lavaissiere L., Jia S., Nishiyama M., de la Monte SM.,
Stern AM., Wands JR., Friedman P.A.: J. Clin. Invest.
98, 1313 (1996).

2. Ince N., de la Monte S. M., Wands J. R.: Cancer Res.
60, 1261 (2000).

VYUZITI a-GLYKOPYRANOSYLP,ROPENﬁ
PRO STEREOSELEKTIVNI SYNTEZU
(1—3)-C-DISACHARIDU

KAMIL PARKAN a LADISLAV KNIEZO
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V poslednich letech je vénovano velké usili nalezeni
novych syntetickych cest sméfujicich k C-disacharidim,
analoglim  piirodnich  disacharidd' a  potencialnim
inhibitorim glykosidas a glykosyltransferas. Spojeni dvou
monosacharidii pfes methylenovy mistek, kterym se C-
disacharady 1i$i od pfirodnich disacharidd, zptsobuje jejich
rezistenci jak ke kyselé, tak i enzymatické hydrolyze.

Potencidlem nami navrzené syntézy je moznost
ptipravit ze snadno dostupnych a-glykopyranosylpropenti I s
vysokou stereoselektivitou az ¢tyfi diastereomerni (1—3) C
disacharidy, ve kterych je pfislusny o-glykopyranosylovy
nebo B-glykopyranosylovy zbytek vazany ptes methylenovy
mistek s 2,3-dideoxy arabino-hexopyranosou v D nebo L
konfiguraci.
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Vychozi a-glykopyranosylpropen I byl ozonolyzou
snadno transformovan na chranény o glykopyranosyl-
acetaldehyd II, ktery jednoduchou epimerizaci poskytl p-
glykopyranosylacetaldehyd III. Z obou aldehyda II a III byly
po WittigovE reakci a nasledné enantioselektivni cykloadiéni
reakci®  ziskdny Gisté  stereoisomery  substituovaného
dihydropyranu, které ve dvou dalSich krocich poskytly Cisté
C-disacharidy IV a V, resp. VI a VIL.

Prace byla provedena v ramci reSeni vyzkumného zaméru
MSMT ¢. 6046137305.
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MAPOVANI STRUKTURY INTERAKTOMU
PROTEINU 14-3-3 ZA POMOCI
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SPEKTROMETRIE
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Proteiny 14-3-3 tvoii Sirokou rodinu eukaryotickych,
dimerickych proteint, které se podileji na regulaci mnoha
bunénych procest, mj. reguluji signalni drahy nebo
apoptozu, interakei s klientnimi molekulami prostfednictvim
fosfoserinového/fosfotreoninového  vazebného  motivu.
Vazebna schopnost proteinti 14-3-3 je zcela zavisld na
dimerické struktufe, kterd je in vivo regulovana cilenou
fosforylaci aminokyselin nachazejicich se na rozhrani
dimeru. Cilem této prace byla validace experimentalnich
a teoretickych modeld'? struktury proteinu 14-3-3 pomoci
progresivni metody chemickych modifikaénich ¢inidel
v kombinaci s analyzou ziskanych kovalentnich aduktt
technikou hmotnostni spektrometrie.

Nejprve byly provedeny optimalizaéni experimenty pro
sitovaci reakci s ¢inidlem EDC (1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)karbodiimid), které vytvaii spojeni
blizkych lysinovych zbytki a N-
-konce, s C-koncem nebo postrannimi aminokyselinovymi
fetézci kyseliny asparagové a glutamové. Nejlepsi podminky
byly nalezeny na =zékladé vyhodnoceni 1D elektro-
foreogrami a produkty téchto reakci byly charakterizovany
na peptidové urovni po proteolyze v gelu hmotnostni
spektrometrii.  Stejny postup byl pouzit také pro
biokonjugaéni reakce s bifunkénimi sitovacimi ¢inidly DSG
(N-hydroxysukcinimidyl glutarat) a DSS (N-hydroxy-
sukcinimidyl suberat) vytvarejici vazby mezi prostorové
priblizenymi lysinovymi zbytky. Kromé pfirozeného,
rekombinantniho proteinu 14-3-3zeta byla za stejnych
podminek biokonjugacnich reakci suvedenymi Cinidly
studovéana také struktura mutovaného 14-3-3zeta se zaménou
serinu na pozici 58, ktery je jednim z in vivo regulacnich
mist. Vysledky z 1D elektroforeogramii ukazuji, ze mutant
Ser(58)Asp neni schopen vytvafet dimery, a potvrzuji tak
kritickou ulohu tohoto zbytku pro katalytickou aktivitu
proteinu 14-3-3. Tento mutant byl také pouzivan ve vSech
biokonjugacnich  experimentech pro porovnani miry
interakce podjednotek proteinu 14-3-3 v riznych reakénich
podminkach.

Hmotnostni analyzou (MALDI-TOF; LC-FTMS -
z angl. Liquid Chromatography Fourier Transformation Mass
Spectrometry) byly identifikovany intramolekularni a
intermolekularni mistky v molekule proteinu 14-3-3zeta. Dle
naSich vysledkd je N-terminalni oblast jedné podjednotky
prostorové vice pfiblizend k helixu D druhé monomerni
jednotky, oproti krystalografickému modelu®.

Obdobnym pfiistupem je vna$i laboratofi studovana
také interakce proteinu 14-3-3 s regulacni doménou tyrosin
hydroxylasy, ktera byla popsana jako jeden z viibec prvnich
reakénich partnerti proteind 14-3-3.

Tato prace byla finanéné podporovana grantem GA
CR(303/06/0928), instituciondlnim zamérem AV0Z50200510
a vyzkumnym centrem MSMT Lc545.
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VYUZITI PIEZOELEKTRICKYCH BIOSENZORU KE
STANOVENI IMUNOGLOBULINU
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Méfeni piezoelektrickymi biosenzory patii k perspek-
tivnim metoddm v oblasti imunodetekci. Pfi konstrukci
piezoelektrickych biosenzorti se vyuzivd standardni QCM
(Quartz Crystal Microbalance), na jejichz zlatou elektrodu se
kovalentn¢ imobilizuje antigen pfislusny ke stanovované
protilatce. Diky piezoelektrickému jevu se vazba protilatky
na antigen projevi fyzikalné méfitelnou veli¢inou — zménou
frekvence kmitani. Velkou vyhodou pouzité metody je
absence potieby jakéhokoliv znaCeni ¢i pouziti sekundarni
protilatky. Sledovani vazby protilatky na antigen probiha
vredlném case a zvazebnych kiivek je mozno vypocitat
zakladni kinetické konstanty. Tyto biosensory byly pouzity
k modelové detekci specifickych protilatek pfi probihajici
tularemické infekci u laboratornich mysi BALB/c a také
k vybéru a charakterizaci monoklonalnich protilatek v ramci
jejich pfipravy.

Na QCM zlatou elektrodu, modifikovanou cysteaminem,
byl pomoci glutardialdehydu véazdn antigen pfipraveny
mrazicim cyklem z mikroorganismu Francisella tularensis
LVS. Jako méfeny vzorek poslouzily mysi séra nakazenych
tularémii (IMS) inokulaci davky LDsy, normalni mysi séra
(NMC) a jako kontrola séra z mysi, do nichz byl inokulovan
mikroorganismus E. coli (CMS). Béhem pétiminutového
nanaSeni séra v plnopritoéné cele bylo mozno detekovat
protilatky ~ vIMS tifeti den po inokulaci na hlading
vyznamnosti 0,95 (t-test, n=3) signalem 75 Hz, od patého dne
na hladiné vyznamnosti 0,99 signalem ptes 80 Hz.

Pro charakterizaci monoklondalnich protilatek (mAb)
specifickych proti F. tularensis byl pouzit senzor
s lipopolysacharidovou (LPS) frakci antigenu pfipraveného
extrakci v EDTA — Tris-HCI pufru z F. tularensis a pro tcely
negativni kontroly z Escherichia coli a Bacillus subtilis.
Timto zplsobem byly testovany kinetické parametry a speci-
fita experimentalné pfipravené mAb. Rovnovazna konstanta
K, afinitni reakce pro protilatku 4H3BD3 byla stanovena
7049216207, pticemz disociacni konstanta reakce k, Cinila
0,0064440,00026 s Negativni kontrola ziskana z biosen-
zoru s imobilizovanym LPS z E. coli nebo B. subtilis byla
méné nez 0,5 % oproti signalu z biosenzoru s LPS z F.
tularensis. Byl rovnéz sestaven graf pro piepocet signalii na
titr ziskany metodou ELISA.

Analyza imunoglobulini jak v klinické, tak v techno-
logické oblasti je v soucasnosti mozna jen s pomoci slozitych



Chem. Listy 101, 425-465 (2007)

a materialné naroénych metod. Pouziti piezoelektrickych
biosenzori poukazuje na moznost vyuziti jednoduché
aparatury v kombinaci s méfenim nendronym na reagencie.

FLUQRESCEN(“:Nj SENZORY PRO ANIONY
A ZPUSOBY ZVYSENI JEJICH CITLIVOSTI

RADEK POHL® a PAVEL ANZENBACHER Jr."

“Ustav organické chemie a biochemie, A VCR F lemingovo ndm.
2, 166 10 Praha 6; bCenter - for Photochemical Science, Bowling
Green State University, Bowling Green, Ohio 434 03, USA
pohl@uochb.cas.cz

Vyvoj citlivych  senzorli pro aniony zlstava stale
vyzvou pro chemiky. Hlavnim divodem je fakt, ze anorga-
nické aniony, na rozdil od anorganickych kationt, vykazuji
riznou geometrii, zna¢nou delokalizaci naboje a solvataci,
a nasledkem toho je vazani aniond na senzor méné ucinné.
Senzory zalozené na zméné fluorescence vyvolané vazbou
anionu na senzor jsou zvlasté atraktivni, protoze jsou velmi
citlivé pii malé koncentraci analytu. Celkovou odezvu
senzoru na ptitomnost anionu Ize zlepsit bud’ zvysenim afini-
ty senzor-anion nebo prostfednictvim citlivéjsiho prenosu
signalu. Prvni pfistup znamena Casto slozitou nékolikastup-
novou syntézu cilového senzoru a ztratu odezvy v redlném
case z diivodu pomalé disociace komplexu senzor-anion.

V nasem piispévku' jsme se zaméfili na zvyseni
citlivosti jiz znamého fluorescenéniho senzoru pro aniony —
DPQ** (2,3-di(1H-2-pyrrolyl)chinoxalinu). Prvnim pfistu-
pem je piipojeni chromoforu, ktery je vhodny pro resonanéni
pfenos excitaéni energie, na pivodni DPQ senzor. Druhym
pfistupem je pfipojeni konjugovaného chromoforu na
puvodni senzor, coz umoziuje delokalizaci excitovaného
stavu konjugovaného systému. Oba pfistupy umoziuji zvysit
citlivost modifikovanych DPQ senzorti, coz umoziuje
pouzivat tyto senzory v n€kolikanasobné mensim mnozstvi
nez puvodni DPQ senzor a snizit detekéni limit pro nékteré
aniony.
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NOVE MOZNOSTI PYRIMIDINOVYCH
ACYKLICKYCH FOSFONATU V PROTINADOROVE
CHEMOTERAPII: SYNTEZY POTENCIALNICH
MULTISUBSTRATOVYCH INHIBITORU
THYMIDINFOSFORYLASY

KAREL POMEISL, ANTONIN HOLY,
IVAN VOTRUBA a RADEK POHL
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Acyklické nukleosidové fosfonaty (ANP) predstavuji
vyznamné slouceniny z hlediska jejich farmakologického
vyuziti, nebot” se vyznacuji Sirokou Skalou biologickych
aktivit' napf. proti nékterym DNA-virim a retrovirim. V
souCasnosti se nas§ vyzkum zaméfuje také na syntézy
katabolicky stalych pyrimidinovych ANP derivatd, které jsou
navrhovany jako nové typy potencidlnich multisubstratovych
inhibitoréi thymidinfosforylasy”®. JelikoZ tento enzym plni
dilezitou roli v procesu angiogenese, mohly by v budoucnu
nalézt tyto slouceniny uplatnéni napf. v protinadorové

chemoterapii.
o
oy
OH

Obr. 1

V této studii jsme navrhli n¢kolik typl pyrimidinovych
ANP slou€enin, u kterych jsme soucasné sledovali jejich
inhibi¢ni aktivitu vici thymidinfosforylase. Na zaklade¢
biochemickych vysledki jsme se dale pokusili modifikovat
jejich struktury s cilem ovlivnit inhibi¢ni u¢inek v rtiznych
smérech, abychom tak 1épe porozuméli jejich vztahu
k struktufe enzymu. V mnoha pfipadech byla a stale je tato
snaha povzbuzovana i vyvojem takovych syntetickych
postupti, které se vyznacuji svoji jednoduchosti (napft.
fluorace ANP slougenin®’, cross-coupling reakce atd.) &
nizkou  toxicitou produkti  zplisobenou toxickymi
necistotami.

Tato studie byla podporovéina grantem GA CR (Centrum
Nova antivirotika a antineoplasmatika (IM0508), Evropské
Unie (Descartes Prize HPAW-CT-2002-9001) a Gilead
Sciences (Foster City, CA, USA).
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YEAST ADENINE DEAMINASES
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Department of Biochemistry, Faculty of Science, Palacky
University, Slechtitelii 11, 783 71, Olomouc
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Cytokinins are plant hormones, which play important
role in plant development. Their level in plant tissues is
controlled by the enzyme cytokinin dehydrogenase (CKX,
EC 1.5.99.12)". According to older reports®, some yeast and
mammalian enzymes can cleave a cytokinin (or its
derivative) to hypoxanthine and an amine derived from the
N6 side-chain. We are searching for enzymes involved in
such an alternative pathway of the cytokinin degradation that
may be acting in plants and possibly also cleaving cytokinin-
derived drugs in human cells®. Of this class of enzymes,
bacterial adenine deaminase (ADE, EC 3.5.4.2; deamination
of adenine to hypoxanthine and ammonia) was recently the
first to have the crystal structure solved*, but no structure of
eukaryotic adenine deaminase is available yet. On the amino
acid sequence level, ADEs found in lower eukaryotes, such
as Ascomycetes®, show higher degree of similarity with
human adenosine deaminase (EC 3.5.4.4), which is being
intensely studied for their participation in many diseases,
than with prokaryotic enzymes.

Hence, yeast adenine deaminases SPBC1198.02
(Schizosaccharomyces pombe) and AAH1 (Saccharomyces
cerevisiae) were chosen for the study due to their less
complex genetic origin and partial amino acid sequence
similarity to plant and animal enzymes. Full gene sequences
that contain no introns were amplified by PCR from DNA of
the yeasts, cloned into pDRIVE vector and replicated in E.
coli TOP10 cells. Restriction analysis followed by sequence
analysis confirmed correctness of the inserts. The genes were
then cloned into pET101/D-TOPO expression vector under
IPTG inducible promoter. The vector also facilitated the
fusion of C-termini of the recombinant proteins to V5
epitope domain and 6xHis tag. The proteins produced in E.
coli BL21 Star™(DE3) cells were detected in the cell extract
by Western blotting with the antibody against the V5 epitope
and purified by one step affinity chromatography on Ni-
NTA. Optimum conditions for activity assay using UV
monitoring of the substrate/product concentrations were
found and specific activities and K, values determined for
both enzymes. Cytokinin degradation was observed only for
the S. pombe enzyme. Large scale preparations of the
enzymes for crystallographic trials are under way.

Supported by the grants MSM 6198959216 and GACR
522/06/0022.
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SYNTE;A A VLASTNOSTI OLIGOMERNICH
DERIVATU TETRATHIAFULVALENU §
TRIPTYCENOVYM JADREM

JIRI RYBACEK™”, PETR HOLY?, JIRI ZAVADA?,
KRISTINE KILSA” a MOGENS B. NIELSEN"

@ Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Fi lemingovo 2,
166 10 Praha 6; ® Dept Chemistry, University of Copenhagen,
Universitetsparken 5, DK-2100 Copenhagen &, Denmark

Tetrathiafulvalen (TTF) pfedstavuje elektronové
bohatou  strukturni  jednotku  hojné  vyuzivanou
v materidlovém inZenyrstvi ¢i supramolekularni chemii'. Za
svou popularitu vdééi TTF nejen vyborné syntetické
dostupnosti mnoha jeho derivatl, ale piedev§im svym
redoxnim vlastnostem. Lze jej totiz snadno oxidovat ve dvou
zpravidla vratnych jednoelektronovych krocich nejprve na
radikal-kation a posléze na dikation. Za tucelem studia
vzdjemného vlivu TTF jednotek rliznym zplsobem
rozlozenych v prostoru byla pfipravena série oligomernich (1
az 12 TTF jednotek) derivatli s geometricky vyhodnym
triptycenovym jadrem, ptiklad je na obrazku.
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Bis-, tetrakis- a hexakis(brommethyl)triptyceny se substituc-
nim motivem ftalové ¢i tereftalové kyseliny byly pfipraveny
jednoduchym sledem reakei (esterifikace, redukce a zaména
hydroxylu za brom) z pfislusnych triptycenkarboxylovych
kyselin, jejichz syntéza byla jiz dfive vypracovana v nasi
skuping”. Nésledné byly témito reaktivnimi halogenderivaty
alkylovany mono- a dithioldty odvozené od piislusnych
tetrathiafulvalen-2,3,6,7-tetrathiold. Elektrochemickymi
a spektroelektrochemickymi méfenimi byl studovan vztah
mezi polohou pilvinnych potenciald a absorpénich maxim
oxidovanych ¢astic a poctem a prostorovym uspoiadanim
TTF jednotek.

Autori dékuji za finanéni podporu GA CR (203/03/0087)
a Danich Research Agency (grant #2111-04-0018).
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VYUZITI TRIPTYQENKARBOXYLOYYCH ]
KYSELIN K SYNTEZE OLIGOMERNICH DERIVATU
1,4-DITHIAFULVENU

MARKETA RYBACKOVA®™®, JIRI RYBACEK™",
MARTIN BELOHRADSKY?, PETR HOLY?,
JIRI ZAVADA?, KRISTINE KILSA"

a MOGENS B. NIELSEN®

“Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo 2,
166 10 Praha 6; ®Dept of Chemistry, University of Copenhagen,
Universitetsparken 5, DK-2100 Copenhagen &, Denmark

Tetrathiafulvalen je snadno oxidovatelny elektronovy
donor, ktery nasel diky svym uzite¢nym vlastnostem Siroké
uplatndni v materidlové a  supramolekuldrni  chemii'.
Rozsifeni konjugace pomoci olefinické, acetylenické nebo
aromatické spojky vedlo k fadé derivati s optimalizovanymi
vlastnostmi®. Triptycenkarboxylové kyseliny® piedstavuji
rigidni stavebni bloky, které jsou snadno dostupné ve dvou
reakénich krocich ze substituovanych anthracend a ukazaly
se jako vhodné intermediaty pro syntézu fady funkénich
derivatl triptycenu.

Fischerovou esterifikaci pfipravené estery lze snadno
zredukovat uc¢inkem LiAlH, na hydroxymethyltriptyceny a
ty pak parcialni oxidaci (pisobenim PCC nebo Swernovou
oxidaci) prevést na odpovidajici aldehydy. Wittigovou nebo
Wittigovou-Hornerovou* reakei takto pfipravenych aldehydi
s fosfoniovou soli II nebo obdobnym fosfonatem byla
pfipravena  fada triptycenem  rozSifenych  derivatu
tetrathiafulvalenu (pfiklad je wuveden v nasledujicim
schématu).
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Elektrochemicka méfeni ukazala, Ze u vSech
ptipravenych latek dochazi k dvéma nevratnym oxida¢nim
krokim. Pfipravené latky by v budoucnu mohly najit
uplatnéni v supramolekularni chemii pfi tvorbé komplexd.

Autori dékuji za financni podporu GA CR (203/03/0087)
a Danich Research Agency (grant #2111-04-0018).
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CHIRALNI] MESO-SUBSTITUCE
CALIX[4|PYRROLOVYCH MAKROCYKLU
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KRALS a PAVEL MARTASEK®
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Slouceniny, ve kterych je aktivni struktura (farmakofor,
chromofor, aj.) spojena svektorem typu peptidového,
oligonukletidového, & sacharidového' segmentu, vzbuzuji
stale vétsi zajem. Pouziti chirdlniho polarniho vektoru
odvozeného od struktury sacharidu pifeduruje takovou
supramolekularni strukturu jako mozny prostiedek pro
molekularni rozpoznavani v polarnim (napf. vodném)
prostiedi. Podobné slouceniny, odvozené od porfyrinu, jsou
diky svym unikatnim vlastnostem studovany mimo jiné i
jako senzibilizatory pro fotodynamickou terapii ¢i pro silné
interakce s DNA a nukleotidy®.

Cilem prace je konstrukce konjugatli se spojenim
porfyrin-sacharid 1, ve kterych je cukerny skelet pfipojen
k makrocyklu v meso poloze pomoci C-C vazby, ktera je na
rozdil od klasické O-glykosidové vazby odolna wvici
hydrolytickému, potazmo enzymovému S§tépeni. Kromé toho
jsou studovany i meso-1,1-binaftylové calix[4]fyriny 2, které
mohou slouzit pro selektivni rozpoznavani sacharidd, ale i
oligosacharidl v roztocich’.

V neposledni fadé se podafilo pfipravit meso-C-
»glykosylované® calix[4]pyrroly 3. Ty maji diky flexibilité
pyrrolového jadra schopnost ptizpuisobit se komplexovanému
ligandu. Jejich spojeni s chirdlnimi sacharidy mize pozitivné
ovlivnit selektivitu komplexanich reakci a zvysit
rozpustnost téchto latek v polarnich systémech. VSechny
latky jsou dale studovany.

R
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Prace byla provedena v ramci resSeni vyzkumného zameéru
MSMT & 6046137305, projektu 1P040OCD31.001 a grantu
GA CR 2003/06/0006.
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VLIV HNOJENI DUSiKEM A FOSFOREM NA
OBSAH OLEJE A MASTNYCH KYSELIN
U SLUNECNICE ROCNI (Helianthus annus L.)

PETR SKARPA

Ustav agrochemie, pridoznalstvi, mikrobiologie a vyZivy
rostlin, Agronomicka fakulta, Mendelova zemédélska

a lesnicka univerzita v Brné, Zemédelska 1, 613 00 Brno
pskarpa@seznam.cz

Dusik a fosfor se fadi mezi makrobiogenni ziviny,
ovliviiujici fadu metabolickych déji v rostlinném organismu.
Dusik se podili zejména na proteosyntéze, je soucasti
pyrimidinovych a purinovych bazi dulezitych k tvorbé
nukleovych kyselin. Tvoii dulezitou slozku chlorofylu,
zasahuje do metabolismu vitamint i dalSich biokatalytickych
latek. Fosfor je piedevS$im soucasti fosfolipidd,
fosforylovanych sacharidii a peptidd, nukleovych kyselin,
adenylatt (NAD', NADP") a sloucenin ADP, ATP. Jeho
podil na metabolickych procesech souvisi s pfenosem
signald, vyuzitim a pfeménou energie. Ob¢ tyto ziviny maji
vyznamnou souvislost s metabolismem rostlinnych enzymd,
dalezitych v biochemii lipidového metabolismu, které
katalyzuji reakce od acetylkoenzymu A az k vyslednym
produktim. Nejcastéj$imi rostlinnymi lipidy jsou estery
glycerolu a mastnych kyselin.

Cilem experimentu bylo zjistit vliv dusiku a fosforu na
obsah oleje vnazkach sluneénice a na tvorbu mastnych
kyselin nasycenych (kyselina palmitova 1 a stearova 2) a
nenasycenych (kyselina palmitoolejova 3, olejova 4, linolova
5 a linoleova 6).

1 0 2 0

HO CH
g
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Experiment byl zalozen vysetim slunecnice odridy
Jazzy formou nadobového pokusu ve 4 variantach (1.
kontrola, 2. N v davce 1g/nadoba, 3. N v davce 1g/nadoba +
P na trovni 81 mgkg"' a 4. N vdavce lg/nadoba + P na
trovni 116 mg.kg"' zeminy). V pribshu vegetace byly var.
2-4 dohnojeny dusikem v davce 1g /nadoba. Po sklizni byl
stanoven v nazkach celkovy obsah oleje (Twiselmann) a
obsah mastnych kyselin (plynova chromatografie).
Z vysledku je patrné statisticky vysoce prukazné (P< 0,01)
navyseni obsahu oleje oproti kontrole (51,8 % olejnatost),
které se projevilo u vSech variant hnojenych dusikem (v
pruméru o vice nez 6 % rel.). Vliv P na olejnatost nebyla
prokadzana. Obsah mastnych kyselin se pohyboval v rozmezi:
kys. palmitova 6,2-6,3 %, kys. stearova 3,4-3,7 %, kys.
palmitoolejova 0,06-0,07 %, kys. olejova 15,4-16,1 %, kys.
linolova 74,1-74,4 % a kys. linoleova 0,12-0,13 %. Aplikace
zivin se pozitivné projevila pouze u kyseliny olejové. Jeji
obsah se u 2. a 3. varianty zvysil o vice nez 2 %, u varianty 4
témet o 4,5 %. Avsak ani u jedné ze sledovanych kyselin
nebyla zjisténa vlivem hnojeni signifikantni (P< 0,05) zména
v jejich obsahu.

VLIV UV ZARENI NA BIOQHEMICKE PROJEVY
APOPTOZY NEUTROFILNICH GRANULOCYTU
KRVE

PETR SLAMA™", ZBYSEK SLADEK™"
a DUSAN RYSANEK"

“Ustav morfologie, fyziologie a genetiky zvifat, MZLU v Brné,
Zemédélskd 1, 613 00, Brno, *Oddéleni imunologie, Vyzkumny
ustav veterinarniho lékarstvi, Hudcova 70, 621 32 Brno
xslama@node.mendelu.cz

UV zéfeni je obecné povazovano za induktor apoptdzy
bungk. Ke specifickym znakiim apoptozy patii biochemické
zmény, které jsou nejcastéji realizované na cytoplazmatické
membrané a v jadte. Biochemické zmény, ke kterym dochazi
pfi apoptéze na cytoplazmatické membrané, zahrnuji
translokaci fosfatidylserinu. Fosfatidylserin je zakladni
slozkou cytoplazmatické membrany, je umistény na jeji
vnitini strané. K translokaci fosfatidylserinu z vnitini strany
cytoplazmatické membrany na jeji povrch dochazi v ¢asném
stadiu  apoptdzy. Tento d&j umozfiuje rozpoznani
apoptotickych buné¢k makrofagy a jejich nasledné odstranéni
fagocytdzou. Annexin-V je pfirozenym ligandem
fosfatidylserinu a pokud je konjugovan s FITC (fluorescein
isothiocyanate), lze detekovat bunky podIéhajici ¢asnému
stadiu apoptozy.

Cilem prace bylo stanoveni vlivu UV zafeni na
biochemické projevy apoptézy neutrofilnich granulocytl
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(neutrofild) krve in vitro. Vzorky krve byly na 30 minut
vystaveny ucinkim UV zéfeni (germicidni lampa, 30 W, ve
vzdalenosti 500 mm) a poté inkubovany jednu hodinu a ¢tyfi
hodiny pii 37 °C a 5 % atmosféry CO,. Pro studium
apoptdzy byla pouzita pritokova cytometrie. Apoptotické
neutrofily byly detekovany po piedchozim simultannim
barveni Annexinem-V (FITC) a propidium jodidem.

Byl zjistén statisticky vysoce vyznamny rozdil
(P<0,01) v podilu apoptotickych neutrofili mezi kontrolnimi
vzorky a vzorky ovlivnénymi UV zéfenim. Po jedné hodiné
inkubace bylo zaznamenano u kontrolnich vzorkd 11,1 % a
po ctyfech hodinach inkubace 16,1 % apoptotickych
neutrofilti. U pokusnych vzorkd (UV zafeni) bylo zjisténo po
jedné hodiné inkubace 24,1 % a po ctyfech hodinach
inkubace 30,3 % apoptotickych neutrofild.

Jak je zvysledkl patrné, UV zafeni je spolehlivym
induktorem apoptézy bovinnich neutrofild krve vin vitro
podminkach. Po expozici neutrofili UV zafeni doslo
piiblizné¢ k dvojnasobnému zvySeni podilu apoptotickych
neutrofilti oproti kontrolnim vzorktim.

Tato prdce vznikla za financni podpory vyzkumného zaméru
MZE 0002716201.

POUZITI VINYL NONAFLATU A VINYL TRIFLATU
PRI Pd-KATALYZOVANE ALKOXYKARBONYLACI

EVA STASTNA™ a HANA CHODOUNSKA®

“Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Fi lemingovo 2,
166 10 Praha 6; bKatedra organické a jaderné chemie PFF UK,
Albertov 6, 128 43 Praha 2

stastna@uochb.cas.cz, hchod@uochb.cas.cz

V soucasné dobé¢ je velka pozornost vénovana pouziti
vinyl triflatd pro Pd-katalyzované reakce (napf. Heckova
reakce, Suzukiho ¢i Sonogashiriiv coupling). Jejich vyhodou
je snadna pfiprava z karbonylovych sloucenin (napt. reakci
s anhydridem kyseliny trifluoromethansulfonové v pfitom-
nosti baze).

5T
- P sl

R'= CgH,,, resp. CH(CH,)OBz R?=F,C-SO,

R*= COOMe R® = F,C-F,C-F,C-F,C-SO,
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Nevyhodou je nestabilita ¢inidla na vzduchu. Proto se
zajem obraci k ¢inidlu, které je stabilnéjsi, méné tékavé a
jehoz derivaty jsou velmi dobrou odstupujici skupinou —
nonafluorobutansulfonylfluoridu'.

Triflatova 1 nonaflatovd skupina jsou vhodnymi
substraty pro Pd-katalyzovanou inserci oxidu uhelnatého za
vzniku alkoxykarbonylovych slougenin'?. Uvedena metodika
bylo vyzkouSena na Sa-cholestan-3-onu a (20R)-3-0xo0-5p-
pregnan-20-yl benzoatu: 3-oxo skupina téchto ketont byla
pfevedena na vinyl nonaflat, resp. vinyl triflat. V ptispévku
budou diskutovany rGzné syntetické a stereochemické
aspekty uvedenych syntéz. Popsané reakce predstavuji
vhodny zpusob piipravy steroidnich derivati s hydrofilnim,
metabolicky stabilnim substituentem v poloze 3, které jsou
allosterickymi inhibitory neuronovych receptord’.

Prace byla provedena v ramci vyzkumného zdmeéru
ZA 055 0506, za podpory grantu GA AV I444055305.
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NAHLEDNUTI DO STRUKTURY A FUNKCE
LEKTINU RS20L Z BAKTERIALNIHO
FYTOPATOGENU Ralstonia solanacearum
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Lektiny jsou proteiny neimunitniho ptvodu, které
aglutinuji buniky a precipituji glykokonjugaty. Tyto lektiny
specificky rozpoznavaji cukerné zbytky obsazené na povrchu
bunécnych stén a membran, a tak méni fyziologii ovliviujici
aglutinaci, mitozu a dalsi biochemické zmény v burice. Jejich
specifita je obvykle definovana monosacharidy a oligosacha-
ridy, které jsou tak i nejlepSimi inhibitory. Zajem o studium
lektinti spociva v jejich Siroké paleté vlastnosti a potencial-
nich aplikaci (zemé&dé&lstvi, farmakologie, imunologie, 1é¢ba
rakovinového bujeni atd.).

Ralstonia solanacearum je Dbakteridlni fytopatogen
zpusobujici hnilobnd onemocnéni mnoha ekonomicky
vyznamnych zemédélskych plodin, jako jsou napriklad
brambory, rajcata, lilek, banany, tabdk a mnoho dalSich.
Nejvétsim problémem je, Ze proti tomuto patogennimu
mikroorganismu doposud nebyla objevena G¢inna terapie
aani nebyla vySlechténa dostate¢né rezistentni odruda
hospodaiskych plodin.
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Rostlinné a zivoCisné patogeny vyuZzivaji protein-
sacharidovych interakci ke strategii rozpoznavani a invazi do
hostitele. Hlavnim smyslem studie je porozuméni
molekuldrnim mechanismiim, které umoziluji patogenni
bakterii takto napadat, kolonizovat a ovliviiovat
fyziopatologii jejich hostitele. Takovéto studie mohou
napomoci k vytvotreni koncepce U€inného boje proti témto
patogennim agens.

Dle naSich dosavadnich znalosti, bakterie R.
solanacearum produkuje tfi rozpustné lektiny (RSL, RSIIL
a RS20L). RSL (MW 9900 Da) jevi cukernou specifitu k L-
fukose” a astednou sekvenéni homologii s lektinem AAL
zhouby Aleuria aurantia®. RS-IIL (MW 11601 Da)* se
podobé strukturou i vlastnostmi lektinu PA-IIL z bakterie
Pseudomonas aeruginosa, ktera je lidskym podminénym
patogenem. Lii se viak cukernou specifitou®. Posledni z této
trojice je lektin RS20L (MW 19906 Da), ktery vykazuje
vazebnou schopnost k L-fukose, D-manose a D-xylose.

Tato prace popisuje strukturu a funkéni vlastnosti
RS20L. Tento lektin nema sekvencni homologii s zadnou
doposud znamou aminokyselinovou sekvenci. Prestoze
vyfeseni krystalové struktury naznacilo vysokou strukturni
podobnost s zivo¢isSnymi galektiny, RS20L D-galaktosu
Nerozpoznava.

Dalsi funkéni studie pomoci povrchové plazmonové
rezonance (SPR) a mikrokalorimetrickych metod umoznily
charakterizovat vazebné vlastnosti (afinita, kinetika reakce) a
termodynamické parametry.

Tato prace byla podporovana Ministerstvem Skolstvi (MSM
0021622413) a Grantovou agenturou CR (204/03/H016).
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PROTEOMICKA A PEPTIDOMICKA
CHARAKTERIZACE KLINICKY VYZNAMNYCH
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Negativni ptisobeni houbovych plisni na zdravi ¢loveka
zahrnuje alergie, infekéni nemoci a mykotoxikozy. Alergie
nepiiznivé ovliviluji Zivot vice jak 20 % populace, systémové
mykotické infekce jsou vaznym problémem imunokom-
promitovanych  pacientt po transplantacich a po
chemoterapiich. Hlavni cestou priniku houbovych plisni do
lidského organismu je tvorba spor a jejich Sifeni vzduchem.

Cilem prace je nalezeni specifickych biomarkert
patogenicity kmenti sporulujicich vlaknitych hub se
zaméfenim na kmenoveé specifické peptidové sekundarni
metabolity ¢i proteinové makromolekuly na povrchu spor.
Kromé jejich identifikace a charakterizace je testovana jejich
imunomodulacni aktivita.

Studovany jsou jak patogenni, tak nepatogenni kmeny
sporulyjicich vlaknitych hub rodin Aspergillus, Beauveria,
Emericella, Paecilomyces, Phoma, Pseudalescheria, Stachy-
botrys a Trichothecium. Kromé pifimé analyzy celych
houbovych spér pomoci MALDI-TOF ¢i extraktl spor meto-
dou hmotnostni spektrometrie ve spojeni s HPLC (s cilem
hledani a optimalizace podminek pfipravy vzorku s aplikaci
pro rychlou vySetiovaci metodu) jsme pouzili vétSinu
dostupnych proteomickych piistupi (1D nebo 2D
elektroforéza, enzymové $t€peni proteinové skvrny v gelu,
charakterizace vzniklé peptidové smési MALDI-TOF nebo
LC-MS/MS analyzou — zangl. Liquid Chromatography
Tandem Mass Spectrometry - s vyslednou identifikaci
proteinu) pro nalezeni proteind, jejichz pfitomnost ¢i absence
relevantné odliSuje klinicky patogenni kmeny vlaknitych
hub.

Vétsina testovanych druhii poskytuje reprodukovatelné
pomérné jednoducha ale specifickh MALDI-TOF spektra
v nizkém i vysokém rozsahu hodnot m/z a tak nabizi moznost
vyuziti pro metodu rychlého rozliSeni a identifikace kment
vlaknitych hub. Detailni LC-MS/MS analyzou extraktd spor
piibuznych kmenii Beauveria a Paecilomyces byl popsan
a charakterizovan novy cyklicky peptid.

Proteomickd analyza studovanych kmenu byla diky
absenci genomovych databazi vétSiny studovanych kment
uspésna pouze LC-MS/MS analyzou. Ta poskytla velmi
zajimavé vysledky predev$im pro studovany a klinicky
vyznamny  kmen  houby  Aspergillus.  Pfitomnost
identifikovanych proteint (hydrofobin, superoxid dismutasa
[Cu-Zn] a hemolysin) nejen odlisuje jednotlivé kmeny rodiny
Aspergillus dle historie vzorku (pivodu) a tedy potencialni
patogenicity, ale je i relevantni z pohledu mozné virulence
pozitivnich kmenti a jejich interakce v téle hostitele.
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Rychlost, nizky detekéni limit a vysoka specificnost
metody identifikujici patogenni kmen jsou zdkladni kameny
pro usp&nou lécbu pacientd ¢i zjisténi kontaminace
potravin, a hmotnostni spektrometrie jako analytickd metoda
spliluje vSechny tyto pozadavky.

Tato prace byla finanéné podporovana grantem GA
CR(203/05/P575), instituciondlnim zamérem AV0Z50200510
a vyzkumnym centrem MSMT Lc545.

JAK POZNAME ROSTLINU VHODNOU PRO
FYTOREMEDIACI PROSTREDI ZNECISTENEHO
TEZKYMI KOVY?
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Vysledky studii mechanismt detoxikace a metabolismu
toxickych tézkych kovil prispivaji nejen k lepSimu pochopeni
zékladnich biologickych mechanismiti probihajicich v zivych
organismech, ale také ke tvorbé novych biotechnologickych
postupii a zafizeni. Nedavno byly objeveny rostlinné druhy,
které jsou schopny tézké kovy akumulovat bez viditelné
deprese a zpomaleni rustu. Této schopnosti je mozné
vyuzivat praveé u fytoremediaci, ktera je definovana jako uziti
zelenych rostlin k pfesunu, akumulaci nebo odstranovani
kontaminantli z zivotniho prostiedi. Proti piisobeni tézkych
kovii ptisobi v rostliné hned nékolik riznych mechanismu,
ale zda se, ze tim nejdilezitéjSim je syntéza latek bohatych
na cystein, predevs§im glutathionu a fytochelatind. Tyto
polypeptidy maji zakladni strukturu (y-Glu-Cys),-Gly, kde se
dipeptidicka repetice glutamové kyseliny a cysteinu (y-Glu-
Cys) mize opakovat 2 az 11krat (nejcastéji 2-5krat).

Piedpoklada se, ze rostliny, které maji veétsi schopnost
akumulace tézkych kovi, jsou schopny syntetizovat vyssi
mnoZstvi obrannych thiolovych slougenin'?. Proto jsme se
vnasi praci zaméfili na navrZzeni vhodnych technik pro
posouzeni  schopnosti  rostlin  fytoremediovat  pidu
zneCisténou tézkymi kovy pomoci detekce thiolovych latek.
Pro tyto tucely jsme nejdiive vyuzili techniku zvanou
Brdickova reakce. Pouzité bunééné suspenzni kultury
tabakovych bunék BY-2 a explantatové kultury embryi
smrku rGznych klonl byly vystaveny koncentracim
kademnatych a olovnatych iontti od 10 po 1 000 pM. Zjistili
jsme, ze se embryondlni kultury vyznauji vyrazné vyssi
odolnosti vuci tézkym kovim.

Dale jsme jako experimentalni model zvolili rostliny
kukuftice, které jsme analyzovali pomoci vysoce ucinné
kapalinové chromatografie s elektrochemickou detekei, kde
byly limity detekce glutathionu a raznych forem
fytochelatinti okolo 1 respektive 10 ng/ml. Rostliny kukufice
byly vystaveny Sesti riznym koncentracim kadmia (50, 100,
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150, 200, 400 a 500 uM) po dobu Sesti dni. Obsah thioll u
vSech ovlivnénych rostlin se vzrustajici koncentraci apliko-
vaného kadmia a dobou expozice vzrista asi o 500—-1800 %
(v porovnani s kontrolou). Na konci expozice byl roven
ptiblizné 1700 ng na gram svézi hmotnosti u nejvyssi
aplikované davky. Zatimco obsah PC, mezi tfetim a ¢tvrtym
dnem expozice dosahl svého maxima a poté se jiz pfili$
neménil. A dale v disledku vyuzivani platinovych derivati
jako efektivnich cytostatik jsme se rozhodli zkoumat vliv
cisplatiny (0, 5, 10, 20, 40, 80 a 160 umol.l'l) na okiehek po
dobu péti dnti. Od tietiho dne dochazi k vyrazné metabolické
zméng, kterd je charakteristickd prudkym poklesem obsahu
volné cisplatiny a vyraznym vzestupem obsahu thiolovych
latek.

V této praci je ukazano, ze citlivé analytické techniky
mohou slouzit jako nastroje pro charakterizaci rdznych
rostlinnych druhd s ohledem na jejich vyuziti ve
fytoremediacich.

Prdce na tomto projektu byla podporovina granty: GA CR
522/07/0692 a 1M06030.
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MECHANISM OF GENOTOXICITY OF THE
ENVIRONMENTAL POLLUTANT
3-NITROBENZANTHRONE AND ITS METABOLITE
3-AMINOBENZANTHRONE
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3-Nitrobenzanthrone (3-NBA) is a suspected human
carcinogen identified in diesel exhaust and air pollution. The
main metabolite of 3-NBA, 3-aminobenzanthrone (3-ABA)
has been found in urine samples of salt mine workers
occupationally exposed to diesel emissions, demonstrating
that human exposure to 3-NBA in diesel emissions can be
significant and is detectable. 3-NBA is carcinogenic in rats,
causing lung tumours after intratracheal instillation and is
also an exceptionally potent mutagen. We identified the
phase I and II enzymes, which are responsible for 3-NBA
genotoxicity, participating in activation of 3-NBA and 3-
ABA. Among the phase I enzymes, the most of the reductive
activation of 3-NBA to form DNA adducts in vitro is
attributable to NAD(P)H:quinone oxidoreductase (NQO1),
while  N,O-acetyltransferases (NATs), followed by
sulfotransferases SULT1A1 and 1A2, are the major phase II
enzymes activating 3-NBA. 3-ABA is oxidatively activated,
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predominantly by human hepatic CYP1A1 and 1A2, to form
the same DNA adducts as 3-NBA. Kinetics of 3-NBA
reduction by NQO1 and that of 3-ABA oxidation by
microsomal CYP enzymes was studied in detail. 3-ABA,
found to be the main metabolite of 3-NBA in human, is the
final reductive metabolite of this carcinogen formed also in
vitro, by 3-NBA reduction with NQO1. 3-ABA is oxidized to
N-OH-3-ABA derivative, which is responsible for formation
of the DNA adducts. Structures of three major adducts were
identified as 2-(2’-deoxyadenosin-N6-yl)-3-aminobenzan-
throne, N-(2’-deoxyguanosin-N2-yl)-3-aminobenzanthrone
and N-(2’-deoxyguanosin-8-yl)-3-aminobenzanthrone. To
evaluate the importance of hepatic cytosolic enzymes in
relation to microsomal NADPH:cytochrome P450 (CYP)
reductase (CPR) in the activation of 3-NBA in vivo, we
treated hepatic CPR-null and wild-type C57BL/6 mice with
3-NBA. 3-NBA is predominately activated by cytosolic
nitroreductases (NQO1) rather than microsomal CPR. In the
case of 3-ABA, CYP1A1/2 enzymes are essential for the
oxidative activation of 3-ABA in livers.

Supported  GACR  (303/05/2195)
(MSM0021620808).

and MSMT CR

CHARAKTERIZACE RHIZOSFERNICH BAKTERII
KRENU SELSKEHO Vv PUDE KONTAMINOVANE
POLYCHLOROVANYMI BIFENYLY
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Polychlorované bifenyly (PCB) jsou organické
slouceniny obecné¢ho vzorce Ci,H;oCl,. Do 80. let byly
PCB syntetizovany ve velkém mnozstvi. Kdyz se zjistilo, ze
se akumuluji v Zivotnim prostfedi a mohou mit negativni vliv
na lidské zdravi, byla jejich produkce zastavena. Protoze
chemické ¢i fyzikdlni metody odstrafiovani téchto latek
z zivotniho prostiedi jsou velmi nakladné, pozornost se
soustied'uje k fytoremediaci — vyuziti konsorcii rostlin
ajejich rhizosférnich bakterii pro degradaci. Rostliny
uvoliuji do pidy organické latky, které podporuji bakterie
odbouravajici organické kontaminanty; rhizosféra se tak
stavda dokonalym prostfedim pro mikrobialni degradaci
polutantu (rhizoremediace).

Jako modelovy systém pro izolaci a naslednou
charakterizaci bakterii degradujicich PCB jsme pouzili kfen
selsky (dArmoracia rusticana) a jeho rhizosférni bakterie.
Protoze interakce mezi rostlinou a jejimi rhizosférnimi
bakteriemi jsou ovlivnény celou fadou biologickych a abio-
tickych podminek (napf. stres zpusobeny ristem rostliny
v kontaminované pud¢€), byly rostliny oSetfovany roztoky
brassinosteroid — fytohormontl, které napomahaji rostliné
piekonavat stres. Rhizosférni bakterie byly izolovany
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kultivaci na mineradlnim médiu s bifenylem jako jedinym
zdrojem uhliku a poté podrobeny analyze ribosomalnich
proteint s vyuzitim MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.
Touto metodou je mozné identifikovat bakterie na urovni
rodu, druhu i kmenu. Protoze dosud nejsou pfistupné
databaze s témito spektry, byla spektra izolovanych bakterii
porovnavana se spektry v literatufe jiz popsanych degradéri
PCB (Burkholderia xenovorans 1B400, Comamonas
testosteroni B356, Pseudomonas pseudoalcaligenes JABI
adalsi) a metoda porovnavani spekter rovnéz slouzila
k monitorovani kvalitativnich zmén v mikrofldte. Zadny
z doposud popsanych degradéri PCB nebyl detekovan.

Izolované bakterie byly testovany na pfitomnost bphA I
genu (gen kodujici prvni enzym bifenylového operonu —
drahy, kterou bakterie vyuzivaji pro degradaci PCB). Gram
negativni nefermentujici bakterie byly identifikovany pomoci
sady NEFERMtest 24 (Lachema, CR). Tato metoda se ale
ukazala pro tyto ucely jako nevhodna, a proto se pfistoupilo
k identifikaci (pfip. klasifikaci) pomoci sekvenace gent
kédujicich 16S rRNA. Spektra identifikovanych bakterii pak
poslouzi k vytvoreni knihovny, kterd umozni do budoucna
podstatné jednodussi, levnéjsi a rychlejsi identifikaci bakterii
degradujicich PCB.

Tato prdce byla podporovina projekty MSMOC-111 Cost
859, MSMT Grant NPVII 2B06156, GACR 203/06/0563.
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Nadorovy supresor p53 je sekvenéné specificky
transkripéni faktor, ktery v odpovéd na bunény stres
transaktivuje své cilové geny a podili se tak na kontrole
bunécného cyklu, regulaci apoptdzy a oprav DNA. U vice
nez poloviny lidskych nddorti byly nalezeny mutace v genu
p53. Nejcastéjsi jsou bodové mutace a to predevsim
v centralni doméné p53, kterd odpovida za sekvencné
specifickou vazbu na DNA. Tyto mutace maji za nasledek
ztratu schopnosti proteinu p53 vazat se na DNA v
promotorech cilovych gent a tim aktivovat jejich transkripci.

Mutace v genu p53 lze detekovat riznymi metodami,
naptiklad funkéni analyzou separovanych alel v kvasinkach
(,,functional analysis of separated alleles in yeast“ —
FASAY), ktera vyuziva schopnosti lidského proteinu p53
fungovat i vkvasinkovych bunkdch Saccharomyces
cerevisiae jako transkripéni faktor a nasledné transkripce
reportérského genu ADE2. Na selekénim médiu pak lze
rozlisit bilé kolonie exprimujici standardni p53 a Cervené
kolonie exprimujici mutantni p53. Vyhodou FASAY je, zZe
dokaze odlisit CasteCné inaktivujici mutace p53, napf.
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teplotné zavislé mutace p53, které zptuisobuji rizové zbarveni
kvasinkovych kolonii.

S vyuzitim metody FASAY jsme shromazdili 23
teplotné zavislych (¢#d) mutaci p53 z rtznych lidskych
nadort. V kvasinkovém expresnim systému jsem studovali
funkéni a konformadni vlastnosti td mutantd p53 vzhledem
ke tfem rtiznym responsibilnim elementim (RE) odvozenym
z promotorovych oblasti cilovych gent p53 (p21, bax, RGC)
ve tfech riznych teplotach (25, 30, 35 °C). Vsechny
analyzované varianty p53 jsme dale pfechodné exprimovali
v lidskych  nadorovych bunkdach H1299 odvozenych
z plicntho  karcinomu. V nich jsme provedli jejich
transaktivacni a konformacni analyzu vzhledem k typu RE
(p21, bax, RGC) ve dvou raznych teplotach (32, 37°C).
Srovnavali jsme vlastnosti #d mutantli p53 v kvasinkovych
a lidskych bunkach.

Zjistili jsme, ze td mutanti p53 se chovaji velmi
podobné jak v lidském, tak i kvasinkovém expresnim
systému. Vykazuji teplotni zavislost a diskriminativni
charakter (tzn. li$i se mirou afinity k riznym RE) v lidskych
i kvasinkovych buinikdch. Analyza v lidskych nadorovych
bunkach H1299 je citlivejsi. Zatimco FASAY hodnoti
transkripéni aktivitu proteind p53 jen podle barevné Skaly
kvasinkovych kolonii, transaktivaéni test v lidskych burnkach
zalozeny na méfeni aktivity luciferasy umoziiuje presnéjsi
stanoveni transaktiva¢nich schopnosti proteind p53. Také
dokdze rozeznat mutanty p53 svysSi transaktivacni
schopnosti nez mé standardni p53.

Podrobné studium rtiznych funkénich variant proteinu
p53 muize pomoci pochopeni procesii a funkce proteinu p53
v nadorovych builkach a navrzeni novych terapeutik
reaktivujicich p53.

Tato prace byla podporena grantem MSM 0021622415.

VYUZITI MONOSUBSTITUOVANYCH FTALOVYCH
KYSELIN PRO URCENI ABSOLUTNI
KONFIGURACE CHIRALNICH ALKOHOLU
POMOCI '"H NMR

JAN VAVRA a LUDVIK STREINZ

Ustav organické chemie a biochemie Akademie véd CR,
Oddéleni prirodnich latek, Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha
vavraj@email.cz, streinz@uochb.cas.cz

Jednokrokovou syntézou bez nutnosti chromatografie
byly pfipraveny arylethylsubstituované ftalové kyseliny,
které byly nasledné pouzity pro derivatizaci sady chiralnich
sekundarnich alkohold' metodou esterifikace s DCC/DMAP.
Byly diskutovany hodnoty rozdili chemickych posuni Ad
v 'H NMR v zavislosti na pfitomném arométu (Ph, 1-Np, 2-
Np). Diky nejvy$sim hodnotdm ve vétSiné ptipada byla pro
dalsi experimenty vybrana kyselina 2-{[1-(2-
naftyl)ethoxy]karbonyl}benzoova. Dale byla zjistovana
korelace mezi absolutni konfiguraci zkoumaného alkoholu a
znaménkem AS piisluSnych diastereomernich vodiki na
zaklad¢  navrzeného  modelu  (nejpravdépodobnéjsi
konformace vypoctena metodou geometrické optimalizace).
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Bylo zjisténo, ze pravidelnosti hodnot A umoziuji pouziti
¢inidla pro stanoveni absolutni konfigurace sekundarnich
alkohold, avsak ukazalo se, Ze rozdily posunt nejsou vyssi
nez napt. u Mosherovy kyseliny. Presto snadna a
ekonomicky dostupnd syntéza bez nutnosti déleni
jednotlivych enantiomert ¢inidla ¢ini tuto kyselinu

zajimavou alternativou.
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Prdce byla podporovina Grantovou agenturou Ceské
republiky (projekt ¢.203/05/2141).
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IZOLACE, PURIFIKACE A CHARAKTERIZACE
NADPH-DEPENDENTNi FENOLHYDROXYLASY
KVASINKY Candida tropicalis PARTICIPUJICI NA
PRVNI FAZI BIODEGRADACE FENOLU

L. VILIMKOVA, V. KREMLACKOVA, J. PACA
a M. STIBOROVA

Katedra biochemie, Prirodovédecka fakulta, Univerzita
Karlova, Albertov 2030, 128 40 Praha 2
lenvil@post.cz

Pfi biodegradacich dochazi k rozkladu chemickych
latek prostfednictvim metabolického potencialu fady mikro-
organismu. Jednd se obvykle o metody ekonomické a Setrné
k naSemu zivotnimu prostiedi. Kvasinka Candida tropicalis
vykazuje schopnost vyuzivat fenol jako hlavni zdroj uhliku a
energie pro sviyj rast. Nase laboratof pracuje s kmenem Ct2,
ktery byl izolovan z kontaminované pidy na Mostecku.

Na prvnim kroku degradace fenolu, tedy jeho oxidaci
na katechol, participuji jak enzymy mikrosomalni (systém
oxygenas se smisenou funkci a cytochromem P450 jako
terminalni oxidasou), tak cytosolarni. Zde se jedna
o NADPH-dependentni fenolhydroxylasu (EC 1.14.13.7).
Cytosolarni NADPH-dependentni  fenolhydroxylasa je
fenolem indukovana, buiky kultivované v mediu
obsahujicim fenol vykazovaly zvySenou aktivitu tohoto
enzymu.

Izolace NADPH-dependentni fenolhydroxylasy byla
optimalizovana na nasledujici ¢tyfi kroky: chromatografii na
sloupci DEAE-Sepharosy (k eluci proteinit byl pouzit
gradient NaCl), rechromatografii na stejném nosi¢i, frakéni
precipitaci polyethylenglykolem 6000 a gelovou permeacni
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chromatografii na sloupci Sephacrylu S300. Purifikovany
enzym byl Caste¢né charakterizovan. Jednd se o tetramer
o celkové molekulové hmotnosti 240 000. Kinetika
enzymové reakce katalyzované timto enzymem odpovida
reakéni kinetice Michaelise a Mentenové. pH optimum
tohoto enzymu lezi v oblasti pH 7,4-7,6. Ze spektralni
analyzy plyne, ze se jednd o flavinovy enzym. Kvalita
ziskaného enzymového preparatu byla potvrzena pomoci
SDS elektroforézy na polyakrylamidovém gelu (SDS-
PAGE).

Financné podporovino GA CR (grant 303/05/2195
a 104/04/0686) a MSMT CR (grant MSM 0021620808).

MODIFIKACE CASTIC MASON-PFIZEROVA |
OPICIHO VIRU PRO JEJICH TERAPEUTICKE
VYUZITI

IRENA VORA¢I§OVA. PAVEL ULBRICH,
SIMON BEDNAR a TOMAS RUML

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

V posledni dobé vzrusta pocet studii zabyvajicich se
terapeutickym vyuzitim modifikovanych virovych castic.
Jedna se ptredevs§im o dopravu terapeutickych genli do
specifickych tkani nebo imunoterapie. Vyhoda virovych
vektorl spociva v jejich G¢inné infekci bunek a ve velikosti
nesené DNA ¢i RNA.

Tato prace se zabyva modifikaci ¢astic pfipravenych ze
strukturnich proteini Mason-Pfizerova opi¢iho viru (M-
PMV) a jejich naslednym vyuzitim pro genové terapie ¢i
imunizaci. Jiz diive byl vna$i laboratofi vyvinut vysoce
ucinny in vitro systém tvorby viru podobnych castic ze
strukturniho polyproteinu Gag M-PMV a jeho dele¢nich
mutantl. Tohoto systému bylo vyuzito pii pripravé
modifikovanych ¢astic. Modifikace povrchu ¢astic spocivala
v N-koncovém prodlouzeni strukturniho proteinu specific-
kym peptidem, ktery by Eastice slozené in vitro cilil do
urcitych typt bunck. Pro smérovani castic do specifickych
tkani byly vybrany peptidy, které interaguji s rakovinnymi
bunkami prostaty a s endothelidlnimi bunkami. K imuno-
terapiim byl vybran peptid, ktery je soucasti membranového
antigenu bunék prostaty (PSMA). Castice modifikované
timto peptidem je mozné vyuzit k imunizaci proti rakoviné
prostaty.

Vobou piipadech se nam podafilo pfipravit
modifikované castice. Schopnost peptidi cilit ¢astice do
recipientnich bun¢k, vstup c¢astic do buiky a uvolnéni
neseného terapeutického genu bude sledovana na tkanovych
kulturach. Imunizace pfipravenymi ¢asticemi bude testovana
na mysim modelu.
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466



	371
	372-383
	384-390
	391-396
	397-405
	406-410
	411-414
	415-421
	422-423
	424
	425-465
	466


<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /SyntheticBoldness 1.000000
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002000d>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002000d>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /GRE <>
    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002000d>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e000d>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


