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Financovani védecké prace

Mivam barvité sny, jako filmy od Stanleyho Kubricka.
V téch snech se Siroce zavienyma ocima analyzuji své snové
iracionalni okoli a nalézam, tak jako kazdy zaujaty pozorova-
tel, na prvy pohled nejen takové nesrovnalosti jako, Ze si ne-
kdo vezme na ples ¢i koncert pouze omsely odpoledni oblek,
ale vidim i to, ze panovi z limecku saka nobl smokingu vyku-
kuje sponka zapinaciho motylku, ¢i to, zZe si pan do fraku vzal
kosili s kapsickami na prsou. Prosté a jednoduse tam vidim,
ze veci ,,nehraji dohromady . Citim vsak, Ze pokud potiz je
v tom, Ze ten pan vic na sebe nemd a je chud, je to videt.

Vo mnoho vice hororoidnich snech o financovani
a hodnoceni védy na nasem Ceském piskovisti je to podobné.
Nenajdete v mych snech spokojeného jedince. At jiz proto, ze
., 1y zatracené grantovky *“ chtéji pry jako vystup pouze publikaci
v recenzovaném a impaktovaném casopise; anebo proto, Ze je
bezuzdné financovana cinnost (pravdépodobné ve srovnani
s urovni toho pdana v masce z benatského karnevalového reje,
ktery pronasi vyrok) podmérecnd, nezaslouzici si ani lidské ba
ani financni pozornosti, ubirajici tak moznosti financovat
,,Skutecnou a pravou védu“. Jinym pak vadi malickosti, jako, Ze
museli hlidat na koruny kazdorocni bilanci nékolikaletého pro-
jektu i s tim, Ze se jako ,,v minulém stoleti* kupovaly koncem
roku zbytecnosti, ¢i to, Ze si nékteri zvlaste vypeceni jedinci
nahravaji navzajem finance primo do ruky. Potiz citim v tom, Ze
,,ten pan na vic nema a je chud“, ale i v tom, Ze je to videt.

Analyzuji sen ddle a vidim, Ze ve sveté naplnéném pokry-
tectvim a pychou jsme okopirovali model, ktery ve velkych
systémech téemér fungoval. Okopirovali jsme papirovani, po-
sudkovani, hodnoceni, ucené komise, nadkomise, podkomise,
a podpodkomise, formulare o tisici strandch, ve kterych forma
vitézi nad obsahem, ale systém jsme naplnili zlomkem penez,
ve srovnani s urovni toho modelu, ktery jsme kopirovali. Na
malém hnojisti, kde je pét badavych kohoutii pak tito jmeno-
vani svedli nelitostny boj o financovani ¢ehosi, co kazdy pova-
zoval za védecky vzrusujici a neodkladné. Kohouti z této péti-
ce psali posudky tvrdeé, pretvrdé, ¢i posilali posoudit projekty
lidem, o nichz bylo znamo, Ze pro né ,,jen to nejlepsi je dost
dobré*, nebot jenom tak bylo lze dosici dalsiho pokroku véd
tu i onde (to jest, aby to, co z jejich pohledu nema byt financo-
vano, poskytlo penize do malutkého kadlubu, o kterém se
pravé rozhoduje). Aby se mezi sebou lépe utkali, vypustili
jeden na druhého straslivou hydru, ekonomicko-pravnicko-
urednickou lobby, ktera uchopivse skvélou prilezitost (nebot
bez ni v budoucnu véda nebude viibec mozna) udélala si z toho
kseftiku vynikajici Zivnost. Nakonec se do toho pustili i mafiani
a za par ,, kaprikit* udélali ve viem porddek po svém.

Sny mohou nékdy byt i optimisti¢téjsi, nebot v tomto
svete postupné penez vlozenych do systému skutecné pribylo,
ale nezmenil se systém, ve kterém badajici nebozZak, ktery tyto
penize ziskal (namnoze z mnoha zdrojit) musi vénovat podstat-
nou cast své bdelé existence na administraci svého portfolia
a bada, jak by rekl Werichitv Cisar, ,,0 to méne “.

Budim se ze sna a zazivam uprimny pocit, Ze nadeSel cas
dychtici po zméné. Tu zménu si v polosnu predstavuji napriklad
tak, Ze (a zase je mozno kopirovat systém, ktery se osvédcil)
badatel, ktery uspésné spinil nékolik projektii, ma dostatecnou
kvalifikaci odbornou, kapacitu lidské sily, ustoji bibliografickou
analyzu své produkce, dostane na zdakladeé urcitého rizeni cosi,
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Uvodnik

Cemu se napriklad
u Skolnikii Fikavalo
,definitiva“ a bude

badat az do doby, kdy
toho sam nechd, nebo
do doby, kdy se na
treti vazné varovani
nevrati zpét do skupi-
ny se zadanymi vlast-
nostmi (tudiz, neni to
trafika“ nadosmrti).
Rikém, Ze bude bddat
a ne vypliiovat o své
praci hlaseni o obecné
zndmych vécech, jako
treba o svych , publi-
kacich®, nebot kazdy
gramotny ¢lovék vi, Ze
je najde na ,, Web-of-
Science”, pokud cita-
ce za néco stoji. To,
jestli dékuje tomu nebo onomu zdroji financi pak pricinlivy
urednik snadno alokuje, protoze badatel, o néjz je postarano,
nemusi badat na ctrndcti projektech, ale na jednom a poradne.
Svét se zjednodusi i tak, Ze napristé budou existovat jen tii ucty
,mzdy*, , provozni prostredky” a , investice”. Poskytovatel
penéz bude rad, kdyz v polozce ,,mzdy* bude hodné penéz,
nebot’ se tak ve védé a vyzkumu vytvori novd pracovni mista
ana bruselské Slehnuti kouzelného proutku rostouci pocet
odborné vzdélanych lidi najde i praci. To, ze budou silné obsa-
zeny i finance investicni zpusobi, Ze dlouhodoby pokrok pak jiz
nicim nepuijde zadrzet. I o mladez bude postarano. Kazdy bude
moci soutézit o finance na prdci, napriklad tak, jak je tomu
v soutézi o granty Sigma-Aldrich, kde mladi védci dostivaji
granty ne za to, co naslibuji, ale za to, co jiz udélali a jak to
dokazi ,,prodat* (a jde to tak pry jiz 6 let !!).

V tom polospdnku pred sebou vidim i to, Ze badajici jsou
sice prisné, lec lidsky hodnoceni (a hodnotitelé prepeclivé vybi-
rani a respektovani), aniz jsou vSak vyruSovani z plodnych od-
borné-badatelskych vivah a ucenych disputaci bez ditvodu, nebot
Jjak jiz bylo receno, o skutecné védecké praci je vse podstatné
kazdorocné verejné a prehledné publikovino a je mrhani peneézi
a lidskou silou, pokud to délame podruhé (byt cesky). Ditvodem
k vyruseni bude snad napriklad dotaz po nenalezené odborné
publikaci za posledni obdobi, na ktery jare badatel odpovi, Ze
takova skutecné neni, protoze je prihldsen patent a na tento
patent si jiz brousi zuby financné silna skupina filantropicky
Sirict ,,dobrodruzny* (venture) kapital a takovou publikaci by si
Feceny kapitalista nepral, a dolozi to ,, Letter of Intent .

Polospanek se snad zméni ve veéstecké vytrzeni a ja
(moznd i nad miskou dymajiciho koreni) uvidim tym badatelil,
ktery ,,ma skvély tah na branku*, neni podvyZiven a o néjz je
spolecensky pecovdno, nejen slovy. Nejeden filozof-samouk si
sice mysli, Ze nejlépe se badd v nouzi, le¢ takovy vyrok vyvo-
lava u zasvécencui tismeév, nebot my jiz vime, Ze , ten pan,
ktery toho moc nema a je chud’ toho taky moc nevybada; a to
bylo, je a bude snadno videt.

Grafika J. Hanzlik

Pavel Drasar
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1. Uvod

Objev endogennich kanabinoidi a studium fyziolo-
gickych funkci kanabinoidniho systému v mozku pfinesl
fadu dulezitych poznatkli o iloze membranovych lipidd
a mastnych kyselin v pfenosu nervového signalu. Specific-
ké ucinky kanabinoidl jsou zajistény aktivaci kanabinoid-
nich receptorti, avSak diky lipofilnimu charakteru téchto
latek muze byt fada jejich ucinkt zprostfedkovana i nere-
ceptorovymi mechanismy, napi. pfes zménu vlastnosti
lipidovych &asti bun&énych membran. Ulohu lipidovych
dvojvrstev v aktivit¢ kanabinoidniho systému doklada
i skuteénost, Ze i) zdrojem a zasobarnou endogennich ka-
nabinoid jsou membranové lipidy a ii) hlavni endogenni
kanabinoidy jsou odvozeny od kyseliny arachidonové,
ktera je vyznamnou slozkou membranovych lipidi. Vztah
struktury a funkce rostlinnych, endogennich nebo syntetic-
kych kanabinoidl a dal$ich molekul ovliviiujicich kanabi-
noidni systém v mozku (inhibitord membranovych kanabi-
noidnich pfenasect nebo enzymu katabolizujicich kanabi-
noidy) je intenzivné studovan s cilem nalézt 1éciva, kterd
by méla terapeutické ucinky pripisované fytokanabinoi-
diim, aniZz by vykazovala jejich soucasné negativni u¢inky
na kognitivni funkce uzivatele.
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2. Endogenni kanabinoidy

Endogennimi ligandy kanabinoidnich receptord
(endokanabinoidy) jsou napf. anandamid (N-arachi-
donoylethanolamid), sn-2-arachidonoylglycerol (2-AG),
noladin ether (2-arachidonoylglycerylether), virodhamin
(O-arachidonoylethanolamin), N-arachidonoyldopamin
asnad i N-palmitoylethanolamid, oleamid a dalsi'™" (obr.
1). Endokanabinoidy jsou v mozku S$iroce distribuovany
a jsou syntetizovany a uvolfiovany pfi stimulaci neuront.
Z mimobunécného prostoru jsou odstranovany selektivnim
saturovatelnym systémem zpétného vychytavani a poté
jsou nitrobunééné hydrolyzovany (anandamid pravdépo-
dobné na kyselinu arachidonovou a ethanolamin) hydrola-
sou amidu mastnych kyselin (FAAH).

Anandamid vykazuje vyrazn¢ vySsi afinitu pro kana-
binoidni receptor CB; (89 nmol I"") nez pro receptor CB,
(371 nmol I'")®, 2-AG ma rovnéz vyssi afinitu k CB,
(472 nmol 1"") nez k CB, (1400 nmol 1"") receptoru’. 2-AG
soutézi s anandamidem o ,,uptake anandamidovym pfena-
SeCem. Enzym FAAH hydrolyzuje 2-AG ctytikrat rychleji
nez anandamid. Identifikace palmitoylethanolamidu nebo
oleamidu jako endogennich kanabinoidt je dosud sporna.

anandamid
C22H37N02

O
e

2-arachidonoylglycerol (2-AG)

OH

CZ3H3804 9 OH
(o0 o
virodhamin
C22H37NO, (@]

noladin ether
CZ3H4OO3

ool

Obr. 1. Endogenni kanabinoidy
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Obr. 2. Mechanismy piisobeni kanabinoidii; pro syntézu endokanabinoidi je potiebné velké prechodné zvyseni nitrobunééné koncent-
race Ca®', kterého je dosazeno uvolnénim Ca?" z nitrobunéénych zasob (aktivaci inositol-1,4,5-trifosfatového systému) nebo vstupem
Ca®" pies napétové fizené iontové kanaly nebo pres interni iontové kanaly aktivovanych receptortl. Miize dojit ke stimulaci fosfolipas,
pri¢emz fosfolipasa D (PLD) katalyzuje hydrolyzu N-arachidonoylfosfatidylethanolaminu (NAPE) a vznika anandamid (ANA). Fosfoli-
pasa C katalyzuje hydrolyzu fosfatidylinositol-4,5-bifosfatu na diacylglycerol a inositol-1,4,5-trifosfat a diacylglycerollipasa potom kata-
lyzuje vznik 2-arachidonoylglycerolu (neni zobrazeno). Nové vytvofené endogenni kanabinoidy nebo externé dodané tetrahydrokanabi-
noly (THC) aktivuji kanabinoidni receptory CB,; lokalizované v presynaptické nebo postsynaptické membrané. Anandamid je
z mimobunééného prostiedi odstrafiovan specifickym membranovym pienasecem (AT) a poté je v burnice hydrolyzovan na kyselinu ara-
chidonovou a ethanolamin pomoci membranového enzymu, hydrolasy amidu mastnych kyselin (FAAH). AT miZze prenaSet i2-
arachidonoylglycerol, ktery je potom pomoci lipasy hydrolyzovan na kyselinu arachidonovou a glycerol (neni zobrazeno). Aktivace CB;
receptoru v presynaptickém nervovém zakonéeni aktivuje G proteiny, které stimuluji mitogenem aktivovanou proteinkinasu (MAP kina-
su) a inhibuji adanylatcyklasu (AC), ¢imz se snizuje tvorba cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP). Dale G proteiny aktivované CB;
receptorem inhibuji napétove fizené kalciové kanaly a stimuluji urcité draslikové kanaly (GIRK). Inhibice vstupu kalcia do presynaptic-
kého zakonceni vede ke snizenému uvoliiovani riznych neurotransmiterti. Snizeni koncentrace cAMP vede ke snizené aktivaci proteinki-
nas typu A (PKA), coz zptisobuje mimo jiné i mensi fosforylaci draselnych kanalii typu A a tim dal$i zvySeni vystupu draslikovych iontd.
Aktivaci CB, receptoru miize byt ovlivnéna funkce fady dalSich presynaptickych receptort napojenych na G proteiny (GCR) a aktivuji-
cich ¢i inhibujicich AC

3. Mechanismy piisobeni naptickych CB; receptorti lokalizovanych na riznych ty-
pech nervovych zakon&eni v mozku**'’. Inhibice endoka-

Endokanabinoidy jsou lipofilni signalni molekuly nabinoidy trva az desitky sekund'', tedy mnohem déle nez
syntetizované de novo zmembranovych fosfolipidi napf. inhibice vyvolana uvolnénim GABA a mnohem krat-
v odezvé na postsynaptickou depolarizaci nebo aktivaci §i dobu neZ je potfebna pro zménu synapticke sily vyvola-
metabotropnich glutamatovych receptori. V poslednich nou n¢jakou formou synaptické plasticity. Fyziologicka
letech bylo potvrzeno, e endokanabinoidy zprostfedkuji funkce kanabinoidniho systému je velmi komplexni a za-
zpétny signal od postsynaptickych neuroniti k presynap- hrnuje motorickou koordinaci, pamét, chut’ k jidlu, modu-
tickym (obr. 2), tj. indukované uvoliiovani fady neuro- laci bolesti a neuroprotekci. Do téchto procest jsou prav-
transmitertl v mozku miize byt inhibovano aktivaci presy- dépodobné zapojeny dal§i podtypy kanabinoidnich recep-

tort a kapsaicinové (vaniloidni) receptory.
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fosfatidylethanolamin (PE)

Referat

/A\/’\/’\/"\/"\/"\/"\/”\¢5L

MWZ{

sn-1-arachidonoylfosfatidylcholin

//\¢/\«/\¢/\¢/\¢/\¢/\¢/\«jlo

/\/\/=\/=\/a/a/\)io:L \
o—('e?—o—/\r!f'—
o |

N-arachidonoylPE (NAPE)

Ca2+ HZO

fosfolipasa D

/

v

kyselina fosfatidova

o~ tH

O-T=0

—0—"\

I-Zz-T

ca*
¥

‘ N-acyltransferasa ‘

g
H,0

fosfolipasa A+/A;

mastna kyselina

N-arachidonoyllysoPE

/”\/”\/”\/”\¢/\«/\«/\¢/\«5Lo

=r
O-P-0

3

H,0 ° :
W\=/\=/\=/\=/\/\n/ N,
g H
H.O

‘ lysofosfolipasa D ‘

kyselina lysofosfatidova

anandamid

H
aree el

Obr. 3. Biosyntéza anandamidu

Radu farmakologickych u¢inki kanabinoidt 1ze vy-
svétlit jejich interakcemi s neuromodulatory a neuro-
transmiterovymi systémy; inhibice uvolilovani neuro-
transmiteri agonisty CB, receptorti byla popsana pro ace-
tylcholin, dopamin, kyselinu y-aminomaselnou, histamin,
serotonin, glutamat, noradrenalin, prostaglandiny a opioid-
ni peptidy. Pfi interpretaci U¢inkd kanabinoidd je vsak
nutno mit na védomi skutecnost, ze inhibice uvolfiovani
neurotransmiterli neznamend obecné sniZeni neurondlni
aktivity, nebot’ n¢které neurotransmitery aktivuji i recepto-
ry inhibujici pfenos signalu. Za nejvyznamnéjsi pro vznik
efektu odmény, tolerance a fyzické zavislosti na kanabino-
idech jsou pravdépodobné odpovédné funkéni interakce
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kanabinoidniho systému s dopaminergnimi a opioidnimi
systémy'?. Vét§ina G&inki kanabinoidi je zprostiedkovana
kanabinoidnimi receptory v CNS'’, ale jsou znamy i tako-
vé jejich Gcinky, které jsou alespon ¢astecné nezavislé na
receptorech, napf. neuroprotektivni 0¢inky pifi ischémii
a hypoxii®. Predpoklada se proto, 7e n&kterd pusobeni
endogennich kanabinoidii jsou zprostfedkovana jejich
metabolity nebo pies nereceptorové mechanismy'*.

4. Biosyntéza a inaktivace endokanabinoidi

Anandamid, 2-AG a nékteré dalsi endogenni kanabi-
noidy (obr. 1) jsou odvozeny od kyseliny arachidonové
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(kyselina 5,8,11,14-ikosatetraenova, 20:4), ktera je jednou
z nenasycenych mastnych kyselin obsaZenych ve fosfolipi-
dech bunéénych membran. Kyselina arachidonova je nena-
sycend C,p mastna kyselina se ¢tyfmi dvojnymi vazbami
(nekonjugovanymi); dvojna vazba na uhliku Cy4 je vzdale-
na od koncového uhliku o 6 uhlikovych atomut (jedna se
0 n-6 mastnou kyselinu). U lidi je kyselina arachidonova
prekurzorem prostaglandinti, prostacyklinti, tromboxant
a leukotrienti”. V mozku tvoii arachidonat az 10 %
z celkovych mastn}'/ch kyselin. Arachidonat je v membra-
nach ukladéan a esterové vazan predevsim ke glycerolové-
mu uhliku C, (sn-2) ve fosfolipidech a uvoliovan je
i) hydrolyzou téchto molekul fosfolipasou A,, if) kombino-
vanym postupnym pusobenim fosfolipasy C, diacylglyce-
rolkinasy a fosfolipasy A,, iii) hydrolyzou diacylglycerol-
lipasou. VétSina arachidonatu je inkorporovana ve fosfati-
dylcholinu, fosfatidylinositolu a fosfatidylethanolaminu
(PE).

Anandamid i 2-AG nejsou ziejmé syntetizovany do
zasoby, ale na pozadavek, v odezvé na postsynaptickou
depolarizaci nebo aktivaci receptoria'"'®. Jejich syntéza
neni dosud zcela znama, zda se vSak, ze anandamid muze
byt v membraniach uloZen jako N-arachidonoylfosfa-
tidylethanolamin (NAPE), tj. esterifikovan na tfetim uhli-
ku sn-glycerol-3-fosfatu'’. Tento prekurzor anandamidu
tvofi pouze asi 0,1 % ze vSech N-acylethanolaminovych
fosfolipidi v neuronech'®. Pfedpoklada se, 7e anandamid
je z NAPE uvoliovan ptimo pomoci fosfolipasy D (PLD).
Nové je studovana i druhd mozna cesta uvoliiovani anan-
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damidu z NAPE (cit."), a to jeho hydrolyzou fosfolipasou
A; (PLA,) nebo A, (PLA;) na N-arachidonoyllyso-
fosfatidylethanolamin s naslednym uvolnénim anandamidu
lysofosfolipasou D (obr. 3).

Obecn¢ se predpoklada, Zze v mozku, stejné jako
v jinych tkénich, je arachidonat esterifikovan hlavné na sn-2
pozici fosfolipidi se zbytky nasycenych nebo mononena-
sycenych mastnych kyselin, jako je kyselina olejova
(18:1), palmitova (16:0) nebo stearova (18:0), na pozici
sn-1(cit.%). To je v urgitém rozporu se substratovou speci-
ficitou N-acyltransferasy, kterda v mozku katalyzuje bi-
osyntézu NAPE prenosem arachidonatové skupiny z sn-1
uhliku fosfolipidd na aminoskupinu PE (obr. 3). Bylo po-
tvrzeno, ze sn-1 arachidonoylfosfolipidy jsou v mozku
skute¢né pritomny'”*" a tvoii cca 0,5 % celkovych fosfoli-
pidu.

Jak tvorba anandamidu, tak syntéza NAPE mohou
probihat paralelné a jsou spoustény zvySenim nitrobunéc-
ného Ca®'. Pfi vysokych (nefyziologickych) koncentra-
cich arachidonatu a ethanolaminu je mozna i pfima synté-
za anandamidu katalyzovana FAAH; tato syntéza ziejmé
nemd vyznam ve fyziologické tvorbé anandamidu.

Rovnéz biosyntéza 2-AG je v mozku vyvolana neuro-
nalni aktivitou provazenou zvySenim nitrobunéénych kon-
centraci Ca®". Na rozdil od anandamidu, je v syntéze 2-AG
zahrnuta stejna kaskada enzymu jako pfi tvorbé druhych
poslii — inositol-1,3,5-trifosfatu a 1,2-diacylglycerolu. 2-AG
mize vznikat z diacylglycerolu po hydrolyze membrano-
vych lipidd obsahujicich zbytky kyseliny arachidonové.

sn-2-arachidonoyllysofosfatidylinositol
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Obr. 4. Biosyntéza 2-arachidonoylglycerolu (2-AG)
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Hlavnimi zdroji 2-AG jsou pravdépodobné inositolové

fosfolipidy nebo kyseliny fosfatidové. Rovnéz 2-arachi-

donoyl-sn-glycero-3-fosfat, ktery tvofi vyznamnou cast

(5,4 %) lysofosfatidovych kyselin vyskytujicich se

v mozku, miize byt specifickou fosfatasou” defosforylo-

van na 2-AG a obracené 2-AG muze byt pomoci mono-

acylglycerolkinasy konvertovan na 2-arachidonoyl-sn-

-glycerol-3-fosfat (cit.”*). Pfedpoklada se proto, Ze biosyn-

téza 2-AG je mozna dvéma hlavnimi cestami’ (obr. 4):

1. hydrolyzou membranovych fosfolipidii pomoci aktivo-
vané fosfolipasy C (PLC) je produkovan diacylglycerol
(obvykle 1-stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycerol), ktery
je poté konvertovan na 2-AG pomoci 1,2-diacyl-
glycerollipasy;

2. fosfolipasa A; (PLA,) produkuje lysofosfolipid, ktery
muze byt dale hydrolyzovan:

a) na 2-AG pomoci lysofosfolipasy C,
b) na kyselinu lysofosfatidovou pomoci lysofosfolipasy
D a poté defosforylovan na 2-AG.

Podobné jako jiné neurotransmitery jsou endokanabi-
noidy po jejich tvorbé a uvolnéni rychle inaktivovany
(obr. 5). Anandamid je transportovan zpét do neuront
a glii pomoci specifického prenaSecového systému a poté
je hydrolyzovan na kyselinu arachidonovou a ethanolamin
pomoci FAAH nebo jinych nitrobunéénych amidasovych
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enzymu. 2-AG je transportovan do bunék podobnym me-
chanismem jako anandamid. Predpoklad, Ze FAAH je
odpovédny i za eliminaci 2-AG, vychazejici ze skute¢nos-
ti, Ze FAAH katalyzuje hydrolyzu 2-AG in vitro, se nepo-
tvrdil. Za hydrolyzu 2-AG v mozku je ziejmé odpovédna
monoacylglycerollipasa, kterd konvertuje 2- a l-mono-
glyceridy na mastnou kyselinu a glycerol**. Podobny me-
chanismus inaktivace je jiz dlouho znam pro monoamino-
vé neurotransmitery, jako je serotonin, noradrenalin nebo
dopamin, které jsou metabolizovany pomoci nitrobunécné
monoaminoxidasy a dovnitt buniky jsou rovnéZ transporto-
vany specifickymi ptfenaseci. Je proto mozné, ze podobné
jako jsou néktera antidepresiva inhibitory monoaminoxida-
sy nebo inhibitory zpétného vychytdvani (reuptake) seroto-
ninu nebo noradrenalinu, mohly by byt i FAAH (cit.”)
nebo prenase pro kanabinoidy cilovymi misty primarnich
ucinkd 1€kt zasahujicich do kanabinoidniho systému
v mozku.

5. Bunécné membrany a kanabinoidy
Kanabinoidy jsou latky, které se podobné jako fada

dal$ich lipofilnich molekul vazou (adsorbuji) do lipidové
dvojvrstvy®®. Neni znamo, zda jejich akumulace v lipidové

anandamid hydrolasa amidu
mastnych kyselin
o (FAAH)

oo

monoglycerid
lipasa

2-AG
OH
o]

OH

_ _ \o 2-arachidonoyl-
o ~— \ -sn-glycerol-3-fosfat

monoglycerid
kinasa

Obr. 5. Katabolismus endokanabinoidu
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Casti biologickych membran je ¢i neni vztazena
k n€kterym vedlej$im ucinktim jejich uzivani. Je vSak zna-
mo, ze interakce protein-lipid-lipofilni molekula mohou
ovlivnit funkci mnoha membranovych systémil podileji-
cich se na bun&énych funkcich®’®, véetnd pienosu nervo-
vého signalu. I kdyz membranové lipidy nejsou specific-
kymi cilovymi molekulami kanabinoidd, mohou hrat
v mechanismech jejich u€inkd vyznamnou roli a to nejen
jako zdroje endogennich kanabinoidu, ale i jako molekuly
vytvarejici heterogenni prostfedi urcujici farmakokinetiku
kanabinoidii a umoznujici ¢i modulyjici interakce kanabi-
noidt se specifickymi vazebnymi misty. Lipofilni charak-
ter agonistll a antagonistii kanabinoidnich receptort svéd¢i
pro to, Ze specifické vazebné misto na jejich receptoru
mize byt ukryto v hydrofobnim vnittku membrany.

Biologické membrany jsou komplexni systémy, které
1ze schematicky pojimat jako lipidové dvojvrstvy tvotici
zaklad pro distribuci a funkeci integralnich nebo perifernich
(adsorbovanych) proteind, které uskutecnuji fadu specific-
kych membranovych procesti. Umoziuji udrzovéni ionto-
vych a metabolickych gradientli nezbytnych pro vétSinu
bunéénych funkei, vcetné pienosu nervového signalu.
Hlavnimi lipidovymi slozkami bunéénych membran jsou
glycerofosfolipidy, jejichz zékladem je sn-glycerol-3-
-fosfat esterifikovany na uhlicich C, (sn-1) a C, (sn-2)
mastnymi kyselinami a na fosforylové skupiné dalsi skupi-
nou. V mozku se hojné vyskytuji i sfingolipidy, pfedevs§im
sfingomyeliny a galaktocerebrosidy. Vyznamnou slozkou
plasmatickych membran je také cholesterol. Membranové
lipidy netvofi jen strukturni zéklad membrany, ale jsou
také substraty fosfolipas a modulatory funkce fady mem-
branovych proteinti. Napf. transportni mechanismy zahr-
nujici receptory, iontové kandly, enzymy, pfenasSeCe
apumpy jsou casto regulovany membranovymi lipidy
a cholesterolem, samotnymi i uspofddanymi do lipidové
dvojvrstvy? . Celkové lze fici, Ze lipidové dvojvrstvy
jsou heterogenni v horizontdlnim i vertikdlnim sméru
atloha membranovych lipidi a mastnych kyselin
v bunécnych funkcich neni zdaleka poznana. Rovnéz exis-
tence a uloha hustotnich fluktuaci nebo oblasti
s nendhodnym lipidovym slozenim (domény, rafty) je te-
prve studovana®*.

Polarni hlavicky membranovych lipida jsou obvykle
tvofeny zaporné nabitou fosfatovou skupinou s navazany-
mi kladnymi, zdpornymi, zwiterionickymi nebo nenabity-
mi skupinami. Specifické ovlivnéni funkci membranovych
proteinti témito polarnimi hlavickami lze vysvétlit na za-
kladé elektrostatickych interakci, jejichz specificita je dana
prostorovym rozlozenim néboje jak na povrchu proteinu,
je vysvétleni vysoké variability v délce a nasycenosti
acylovych fetézcii, protoze pro udrZeni struktury, uspora-
danosti a urcité fluidity lipidové dvojvrstvy neni tato riz-
norodost nezbytna. Pravdépodobnym vysvétlenim je moz-
nost prizptsobeni se tvaru acylovych fetézcti hydrofobni-
mu povrchu membranovych proteini (,,hydrophobic
matching®), coz umoziuje specificky ovliviiovat vlastnosti
proteinti®®. Proteiny vazajici fosfolipidy jsou dileZitou
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slozkou pfenosu signald, prenosu molekul a bunécného
metabolismu®’. Uhlovodikové fetézce lipidd vazajicich se
k proteiniim jsou v oblasti proteinovych vazebnych mist
dokonce vice konforma¢né neuspofddané, nez je tomu ve
fluidni dvojvrstevné membran&®.

Saturované a mononenasycené mastné kyseliny mo-
hou byt syntetizovany v t€le de novo, avSak esencialni
polynenasycené mastné kyseliny jsou syntetizovany
z potravnich prekurzort, linolové kyseliny (18:2) pro n-6
skupinu a o-linolenové kyseliny (18:3) pro n-3 skupinu
mastnych kyselin. V neuronech se vyskytuji ptredev§im
arachidonova kyselina (20:4, n-6) a dokosahexaenova
kyselina (22:6, n-3) vazané v pozici sn-2 glycerolového
zakladu fosfolipidt. Jak bylo uvedeno vyse, je pro biosyn-
tézu anandamidu dtlezita vazba arachidonatu v pozici sn-1
fosfolipidt, ktera neni Casta, ale je postacujici pro tvorbu
tohoto endokanabinoidu.

Mimobunééné, membranové i nitrobuné¢né esencialni
mastné Kyseliny a jejich metabolity mohou ovliviiovat
fadu d&ju vztazenych k transdukei signalu, genové expresi,
ristu & smrti bundk, motilité a adhezi'. Z hlediska psy-
chotropnich uc¢inki endogennich kanabinoidli (derivat
arachidonové kyseliny), je zajimavé, Ze tloha esencialnich
nenasycenych mastnych kyselin je jiz dlouho diskutovana
v nékterych biochemickych hypotézach afektivnich poruch
a schizofrenie. Tyto hypotézy vychazeji z predpokladu, ze
pro normélni vyvoj a funkci mozkovych struktur je ne-
zbytny normalni neuronalni fosfolipidovy metabolismus.
Ke vzniku pfiznakti schizofrenie potom mize dochazet
napf. v disledku zvysené rychlosti eliminace arachidonové
a dokosahexaenové kyseliny zneuront™. Membranové
hypotézy afektivnich poruch zase ptredpokladaji, ze zvyse-
ny pomér mezi pfijmem n-6 a n-3 esencidlnich mastnych
k};soelin muze vést ke zvySené nachylnosti ke vzniku depre-
se.

6. Vztah struktury a aktivity kanabinoidi

Specificitu interakci kanabinoid-protein  zajistuji
mnohonasobné nekovalentni vazby mezi polarnimi a hyd-
rofobnimi skupinami téchto molekul vyzadujici vhodné
prostorové uspofadani proteinového vazebného mista
a molekuly kanabinoidu. Na nespecifické vazb¢ kanabinoi-
di do lipidové ¢asti bunécnych membran, tj. na interakcich
kanabinoid-lipid, se podili pfedev§im hydrofobni efekt (pfi
inkorporaci do membrany) a kratkodosahové van der Wa-
alsovy sily (pfi interakcich se zbytky mastnych kyselin
v hydrofobnim vnitiku dvojvrstvy).

Celkovy tvar molekul endogennich kanabinoidt, po-
dobné jako tvar molekul membranovych lipidi, je urcen
hlavné konformaci jejich uhlovodikovych fetézcl. Zmény
prostorového usporadani jsou pfitom umoznény relativné
volnymi rotacemi kolem jednoduchych vazeb C—C. Dvoj-
né vazby nenasycenych mastnych kyselin maji cis (Z)
konfiguraci, coz zplsobuje rigidni ohyb o 30°
v uhlovodikovém fetézci. VEtsi zastoupeni dvojnych vazeb
potom vede kvelmi slozitym tvarGm molekul. Vztah
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struktury a aktivity anandamidu i jinych kanabinoidd je
v soucasné dobé€ intenzivné studovan s cilem urcit struktu-
ralni pozadavky pro syntetické agonisty a antagonisty ka-
nabinoidnich receptord a pro substraty ¢i inhibitory FAAH
a anandamidového prenagede’ .

Vyznamnym rysem acylového fetézce arachidonové
kyseliny je velka torzni pohyblivost umoznéna skutecnosti,
ze cis dvojné vazby jsou oddé€leny jednou methylenovou
skupinou, coz dava témto fetézcim vétsi flexibilitu ve
srovnani s jinymi nenasycenymi acylovymi fetézci®. Ara-
chidonova kyselina se proto mize vyskytovat v mnoha
konformacich, z nichz ¢tyfi se vyskytuji nejcastéji: i) pro-
tazena, ii) U-tvar, iii) J-tvar a iv) spirdlova. Ve vod¢é mini-
malizuje arachidonova kyselina expozici svych hydrofob-
nich &asti tim, Ze tvoii kompaktngjsi U-tvar*. Podobné jako
arachidonové kyselina, i anandamid se ve vodném prostiedi
vyskytuje vrfadé ruznych konformaci, pficemz pievazuji
smisené konformace protazeného tvaru a U-tvaru. Rovnéz
pro 2-AG ve vodném prostiedi prevazuji struktury typu U-
tvar. V nepolarnim prostiedi se vyskytuje protazeny tvar
i U-tvar. ProtaZzeny tvar a slozeny tvar (U-tvar) molekul
anandamidu, 2-AG nebo arachidondtu jsou schematicky
znazornény na obr. 3, 4, 5.

Bylo potvrzeno, Ze pro vysokou afinitu vazby ananda-
midu k CB, receptoru je nezbytna piitomnost karbonylové
skupiny v hlavitkové skupiné anandamidu®’, oproti tomu
hydroxylova skupina neni pro receptorovou interakci vy-
znamna. Vysokoafinni vazba déle vyZaduje vysokou flexi-
bilitu acylového fetézce anandamidu, nebot' pouze jeho
analogy s tfemi a vice dvojnymi vazbami vykazuji vyso-
kou afinitu k CB,. Predpokladé se, ze pro interakci anan-
damidu s CB; receptorem je potiebna jeho slozena
(zahnutd) konformace. Tuto hypotézu podporuje i porov-
nani moznych tvarti molekuly anandamidu s tvarem mole-
kuly A’-tetrahydrokanabinolu (A’-THC), kdy k dobrym
prekryvim molekulovych objemt dochéazi pro slozené
konformace anandamidu (pfedevsim U-tvar)**. Lze tak
vysvétlit skutecnost, ze molekuly tak odlisné jako jsou
endogenni kanabinoidy a A’~THC, aktivuji stejné recep-
tory. Podobné jako u anandamidu, rovnéz ve struktuie
A’-THC bylo identifikovano vice skupin ovliviiujicich
aktivaci kanabinoidnich receptort, predevsim fenolicky
hydroxyl, bo&ni fetézec a methylové skupiny®. Nezbytnou
soucasti kanabinoidniho farmakoforu je také dostatecna
délka saturovaného zbytku acylového fetézce. Dosavadni
vysledky také ukazuji, ze CB, receptor, FAAH a ananda-
midovy pfenase¢ maji pon€kud odlisné pozadavky pro
vysokoafinni vazbu.

Predpoklada se, Ze i) n€ktera onemocnéni mohou byt
podminéna nedostate¢nou funkci endokanabinoidniho
systému®, ii) kanabinoidy mohou vykazovat terapeutické
ucinky v lécbé nekterych nemoci. Vztah struktury a funkce
kanabinoidt a dalSich molekul ovliviwjicich kanabinoidni
systém v mozku je proto intenzivné studovan s cilem na-
1ézt 1éCiva, ktera by méla terapeutické ucinky pripisované
fytokanabinoidiim®”', aniz by vykazovala soutasné nega-
tivni G¢inky na kognitivni funkce uzivatele. Krom¢ agonis-
ti a antagonisti CB, receptori se jedna pfedevsim o inhi-
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bitory membranového anandamidového pienaseCe nebo
inhibitory enzymi katabolizujicich kanabinoidy.

7. Zavéry

Hlavni u¢inky kanabinoidii na centralni nervovy sys-
tém jsou zprostitedkovany kanabinoidnimi receptory CB,;.
Endogennimi agonisty téchto receptortt v mozku jsou pre-
dev§im anandamid a 2-AG, které inhibuji uvoliovani riz-
nych neurotransmiterd  z presynaptickych zakonceni.
Vzhledem k lipofilnim vlastnostem kanabinoidii dochézi
k jejich akumulaci v lipidové ¢asti bunéénych membran
a k moznosti obsazovat vazebnd mista lokalizovand na
hydrofobnich ¢astech integralnich proteinti. Je tak umoz-
néno i nespecifické ovliviiovani funkce nereceptorovych
membranovych proteintl, které se viak na pfenosu signalu
podileji. Ovlivnéna miize byt rovnéz funkce lipidové ¢asti
bunéénych membran a uloha esencidlnich mastnych kyse-
lin. Spektrum moznych zmén v kanabinoidnim systému po
dlouhodobém uZzivani kanabinoidli je tedy velmi Siroké
a dosud malo znamé; jejich pochopeni souvisi s pokroky
v poznani normélnich bunéénych funkei, pfedev§im v ob-
lasti i¢inkt endogennich kanabinoida.

Hlavni endogenni kanabinoidy jsou odvozeny od ara-
chidonové kyseliny, ktera je jednou z nejvyznamnéjsich ne-
nasycenych mastnych kyselin v mozku. Variabilita tvaru
arachidonatu a tedy i acylového fetézce anandamidu ¢i 2-AG
je nezbytna pro aktivaci kanabinoidniho receptoru
a umoziuje pfijmout molekulam endogennich kanabinoi-
dt podobny tvar, jako maji mnohem rigidnéjsi tetrahyd-
rokanabinoly. Lze tak vysvétlit skutecnost, Ze endokana-
binoidy a A’-THC aktivuji stejné receptory. Poznani vzta-
hu struktury a funkce kanabinoidii miize pomoci pfti hleda-
ni latek pusobicich terapeuticky u fady onemocnéni, vcet-
né¢ poruch vyvolanych klinickou nedostatecnosti endoka-
nabinoidniho systému.

Tato préce vznikla s podporou grantu 1GA MZ CR
¢ NR8408-3/2005.
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Z. Fisar (1" Faculty of Medicine, Charles Univer-

sity, Prague): Endocannabinoids

The mechanisms of action, biosynthesis, inactivation

and structure — activity relationships of endocannabinoids
are reviewed. The discovery of endogenous cannabinoid
system was an important step in understanding the psycho-
tropic action of cannabis. The activation of cannabinoid
receptor CB; is responsible for psychotropic effects of
cannabinoids; however, some effects of these drugs may
be also mediated by nonreceptor mechanisms, e.g., due to
changes in the lipid part of biological membranes. The role
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of the lipid bilayer in the cannabinoid system activity is relationship of cannabinoids (plant, endogenous, synthetic)
indicated by the fact that membrane lipids are the source and other substances affecting the cannabinoid system is
and pantry of endocannabinoids and main endocannabi- intensively studied. The purpose of the studies is the dis-
noids are derived from arachidonic acid, which is an im- covery of drugs with therapeutic actions similar to canna-
portant part of membrane lipids. The structure — activity bis, but without its psychoactivity.
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1. Uvod

Arsen je toxicky polokov Siroce rozsifeny v prostredi
a organismech. Vyskytuje se v zemské kife, vyvielé hor-
niny obsahuji arsen v koncentraci 1,5 mg kg', usazeniny
az 13 mg kg™ (cit."). Pfirozené je arsen souéasti sulfidic-
kych mineralli: arsenopyrit (FeAsS), 16llingit (FeAs), real-
gar (As;S4) a auripigment (As,S;3). Za pfirozené pozadi
v podzemnich vodéach se povazuje koncentrace asi 5 pg 1™
(cit.>®). V pudé se arsen pfirozen& vyskytuje v koncentraci
0,009 az 1,5 mg kg a teprve nad koncentraci 1,5 mg kg™
byva ptida povazovéna za kontaminovanou arsenem>.

Arsen se muze do vody a pudy dostavat jak pfiroze-
nou cestou, tak antropogenni Cinnosti. Pfirozené cesty
zahrnuji zvétravani, biologickou aktivitu a vulkanickou
aktivitu. Primarni antropogenni vstup se odviji od spalova-
ni pevného odpadu, fosilnich paliv, uvolnéni z téZby a pfi
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zpracovani kovil a pfimym pouzitim fungicidd, insekticidi
a herbicidi obsahujici arsen. Zna¢né mnozstvi arsenu je
obsazeno ve vyluzich z elektrarenskych popilkd
a v nékterych dilnich vodach. Oxid arsenity se pouziva
také ve sklafském primyslu. Protoze arsen doprovazi fos-
for, je obsazen v odpadnich vodach z prani pradla’.

2. Arsen v rostliné

V biologickych vzorcich bylo identifikovano okolo
25 rliznych sloucenin arsenu, vétSinou v moiském ekosys-
tému. K methylaci arseni¢nanu v rostlindch dochézi pouze
v prostiedi s nedostateénym mnozstvim fosfatu®.
V nékolika malo ptipadech byl naméfen nizky obsah slou-
Cenin trimetylarsenoxidu a arsenobetainu.

Toxicita a pfijem arsenu je spojeny s jeho oxida¢nim
stavem a druhem slouceniny. Proto je pouhé zjisténi celko-
vého mnozstvi arsenu ve vzorku nedostate¢né pro odhad
rizikovosti pro prostfedi. Urceni druhu slouceniny arsenu
v rostliné mize poskytnout dtilezitou informaci, kterd mu-
ze napomoci pochopit mechanismus akumulace, transloka-
ce, transformace a detoxifikace. Bylo zjisténo, Ze velké
mnozstvi arsenu v moiskych organismech je ptitomno jako
soucast organickych slou€enin, napf. v arsenovych analo-
zich cukrii v fasach a v arsenobetainu a arsenocholinu
v rybach a korySich. Arsenobetain a arsenocholin jsou
povazovany za netoxické a arsenova analoga cukri za
prakticky neskodna™®. Malo je znamo o druhu sloucenin
arsenu v sladkovodnich a suchozemskych rostlinaich. Na
zakladé limitovaného mnozstvi informaci se zda, ze na
rozdil od mofskych organismi, ve sladkovodnich a sucho-
zemskych rostlinach je arsen pfitomen v anorganické for-
me’™’.

Bylo zjisténo, Ze v rostlin¢ Pteris vittata jsou
v naprosté pfevaze pritomny anorganické formy arsenu’.
Toto zjisténi v8ak nepopird moznost pfitomnosti néjakych
komplexti arsen-biomolekula, které by se pti extrakci roz-
lozily. Komplexace je pro udrzeni tak vysoké koncentrace
kontaminantu nutna. Napf. v nékterych rostlindich byly
indikovany pfi péstovani v prostiedi arsenu fytochelatiny,
coz jsou peptidy s obecnou strukturou (y-GluCys),-Gly,
kde n = 2—11 (cit.'"" ™). Fytochelatiny jsou syntetizovany
z glutathionu za pfitomnosti enzymu fytochelatinsynthasy.
Detoxifikace arsenu indukovanymi fytochelatiny byla
potvrzena riznymi technikami'? , aviak mnoho experi-
mentalnich tyml ztroskotalo na pokusu dokazat tvorbu
komplexu arsen-fytochelatin, takze role fytochelatini pfti
akumulaci a detoxifikaci je stile nejasna''. Stejné tak je
nejasna role organickych kyselin a aminokyselin®.

Dutkaz funkce fytochelatini pii detoxifikaci arsenu
byl proveden modifikaci rostliny A. thaliana. Mutant
cad1-3 neprodukoval fytochelatiny a byl citlivéjsi k arse-
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ni¢nanu nez pavodni rostlina. Dale byla demonstrovana
pfimé4 souvislost fytochelatind s rezistenci H. lanatus
k arseni¢nanu, protoze rezistentni fenotyp produkoval vetsi
mnozstvi fytochelatini a jeho rezistence se ztratila v pii-
tomnosti inhibitoru glutamylcysteinsynthasy, enzymu syn-
tézy glutathionu. Piima identifikace komplexu je proble-
maticka. Pokud jsou fytochelatiny extrahovany médiem pfi
pH > 7, mohou komplexy disociovat na volny fytochelatin
a arseni¢nan (redukci fytochelatinii a oxidaci arsenitanu).
Pokud je tedy v extraktu z rostliny detegovan arseni¢nan,
miiZe pochdzet z komplexu arsenitan-fytochelatin'.

V Pteris vittata bylo v listech zjiSténo nejvice troj-
mocného arsenu. Rostlina pfijima arsen primarné
v pétimocné formé a rostliny nasledné konverguji pétimoc-
ny arsen na arsen trojmocny. Suchozemské rostliny obecné
nemaji systém schopny methylace arsenu jako tieba fasy,
coz muze byt divod, pro¢ se arsen v suchozemskych rost-
linach vyskytuje pfevazné v anorganické formé. Zd4 se, ze
redukce arsenu je v rostliné soucasti detoxifika¢niho pro-
cesu, piestoZe se trojmocny arsen ukazuje jako toxictjsi®.

3. Pfijem arsenu rostlinou

Neexistuje dikaz, ze by arsen byl pro rostliny esenci-
alnim prvkem, pfestoze v nizkych koncentracich stimuluje
rust rostliny. Z hydroponickych experimentti, ve kterych
byl testovan piijem arsenu rostlinou, je znamo, ze chemic-
k4 forma je dualezitéjSi nez celkové mnozstvi arsenu
v roztoku. Z hydroponickych experiment na dvou kulti-
varech ryze bylo zjisténo, Ze piistupnost arsenu pro rostli-
nu zaleZela na jeho formé v poradi DMAY < As¥ < MMAY
< As™ (cit.'®). Jini autofi ziskali potadi DMAY < MMA" <
AsY <As™ pii experimentu na dvou typickych mokiadnich
druzich (Spartina alterniflora a Holcus lanatus)'. Oba
experimenty se shoduji v tom, Ze anorganické formy
a MMA" (monomethylarsonova kyselina) byly nejvice
akumulovany v kofenech. Naopak DMAY (dimethyl-
arsinova kyselina) byla transportovana do nadzemni ¢asti,
coz vedlo k poméru koncentraci As v nadzemni/kofenové
Casti  rostliny vétSi nez jedna. V  experimentu
v kultivaénich nadobach s fedkvi¢kou péstovanou v pudeé
s As™, As¥ a DMA" doslo k oxidaci As™ na As". Vodny
vyluh ukazal, z¢ DMA" byla mnohem mén& adsorbovana
nez As" (cit.'®). V pidé jsou obvykle ptitomny vedle anor-
ganickych forem, pouze mono- nebo dimethylované kysli-
katé slouceniny arsenu. Pida v ryzovych polich obsahuje
vétSinou vyssi zastoupeni extrahovatelnych mono/di me-
thylovanych kyslikatych sloucenin arsenu. Nabizi se vy-
svétleni, Ze methylované slouceniny arsenu vznikaji
v redukénich podminkéach®.

Tolerance k arsenu zaleZi na druhu rostliny a miZe
vyplyvat ze dvou strategii: nepfijeti arsenu (excluder) nebo
akumulace arsenu (akumulator). Strategie nepfijeti arsenu
zahrnuje zabranéni piijmu arsenu nebo omezeni transportu
arsenu do nadzemnich ¢asti rostliny. Tuto strategii uplat-
nuje napt. Typha latifolia hojné rostouci na pidé kontami-
nované arsenem. Akumulacni strategie predpoklada silnou
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akumulaci arsenu v rostliné. Toto je strategie nékolika
suchozemskych rostlin rostoucich na haldach po t&zb&
nerostl, které obsahujici hodné arsenu, napt. Agrostis te-
nuis. PrestoZe je rostlina schopna akumulovat velké mnoz-
stvi arsenu, na to aby mohla byt oznacena
za hyperakumulator, je nutné splnit je§t€ druhou podmin-
ku. Biokoncentracni faktor musi byt vétsi nez 1, tedy kon-
centrace kovu v rostliné musi byt vétsi nez koncentrace
kovu v pads®’.

Rostliny akumulujici arsen ho mohou ulozit
v kofenech nebo ho premistit do nadzemni &asti®. Zda se,
ze dvoude€lozné rostliny pfemist'uji do nadzemni casti vice
arsenu neZ jednodélozné rostliny’. Rozdilnost v mists ulo-
zeni arsenu naznaCuje rozdilné mechanismy uchovani
i transportu arsenu v rostlinich. Arsen akumulujici se
v bunkach kofenu tak, jak to mizeme napf. pozorovat
v kofenovém systému rajéat’™!, miize byt sou¢asti strate-
gie nepfijeti arsenu. Pokud je velkd koncentrace arsenu
v nadzemni ¢asti, ale ne v kofenech, miize byt prave trans-
port kofeny-nadzemni ¢ast dalezity pro toleranci, tak je
tomu napf. u Pteris vittata®. U této rostliny byla nalezena
ve starSich listech vétsi koncentrace arsenu nez v mladsich,
coz lze vysvétlit tak, Ze xylém, kterym je arsen transporto-
van, vede pravé pres starsi listy po celou dobu vegetace.
Transport arsenu z kofenfl do starnoucich listli byl pova-
zovan za detoxifikacni proces, protoze rostlina se muze
arsenu zbavit opadem listl. To, Ze bylo u volné rostouci
Pteris vittata nalezeno vice arsenu v zivych listech nez
v mrtvych, se pfipisuje vymyti arsenu z mrtvych listi vo-
dou nebo pienosu arsenu spole¢né s zivinami pied opadnu-
tim listll do zivych listd.

Prvnimi objevenymi hyperakumulatory arsenu jsou
P. vittata a P. calomelanos. Ob¢ kapradiny produkuji vel-
ka mnozstvi biomasy, takze jsou vhodnymi kandidaty pro
ucely fytoextrakce. Produkce biomasy P. vittata se dokon-
ce po aplikaci As zvysila. Koeficient biologické absorpce
je definovany jako pomér koncentrace prvku v nadzemni
Casti rostliny a koncentrace prvku v pud¢€. Faktor akumula-
ce je definovany jako pomér koncentrace prvku
v nadzemni ¢asti rostliny a koncentrace prvku v kofenech.
Tolerantni rostliny maji tendenci omezit pfenos pida-
rostlina a kofen-nadzemni ¢ast, hyperakumulatory aktivné
arsen piijimaji a transportuji do nadzemnich ¢ésti. Pro
extrakci nejsou vhodné rostliny s akumula¢nim faktorem
a céastecné 1 koeficientem biologické absorpce mensim
jedné. Podle konceptu ,,akumulator-excluder** by se rost-
liny tolerantni k arsenu mély pii akumulacnim faktoru
<< 1 tadit k excluderdm i pfes zvysenou koncentraci kon-
taminantu v nadzemni ¢asti.

Hyperakumulace arsenu bude ziejmé vlastnosti neza-
vislou na vné&jSich podminkach, nez ziskanou pfizptisobe-
nim se prostfedi, protoze i populace z nekontaminovanych
mist jsou schopny hyperakumulovat arsen. O procesech
indukovanych kofeny v rhizosféfe se predpoklada, Zze
usnadiuji pfijem arsenu hyperakumulatorem.

Odlisné genotypy rostlin, rezistentni vaci arsenu,
pokud se tyka piijmu a metabolismu, umoznuji nalézt ze-
mé&délské kultivary vhodnéjsi pro piidy kontaminované
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arsenem. Predev§im jde o kultivary akumulujici méné
arsenu nebo neukladajici arsen do semen ¢&i plodi'”. Re-
zistence k arsenu je pod kontrolou jediného genu®. Je to
ojedinély jev v rezistenci ke koviim mezi rostlinami. Mini-
malné H. lanatus vykazuje polymorfismus — v jedné po-
pulaci jsou pfitomny rostliny rezistentni i nerezistentni
v takové frekvenci, ze tento jev nelze vysvétlit pouze mu-
taci — ve vSech dosud zkoumanych populacich z nekonta-
minovanych mist**. Polymorfismus lze vysvétlit tak, Ze
cena rezistence je nizkd, nebo Ze nerezistence pisobi jako
vyhoda. Rostliny rezistentni k arsenu se od nerezistentnich
fenotypové 1isi v reprodukénim chovani. Rezistentni rostli-
ny kvetou dfive a investuji vice do reproduktivni biomasy.
Maji také vétsi obsah fosforu v nadzemni €asti rostliny,
prestoze jejich piijem fosfatu je potlacen. Piedpoklada se,
ze potlaceny pifijem je odezvou na vysoky obsah fosforu
v nadzemni ¢asti. Nabizi se tedy vysvétleni, ze H. lanatus
se vyskytuje jak na ptadach, které jsou bohaté na fosfor, tak
na pudach na fosfor chudych, protoze tyto dva fenotypy
dohromady umoziuji rostliné kolonizovat mnohem Sirsi
spektrum nik®.

Studie toxicity arsenu ukazaly, ze rostliny nerezistent-
ni k arsenu trpi po vystaveni arsenu stresem. Symptomem
byl snizeny rist kofent vedouci az k tthynu rostliny™ 2,
Existuje dukaz, ze plsobeni anorganického arsenu vede
k produkci ROS (reactive oxygen species)”. To se d&je
pravdépodobné konverzi AsY na As™, procesem, ktery
snadno probiha v rostlinach a vede k syntéze enzymatic-
kych antioxidantli, jako je peroxid dismutasa, katalasa
a glutathion-S-transferasa a neenzymatickych antioxidantu,
napf. glutathion a askorbét. Spolu s roli glutathionu jako
antioxidantu je glutathion také prekurzorem fytochelatinti.
Syntéza fytochelatini tak muize zpuisobit vycerpani zasob
glutathionu a zredukovat tak mnozstvi antioxidantu pro
zhéaseni ROS.

4. Hyperakumulatory arsenu

Tento termin poprvé pouzil Brooks® pro rostliny,
které akumuluji vice nez 1000 mg kovu na kilogram susi-
ny. Existuji dali definice hyperakumulatoru®’. Bylo po-
psano nékolik hyperakumulujich rostlin pro arsen, které
byly nalezeny na téZebnich haldach ve Velké Britanii,
odpadech z huti v severovychodnim Portugalsku, vedle
dolu na méd’ v severnim Peru, na misté¢ kontaminovaném
smési soli As, Cu a Cr na Florid¢ a v jiznim Thajsku na
odpadech po t&7bé cinu’?.

Nekteré rostliny z rodu Agrostis jsou schopny akumu-
lovat a tolerovat velké koncentrace As: aZ 6640 mg kg™’
ve starych listech A. canina a A. tenuis, 1350 mg kg™
v Agrostis stolonifera, 1900 mg kg™'v Agrostis castellana
a 1800 mg kg ™' v Agrostis delicatula®®. Pseudosuga taxifolia,
Pityrogramma calomelanos a Pteris vittata jsou schopny na
mineralizované nebo kontaminované pidé akumulovat As
v koncentracich dosahujicich 8200, 8350 resp. 7526 mg kg™
susiny®. Jasione montana, Calluna vulgaris a Paspalum ra-
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cemosum akumulovaly ze silné kontaminované pidy 6640,
4130 resp. 5280 mg As na 1 kg susiny”>>*.

Jeste lepsich vysledkid v akumulaci arsenu dosahuji fasy
Ceratophyllum demersum, Lagarosiphon major a Egeria
densa. Tyto druhy se vyskytuji v fi¢nich vodach, kde kon-
centrace arsenu dosahuje 0,03-0,08 mg kg™ jako dtsledek
geotermalni aktivity. Jsou schopny akumulovat 500—1500
mg As na 1 kgsuSiny, coz predstavuje bioakumulac¢ni faktor
10 000 a vice” ™. Taktéz moiské fasy obvykle obsahuji
10 000krat vétsi koncentraci arsenu nez jaka je v jejich pro-
stiedi®®.

4.1. Pteris vittata

Kapradina Pteris vittata, hyperakumulator arsenu,
byla objevena v centralni ¢asti Floridy. Tato kapradina je
mezofyticka a je péstovana a zdomacnéla na mnoha mis-
tech s mirnym podnebim (ve Spojenych Statech roste
v jizni a jihovychodni Kalifornii). Je pfizptisobiva a mra-
zuvzdornd a preferuje sluneéné a zasadité prostiedi. Ma
zna&ny narist biomasy a je to vytrvala rostlina™.

Tato kapradina toleruje koncentraci arsenu v pud¢ az
do 1500 mg kg™', coZ piedstavuje biokoncentraéni faktor
193. Koncentrace arsenu v rostliné mize dosdhnout az
2,3 % suché vahy’. Na distribuci arsenu v Pteris vittata je
zajimavé, Ze nejniz§i obsah arsenu byl naméfen
v kofenech, nejvyssi v listech kapradiny, pficemz vice
arsenu bylo v listech star§ich nez mladsich. Odhadem vice
nez 95 % pfijatého arsenu bylo ulozeno v nadzemni ¢asti
rostliny®. Kapradina byla schopna akumulovat As z pud
obsahujici rizné koncentrace As, a dokonce i z pud, kde
byl As pfitomen v riznych slouc¢eninach. Ackoli jsou slou-
Ceniny FeAsO, a AlAsO4 malo rozpustné, kapradina byla
schopna akumulovat v listech As z téchto sloucenin
v koncentraci 3—6 krat vétsi neZ jaka byla jeho koncentra-
ce v pid&®’. Narist biomasy kapradiny se po pfidani arse-
nu, ktery rostlina aktivné akumulovala, ZV)'Iéil40.

4.2. Pityrogramma calomelanos

Tato kapradina je dal$im hyperakumulatorem arsenu.
Roste na pudé kontaminované arsenem v distriktu Ron
Phibun v jiznim Thajsku. Jde o jedlou rostlinu. Na pudé
kontaminované arsenem prosperuje 1épe nez Pteris vittata.
Arsen akumuluje prevazné v listech (az 8350 mg As na
1 kg suSiny), mezi jednotlivymi kategoriemi listd (staré,
mladé, beze spor) nebyl pozorovan vyznamny rozdil, pou-
ze v jediném vzorku odumirajici list obsahoval vyznamné
méné (10x) arsenu nez zdravé listy té samé rostliny™. Na
rostliné Agrostis tenuis byl pozorovan vzrustajici obsah
arsenu se staiim listl, a proto se soudilo, Ze by to mohl byt
zpusob detoxifikace — odstranit arsen z rostliny pfes
odumirajici listy. U této kapradiny tento proces nebyl pro-
kazan. Spise se zda, ze kapradina si aktivné uchovava ar-
sen jeho pfemistovanim z odumirajicich listd. Arsen
v listech byl snadno extrahovatelny vodou (86-93 %)
a vyskytoval se pievazné jako arsenitan (60—72 %), zbyly
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arsen byl pritomen jako arseni¢nan. Methylarsonat a dime-
tylarsinat byl detegovan jako stopova slozka pouze ve
dvou vzorcich. Vyssi obsah arseni¢nanu v odumirajicich
listech (98 %) podporuje teorii, Ze rostliny se brani preru-
Seni oxidativni fosforylace tim, Zze arseni¢nan redukuji
a ukladaji v listech jako arsenitan. Arseni¢nan muze byt
v odumirajicich listech oxidovan na termodynamicky sta-
leji arseniénan kvili ztratd enzymové aktivity*’.

Jednim z pozadavk na rostlinu vhodnou k remediaci je
velky nartist biomasy a schopnost akumulovat kontaminant.
Z tohoto pohledu je tato kapradina pro remediaci velmi
vhodna. Pfi predpoklidané hustoté ptdy okolo 2 g cm™,
obsahu As 500 mg kg™, akumulaci As 5000 mg kg™ susiny,
kofenovém systému hlubokém 25 cm, hmotnosti suchych
listd rostliny okolo 25 g a 16 rostlinach na m” se odhad re-
mediac¢niho potencialu pohybuje okolo 2 % odstranéného
arsenu z pady roéns™.

5. Interakce As-P

Podobné jako karboxylové kyseliny uvoliiované kote-
ny rostlin mohou i jiné organické a anorganické aniony
soutézit s arsenem o sorpéni mista. Fosfatovy iont ma vy-
sadni postaveni v interakci anion-As vzhledem
k podobnosti s arsenem. Dokonce se predpoklada, ze As®
je ptijiman pies fosfatovy systém a miize nasledné intera-
govat s fosfatovou vyzivou. I pfes mnoho studii tykajicich
se interakci As-P nebyly vysledky dosud systematicky
vyhodnoceny a zatim nebyly aplikovany na rhizosféru.
Obecné je nutno rozlisit hydroponické experimenty, expe-
rimenty v kultivacnich nadobach a polni experimenty.
Hydroponické experimenty nadhodnocuji vyznam kinetiky
pfijmu a takové procesy ve vztahu rostlina-ptda, jako je
tok vody do rostliny, tok zivin/polutanti ke kotentim, difu-
ze, adsorpce/desorpce a vymeéna iontll nejsou viibec uvazo-
vany. Pridavek fosforu do roztoku snizi pfijem arsenu
a nasledné tedy zmirnuje projevy fytotoxicity.

Experimenty s hydroponickymi kulturami prokazaly,
ze tolerantni populace Agrostis capillaris a H. lanatus
prijima méné arsenu nez netolerantni populace. Bylo po-
tvrzeno, Ze piijem As’ v hydroponickém roztoku tolerant-
ni populaci H. lanatus byl umoznén potlacenim vysoce
afinitnitho systému pfijmu fosforu. To nasledné vedlo
k niz§imu pfijmu a akumulaci arsenu v tolerantnich popu-
lacich. Podobny mechanismus tolerance k As" byl pozoro-
van pro arsen-tolerantni populaci Deschampsia cespitosa
a v menSim rozsahu u 4. cappilaris. Posledni experimenty
ukazuji, Ze tolerance H. lanatus k As" vyzaduje jak potla-
¢eni vysoce afinitniho systému pfijmu fosfatu, tak produk-
ci fytochelatini'’.

Vysledky z hydroponickych experimenti ukazuji, ze
populace, které maji potlacen vysoce afinitni systém
pfijmu fosforu/arsenu, jsou méné Uspésné v piijmu fosforu
a tim i v produkci biomasy. Byl porovnavan piijem fosforu
u tolerantnich a netolerantnich populaci H. lanatus
v hydroponickém roztoku a v kultivacnich nadobach se
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sterilnim kompostem. Pfi nizkych koncentracich fosforu
(0,5 a 5 pM) tolerantni klony obsahovaly méné fosforu
a produkovaly méné biomasy nadzemni ¢ésti rostliny, zato
vice biomasy kofenill. Tyto rozdily nebyly nalezeny pfi
vysoké koncentraci fosforu v roztoku (50 uM). Tolerantni
rostliny v kultiva¢nich naddobach mély mensi nartst, zato
obsahovaly vyssi koncentraci fosforu. Jak bylo diskutova-
no autory tohoto experimentu, v hydroponickém uspotada-
ni byva dilezitost kinetiky pfijmu pfeceiiovana. Hlavnim
limitujicim faktorem se zdd byt spiSe piijem fosforu nez
jeho difuze, morfologie kofenti & parametry pudy'’. Pfi
experimentu provedeném s rostlinou Silene vulgaris bylo
potvrzeno, Ze arsen je pro rostlinu toxi¢téjsi pti nizsi kon-
centraci fosfatu v prostredi®.

Shrnuti laboratornich, polnich experimentd a experi-
ment v kultivacnich nddobéach vede k riznym zavértim.
V laboratornich podminkach ptidani fosforu zvysuje uvol-
novani As, zvySuje extrahovatelnost As a redukuje sorpci
AsY a As™ v pud&™. Prijem As se zvysil po aplikaci fosfo-
ru v experimentech provadénych v kultivacnich nadobach
ve skleniku a nebo v polnich podminkach. Na rozdil od
rostlin kultivovanych v hydroponickych roztocich, u rost-
lin rostoucich v pudnim substratu pfitomnost fosforu zpu-
sobuje soupefeni As-P o sorpéni mista vedouci k vétsi
pfistupnosti As a tim i vétSi koncentraci As v rostlinach.
Studie vztahu As-P v rhizosféfe ukazala, ze pfitomnost
fosforu zvysila koncentraci As v nadzemni ¢ésti a kote-
nech u tolerantnich i netolerantnich klont Holcus lana-
tus®®*™H. Akumulace As v kukufici byla srovnavana
u rostlin péstovanych na uméle kontaminovanych padach
(20 a 80 mg kg"). VEtsi obsah arsenu byl nalezen v rostli-
nach péstovanych na pisCitych pudach nez na sprasich.
Zvyseni hladiny fosforu mélo maly efekt na pfijem As
rostlinami na sprasich, zatimco zvysilo pfijem rostlin na
piscité pade, kterd obsahovala arsen v koncentraci
80 mg kg™ (cit.").

U hyperakumulatorti je velmi nepravdépodobné, ze
by pfidani fosforu mohlo mit vliv na projevy fytotoxicity.
P. vittata je schopna akumulovat az 22 630 mg As na 1 kg
su§iny z pady kontaminované 1500 mg As na 1 kg (cit.*").
Pfidani fosforu miiZze za prvé vyrazn€ podpofit riist rostli-
ny (nebot’ fosfor je vyznamny makronutrient) a za druhé
mobilizovat vymeénitelny As, coz mize vést ke zvyseni
jeho pfijmu rostlinou.

VétSina studii na interakce As-P byla provedena na
uméle kontaminovanych pudach. Predpoklada se, ze vy-
znamné odlisnd bude koncentrace nestabilntho As a P
v pudach, které postupné prijimaly As béhem dlouhé doby
skrze antropogenni procesy. Bylo dokdzéno, Ze As se
rychle v pidé méni na nepfistupny, coz vede ke snizené
toxicit'’.

Velka ¢ast z celkového fosforu mize byt v pude pii-
tomna jako fytaty, stejn¢ tak az 70 % rozpusténého P
v pudnim roztoku je ptitomno v organické formé. Ocekava
se, ze kyselina fytova souperi, vzhledem k jeji anionické
form¢, s arsenem o sorpCni mista. Interakce mezi As
a organickym P dosud studovany nebyly'”.
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6. Kofenové exudaty

Bylo publikovano, ze rostliny s nedostatkem fosforu
vykazovaly zvySenou exudaci karboxylovych kyselin,
napf. citronové a jablecné kyseliny. Tato zména se inter-
pretuje jako cilené zvySeni pH, proto aby se fosfor uvolnil
ze sorpCnich mist, chelatace kationtti kovi, které mohou
fosfor imobilizovat a vytvofeni rozpustnych komplexi
kov-chelat s fosforem. Celkové jde o zvySeni pfistupnosti
fosforu. Svazky kofenil rostlinnych druhdi s nedostatkem
fosforu jako tfeba Lupinus albus a nebo rostliny Celedi
Protaceae vymésuji predevsSim silné organické kyseliny
a fenolické latky. Arsen a fosfor nalezi do stejné chemické
skupiny a maji srovnatelné disociacni konstanty svych
kyselin a rozpustnost jejich soli, coz vede k podobnému
geochemickému chovani arsenu a fosforu v pudé. Z toho
lze predpokladat, Ze vyméSovani karboxylovych kyselin
muize hrat roli také v mobilizaci arsenu v rhizosféfe a tim
i zvySovéni jeho pifjmu rostlinou'’.

Vymeésovani latek mize probihat také za Gcelem zis-
kani jinych prvkil: Lze rozliSit dv& zakladni strategie pro
ziskani zeleza vy$simi rostlinami.

Strategii ¢. I pouZivaji jednodélozné rostliny
s vyjimkou celedi Graminaceae (travy) a dvoudélozné
rostliny. Zahrnuje tfi procesy: i) ZvySené uvolilovani vodi-
kovych iontt, if) produkci plasmatické membranové vaza-
né reduktasy v pfitomnosti substratu a iii) zvySené uvolio-
vani reduk¢nich a chelatac¢nich latek.

Strategie €. Il vyuzivana travami je charakteristicka
uvolnénim phytosiderophori a vysoce afinitnim systémem
pro piijem Zeleza. Oxidy/hydroxidy Zeleza dominuji
v sorpei arsenu v puds. Laboratorni studie adsorpce As™
a As" na povrchu oxidi Zeleza indikuji, ze obé formy jsou
vazané jako jednovazné nebo dvouvazné ligandy povrcho-
vych komplexii. Vylouceni protont a/nebo vylouceni re-
dukénich a chelatacnich Cinidel strategii ¢. I mohou rostli-
ny také zpusobit uvolnéni arsenu z oxidi/hydroxidu zele-
za, a tim zpfistupnit arsen pro rostliny"”.

V podstaté nic neni zndmo o nutri¢nich aspektech zele-
za a pribuznych aspektech procesti rhizosféry kapradin. Ne-
vyuzivaji ani jedné z vySe popsanych strategii, prestoze kap-
radiny jako hyperakumulator arsenu P. vittata a P. calome-
lanos Zelezo jisté ziskavaji. Je znamo, ze vymésky korentl
(kyselina $tavelova a citronova) kalcifilnich rostlin efektiv-
né& uvoliji fosfor a Zelezo z vapence™**. Také byla zjisténa
vyznamnd korelace mezi arsenem a Zelezem v mnoha
k arsenu tolerantnich rostlinach na riznych mistech tézby ve
Velké Briténii. Nebyla nalezena Zadné korelace mezi arse-
nem a jingmi prvky (Pb, Cu, Zn), ani pro fosfor*.

Celkovée lze fici, Ze ptijem fosforu, Zeleza a arsenu
u hyperakumulatorti arsenu miize byt na sob¢ zavisly. Re-
duktivni rozpu§téni minerali Fe"' vede nevyhnutelné
k uvolnéni vazby Zeleza a arsenu, stejn¢ tak exudaty kote-
nil zvySujici mobilizaci fosforu maji také tendenci desor-
bovat arsen. Vedle rhizosfernich procesti ma hyperakumu-
lator arsenu vétSinou zvlaStni mechanismus pi{jmu arsenu.
Potlaceni vysoce afinitniho systému fosfatového piijmu
prispiva k adaptivni toleranci rostlin k arsenu.
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7. Mykorhiza

Mpykorhiza je nejrozsifenéjs$im mutualistickym symbi-
otickym spojenim mezi mikroorganismy a vyS$Simi rostli-
nami a mize mit velky vyznam pro mineralni vyZzivu hos-
titelské rostliny. Vedle téchto dobie znadmych prospé$nych
efektll na vyzivu rostlin mize mit mykorhizalni spojeni
pro hostitelskou rostlinu rostouci na kontaminované ptidé
jesté dalsi funkce. Mykorhizalni houby mohou zmirnit
toxicitu kovu, protoze ptedstavuji bariéru pro pfijem kovu.
V nedavné dobé byla srovnana kratkodoba kinetika ptijmu
mykorhizalni houby Hymenoscyphus ericae z dolu konta-
minovaného As/Cu (As-rezistentni populace) a z nekon-
taminované¢ho viesovis§té (As nerezistentni populace) pfi
kultivaci v roztoku. Kinetika pifjmu As" a As™ a fosfatu
se neliSila pro rezistentni a nerezistentni populace. Piijem
arsenu houbou je pasivni'”. Houby z dolu vylutovaly
0 90 % vice As ve formé As"'. Dvaceti¢tyt hodinovy pfi-
jem As" hydroponicky péstovaného mykorhizniho a nemy-
korhizniho hostitele C. vulgaris se nelisil od dilnich rost-
lin. Na druhou stranu, naoCkovany viesoviStni C. vulgaris
akumuloval o 100 % vice As nez nenaockovani jedinci.
Autoti pfedpokladaji, ze dilni houby hraji roli filtru arsenu
a udrzuji tak nizkou koncentraci arsenu v rostlingé. My-
korhizni houby tak mohou byt dilezité pro revegetaci/
fytostabilizaci pudy znecisténé arsenem.

Vétsina kapradin vykazuje mykorhizu. Role mykorhi-
zy u hyperakumulatord arsenu dosud neni znama. VétSina
dobfe prostudovanych hyperakumulatorti riznych kovi
patii k Celedi Brassicaceae, které obecné netvoii my-
korhizni spojeni. Ze souCasnych informaci muzeme shr-
nout, Ze ve veét§ing pripadi mykorhizni houby maji tenden-
ci omezit pfenos polutantu k rostliné a zaroveinl zlepSovat
rostlinnou vyzivu. Dal§i vyzkum by se mél zaméfit na
mykorhizalni hyperakumulatory.

8. Model chovani As v systému
puda-rhizosféra-rostlina

Podle dostupné literatury a teoretickych tvah byl
navrzen konceptudlni model chovani arsenu v systému
puda-rhizosféra-rostlina zahrnujici pfijem arsenu, chemic-
kou speciaci v piidnim roztoku a interakci s plidni pevnou
fazi a rostlinnou vyzivu zelezem a fosforem (obr. 1). Indi-
vidualni procesy znazornéné v modelu jako proudy/
transformace (plna ¢ara) a vlivy/interakce (teckovana Cara)
jsou dobfe znamé, ale dosud nebyly pro popis arsenu
v systému piida-rhizosféra-rostlina aplikovany. Tento mo-
del zdtraznuje klicové procesy a jejich interakce a muze
byt ndpomocen v dalSim studiu chovani arsenu
v rhizosféfe suchozemskych rostlin.

Arsen je v pud¢€ asociovan s oxidy-hydroxidy Zeleza.
Hodnota pH v rhizosféfe se muze lisit od pH v okolni pudé
az o dve jednotky. Za aerobnich podminek je arsen piito-
men v padnim roztoku jako As' a desorbuje se ze sorpé-
nich mist za zvySeni pH. Uvolnéni arsenu a fosforu do
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pudni roztok rostlina
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Obr. 1. Model chovani As v systému piida-rhizosféra-rostlina'®

pudniho roztoku muze nastat rozpuSténim oxidu-
hydroxidi Zeleza jak pii zmenSeni redukéniho potencidlu
indukovaného rostlinou, tak pii drastickém poklesu pH
v rhizosféte. Redukce As' na As" vede k jeho zvysené
pristupnosti pro organismy a k toxicité pro rostliny. Pfijem
zeleza a arsenu mohou interagovat, protoZze mobiliza¢ni
procesy indukované kotfeny, majici za ucel zvysit rozpust-
nost zeleza z jeho oxidi/hydroxidi, nevyhnutelné vedou
k uvolnéni zelezem vazaného arsenu. Byly popsany dva
odli$né typy reakce kofend, jmenovité strategie I a II, jako
mechanismus pro ziskani Zeleza. PfedevSim uvolnéni re-
dukénich a chelatacnich sloucenin, mechanismi strategie
1, zvySuje ptistupnost arsenu pro organismy v rhizosfére.

Karboxylové kyseliny wuvolnéné rostlinami
s nedostatkem fosforu se podili na mobilizaci anorganické-
ho fosforu v rhizosféfe. Takové procesy také ovliviuji
pristupnost arsenu pro rostliny vzhledem k znamé podob-
nosti arseniénanu a fosfore¢nanu*®*’.

9. Zavér

Arsen se v zivotnim prostfedi vyskytuje v ovzdusi,
pudé i ve vodach. Slouceniny arsenu jsou siln¢ toxické
s vysokou kumulativni schopnosti v organismech. Rostliny
jsou casto prvnim zc¢lanka fetézce vedouciho az
k ¢loveku, a proto je nutno znat jak zpusob, jakym se arsen
dostava do rostlinnych pletiv, znat moznosti ovlivnéni jeho
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vstupu a také i moznosti pfipadného vyuziti tohoto jevu
pro metody fytoremediaci, které by mohly pomoci pro-
blém arsenu fesit levné a efektivne.

Tato prace byla podporovina projektem GA CR
526/04/0135 a projektem COST 859.10.
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Contamination of soil with arsenic is one of the major
causes of the presence of arsenic in drinking water. To
understand and manage the risk posed by soil arsenic it is
essential to know how arsenic is taken up by roots and
metabolized in plants. Some plant species exhibit pheno-
typic variation in response to arsenic species, which helps
to understand the toxicity of arsenic and the way in which
plants have evolved arsenic resistance. A number of plants
have been identified as hyperaccumulators in the phytoex-
traction of a variety of metals, and some have been used in
field applications. This paper reviews major processes that
can affect the fate of arsenic in the soil — rhizosphere —
plant system.
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1. Uvod

Kontinualne, stbezné a selektivne monitorovanie
obsahu etanolu v pritomnosti ostatnych zloZiek tvoriacich
fermentacné prostredie je velmi ziadice najméi
v priemyselnej oblasti. Zvy¢ajne vyuzivané metody zalo-
7ené na chromatografickom stanoveni'? st naroné nielen
na Cas analyz, ale aj na drahé technické vybavenie. V tejto
suvislosti sa hl'adaju lacnejsie alternativy. Jednou z nich sa
javi stanovovanie pomocou biosenzorov.

Biosenzory ako analytické detektory predstavuju pri-
kladné spojenie interdisciplindrnych poznatkov bioldgie,
biochémie, fyzikalnej a analytickej chémie. Spolocnou
¢rtou principu prace biosenzorov je interakcia biologické-
ho komponenta so stanovovanym substratom, ktord je
zdrojom impulzu spracovatelného prevodnikom na elek-
tronicky signal umerny koncentracii stanovovaného
analytu’. Vyhody tychto zariadeni su rychlost, $pecific-
kost' a mobilita stanovenia s minimalnou resp. ziadnou
predupravou analyzovanych vzoriek. Vcasnym zasahom
do bioprocesu na zaklade ziskanych informacii mozno vo
velkovyrobnej praxi predist’ znaénym ekonomickym stra-
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tam. Zhotovenie takéhoto senzora si vyzaduje selekciu
optimalneho biologického komponenta, ktory bude adek-
vatne komunikovat’ s vhodne zvolenym prevodnikom.
Doéraz sa pritom kladie na reprodukovatelnost’ procesu
pripravy biosenzorov.

2. Biologicka cast’

Biologickou zlozkou méze byt akykol'vek upravova-
ny, alebo povodny materidl biologickej povahy, ktory za-
hfna celé funk&né Casti biologickych Struktlr, ktoré preva-
dzaju svoju prirodzent funkciu. Esencialnou ¢ast'ou senzo-
rov je ich reak&nd vrstva. Vytvorenie tejto vrstvy si vyZa-
duje imobilizaciu rozliSovacich elementov, teda biomole-
kul nevyhnutnych pre detekciu analytu®. Pri vybere kl'io-
vého biologického systému vhodného pre monitorovanie
etanolu pripadaji do Gvahy cisté — purifikované enzymy,
z ktorych najpouzivanejsie st alkoholoxiddza (AOX)
a alkoholdehydrogenaza (ADH). Okrem cistych enzymov
boli tiez uspesne aplikované aj rdzne typy buniek,
z ktorych vykazuje vyborné vlastnosti hlavne Gluconobac-
ter oxydans.

2.1. Alkoholoxidéaza

Molekula AOX — EC 1.1.3.13 (zdroj Pichia pastoris)
je oktamér vel'kosti 675 kDa zloZeny z podjednotiek vel-
kych 80 kDa, pricom kazda subjednotka obsahuje jednu
molekulu kofaktora flavinadenindinukleotidu (FAD).
AOX katalyzuje oxidaciu primarnych alkoholov na alde-
hydy. Kosubstratom je kyslik, ktory plni funkciu akceptora
elektronov. Enzym pracuje v rozsahu pH 6,5-8,3; priCom
optimum je pri pH 7,5. Optimalna teplota je v okoli 37° C
(cit.?’). Porovnanie afinity AOX k roznym alkoholom je
prehl'adne uvedené v tabul’ke I.

Stanovenie etanolu s vyuzitim AOX je zaloZzené na
reakcii (7). Ked'ze H,0O, je inhibitorom oxidécie etanolu,
treba ho z prostredia odstrafiovat’, aby sa nehromadil. Na
detekciu enzymovej reakcie sa pouziva ampérometricky
prevodnik (kapitola 3.1.), pomocou ktorého sa sleduje
mnozstvo vzniknutého peroxidu. Ten sa priamo elektro-
chemicky oxiduje pri vysokom polarizacnom potenciali
(650 mV vs. SCE), ¢o znacne ovplyviuje selektivitu stano-
venia vzhl'adom na interferenciu s inymi redoxne aktivny-
mi latkami. Preto sa uplatiuje pridavok mediatorov elek-
tronového transportu (MET, kapitola 3.2), ktorych ucinok
prehl’adne opisal Gorton a spol.’.

AOX
CH3-CH2-OH + 02 —> CH3-CH=O + H202 (])

Nanjo a Guilbault v roku 1975 ako prvi imobilizovali
AOX na platinovu elektrodu a ampérometricky sledovali
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Tabulka I
Porovnanie afinity alkoholoxidézy (zdroj Pichia pastoris)
k roznym substratom’

Substrat Rychlost reakcie

v porovnani s metanolom® [%)]
Etanol 82
Propan-1-ol 43
Propan-2-ol 2
Butan-1-ol 20
2-Methylpropan-1-ol 1,2

* Rychlost’ reakcie s metanolom predstavuje 100 %

bytok spotrebovaného kyslika’. Odvtedy uz vyvoj pokro-
¢il natol’ko, ze dnes senzor na baze AOX + kyslikova elek-
troda je bezne komeréne dostupny a da sa objednat’ cez
internet za 700 USD (cit.?). Uspesne bola tieZ otestovana
priprava bienzymového senzora, v ktorom biologicku Cast’
tvori AOX + peroxidaza *''. Pri pouziti bienzymového
usporiadania v uhlikovej pastovej elektrode so stabilizato-
rom polyetyléniminom mozno polarizacny potencial znizit'
azna—50 mV vs. Ag/AgCl (cit.'?).

Najvicsou aplikacnou nevyhodou AOX je jej nizka
stabilita. Preto Gibson a spol. zvySovali Zivotnost’ senzo-
rov pomocou pridavku stabilizatorov laktitolu a DEAE-
dextranu'. Liu a Wang riesili problém tepelnej stability
AOX imobilizaciou enzymov do hydrofébnych polotuhych
matric'®. Iny spdsob prace s citlivymi enzymami predsta-
vuje zhotovenie mini-koloniek s obsahom vysokého mnoz-
stva enzymu (akysi rezervoar) a ich inkorporaciu do prie-
tokovych FIA systémov'>. Kvéli zvyseniu $pecificity on-
line sledovania komplexného fermentatného média sa
v takomto usporiadani zvykne tiez zaradit’ chromatografic-
ka predseparaéna kolonka'®. Mitsubayashi a spol. dokonca
pripravili senzor pracujici na baze AOX-elektrédy schop-
ny merat koncentraciu etanolu v plynnej faze, pricom
skonstruovali unikatnu plyn-kvapalinovi celu s vyuzitim
principu difuzie cez Specidlne poly(tetrafluoroetylénové)
membrany'’.

2.2. Alkoholdehydrogenaza

nych enzymov. V stcasnosti je znamych asi 300 druhov.
Vel'ké mnozstvo tychto enzymov predstavuje Sirokt vybe-
rova paletu pre mnoho analytov monitorovatel'nych pomo-
cou biosenzorov napr. alkohol'®', glukoza®™*!, kyselina
glutamova®, atd’.

NAD-dependentna ADH — EC 1.1.1.1 (zdroj Saccha-
romyces cerevisiae) obsahuje pevne naviazané Styri atomy
zinku na jednu molekulu velkosti 141 kDa zlozent zo
Styroch podjednotiek po 35 kDa. Optimalne pH pre oxida-
ciu etanolu je 8,6-9,0; nad pH 9,0 enzym rychlo straca
stabilitu. Pre redukciu acetaldehydu je optiméalne pH okolo
7,0. Izoelektricky bod sa nachadza pri pH 5,4. Reakcia so
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sekundarnymi  arozvetvenymi alkoholmi je velmi
obmedzena®™. ADH reaguje prakticky len s primarnymi
alkoholmi, reakéna rychlost’ rapidne klesa s velkostou
molekuly, pri¢om enzym je $pecifickejsi ako AOX (cit.**).

Hlavny problém pri pouziti dehydrogenazového sys-
tému je potreba pritomnosti molekuly nebielkovinovej
povahy kofaktora nikotinamiddinukleotidu (NAD)
(reakcia (2)), ¢im sa cely senzor zna¢ne komplikuje hlavne
z hladiska jeho pripravy. Ked’Ze koenzym mozno od biel-
kovinovej molekuly enzymu jednoducho oddelit’ dialyzou,
je potrebné zabranit’ jeho vymyvaniu do okolia. Tomuto
javu sa predchadza pripravou koenzymu so zvysenou mo-
lekulovou hmotnostou, tazsie vyplavite'ného
z pripravenej enzymove;j elektrody (NAD-dextran). Tiez sa
moze vyuzit’ umeld vizba koenzymu na molekulu enzymu
tj. vytvorenie ,,umelej prostetickej skupiny“>. Otestované
bolo aj pouzitie membran so Specificky pripravenymi
pormi’.

ADH 2)
CH;-CH,-OH + NAD" —PI CH;-CH=0 + NADH + H*

Pri vyuziti NAD-ADH senzorov na stanovenie etanolu
treba uvaZovat' aj o vratnosti enzymatickej reakcie (2),
ked’ze rovnovaha je posunuta skor v smere tvorby etanolu
ako jeho spotreby”’. Vyznamné posunutie rovnovahy tejto
reakcie zelanym smerom vSak docielime od¢erpanim jed-
ného z produktov. Vzhl'adom na ampérometrick(l detekciu
prebiehajuceho procesu sa vyuzije reoxidacia NADH na
povrchu enzymovej elektrody, ktora sa uskutocni bud’ len
pomocou MET (cit.**) alebo tiez v kombinacii s d’alsim
enzymom diafordzou — DP (cit.29) ( reakcia (3)); resp.
NADH-oxidazou (reakcia (4)).

DP 3)
NADH—> NAD' + H" + 2¢

NADH-oxid4za 4)

NADMPH + H + O,————» NAD®P)" + H,0,

Diaforaza alebo tiez lipoamiddehydrogenaza (zdroj Clos-
tridium kluyveri) predstavuje enzym s NADH oxida¢nou
aktivitou (reakcia (3)). Enzym tvori jedna molekula velko-
sti 24 kDa. Optimalne pH pre enzym je 8,5. Ako stabiliza-
tory pdsobia NADH, nikotinamiddinukleotidfosfat
(NADPH), ¢i flavinmononukleotid (FMN)®. Redoxne
aktivne centrd enzymu si obalené proteinovou Strukturou,
ktora vytvara priestorovi bariéru spomalujlicu transport
elektronov. Casto sa pritom z praktickych dovodov vyuzi-
vajui umelé akceptory elektronov ako kosubstraty. Diafora-
za vykazuje tiez nizky stupenn substratovej Specificity
vzhl'adom na akceptor elektronov ¢ize mozno vyuZit' Siro-
kua paletu MET (kosubstraty). Najcastejsie pouzivané MET
v kombinacii s diafordazou su ferrikyanid®® a analé-
gy ferocénu. Metylviologén sa v kombinacii s diaforazou
pouziva na regeneraciu NADH pri biosyntézach, nie vSak
pri konstrukcii biosenzorov (potrebny vysoky pracovny
potencial)’'.

V pripade vyuzitia NADH-oxidazy na enzymaticka
reoxidaciu NADH (reakcia (4)), sa na elektrode potom
deteguje vzniknuty H,O..
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2.3. Mikroorganizmy

Pouzitie mikrobialnych buniek na pripravu biosenzo-
rov je perspektivne nielen z cenového hladiska, ale aj
z dovodu relativne vysSsej stability senzora (v porovnani
s vyuzitim Cistych enzymov), kedZe potrebné enzymy sa
nachadzaju v prirodzenom prostredi bunky, kde st viac
chranené proti inaktivacii. Kmen Gluconobacter oxydans
bol uz TUspeSne pouzity na pripravu viacerych
biosenzorov*** kvéli jeho schopnosti rychlej a neuplnej
oxidacie substratov’*®, pretoze jeho dehydrogenazovy
systém je viazany v periplazmatickom priestore, t.j. oxi-
daény proces nie je limitovany transportnymi javmi cyto-
plazmatickej membrany.

Viacero gramnegativnych aerobnych baktérii obsahu-
je periplazmatické enzymy, ktoré katalyzuju oxidaciu al-
koholov a cukrov nezavisle od pritomnosti pyridinovych
nukleotidov a obsahujlii nekovalentne viazany pyrolchino-
linchinén (PQQ) ako svoj redoxny kofaktor’. Tieto chi-
noproteiny zvycajne uskuto¢iiuji pingpongovy mechaniz-
mus prenosu elektronov, pri ktorom sa prenasa par elektro-
nov zo substratu na PQQ, pricom vznika redukovany inter-
mediat kofaktoru (rovnica (5)). Potom nasleduje reoxida-
cia PQQH, prostrednictvom poskytnutia redukénych ekvi-
valentov retazovou reakciou na termindlnu oxidazu
v cytoplazmatickej membrane. Tieto oxidazy sa vyskytuju
bud’ ako volné, alebo membranovo asociované formy.
V pripade volnych foriem sa prisun elektronov uskutociu-
je prostrednictvom malych elektrony transportujicich pro-
teinov ako su cytochromy, zatial’ ¢o transport elektronov

Tabulka I1

Referat

k membranovo viazanym formam sa uskutociiuje prostred-
nictvom ubichinénu.

PQQ-ADH (5)
CH;-CH,-OH + PQQ — CH;-CH=0 + PQQH,

Membranovo viazana PQQ-dependentna ADH oxidu-
je etanol nevratne a zaroven nie je schopna oxidovat
metanol®’, ¢o je jej velkou vyhodou v porovnani s AOX
atiez NAD-ADH. Dalsou vyhodou pouzitia PQQ-
dehydrogendz z hl'adiska jednoduchosti konstrukcie senzo-
ra je, ze kofaktor maju priamo viazany vo svojom kataly-
tickom centre, t.j. je sicast’ou enzymu.

Nevyhodou mikrobialnych senzorov je vo vseobec-
nosti ich nizsia selektivita, pretoze pouzité bunky obsahuji
viaceré enzymy, ktoré poskytuju reakcie s roznymi zlozka-
mi pritomnymi v komplexnych vzorkach. Z tohto dévodu
boli vyvinuté viaceré¢ metddy zvysujuce selektivitu tychto
senzorov, ktoré su zalozené na aktivécii potrebnych trans-
portnych resp. metabolickych mechanizmov, inhibicii
neziaducich transportov a drah*. Dalej boli opisané aj
pokusy  spouzitim  permeabilizovanych  buniek®
a v neposlednom rade maju tiez patricny vplyv aj pH pod-
mienky pri merani. VeI'mi perspektivne sa javi tiez pouZzi-
tie permselektivnych membran s definovanymi vlast-
nostami*’. Dokonca pri pouZiti acetatcelulézovej membra-
ny v kombinacii s kmefiom G. oxydans bolo dosiahnuté
potlacenie interferencie glukézy a glycerolu pri stanoveni
etanolu az na Groved Sumu merania’**. Slubnym sa zda
byt postup na vytvorenie biosenzora pre detekciu etanolu
zalozeného na schopnosti metylotrofnych kvasiniek rasti-

Prehl’ad niektorych publikovanych etanolovych senzorov so zakladnymi parametrami

Biologicka zlozka Charakteristika Citlivost’ Cas Detekény Lit.

[pA mmol™ dm™] odozvy [s] limit

[umol dm™]

AOX detekcia H,O, 0,89 — 0,3 55
NAD-ADH NADH-oxidaza, ferrikyanid 2,00 20 0,3 56
NAD-ADH poly(o-fenyléndiamin) 1,50 20 0,02 57
NAD-ADH NADH-oxidaza, detekcia H,O, — 10 0,05 58
NAD-ADH ferrikyanid 1,30 16 2 59
NAD-ADH NAD, Meldolova modra 2,33 0,6 8,0 64
PQQ-ADH (zdroj Glucono-  priamy transport elektronov 0,48 3 - 63
bacter oxydans)
PQQ-ADH (zdroj Acetobac-  2-metyl-5,6-dimetoxybenzochinon 7,00 40 - 62
ter aceti)
PQQ-ADH (zdroj Glucono-  ferrikyanid 3,40 60 - 40
bacter oxydans)
Gluconobacter oxydans ferrikyanid 3,5 13 0,85 41
Saccharomyces ellipsoideus O, elektroda — 300 6,0 60
Gluconobacter oxydans ferrikyanid 3,70 300 50 61
(membrana)
Hansenula polymorpha O, elektroda 0,50 50 100 39
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cich na etanole vylucovat’ protony do média. Tymto spdso-
bom boli vytvorené biosenzory s buniek Hansenula poly-
morpha a Pichia methanolica. Etanol a metanol bolo pri-
tom mozné stanovit v rozmedzi koncentracii 0,5 az
100 mmol dm™ (cit.*®).

V tabulke II je uvedeny prehlad niektorych doteraz
pripravenych a publikovanych senzorov pre sledovanie
etanolu spolu so zdkladnymi charakteristikami.

3. Elektrochemicky prevod signalu

Po selektivnom rozoznani analytu biologickym kom-
ponentom dochadza k prevodu vzniknutej biologicko-
chemickej odpovede na elektronicky signal. Na tento ucel
sa pouzivaju fyzikalno-chemické prevodniky. Dolezité je
pritom, aby bol biologicky komponent v ¢o najdokonalej-
Som fyzickom kontakte s prevodnikom, ¢im sa znizuje
nebezpecenstvo rozptylu prenasanej informacie.

3.1. Ampérometricky prevodnik

Najfrekventovanej$im prevodnikom v spojent
s monitorovanim oxida¢no-redukénych procesov je ampé-
rometricky prevodnik. Na tento prevodnik (pracovna elek-
troda) je vkladany uréity polarizaény potencial (vztahu-
juci sa voci referencnej elektrode), velkost’ pridu tecuceho
medzi elektrédami je pritom linearnou funkciou koncen-
tracie analytu.

Bioreceptor pri oxidacii substratu odovzdava elektro-
ny pracovnej elektréde (nielen priamo ale aj prostrednic-
tvom inych molekul, ktorymi mézu byt’ kosubstrat, kofak-
tor alebo MET, pozri obr. 1), na ktorej povrchu dochadza
k elektrochemickej regeneracii celej transportnej kaskady
a tym sa redoxny kolobeh uzavrie. Zékladnym predpokla-
dom tohto tvrdenia je skutocnost, ze elektrodova reakcia
prebicha ovela rychlejsie ako transport analytu
k elektrode. Rychlost’ uréujucim stupfiom je potom trans-
port elektroaktivnej latky k elektrode, pricom rychlost
tohto transportu sa srasticou hribkou difuznej vrstvy
spomal’uje podl'a druhého Fickovho zakona.

Ak pocas merania zabezpecime konStantni hribku
difuznej vrstvy (pomocou dokonalého mieSania) budeme
zaznamendvat’ limitny difuzny prid ig (rovnica (6),
v ktorej ¢ — koncentracia analytu v stanovovanom roztoku,
¢o — koncentracia analytu na povrchu pracovnej elektrody,
d — hrabka difuznej vrstvy).

(iy), = nFAD("’_TfO) (6)

Prave tato metoda detekcie umoziiuje za optimalnych pod-
mienok sledovat koncentracie analytov 10% az 10°
mol dm™ a dynamicky rozsah stanovenia moze dosahovat
az tri poriadky*. Vhodnym materialom na konstrukciu
ampérometrickych prevodnikov su zlato, platina a najmé
uhlik (aj ako uhlikovy prasok, ktory je zlozkou kompozit-
nych elektrod*).
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E, Ex
s Enz.eq - METa < v %
D\\ /‘/ " §':
SH, Enzoy "» METweq -~ o

Obr. 1. Princip pésobenia mediatora pri enzymatickej oxidacii
substratu s ampérometrickou detekciou; E. predstavuje pra-
covny potencial vkladany na elektrodu pri priamej komunikacii
enzymu s elektrodou, avsak pri pouziti mediatora elektronového
transportu - MET sa zefektivni prenos elekténov tj. hodnota pra-
covného potencidlu sa znizuje na Ej,

3.2. Mediatory

Efektivna komunikacia medzi biologickym kompo-
nentom a prevodnikom tvori zaklad odozvy ampérometric-
kych biosenzorov. MET predstavuje redoxne aktivnu latku
urychl'ujicu heterogénny transport elektronov z aktivneho
centra enzymu na povrch elektrody, pretoze priamu komu-
nik4ciu biologického komponenta a prevodnika casto zne-
moznuju a spomal’uju stérické bariéry. Latka pouzita ako
MET by mala spiiiat’ nasledovné kritéria: mala by rychlo
reagovat’ s enzymom, heterogénna kinetika elektronového
transportu by mala byt reverzibilna, d’alej potencial po-
anezavisly od pH. Redukovana aj oxidovand forma me-
diatora by mala byt stabilna, priCom redukovana forma
medidtora by nemala reagovat’ s kyslikom. Ked’Ze sa pra-
cuje v spojeni s biologickym systémom, tak by pouzita
latka nemala byt toxicka™.

Princip pdsobenia MET mozno opisat nasledovne:
Vkladany pracovny potencidl E,, predstavuje hnaciu silu
elektrodovej reakcie, preto reakcia medzi mediatorom
a elektrodou musi prebiehat’ rychlejSie ako reakcia medzi
enzymom a mediatorom aby nedochadzalo k hromadeniu
produktov enzymovej reakcie ale k ich odcerpavaniu
(pozri obr. 1), ¢im sa dosiahne posunutie termodynamicke;j
rovnovahy. Z toho vyplyva, Ze pri pouziti MET nie je po-
trebné pracovat’ pri takom vysokom polarizaénom poten-
ciali (Ey) ako pri priamej komunikacii enzymu
s povrchom elektrody (E.), t.j. Ey < E.. Znizenim hodnoty
pracovného potencialu sa aj vyrazne znizuje interferencny
vplyv inych redoxne aktivnych latok pritomnych vo vzor-
ke.

Najjednoduchsim mediatorom anorganického pévodu
je ferrikyanid draselny K;[Fe(CN)¢]. Mediadtorom na baze
ferrikyanidu je Berlinska modra Fe™,[Fe"(CN)]s, ktora
umoziuje stanovenie peroxidu vodika. Tato je elektroche-
micky redukovand na K Fe',[Fe"(CN), 15, ktora je pri niz-
kych potencialoch (-50 mV vs. Ag/AgCl) schopna kataly-
zovat’ redukciu peroxidu vodika tak ako to robia peroxida-
zy, preto sa jej tiez hovori ,,umeld peroxidaza™®*’. Dalej
st v praxi Casto pouzivané jednoduchSie organické mole-
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kuly napr. 2,6-dichlérfenolindofenol, ferocény, chinony,
koordina¢né zluceniny prechodnych prvkov, tiez farbiva
a Specifické polyméry.

4. Sledovanie etanolu pomocou biosenzorov

Nielen pouzitie biologického komponenta, ale hlavne
cela architektara konstrukcie biosenzora, rozhoduje o jeho
uzitkovych vlastnostiach. Problém stability odozvy biosen-
zorov postavenych na baze NAD-ADH spdsobeny vypla-
vovanim kofaktora NAD zo senzora do prostredia riesili
Svorc a Katrlik imobiliziciou enzymov s kofaktorom
a uhlikovym praskom (elektricky vodivy komponent) do
tuhych matric (pri laboratornej teplote) s nizkym bodom
topenia a roznym stupiiom hydrofobicity*. V pripade po-
klesu odozvy sa deaktivovany povrch senzora dal pritom
jednoducho obnovit' zbriisenim opotrebovanej vrstvicky
a meranie mohlo pokracovat’. Tento koncept sa stal zakla-
dom komeréne vyrabaného analyzatora na vzorky vina®.
Santos a spol. zas pripravili senzor na bize NAD-ADH
kovalentnym zosietenim enzymu, NAD a hovéidzieho séro-
vého albuminu pomocou glutaraldehydu na uhlikovom
prasku. Modifikovany uhlik bol potom zmiesSany s uprave-
nym silikagélom, na ktorom bola naadsorbovana Meldola
blue® (funkcia MET), a minerilnym olejom. Pomocou
tejto uhlikovej pastovej elektrédy bolo mozné pracovat’ pri
polarizaénom potenciali 0 mV vs. SCE, ¢im boli maximal-
ne odstranené pripadné interferencie inych elektroaktiv-
nych latok pritomnych v realnych vzorkach. Takyto senzor
sa vyznacoval excelentnou operacnou aj skladovacou sta-
bilitou a extrémne kratkou dobou odozvy (0,6 s) d’aleko
prekonavajucou vsetky doteraz pouzivané metodiky
stanovenia®.

Iny spOsob pripravy predstavuje zabudovanie PQQ-
ADH do filmov na baze polypyrol-osmiového polyméru
(funkcia MET), kde sa podarilo dosiahnut’ neobvykle roz-
Sirenie linearneho rozsahu dosahujuceho koncentraciu
etanolu 100 mmol dm™, kym senzory s PQQ-ADH adsor-
bovanou na grafitovych elektrodach alebo senzory vyuzi-
vajuce volne difundujuce redoxné mediatory dosahovali
linearny rozsah len okolo par mmol dm™. Biosenzor posta-
veny na tejto baze autori zabudovali do prietokového sek-
ventného analyzitora umoZilujiceho plne automatické
a reprodukovatel'né riedenia vzoriek a Standardov. Cely
monitorovaci systém bol potom vel'mi prakticky prepojeny
na fermentor pomocou kombinacie uzavretej slucky so
vstavanym ,,cross-flow* filtraénym zariadenim a jednodu-
chej odbublinkovavacej komory (odstraiovanie CO,
vzniknutého pocas fermenticie). Zivotaschopnost’ tohto
zariadenia bola otestovana pri on-line monitorovanie vin-
neho kvasenia vo vinarskych zdvodoch v mad’arskej tokaj-
skej oblasti (celkovy objem fermentora 45 hl)*.

Ked'Ze etanol vykazuje fyziologicky Ucinok na l'ud-
sky organizmus priblizne od koncentracie 10 mmol dm™
v krvi aletdlne Gcinky sa prejavuju pri koncentracii asi
10 krat vyssej’!, pochopitelne boli vyvijané aj senzory
aplikovatelné na medicinske tcely.
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Tak komplexna matrica ako je krv obsahuje velké
mnozstvo zloZiek, ktoré by mohli skresl'ovat’ stanovenie
etanolu pomocou ampérometrickych biosenzorov. Preto
bola do pokusného prietokového monitorovacieho systému
zaradena chromatograficka kolona deliaca jednotlivé zloz-
ky. Bienzymovy senzor vyuZzivajici kombiniciu AOX
a peroxidazy zabudovanych do uhlikovej pastovej elektro-
dy bol vtejto zostave zaradeny tesne za kolonu a plnil
funkciu detektora. Kvdli zlepSeniu stability odozvy bola
na aktivny povrch senzora aplikovand membrana pomocou
elektropolymerizacie o-fenyléndiaminu. Tento systém bol
overovany na sledovanie obsahu metanolu a etanolu
v krvnej plazme a moci. Cela analyza pritom trvala menej
ako pat’ minut, no zmenou rozmerov kolény sa d4 doba
analyzy zniZit aj na dve mintty’.

Zaujimavym usporiadanim vyzivajucim ,screen-
printing“ technoldégiu Park a spol. pripravili biosenzor
schopny merat’ koncentraciu etanolu v plynnej faze™. Pre-
toze v mnohych krajinach sa povazuje za akceptovatelna
hranicu pre riadenie vozidiel koncentracia 0,5 %o etanolu
vkrvi, ¢o predstavuje 130 ppm etanolu v l'udskom
dychu™, bol pripraveny senzor vd’aka svojmu dynamické-
mu rozsahu 20-800 ppm vyuzitelny aj na tieto tcely. Pod-
statou senzora bolo meranie rozdielu signalov z dvoch
pracovnych uhlikovych pastovych elektréd, pri¢om
v jednej bola primiesana NAD-ADH spolu s kofaktorom
NAD a v druhej bol enzym nahradeny hoviddzim sérovym
albuminom. Obe aktivne vrstvicky pracovnych elektrod
boli spolu aj vrstvickou referencnej elektrédy nanesené na
polyesterovej folii hrabky 0,25 mm a pokryté vrstvickou
hydroxyetylcelul6zovej membrany. Kvoli absencii MET
v pracovnych elektrodach bolo nutné, aby meranie prebie-
halo pri vysokom polarizatnom potenciali (470 mV vs.
Ag/AgCl), co v§ak vobec neprekazalo, lebo pripadné inter-
ferencie boli od¢itavané prave pomocou druhej pracovnej
elektrody. Samotné meranie mohlo zacat’ az po jednodu-
chom ovlh¢eni povrchu elektrod ponorenim do tlmivého
roztoku s pridavkom KCI na dobu pét’ sektind.

Dlhodoba stabilita imobilizovaného biokomponenta
ma mnoho spolo¢ného aj so stabilitou konformacie imobi-
liza¢nej matrice alebo s jej denaturaciou pocas prevadzky
a skladovania, hoci vplyv moZu mat’ aj iné slabsie interak-
cie. Z tohto dovodu je zaujimavou vyzvou najst’ pri vytva-
rani imobiliza¢nej matrice vhodné aditiva, ktoré by obme-
dzili proces zmensovania porov. Jednym s takychto aditiv
je napriklad (hydroxyetyl)(karboxymetyl)celulozovy poly-
mér pouzivany pri vytvarani hybridného organicko-
anorganického silikatového gélu™.

5. Zaver

Prikladné spojenie Specifického biologického clena
selektivne rozoznavajuceho hladany analyt (etanol) vo
vzorke s jednoduchym sposobom ampérometrickej detek-
cie prebichajuceho oxidoredukéného deja a v neposlednom
rade jednoducha obsluha preduréuje  biosenzory
k masovému vyuZitiu v §irokom meradle. Specificita sa-
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motného merania redlnych vzoriek je zavisla hlavne od
pouzitej biologickej Casti, ale tiez na fiu moze podstatne
vplyvat’ aj postup pripravy senzora (imobilizacia biologic-
kého materidlu) a samozrejme podmienky merania. Pri
ampérometrickom sposobe detekcie hra podstatni ulohu
polarizany potencidl vkladany na pracovnu elektrodu,
ktory je zodpovedny za nespecifické interakcie s mnohymi
elektrochemicky aktivnymi latkami pritomnymi vo vzor-
kach. Preto sa vyvija snaha znizovat' £}, na ¢o mozno naj-
nizsiu mozna hodnotu (pouzitie MET), resp. sa tieZ uplat-
nili aj rozne kompenzacné spdsoby merania zalozené na
vyhodnocovani rozdielu signalov z viacerych pracovnych
elektréd. Z hladiska automatizicie merania a vytvarania
ucelenych monitorovacich systémov pouzitelnych pre
analyzu velkych kvant vzoriek popripade on-line sledova-
nia fermentac¢nych procesov predstavuje zabudovanie bio-
senzorov do prietokovych analyzatorov vyhodnu alternati-
vu Casto niekol’kondsobne prekonavajucu klasické analy-
tické metody. Doposial’ sa podarilo vyvinat niektoré si-
pravy s obdivuhodnymi uzitkovymi vlastnost'ami: kratky
¢as odozvy (radovo niekolko sekiind az minat), mobilita
stanovenia (priprava vreckovych aparatov napéjanych na
batérie), Siroka variabilita zariadenia (vymenitelné néstav-
ce pre rozne analyty). VSeobecne vSak mozno povedat, ze
najvacSou prekazkou sucasnych biosenzorov je stabilita
ich odozvy, preto mnoho autorov riesi tento problém pri-
pravou extrémne lacnych jednordzovych senzorov vyraba-
nych ,,screen-printed technologiou.

Zoznam symbolov

ADH alkoholdehydrogenaza

Ag/AgCl argentochloridova elektroda

AOX alkoholoxidaza

DP diaforaza

E° Standardny redoxny potencial

E. potencial aplikovany pri priamej komuni-
kécii enzymu s povrchom elektrody

Epy pracovny potencial

Enz enzym

MET mediator elektronového transportu

NAD/NADH nikotinamiddinukleotid oxidovana/
redukovana forma

ox oxidovana forma

PQQ pyrolchinolinchinon

red redukovand forma

SCE nasytena kalomelova elektroda
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1. Uvod

Teoreticky a prakticky vyznam S§tadia chemického
rozpustania kovovych oxidov je podmieneny skuto¢nos-
tou, Ze reaktivita oxidov v roztokoch zohrava dolezi-
ta Glohu v hydrometalurgickych procesoch, korézii oxi-
dickych materidlov, geochémii, katalyze, ochrane zivot-
ného prostredia, vyrobe lieciv a pod.

Teoretickému $tudiu mechanizmu chemického roz-
pustania kovovych oxidov je v literatiire venované po-
merne velkd pozornost’' ™. Autori v fiom analyzuji rozpus-
tanie z hl'adiska troch vSeobecnych pristupov. Klasické
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kinetické teérie Engella'”, Vermilyea®, Digglea’ ako aj
teorie Goricheva® a Prigoginea® reprezentuju elektroche-
micky pristup. Proces rozptstania je v nich rozpracovany
z hl'adiska vplyvu potencidlov, prenosu naboja, rozlozenia
naboja v dvojvrstve a oxida¢no-redukénych podmienok.
Koloidny pristup, v ktorom sa kladie doraz na adsorpciu
a vlastnosti dvojvrstvy zo strany roztoku, zastupuju
komplexaéné modely Blesu', Warrena® a Stumma’.
Novsi pristup, vychadzajuci z vlastnosti povrchu tuhej
fazy, kde dominuje atomova Struktira povrchu, definicia
reaktivnych miest a elektronové vlastnosti povrchovych
vrstiev, prinasa Segall®.

Aj napriek intenzivnemu vedeckému usiliu vynaloze-
nému pocas poslednych tridsiatich rokov nie su dostatocne
zname vseobecné zakonitosti, ktorymi sa kinetika rozpts-
tania oxidov riadi. Hlavnym problémom pri pokuse odvo-
dit’ vS§eobecny mechanizmus lthovania oxidov je, Ze Zia-
den oxid nebol extenzivne Studovany a oblast’ reakénych
podmienok pri $tidiu jednotlivych oxidov sa meni od jed-
ného autora k druhému. Navyse, niekedy nie je mozné na
zaklade experimentalnych vysledkov jednoznacéne priradit
riadiaci dej alebo experimentalne ziskané hodnoty kinetic-
kych parametrov poukazuju na tplne odlisSné mechanizmy
riadenia®>. Volny priestor tu zostiva aj pre interpretaciu
rezimov, ktoré jestvujiice kinetické tedrie nevysvetlujia*™’.

Ciel'om tejto prace je poukdzat’ na teoretické aspekty
rozpustania z hl'adiska povahy oxidu (tj. stupna i6bnovos-
ti vdzieb), uviest’ prehlad kinetickych tedrii a oxidov
v spojitosti s tymito tedriami, poukdzat' na najvyznamnej-
Sie priklady suladu/nestladu teérii vo vztahu
k experimentom, ako aj upozornit’ na niektoré miesta vy-
zadujlce d’alSie/hlbsie skiimanie.

2. Kinetika chemického rozpust’ania oxidov

Procesy chemického rozpastania kovovych oxidov st
heterogénne chemické reakcie, ktorych priebeh na fazo-
vom rozhrani tuha latka-kvapalina pozostava vo vSeobec-
nosti z troch sériovych krokov — st to'’:

a) difuzia hydratovanych kationovych a aniéonovych kom-
plexov reaktantov cez kvapalny film k tuhému povrchu
oxidu,
povrchové chemické reakcie na fazovom rozhrani kva-
palina — tuhd latka za vzniku povrchovych zlucenin,
uvolnovanie reakénych produktov z fazového rozhra-
nia a ich diftizia do hlavného pridu kvapaliny.
Vysledna rychlost’ procesu zavisi od pomeru rychlosti
vlastnych (povrchovych) chemickych reakcii reprezento-
vanych krokom b) a transportnych dejov a) a c).
V najjednoduchs$ich pripadoch, ak je rychlost’ chemickej
reakcie a transportnych dejov vyrazne odlisna, je celkova
rychlost’ rozptistania uréena najpomalsim dejom'”.

b)

<)
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Tabulka I
Rychlosti rozpustania niektorych kovovych oxidov
v kyslych roztokoch pri pH 1 a teplote 30 °C (" resp. 60 °C)

Oxid Typ Rychlost’ Lit.
[mol m2s™']

Ca0 ionovy 1,2-107 2
MgO ionovy 1,2-107* 11
ZnO polovodivy (n-typ) 2,4-107° 13
MnO polovodivy (p-typ) 8,0-107 2
CoO polovodivy (p-typ) 1,0-107° 14
Mn;O;  polovodivy (p-typ) 22107
Mn,O;  polovodivy (n-typ) 3,4-107° 2
NiO polovodivy (p-typ) 2,0-107"° 15
a-Fe,0; polovodivy (p-typ) 1,2 107" 2
a-ALO; kovalentny 93.107"%

Existuje skupina oxidov, ktord charakterizu-

je privlastok ,,nerozpustny* aj napriek tomu, zZe s vyso-
ko rozpustné, avSak sa rozpistaji velmi pomaly. Toto
oznacenie nie je prekvapujuce v pripade NiO, ktorého
rychlost’ rozpustania pri pH 1 a 60 °C zodpoveda odstra-
neniu jednej atomovej vrstvy za mesiac’. Opakom je viak
MgO, ktorého rozpustanie v koncentrovanych roztokoch
kyselin (pH < 1) prebicha rychlostou (5-10mol m™s™),
zodpovedajlicou odstraneniu viac ako 25 atdbmovych vrs-
tiev za sekundu'"'?. Rozdiely v rychlosti rozpustania nie-
ktorych oxidov kovov dokumentuje tabul’ka L.

Z tabulky I vyplyva, ze rychlosti rozpastania r6znych
kovovych oxidov sa za rovnakych podmienok (30 °C,
pH 1) pohybuju v rozsahu niekol’kych poriadkov (od 107
do 107" mol m?s™"). Velmi rychly rezim (s rychlostami
od 107 do 10 mol m™s™") je charakteristicky pre rozpus-
tanie i6novych oxidov (napr. CaO, MgO). Vel'mi pomaly
rezim, s rychlostami niz§imi ako 10™"'mol m™s™, je
naopak typicky pre kovalentné oxidy (napr. Al,Os, TiO,,
Si0,). Prechodnu skupinu medzi vel'mi rychlym a vel'mi
pomalym reZimom tvoria polovodivé oxidy (s ¢iastocnou
ionovostou na povrchu) s rychlostami od 10~ do 107"
mol m~?s™'. Kinetika rozpustania polovodivych oxidov
s vys$§imi rychlostami (napr. CoO, ZnO, CdO) je velmi
podobna ié6novym oxidom.

Rozdielna rychlost’ rozpustania poukazuje na skutoc-
nost, Ze je nepravdepodobné, aby bolo rozpustanie roz-
nych typov oxidov riadené rovnakym riadiacim dejom
(RDS) pripadne aby sa v ramci jednej skupiny oxidov
s rozdielnou rychlost’ou uplatnil rovnaky mechanizmus riade-
nia.

2.1. Rozpustanie riadené difaziou
2.1.1. Vseobecna charakteristika
diftziou

Rozpastanie oxidov riadené

v nasledujucich pripadoch:

je
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a) Pri rozpustani kovovych oxidov za takmer rovnovaz-
nych podmienok (blizkych nasyteniu)'-*.
K id6novej vymene dochadza v dosledku toku kationov
a aniénov v oboch smeroch, pricom v roztoku je splne-
na podmienka elektroneutrality (/) (cit."):

z z;j; =0

z; — mocenstvo i6nov i a j; — intenzita toku i6nov i.
Difuzia kationov (M@)) do objemu musi byt v rov-
novédhe kompenzovana difaziou i6nov (napr. H")
k povrchu oxidu v dosledku ¢oho nie je mozné jedno-
znacéne urcit, ¢i je rozpustanie riadené diftziou reak-
tantov alebo produktov. Takéto pripady su najzaujima-
vejSou skupinou reakcii riadenych difaziou.

V extrémnych pripadoch, kedy su rychlosti rozpust'a-
nia bud’ vel'mi vysoké alebo koncentracia reaktantu
vel'mi nizka'?.

Prvy pripad je typicky pre vel'mi rychle rozptstanie
ionovych oxidov v silne kyslych roztokoch, riadené difu-
ziou rozpustenych zloziek (Mfatl)) z fazového rozhrania
do roztoku. Druhy pripad nastdva pri pomalom rozpustani
vysoko reaktivnych kovovych oxidov vo vel'mi zriedenych
roztokoch agresivnych reagentov. V tomto pripade je ob-
last’” fazového rozhrania extrémne zriedena, v dosledku
¢oho je rychlost riadend difuziou proténov k povrchu oxi-
du.

(1)

b)

Odlisit’ difizne riadenie od riadenia povrchovou reak-
ciou umoziluje vypocitand hodnota zdanlivej aktivacnej
energie E. V procesoch riadenych diftiziou sa pohybuje
v rozsahu 15 aZ 20 kJ mol™ (cit."3).

2.1.2. Kinetické tedrie pre rozpustanie riadené difiiziou

Rozpustanie riadené diftiziou idnov v elektrickej
dvojvrstve opisuju dve tedrie.

2.1.2.1. Nernstova tedria

Nernstova tedria sa aplikuje pri rozpGStani iénovych
a rychlorozpustnych polovodivych oxidov v (rovno-
vaznych) podmienkach takmer nasytenych roztokov®. Rych-
lost’ rozpustania je v tomto pripade riadena difuziou ionov
v ellg:ktrickej dvojvrstve a da sa vyjadrit' vztahom (2)
(cit.™):

jD = %(Cnas - C)n

¢, Cnas Oznacuju koncentraciu roztoku pocas rozpustania
resp. v stave nasytenia, D je koeficient difuzie, d je hrabka
difuznej vrstvy, nje exponent (n =1).

)

2.1.2.2. Jaenickeova teoria

Tedria vychadza z predpokladu, Ze riadiacim dejom je
stCasna diftizia kationov (j;) a anidénov (j_) uvolnenych
z tuhého povrchu cez kvapalny film elektrickej dvojvrstvy
(hrabky &) (cit.?). K matematickému popisu vyuziva 1.
Fickov zakon v tvare (3):
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()

v ktorom j— intenzita toku i6nov, cs— koncentracia solva-
tovanych ioénov, uvolnenych z povrchu tuhej latky (v za-
vislosti od toho, ktory prenos je pomalsi) vo vnitornej
Helmholtzovej rovine. Prenos kationov je zvycajne pomal-
§i ako prenos anionov.

Specifické pripady tejto formy riadenia boli zistené pri
rychlom, neoxida¢nom rozpustani oxidov (napr. MgO, ZnO)
v podmienkach, ked’ si koncentracie reaktantu vel'mi nizke
(Cyr>Cog- < 10~ mol dm™>) a rychlost je riadena difiiziou
reaktantu k povrchu oxidu'*'¢.

2.

2. Rozpustanie riadené povrchovou

reakciou
2.2.1. Vseobecna charakteristika

Rozpustanie oxidu v dosledku povrchovej chemickej
reakcie sa v literature najcastejSie opisuje ako proces, pri
ktorom sa po ataku rozpustadla a/alebo rozpustenych io-
nov vytvara na povrchu oxidu podl'a rovnice (4) povrchovy
komplex!, ktory je viazany k povrchu cez oxovizby
(schematicky oznacené v nasledujucom texte ako |E M---):

=EM+nX o=M-X, 4)
Reakciou povrchového komplexu s rozpustadlom a/alebo
rozpustenymi zlozkami dochadza k pretrhnutiu M-O-M
vézieb a uvolneniu kovového iénu z povrchu oxidu do
roztoku podl'a rovnice (5):

|=M-X, ->M-X,(aq) (5)
Procesy, ktoré mozu prebichat’ na faizovom rozhrani za vzniku

povrchovych komplexov sii':

a)  Adsorpcia vody za vzniku hydratovanej povrchovej
vrstvy oxidu (napr. pre oxid typuMlzo_II ):
\§$i>0+ﬁzoatﬁl;gg (6)

b)  Protolytické reakcie povrchovych OH™ skupin:
‘EM‘—0H+H*H|EM‘—0H§ (7)

¢) Adsorpcia katiénov a aniénov v dosledku elektrosta-
tickych interakcii s nabitymi povrchovymi skupina-
mi:

‘EM170"+Kat+ <—>|z M'-0....Kat* (8
‘s M!—OHj +An~ & |s M' - OH}...An" )

d) Chemisorpcia katidonov a aniénov:

. (10)

+H,0

— ! : zZ+ _ I z
=M'-OH+M (OH)*" < |=M'-0-M
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(11)
‘z M'—~OH +An’™ +mH" < |z M - AnHY ™ 4 H,0

Elektrofilny (napr. H') a/alebo nukleofilny (napr.
An’", OH") atak veduci k pretrhnutiu M-O-M vi-
zieb:

e)

=M'-An
=M'-OH

|2 )+ Han | (12)
alebo tzv. bazicka katalyzovana hydrolyza (napr. pre
Aleg)Z

(13)

yMT_0-

ymit
yM'_OH

i
)M"[ >O +OH™ —» ‘ H,0 ‘>M ~OH +OH™

yM"M_OH

Reakcie spojené s prenosom naboja (napr. pre oxid typu
MIIO—II):

|EMH:O+H++e"—>|EMI—OH (14)

Reakcie, pri ktorych dochadza k vymene vody medzi
povrchom oxidu a roztokom (kvapalnym filmom).
Hydrata¢né a dehydratacné reakcie, ktoré si vo vse-
obecnosti vel'mi rychle, preto tlohu riadiaceho deja
preberaju iba vo vynimoénych pripadoch.

Poslednou skupinou st rekonstrukéné reakcie, ktory-
mi sa v dosledku povrchovej mobility i6nov rusia
resp. tvoria M-O vézby.

Hodnoty zdanlivej aktivacnej energie rozpu$tania
oxidov riadeného povrchovou reakciou sa pohybuju
v rozsahu 40—100 kJ mol™ (cit.>?.

2
h)

2.2.2. Kinetické tedrie pre rozpustanie riadené
povrchovou reakciou

Podra kinetickych tedrii, ktoré sa najcastejSie pouzi-
vaji na vysvetlenie priebehu rozpustania oxidov
v kinetickej oblasti, riadiacim dejom moze byt

a) prenos ionov cez elektricki dvojvrstvu vyvolany
zmenou potencidlu (Engell'~, Vermilyea®, Diggle®),

b) oxidaéno-redukény dej sprevadzany prenosom nabo-
ja (Gorichev?),

¢) dej sposobujuci zmenu elektrochemického potencialu
(Prigogine?),

d)  tvorba povrchovych komplexov (Stumm’).

Tri modely (Engellov, Vermilyeov, Diggleov) analyzujii
rozpustanie v podmienkach, kde riadiacim dejom je prenos
i6nov cez elektricku dvojvrstvu, vyvolany zmenou poten-
cialového rozdielu Ad (Ap = ¢s— ¢y) medzi povrchom (¢s)
a vonkajSou Helmholtzovou rovinou (¢y). Vzhladom na
rozmanitost’ faktorov, ktoré mézu ovplyvnit ¢s (proto-
nacia, povrchova rekonstrukcia, protonova penetracia oxi-
du) a ¢y (pH, i6nova sila roztoku, chemicky potencial jed-
notlivych ionovych zloziek, $pecificka adsorpcia ionov
z roztoku) je zrejmé, ze rychlost’ rozpustania, odvodena na
zaklade tychto tedrii, méze byt vyjadrena ako funkcia
uvedenych faktorov.
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2.2.2.1. Engellov model
Engell pri odvodeni svojho modelu predpoklada, ze:
a) transport kationov a anionov (M@ —>Mfa+q), Anéj —>Anly )
uvolnenych z povrchu tuhej latky je nezavisly,
b) sucet chemickych potencialov idnov na povrchu aj v roztoku
Jekonstantny (u + p= ),
¢) rozpustanie prebiecha za podmienok vzdialenych od
rovnovahy,
d) toky io6nov cez -elektricki dvojvrstvu (vyjadrené
v chemickych ekvivalentoch) su rovnaké,
e) rychlost’ rozpustania zavisi od potencialu v Helm-
holtzovej vrstve v stlade s Volmerovou rovnicou,
f) povrchové koncentracie ionov st dané Boltzmanovou
zévislostou na chemickom potenciali' ™.
Zavislost’ rychlosti rozpustania, vyjadrena intenzitou
toku katiénov kovu cez elektrickil dvojvrstvu na zmene
potencialu, je podl'a autora dana vztahom (75):

{(mlul— alzl)FAﬂ (15)
RT

j=ke(Ton . Jexp

Jj — intenzita toku idénov, kg — rychlostna konstanta, o0 —
podiel, ktory charakterizuje mieru vplyvu potencial urcuju-
cich i6nov (0 < a <1), F' — Faradayova konStanta, R — ply-
nova konstanta, 7 — termodynamicka teplota.

Z rychlostného vztahu (15) vyplyva, ze intenzitu toku j

ovplyviuju dva faktory:

a) hodnota rozdielu a|z|—a_|z_|

b) zmena potencialu Ap = ¢ps — ¢y

Ak o4|zi|> o_|z_|, smernica zavislosti, In(j) = f(Ap) ma
kladn hodnotu, t.j. rychlost’ rozpustania rastie linearne
s narastom A¢.

Takyto priebeh je charakteristicky pre pociatoc-
né stadium rozpustania ionovych a rychlorozpustnych
polovodivych oxidov®'"’. Zmena A¢ by mohla byt’ spo-
sobena:

— bud protona¢nym mechanizmom, kde k narastu poten-
cidlu ¢s dochadza v dosledku povrchovej protonacie,
ktora by ulahéila rekonstrukcia povrchu oxidu
v roztoku,

— alebo pomalSou podpovrchovou penetraciou protéonov
(riadenou difuziou).

Narast funkcie In(j) by pokracoval dovtedy, kym by
sa bud’ neustalil ¢g alebo pokial by sa nestal riadiacim
(najpomalsim) dejom prenos protonov cez elektrickl dvoj-
vrstvu.

Ak o4]z4| < o_|z_|, smernica zavislosti, In j = f(Ad) ma
zapornu hodnotu, t.j. rychlost’ rozpustania rastie linearne
s poklesom A¢. Takyto priebeh je charakteristicky pre
rozpustanie riadené prenosom iénov z povrchu oxidu do
roztoku’.

Nedostatkom Engellovej teodrie je, Ze plati iba pre
stechiometrické oxidy, nakolko A¢ sa vztahuje iba
k Helmholtzovej rovine a nezohl'adiiuje defektnu Struktiaru
tuhej latky. Navyse teéria sa neda aplikovat’ na rozpusta-
nie iénovych oxidov typu MO (o= a._), kedy predpoklada
mald alebo takmer ziadnu zavislost’ rychlosti na A¢, ¢o je
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v rozpore s nameranymi zavislostami rychlosti od pH
v pokrocilych Stadiach rozpustania iénovych a polovodi-
vych oxidov®.

2.2.2.2. Vermilyeov model
Vermilyea ako prvy objasnil zavislost’ rychlosti rozpts-
tania oxidov od aktivity vodikovych iénov (alebo pH)". Ria-
diacu ulohu opét’ zohrava prenos i6nov cez elektricka dvoj-
vrstvu, vyvolany zmenou potencialu (A¢p =¢s — ¢y). Ked'ze
z praktického hladiska ma vacsi vyznam rozpustanie
v podmienkach vzdialenych od rovnovahy, vychadza autor
z nasledujucich predpokladov®™*:
a) proces rozpust'ania je nevratny;
b) rychlosti odstrafiovania katidnov a anidénov (vyjadrené
pomocou chemickych ekvivalentov) si rovnakeé,
c) sucCet koncentracii iénov na povrchu je konStantny
(uvazuje s moznou nestechiometriou oxidu),
d) v elektrickej dvojvrstve nie je vyrazna difizna vrstva
(¢H = d)objem roztoku):
e) potencialovy rozdiel na fazovom rozhrani spdsobuje vy-
mena kationov (kovové kationy oxidu alebo protony)
a anionov (0%~ aniény oxidu alebo OH™ i6ny).
Ak rozpuastanie oxidu prebicha ako nevratna reakcia, st
rychlosti odstraiiovania i6nov vyjadrené rovnicami (/6)
a(17):

. a,z, FA

jJrszrlgexp{—’r I;rT ¢} (16)

. a_z_FA¢ (17)
=n_ k —_—

jo=n_ ,exp{ 2T }

ny, n_ vyjadruje pocet katiéonov a aniéonov prisluchajicich
na jednotku povrchovej plochy fazového rozhrania, k., k-
st rychlostné parametre.

V suvislosti s rozpustanim kovovych oxidov
v kyslych roztokoch uvazoval Vermilyea s tromi moznymi
povrchovymi reakciami:

0%y + H'ag » OH (18)
OH () + H'ug = HxO (19)
0" 9+ 2H g - Ha0( (20)

a modifikoval vztah (/7), zohladiiujuc atak H" iénov na
povrchové anidny, do tvaru (21):

j_= n_k_ (aH+ )”exp {%}

21

kde k; je rychlostna ,konStanta®, a,;+ — aktivita vodiko-
vych i6nov, p — pocet protonov prenasSanych v ramci rych-
lost’ urcujuiceho kroku (18), (19) alebo (20).
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Za predpokladu, Ze rychlosti odstranovania kationov
a anionov su rovnaké, z rovnic (27) a (/6) sa da zmena
potencialu Ad vyjadrit vztahom (22):

T h{ (aw)”}

Dosadenim z (22) do (16) sa ziska vzt'ah (23) pre vypocet
intenzity toku kationov kovu j.:

RT
0,Z, —0_Z_

n_k_

n k,

(22)

A6=1

In(j, )= konst + &ln(aw ) (23
0,2z, —0_Z_

Zo vztahu (23) vyplyva, ze rychlost’ rozpstania oxidu

je funkciou aktivity H" iénov a,+(resp. pH) a parametra
n, definovaného rovnicou (24):

_ d(nj,) __d(log},)
d(lnaH+ ) d(pH)

__ Pz

0,Z, —0_Z_

(24)

Hodnota parametra n vo vztahu (24) zavisi od typu
oxidu a od toho, ktora z povrchovych protonac¢nych reakcii
(18) az (20) riadi celkov rychlost’ rozpustania — priklady st
uvedené v tabul’ke II.

Prinosom Vermilyeovej tedrie je, Ze umoziuje porov-
nanim smernic nameranych zavislosti logj= f(pH)
s hodnotami parametra 7, uvedenymi v tabulke II, identifi-
kovat’ riadiaci dej>*?'. Napr. pri rozpistani dvojmocnych
oxidov (ako napr. MgO, ZnO a NiO) poukazuje smernica
zavislosti log j = f(pH) s ¢iselnou hodnotou —1/2 na riade-
nie povrchovou protonéciou (O™ o+ H'ug — OH ().

Ak je protonaéna reakcia 0>+ H'q) — OH ' tak
rychla, ze dochadza k penetracii proténov do podpovrcho-
vych oblasti oxidu a A¢ narastd v dosledku narastu ¢s,
bude mat zavislost logj=f(pH) kladni smernicu.
V takomto pripade rychlost’ rozptstania s poklesom kon-
centricie H' iénov stupa, o je typické pre pociatoéné
Stadia rozpustania idonovych a rychlorozpustnych polovo-
divych oxidov®'7'*%,

2.2.2.3. Diggleov model
Diggle’, na rozdiel od Vermilyea®, vychadzal pri od-
vodeni svojho modelu z tychto predpokladov:

a) rychlosti, vyjadrené rovnicami (16) a (21) (cit.") sa
daju uvazovat’ aj jednotlivo;
Tabulka IT
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b) potencidlovy rozdiel A¢ je definovany ako (25):
RT a

=—In| —
zF [ ay j

a — aktivita potencial urcujicich iénov v Helm-
holtzovej vrstve, ay — aktivita rovnakého druhu
ionov pri potenciali nulového naboja, t.j.
v izoelektrickom bode (ked ¢y = ¢s);

¢) uvazuje sa so zmenami ¢y, nie ds;

d) predpoklada, ze potencial urcujuce st prakticky
vzdy iény H™ a OH™ (pretoZe v pociatoénych $ta-
diach rozpustania je nepravdepodobné, aby kationy
a aniony oxidu mohli vyraznejSie ovplyvnit' poten-
cial ¢p).

Diggle vychadza z predstavy, ze pri vymene aniénov
je priamy tok anidénov iba CiastoCne vyvazeny spitnym
tokom a nerovnovahu medzi nimi kompenzuje priamy tok
katidonov, ktory urcuje celkovu rychlost’ rozpustania. Ten-
to pripad oznacil ako rozpustanie riadené odstranovanim
kationov. V opacnom pripade, pri kompenzacii toku katio-
nov, sa jednd o riadenie odstraiovanim aniénov.

Celkova rychlost’ rozptstania méze byt podla Dig-
gleovej tedrie riadena:

a) odstranovanim kationov — plati vzt'ah (26):

A =5~ 2

o dnj,) _ dllogj,) .z, . (26)
d(lnaH+ ) d(pH) z
(z=1preH)
b) odstraiovanim anionov — plati vztah (27):
_ ) _ dlogi) (0, (27)
dlina,.)  d(pH) -

p — rovnaky parameter ako vo Vermilyeovej teorii, t.j.
pocet protoénov prenaSanych v ramci rychlost’” urcujuceho
kroku (18) az (20).

Ak by prebichalo rozptstanie oxidov, ako su napr.
MgO, ZnO (z:=2, a+=0,5) mechanizmom, v ktorom
riadiacu tlohu zohrdva odstrafiovanie kationov (Mg,
Zn*") z povrchu oxidu, bola by rychlost’ priamo imerna
aktivite vodikovych i6nov ay .

Hodnoty zdanlivého poriadku n vypocitané pomocou rovnice (24) za predpokladu, Ze kationy a aniony oxidu st potencial

urcujlice a oL+ = 0.

Proces Typ oxidu
z=1= M0 z=2 = MO z=3 = M,0; z=4 = MO,
0%+ H'ag— OH g 13 12 3/5 2/3
OH (+H (o) >H:0() 12 2/3 3/4 4/5
0% 2H (ug >H:0) 2/3 1 6/5 4/3
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Avsak ak by bolo rozpustanie riadené rychlostou,
akou st z povrchu oxidu odstrafiované aniény (O,
OH"), menila by sa rychlost procesu s ay* podla toho,
ktora z protonacnych reakcii (/8) az (20) riadi rozpust'a-
nie. Za predpokladu a_ = 0,5 bude sa rychlost’ v pripade
reakcie 02’(5)+ H+(aq) — OH () menit’ s (aH+)0; OH (y+
+ Hgg > H0 s (an)™ 07+ 2H ey = HiOp)
s (ay)'. Zaujimava je skuto¢nost, e rychlost’ rozptstania
v tomto pripade nezavisi od mocenstva kovového ionu z,
(vztah 27).

Smernica zavislosti log j = f(pH) ma v pokrocilych
§tadidch rozpustania idnovych (MgO, BeO) (cit.''?"*?),
T'ahko rozpustnych (ZnO, CoO, MnO) (cit."*****) a tazko
rozpustnych polovodivych (Fe,Os, Cr,0s, Fe;0y) oxidov> 2
hodnotu —1/2, ¢o predpoklada, Ze riadiacim krokom by
malo byt podla tejto tedrie odstrafiovanie aniénov druhou
protona¢nou reakciou (OH g +H g = H2O)).

Vzhladom k tomu, zZe obidva mechanizmy pred-
uréujii zaporni smernicu zavislosti log j f(pH)
(vztahy (26), (27)), experimentalne zistené¢ kladné
hodnoty smernice vylucuju riadenie protonaciou
v pociatocnych Stadiach rozpustania ionovych a rych-
lorozpustnych polovodivych oxidov®!”!*%,

2.2.2.4. Gorichevov model

Gorichev® na rozdiel od Digglea’ predpoklada, ze
k zmene potencialu (Ad) dochadza nielen zmenou aktivity
potencial urcujucich idénov (rovnica (25)) ale aj v dosledku
pomalého prenikania protonov tuhou fazou (zmenou ¢s).
V pociatocnej faze procesu dochadza k prenosu protdénov
cez elektricka dvojvrstvu a ich adsorpciu na povrchu oxi-
du. V druhej faze prenikaju protony do podpovrchovych
oblasti oxidu za sucasné¢ho prenosu elektronu z jedného
kovového i6nu na druhy podl'a rovnice (26):

M (s)+ 0% (s) + H*(aq) + &~ — OH (5) + M(Z‘1)+(S) (28)

Zavislost’ rychlosti rozpistania oxidu, vyjadrena in-
tenzitou toku kationov kovu z fazového rozhrania do obje-
mu roztoku na aktivite vodikovych iénov (pH), Ad a T,
vystihuje rychlostny vztah (29):

j=ke(T,A¢)a} (29)

kg — rychlostna konstanta. Ugastou proténov na elektro-
chemickych procesoch sa vysvetluje rozdielna aktivita
hydratovanych a nehydratovanych oxidov.

Nedostatkom tohto modelu je, Ze neuvazuje pripad
oxida¢ného rozpustania (napr. NiO, Cu,O) av pripa-
doch, ked Adp zavisi aj od ay, je aktivitnad zavislost’
rychlosti (29) v podstate len empiricka.
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2.2.2.5 Prigogineov nerovnovazno-termodynamicky
model

Prikladom kinetickej teorie v ktorej riadiacu ulohu
zohravajui zmeny elektrochemického potencialu je Prigogi-
neov nerovnovazno-termodynamicky model”.

Rychlost’ rozptstania, vyjadrena intenzitou toku ka-
tionov kovu, je dana vztahom (30):
(zFA¢+23 RT (pH ))

j=kp(T ).aH%q exp (30)

— rovnovazna aktivita H'

kp — rychlostna konstanta, dy+ o

i6nov.

Prigogineov model aplikoval vo svojich pracach
Fruhwirth'>*’, ktory analyzoval rozdielny priebeh zavis-
losti log j = f(pH) v pociato¢nom a pokrocilom §tadiu roz-
pustania MgO a ZnO. Linedmy pricbech zavislosti
v pociatotnom §tadiu (cy™ > ep”) oddvodnil konstantnym
pokrytim povrchu protéonmi. Odklon od linearity
v pokroéilych tadiach (cy'< cm®™), kedy je rychlost imer-
na rozdielu pMg — pH, pripisal vplyvu pritomnosti kationov
M*" z rozpustajiceho sa oxidu.

2.2.2.6. Stummov povrchovo-komplexacny model

Vermilyeova teéria® sice objasnila zavislost' rychlosti
rozptstania od ay” (pH), avSak z praktickych skusenosti je
zname, ze nie vSetky kyseliny maji na rychlost’ rozpustania
rovnaky vplyv. Déleziti ulohu v procese chemického rozptis-
tania oxidov zohravaju aniony. Prinosom v objasneni vplyvu
aniénov bol Stummov povrchovo-komplexaény model"”’.

Stumm na zdklade predpokladu rychleho ustalenia sa
adsorpénej rovnovihy =M —-OH+H" <> =M-OH; mna
fazovom rozhrani oxid kovu — vodny roztok elektrolytu pre-
transformoval Vermilyeov mocninovy rychlostny vztah
(1)

j=ky(T.Ap)a,." (31)
do tvaru (32):
r= kST.{ ‘EMOHE } " (32)

r — rychlost’ rozpuitania oxidu [mol m2s™'], kst — rych-
lostna konstanta, {=EMOH,"} - hustota povrchovych
komplexov, m — poriadok totozny s mocenstvom kovové-
ho i6nu M*".

Stadiom kyslého rozpustania kovovych oxidov za
asistencie ligandov sa zistilo, Ze narast rychlosti rozpusta-
nia podla rovnice [EM-OHj+An" «>|=MAn+H,0 je
(pri rovnakom pocte aktivnych miest) sposobeny vysSimi
hodnotami rychlostnych kons$tant rozpustania povrcho-
vych komplexov. Uvedeny pripad je typicky pre silné ¢ —
donorové ligandy, uc¢inkom ktorych dochadza k uvolneniu
oxovizieb, spajajucich ion kovu s tuhou mriezkou pod-
la: [EM—An—|=+MAn (cit.""*). Urychlujuci efekt viak
mozno pozorovat aj vroztokoch slabych kyselin
s komplexotvornym aniénom (napr. H,An). V takomto
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pripade prebieha disocia¢na chemisorpcia s vel'mi dolezi-
tou koadsorpciou proténov podla schémy

L -
MON + HyAn — *x 2“3 +H,0
=M-An

a narast rychlosti rozptstania pri akejkol'vek hodnote pH
nastava v dosledku narastu koncentracie povrchovych
komplexov {=MOH,"} — vztah (32) (cit."").

Silnda chemisorpcia vSak moze viest’ v niektorych pripa-
doch aj kpoklesu rychlosti rozpustania'. Kym oxidy Zeleza
amanganu sa v pritomnosti kyseliny etyléndiamintetraoctovej
(EDTA) rozptistaju rychlejsie’, v pripade rozpustania oxidov
medi (CuO, CuyO) aniklu (NiO, Ni,O3) bol zisteny jej opacny
i¢inok®. Rovnako bol pozorovany pokles rychlosti rozpustania
Fe;04 a Fe,O; v dosledku pridavku 1,10-fenantrolinu (cit.3 ).

To, ¢i bude ligand urychlovat’ alebo pasivovat’ roz-
pustanie povrchu oxidu, zavisi vo vSeobecnosti na konfi-
guricii a stabilite povrchovych komplexov'. Napriklad
rozdielny vplyv EDTA sa vysvetl'uje jej schopnostou vy-
tvarat’ s kationmi réznych oxidov rozmanité povrchové
komplexy, ktoré mdzu za urCitych podmienok chranit
povrch oxidu pred proténovym atakom'.

3. Diskusia

Ako vyplyva zprehladu uvedeného v pred-
chadzajucej Ccasti, charakter riadiaceho deja zavisi od
typu oxidu a reakénych podmienok. Na vSeobecne platny
klesajuci trend rychlosti rozpustania od iénovych (1-107*
az 1107 mol m2s™"), cez polovodivé (1-107"" az 2:107
mol m2s™") az po kovalentné oxidy (< 1-10™"" mol m?s™")
poukazuje tabul’ka I. Typy procesov, ktoré riadia rozpusta-
nie oxidov v anorganickych kyselinach si vo vztahu
k elektronovej Struktire oxidu (iénovy, polovodivy, kova-
lentny)' zhrnuté v tabul’ke I1I.

V praxi sa pre urCenie riadiaceho deja najcastejSie

vyuzivaju tieto kinetické parametre:

a) poriadok reakcie vo¢i H" i6nom, ktory sa uréi z nameranej
zavislosti log j = f(In ayt+)

b) zdanliva aktivacna energia E.

Prehl’ad hodnot kinetickych parametrov pre niektoré oxidy

v kontexte kinetickych tedrii uvadza tabul'ka IV.

Z analyzy tdajov uvedenych v tabul’ke IV. vyplyva, Ze:

1. Vysoké hodnoty aktivaénych energii £ (> 41,8 kJ mol ™)
indikuju, Ze rozpustanie oxidov prebicha v kinetickej
oblasti, riadiacim dejom je povrchova reakcia.

2. Siroky interval hodnét smemic 7 (od —0,5 a2 2,4) namera-
nych zavislosti log j = f (In ay+) poukazuje na skutocnost,
ze pri rozpustani roznych oxidov (pri réznych podmien-
kach) sa uplatiiuji r6zne mechanizmy riadenia.

3. V pripadoch, kedy su experimentalne uréené hodnoty

ng blizke hodnotdm parametra nr, je mozné urcit’ ria-
diaci dej na zaklade teoretickych predstav o priebehu
procesu podla jednotlivych kinetickych modelov (kap.
2222.-2224).
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Tabul'ka III
Riadiace deje pri rozpustani kovovych oxidov
v anorganickych kyselinach'

Typ oxidu

i6novy polovodivy kovalentny

diftizia protolytické reakcie nukleofilny atak
elektrofilny atak chemisorpcia OH i6nov na

H'iénovna prenos naboja kovovy atom
oxovizby adsorpcia anio-
chemisorpcia nov
vody
povrchova
rekonstrukcia

a) Vel'mi dobra zhoda medzi teériou a experimentom bola
zistena v tychto pripadoch:
nr=0,5; 0,46 <ng<0,53: MgO(HCI),BeO(HCl), MnO
(H2S04), Cr,05(HCIO,)

nr= 0,6, 0,58 <ng< 0,59: FezO3(stO4,H3PO4)

nt=0,67; 0,68 <ng<0,7: BeO(H,SO,)

nr=1,0; 1<ng<1,06: BeO(HCI1,H,S0,4,C,H,04),
Fe,05(HF)

Napriklad na zéklade porovnania hodndt ng, zistenych
experimentalne pri Studiu rozpustania Fe,O; v H,SO4
a H;PO4 (ng= 0,58-0,59), s teoretickymi hodnotami nr
(ny= 0,6) je mozné jednoznacne priradit’ rychlost’ uréujici
krok — protonaciu povrchovych aniénov kyslika, OZ‘(S) +H'
@y — OH'(y (Vermilyea). Podobne, hodnoty g = 1,06 = nr
= 1 urCené pre rozpustanie Fe,O; v HF naznacuju, Ze riadiacim
dejom je jednostupiiova protonacia O, O (#+2H oy — H:Oy
(Diggle). Pri rozpustani BeO v H,SO, prichddza na zéklade
hodnét ng= 0,68-0,7= nr= 0,67 do tvahy ako riadiaci
dej protonacia povrchovych hydroxylovych skupin,
OHi(s) + H+(aq)_’ Hzo(s) (Vermllyea)

Hoci st experimentalne vysledky vo vécSine uvadzanych
pripadov v stlade s teodriou, v niektorych pripadoch nie st
predpovede kinetickych tedrii jednozna¢né. Napriklad pre
ng~ 0,5 alebo ng~= I su réznymi tedriami priradené rovna-
kej hodnote ng viaceré mozné riadiace deje:

ng = 0,5: Pre oxidy typu MO (MgO,BeO,MnO) moze pri-
chadzat’ do ivahy ako riadiaci dej bud’ povrchova hydro-
xylécia O g+ H'u— OH () (Vermilyea) alebo protona-
cia povrchovych hydroxylovych skupin OH )+ H' g
—H,Oy (Diggle), pripadne podpovrchova penetracia pro-
toénov tuhou fazou (Gorichev).

V pripade Cr,O; moze byt rychlost’ uréujicim dejom pro-
tonacia povrchovych hydroxylovych skupin (Diggle) alebo
penetracia proténov pod povrch tuhej fazy (Gorichev).

ng = 1: Rozptstanie oxidov typu MO (BeO) moze riadit
bud’ odstrafiovanie kationov M”" z povrchu oxidu (Diggle)
alebo jednostuptiova (priama) protonacia 0>, Oz_(s) +2H )
— HyO) (Diggle, Vermilyea).
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Tabulka IV
Porovnanie teoretickych a experimentalnych hodndt smernice n zavislosti log j = f(In ay+)
Teoéria Experiment
nr nazov tedrie  platnost  riadiaci dej priklad ng (<) E (kJ mol™)
pre oxidy
typu
0 Diggle vietky 0*(s) +H'(ag) — OH(s) - - -
1/3  Vermilyea M,0 0*(s) +H'(ag) — OH (s) - - -
1/2 Vermilyea M0 OH™(s) + H'(aq) — H,O(s) - - -
Diggle M,0O odstrafiovanie kationov M" - - -
Vermilyea MO 0%*(s) +H'(ag) > OH(s) MgO (HCl) 0,47 [21]; 0,48 [31]
MgO (HNO3) 0,49 [11]
BeO (HCI) 0,47-0,53 [3]
MnO (H,SOy) 0,5[3]
NiO (HCI) 0,6+0,1 [3] 72 [3];
Diggle vietky OH (s)+ H'(aq) —» H,0O(s)  MgO (HCI) 0,47 [21]; 0,48 [31]
MgO (HNO3) 0,49 [11]
BeO (HCI) 0,47-0,53 [3]
ALO; (HNOs) 0,41 [32]
MnO (H,SO4) 0,5 [3]
NiO (HCI) 0,6+0,1 [3] 72 [3]
Cr,0; (HCIOs) 0,46 [3]
Ni,O3 (H2SO4)  0,5+0,2 [3] 143,5 [3]
Ni,O; (HCI) 0,6+0,1 [3] 70,3 [3]
Fe,O; (HCI) 0,5-0,6 [3] 41,8 [3]; 90,4 [3]; 95,8 [3]; 113 [3]
Fe;03(H2S04)  0,5-0,6 [3] 53,6 [3]; 91,6 [3]
Fe,0; (HNOs) 0,5-0,6 [3] 44,4 [3]; 76,1 [3]
Gorichev vsetky podpovrchova penetracia MgO (HCI) 0,47 [21], 0,48 [31]
protonov tuhou fazou MgO (HNOs) 0,49 [11]
BeO (HCI) 0,47-0,53 [3]
MnO (H,SO,) 0,5 [3]
AlLO; (HNO;) 0,41 [32]
Cr,03; (HCIO4) 0,46 [3]
NiO (HCI) 0,6+0,1 [3] 72 [3];
Ni,O5 (HCI) 0,6+0,1 [3] 70,3 [3]
Ni,O3 (H,S04)  0,5+0,2 [3] 143,5 [3]
Fe,O3 (HCI) 0,5-0,6 [3] 41,8 [3]; 90,4 [3]; 95,8 [3]; 113 [3]
Fe,05 (HaSO04)  0,5-0,6 [3] 53,6 [3]; 91,6 [3]
Fe;03(HNO3) 0 5_0,6[3] 44,4 [3]; 76,1 [3]
3/5 Vermilyea M,0; 0*(s) + H'(aqg) —» OH(s) o-Fe;03(HNO;) 0,65 [3]
Fe,0; (H,SO4) 0,58 [3] 53,6 [3]; 91,6 [3]
Fe,O5 (H;POs) 0,59 [3]
Fe,0; (HCI) 0,5-0,6 [3] 41,8 [3]; 90,4 [3]; 95,8 [3]; 113 [3]
Fe;O3 (H2SO4)  0,5-0,6 [3] 53,6 [3]; 91,6 [3]
Fe;03 (HNO;)  0,5-0.6 [3] 44,4 [3]; 76,1 [3]
Fe;03 (HCIO)) (50,6 [3] 80,3 [3]; 87 [3]
2/3  Vermilyea M,0 0% (s) +2H'(aq) — H,O(s) - - -
Vermilyea MO OH(s)+ H'(aq) — H,0(s) BeO (H,SO4) 0,68-0,7 [3]
NiO (HCI) 0,6+0,1 [3] 72 [3]
Vermilyea MO, 0% (s) + H'(aq) — OH(s) - - -
3/4 Vermilyea M,04 OH(s)+ H'(aq) — H,0(s) Ni,O;3 (HCI) 0,6+0,1 [3] 70,3 [3]
4/5 Vermilyea MO, OH (s)+ H'(aq) — H,0(s) - - -
1 Vermilyea MO 0% (s) +2H'(aq) — H,O(s) BeO (HCI) 1[3]
BeO (H,SOy) 1[3]
BeO (C,H,04)  1[3]
NiO (H>SO4) 1+0,1 [3]
NiO (HNOs) 1£0,1 [3]
CuO (H>SO4) 1+0,1 [3] 54,4 [3]; 96,2 [3]
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Pokracovanie tabulky IV
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Teoria Experiment
ny nazov teorie  platnost’  riadiaci dej priklad ng (=) E (k] mol ™)
pre oxidy
typu
Diggle MO odstrafiovanie kationov M>*  BeO (HCI) 1[3]
BeO (H,SO4) 1[3]
BeO (C,H,04) 1[3]
NiO (H,SO4) 140,1 [3]
NiO (HNOs) 1+0,1 [3]
CuO (H,SO4) 140,1 [3] 54,4 [3]; 96,2 [3]
Diggle vietky 07 (s) +2H'(aq) — H,0(s) BeO (HCI) 1[3]

BeO (H,SO4) 1[3]
BeO (C,H,04) 1[3]
NiO (H,SOy) 140,1 [3]
NiO (HNO;) 140,1 [3]
CuO (H,S04) 1+0,1 [3] 54,4 [3]; 96,2 [3]
Fe,05 (HF) 1,06 [3] 51,5[3]
Ni,O; (H,SO4) 140,1 [3] 143,5 [3]
Ni,O; (HNO3) 1+0,1 [3]

6/5 Vermilyea ~ M,0; 0¥ (s) +2H'(aq) — H,0(s) - - -

4/3 Vermilyea ~ MO, 07 (s) +2H'(aq) — H,0(s) - - -

3/2 Diggle M,0; odstrafiovanie kationov M** - - -

2 Diggle MO, odstrafiovanie kationov M*" - - -

ziadna z uvedenych teorii: MgO(HCLHCIO;)  —0,05 [ 8]
MgO (HCD) —0,1-(=0,2) [ 9] 58-64 [9]
Mn,0; (H,SOy4) -0,5 [3] 78,7[3]
BeO (HNOs) 0,17 [32]
Fe,05 (HCI) 1,94 [3] 41,8 [3]; 90,4 [3]; 95,8 [3]; 113 [3]
Fe,05 (HCI) 23] 41,8 [3]; 90,4 [3]; 95,8 [3]; 113 [3]
Fe,05 (HCI) 2,4 3] 41,8 [3]; 90,4 [3]; 95,8 [3]; 113 [3]
MnO (H,SOy) 23]

b) Zhoda medzi teériou a experimentom v ramci chyby
merania:

Zdrojom neurcitosti pri uréovani RDS moézu byt

rozdielne predstavy o fyzikalnej podstate procesu, na
zaklade ktorych boli odvodené modelové vztahy pre
jednotlivé tedrie;

presnost’ odhadu hodnét modelovych parametrov vo
vztahoch (24), (26), (27) a (29);

presnost’ experimentalnej metddy pouzitej pre meranie
rychlosti rozpustania.

Napriklad pre rozpustanie Fe,O; v roznych kyselinach
(HC1, H,SO4, HNO3, HCIO4) boli namerané hodnoty ng
v intervale od 0,5 do 0,6, ¢o zodpoveda predpovediam
tedrie Digglea, Goricheva (ny= 0,5) ako aj Vermilyea
(nt= 0,6). Hodnoty ng blizke 0,5 napovedaju, Ze riadiacim
dejom moéze byt bud reakcia povrchovych OH™ skupin
s H" ionmi za vzniku vody (Diggle) alebo prenikanie pro-
tonov tuhou fazou (Gorichev). Naopak hodnoty ng bliz-
ke 0,6 zodpovedaju povrchovej hydroxylacii, 02’(S)+H+(aq)
— OH"(, (Vermilyea). Vyznamny rozptyl experimental-
nych hodn6t méze viest' k situacii, kedy nie je mozné
spolahlivo zvolit' ziadnu z teérii. Napriklad pri roz-
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pustani Ni,O3; v H,SOy bola uréend hodnota smernice ng
= 0,5 = 0,2. V takom pripade moze riadiacu ulohu zohra-
vat’ niektory z dejov, ktoré podla teérii prichadzaju do
uvahy pre oxidy typu M,O; v rozsahu 0,5 <n1<0,7.

V pripade rozptstania MgO v HCI (cit.*') autor oznagil
za riadiaci dej protonaciu povrchovych hydroxylovych sku-
pin, OH )+ H+(aq)—> H,O (Vermilyea, nr= 0,67) aj napriek
tomu, ze experimentalne ur¢ena hodnota ng= 0,47 bola vy-
razne nizsia — rozdiel zdévodnil nespol’ahlivostou odhadu
hodnét modelovych parametrov o, o vo vztahu (24).

Rozmanitost’ riadiacich dejov pre jednotlivé oxidy je
pravdepodobne zapriCinena tym, Ze rdzni autori Studovali
rovnaky (?!) oxid pri réznych reakénych podmienkach. Zauji-
mavé su z tohto pohl'adu rozdiely v publikovanych hodnotach
aktivacnych energii — v jednotlivych pripadoch sa pohybuji
aj v rozsahu niekol’kych desiatok kJ mol™ (napr. pre Fe,O;
(HCI): E = 41,8 kI mol™" az 113 kJ mol™" (cit.*)). Pri praci
s publikovanymi tdajmi je preto potrebné zohladnit’ ich
spojitost’ s reakénymi podmienkami.

4. Nesulad medzi teériu a experimentom:
a) Pre rozpustanie Fe,O; v HCI bol publikovany rad vy-
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sledkov (1,94 < ng< 2,4), ktoré vyznamne prevysuju
maximalnu teoreticki hodnotu sy (1,5 pre trojmocné
oxidy). Uvahy o mechanizme sa v takomto pripade
mozu priklonit’ k Diggleovej teorii riadenia odstrafio-
vanim kationov M** z povrchu oxidu (nr = 1,5) s tym,
ze rozdiel sa bud’ pripiSe hrubym experimentalnym
chybam alebo nepresnému odhadu hodnot modelovych
parametrov (napr. hodnoty o, vo vztahu (26)).

b) Experimentélne bola zistena existencia rezimov chemické-
ho rozpustania oxidov, pre ktoré€ je charakteristicka zaporna
hodnota ng. K objavu neocakavaného spravania oxidov
viedlo najmé systematické Studium rozptstania jednotli-
vych oxidov v Sirokom intervale reakénych podmienok.
Pokles rychlosti rozpustania s rasticou koncentraciou kyse-
liny bol pozorovany napriklad pri rozpustani Mn,O;
v H,S0 (cit.*) a MgO v HCI (cit.”). Nakol’ko vietky zname
tedrie predpovedaju kladni hodnotu smernice nr, zaporné
hodnoty otvaraju novy priestor pre analyzu vysledkov
a teoretickt interpretaciu doposial’ nevysvetleného sprava-
nia oxidov.

4. Zaver

Pre chemické rozpustanie oxidov v kyslych rozto-
koch je charakteristickd rozmanitost’ riadiacich dejov. Po-
pri experimentalnych vysledkoch, ktoré st viac alebo me-
nej kompatibilné s tedriou, sa vSak objavuje aj cely rad rezi-
mov, ktoré sa nedajii s pomocou jestvujucich kinetickych
teorii vysvetlit. Tieto skutoCnosti naznacuju, ze formulo-
vanie vSeobecnych zakonitosti, ktorymi sa procesy riadia,
si vyZaduju tak kritické prehodnotenie teorii, ako aj do-
kladné experimentalne Stidium rozpustania jednotlivych
oxidov v Sirokom intervale reakénych podmienok.

Tato prdaca bola podporend Vedeckou grantovou
agenturou MS SR a SAV (granty 1/0393/03 a 1/0350/03).

Zoznam pouzitych symbolov a skratiek

An’™  anién

a aktivita potencial urujucich i6nov v Helmholt-
zovej vrstve

a aktivita potencial urcujucich iénov v Helmholtzovej
vrstve v izoelektrickom bode

ay+  aktivita H' iénov

apy eq TOVROVAZNA aktivita H' idnov

c koncentracia roztoku soli [mol dm™]

Cnas koncentracia nasyteného roztoku soli [mol dm™]

Cs koncentracia i6onov uvolnenych z povrchu oxidu
[mol dm™]

cns  koncentracia H' i6nov [mol dm™]

cmys  koncentracia kovovych kationov [mol dm™]

D koeficient difiizie [m?s™']

E zdanliva aktivagna energia [J mol™']

F Faradayova konstanta [C mol™']

Referat

j intenzita toku [mol m2s™']
Jij.  intenzita toku i6nov [mol ms™']
Ji intenzita toku i6nov i [mol m>s™']
Jb rychlost’ diftizie [mol m~s™']
Kat”"  kation
ki, k- rychlostné parametre v rovnici (/6) a (17) [mol s
k_ rychlostné , konstanta vo vztahu (27) [mol s™']
kg rychlostnd konstanta vo vztahu (15) [mol m>s™']
kg rychlostna konstanta vo vztahu (29) [mol m2s™']
kp rychlostna konstanta vo vztahu (30) [mol m>s™']
kst rychlostna konstanta vo vztahu (32) [mol m2s™']
ky rychlostnd konstanta vo vztahu (37) [mol m>s™']
M”  kovovy katién
m poriadok v rovnici (32) totozny s mocenstvom

kovového i6nu
n zdanlivy poriadok celkovej povrchovej reakcie defi-

novany (24): n =dlog;/dlog ay:

ny, n_ pocet idnov prisluchajucich na jednotku plochy
fazového rozhrania [m ]

p pocet proténov prendSanych v reakcii (18), (19)
alebo (20)

pMg  zaporny dekadicky logaritmus aktivity Mg ionov

R plynova konstanta = 8,314 [J mol ' K™']

r rychlost’ rozptistania tuhej latky (oxidu) [mol m=s™']
T teplota [K]

Z+, Z_ mocenstvo 16nov

Z; mocenstvo iénu i

Grécke symboly:

o, o podiel, ktory charakterizuje mieru vplyvu poten-
cial uréujucich id6nov

5 hribka diftiznej vrstvy [m]

e, uo chemicky potencial ionov [J mol™']

On potencial vonkajsej Helmholtzovej roviny [V]

Os potencial na povrchu tuhej fazy [V]

Ad potencialovy rozdiel (A¢ = ¢s— dy) [V]
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A. Fedorotkova® and P. Raschman” (“Department
of Chemistry, "Department of Ceramics, Faculty of Metal-
lurgy, Technical University, Kosice): Kinetics of Chemi-
cal Dissolution of Oxides: Comparison of Theory and
Experiment

The mechanism of chemical dissolution of oxides in aque-
ous solutions of acids has been the subject of significant interest
during the last three decades. The reactivity and dissolution
behaviour of oxides is crucial for a wide variety of processes
including, e.g, hydrometallurgy, corrosion of oxide materials,
geochemical processes, catalysis, environmental processes or
drug design. In the theoretical study of the mechanism of the
process, electrochemical, colloid-science and surface-science
approach have been used. Current electrochemical theories
assume that dissolution rates are controlled by solid-liquid inter-
action in the interphase region, predicting their inverse expo-
nential dependence on solution pH. The colloid-science ap-
proach explains the dissolution of oxides by ionic adsorption at
the oxide/solution interface. The surface-science approach is
based on the categorisation of oxides into groups (ionic, cova-
lent, semiconducting), characterized by bulk and surface defects
and structural changes in both regions. General principles that
govern the kinetics of the dissolution of oxides, are not suffi-
ciently known. A major difficulty is that no single oxide
was extensively studied and the range of the conditions for
the individual oxides studied varies. Very often, the rate-
controlling step cannot be determined at all. There are also
the regimes that could not be explained by existing kinetic
theories. This study treats theoretical aspects of the disso-
Iution from the oxide type viewpoint, brings a review of
the existing kinetic theories, classifies the published ex-
perimental data and shows discrepancies between theory
and experiment, which seem to be worth detailed analysis.
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Uvod

Budenie v obluku jednosmerného pradu (DC) pred-
stavovalo pocas celej historie atomovej spektroskopie
hlavnu techniku pre priamu analyzu praskovych vzoriek,
prednostne v Specidlnej oblasti geochemickych analyz,
neskor aj pri analyze vzoriek environmentalneho charakte-
ru. Této spociatku semikvantitativna metéda sa po mno-
hych optimaliziciach a kvantifikaciach' stala rychlou
a najviac pouzivanou mnohoprvkovou kvantitativnou me-
todou. NeskorSia optimalizacia vyhodnocovania fotogra-
ficky registrovanych spektier' viedla k dosiahnutiu pres-
nosti od 5 az 20 %, s relativne nizkou hodnotou hranice
dokazu. Taktiez sa vyvijali a zdokonal'ovali niektoré modi-
fikacie jednosmerného obluka, ako napr. vyuZzitie stacio-
narneho magnetického pol'a’, nehomogénneho magnetic-
kého pol'a® a metoda dvojitej plazmy®. Takisto techniky
kontinudlneho vnasania vzorky sa tspesne rozvijali a pou-
zivali pri analyze praskovych vzoriek.

Neriadeny jednosmerny obluk v tzv. klasickej DC
spektrografii a ¢asovo narocné vyhodnocovanie spektra su
nahradené modernym a pocitatom riadenym oblikom,
ktory je prostrednictvom optického kabla napojeny na
mnohokanalovy spektrometer.

Ciel'om tejto prace bolo porovnat’ vyparovacie schop-
nosti dvoch optickych metod: klasicka DC spektrografiu
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a ,,nova* spektrometrickll tandemov techniku s riadenym
oblikom jednosmerného pradu, kde je vyparovanie sepa-
rované od budenia. Vyparovanie prebieha v cele pre pro-
dukciu aerosolu, odkial’ si pary analytu unasané plynom
a nasledne vnasané do plazmy Marinkovi¢ovho plazmové-
ho zdroja, kde nastava ich budenie. Intenzita pridu pre
vyparovanie je programovatelna a riadend pocitacom. Na
druhej strane, pri klasickej spektrografii prebieha vyparo-
vanie a budenie stcasne.

Prezentované metddy boli pouZité pre analyzu niekto-
rych vybranych, environmentalne ddlezitych prvkov (Al,
Cr, Ni, V). Specialna pozornost’ bola venovana tatistické-
mu vyhodnoteniu zakladnych hodnotiacich parametrov
ako su: aritmeticky priemer (/(x)), Standardna odchylka
(s(1)x), relativna Standardnd odchylka (s({)x;), median
({ (x)), modus (! (x)), polosuma ( / (x),), rozpétie (Al),
Spicatost’ (E(x)) a Sikmost’ (A(x)), ktoré charakterizuju
presnost’, normalitu a homogenitu distribicie jednorozmer-
nych vstupnych udajov.

Experimentalna cast’
Spektrografickd metoda

Experimenty boli uskuto¢nené na mriezkovom spek-
trografe PGS-2. Budenie vzorky a registracia spektier pre-
bichala za podmienok uvedenych v tabulke 1. Hlavné pa-
rametre vybranych prvkov a pouZité spektralne ¢iary uda-
va tabulka II. Pre experimenty bola pouzita modelova
zmes pripravend zo spektralne Cistych oxidov Al, Cr, Ni
a V (J. Mathey, London), o koncentracii 0,1 % a 1 % kaz-
dého prvku v zmesi oxidov a spektralne Cistého grafitové-
ho prasku (Elektrokarbon, Topol'¢any). Spektra sa expo-
novali za pouZzitia difrakénej mriezky pre 2. poriadok dif-
rakcie. Na odstranenie pripadnych prekryvani s inymi po-
riadkami spektra sa pouZil aj poriadkovy filter s prednost-
nou priepustnostou v sledovanej oblasti spektra. Budenie
spektier sa uskuto¢nilo pomocou neriadené¢ho zdroja jed-
nosmerného prudu (DC) s anodicky zapojenou nosnou
elektrodou. Po€as 90 s expozicie a intenzite pradu 10 A
nastalo totalne vyparenie navazky. Pri sledovani vyparova-
cieho procesu sa na totozné miesto spektralnej dosky ex-
ponovali tri elektrody.

Po vyvolani exponovanych spektralnych dosiek sa
merali s€ernania tychto spektralnych ¢iar denzitometrom
4 D, ktory je vybaveny Siroko-linedrnym detektorom —
fotoodporom. Pre transformovanie hodndt sCernani na
hodnoty € a I, ako aj pre vypocitanie konstant y a k foto-
grafickej emulzie sa pouzivali vypo&tové programy’ pre (-
transforméciu podla Tordka a Zimmera®.
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Tabulka I
Experimentélne podmienky (Spektrografia)
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Vseobecné a optické podmienky

Spektrograf
Mriezka
Spektralna oblast’

Druh zobrazenia
Sirka $trbiny

Vyska strbiny
Elektrodovy material

mriezkovy, PGS-2, C. Zeiss, Jena
651 vrypov/mm
280-330 nm, poriadkovy filter ¢. 101

trojSoSovkové s medzizobrazenim
otvor medzizobrazovacej clony 3,2 a 5 mm

20 pm
1 mm
uhlik (Elektrokarbon Topol'¢any, SR)

Fotografické platiia Banse und Grohmann Fotoplatten, WU-2
Vyvojka R-09
Budiace podmienky

Budiaci zdroj neriadeny obluk jednosmerného pradu
Intenzita pradu 10A
Primérne napitie 220V
Nosna elektroda SW 380, & vyvrtu 3 mm
Protielektroda SW 202
Vzdialenost’ elektrod 4 mm
Navazka vzorky 10 mg
Koncentracia vzorky 0,1 a 1 % zmes oxidov
Expozi¢na doba 90 s
Polarita nosnej elektrody kladna

Vyhodnocovacie podmienky
Fotometer 4D G-1I MFKI
Sirka $trbiny 20 um
Vyska strbiny 16 mm
Rozsah meranych hodndt 0-4S

Tabul’ka I1

Charakteristika zvolenych spektralnych ¢iar a ich parametre pre vybrané prvky pre spektrografiu a spektrometriu

Prvok Oxid Spektrografia Spektrometria
A [nm] E.[eV] E. [kJ] A [nm] E.[eV] E. [kJ]
Al AlO4 308,216 4,02 388,03 396,152 3,14 303,09
Cr Cr,04 302,156 5,13 495,17 425,433 2,91 280,39
Ni NiO 300,249 4,16 401,54 349,296 3,65 352,32
\Y% V,0s 318,540 3,96 382,24 318,540 3,96 382,24

A - Vlnova dizka, E, — budiaca energia

Spektrometrickd metdda

Spektrometrickd analyza sa vykonala na simultdinnom
mnohokanalovom spektrometri LECO-750 za experimen-
talnych podmienok uvedenych v tabulke III. Parametre

Studovanych prvkov a pouZité spektralne Ciary udava ta-
bulka II. Merania sa uskutocnili pouzitim 1% modelovej
zmesi oxidov spektralnej Cistoty (J. Mathey, London) spo-
minanych prvkov a spektralne Cistého grafitového prasku
(Elektrokarbon Topol¢any). Vysokocisty argon slazi ako
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Tabulka III
Experimentélne podmienky (Spektrometria)
Vseobecné podmienky
Spektrometer LECO -750
Mriezka 2400 vrypov/mm
Spektralna oblast’ 220-766 nm
Vyparovacie podmienky
Vyparovaci zdroj programovatelny oblik jednosmerného pradu, generator
DCA 301
Intenzita pradu 10 A
Prietok Ar v cele pre produkciu aerosolu 1,6 dm® min!

Nosna elektroda
Protielektroda

SW 380, Elektrokarbon Topol'¢any, SR
SU 206, Elektrokarbon Topol'¢any, SR

Vzdialenost’ elektrod 1 mm
Navazka vzorky 10 mg
Koncentracia vzorky 1 % zmes oxidov
Expozi¢na doba 90 s

Budiace podmienky
Budiaci zdroj Marinkovic¢ova plazma
Intenzita pradu 11A
Prietok Ar v Marinkoviéovej plazme 2,8 dm® min!
Vzialenost’ od stredu plazmy 4 mm

Vyhodnocovacie podmienky

Program

SPECTRUMAT

spektrometer
A

plazmovy zdroj

do plazmy

protielektréda

nosna elektréda
Ar

voda

cela pre produkciu par vzorky

Obr. 1. Schéma experimentalnej aparatiry pri spektralnej
analyze
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nosny plyn a zaroven aj stabilizuje plazmu. Vyparovanie
praskovej vzorky v obliku jednosmerného prudu prebicha
vo zvlastnej cele pre produkciu aerosolu. Cela je napojena
na programovatelny generator DCA-301 (cit.”), ktory riadi
cely proces vyparovania. Pre sledovanie vyparovania bola
kvoli porovnaniu so spektrografiou pouZitd intenzita pradu
10 A, hoci zariadenie umoziuje naprogramovat’ intenzitu
pradu az do 30 A. Pary odparenej vzorky si  tangen-
cidlne  unaSané priadom nosného argéonu do Marinkovi-
¢ovho plazmového zdroja®, kde dochadza k budeniu at6-
mov sledovanych prvkov. Emitované ziarenie z plazmy,
ktoré je registrované vo vzdialenosti » = 4 mm od jej stre-
du, je prostrednictvom optického kabla prenasané na
vstupnil $trbinu spektrometra’. Ziskané integralne intenzity
spektralnych ¢iar Studovanych prvkov boli vyhodnotené
pomocou programu SPECTRUMAT. Schéma experimen-
talnej aparatury je znazornend na obr. 1 (cit.”).

Vysledky a diskusia

Hl'adanie optimalnych experimentalnych podmienok
pre sledovanie vyparovacich pomerov emisného budenia
spektier si v prvom rade vyZaduje prieskumovu Statisticku
analyzu jednorozmernych vstupnych tdajov. Z tohto do-
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Obr. 3. Kruhové diagramy pri spektrografii pre zvolené prvky; a— ALb—Cr,c—Ni,d-V

vodu, za ucelom zistenia vykonnosti obidvoch spektral-
nych analytickych metdd, bolo uskuto¢nené 25 nasobné
opakovanie merania intenzit spektralnych ¢iar zvolenych
prvkov (Al, Cr, Ni a V). Tieto sibory intenzit sa podrobili
programom QC. Expert 2.5 (cit.'’) kompletnej 3tatistickej
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analyze. Vysledky tejto analyzy su uvedené v tabulke I'V.
Normovanou metodou programu QC Expert 2.5 sa spoci-
tali histogramy vstupnych udajov. V pripade spektrografie
histogramy pre Al a V poukazuji na Ciastocné zoSikmenie
smerom k vys$S§im hodnotam (obr. 2a, 2d), ¢o potvrdzuju
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Obr. 5. Kruhové diagramy pri spektrometrii pre zvolené prvky; a— ALb—Cr,c—Ni,d-V

i kruhové diagramy (obr. 3a, 3d). Histogramy u prvkov Cr
a Ni (obr. 2b, 2¢) vykazovali zna¢nu symetriu, ¢o potvrdili
aj prislusné kruhové diagramy (obr. 3b, 3c), ktoré zohl'ad-
flujl aj dosiahnuttl Sikmost’ a Spicatost’.

V pripade spektrometrie, histogramy (obr. 4a — 4d)
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a kruhové diagramy (obr. 5a — 5d) pre prvky Al, Cr, Ni
a Ciastocne i V vykazovali iba rovnomerné rozlozenie.
Prvky Al a Ni (obr. 5a, 5¢) vykazovali vel'mi dobri zhodu
s teoretickymi krivkami kruhovych diagramov, ¢o potvr-
dzuje symetrické rozlozenie vstupnych dat okolo aritme-



Chem. Listy 100, 348-356 (2006)

pdf
a 050

Cnk=0,456 (0,438) - Al

040
0.304
0,20
0.0

DI —y IT-‘J-% =
| parametr

-
-0.n .1 — T T T T T T 1%
200100 120 140 160 120 200 ZI0 340 260 280

c pdf Cnk=0,598 (0,668) - Mi
0.404
0.304

0.204

non+—= 'THI =
- * .

| || | parametr
1—=

4 B0 80 100 120 140 18D

Laboratorni pfistroje a postupy

pdf
0.504

Cpk=0,528 (0,602)- Cr

0.404 ‘ ‘

0.00+— — - =
LR ) .t pa@rﬂetr

40 50 BOD VO 8O 80 100 110

pdf .
d 0501

0404
0.304
0,204

0,10

%J___

parametr

0.1 — T — T — 1T
80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180

Obr. 6. Transformovana hustota pravdepodobnosti rozdelenia intenzit pri spektrografii pre zvolené prvky; a— Al,b—Cr,c—Ni,d-V

pdf .
a 0.401

Cnk=0,461(0,535) - Al

0304

0.204

0104

000+—

parametr
B L N m—— e
33 40 42 44 45 45 50 52 54 56 58

| parametr
a T T T T T T T —
18 20 22 24 26 28 30 32 34

b pdf . Cpk=0,363 (0.458) - Cr
0.40+4 |
0,304 |
0.20+4
0104
0o0{—="— —l,.—. 4,-H,'.—,.J— _—
| || parametr
040 ; ; T ==
a0 B0 7o an an
df
q pat Cpk=0,463 (0,557)- ¥
Hl— —_—— =
* parametr
10

Obr. 7. Transformovana hustota pravdepodobnosti rozdelenia intenzit pri spektrometrii pre zvolené prvky; a— Al,b—Cr,c—Ni,d -V

tického priemeru. Tato zhoda v pripade prvkov Cra V nie
je ale uz tak pregnantna (obr. 5b, 5d).

Presnost’ stanovenia intenzit analytickych spektral-
nych ¢iar je dand dosiahnutymi hodnotami RSD. Tieto
hodnoty pre aritmeticky priemer boli vzdy vysSsie ako
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15 %, ¢o je prijatelnd hodnota pre spektrografické mera-
nia. Naproti tomu, hodnoty RSD pre spektrometrické me-
rania st vzdy niz8ie ako 10 %, ale vysSie ako 6 %. Vysoké
hodnoty RSD pre spektrografické merania su podmienené
nielen individualnymi prvkovymi fluktuaciami intenzit, ale
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Tabulka IV
Vysledky prieskumove;j Statistickej analyzy pre spektrometrickil a spektrografickti metddu
Parameter Parameter Spektrografia Spektrometria

Al Cr Ni v Al Cr Ni v
Vlnova dI'zka 1/nm 308,21 302,16 300,25 318,54 396,15 42543 349,30 318,54
Arit. priemer 7(x) 153,68 67,60 97,51 11549 49,43 69,23 2496 79,83
Stand. odch. s( 7),( 32,41 10,68 20,37 13,95 3,03 5,19 2,35 7,12
RSD, % s( F)X,r 21,09 15,80 20,89 12,08 6,13 7,49 9,41 8,92
Median T(X) 151,15 65,88 98,91 113,26 49,62 70,01 25,08 79,58
Stand. odch. 5(7),( 11,044 3,31 3,48 4,03 1,06 2,18 0,78 2,45
RSD /% s( IN)X,r 7,31 5,02 3,52 3,56 2,14 3,11 3,11 3,08
Modus j(x) 146,48 62,70 101,49 109,21 49,96 71,43 2529 79,13
Polosuma 7()()p 165,52 69,00 99,45 119,15 49,01 69,03 25,03 79,30
Rozpitie DI 118,25 41,35 85,49 46,36 10,58 15,22 7,93 24,84
Sikmost’ (asymetria) A(x) 0,43 0,25 0,11 0,50 -0,13 -0,14 0,16 0,04
Test Sikm. ta = 0 N N N N N N N N
§picatost’ (excess) E(x) 2,47 2,50 2,77 2,41 2,17 1,69 2,00 2,00
Test Spiacatosti tp %= 3 N N N N N N N N
Test norm. thorm P P P P P P P P
Test homog. thorm P P P P P P P P
Box-Cox. T r -0,1 0,4 0,9 -0,5 1,0 1,0 0,4 0,8
Opravnenost’ Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie

N — nevyznamna; P — prijata

i nepresnost'ami fotografickej registracie, ako aj samotnym
komplikovanym vyhodnocovacim postupom. Pomerne
vyhodnejSie RSD hodnoty spektrometrickych merani st
dané tym, Ze sa jednd o tzv. fotoelektrické registrovanie
rozlozeného ziarenia. Napriek tomu st hodnoty RSD vys-
Sie ako je to pri tomto spdsobe detekcie ziarenia zauziva-
né. Tato skutoCnost mozno pripisat’ komplikovanému
privodu par analytu do budenej plazmy. Hodnoty RSD pre
medidn su pre obidve metddy systematicky nizSie ako pre
aritmeticky priemer, ¢o je vSak pochopitel'né, pretoze me-
dian neberie ohl'ad na extrémne vybocujice hodnoty.
Dalsie statistické hodnotenie sa zameralo na hodnote-
nie zhody aritmetického priemeru /(x), medidnu /(x), mo-
dusu I(x) a polosumy 7 (x),. Pri tom sa nebrala do tivahy
Standardnd odchylka aritmetického priemeru a medidnu.
Pre spektrografiu a pre prvky Al, Cr a V je typické, ze
vys8ie uvedené hodnotiace parametre vykazuju nasledovnii
postupnost’: aritmeticky priemer > median > modus. Tato
postupnost, ¢ize vyberova charakteristika, poukazuje na
Ciastocné zoSikmenie rozdelenia smerom k niz§im hodno-
tdm, ¢o znamena uZz Ciastocné porusenie symetrie. Tymto
zoSikmenim sa stbor priblizuje k lognormalnemu rozloze-
niu. Jedine u Ni mozno pozorovat Ciasto¢nu zmenu po-
stupnosti: modus > median > aritmeticky priemer. Tato
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postupnost’ poukazuje na Ciastoéné zoSikmenie smerom k
vy$8im hodnotam vyberovych charakteristik, ¢o je typické
pre asymetrické rozlozenie. Pre spektrometriu a prvky Al,
Cr a Ni je typickd nasledovna postupnost vyberovych
charakteristik: aritmeticky priemer < median < modus.
Tato postupnost’ je uz dominantna. Ciastoénii vynimku
tvori prvok V s postupnostou: modus < median < aritme-
ticky priemer, ¢o naznacuje zmenu charakteru rozlozenia.

Test Sikmosti vo vSetkych pripadoch potvrdil $tatistic-
ka zhodu Sikmosti s nulou (A(x) = 0) a zhody Spicatosti
s trojkou (E(x) = 3) , ¢o je priblizne optimalna hodnota'!
pre normalne rozlozenie vstupnych dat a pocet merani
N > 20. Nakoniec test normality a homogenity potvrdil
prijatie tychto dvoch kritérii. Box.-Coxova transformacia
vyvrétila opodstatnenost’ pouZitia tejto transformdcie pre
Studium normalneho rozlozenia. Napriek tomu sa pri spek-
trografii iba pre prvky Cr a Ni dosiahlo ide4lne symetrické
rozlozenie (obr. 6b, 6¢). V pripade prvkov Al a V (obr.
6a, 6d) sa uz dosiahli asymetrické rozlozenia vel'mi po-
dobné lognormalnym rozloZeniam. V pripade spektromet-
rie sa dosiahli skoro idedlne symetrické rozloZenia (obr.
7a — 7d) typické pre normalne rozlozenie. Gausovsky cha-
rakter rozlozenia potvrdzuje nakoniec i pomerne dobra
zhoda hodnot aritmetického priemeru a polosumy.
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Tabulka V
Polcasy vyparovania (#s05,) a totalne Casy vyparovania (¢;0%) pre sledované prvky; intenzita pradu 10 A
Prvok f50% [s] t100 % [8]
spektrograficka spektrometricka spektrograficka spektrometricka
Al 23,6 18,5 60,0 44,0
Cr 17,6 18,0 60,0 52,0
Ni 29,7 16,0 70,0 24,0
v 30,5 17,5 80,0 44,0
r=4mm
a b
150 150
Ii / I1001 Ii / I1001
% 100 | ) ! % 100 | 1
50 | 2 50 | 2
0 0
0 20 40 60 80 0 20 40 60 t s 80
t, s

Obr. 8. Normované vyparovacie krivky pre zvolené prvky pri spektrografii; (a) 1- AL 2 -V, (b) 1 —Cr, 2 - Ni

a b

150 150
li/l100: li/l100:
0, 0,
% 100 % 400 |

50 50 |

0 4 0

0 8 16 24 32 40 48 0 8 16 24 32 40 48
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Obr. 9. Normované vyparovacie krivky pre zvolené prvky pri spektrometrii; (a) 1-V,2 - Al, (b) 1 -Ni,2 - Cr

Prieskumnou analyzou overené spektralne Ciary sa pouzil neriadeny obluk jednosmerného pradu, ale pri spek-
potom vyuzili aj na sledovanie vyparovacieho procesu. trometrickej metdde sa pracovalo uz s pocitacom riadenym
Spektra sledujuce vyparovaci proces sa zhotovili metodou oblikovym vybojom, ktory je ¢asovo stabilnejsi. Vypoci-
v ¢ase pohyblivou spektralnou doskou. Samotny vyparova- tané normované krivky vyparovania zndzoriiuje obr. 8 a 9.
ci proces, ako pre spektrograficki metddu, tak i pre spek- Hodnoty polcasov vyparovania pri spektrografii sa pohy-
trometrick(l metddu sa vysledne sledoval konStrukciou bujt v rozsahu od 17,6 do 30,5 s, ale pri spektormetrii je to
normovanych vyparovacich diagramov'?, pri¢om sa stano- podstatne kratsi interval, od 16 do 18,5 s. Casy totalneho
vili polCasy vyparovania #s5,., ako i Casy totalneho vyparo- odparenia su pre spektrografiu opdt’ vyssie, a to od 60 do
vania 99, (cit."’) obidvoch spominanych metod (tabulka 80 s, zatial'’Co pre spektrometriu st v intervale len od 24 do
V). Pri budeni spektier sa pre porovnanie pracovalo s dvo- 52s.

ma druhmi budenia. Pri spektrografickej metdde sa eSte
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Zaver

Prezentovana praca ma komparativny charakter a bola
zamerand na S$tudium vyparovacieho procesu v neria-
denom a pocita¢om riadenom obluku jednosmerného pru-
du pri analyze praskovych vzoriek. Zo ziskanych vysled-
kov mozno vyvodit’ nasledujtice zavery:

Lognormalne rozlozenie dat v pripade spektrografie
a takmer idedlne normalne rozlozenie dat
v spektrometrii vyplyva z rozdielneho spdsobu bude-
nia, registracie i vyhodnocovania ziskanych spektier.
To potvrdili aj vypocitané hodnoty RSD, ktoré st
v pripade spektrografie vyssie ako 15 %. Naproti to-
mu, hodnoty RSD pri spektrometrii si sice niZSie,
v intervale od 6 do 10 %, ale st vyssie ako je pri tom-
to spdsobe detekcie zauzivané, ¢o je pravdepodobne
sposobené komplikovanym privodom par analytu do
plazmy pri tejto tandemovej technike.

Charakteristiky vyparovania su znacne prvkovo Speci-
fické. Polcas vyparenia pre spektrografickii metodu sa
pohyboval v rozmedzi od 17,6 do 30,5 s, ale u spek-
trometrickej metddy iba od 16 do 18,5 s, ¢o s pod-
statne kratsie Casy. Casy totalneho vyparenia pre
spektrografiu boli v intervale od 60 do 80 s, kym pri
spektrometrii iba od 24 do 52 s, €o potvrdzuje stabil-
nejsi charakter poc¢itatom riadeného obliikového zdro-
ja jednosmerného prudu, ale i vyssiu efektivitu tohto
sposobu budenia, a to v pripade vSetkych skuma-
nych prvkov.

Zaverom mozno konStatovat’, Ze vyparovanie sledo-
vanych prvkov (Al Cr, Ni a V) v riadenom DC obliku ma
rozdielne spravanie ako v neriadenom obluku. Nase udaje
potvrdzuji nevyhnutnost’ pouzivania pocitacom riadeného
DC oblika za Gcelom dosiahnutia vyssej efektivity vypa-
rovania.
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S. Ruzickova, J. Bajuszova, M. Matherny, and
L. Koller (Department of Chemistry, Faculty of Metal-
lurg, Technical University, Kosice, Slovak Republic):
A Comparison of Evaporation in Uncontrolled DC Arc
in Classical Spectrography and in Computer-
Controlled DC Arc in Optical Spectrometry in Analysis
of Environmentally Relevant Elements

Evaporation of Al, Cr, Ni and V in the classical un-
controlled DC arc spectrography and in the computer-
controlled DC arc optical emission spectrometry was com-
pared in the determination of the environmentally impor-
tant elements. The experiments were carried out with
a grating spectrograph PGS-2 and simultaneous multichan-
nel LECO 750 spectrometer which was connected to the
evaporation cell and adjusted to the Marinkovi¢ plasma
source. Standardized evaporation curves were obtained
and the half-time and total evaporation time values were
calculated. The basic statistical evaluation was also made.
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1. Uvod

Motivace k vyuZivani solarni energie v budovéch
a energeticky usporné programy zpusobily vyvoj a rozsife-
ni specilnich druhti okennich zaskleni'™, ktera maji,
v porovnani s obycejnymi skly, upravené optické vlastnos-
ti na pozadované parametry dle Ucelu jejich pouZzivani.
Nékteré typy specialnich skel pracuji na principu infracer-
venych zrcadel”. Na povrchu téchto zaskleni jsou pi vyro-
bé naneseny tenké vrstvy, které odrazeji dlouhovinné in-
fracervené zafeni interiéru zp&t do mistnosti. Uvedena skla
tedy omezuji tepelné ztraty radiaci. Oznacuji se také jako
skla s nizkou emisivitou nebo tepelna ¢i infraervend zrca-
dla.

Vzhledem k tomu, Zze vyrobci neuvadéji podrobné
informace o téchto specialnich sklech, cilem publikované
prace bylo najit vhodné materialy, které mohou byt pouzi-
ty pro tenké vrstvy infracervenych zrcadel.

2. Méreni optickych vlastnosti skel

Optické vlastnosti uvedenych skel jsou v odborné
literatufe i podle udaji vyrobcti vétsinou udavany
v podobé primérnych hodnot odrazivosti a propustnosti,
popt. pohltivosti. Nejsou vSak zvefejiiovany spektralni
charakteristiky ani materialové slozeni specialnich tenkych
vrstev, které zajiStuji vysokou odrazivost infracerveného
zateni. Z toho divodu bylo provedeno spektralni méfeni
vybranych vzorki skel za ucelem zjisténi optickych vlast-
nosti a na zakladé jejich analyzy byl proveden vybér vhod-
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nych materiald pro uvedené vrstvy. Podle zméfenych
spektralnich charakteristik CinitelG prostupu t(A) a odrazu
p(A) byl hledan optimalni navrh slozeni tenkych vrstev
vysoce odraznych v oblasti dlouhovlnného infracerveného
zafeni.

Byly posuzovany nasledujici dva vzorky skel:

vzorek A: ¢iré sklo float, tl. 4 mm

vzorek B: nizkoemisivni sklo Planitherm, tl. 4 mm
Tyto vzorky o velikosti 30 mm x 30 mm byly posou-
zeny na Pfirodovédecké fakult¢ Masarykovy univerzity
v Brné na Katedfe fyziky pevné faze. Bylo provedeno
spektralni méteni v oblasti od ultrafialového do infracerve-
ného zafeni, v rozsahu vinovych délek Ae(300 nm,
2500 nm), tedy v intervalu vlnovych délek odpovidajicich
spektralnimu sloZeni slunecniho zafeni dopadajiciho na
zemsky povrch. Déle byly ovétovany vlastnosti téchto skel
v oblasti dlouhovinného infracerveného zafeni v intervalu
Ae(S pm,11 pm). Ke spektralnim meéteni bylo pouzito
téchto spektrometri:

VARIAN CARY 5E (vlnovy rozsah 185-3300 nm),
ZEISS SPECORD M&80 (vlnovy rozsah 2,5-50 pum).
Na obr.1 je wukazka zpracovanych vysledkl
z uvedenych méfeni.

Vzhledem k tomu, ze sklo Float ma v porovnani se
vzorkem B ve stfedu viditelné oblasti vys§i propustnost
(555 nm) = 0,91, ale také vyssi odrazivost p(A=555) =
0,09, zatimco vzorek B niZ§i propustnost 1(555nm) = 0,83
a niz$i odrazivost p(555 nm) = 0,07, 1ze usuzovat,
ze u vzorku B dochazi k vétsi absorpci svétla, tedy
(555 nm) = 0,1. Absorpce je zplisobena existenci special-
ni tenké vrstvy nanesené na povrchu skla. Tato vrstva po-
hlcuje cast viditelného zateni. Dikaz existence této vrstvy
podava i zvySena odrazivost posuzovaného vzorku skla na
rozhrani mezi viditelnou a infraéervenou oblasti (vinova
délka 780 nm) (viz obr. 1).

1,0
p(r) 1
(N

4
0,64
0,21 2
3
V300 800 1300 1800 2300
A, nm

Obr. 1. Spektralni propustnost a odrazivost vybranych vzorki
skel; 1 — spektralni propustnost t(A) — vzorek A, 2 — spektralni
propustnost t©(A) — vzorek B, 3 — spektralni odrazivost p(A) —
vzorek A, 4 — spektralni odrazivost p(L) — vzorek B
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Obr. 2. Odrazivost vzorki skel v oblasti infracerveného zareni
(od 5 do 11 pm); 1 — spektralni odrazivost p(A) — vzorek A, 2 —
spektralni odrazivost p(A) — vzorek B

Je pozoruhodné, Ze z vysoce transparentniho materia-
Iu ve viditelné oblasti se sklo stdva nepropustnym pro ob-
last infracervenou, jak ukazuji spektralni méteni. Na zakla-
dé méfeni bylo zjisténo, Ze sklo Float ma v ¢asti infracer-
veného spektra v intervalu Ae(5 m,11 um) velmi nizkou
odrazivost. Pouze v okoli vlnové délky 10 um se Cinitel
odrazu zvySuje na hodnotu p(9,5 um)=0,28 (viz obr. 2).

3. Princip funkce infracervenych zrcadel

Sluneéni zafeni prochazejici sklem dopada na po-
vrchy konstrukei a pfedméti v mistnosti. Na téchto povr-
Sich se z¢asti odrazi a z€asti prochazi a pohlcuje. Pti pohl-
ceni se energie zafeni méni na kvalitativné jinou formu
energie, napf. na energii tepelnou, elektrickou nebo che-
mickou. U stavebnich konstrukci dochazi vétSinou k pie-
meéné na tepelnou energii. Konstrukce se ohfivaji a jejich
povrchy salaji dlouhovinné infraervené zafeni, které sklo
nema schopnost propoustét mimo prostor mistnosti.

Podle principu zachovani energie musi pfi nizké odrazi-
vosti a nulové propustnosti v infracervené oblasti dochazet
k vysoké absorpci zateni, tedy o(A) = 1, Ae(5 um,50 um).
V chladnych dnech, kdy venkovni teplota je niz8i nez tep-
lota v interiéru, dochazi k velkym ztratdm praveé vlivem
absorpce dlouhovinného infracerveného zafeni z interiéru
do skla okenni tabule a nasledné salani tohoto zéafeni do
venkovniho prostoru. Tepelnym ztratdm radiaci je vSak
mozno zabranit tim, Ze se na sklo nanese tenka, dostate¢né
transparentni vrstva, kterd zabrani absorpci infracerveného
zateni. Tato vrstva musi vykazovat vysokou odrazivost pro
dlouhovinné infracervené zéteni a nizkou emisivitu.

Prvofada podminka pro omezeni tepelnych ztrat za-
skleni radiaci je tedy vytvofeni takové soustavy tenkych
vrstev, jejiz ¢initel odrazu p(A) — 1 v okoli vinové délky
A =10 pum. Tato vlnova délka odpovidad podle Wienova
zékona* teploté 20 °C, tedy b&Zné pokojové teplots. Jeding
tim, Ze se infracervené zafeni odrazi od povrchu, nedocha-
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zi k jeho absorpci ve hmoté skla. Cim nizsi emisivitu bude
vrstva mit, tim vysSi odrazivosti lze v dané oblasti dosah-
nout. Toto tvrzeni je mozné jednoduse zdtivodnit na zakla-
dé platnosti Kirchhofova zikona®, principu zachovani
energie a jiz zminéné skutecnosti, ze sklo je pro dlouho-
vinné zafeni nepropustnym materidlem, tedy t(A) — 0, pro
Ae(5 pum,50 um). Potom lze vztah mezi odrazivosti a emi-
sivitou v infradervené oblasti vyjadiit P(A) =1- &),

Emisivita je zavisla na teploté télesa, tedy na vlnové
délce zateni, které dané téleso vysila. Stfedni emisivita
obycejného skla v oblasti dlouhovinného infracerveného
zéfeni je € = 0,84 (cit.”), tedy primérna odrazivost se po-
hybuje kolem hodnoty P = 0,16. Skla s nizkou emisivitou
maji €= 0,2 az 0,1 (cit.>’) i niZi, coz ukazuje na vysoky
Cinitel odrazu v praméru az P = 0,90.

M¢feni v infraCervené oblasti ukazala v piipad¢ vzor-
ku B velmi vysokou odrazivost az P = 0,86 a kolem vIno-
vé délky A=10 pm je p(A) = 0,91 (viz obr. 2). Toto sklo se
tedy opravdu chova jako infracervené zrcadlo.

4. Skladba tenkych vrstev pro infracervena
zrcadla

Z ptedchozich uvah je zfejmé, Ze navrhovana tenka
vrstva musi mit maximalni propustnost v oblasti viditelné-
ho zateni Ae(380 nm,780 nm), pro pracovni vlnovou dél-
ku A:=555 nm a vysokou odrazivost v intervalu Ae(5 um,

50 pm).
Uslechtilé kovy jako zlato, stiibro, méd’, poptipadé
jejich  slitiny, maji  vysokou odrazivost praveé

v infradervené oblasti®®. Na obr. 3 je uveden pribéh spek-
tralniho Cinitele odrazu vybranych kovovych vrstev
(stfibro-Ag, zlato-Au, méd-Cu, hlinik-Al) nanesenych na
sklenénou podlozku metodou vakuového napafovéani’. Jak
je vidét z obrazku, nejlepsich vlastnosti z hlediska vybéru
materialu pro tenké reflexni vrstvy pracujici na principu
infraervenych zrcadel vykazuje stfibrna vrstva. U stiibra,
je-li naneseno v dostatecné tenké vrstvé, je zarucena vyso-
k4 propustnost ve viditelné oblasti a vysokd odrazivost

1,00
p()

0,80

0,60

0,407 -

0,201 !

0,00

17 2

A, um

02 05 08 11 14

Obr. 3. Odrazivost tenkych kovovych vrstev v intervalu vino-
vych délek od 0,2 do 2,0 mm; | — Ag, 2 — Au, 3 —Cu, 4 — Al
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infraerveného zafeni. Zlatd vrstva ma také v intervalu
vinovych délek dlouhovinného infra¢erveného zafeni vy-
sokou reflexi, ale oproti stiibru ma poné€kud nizsi propust-
nost ve viditelné oblasti, podobné jako vrstva médéna.
Nizsi propustnost viditelného zafeni je zpuisobena zvyse-
nou absorpci v oblasti mezi UV-A a viditelnym zafenim’.
Hlinik pro G&ely IC reflexnich skel neni zcela vhodnym
materialem, nebot’ jeho vysoka odrazivost pfevazuje nejen
v infracervené oblasti, ale také v oblasti viditelné, ¢imz je
znaén¢ omezen prostup svétla. Tenké hlinikové vrstvy
vSak nachazi uplatnéni u reflexnich tepelné izolacnich
materiald.

Kromé¢ zlata vétSina vySe uvedenych kovli na vzduchu
oxiduje. Vlastnosti zoxidované kovové vrstvy se vyrazné lisi
od pozadovanych ptivodnich vlastnosti — znacné se snizuje
odrazivost. Proto se kovové vrstvy obkladaji vrstvami die-
lektrickymi, které plni funkci nejen ochrannou, ale také pii-
spivaji k jejich prosvétleni ve viditelné oblasti’.

Na nasledujicim obrazku je provedeno srovnani spek-
tralniho Cinitele prostupu tenké vrstvy stribra (tloustka
vrstvy h=25 nm) nanesené na sklo, dale téze stéibrné vrst-
vy s jednim i se dvéma dielektrickymi obloZenimi, pro
vinové délky v intervalu Ae(300 nm,2500 nm).

Z obr. 4 1ze usoudit, ze na prosvétleni tenké kovové
vrstvy ma zasadni vliv praveé predni dielektrické oblozeni.

Mezi nejcastéji pouzivané materidly pro dielektrické
vrstvy patii TiO,, SnO,, SiO,, ZrO,, MgF,, ZnS, ALO;
(cit.>**1%). Vhodnou kombinaci dielektrickych a kovovych
vrstev, optimalnim navrhem jejich tlousték a spravné zvo-
lenou technologii nanasSeni lze vytvaiet soustavy tenkych
vrstev, které pro zadanou oblast vlnovych délek budou
spliiovat pozadované vlastnosti. Pfi navrhu soustav ten-
kych vrstev pro upravu optickych vlastnosti zaskleni musi
byt zvazovany nasledujici pozadavky:
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Obr. 4. Spektralni propustnost t(A) tenké stiibrné vrstvy
s dielektrickym obloZenim; 1 — stiibrna vrstva (tl. 25 nm) —
sklo, 2 — stiibrna vrstva (tl. 25 nm) — dielektricka vrstva TiO,
(t1.45 nm) — sklo, 3 — dielektricka vrstva TiO, (t1.45 nm) — stiibr-
na vrstva (tl. 25 nm) — sklo, 4 — dielektrickd vrstva TiO,
(tl. 45 nm) — stfibrna vrstva (tl. 25 nm) — dielektricka vrstva TiO,
(tl. 45 nm) — sklo
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— pozadované hodnoty spektralniho ¢initele prostupu
t©(A) odrazu p(A) a pohlceni a(A) pro zadany interval
vinovych délek A,

— indexy lomu jednotlivych vrstev,

— pocet vrstev v soustave,

— tloustku kovové vrstvy i tloustky dielektrického oblo-
zeni,

— vlastnosti ptizplsobovaci vrstvy pfi navrhu soustavy
o vice vrstvach'®.

Index lomu jednotlivych vrstev je funkci vinové délky
dopadajiciho zafeni a jeho hodnota je ovliviiovana chemic-
kym slozenim materialu, krystalickou strukturou vrstvy,
mnozstvim absorbovanych vodnich par a zpisobem nana-
Seni na podklad®. Index lomu ve skuteGnosti zavisi i na
tlouSt’ce vrstvy. Této vlastnosti je mozno umyslné vyuzit
pro konstrukci nehomogenni vrstvy s definovanym profi-
lem indexu lomu'?. V b&nych piipadech se viak tenka
vrstva povazuje za homogenni, tedy jeji index lomu se
meéni jen s vlnovou délkou, a v prostorové soutadnici zu-
stava konstantni. Absorbujici materily jsou charakterizo-
vany komplexnim indexem lomu n = n — ik, kde £ je index
absorpce. Kovy jsou silné absorbujici materialy, u kterych
se ve viditelné oblasti elektromagnetického zateni snizuje
propustnost (Imérné se zvétSujici se tloustkou kovové
vrstvy) vlivem vysokého indexu absorpce™””. Tim lze také
vysvétlit vyssi absorpci viditelného zafeni u vzorku B (viz
obr. 1).

Na zaklad¢ studia optickych vlastnosti vybranych
vzorkl skel a vybéru vhodnych materialti pro tenké vrstvy
s vysokou odrazivosti v infratervené oblasti®'“'>"* byly
provedeny vypocty spektralnich charakteristik pomoci
pocitatového programu Film*Calc 3.03-Advanced Optical
Thin Film Technology, FTG Software Associates, Prince-
ton, USA. Tento program provadi vypocty spektralnich
Cinitelt odrazu a prostupu jako funkce zadanych vinovych
délek a urcenych uhlt dopadu pro zadané hodnoty indext
lomu zvolenych materiald a pro stanovené tloustky ten-
kych vrstev.

Vysledky pocitacovych hodnoceni v podobé spektral-
nich Cinitelt odrazu p(A) a prostupu t(A) byly provedeny
pro nékolik materidlovych variant. Pro kovovou vrstvu se
pouzilo stfibra (Ag), jehoz vlastnosti byly v porovnany se
zlatem (Au) a hlinikem (Al). Pro dielektrické vrstvy byl
vybran TiO,. Z vysledkl pocitacovych hodnoceni byla
provadéna analyza vlastnosti navrhovanych soustav ten-
kych vrstev.

Z hlediska poctu vrstev v soustavé je mozno dojit
k nésledujicim poznatkim. Pfi ndvrhu soustavy ten-
kych vrstev o vice nez péti vrstvach vychazela sice
vysoka propustnost ve viditelné oblasti, ale jen ve vel-
mi uzké ¢asti viditelného spektra, v rozsahu vinovych
délek Ae(550 nm,650 nm) (viz obr. 5). Takova uprava
zaskleni by vytvarela barevny filtr, coz jisté neni zadouci.
Zmensenim poctu vrstev se sice propustnost snizila, ovsem
spektrum propustnosti se rozsitilo na celou viditelnou ob-
last.

Tloustka vrstev, zvlasté kovovych, vyrazné ovliviiuje
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Obr. 5. Vliv tenké kovové vrstvy a dielektrického obloZeni
na spektralni propustnost t(A) tenkych vrstev; 1 — soustava
tenkych vrstev: H-L-H-Ag-H-L-H, 2 — soustava tenkych vrstev:
H-Ag-H, 3 — tenka vrstva: Ag; H — dielektricka vrstva s vysokym

indexem lomu (TiO,), L — dielektricka vrstva s nizkym indexem
lomu (ZrO,), Ag — vrstva stiibra
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Obr. 6. Vliv tloust’ky kovové vrstvy na optické vlastnosti ten-
kych reflexnich filmG; 1 — odrazivost p(A) tenkého filmu:
36 nm TiO, — 25 nm Ag — 40 nm TiO, — sklo, 2 — odrazivost p(1)
tenkého filmu: 36 nm TiO, —10 nm Ag — 40 nm TiO, — sklo, 3 —
propustnost t(A) tenkého filmu: 36 nm TiO, — 25 nm Ag — 40 nm
TiO, — sklo, 4 — propustnost t(2) tenkého filmu: 36 nm TiO, -
10 nm Ag — 40 nm TiO, — sklo
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propustnost viditelného zafeni. Bylo provedeno posouzeni
soustavy tenkych vrstev’, ve které se ménila tloustka vrst-
vy stiibra. Tloustka kovové vrstvy nad 35 nm vyrazné
snizovala prostup viditelného zafeni, teprve zmenSenim
tloustky na 25 nm a méné bylo dosazeno pozadované pro-
pustnosti. Velmi tenké vrstvy kovu o tloustce 7 nm az
10 nm davaji vysokou svételnou propustnost, vyzaduji
ni. Na obr. 6 je ukazka vyhodnoceni spektralnich charakte-
ristik soustavy tenkych vrstev s vrstvou stiibra tloustky
10 a 25 nm.

Na zakladé vypoct spektralni propustnosti t(A) na-
vrhovanych soustav tenkych vrstev pro oblast vinovych
délek viditelného zareni Ae(380 nm,780 nm), je mozné
stanovit nasledujici doporuceni pro navrh tenkych kovo-
vych vrstev vhodnych pro infracervena zrcadla (viz tabul-
ka ).

Obr. 7 zohlediiuje pfedevsim vliv tloustky dielektric-
kého oblozeni na spektralni propustnost soustavy tenkych
vrstev v oblasti viditelného zafeni. Z obrazku je patrné,
ze dielektrické oblozeni v tloust'ce veétsi jak 50 nm zpi-
sobilo posun maxima propustnosti za stfed viditelné
oblasti (A=555 nm).

Na zékladé pocitatovych hodnoceni byly zjistény
podobné spektralni charakteristiky soustavy tenkych vrstev
z obr. 6 a 7 se zlatou vrstvou stejné tloustky. Ve srovnani
se stejnou soustavou s vrstvou hlinikovou by pro dosazeni
obdobnych optickych vlastnosti ve viditelné oblasti musela
mit hlinikova vrstva tloustku mensi jak 5 nm.

Na obr. 8 je uvedena ukazka srovnani spektralni odra-
zivosti skla s navrzenou soustavou tenkych vrstev obsahu-
jici vrstvu stibra (45 nmTiO,— 25 nmAg — 45 nm TiO,)
v porovnani se zméfenymi hodnotami spektralni odrazi-
vosti nizkoemisivniho skla — vzorek B z obr. 1 a 2.

5. Zavér

Na zéklad¢ poznatkl z vyse popsané analyzy je moz-
né sestavit pozadavky pro navrh soustavy tenkych vrstev,
pracujicich na principu infracervenych zrcadel pro upravu
optickych vlastnosti okennich zaskleni.

Tabulka I
Tloustky tenkych kovovych vrstev vhodné pro infracervena zrcadla
Tloustka tenké kovové vrstvy h t(555nm)* P Vhodnost pouziti
pro Ae(5um,50um)® pro IR zrcadla
h >25nm 1(555nm) < 0,70 p€(0,90;0,95) —_°
h €(10 nm,25nm) 7(555nm) €(0,70;0,85) p<(0,85;0,90) +4
h<10 7(555nm) €(0,85;0,90) p€(0,80;0,85) +, %

*1(555nm) — maximalni propustnost t ve viditelné oblasti pro pracovni vinovou délku A=555 nm, °p pro Ae(5um,50pum) —
stfedni hodnota odrazivosti v oblasti infracerveného zaieni Ae(5um,50um), °nevhodné, nizka propustnost svétla , 4 vhod-

wevr
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Obr. 7. Vliv tloust’ky dielektrického obloZeni na optické vlast-
nosti tenkého reflexniho filmu; 1 — propustnost t(A) tenkého
filmu: 53 nm TiO,— 25 nm Ag — 54 nm TiO, — sklo, 2 — propust-
nost t(X) tenkého filmu: 36 nm TiO, — 25 nm Ag — 40 nm TiO, —
sklo

Jako nejjednodussi feSeni se nabizi navrh tiivrstvé
soustavy se stfedni kovovou vrstvou a dvéma vrstvami
dielektrickymi. Dostatecna tloustka celé soustavy se po-
hybuje kolem 100 nm, doporucena tloustka tenké kovové
vrstvy je 10 nm, doporucené tloustky vrstev dielektrické-
ho oblozeni mezi 35 az 45 nm. Z hlediska spektralniho
rozsahu, je zadouci zajistit vysokou propustnost slunecni-
ho zafeni t©(A) —1 ve spektralni oblasti viditelného zareni
A€(380 nm,780 nm) a vysokou odrazivost v oblasti
dlouhovlnného infracerveného zateni p(A) — 1, pro
Ae(S um,50 pumy).

Pro infracervena zrcadla se jako nejvhodnéjsi materi-
aly jevi pro kovové vrstvy stiibro a TiO, pro vrstvy dielek-
trické. Tyto materialy jsou dostupné a i finan¢né pfijatelné.
Vyhody stiibrné vrstvy byly popsany u vlastnosti kovil.
TiO, je material s vysokym indexem lomu, ktery 1ze nana-
Set jak metodou vakuového napatovani, tak i teplotnim ¢i
katodovym naprasovanim®'>.

Deékuji  doc. RNDr. Karlu Navratilovi, CSc.
z Prirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity v Brné za
spektrdlni méreni vzorkii skel a RNDr. Paviu Pokornému
z Ustavu pFistrojové techniky, AV CR za cenné rady
a umoznéni pristupu k pocitacovému programu Film*Calc
3.03, pomoci kterého byly provedeny vypocty spektralnich
charakteristik tenkych vrstev pro analyzu optickych vlast-
nosti materialit vhodnych pro upravu zaskleni pracujicich
na principu infracervenych zrcadel.

Seznam symboll

A vlinova délka [m]

p(A) spektralni Cinitel odrazu [—]
(M) spektralni Cinitel prostupu [—]
o) spektralni Cinitel pohlceni [—]
€ spektralni emisivita [—]
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Obr. 8. Srovnani spektralnich odrazivosti vzorku B (nizko-
emisivni sklo) se sklem s navrZenou soustavou tenkych vrstev;
1 — odrazivost p(A) nizkoemisivniho skla — vzorek B, 2 — odrazi-
vost p(A) skla s tenkym filmem: 45 nm TiO, — 25 nm Ag — 45nm
TiO, — sklo

stiedni odrazivost (stiedni Cinitel odrazu) [—]
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J. Mohelnikova (Faculty of Civil Engineering, Tech-
nical University, Brno): Materials for Thin Layers of
Infrared Mirrors

Glasses with deposited IR-reflective thin films on one
of their surfaces operate as heat mirrors. The films im-
prove optical properties of glazings and, compared with
ordinary clear glasses, reduce heat radiation losses. The
design of thin reflective coatings is based on the theory of
optics of thin films. Optical properties of the films are
defined by spectral characteristics such as reflectance,
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transmittance and absorptance for a given wavelength. The
paper deals also with classification of the materials suit-
able for IR-reflective thin films. Spectral reflectance
measurements of glass samples were carried out to deter-
mine their optical properties in the spectral range of solar
radiation (300-2500 nm) and in the long-wave IR region
(5—11 pm). Spectral optical properties of IR-reflective
coatings were calculated for different compositions of the
films to obtain coatings with very high light transmittance
and IR reflectance.
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IDENTIFIKACE KOMPLEXU I-!LH’\IiKU
V UHLI METODOU NMR TUHE FAZE
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Kli¢ova slova: komplexy, Al, NMR, uhli

Uvod

Uhli je v soucasné dobé vyznamnou energetickou
a chemickou surovinou a jeho vyznam i nadale poroste
s vyCerpavanim zasob ropy. Pro pokrocilé chemické vyu-
komplikované chemické struktury, kterd zahrnuje alicyk-
licko-aromatické polymery, heterocyklické struktury, niz-
komolekuldrni organické latky (fenoly, alkany C10-C24,
cyklopentany a cyklohexany, alkylbenzeny a alkylnaftale-
ny aj.), mineralni slozky (hlinitokfemicitany, oxidy, sulfi-
dy, uhlic¢itany, sirany, chloridy a fosfore¢nany) a komplex-
ni slouceniny.

Komplexni slouceniny s organickymi ligandy jsou
nejméné prozkoumanymi slouceninami uhelné substance
(organickd hmota nebo ¢4st uhli, hoflavina) a jejich znalost
je velmi vagni. Pfitomnost téchto latek v uhli je spiSe spe-
kulativni a analytické diikazy chybi. Je uvazovan vyskyt
blize nespecifikovanych komplexti Al, Be, Cu, Ge, U
a W, porfyrinti Mn, Ni a vanadu', ftalocyanini Al, Co, Cu,
Ga a trikarbonylovych komplexti Fe, Mn a chromu®.

Z tady kovovych prvkil obsaZenych v riznych kon-
centracich v uhelné substanci se v souvislosti s kom-
plexnimi slouceninami jevi vyznamny hlinik, jehoZ kom-
plexotvornost vyplyva z elektronové konfigurace a sp’
a sp’d® hybridizace valenénich orbitalti, poskytujici 4 a 6
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c-vazeb. Hlinik nalezi v uhelné hmot¢ k majoritnim kovo-
vym prvkiim, vytvati v uhli mineral mellit'?, obecn& po-
skytuje fadu komplex a organokovovych slou¢enin®, tvori
tetraedrické komplexy s alkoholovymi, etherovymi a keto-
novymi ligandy’ a fenolat hlinity.

Koncentrace hliniku v hnédém i ¢erném uhli byva
oproti jinym koviim dosti vysoka, 0,3-0,5 % hm. (cit.*");
hlinik také jevi vyraznou afinitu k organické hmot€ uhli,
jak vyplyva z posledné uvedenych praci. Pro identifikaci
Al komplexti jsou vyznamné magnetické vlastnosti jadra
isotopu *’Al, zejména jaderny spin, dosti vysoky gyromag-
neticky pomér a dal$i parametry (tabulka I) a rovnéz vy-
luéné zastoupeni jader *’Al v ptirodnim hliniku®’.
Z tabulky I vyplyva, Zze vhodnou metodou ke sledovani
komplexti hliniku v uhli je nuklearni magneticka rezonan-
ce isotopu *’Al v tuhé fazi (Al MAS NMR) a méfeni
chemickych posunti v zavislosti na chemickém okoli ato-
mu Al. (Pro srovnani jsou v tabulce I uvedeny magnetické
vlastnosti a zastoupeni isotopu *C v piirodnim uhliku.)

Cilem této prace je popsat metodu identifikace kom-
plext hliniku umoznujici studium téchto komplexd v uhli,
kaustobiolitech, horninach a surovinach. Jmenovité¢ uhli
proslo pii svém vzniku a zrani procesy v laboratofi prak-
ticky nerealizovatelnymi a mohly v ném vzniknout kom-
plexni slou¢eniny dosud nepopsané.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Princip metody

Organicka hmota uhli obsahujici komplexy Al
byla separovdna ze suchého uhli dlouhodobym louze-
nim 2-methoxyethanolem za laboratorni teploty'’. Ze zis-
kaného vyluhu bylo pak odstranéno rozpoustédlo a susina
podrobena elementarni, rentgenfluorescenéni a >’Al MAS
NMR analyze. Dale byly v suSiné stanoveny fenolické
skupiny OH pro jejich vyznam v uhelné substanci''?
a schopnost fenoll tvofit slouceniny s Al

Separace komplext

Predpokladané organické komplexy hliniku byly se-
parovany z uhli tak, aby koncentrace Al v ziskaném tuhém

Tabulka I
Magnetické vlastnosti atomového jadra isotopu *’Al a isotopu "*C
Isotop Ptirozeny Spin 10%y Magneticky Kvadrup6lovy Relativni Rezonanéni
vyskyt moment * moment x 10%* citlivost®  frekvence ©
[%] [m’] [MHz]
Al 100 5/2 6971 3,639 0,149 12,9 26,0
Bc 1,11 12 6728 0,702 - 1,0 25,15

y — gyromagneticky pomér [rad s T™'], * nasobek jaderného magnetonu piy; ° pii stejném po&tu jader ve stejném magnetic-

kém poli; © v magnetickém poli o indukci 2,349 T
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Tabulka II
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Obsah popela a elementarni analyza susin vyluhti z ¢erného a hnédého uhli

Vzorky Obsah popela a elementarni analyza [% hm.]

popel C H N S o
Uhli Dukla 0,5 82,4 7,0 L1 0,6 8,4
Uhli CSA 1,2 80,0 7,9 0,9 2,6 7,4
organickém vzorku byla okolo 0,5 % hm. Pro organicky Vysledky a diskuse

charakter sledovanych Al komplext byly tyto slouceniny
oddéleny louzenim v 2-methoxyethanolu. Toto cinidlo
bylo zvoleno na zakladé vysledki studie louzeni'®. Vyluhy
obsahovaly organické latky a organické komplexni slouce-
niny Al zbytky po louZeni pak hlinitokfemicitany.

Ke sledovani uvazovanych komplexd byly pouzity
vyluhy z ¢erného uhli z dolu Dukla (ostravsko-karvinsky
revir, Ceska ¢ast hornoslezské panve, obsah popela 10,41
% hm. v suchém uhli, obsah Al 0,45 % hm. v piivodnim
uhli) a vyluhy z hn&dého uhli z velkolomu Cs. armady
(severocesky hnédouhelny revir, obsah popela 17,42 %
hm. v suchém uhli, obsah Al 0,51 % hm. v ptivodnim uh-
1i).

K louzeni byl pouzit 2-methoxyethanol Cistoty
99,3+% (Sigma Aldrich). Proschla, jemné mletd uhli byla
louzena tak, ze vZzdy 60-70 g vzorku bylo smiseno se 140
az 150 cm’ 2-methoxyethanolu v uzaviené nadobce
s fritou zatavenou v postrannim tubusu a louzeno za labo-
ratorni teploty po dobu 20 mésicti za obCasného michani
(vétsSinou 1-2x denng). Po odfiltrovani roztoku a Setrném
odpafeni 2-methoxyethanolu byly ziskané tuhé vyluhy
(susiny) analyzovany.

Srovnévacislouceniny

Pro interpretaci *’Al MAS NMR spekter ziskanych
susin vyluhd byla pofizena srovnavaci spektra 4 sloucenin:
chloridu Al-ftalocyaninu, chloridu Al-naftalocyaninu, fe-
nolatu hlinitého a a-Al,O;. Déle bylo pofizeno srovnavaci
spektrum smési hexafenoxidového komplexu Al a chloridu
Al-ftalocyaninu (v§e Sigma Aldrich).

Pifistroje a metody

K elementarni analyze H, C, N, S a O suSin vyluhi
byl pouzit pfistroj Flash 1112 EA (Thermo Finnigan, Ro-
dano), k rentgenfluorescencnim analyzam hliniku a SiO,
v uhli i v susinach vyluhd pak pfistroj XRF EDS Spectro
X-Lab (SPECTRO Analytical Instruments, Kleve). Popel
byl stanoven podle CSN'. Suginy vyluhi byly dale analy-
zovany NMR spektrometrii tuhé faze. ?Al MAS NMR
spektra byla pofizena na pfistroji Bruker Avance 500
(Bruker, Rheinstetten). Jako NMR standard slouzil
AI(NO;); . 6 H,O, méteni probéhla pfi rotacni frekvenci
vzorku 12 kHz. Fenolické skupiny OH v suSinach byly
stan?zveny acetylaéni metodou'', vyzkousenou pro dana
uhli ~.
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Zvolena uhli méla dobré predpoklady pro sledovani
komplext hliniku, protoze obsahovala dostate¢na mnoz-
stvi Al, jak bylo vyse uvedeno. U ¢erného uhli z dolu Duk-
la byla novou metodou stanoveni afinity prvku k organické
a mineralni &asti uhli®’ prokdzana vysoka afinita Al
k organické substanci (75,9 %). U hnédého uhli z velko-
lomu CSA byla tato afinita pouze 32 %, avsak pro znamy
vysoky obsah kyslikatych a dusikatych skupin v hnédych
uhlich byla zkoumana mozZnost vyskytu Al komplexl
ivtomto ptipad¢. Pro identifikaci organickych Al kom-
plexti je vyznamné, ze suSiny vyluhti mély vysoky obsah C
a H, nizky obsah popela (tabulka II) a tim i SiO,, obsaho-
valy 0,4 % hm. Al (tedy mnoZstvi dostacujici pro identifi-
kaci metodou “’Al MAS NMR uvedenym pfistrojem)
a vykézaly vyznamné obsahy dusiku a kysliku (tabulka II),
coz bylo dilezité vzhledem k tomu, ze organické kom-
plexy Al obsahuji vzdy vazby Al-N nebo Al-O.

Slouceniny hliniku se v uhli vyskytuji v tetraedrické
a oktaedrické koordinaci jako soucast anorganické/
mineralni ¢asti uhli ve formé¢ alumosilikati a rovnéz jsou
zastoupeny v jeho organické casti. Vyskyt tetraedricky
koordinovanych komplext hliniku s alkoholovymi, ethero-
vymi nebo ketonovymi ligandy neni v uhli pravdépodobny
vzhledem k jeho aromatickému charakteru. Jiné organické

59.137
53.508
26.327
14.500
-83.891

__—— 116.640
Tm—— N BEE

S N N S Ea e
40 0

o
ppm .80

s

s —
120 80 40

Obr. 1. ?A1 MAS NMR spektrum su$iny vyluhu z &erného
uhli z dolu Dukla; pik pfi 14,5 ppm odpovida Al hexakoordino-
vanému s kyslikem
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Obr. 2. A1 MAS NMR spektrum
odpovida Al hexakoordinovanému
uspotadani

40

a-ALO;; pik pfi 14,2 ppm
s kyslikem v oktaedrickém
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Obr. 3. A1 MAS NMR spektrum smési Al-hexafenoxidového
komplexu a chloridu Al-ftalocyaninu; pik pfi 14,2 ppm odpovi-
da Al hexakoordinovanému s kyslikem

ligandy, zejména aromatického charakteru, vSsak mohou
vuhli tvofit komplexy s atomem Al koordinovanym se
4nebo 6 atomy kysliku nebo se 4 atomy dusiku.
Zuvedenych moznosti vyskytu komplexti hliniku
v organické slozce uhli vyplyva, Ze lze uvazovat ftalocya-
niny a — pro vysoky obsah fenolickych struktur v uhli'>'*">
— také fenoxidové komplexy (Al(C¢Hs0),*™), tj. komplexy
odvozené od fenolatu hlinitého (Al(C¢HsO);): tetrafenoxi-
dovy (Al(C¢Hs0),") a hexafenoxidovy (Al(C¢HsO)s>).

K identifikaci pfedpokladanych komplext byly proto
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Tabulka IIT
Obsah fenolickych OH skupin v susiné vyluht A, B, C
z ¢erného a hnédého uhli

Vzorky Obsah fenolickych skupin OH
[% hm.]
A B C
Uhli Dukla 1,0 11 1,4
Uhli CSA 5,2 5.4 5,3

vybrany odpovidajici srovnavaci slouceniny a jedna smés
(viz vyse). Jejich “’Al MAS NMR spektra potvrdila vhod-
nost vybéru.

Ve ¥ A1 MAS NMR spektrech susin vyluhti z &erného
uhli z dolu Dukla byla nalezena vyrazna odezva (pik) pfi
13,5-14,8 ppm, Casto pti 14,5 ppm (obr. 1), odpovidajici
symetrickému piku pii 14,2 ppm nalezenému u a-ALO;,
ktery vytvaii Al hexakoordinovany s kyslikem v okta-
edrickém uspofaideini5 (obr. 2), a piku 14,2 ppm u smési
hexafenoxidového komplexu Al a chloridu Al-ftalo-
cyaninu (obr. 3). Pik na obr. 1 lze tedy pfipsat Al hexa-
koordinovanému s kyslikem, coz vyplyva i z uvedené
schopnosti Al vytvaret organické komplexy s vazbou
Al-O. U srovnavaci smési jde o Al hexakoordinovany
s fenolickym kyslikem, protoze jiny kyslik tato smés neob-
sahovala. Pik identifikovany v suSin¢ vyluhu uhli z dolu
Dukla proto nalezel Al hexakoordinovanému s fenolickym
kyslikem. Susina vyluhu méla jednozna¢né organicky cha-
rakter (tabulka II) a vysoky obsah fenold, vyplyvajici ze
stanoveného obsahu fenolickych skupin OH (tabulka IIT).
Ptitomnost hexafenoxidového komplexu hliniku je velmi
pravdépodobna také vzhledem k vysokému obsahu fenolic-
kych struktur v plivodnim uhli z dolu Dukla a jeho frak-
cich'?. Komplex méa oktaedrické usporadani organickych

80.047
-20.221
-35.208
=119,773
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T M T
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Obr. 4. ”’A1 MAS NMR spektrum chloridu Al-ftalocyaninu;
piky pfi 20,2 a -35,2 ppm ndlezi Al tetrakoordinovanému
s pyrrolovym dusikem a vazbé Al-Cl
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Obr. 5. Al MAS NMR spektrum susiny vyluhu z hnédého
uhli z velkolomu CSA; pik pti 14,6 ppm odpovida Al hexakoor-
dinovanému s kyslikem
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Obr. 6. A1 MAS NMR spektrum chloridu Al-naftalocyaninu;
pik pti 12,5 ppm nalezi Al tetrakoordinovanému s pyrrolovym
dusikem a vazbé Al-Cl

ligandd, coz vyplyva z sp’d® hybridizace valenénich orbi-
talll Al

Srovnavaci smés vykazala kromé piku pti 14,2 ppm
také piky pti —20,3 a —35,2 ppm (obr. 3). Srovnani se
spektrem chloridu Al-ftalocyaninu samotného (obr. 4)
potvrdilo, Ze tyto piky nalezi Al ve ftalocyaninovém kom-
plexu. Je ziejmé, Ze tento ftalocyaninovy komplex hliniku
se v uhelné substanci nevyskytoval, o cemz svéd-
¢i evidentni odliSnost spektra susiny vyluhu z uhli z dolu
Dukla na obr. 1 a chloridu Al-ftalocyaninu na obr. 4.

Obdobné vysledky byly ziskany u suSin vyluhd
z hnédého uhli z velkolomu Cs. armady, kdy byl detego-
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120 80 40 0 40 " s p;m a2
Obr. 7. A1 MAS NMR spektrum fenolatu hlinitého; dvojity
pik pti 23,3/20,9 ppm odpovida Al vdzanému na 3 atomy kysliku

van vyrazny pik pfi 13,6—14,6 ppm (obr. 5) odpovidajici
opét piku pii 14,2 ppm na obr. 2 a obr. 3 a svédcici o pii-
tomnosti hexafenoxidového komplexu hliniku. T¢é nasvéd-
Cuje i vysoky obsah fenolickych OH skupin v susinach
vyluhll uvazovaného uhli (tabulka III).

Hexafenoxidovy komplex hliniku je slouc¢enina v uhli
dosud nezjisténa.

Pik pfi 13,6-14,6 ppm muiZze odpovidat také naftalo-
cyaninovému komplexu hliniku, protoze jeho pik pfi
12,5 ppm (obr. 6) je blizky piku nalezenému v suSinich
vyluhti. Pro pfitomnost tohoto komplexu hovofi i relativné
vysoka koncentrace chloru ve vyluhu uhli CSA (485 ppm)
a zjisténa velmi vysoka afinita chloru k organické hmoté
sledovaného hnédého uhli (96,8 %).

Je znamo, Ze hlinik vytvari fenolat hlinity, jehoz
charakteristiky uvadi piru¢ka’. Moznost jeho vyskytu
v uhli byla proto rovnéz sledovana. Z porovnani uvede-
nych “’A1 MAS NMR spekter susin vyluhti ¢erného i hné-
dého uhli a spektra fenolatu hlinitého (obr. 7) vyplyva, ze
tato sloucenina se v uhelné substanci nevyskytovala. Hli-
nik tedy v uhli vytvaii nikoli jednoduché, ale komplexni
slouceniny.

Zavér

V suSinach vyluhti ¢erného a hnédého uhli ziskanych
dlouhodobym louzenim 2-methoxyethanolem za laborator-
ni teploty a naslednym Setrnym odpafenim cinidla byl
metodou Al MAS NMR nalezen hexafenoxidovy kom-
plex hliniku, velmi pravdépodobné s oktaedrickym uspota-
danim organickych ligandd Al. Naproti tomu se piedpo-
kladany ftalocyaninovy komplex hliniku v uvazované
uhelné slozce nevyskytoval, avSak ptitomnost naftalocya-
ninového komplexu hliniku neni vyloucena.
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NOMENKLATURA A TERMINOLOGIE

DOPORUCENI IUPAC Otiskujeme synopsi nazvoslovného navrhu z oboru
anorganickych polymernich geldt a materialt, ktery byl
pfipraven Divizi IUPAC pro anorganickou chemii a Divizi

.ps . )\ . Navrh je uréen k ni a kritice che-
Definitions of Terms Relating to the Structure PrD POTYIIEly. TAVIA, Jo UIeell £ ppsotzent a Kitiee one

and Processing of Inorganic and Polymeric navrhi se mohou obratit na adresu Narodniho stfediska
Gels and Networks, and Inorganic Polymeric IUPAC v Ceské republice:

Materials Ing. Jaroslav Kahovec, CSc.
Ustav makromolekularni chemie AV CR

This document defines terms related to the structure Heyrovského nam. 2
and processing of inorganic, polymeric and hybrid inor- 162 06 Praha 6
ganic-polymeric materials from precursors, through gels to tel. 296 809 322, fax 296 809 410, e-mail kah@imc.cas.cz
solid products. It is divided into four sections, precursors, Navrh je téZ vystaven na webové strance [IUPAC na adrese
gels, solids and processes and the terms have been re- http://www.iupac.org/reports/provisional/index.html
stricted to those most commonly encountered. For the sake Pfipominky k navrhim je tfeba zaslat do 31. ¢ervence 2006
of completeness, and where they are already satisfactorily na adresu:
defined for the scope of this document, terms from other Prof. Richard G. Jones
IUPAC publications have been used. Otherwise, the terms University of Kent
and their definitions have been assembled in consultation School of Physical Sciences
with experts in the relevant fields. The definitions are in- Centre for Materials Research
tended to assist the reader who is unfamiliar with sol-gel ~ Canterbury, Kent CT2 7NR
processing, ceramization and related technologies and Velké Britanie
materials, and to serve as a guide to the use of standard Tel: +44 (1227) 823 544, Fax: +44 (1227) 827 558
terminology by those researching in these areas. E-mail: R.G.Jones@kent.ac.uk
OPRAVA

V cisle Chem. Listy 700, 302 (2006) jsme uvedli chybnou informaci v rubrice Zakony, které ovlivni Zivot chemika
v ¢lanku Odborna zpisobilost chemik.

Spravné znéni bodu 3 v odstavci (1a) §44b Zakona o ochran¢ vetejného zdravi a o zméné nékterych souvisejicich
zakonti 258/2000 Sb. ve znéni pozdé&jSich uprav je nasledujici:

,.3. ziskali vysokoSkolské vzdeélani v oblasti skupiny ucitelskych oboril se zaméfenim na chemii, nebo*

Vsem C¢tenaiim se omlouvame

redakce
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Christoph Elschenbroich:
Organometallics

Vydal Wiley-VCH, Weinheim
2006. 3. vydani, 804 stran.

ISBN 3-527-29390-6

Organometallics

Tteti anglické vydani znamé
ucebnice organokovové chemie
Ch. Elschenbroich, A. Salzer:
,Organometallics A Concise In-

troduction” vychazi kratce po patém némeckém vydani.
Autorem je tentokrat vzhledem k tomu, ze Albrecht Salzer
,.prehodnotil své priority“, pouze Christoph Elschenbroich.
To se ziejmé projevilo na dlouhé dobé, kterd uplynula od
druhého anglického vydani (Etrnact let). Pavodni dilo bylo
kompletné ptepracovano a rozsifeno o vice nez 300 stran,
pfitom koncepce a ¢lenéni knihy ziistaly zachovany.

Po vodnich tiech kapitolach, vénovanych historické-
mu prehledu, klasifikaci organokovovych sloucenin
a vlastnostem vazby kov-uhlik, nasleduje osm kapitol vé-
novanych chemii organokovovych sloucenin nepfechod-
nych prvku. Jednotlivé kapitoly jsou fazeny podle skupin
periodického systému a jsou dale Clenény podle jednotli-
vych prvki. U kazdého prvku je pak diskutovana ptiprava,
struktura, typy vazeb a reaktivita organokovovych slouce-
nin. Tam, kde je to vhodné, je provedena exkurze do spek-
tralnich vlastnosti slou€enin pfislusného kovu. Rovnéz
Clenéni casti vénované organokovovym slouceninam
prechodnych kovii podle typu ligandu zGstalo zachova-
no. Tato ¢ast obsahuje osm kapitol zahrnujicich uvod,
o-donorové ligandy, o-donorové/m-akceptorové ligandy,
o,n-donorové/n-akceptorové ligandy, vazbu kov-kov
a klastry). Nové byla zatfazena kapitola vénovana organo-
kovovym slouc¢eninam lantanoidii a aktinoida (25 stran).
Posledni kapitola ,,Organometallic Catalysis in Synthesis
and Production® byla kompletné pfepracovana a rozsitena.
Tato kapitola predstavuje velmi zdafily ptehled soucas-
nych katalytickych reakci, které jsou vyuzivany v organic-
ké syntéze a v primyslové vyrobé. Pfitom zdaleka nejde
o povrchni vycet metod, ale u kazdé reakce je diskutovan
podrobny mechanismus a opominuto neni ani enantio-
selektivni provedeni téchto reakci. Appendix byl nové
rozsifen o redoxni ¢inidla pouzivand v chemii organokovo-
vych sloucenin.

Autorovi se velmi zdafilym zptisobem podatilo zahr-
nout vysledky, kterych bylo od posledniho vydani na poli
chemie organokovovych sloucenin dosazeno. Navic jsou
vybér materialu a zptisob jeho prezentace tradicné vynika-
jici. Kniha je primarné uréena jako ucebnice organokovo-
vé chemie. Podle autora obsahuje materidl vhodny pro
ro¢ni kurz, ktery se kona dvakrat tydné. Stava se tak velmi
uZziteCnou pomuckou pro studenty a ucitele anorganické,
organické, organokovové, koordinacni a bioanorganické
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chemie. Mimoto kniha jist¢ vyborné poslouzi jako zdroj
informaci vSem, kdo se zabyvaji syntetickou organickou
chemii, anorganickou chemii a organokovy, a to jak na
arovni zékladniho vyzkumu, tak v pramyslu.

Dalimil Dvorak

Marko Zlokarnik:

Scale-up in Chemical Engineering

Vydal Wiley-VCH Verlag GmbH&Co. KGaA, Weinheim
2006. Druhé, zcela prepracované a rozsSifené vydani,
271 stran, 190 literarnich citaci na ptivodni prameny.
ISBN: 3-527-31421-0

Druhé, zcela prepracované a rozSifené¢ vydani této
monografie (prvni vydani vyS$lo v roce 2002 a bylo rychle
rozebrano) svédei o stalé aktualnosti problému zvétSovani
méfitka aparat pfi pfenosu dat, poznatkl a zkuSenosti
z laboratote pies pilotni jednotky do prumyslové aplikace.
Je tedy evidentni, Ze text nového vydéni této knihy zaujme
chemické inzenyry, technology, projektanty, ktefi velmi
Casto hledaji odpovédi na rozli¢né, prakticky vyznamné
otazky. Jako ptiklady upoutavek na recenzovanou knihu
lze uvést:

Jak se homogenizuji smési kapalin rozdilné hustoty
a viskozity?

Jak dosédhnout pozadované homogenizace
s vynalozenim minimalni prace?

Na cem zavisi zadrz plynu v probubldvanych kolo-
nach?

Jaké parametry jsou vyznamné pro separaci Castic
v cyklonech?

Co ovliviiuje koalescenci v systémech plyn-kapalina?
Jak zvétsit méfitko mechanického rozrazece pény nebo
flota¢niho aparatu?

Jak optimalizovat michéni reaktoru s ohledem na ma-
ximalni odvod reakéniho tepla?

Které parametry ovliviiuji tabletovani praskt?

Jak zvétsovat métitko misi¢l sypkych hmot nebo apa-
ratl pro vyrobu emulsi?

smési

K ¢emu je uzitecna rozmérova analyza vlivu prenoso-
vych jevi na reagujici systémy?

Jak rozmérovou analyzou vysvétlit Weissenbergiv
jev?

Lze pomoci rozmérové analyzy pochopit mechanické
procesy s ne-newtonovskymi tekutinami?

Vyklad je postaven na 53 prakticky zajimavych fese-
nych Ulohach, které ukazuji velkou zkuSenost a odborny
nadhled autora, ktery ptsobil 35 let v inzenyrském oddéle-
ni spolecnosti BAYER AG, Leverkusen, Némecko a pred-
nasel na riznych univerzitich v Némecku, Rakousku
a Svycarsku.
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Monografii Zlokarnika neni co vytknout, tim spise ji
lze doporucit vSem, kdo se chtéji podrobné sezndmit
s metodikou a moznostmi rozmérové analyzy, ktera pred-
stavuje dileZity stupeti pfi hleddni vztahli mezi parametry
slozitych, na prvni pohled neprihlednych systému. Pro
potieby vyuky je text jeSté doplnén 25ti problémy
k pfemysleni s uvedenymi vysledky feSeni. Lze ji tedy

jist¢ doporucit k vyuziti postgradudlnim studentim
v technologickych a chemicko-inzenyrskych oborech.
Jiri Hanika

Siegfried Stampf, Song-I Han, (ed.):

NMR Imaging in Chemical Engineering

Vydal Wiley-VCH Verlag GmbH&Co. KGaA, Weinheim
2006, prvni vydani, 620 stran, nepfeberné mnozstvi
literarnich citaci na pivodni prameny.

ISBN: 3-527-31234-X

Je asi troufalost psat recenzni hodnoceni na monogra-
fii z oblasti NMR c¢loveékem, ktery v oboru nuklearni mag-
netické rezonance aktivn€ nepiisobi. Nicméné, posuzovana
kniha je jedine¢na svym zaméfenim a predstavuje velice
inspirativni ¢teni, jak 1ze uvedenou metodou experimental-
n¢ a v rezimu on-line pozorovat jevy, obtizné postizitelné
jinymi technikami. Odborna i laické vefejnost si jiz zvykla
na to, ze metoda NMR neni jen vysadou organickych ¢i
analytickych chemiki, ostatné piikladi aplikaci tieba
z oblasti mediciny je jisté dnes jiz dostatek. Ovsem je vel-
mi cenné, ze shrnuti poznatkl a fady pfikladi o moznos-
tech wvyuziti uvedené metody v oboru chemicko-
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inzenyrského vyzkumu najde c¢tenaf v uvedené knize
pfemnoho. Vznikla totiz za pfispéni Uctyhodného po-
¢tu 71 autorl ze Spickovych laboratoti USA, Kanady, Vel-
ké Britanie, Némecka, Ruska, Brazilie a Nového Zélandu.

Ctenat se tak dozvi, jak s vyuzitim nuklearni magne-
tické rezonance studovat v dynamickém rezimu difuzi
v nano-poréznich materialech, ,,zviditelnovat* filtracni
procesy, zkoumat tok tekutin, emulzi, sypkych hmot, hod-
notit kvalitu stavebnich materiald, potravin a zkoumat
mnoho dalSich zajimavych systémi. Editofi z vedoucich
svétové respektovanych laboratofi univerzit v Aachen
a Santa Barbara vyzvali také nékteré z autorti ke zpracova-
ni kapitol o aplikaci techniky NMR k vyzkumu chovani
reaktorti a reakcnich soustav. Za zminku jisté stoji tfeba
,,zviditelnovani* toku plynu a kapaliny v reaktoru se zkra-
pénou  vrstvou  katalyzatoru, transportnich  jevi
v biofilmech, bioreaktorech a mnoho dalSich zajimavych
aplikaci. Kniha vynikd mnoha ndzornymi ilustracemi dis-
kutovanych aplikaci.

Recenzovanou monografii nepochybn¢ uvitaji vSichni
ti, ktefi se chtéji podrobné seznamit s nejmodernéjsi expe-
rimentalni metodikou a jejich soucasnych moznostech.
K jejimu studiu ¢tendf vystaci jen se znalostmi béZné inZe-
nyrské matematiky, v knize se narozdil od u¢ebnic NMR
spektroskopie nepouZivaji néstroje kvantové mechaniky.
Lze ji tedy doporucit k vyuziti jak zkusenym odbornikim,
kteti maji pfistup k ndrocné experimentdlni technice a
rovnéz tak ke studiu zanicenym postgradualnim studentim
v chemicko-technologickych a chemicko-inzenyrskych
oborech, ktefi maji vuli pfekonat tradi¢ni stereotypni pfi-
stupy k feSeni technickych problémf.

Jiri Hanika
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VI Mezioborové setkani mladych védeckych a vyzkumnych pracovnikii z oboru
chemie, biochemie, molekularni biologie a oborii pribuznych

Byl jsem pozadan editorem, abych napsal uvodni slovo ke sborniku praci VI. mezioborové konference mladych
biologii a chemikii. Protoze je to jiz Sesta konference, asi tézko vymyslim origindlni provolani prani zdaru, ¢i zbrusu
nové provolani radosti nad tim, Ze projekt, ktery jsme pired mnoha lety spolu s dalsimi nadSenci zacali, zddrne
pokracuje. Kdyz jsem zminil nadsence, chteél bych podéekovat celéemu tymu, ktery se na organizaci nyni podili. Snahou
Je, obsahnout jak oborovou pestrost oponenti, tak jejich geografické rozmisténi po celé republice. Nyni v odborné
komisi pracuji (uvadim jména bez titulii, protoze nez tento sbornik vyjde, urcité dojde zmenam, jak tomu bylo zatim u
kazdého rocniku) : Jaroslav Blahos, UEM AVCR, Praha, Jifi Damborsky, MU, Brno, Pavel Drasar, VSCHT, Praha,
Libor Grubhoffer JU, Ceské Budéjovice, Martin Kotora, PFF UK, Praha, Jitka Moravcova, VSCHT, Praha, Sdrka
Pospisilovd, FN, Brno, Ivo Stary, UOCHB AV CR, Praha, Jitka Ulrichova, UP, Olomouc. Viem mockrdt dékuji a velmi
si vazim jejich ochoty pomoci s narocnym vybérem. A nejen to, mam velikou radost, Ze s témito prednimi odborniky
mohu spolupracovat a ucit se od nich. Nejradostnéjsi vsak je, ze kvalita prihlasenych praci se stale zvysSuje, a pritom
priumeérny vek prihlasenych se stdle snizuje. Praci komise to komplikuje, protoze vybrat téch 65 nejlepsich praci pro
osobni presentaci na konferenci neni viibec jednoduché. Ale je to rozhodné velmi mild komplikace. Je videt, zZe
biochemie, biologie, molekularni biologie, chemie a vSechny pribuzné obory se rozvijeji velmi dynamicky a mladi lidé o
né maji zajem. Snad tato konference pomdhd v prohlubovani tohoto zdjmu a usnadni budouci komunikaci mezi
Jednotlivymi védci a védeckymi tymy.

Tento sbornik se pripravuje v mésici breznu 2006, samotnd konference se bude konat v cervnu 2006. Ted’ je za
oknem minus pét stupiii, obcas snézi a zima 2005-2006 se zda byt nekonecna. Rozhodné je to dobra doba na praci v
laboratori, nebo studium v knihovné..... Samotna konference je ale planovana na polovinu cervna a tak si nyni hlavne
preji, aby bylo priznivé pocasi, aby vsichni, co byli vybrani mohli prijet a aby se vSem, jak organizatorum, tak
soutezicim, na konferenci velmi libilo.

mf
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MUTAGENEZE LEKTINU PA-IIL A SOUVISEJICI
ZIY[ENY V AFINITNIM ,CHQVAN’I' VUVCI SACHARI-
DUM - EXPERIMENTALN{ A VYPOCETNI STUDIE

JAN ADAM?, MARTINA POKORNA?, MARTIN
PROKOP?, ZDENEK KRi7*, ANNE IMBERTY"®,
JAROSLAV KOCA? and MICHAELA
WIMMEROVA®*"

“Nérodni centrum pro vyzkum biomolekul a "Katedra
biochemie, PrF, Masarykova niverzita, Kotlarska 2, 611 37
Brno ‘CERMAV-CNRS, 601 rue de la Chimie, BP 53, 38041
Grenoble, Francie

Pseudomonas aeruginosa je piilezitostnym lidskym
patogenem schopnym napadat lidské tkang, je-li snizena celko-
va imunita organismu. Dva lektiny produkované touto bakterii
maji velky vyznam stran jeji virulence. Mimoto, ackoli vétSina
znamych lektin ma vic¢i monosacharidim malou afinitu,
lektin PA-IIL vykazuje vysokou afinitu vii¢i L-fukose — rovno-
vazna disociatni konstanta zde lei v mikromolarni oblasti'.

Srovnanim s databazi bakteridlnich genoml byla
odhalena existence podobnych lektini v  dalsich
podminénych patogenech. Jeden z nich, fytopatogen
Ralstonia solanacearum, produkuje lektin RS-IIL, preferujici
viak D-mannosu®. Srovnani PA-IIL s krystalovou strukturou
lektinu RS-IIL poukézalo na fakt, ze za afinitni zmény je
pravdépodobné zodpovédna tridda aminokyselin v ,,sacharid-
vazajici smycce”, coz bylo potvrzeno experimenty s
designovanymi, pfipravenymi a krystalizovanymi mutanty
PA-IIL. Pro stanoveni termodynamickych parametrii
interakce byla vyuzita isotermalni titra¢ni mikrokalorimetrie.

Paralelné¢ s experimentalnim studiem interakci téchto
mutantd byl zahajen projekt vyuzivajici metod vypocetni
chemie. Prostiednictvim mutageneze in silico a dokovacich
experimentti za predpokladu vysledkt korelujicich s experi-
mentalnimi daty, cilem tohoto projektu je vyvinout spolehli-
vou in silico metodu pro piedpovidani budoucich interakci.
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1. Mitchell E.P., Sabin C., gnajdrové L., Pokorna M.,
Perret S., Gautier C., Hofr C., Gilboa-Garber N., Koca
J., Wimmerova M., Imberty A.: Proteins: Struct. Func.
Bioinform. 58, 735 (2005).

2. Sudakevitz D., Kostlanova N., Blatman-Jan G., Mitchell
E., Lerrer B., Wimmerova M., Katcoff D.J., Imberty A.,
Gilboa-Garber N.: Mol. Microbiol. 52, 691 (2004).

ROLE METALOTHIONEINU PRI DIAGNOSTICE
A PRUBEHU NADOROVEHO ONEMOCNENI
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Nadorova onemocnéni jsou celosvétové zodpoveédna za
7 milioni Umrti roéné a podle Svétové zdravotnické
organizace jejich pocet bude v nejblizsich letech rust. Nejen
z tohoto divodu vyhlasilo mnoho zemi po celém svéte
programy zaméfené na pokles vyskytu zhoubnych
onemocnéni v populaci. Jednim z cild programu vypsaného
Ministerstvem zdravotnictvi CR a Ceskou onkologickou
spolecnosti je zlepSeni ¢asné diagnostiky mezi néz nalezi i
hledani novych potencionalni markerd tohoto zhoubného
onemocnéni. Jak se ukazuje, jednim z novych
potencionalnich markerd by mohl byt protein metalothionein
MT). MT patii do skupiny intracelularnich,
nizkomolekularnich na cystein velmi bohatych proteinti o
molekulové hmotnosti 6-10 kDa. Nejnovéjsi vyzkumy
naznacuji, ze pravdépodobné existuje vztah mezi mnozstvim
metalothioneinu a rychlosti rozvoje zhoubného nadoru. V na-
§i praci jsme se zaméfili na potvrzeni hypotézy
metalothioneinu jako potencionalniho naddorového markeru.
Pro tyto ucely jsme vyuzili riznych elektrochemickych
technik. Nejprve jsme se snazili zvolit a optimalizovat
techniku vhodnou pro stanoveni velmi malych koncentraci
MT nejen pro jeho samotnou sensitivni detekci, ale
predev§im pro moznost sledovani sledovani jakychkoliv
zmén jeho hladiny v lidském organismu. Pro tyto ucely jsme
optimalizovali chronopotenciometrickou rozpoustéci analyzu
(CPSA) ve spojeni s adsorptivni pienosovou technikou
(AdTS), kde jsme dosahli detekéniho limitu 11 zmol.
Soubézné s optimalizaci techniky AdTS CPSA jsme se
zam¢fili na ovéfeni metalothioneinu jako nadorového
markeru. Pro tyto ucely jsme AdTS ve spojeni s diferencni
pulsni voltametrii — Brdickova reakce. Pfed vice nez
sedmdesati lety objevil Rudolf Brdicka katalytické
vylucovani vodiku ze zakladniho elektrolytu v pfitomnosti
proteinti. Tato metoda byla dale vylepSena a vyuZita pro
analyzu proteini krevnich sér pacienti s nadorovym
onemocnénim. Celkem jsme analyzovali krevni séra 72
pacientti, u nichz bylo diagnostikovan melanom, nador prsu,
plic, stitné zlazy, ledvin, jicnu, tlustého stfeva, anebo
lymfoidni leukémie. U vSech typt zhoubnych nadori byl
pozorovan narust obsahu MT 2 az Skrat v porovnani s hla-
dinou zdravych lidi, ktera je okolo 0,6 uM. Zjistili jsme, Ze
prsu, u nichz byl primérny obsah MT 1,6 uM, pticemz u 9
pacientll piekrocila hladina MT 1 pM (64 %). V piipad¢
pacientli s melanomem byla primérna hladina MT 1,97 pM.
U pacienti se zhoubnym nadorem tlustého stfeva byla
prumérna hladina MT absolutné nejvyssi a dosahovala
hodnot 3,2 puM. Z nami ziskanych experimentalnich
vysledku je zfejmé, ze hladina sérového MT vyrazné stoupa
u vétSiny pacientll se zhoubnymi nadory.

Prdce na tomto projektu byla podporovana granty: GA CR
525/04/P132.
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IMOBILIZACE §OUBORI°J BIOLOGICKYCH )
A SYNTETICKYCH MAKROMOLEKUL NA PEVNE
POVRCHY

KAROLINA BOHATA, EDUARD BRYNDA a MILAN
HOUSKA

Ustav makromolekuldrni chemie AV CR v Praze,
Heyrovského nam. 2, 162 06 Praha 6

Cilem prace byla tvorba a studium stability
multivrstevnych systémt globuldrnich proteini a poly-
elektrolyti na pevnych povrsich. Multivrstvy byly vytvoieny
pomoci postupné depozice (tzv. layer-by-layer method),
ktera je zalozena na opakovaném stiidani adsorpce proteinu a
opacné nabitého polyelektrolytu.

Multivrstevné  soubory byly imobilizovany na
hydrofobni povrch (polystyrénovy film naneseny na ZnSe
krystalu). Jejich tvorba a stabilita byla sledovana metodou
reflexni infracervené spektroskopie (ATR-FTIR Attenuated
Total Reflection Fourier Transform Infrared). Vyzkum byl
predevsim zaméfen na studium faktord (pH, iontova sila,
neionogenni detergenty) ovliviiujicich tvorbu a stabilitu
vicevrstevnych systémi slozenych z bilkovin a poly-
elektrolytti. Experimenty ukazaly, Ze tvorba a stabilita
multivrstev  bilkovin a polyaniontdi muze byt snadno
kontrolovana pomoci pH roztoku, pficemz lze tyto soubory
rozpustit zvySenim pH nad isoelektricky bod bilkoviny.
Oproti tomu soubory vytvotené z bilkovin a polykationti se
pouze z Casti rozpousti pfi snizovani pH pod isoelektricky
bod bilkoviny nebo zvySovanim iontové sily okolniho
roztoku.

Dale byla sledovana depozice bilkovin z lidské krevni
plasmy na povrchy modifikované multivrstvami sérového
albuminu. Nezadouci usazovani bilkovin se podafilo vyrazné
snizit pokrytim umélého povrchu kovalentné sitovanou
albuminovou dvojvrstvou, zatimco depozice byla znaéné
vysokda, jestlize multivrstvy  albuminu  obsahovaly
polykationty.

Potencialné mohou byt vicevrstevné soubory albuminu
pouzity pro biokompatibilni potahovani povrchi umélych
materiald prichazejicich do kontaktu s krvi, nebo k modi-
fikaci povrchii zabrafiujici nezadoucimu usazovani (anti-
fouling) bilkovin z biologickych tekutin. Podobné lze
multivrstvy obsahujici polyklonalnich nebo monoklonalnich
protilatky (IgG typu) pouzit pro piipravu afinitnich povrchi
optickych imunosenzorl' nebo nosi¢ii pro afinitni separaéni
metody.

LITERATURA
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Biosensors Bioelectron. /7, 665 (2002).
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INAKTIVACE p53 A DELECE ATM V SOUBORU
B-CLL PACIENTU VE VZTAHU K MUTACNIMU
STATUSU IgVH A LECBE
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B-bunécna chronicka lymfocytarni leukémie (B-CLL)
je nejcastéjsi leukémii v zapadnim svété. B-CLL je béznymi
piistupy nelécitelnd. Mutace a delece ATM a p53, spolu
s mutacnim statusem imunoglobulinového fetézce (IgVH)
ma navic vliv i na 1é¢bu (resistence na chemoterapii). Za
fyziologicke situace je hladina p53 velmi nizka, kinasa ATM
v burikach stabilizuje a aktivuje kli€ovy tumor-supresor p53
prostiednictvim fosforylace - a to v pfipadé poskozeni DNA
nebo v pfitomnosti genotoxického stresu. Pokud je p53
mutovan, neni degradovan a akumuluje se v buiice tato
vysokd hladina proteinu je povazovana za negativni
prognosticky marker.

Delece geni ATM a p53 mapujeme cytogeneticky
prostiednictvim FISH hybridizaci, funkéni status p53
stanovujeme pomoci analyzy FASAY, konkrétni mutace

v p53 vyhledavame sekvenovanim a expresi tohoto proteinu
monitorujeme Western-blotem. Dale mame k dispozici data
o mutaénim statusu IgVH. V souboru 168 pacientii jsme
pozorovali 16 ptipadi mutaci p53 (9,5 %), vSechny tyto
mutace byly identifikovany sekvenovanim. Delece ATM se
vyskytla ve 21 ptipadech (18 %), pouze jediny pacient mé¢l
paralelni mutaci p53 a ATM. V tomto souboru jsme
pozorovali velmi silnou asociaci mezi deleci ATM a
nemutovanym IgVH, téz mezi mutovanym p53 a
nemutovanym IgVH. Nezaregistrovali jsme vliv 1écby na
vznik mutaci p53.

Na tomto dobie charakterizovaném souboru pacientll
provadime testy cytotoxicity — kombinace riznych cytostatik
a cytostatik a monoklonalnich protilatek.

Tento vyzkum sméfuje k racionalizaci vyuzivani
kombinaci chemoterapeutik u pacientii s B-CLL na zakladé
statusu molekularné-biologickych faktort.

NOVE SELEKTIVNI INHIBITORY CDK

PETR CANKAR?®, IVETA FRYSOVA®, JAN SLOUKA?,
VLADIMIR KRYSTOF®, PETER M. FISCHER®

a MIROSLAV STRNAD"

“Katedra organické chemie, Prirodovédecka fakulta
Univerzity Palackého, ti". Svobody 8, 771 46 Olomouc;
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bLaboratoF riistovych reguldtorsi, Prirodovédeckd fakulta
Univerzity Palackého a Ustav experimentdlni botaniky
AVCR, Slechtitelii 11, 783 71 Olomouc; ‘The School of
Pharmacy, University of Nottingham, University Park,
Nottingham, NG7 2RD, The United Kingdom

Cyklin-dependentni  kinasy (CDK) fidi dulezité
vnitrobunééné procesy, jako je bunéény cyklus, transkripce
¢i apoptoza. Diky své dilezitosti v uvedenych procesech se
zahy staly vyznamnym cilem novych potenciondlnich che-
moterapeutik cilenych zvlasté proti nddorovym onemocné-
nim' a ndkteré z nich jsou jiz ve druhé fazi klinického
testovani>®. Déle se uvaZuje o moznych farmakologickych
aplikacich v oblasti inhibice replikace vir a zamezeni
mnoZeni nékterych bun&énych paraziti?.

Rutinnim testovanim heterocyklickych sloucenin byla
identifikovana nova skupina latek inhibujicich katalytickou
aktivitu CDK2/cyklin E kinasy. Zakladni sloucenina 3,5-di-
amino-4-fenylazopyrazol vSak vykazovala jen slabou inhi-
bi¢ni schopnost. Systematickym obménovanim substituentti
na fenylové skupiné (studiem vztahd mezi substituci a in-
hibi¢ni aktivitou) bylo zjiSténo, Zze hydroxy a nitroderivaty
patii mezi nejucingjsi inhibitory.

S nejsilngj§im inhibitorem byly provedeny dalsi
biochemické a biologické testy®. Kinetickym méfenim bylo
potvrzeno, Ze se jedna o kompetitivni inhibitor soutézici ve
vazebném misté s ATP, coz bylo déle dokadzano pomoci
rentgeno-strukturni analyzy krystalu CDK2 s inhibitorem.
Rovnéz byla zjisténa selektivita tohoto inhibitoru na panelu
rekombinantnich proteinkinas s pfekvapive jedinecnou afini-
tou k CDK9/cyklin T1 kinase, ktera je soucasti transkrip¢ni-
ho elongaéniho faktoru P-TEFb. Inhibitor byl schopen bloko-
vat proliferaci lidskych nadorovych bunéénych linii MCF7,
HOS, G361 a K562. Na zakladé ziskanych poznatki vztahu
struktury a biologické aktivity jsou dale tyto inhibitory
modifikovany za ucelem vys$Sich inhibi¢nich schopnosti
CDK a lepsi permeabilité skrz bunééné membrany.

Tato prace vznikla na zdkladé financni podpory MSMT CR
v ramci vyzkumného zaméru MSM 6198959216.
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Mnohé mikroorganismy tvofi pii ristu na pevném
médiu mnohobunééné utvary — kolonie.

V nasi laboratofi se zabyvame koloniemi kvasinky
Saccharomyces cerevisiae jako modelovymi objekty pro
studium mnohobunéénych kvasinkovych populaci. Kolonie
rostouci po dlouhou dobu na médiu s limitovanym
mnozstvim zivin je svymi vlastnostmi blizsi stavu, v jakém
se kvasinky nachazeji v pfirod€. V koloniich spolu kvasinky
mohou interagovat a piedavat si rizné signaly, které pak
vedou k rozdilné expresi genii v rtiznych mistech kolonie,
bunécné diferenciaci nebo vzniku prostorové usporadanych
struktur. Jednim ze signald, ptisobicich mezi koloniemi na
dlouhou vzdalenost, je plynny amoniak. Kvasinkové kolonie
jsou schopny pfijimat a vysilat amoniakovy signal, jehoz
produkce probiha v pulsech a je doprovazena alkalizaci
okolniho média. Jednotlivé pulsy produkce amoniaku jsou
oddéleny acidifikaci média.

Aby byly odhaleny zmény, ke kterym dochazi pfi
ptechodu do faze produkce amoniaku, byly provedeny
celotranskriptomové studie zmén exprese (microarrays)
beéhem tohoto pfechodu. Bylo nalezeno nékolik skupin gend,
jejichz exprese se méni. Mezi nejnapadnéjsi zmény patfilo
snizeni exprese genu zajist'ujicich mitochondrialni respiraci
a souCasné zvySeni exprese peroxisomalnich gend. Tyto
vysledky poukazuji na zménu metabolismu bunék v kolo-
niich. Dalsi vyraznou zménou bylo snizeni exprese gent
stresové odpovédi, coz naznaluje snizeni stresové zatéze
v kolonii. O tom, jak jsou tyto zmény dulezité, svédci
studium kmene s deleci v genu SOK2, ktery neni schopen
produkovat amoniak a ani u n& nedochdzi k expresnim
zménam popsanym vySe. Tento kmen vykazuje zhorSené
dlouhodobé prezivani bunek v koloniich.

Zajimalo nds, kterd ze zmén je pro prezivani kolonie
proti stresu. K tomu jsem zvolil studium tii kment s dele-
cemi ve vyznamnych genech oxidativni ochrany (SODI,
SOD2 a CTT1). Tyto kmeny jsem charakterizoval z hlediska
produkce amoniaku a dlouhodobého vyvoje kolonii. Dale
jsem sledoval produkci kyslikovych radikald a mnozstvi
a struktury mitochondrii béhem vyvoje kolonii. K objasnéni
zmén, ke kterym dochazi pii vyvoji kolonii u téchto kment,
jsem sledoval expresi vybranych gent.

Tato préce je podporovina grantem GA CR 525-05-0297,
Centrem za'klaﬂniho vyzkumu LC 531 a doktorskym
projektem GA CR 204/03/H066.

STUDY OF THE TRANSCRIPTIONAL ACTIVATION
OF CYP3A4

LUKAS CERVENY, PETR PAVEK, LUCKA
SVECOVA, and FRANTISEK STAUD

Department of Pharmacology and Toxicology, Faculty of
Pharmacy in Hradec Kralové, Charles University in Prague,
Heyrovského 1203, Hradec Kralove 500 05
cerveny@faf-cuni.cz
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Currently available studies indicate that two nuclear
receptors, constitutive androstane receptor (CAR; NRI1I3)
and pregane X receptor (PXR; NRI2), are involved in
transcriptional activation of some cytochrome P450
isoenzymes. PXR and CAR are activated in the presence of a
ligand and they bind as a heterodimer with retinoid X
receptor (RXR) to proximal PXR response element
(prPXRE) and distal xenobiotic-responsive enhancer module
(XREM) that are localized in regulatory regions of the CYPs.
Recently, it has been found that rifampicine is capable of
activating PXR- mediated transcription of CYP344 and
substances such as phenytoin and phenobarbital can activate
CAR- mediated transcription of CYP2B6.

The aim of our study was to test several antiepileptic
drugs for their ability to activate CAR- and/or PXR-
mediated transcription of CYP344 gene. For this purpose
HepG?2 cells were co transfected with the human expression
vector pCR3-CAR or pSG5-PXR human expression vector
and with XREM-CYP3A4-Luc reporter construct inserted
into pGL3-basic vector. This construct contained the
prPXRE ( 362/+53) and XREM ( 7836/-7208) of CYP344
driving luciferase gene expression.

Eight antiepileptic drugs were tested in this model for
detection of CAR activators of CYP3A44 transcription; in
particular: primidone, ethosuximid, clonazepam,
carbamazepine, phenytoin, phenobarbital, valproate and
lamotrigine. Phenytoin and valproate at a concentration of 25
uM significantly increased CAR-mediated transcriptional
activity of CYP344 (1.7 fold and 1.3 fold, respectively).
Further, concentration dependence of CAR- mediated
transcriptional activation of CYP344 on concentration of
valproate was investigated. Increase in the CAR mediated
transcriptional activity was observed for all concentrations
tested (EC50 = 177.14 uM). Additionally, the same
concentration range of valproate was used to test PXR
mediated transcriptional activation of CYP344. Increase of
PXR- mediated transcription was observed for all
concentrations tested (EC50 = 305.7 pM).

Based on these cell-based reporter assays valproate
seems to be capable to activate both CAR and PXR and we
suppose valproate activates CAR more effectively than PXR.
These findings should be proved by further studies (RT-
PCR).

SOLUBLE FORMS OF BOAR SEMINAL PLASMA
HYALURONIDASE

M. CIB[}LKOYA*"", P. MANAS[(OVAa,
V.JONAKOVA? and M. TICHA"

“Department of Biochemistry of Reproduction, Institute of
Molecular Genetics, AS CR, Prague 6; bDepartment of
Biochemistry, Charles University, Prague 2

The sperm membrane-bound hyaluronidase (PH-20) is
known to be essential for fertilization in different species.
However, the male reproductive tract contains also soluble
forms of this enzyme, whose role is not fully understood. In
some species, it is believed that these soluble forms are

376

VI Amerika 2006

mostly degradation products of the membrane-bound
enzyme. In this study, we have investigated different forms
of soluble hyaluronidase in boar seminal plasma, that have
not been characterized yet.

Two forms of soluble hyaluronidase were detected in
boar seminal plasma (rel. mol. masses 50 000 and 65 000)
using SDS-electrophoresis and zymographic method. These
two forms can be separated by means of affinity
chromatography on heparin-Sepharose. They differ besides
their affinity to heparin, also in the pH optimum of their
enzyme activity. The soluble form with rel. mol. mass 50 000
was active both at the acidic (pH 3.7) and the neutral pH (pH
7.4) and was bound to immobilized heparin. The second
form (rel. mol. mass 65 000) was active only at acidic pH
and did not interact with heparin. Soluble hyaluronidase with
affinity to heparin (50 000) was detected in epididymal fluid
and in the SDS-extract of boar spermatozoa. Hyaluronidase
of rel. mol. mass 65 000, without affinity to heparin, was
found in boar seminal vesicles fluid.

Further studies are necessary to find out a relationship
between the soluble forms of boar hyaluronidase and the
membrane-bound one and to learn about their physiological
function in the reproduction process.

This work was supported by grants No. 303/04/P070 and
303/06/0895 GA CR and by the project AVOZ 50520514 AS
CR.

POKROKY V CHARAKTERIZACI LATEK
S ANTIMIKROBIALNI AKTIVITOU Z LAREV
MASARKY NEOBELLIERIA BULLATA

ALICE CIENCIALOVA™", TEREZA
NEUBAUEROVA®, RADEK SINDELKAY, MILOSLAV
SANDA? JOSEF CVACKA®, BOHUMIR KOUTEK®

a JIRI JIRACEK®

“Ustav organické chemie a biochemie A V CR, Flemingovo 2,
166 10 Praha 6, bKatedra biochemie PFF UK, Hlavova 8,
128 40 Praha 2, “‘Katedra biochemie a mikrobiologie, FPBT,
VSCHT v Praze, Technicka 3, 166 28 Praha 6, Ustav
molekuldrni genetiky AV CR, Flemingovo 2, 166 10 Praha 6
ciencial@uochb.cas.cz

Objev antibiotik v tficatych letech minulého stoleti
znamenal revoluci v historii mediciny. Nadmérné pouzivani
antibiotik vSak vedlo k naristu rezistence bakterii vici
antibiotikim. Od roku 1960 do roku 2000, kdy byly
zavedeny linezolidy, nebyla na trh uvedena zadna nova tfida
antibiotik. I pfes toto ptehlizeni nékteré spoleCnosti stale
hledaji nové latky s antimikrobialnim uc¢inkem, napiiklad na
bazi peptidul.

Jako zdroj izolace takovych peptidi jsme vybrali
organismus, ktery Casto ptichazi do stfetu s bakteridlnimi
infekcemi masatku Neobellieria bullata. K indukci tvorby
antibakterialnich peptidi u larev Neobelliera bullata jsme
pouzivali bakterialni suspenzi. Po ngkolika hodinach
inkubaci byla izolovana hemolymfa a postupnou centrifugaci
a srazenim  byly  oddéleny frakce  obsahujici
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nizkomolekularni peptidy a proteiny. Ziskané frakce byly
dale déleny chromatografickymi metodami. Izolované latky
byly charakterizovany pomoci SDS-PAGE, MALDI nebo
ESI hmotnostni spektrometrii. Antimikrobialné¢ aktivni
proteinové a peptidové frakce byly identifikovany N-
terminalni sekvenaci a analyzou tryptickych §tépt MALDI-
MS nebo ESI-MS/MS a porovnanim s udaji v databazich.
Antimikrobialni aktivita frakci byla detekovana metodou
vyhodnocovani odezvy ristu patogennich mikroorganisma
v zévislosti na pritomnosti testované latky. Pro testovani byly
pouzity bakterie Escherichia coli, Staphylococcus aureus
a Pseudomonas aeruginosa. V izolovanych frakcich se ndm
podarilo identifikovat jiz znamé antimikrobialni peptidy, 40
aminokyselinovy sapecin a dipeptid [-alanyltyrosin.
Antimikrobidlni  aktivitu ~ vykazovala  také  frakce
identifikovana jako transferin a zatim neidentifikovany
16 kDa protein. Izolovany B-alanyltyrosin byl analyzovan
pomoci ionexové chromatografie s ampérometrickou detekei
a byla zjisténa piitomnost ptimési, ktera nebyla oddélitelna
pomoci RP-HPLC. Dalsi peptidy jsou postupné izolovany
a analyzovany z hlediska antimikrobialnich vlastnosti.

Dale jsme izolovali RNA z celych larev a z hemocyti
indukovanych i neindukovanych larev. Metodou q-PCR jsme
sledovali zmény exprese identifikovanych antimikrobialné
aktivnich frakci u indukovanych a neidukovanych larev. 2D-
elektroforézy jsme vyuzili k porovnani proteomu indukova-
nych a neindukovanych larev a ke zjisteni proteind, které se
mohou podilet na imunitni odpovédi Neobellieria bullata.

Tato price je podporovina grantem GA CR 203/05/0832,
FRVS grantem 315/2005 a vyzkumnym zamérem Z 4055
0506.
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(2005).

KLONO\”AN,i A PURIFIKACE CATHEPSINU B2
Z CERKARII PTACI SCHISTOSOMY
TRICHOBILHARZIA REGENTI

KATE}'HNA DOLECKOVA?, LIBOR MIKES?, PETR
HORAK® a ADRIAN MOUNTFORD"

“Katedra parazitologie, Prirodovédecka fakulta UK, Vinicnd
7, 128 44 Praha, "The University of York, Department of
Biology (Area 5), YO10 5YW York, UK.
k.doleckova@centrum.cz

Trichobilharzia regenti, parazitickd motolice vodnich
ptakit z cCeledi Schistosomatidae, ma neobvyklou Zivotni
strategii. Na rozdil od béznych schistosom, které vyuZzivaji
k migraci krevni fecisté, vyhledava 7. regenti po proniknuti
kazi periferni nervovy systém a postupuje dal michou a moz-
kem, az do nosni dutiny definitivniho hostitele, kde dospélci
kladou vejce. Migrace zpusobuje degradaci tkani a neuro-
motorické poruchy jak u specifickych (vodni ptéci), tak u
nespecifickych hostiteld (experimentalné nakazené mysi).
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Do kize definitivniho hostitele se invazni larvy
(cerkarie) dostavaji diky aktivni penetraci. K tomu jim slouzi
penetracni zlazy, jejichz obsah za¢nou cerkarie po kontaktu
s kizi hostitele vyprazdiovat. Exkre¢né sekrecni produkty
zlaz obsahuji fadu latek, napf. proteasy serinového a cys-
teinového typu, lektiny, vapnik, eikosanoidy, calreticulin,
mukopolysacharidy apod.

V nasi laboratofi jsme se zaméfili na studium proteas.
Tyto enzymy umoziuji parazitim pronikat do hostitelskych
tkani a travit je, unikat imunitni odpovédi hostitele nebo
naopak hostitelskou imunitu stimulovat. Ze studia na
lidskych schistosomach vyplynulo, Zze pravé proteasy by se

mohly stat slibnymi serodiagnostickymi markery nebo
potencialnimi cili pro vyvoj novych chemoterapeutik.
Na zakladé sekvencnich homologii aktivnich

konzervovanych mist cathepsini B znamych u lidskych
schistosom byly vytvofeny degenerované primery a prove-
dena PCR. Byl ziskdn DNA fragment o délce cca 600 bp. Po
porovnani s databdzi DNA sekvenci BLAST byl rozpoznan
jako caste¢na nukleotidova sekvence pro cathepsin B,
pracovnim nazvem oznaceny jako TrCB2.

Vyuzitim sekvenéné specifickych primerti byla
provedena 5" a 3’ amplifikace koncti (RACE) pro ziskani
celého genu. Takto ziskany gen (1032 bp ~ 344
aminokyselin) vykazoval nejvétsi homologii s cathepsiny B2
z lidskych schistosom (81,1 % s SjCB2 ze S. japonicum
a 79,9 % s SmCB2 ze S. mansoni).

Uplna sekvence TrCB2 byla poté upravena pro
klonovéani do expresniho systému methylotrofni kvasinky
Pichia  pastoris a uspésné¢ exprimovana. Identita
exprimovaného proteinu byla potvrzena pomoci MALDI
MS/MS spektrometrie. Hladina exprese byla sledovana u péti
klont, z nichz se jako nejvice produktivni ukazal klon
TrCB2-4, jehoz exprimovany protein — cathepsin B2 byl
nasledné purifikovan v nékolika krocich. Po zahusténi
centrifugaci a odsoleni média s exprimovanym proteinem
pomoci dialyzy byl findln¢ cathepsin B2 piecistén na FPLC
katexové koloné.

Ziskany rekombinantni enzym bude vyuzit k pfiprave
monospecifickych mysich a kachnich protilatek a pro
funk¢ni a biochemickou charakterizaci peptidasy.

IZOLACE A CHARAKTERIZACE LATEK
S ANTIMIKROBIALNiMI UCINKY Z PRIRODNICH
ZDROJU

IVANA DOLEZILKOVA®, MARTINA MACKOVA®,
TOMAS MACEK” a TEREZA NEUBAEROVA®

aUstav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha, Technickd
3, Praha 6, 166 28, bUstav organické chemie a biochemie AV
CR, Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6

dolezili@vscht.cz

Dtusledkem toho, ze rostliny jsou ¢astym cilem riznych
pathogennich organismil, vyvinul se u nich u¢inny obranny
systém, ktery ma bud’ zabranit ¢i eliminovat poSkozeni
zpusobena napt. viry, bakteriemi, houbami nebo hmyzem.
V prvni fadé jsou to latky proteinové a peptidové povahy:
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lectiny, proteiny inaktivujici ribosomy, chitinasy, proteasy,
defensiny, peroxidasy, peptidy na bazi ubiquitinu,
ribonukleasy a peptidy s vysokym obsahem argininu a gluta-
matu. Dalsi skupiny tvoii vedle latek organické povahy,
zahrnujici  slouCeniny fenolické, nenasycené¢ laktony,
saponiny a dieny, rovn&Z dusikaté latky a peroxid vodiku'.
Béhem poslednich 15 let byla v mnoha rostlinach
identifikovana fada proteinii a peptidd s antimikrobialnimi
uéinky. Antimikrobialni peptidy ptedstavuji rdznorodou
skupinu nizkomolekularnich slou¢enin s rtznou sekvenci,
délkou a strukturou. Vykazuji aktivitu vici Sirokému spektru
mikroorganismti zahrnujici G+ a G bakterie, protozoa,
kvasinky, plisn¢ a viry. U nékterych peptidi byl pozorovan
také inhibicni uCinek na nadorové bunky. Proto se
antimikrobialni peptidy povazuji za idealni kandidaty pro
vyvoj novych 1éki proti obtizné 1é¢itelnym infekcim a né-
kolik malo zastupcti bylo u€innych rovnéz proti pathogeniim
zpiisobujici sexualng pienosné infekce véetnd HIV/HSVZ.

Tato prace je zaméfena na izolaci a charakterizaci latek,
predevsim pak kratkych peptidi s antimikrobidlnim a anti-
fungdlnim G¢inkem z rostlinného materialu. Nékteré z latek
jsou indukovany specifickymi biotickymi nebo abiotickymi
faktory, jiné jsou vytvafeny konstitutivné. Rozliéné typy
antimikrobialnich latek byly ziskany z hmyzu, z riznych ¢asti
rostlin (semen, listl, kofenti a kvétl) nebo mezibunéénych
tekutin. Antimikrobialni peptidy byly izolovany v nékolika
krocich srazenim bilkovinnych frakci areverzni HPLC a
charakterizovany fyzikalné-chemickymi metodami: UV-VIS
spektroskopii, SDS-PAGE elektroforézou a hmotnostni
spektrometrii. Byla testovana antibakteridlni a antifungalni
aktivita s cilem prokazat ucinnost a vhodnou koncentraci. Jako
testovaci modely byly pouzity pathogenni a potencialné
pathogenni bakterie: G: Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Agrobacterium rhizogenes; G+: Micrococcus
luteus, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus
megatherium, Bacillus cereus, Bacillus pumillus, Arthrobacter
ureafaciens. V piipadé testovani antifungalni activity byly
pouzity plisné: Fusarium culmorum, Cladosporium herbarum,
Aspergillus terreus a Alternaria sp. Metodicky byly pouzity
rychla screeningova metoda na agaru a metoda vyuZzivajici
pfistroj Bioscreen, kde je monitorovan rust bakterii v zavislosti
na dobé inkubace. Z rostlinného materialu se podatilo izolovat
frakci z listG Nicotiana tabacum, kterd pusobila inhibi¢né na
houby Cladosporium herbarum a Alternaria sp.

Autori dékuji grantové podpore GA CR 203/05/0832.
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THE ENVIRONMENTAL POLLUTANT
3-NITROBENZANTHRONE AND ITS HUMAN
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The suspected human carcinogen 3-nitrobenzanthrone
(3-NBA) is one of the most mutagenic nitroaromatic
compounds identified in diesel exhaust and airborne
particulate matter. A major metabolite of 3-NBA, 3-
aminobenzanthrone (3-ABA), was detected in the urine of
salt mining workers occupationally exposed to diesel
emissions.] Both 3-NBA and 3-ABA were investigated for
their ability to induce biotransformation enzymes in rat liver
and for the influence of such induction on formation of DNA
adduct by these compounds. Rats were treated
intraperitoneally with 0.4, 4 or 40 mg/kg body weight of 3-
NBA or 3-ABA. When hepatic cytosolic fractions from rats
treated with 40 mg/kg body weight of 3-NBA or 3-ABA
were incubated with 3-NBA, DNA adduct formation,
measured by 32P-postlabelling analysis, was 10-fold higher
than in incubations with cytosols of control rats. The increase
in 3-NBA-derived DNA adduct formation corresponded with
a dose-dependent increase in protein expression and
enzymatic activity of the major phase I enzyme activating 3-
NBA in human and rat livers, NAD(P)H:quinone
oxidoreductase (NQOI1)2. Incubations of 3-ABA with
hepatic microsomes of rats treated with 3-NBA or 3-ABA
(40 mg/kg body weight) led to an up to 12-fold increase in 3-
ABA-derived DNA adduct formation compared to controls.
This observed stimulation of DNA adduct formation by both
compounds was attributed to their potential to induce protein
expression and enzymatic activity of cytochromes P450 1A1
and/or -1A2 (CYP1A1/2), the major enzymes responsible for
3-ABA activation in human and rat livers3. In addition,
experiments on modulation of mRNA expression by the
studied compounds, analyzed by real-time PCR, showed the
increased mRNA expression of hepatic CYP1A1 and NQO1
after treatment of rats with 40 mg 3-NBA/kg body weight.
Collectively, these results demonstrate for the first time that
by induction of hepatic NQO1 and CYP1A1/2, both 3-NBA
and 3-ABA increase their enzymatic activation to reactive
DNA adduct forming species, thereby enhancing their own
genotoxic potential.

This work was supported by Grant Agency of Czech Republic
(grant 303/05/2195).

REFERENCES

1. Arlt V. M.: Mutagenesis 20, 399 (2005).

2. Arlt V. M., Stiborova M., Henderson C. J., Osborne M.
R., Bieler C. A., Frei E., Martinek V., Sopko B., Wolf
C. R., Schmeiser H. H., Phillips D. H.: Cancer Res. 65,
2644 (2005).

3. Arlt V.M., Hewer A., Sorg B. L., Schmeiser H. H.,
Phillips D. H., Stiborova M.: Chem. Res. Toxicol. /7,
1092 (2004).



Chem. Listy 100, 371-414 (2006)

PRISPEVEK KE STUDIU MECHANISMU UCINKU
PROTINADOROVEHO LECIVA ELIPTICINU
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Elipticin a jeho derivaty (zejména 9-hydroxyderivaty)
jsou protinadorova 1é¢iva'. Dosud neni znim mechanismus
jejich plisobeni, silna vazba na DNA (zejména interkalace) je
viak nutnou podminkou jejich G&inku®. V této praci byla
studovana syntéza elipticinu a jeho interakce s DNA pomoci
teoretickych vypoctt a pomoci NMR experimentu.

Syntéza elipticinu a jeho derivatti vychazela z vhodné
substituovaného indolu. V péti reakénich krocich byl ziskan
Cisty elipticin v celkovém vytézku 12 %. Béhem celé reakéni
sekvence nebylo nutné pouzit chromatografické ¢isténi. Diky
syntéze nekterych derivath elipticinu se podafilo ovérit
strukturu produktii metabolismu elipticinu.

Vypocetni chemie je v posledni dob¢ stale oblibené;si
metoda pro studium chovani biomolekul a jejich interakei
sligandy. Velmi rozsifené jsou takzvané empirické
potencidly (silova pole), které jsou soucasti programl pro
molekulové modelovani (AMBER, HyperChem, ...) a jsou
pouzivany i pro studium interkalace do DNA. V této praci
byly wvysledky ziskané pomoci empirickych potencialt
porovnavany svypolty ab initio a bylo zji§téno, Ze
empirické potencidly jsou vhodné pro odhad interakénich
energii mezi interkaldtory a bazemi DNA, ale nejsou
schopny spravné zjistit vzajemné prostorové usporadani
v téchto komplexech.

Jinou moznosti, jak studovat interakce biomakro-
molekul, napfiklad DNA a proteinii, s malymi molekulami
(ligandy) je NMR spektroskopie®. Pouziti technik NOESY
umoznuje zjisténi tfidimenzionalni struktury molekul
v roztoku za fyziologickych podminek (pH, iontova sila)*’.
V této praci byly studovany interakce derivata elipticinu
s duplexy oligonukleotidi. Roztoky oligonukleotida byly
titrovany elipticinem a byly sledovany zmény 'H NMR
spekter zptisobené ptidavkem interkalatoru. Bylo zji§téno, ze
elipticin tvori s oligonukleotidy komplexy, jejichz stfedni
doba zivota se pohybuje viadu milisekund, geometrie
komplext odpovida interkalaci. Elipticin také méni stabilitu
dvousroubovicové struktury oligonukleotidu.

R
oy =
N
H
elipticin
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ROLE OF MICROTUBULES NETWORK IN AhR-
DEPENDENT CYP1A1 EXPRESSION IN HepG2
CELLS AND PRIMARY RAT HEPATOCYTES
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MODRIANSKY
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Medicine, Palacky University, Hnévotinska 3, 775 15
Olomouc

Cytochrome P450 (CYP) 1Al is responsible for
production of carcinogenic reactive metabolites from
polycyclic aromatic hydrocarbons such as benzo[a]pyrene
but recent developments indicate its apparent role in cell
cycle progression. Expression of CYP1Al is subject to
regulation by aryl hydrocarbon receptor (AhR). We show
that induction of CYP1A1 in HepG2 cells and primary rat
hepatocytes by tetrachloro-p-dibenzodioxin (TCDD) is
restricted by colchicine and nocodazole. Both compounds
decrease CYP1A1l mRNA, protein, and activity levels in
HepG2 cells and mRNA level in primary rat hepatocytes.
Neither compound significantly affected [3H]-TCDD
binding to AhR, thus their effect on AhR transcriptional
activity proceeds via indirect means. For colchicine and
nocodazole, well-known microtubule interfering agents, we
also assessed their effects on microtubules integrity in both
cell types under investigation. Colchicine and nocodazole
disrupt cytoskeleton integrity with differential potency
depending on cell type. The observed inhibition of AhR
transcriptional activity by colchicine and nocodazole can be
associated with G2/M cell cycle arrest in HepG2 cells, as
demonstrated by Mytl protein hyperphosphorylation and
FACS analysis. However, in primary rat hepatocytes
cytoskeleton disruption is independent of cell cycle while
displaying the same influence on AhR-dependent gene
transcription. In our view, this is evidence in favor of
modulatory role of cytoskeleton in AhR-dependent
expression'.

This research was supported by grant MSM 6198959216
from the Ministry of Education, Youth and Sports of the
Czech Republic, and by grant GACR 303/04/P074 from the
Grant Agency of the Czech Republic.
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BIOTRANSFORMACE MONOTERPENICKYCH
SMESI POMOCI IN VITRO KULTURY PICEA ABIES
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a TOMAS VANEK"

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

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

Biotransformace monoterpenti je ekologicky Setrna
metoda pouzivana k pfipravé produkti, které se Ccasto
vyuzivaji v potravinaistvi &i parfumerii. Casto nahrazuje
klasickou organickou syntézu, nebot sjeji pomoci lze
snadné&ji dosahnout stereo- i regiospecifickych produktt a na-
vic 1ze tyto produkty povazovat za produkty pfirodni, které
jsou v danych primyslovych odvétvich velmi zadané.

Nase studie se zabyva biotransformaci monoterpenické
smeési, terpentynu, pomoci in vitro kultury P. abies. Cilem
prace byla identifikace produkti biotransformace a vy-
hodnoceni zévislosti relativniho zastoupeni produktii ve
smési v prub&hu biotransformace pro rizné vychozi
koncentrace terpentynu.

Bylo zjisténo, ze hlavni produkty biotranformace
terpentynu  odpovidaji produktim biotransformace jeho
jednotlivych slozek? (viz Schéma 1). Terpentyn je tedy
mozné pouzit pro biotransformaci smési monoterpenti bez
jejiho predchoziho déleni na jednotlivé slozky a zaroven
ziskat fadu cennych produktii v jediném biotransformacnim
kroku.

1 3//OH 4 O 5
OH _0
'
6 7
/ .OH (0]
I +
2 8 9

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

OH
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CtBP-1/ BARS-50 INTERACTS DIRECTLY WITH
BASSOON AND PICCOLO, WHICH ARE ESSENTIAL
FOR ITS SYNAPTIC RECRUITMENT

ANNA FEJTOVA?®, WILKO D. ALTROCK?, BRITTA
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DIECK, STEFAN H. GERBER?*, THOMAS C.
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Neurotransmitter release is restricted to a specialized
region of the presynaptic plasma membrane — the active
zone. The cytoskeletal matrix at the active zone (CAZ) is
thought to play a fundamental role in the organization of
synaptic vesicle cycle, the definition of neurotransmitter
release sites and their precise alignment with the
postsynaptic neuroreception apparatus. Bassoon (Bsn) and
Piccolo (Pclo) are related CAZ-specific proteins. They are
thought to act as scaffolding proteins that organize
components of the exocytic and endocytic machineries at the
active zone. In a yeast-two-hybrid screen for potential
binding partners, we observed a direct interaction of Bsn
with the C-terminal binding protein 1/Brefeldin A-ADP-
ribosylation substrate of 50 kDa (CtBP1/ BARS-50).
CtBP1/BARS-50 was independently indentified as a nuclear
transcriptional co-repressor regulating several transcription
factors, and in addition as a cytoplasmic, Golgi-associated
protein involved in the Golgi structure maintenance and in
the membrane transport proceses. Although the binding site
of CtBP-1/BARS-50 is located outside of the characterized
Bsn/Pclo homology domains, we could also confirm its
binding to Pclo. CtBP-1/BARS-50 is expressed in
mammalian brain and co-localizes with Bsn and Pclo in
young and mature cultured hippocampal neurons. To assess
the role of Bsn and Pclo in synaptic targeting of CtBP-
1/BARS-50 we used hippocampal primary cultures from
mice lacking either Bsn or Pclo or both. Whereas the
synaptic localization of CtBP-1/BARS-50 is normal in
neurons from single mutant animals, it is completely
disrupted in neurons lacking both genes. The synaptic
targeting of CtBP-1/BARS-50 can be restored by expression
of GFP-tagged Bsn. Mice lacking either Bsn or Pclo are
viable while double mutants die within few hours after birth.
This suggests a partially redundant function of Pclo and Bsn
including the recruitment of common interaction partners to
the CAZ. CtBP-1/BARS-50 is the first example of this type
of proteins and a detailed analysis of its function may help to
understand the serious phenotype of double mutant mice and
in turn the molecular functions of Bsn and Pclo.
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ANALYZA S”l:RUKTURNI'CH,A FUNKCNiCH
VLASTNOSTI TEPLOTNE ZAVISLYCH MUTANTU
p53 V KVASINKACH
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Nédorovy supresor p53 je sekvencné specificky
transkripéni faktor, ktery zajistuje odpovéd buiiky na
bunécny stres a poskozeni DNA tim, ze aktivuje expresi fady
cilovych genl. Vysledkem této aktivace je ovlivnéni
regulace dilezitych bunéénych procestt jako je apoptdza
nebo zastava bunétného cyklu. Bylo zjisténo, Zze u vice nez
poloviny vsech lidskych nadorti se nachazi mutace v genu
p53. Vétsina téchto mutaci se vyskytuje v DNA vazebné
doméné proteinu p53 a ovliviluje tak jeho sekvencné
specifickou DNA vazebnou aktivitu.

Pro analyzu statutu p53 v nadorové tkani se vyuziva
fada technik, mezi néz patii funkcni analyza separovanych
alel v kvasinkach FASAY (functional analysis of Sseparated
alleles in yeast). Je to citliva, semikvantitativni metoda, ktera
na zakladé zbarveni kvasinkovych kolonii exprimujicich
lidsky protein p53 rozeznava kolonie obsahujici funkéni
protein p53 (bilé kolonie) od kolonii s nefunkéni formou
proteinu p53 (Cervené kolonie). Tato metoda také umoziuje
rozeznat mutace, které vedou pouze k Caste¢né inaktivaci
proteinu p53, napf. teplotné senzitivni mutace (rtizové
kolonie).

Pomoci metody FASAY jsme analyzovali status
proteinu p53 u riznych typ nadord. Identifikovali jsme 22
riznych teplotné zavislych mutaci, kde vétsina z nich (91%)
spada do DNA vazebné domény proteinu p53. U téchto 22
teplotné-zavislych p53 mutantd jsme dale analyzovali jejich
funk¢ni vlastnosti: na zakladé zbarveni kvasinkovych kolonii
jsme studovali transaktivaéni schopnosti jednotlivych
mutantii p53 ve vztahu k teplot¢ kultivace a k sekvenci
riznych responzivnich elementil. Zjistili jsme, Ze jednotlivi
teplotné¢ zavisli p53 mutanti se 1i§i mirou své teplotni
zavislosti, tj. lisi se teplotou, pfi které dochazi k plnému nebo
alesponn  CasteCnému  obnoveni jejich  transaktivaéni
schopnosti. VétSina teplotné zavislych mutant se také 1isi
mirou své aktivity na riznych typech promotorti, maji
takzvané diskriminujici povahu.

Pro studium konformac¢nich vlastnosti jednotlivych p53
mutanti jsme vyuzili konformacné specifickych protilatek
PAb1620 a PAb240 (v lidskych buinkach preferenéné
rozeznavaji standardni - nedenaturovanou respektive
mutantni - denaturovanou formu proteinu p53). Provedli
jsme imunoprecipitaci proteinu p53 exprimovaného v kva-
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sinkach pfi tfech rGznych teplotach a dale jsme ovéfovali,
zda metoda FASAY milze byt vyuzita pii testovani
schopnosti radio- a chemoprotektivni latky Amifostin
reaktivovat transkripéni funkci mutantti p53.

Detailnéjsi analyza funkcnich a strukturnich vlastnosti
mutantt p53 a jejich podrobna stratifikace mohou byt
uzitecné pro lepsi pochopeni u€inkt specifickych mutantti na
procesy vedouci k transformaci nadorové buiiky a také pii
navrhovani potencidlnich terapeutik obnovujicich funkci
proteinu p53.

Tato prdce je podporovina grantem NR/8068-3 IGA MZ CR.
NUKLEOFILNi ADICE NA PRQTOBERBERINOVY
A BENZOFENANTHRIDINOVY SKELET

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

Narodni centrum pro vyzkum biomolekul, Prirodovédecka
fakulta, Masarykova univerzita; ILBIT-A4, Kamenice 5,

625 00 Brno
baracek@chemi.muni.cz, rmarek@chemi.muni.cz

Kvarterni protoberberinové (KPA) a benzo[c]fenanthri-
dinové (KBA) alkaloidy patii mezi isochinolinové alkaloidy
a jsou soucasti velké skupiny sekundarnich metabolitd. KPA
se vyznacuji zna¢nou biologickou aktivitou. Interaguji s nu-
kleovymi kyselinami a proteiny, vykazuji fadu uéinkd na
organismus, napi. antibakteridlni, antimalarické nebo
cytotoxické.

Zakladem KPA je 5,6-dihydrobenzo[a,g]chinoliniovy
systém (/) s modifikacemi nej¢astéji v polohach 2,3,9 a 10 a
KBA 5-methylbenzo[c]fenanthridiniovy systém (/I]) se
substituci v polohach 23,7 a 8 KPA i KBA jsou
charakteristické poldrni iminiovou skupinou C=N" a jeji
citlivosti na nukleofilni atak. V takovém ptipadé dochazi ke
vzniku 8- (II) resp. 6- (IV) substituovanych derivati (viz
Schéma 1 a 2).
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Studium reakce isochinolinovych alkaloidi s dusi-
katymi nukleofily napomaha lep§imu porozumeéni interakce
alkaloidu s dusikatou bazi nukleovych kyselin.

Price byla provedena za podpory grantu GA CR
525/04/0017.
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VYUZITI AXIALNE CHIRALNiCH KARBAMA”l:fJ

A KARBONATU PRO STANOVENI ABSOLUTNI
KONFIGURACE AMINU A ALKOHOLU METODOU
'H NMR
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Byl syntetizovan soubor axialné chiralnich chlorofor-
miath (derivatd 1,1°-bi(2-naftolu)), ze kterych nasledné byl
reakci s chirdlnimi aminy pfipraven set diastereoisomernich
karbamat?, jez byly dale studovany metodou 'H NMR.
Podobné byl pfipraven reakci chloroformiati s alkoholy set
diastereoisomernich karbonati. Byla zjisténa jednoznacna
korelace mezi navrzenym  prostorovym  modelem
(podpofenym vypolty in silico) a naméfenymi rozdily
chemickych posuni diastereoisomernich derivati v 'H NMR
spektrech. DalSim vynikajicim vysledkem je hodnota Appm
studovanych funkénich skupin pohybujicich se bézné mezi
0,1-0,4 ppm, naméfené maximum je Appm = 0,72. K jed-
noznaéné interpretaci vysledkl vyrazné pfispiva znacna
konformacni rigidita derivati. Hlavni vyhody nové metody
proti zavedenym ¢inidlim (napf. Mosherova kyselina) jsou
zejména: mimoiadné rozdily chemickych posund a jed-
noznatna predikce spektralniho chovani studovaného
derivatu, stejn¢ jako vynikajici reaktivita a dobra synteticka
a ekonomicka piistupnost obou enantiomert ¢inidel.

MODULARNI SYNTEZA STEROIDU
S AROMATICKYM A-KRUHEM

PAVEL HERRMANN*® a MARTIN KOTORA™"
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Cilem projektu je vyvinout jednoduchou a jednotnou
syntetickou metodiku pro pfipravu  polycyklickych
ptirodnich sloucenin (isoprenoidd). NaSe strategie je
zalozena na opakovaném pouziti jednoho ¢inidla za riznych
reakénich podminek. Timto ¢inidlem je dibutylzirkonocen
(Negishiho ¢inidlo), ktery reaguje s rlznymi substraty za
vzniku stabilnich organozirkoni¢itych sloucenin, které
mohou byt déle vyuzity k tvorb& C-C vazeb'™.

Schiidnost této strategie byla demonstrovana na syntéze
derivati estronu. Napiiklad steroid 2, (+)-3-methoxyestra-
1,3,5(10)-trien-16-on, byl pfipraven ve tfech krocich ze
snadno dostupného styrenu 1. Kazdy krok je zalozen na
pouziti Negishiho C¢inidla za vzniku organozirkonicité
slou¢eniny. Tyto meziprodukty jsou nasledné ,in situ®
transmetalovany  katalytickym mnozstvim CuCl na
organomé&dné slouceniny, které pak reaguji s riznymi
elektrofily. Ve vysledku pak dochézi k postupné vystavbeé
celého steroidniho skeletu.  Dale budou diskutovany
syntetické aspekty celé syntézy a jejich moznosti a limity
aplikace pro pfipravu (£)-3-methoxyestra-1,3,5(10)-trien-17-
-onu 3. V neposledni fadé budou uvedeny vysledky smétujici
k vyvoji enantioselektivni varianty uvedenych syntéz.

3x szZrBUZ
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SINGLE HEPTAHELICAL DOMAIN IS TURNED ON
UPON ACTIVATION OF A DIMERIC
METABOTROPIC GLUTAMATE RECEPTORS

VERONIKA HLAVACKOVA, LAURENT PREZEAU,
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The metabotropic glutamate (mGlu) receptors are G-
protein-coupled receptors (GPCRs) that exist and function as
homodimers composed of two identical subunits covalently
bound in the extracellular domain. The relevance of
dimerization of these receptors in respect to activation of the
transmembrane heptahelical domain (HD) of each subunit
upon full receptor activation is of particular interest. We
constructed several chimerical receptors in which quality
control of GABAD receptor heterodimerization and cell-
surface expression was used. This allowed us to measure G-
protein coupling efficacy of dimeric mGlu receptors in which
only one subunit bears specific mutations. Single mutation in
the third intracellular loop is known to fully prevent G-
protein activation when present in both subunits. We show,
that when present only in a single subunit per dimer, this
mutation decreases coupling efficacy. In contrast when a
single HD has engineered binding site for allosteric inhibitor
and is blocked in its inactive state by such compound, no
decrease in receptor activity is observed. In a receptor dimer
in which the same subunit binds the negative modulator and
is also mutated in its i3 loop, the compound enhances
agonist-induced activity. We propose, that this phenomenon
reflects a ‘better’ activation of the adjacent HD. Our data are
in agreement with a model in which a single HD is turned on
upon activation of homodimeric receptors. Complementary
with these results are data obtained using positive allosteric
modulators in experiments with similar settings. Here the
most interesting finding is that occupation of a single HD is
enough for full enhancement effect.

Situation of asymmetric functioning of mGlu receptors
corresponds to findings on GABADb receptor activation
process.

This work was supported by.:Grant Agency of Czech
Republic (301/03/1183, 301/03/H095, 204/05/0920), Grant
Agency of Czech Academy of Science (KJB5039402),
AVOZ50390512.

DIFFERENCES IN CELL CYCLE REGULATION
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Cisplatin is one of the most potent antitumour agents
which display high efficiency in the treatment of ovarian
cancer. However, cisplatin is active in a limited range of
cancer types, and its effects are often decreased due to
intrinsic or acquired resistance. LA-12 (currently under the
1% phase of clinical evaluation) is a novel octahedral
platinum(IV) complex containing a bulky hydrophobic
ligand — adamantylamine. In our previous studies'” we
showed that LA-12 was able to overcome both the acquired
and the intrinsic cisplatin resistance. In addition, we
investigated the effects of LA-12 on cytokinetic parameters
of ovarian cancer cell lines with different sensitivity to
cisplatin - A2780 (ciplatin sensitive), A2780cis (with
acquired cisplatin resistance) and SK-OV-3 (with intrinsic
resistance to cisplatin), and compared them with the effects
caused by cisplatin. Interestingly, we found the differences in
cell cycle perturbation after 24 h cisplatin or LA-12 sustained
treatment. Activation of cell cycle checkpoints is a general
cellular response after exposure to cytotoxic agents.
Therefore we characterize in more detail several signal
transduction pathways that are activated in response to
exposure to the DNA damage-inducing agents such are
studied platinum-based compounds.

Exposure to LA-12 resulted in accumulation of A2780
and A2780cis cells in S phase, while cisplatin caused G2/M
arrest in sensitive and S phase arrest in resistant cells after 24
h of treatment. Detailed simultaneous flow cytometric
analysis of cell cycle distribution and DNA synthesis
revealed that cisplatin in A2780 cells primarily caused
transient S-phase arrest as LA-12, but this arrest was shifted
to G2/M at later time points (24 h). Moreover, at 24 h we
detected decreased cdk-2-associated kinase activity using in
vitro kinase assay. Western blot analysis indicated a
concentration-dependent accumulation of p53 protein which
is implicated modulation of cell cycle, as the result of
cellular response to DNA damage. Equitoxic LA-12 (ICsg)
and cisplatin (IC50) concentrations increased p53 protein
levels already after 6 h of treatment followed by increasing
of p21™ levels at 12-24 h time points in studied cell lines,
both significantly higher after cisplatin treatment. In the
present study, we expanded our investigations to examine the
effects of equitoxic concentrations of LA-12 or cisplatin in
A2780 and A2780cis cells on the protein expression of either
p53-targeted genes that have been shown to be important in
the cellular response to DNA damage including Bax,
Gadd45, Mdm?2 or cell cycle regulatory genes such as Cyclin
A, Cyclin B1 or cdk-2.

Supported by the IGA grant No. 108500040507 of the
Academy of Sciences of the Czech Republic and by the
Ministry of Industry and Trade of the Czech Republic ,
Contract No. PZ-722/29, “New Medicines for Cancer
Therapy”
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Chlorované pesticidy, jako naptiklad derivaty DDT,
hexachlorbenzenu a fada dalSich byly velmi hojné uzivany
v ochrané rostlin. Je zndmo, ze rezidua téchto pesticidi se
v zivo¢isném i lidském organismu ukladaji do tukové tkang,
a z ni mohou prechazet do vajec ptakli nebo matetského
mléka savcl. Navic ve veétSich koncentracich pak mohou
zpusobovat nadorova onemocnéni ¢i neplodnost. Zakladni
rozdéleni pesticidi je urceno podle cilové skupiny
organismu. Déle ¢lenime pesticidy podle obsahu jedné ¢i
vice ucinnych latek. Z chemického hlediska ucinna latka
mize byt jak anorganického, tak organického pivodu.
Pouzivani anorganickych pesticidii se omezuje, protoze
kontaminuji Zivotni prostfedi. AvSak organické pesticidy
jsou stale velmi hojné vyuzivany v ochrané rostlin. Jsou to
vétsinou organofosforové, organochlorové a karbamatové
slouceniny. Pasobi velmi intenzivné na cely organismus
a vétsinou dlouhodobé.

Cl.

Cl Cl
DDT (4,4’- dichlordifenyltrichlorethan)

Cl

Proto je pottebné vyvijet jednoduché a presné nastroje
k detekei takovych chemickych slougenin'?. Nami navrzeny
senzor je zalozeny na detekci chloridii na uhlikové pastové
elektrodé anebo elektrodé ze skelného uhliku, jak ve
stacionarnim, tak pratokovém systému. V prostiedi je
koncentrace chlorovanych uhlovodikd velmi nizkd, nizsi nez
jsme efektivné schopni zméfit na samostatné uhlikové
elektrods (10 M). Pro dosaZeni lepsi senzitivity a selektivity
bylo mozné uhlikovou pastovou elektrodu modifikovat
ptidavkem dusi¢nanu stiibrného. Modifikaci elektrody byl
limit detekce chloridii snizen az na koncentraci 10" M. Takto
vytvoienou metodu bylo nutné pfevést do praxe a navrhnout
biosenzor. Toho jsme mohli dosahnout diky dalsi modifikaci
uhlikové elektrody, tentokrat enzymem dehalogenasou
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bakterie Pseudomonas paucimobilis. Dehalogenasy byly
popsany jako enzymy schopné odstépovat z halogenovanych
uhlovodikt prave halogen. Takto uvolnény halogen je mozné
analyzovat nami  vypracovanou elektroanalytickou
metodikou.  Sledovali  jsme  S§tépeni  modelového
chlorovaného uhlovodiku (1-chlorhexan). Na zékladé nasich
vysledki bylo mozné dehalogenasy vyuzit pro navrzeni
nového biosenzoru k detekei chlorovanych pesticida’.

Prdce na tomto projektu byla podporovana grantem: GACR
525/04/P132.
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NESYMETRICKY SUBSTITUOVANE
BIPYRIDIN-N,N-DIOXIDY V ORGANOKATALYZE

RADIM HRDINA® a MARTIN KOTORA®™"

“Katedra organické a jaderné chemie, Prirodovédecka
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Homogenni  enantioselektivni  katalyza  sméfuje
v poslednich letech k pouzivani katalytickych systémut
neobsahujicich slou¢eniny ptechodnych kovi. Zajem o tuto
oblast je podminén hlavné ekologickymi a ekonomickymi
diavody. Pozornost je zaméfena na tzv. organokatalyzatory,
coz jsou chiralni organické molekuly schopné katalyzovat
ruzné reakce. Jednou ze skupin takovych sloucenin jsou
pyridin-N-oxidy  resp.  bipyridin-N,N-dioxidy, slouzici
v enantioselektivni katalyze jako chirélni Lewisovy béze'.

Cilem nasi prace je vyvinout jednoduchou metodu
vedouci k opticky ¢istym slouceninam typu bipyridin-N,N-
dioxid (Schéma 1) a otestovat jejich vyuziti v organické
syntéze.

Schema 1

OH

X
R

57-87% ee
1. PhCN/CpCo(CO), 2. MCPBA 3. (S)-Binol
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Piiprava téchto latek byla zalozena na [2+2+2]
cyklotrimerizaci  pyridyldiynd s nitrily’>  katalyzované
CpCo(CO),. Timto zpltisobem byla piipravena celd fada
slou¢enin, z nichz byly vybrany pro dalsi pouziti ty, u kte-
rych se dala pfedpokladat vysoka racemizacni bariera. Tyto
bipyridiny byly nasledné oxidovany na piislusné dioxidy.
Cisté enantiomery byly ziskany kokrystalizaci s S-potazmo
R-Binolem. Katalyticka aktivita a enantioselektivita novych
chirdlnich nesymetricky substituovanych dioxidd byla
testovana v Sakurai-Hosomiho reakci (adici allylsilanG na
karbonylové slouceniny). Jako modelové latky byly vybrany
substituované benzaldehydy. Dosazené vysledky jsou velice
slibné: katalyzatory maji TON v¢étsi nez 100 i pfi -78 °C a
enantioselektivity se pohybuji v rozmezi 57-87 % ee
v zévislosti na pouzitém aldehydu.
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STUDIUM HOMEOBOXOVYCH GENU
SLAKOVODNI MEDUZY CRASPEDACUSTA
SOWERBYI

MILUSE HROUDOVA, CESTMIR VLCEK, HYNEK
STRNAD, ZDENEK KREJCIK a VACLAV PACES

Ustav molekuldrni genetiky Akademie véd Ceské republiky,
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hroudova@img.cas.cz.

Sladkovodni meduza Craspedacusta sowerbyi je
zastupcem zivocisného kmene zahavci (Cnidaria), ktery se
v poslednich letech stal predmétem intenzivniho studia
v oblasti molekularni genetiky a vyvojové biologie. Rozsahly
genom zahavcl kontrastujici s jednoduchou stavbou jejich tél
je v mnoha ohledech podobngjsi genomim vyS$sich
obratlovcl, vcetné Cloveéka, nez je tomu u nékterych
evoluéné vyssich zivoéicht (Drosophila, Ceanorhabditis).

Vyznamnou skupinou genti regulujicich ontogenezi
jsou homeoboxové geny kodujici ve vétSin€ piipada
transkripéni faktory. Jejich struktura je silné konzervovana
napii¢ celou zivodisnou fi§i. V ranych stadiich vyvoje
zahavce se podileji na formovani dilezitych morfologickych
znakd, jako je napiiklad télesna symetrie, dale na vyvoji
nervové soustavy a smyslovych organt, jsou soucasti
vyznamnych signalnich drah.

V na$i praci jsme se zaméfili na nékteré méné Casté
rodiny homeoboxovych gent (SIX, POU a LIM). Na zéklad¢
specifické analyzy (HMM analyza) databazi prubéznych
sekvenacnich dat (TRACE data) pfibuznych zahavct byly
navrzeny degenerované primery na prislusné specifické
domény jednotlivych rodin. Metodou PCR byly ziskany
genové fragmenty, které byly ovéfeny sekvenaci a metodou
RACE byly nasledné prodlouzeny na celé hledané geny.
Bylo identifikovano n€kolik zastupcii homeoboxovych rodin
SIX a POU a provedeno porovnani s nékterymi dal$imi
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zahavei a vy$8imi zivolichy. Tato prace bude dale
pokracovat testovanim transkripce jednotlivych gend v riz-
nych tkanich dospélych jedinct i nékterych vyvojovych
stadii metodou in situ hybridizace. Déle se zaméfime na
identifikaci a studium dalsich homeoboxovych genti.

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

ANALYZA PRIMARNICH INTERAKCI HOSTITEL -
PATOGEN

ROMAN HRSTKA', ZUZANA KROCOVA®, BORIVOJ
VOJTESEK® a JIRI STULIK"

“Masarykiiv onkologicky ustav, Oddéleni experimentdini a
onkologické patologie, Zluty kopec 7, 656 53 Brno;
bUniverzita obrany, Ustav molekuldrni patologie, Trebesskd
1575, 500 01 Hradec Kraloveé

Francisella tularensis je vysoce virulentni fakultativné
anaerobni bakterie zpUsobujici zoondézy u fady savcu.
Piestoze byla nedavno dokonena sekvenace genomu F.

tularensis, mechanismy virulence a intracelularniho
prezivani tohoto patogena zUstdvaji z velké Casti stale
nezodpovézeny.

Po infekci mySich makrofaghi bylo mozné pozorovat
kontinuélni mnozeni tohoto mikroorganismu, dokud nedoslo
ke zhrouceni celého bunééného aparatu. Bylo prokazano, ze
v ranych fazich infekce, ptiblizné po Sesti hodinach, dochazi
k indukci apoptézy. Naopak v pozdgjsich cEasovych
intervalech infekce, asi po tficeti hodinach, byly u bunék
pozorovany prvni zndmky nekrézy.

Nicméné pravé v souvislosti s indukci apoptdzy
dochazelo piekvapive k aktivaci p42/p44 MAPK a naopak k
inhibici p38 MAPK. Vzhledem ke zdanlivé nelogi¢nosti
téchto procesi byla provedena analyza genové exprese
ptislusnych signalnich drah. Bylo zjisténo, Ze po infekci
dochazi k signifikantnimu narastu exprese geni navozujicich
autofagii, pro jejiz iniciaci je praveé aktivace p42/p44 MAPK
zasadni. Tato hypotéza byla néasledn¢ potvrzena na zakladé
konverze MAP-LC3-1 na MAPLC3-II a pfedev§im pak
pomoci elektronové a konfokalni mikroskopie.
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RiZENi' STEREOSELEKTIVITY ENZYMU
FYZIKALNE-CHEMICKYMY PARAMETRY

RADKA CHALOUPKOVA, ZBYNEK PROKOP,
MONIKA STRAKOVA, TOMAS MOZGA a JIRI
DAMBORSKY
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Vyuzitelnost enzymi k produkci vysoce Cistych
chemikalii v primyslovych procesech vyzaduje splnéni celé
fady kritérii. Uvazujeme-li aplikace v asymetrickych
biosyntézach, pak jednim z vyznamnych kritériii je
enantioselektivita. Mnohé enzymy nejsou schopny pfi
fyziologickych podminkach produkovat latky vysoké
stereochemické Cistoty. Manipulace s fyzikalné-chemickymi
parametry muze piedstavovat atraktivni zplsob pro dosazeni
pozadované urovné kontroly a fizeni stereochemie enzymove
katalyzovanych reakci. V této praci byl studovan vliv teploty
a pH na strukturni stabilitu, aktivitu a enantioselektivitu
enzymu. Jako modelovy enzym byla vybrana halogen-
alkandehalogenasa DbjA z Bradyrhizobium japonicum
USDAI110 (cit."). DbjA vykazuje novou substritovou
specifitu' a je soudasng prvnim enzymem z rodiny
halogenalkandehalogenas s potvrzenou enantioselektivitou.
Vysokou enantioselektivitu  vykazoval tento enzym
k vybranym B-substituovanym bromovanym alkanim a bro-
movanym esterfim’.

Aktivita, enantioselektivita a konformaéni chovani DbjA
byly studovany pii rizné teplot¢ a pH. Konforma¢ni zmény
enzymu byly sledovany pomoci CD spektroskopie. Zjisténa
teplota tani (7,,) byla 47,3 £ 0,2 °C. Ze strukturniho hlediska
vykazoval studovany enzym velkou toleranci ke zméné pH.
Jeho sekunddrni struktura nebyla ovlivnéna v rozsahu pH
5,3-10,3. V silné kyselém prostiedi (pH<5.3) dochazelo k
agregaci proteinu, zatimco v siln¢ alkalické prostiedi
(pH>10.3) enzym  zaujimal neuspoiddanou konformaci.
Teplotni a pH optima DbjA byla stanovena aktivitnim
méfenim se substratem 1-iodhexanem. Maximalni aktivita
enzymu byla detekovana pii 50 °C a pH 9,7. Nejvyssi
enantioselektivita DbjA s 2-brompentanem byla namétena pti
teploté¢ 20 °C. Zatimco vliv pH na enantioselektivni rozliSeni
2-brompentanu studovanym enzymem nebyl zjistén, teplota
vyznamné ovliviiovala enantioselektivitu DDbjA. Snizeni
teploty z 50 na 20 °C zvysilo enantioselektivitu DbjA
tiinactkrat. Na zakladé naméfené teplotni zavislosti
enantioselektivity byla vypoétena racemicka teplota spolu s
diferencnimi aktivaénimi parametry entalpii a entropii pro
dehalogenaci 2-brompentanu. Zjisténa racemicka teplota byla
85,6 °C, ArsAH byla -69,5 kJ/mol a Ag_sAS byla 0,2 kJ/mol.
Enzym DbjA preferencné katalyzoval entalpicky zvyhodnény
(R)-enantiomer 2-brompentanu.

Tato pozorovani demonstruji, ze halogenalkade-
halogenasa DbjA ma vysokou aktivitu a strukturni stabilitu
v §irokém rozmezi pH. Kromé toho muze byt
enantioselektivita DbjA  vdc¢i  vybranym  substratim
vylepSena snizenim reakéni teploty. Fyzikalné-chemické
parametry proto predstavuji vyznamny a velmi snadny
zpusob pro modelovani katalytickych vlastnosti enzymu
vyuzitelnych v biotechnologiich.
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NOVE SEDMICLENNE CYKLY JAKO PRODUKTY
A MEZIPRODUKTY ESTERIFIKACE
SALICYLANILIDU

A. IMRAMOVSKY, J. VINSOVA a F. J. MONREAL

Farmaceuticka fakulta UK, Heyrovského 1203, 500 05
Hradec Kralove
imramovsky@faf.cuni.cz

Salicylanilidy patii mezi antibakterialni latky s vysokou
antimykobakterialni aktivitou vi¢i Mycobacterium tubercu-
losis H37Rv, ale také nékterym atypickym kmentim, vici
nimz jsou bézna antituberkulotika méné¢ UCinnd ¢i
neu¢inna'?. Pro biologicky uginek je nezbytna fenolickd
hydroxyskupina, kterd je pravdépodobné zodpovédnd za
rozpojeni oxidativni fosforylace. NaSe snaha o jeji
esterifikaci aminokyselinou vede k nové skupiné biologicky
aktivnich latek typu proléciv, u kterych zlstane zachovana
vysoka aktivita, zlep§i se rozpustnost a snizi toxicita.

R2

o HN
)~o
N
o [
[¢)

Pii piipravé esterd aminokyselin s nejucinnéj$imi
salicylanilidy byly zjiStény necekané cyklizace za vzniku
zcela novych sedmiélennych ortho-kondenzovanych hetero-
cykld — substituovanych 3,4-dihydro-benzo[f][1,4[-oxazepin-
-2,5-diont 1. Tyto typy sloucenin nejsou v literatufe dosud
popsany, nebyla nalezena ani jejich zjednoduSena struktura.
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Jejich vznik byl prokazan pii esterifikaci nekterych
salicylanilidd s Z-Gly a Z-L-Ala, hraji vSak také roli pfi
pfesmyku uvolnéné aminoskupiny napf. esteru fenylalaninu
se salicylanilidem (schéma 1), kdy se v rychlém sledu reakci
molekula pteskupi za vzniku diamidu II, jehoz struktura byla
potvrzena na zakladé 2D experimentd (GHSQC a GHMQC).
NMR, MS. Volny fenolicky hydroxyl byl dokdzan Emerson-
ovou a Gibbssovou reakci. K ¢isténi meziprodukti a final-
nich produktt byl s uspéchem pouzit Chromatotron, Model
7924T, ktery je vysoce ufinnou a rozpoustédla Setfici
chromatografickou metodou.

Prispévek vznikl za financéni podpory FRVS 151/2006, MSM
0021620822 a IGA MZd 14/8238-3.
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PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF
STYRENE OXIDE ADDUCTS WITH AMINO ACIDS
IN HUMAN GLOBIN

MICHAL JAGR, JAROSLAV MRAZ, KAREL
CTIBOR, VLADIMIR STRANSKY, and MARTIN
POSPISIL

National Institute of Public Health, Srobdarova 48,
100 42 Prague 10
michaljagr@centrum.cz

Styrene, an important monomer used in plastics
industry, is metabolized to a genotoxic intermediate styrene-
7,8-oxide (SO). Besides extensive detoxification through the
enzyme-mediated hydrolysis, a minor part of SO can produce
stable covalent adducts at various nucleophilic sites in the
body, e.g. with DNA or proteins. In blood protein globin, the
amino acids reported to form adducts with SO are Cys, His,
Asp, Glu, N-terminal Val, Lys, and Tyr. However, several
SO adduct species are commonly detected for each amino
acid because of simultanous formation of both 2-hydroxy-1-
phenylethyl (21HPE) and 2-hydroxy-2-phenylethyl (22HPE)
regioisomers, combined with the diastereomerism due to the
chiral properties of SO. Additionally, binding of SO to His
can occur via Nx or Nt in the imidazol ring of His.

The main aim of our study was to identify major
isomers of the SO adducts with Cys, Lys, and His in human
globin. For reference purposes, the synthetic standards were
prepared. The (S)- and (R)- SO enantiomers were reacted
with Cys or Na-protected Lys and His. Following
deprotection and purification on a silica gel column, the
individual isomers were separated by semi-preparative
HPLC and characterized using GC/MS, HPLC/MS, and 1H-
NMR. Human globin incubated with a 100-fold molar excess
of SO was hydrolyzed with pronase. Released amino acids
and adducts were then derivatized by a terc-
butyldimethylsilyl reagent, and analyzed by GC-MS. The
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most abundant regioisomers were 21HPE in Cys-SO and
Lys-SO, and Nrt-22HPE in His-SO. All remaining
regioisomers were also detected. The diastereomers were not
resolved by GC, however, some pairs could be separated by
HPLC. The most abundant SO adducts can serve as potential
biomarkers of the exposure to styrene.

This study was supported by the Internal Grant Agency of the
Czech Ministry of Health, grant NJ/7387-3.
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ESTERY VYBRANYCH MASTNYCH KYSELIN

A BIOLOGICKY AKTIVNICH ALKOHOLU JAKO
MOZNE HORMONOGENNI LATKY PRI REGULACI
HMYZiCH SKUDCU

ONDREJ JURCEK®, JITKA MORAVCOVA®
a ZDENEK WIMMER"
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Prace se tyka syntézy analogl juvenilnich hormoni
(juvenoidi), biologicky aktivnich slou¢enin, které mohou mit
vliv na morfologii a fyziologii vybranych druhti hmyzu
amohou ucinné a ekologicky snizit hustotu populaci
hmyzich skidct. Za u¢elem modifikace vlastnosti juvenoidni
molekuly (protrahovany ucinek, moznost aplikace do
organismu spoleéné s potravou apod.) se v dalsi fazi syntézy
provadi derivatizace juvenoidu.

o
WOH Q\QOMO/\
o 1) 0o @)
o
a O\)\)LO/\

a:NaBH, @

o
b: Saccharomyces cerevisiae O\)\)L
o™
(5) (6)

OR
R: acyly vybranych kyselin
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V tomto vyzkumu jsme se zaméfili na esterifikace
vybranymi mastnymi kyselinami.Vzniklé estery
(juvenogeny) je mozné povazovat za aplikaéni formy
analogt juvenilnich hormont. V travicim traktu hmyzu, pfi
peroralnim podani, dochazi k rozstépeni esterové vazby a k
pomalému uvoliiovani analogu juvenilniho hormonu do
organismu. Vychozim meziproduktem syntézy juvenoidi
této série je 2-(4-hydroxybenzyl)-1-cyklohexanon (1), ktery
postupem naznadenym ve Schématu 1 poskytl isomerni
juvenoidy (3) a (4), které byly v poslednim reakénim kroku
transformovany v juvenogenni estery (5) a (6).

Pripravené estery byly testovany v laboratofich na svou
biologickou ucinnost a vysledky byly porovnany mezi sebou.
COST projekt D29.001 (MSMT).

FLUORESCENCNE ZNACENE LIGANDY NMDA
RECEPTORU
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Karlova v Praze, Hlavova 8, 128 43 Praha 2; “Fyziologicky
ustav, AV CR, Videniska 1083, 142 20 Praha 4
kapras@uochb.cas.cz

Procesy v centralni nervové soustavé jsou poslednich
nékolik let pfedmétem Cetnych studii. Ve stiedu pozornosti
stoji synaptické receptory a jejich vlastnosti, z chemického
hlediska zvla§ts pak neuroaktivni latky'. Nage prace se
zaméfuje na syntézu polarnich derivati neurosteroidi
ovliviijicich aktivitu NMDA receptoru, specieln¢ pak na
vztah mezi zkoumanym steroidem a vazebnym mistem®.

Pro popis vazebného mista jsou nezbytné fluorescencéné
znacené syntetické derivaty. Jejich pfiprava je cilem
predkladané prace. Na zakladé nami dfive zjisténych
strukturné-aktivitnich zavislosti byly derivaty nativnich
neurosteroidd, substituované v polohach 7, 17 a 21, v dal$im
postupu uvazovany jako fyziologicky neucinné. NaSe
pozornost se zaméfila na substituci v poloze 3 a 11
steroidniho skeletu, nebot’ substituenty v téchto polohach
neodporuji vazbé steroid-receptor.

Nejlépe je prostudovana vazba fluorescenénich znaéek
na aminoskupinu substratu’. Proto jsme jako modelové
slou€eniny zvolili steroidni konjugaty s aminokyselinami.

Byly pfipraveny fluorescenéné znacené slouceniny a
ovéfena jejich aktivita na NMDA receptoru.

Grant: GAAV CR 1444055305, vyzkumny zamér Z4 0550506
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CHARACTERIZATION OF TRICHOBILHARZIA
REGENTI CERCARIAL PEPTIDASES

MARTIN KASNY?, LIBOR MIKES?, KATERINA
DOLECKOVA®, STEPHANIE FERRET-BERNARD”,
and PETR HORAK®

“Department of Parasitology, Faculty of Science, Charles
University, Vinicna 7, 128 44 Prague 2, Czech Republic,
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Proteolytical enzymes (peptidases) are essential for the
life cycle of many trematode species and other parasites'.
Peptidases of the bird schistosome Trichobilharzia regenti
represent a key factor in the disruption of outer squamous
layer of the skin during the invasion into their host (ducks).
After penetration the larve (schistosumula), uniquely among
the schistosomes, migrates through the peripheral and central
nervous system (spinal cord, brain and olfactorial nerves) to
the nasal area where adults lay eggs®. Although the T, regenti
parasites can complete their life cycle only in a bird, their
cercariae are able to invade mammals including man and
survive for a limited period of time®. Repeated invasion can
stimulate an allergic reaction in man, which is manifested as
cercarial dermatitis®.

Using ZAP cDNA library from sporocyst (7. regenti
snail larvae stage) and employing PCR the full-length T.
regenti cathepsin B1 (cysteine peptidase) was amplified. By
DCG-04 - irreversible cysteine peptidase affinity probe we
identified a 33 kDa protein, probably cathepsin B1 too. The
predominant cysteine peptidase activity in T. regenti
cercariac was detected with the panel of fluorogenic
synthetic peptidyl amidomethylcoumarin substrates and
specific inhibitors. Major proteins from 7. regenti cercarial
extracts were analyzed by mass spectrometry methods
(MALDI TOF/TOF). Recorded results were continualy
compared with human trematode Schistosoma mansoni
(causes parasitic disease - schistosomiasis) and some signifi-
cantly similar biochemical and functional characteristics of
peptidases were observed. Based on this study we disclose
the possibility to use non-human specie T. regenti as an
alternative laboratory model in development of new
chemoterapeutics or vaccine against S. mansoni trematodes.

The work was supported by Collaborative Research Initiative
Grant (University of York, UK - Charles University, CZ),
Wellcome Trust. POST DOC grant (no.524/04/P082), Grant
agency of the Czech Republic.
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A RECOMBINANT MAIZE B-GLUCOSIDASE
RETARGETED TO THE VACUOLE REVEALS THAT
THE VACUOLE IS THE STORAGE ORGANELLE
FOR t-ZEATIN-O-GLUCOSIDE

NAGAVALLISS. KIRAN™P, EVA'BEN!(VOVA-
FRIMLOVA®*, ALENA REKOVA®, JIRi MALBECK",
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Brno, CR; “Depart Mol. Biol. Radiobiol., Mendel University
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Botany AS CR, CZ-165 02 Prague, CR. *Present Address:
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Cytokinins (CKs), N-substituted adenines, are a class
of plant hormones with the ability to trigger cell division in
conjunction with auxin in tissue culture. They are also
involved in regulating a wide range of developmental

processes such as chloroplast differentiation, nutrient
assimilation and translocation, seed germination, leaf
expansion, flowering and senescence. CKs bearing a

hydroxylated isoprenoid substituent are called zeatin-type
CKs after trans-zeatin  (6-[4-hydroxy-3-methyl-but-2-
enylamino]purine), the most abundant naturally-occurring
CK.

CKs in plant cells are distributed among the various
sub-cellular compartments in a manner that is as yet poorly
understood. It is known that t-zeatin-O-glucoside (ZOG)
occurs transiently in chloroplasts and is enriched in vacuoles
of Chenopodium rubrum when cell cultures are supplied with
labelled CK.

A molecular tool for exploring the regulation of the
intracellular metabolic conversions of CKs requires that the
following two conditions be satisfied:

a) The tool disrupts normal metabolism in a tractable
fashion, e.g., by releasing active hormone from a transient
“store” of inactive conjugates.

b)  Transgenic plants are available that express the tool in
different sub-cellular locations.

A B-glucosidase, Zm-p60.1, was isolated from maize
coleoptiles and shown to release active CK from its storage
forms, and was subsequently shown to be localized to the
plastid. Using recombinant DNA technology, the cDNA
encoding the wild-type enzyme (with the native plastid-
targeting signal peptide) was modified so that the
recombinant version was localised to the vacuole. Transgenic
plants over-expressing this re-targeted version were
constructed and thus the above two conditions were satisfied.

The results presented show that cytokinin metabolism
is disrupted in the transgenic plants. The differing location of
the enzyme in the two variants disrupts CK metabolism in
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different ways. We also present evidence, for the first time
from intact plants, that the terminal storage organelle for
Z0G is the vacuole.

Supported by grants from the Ministry of Education of the
Czech Republic (Nos. MSM 143100008 and LNO0OA0S1), the
AS CR (AVOZ50040507), the GA AS CR (No. IAA600380507
and I44600040612).

RozéiRENi A EKOLOGICKY VY,ZNAM, ]
AEROBNICH FOTOSYNTETICKYCH BAKTERI{

MICHAL KOBLIZEK"", MICHAL MASIN®®
a ONDREJ PRASIL*”

”Mikrobio{ogick)} istav AV CR, Opatovicky mlyn, 379 81
Treborn; bUstavﬁ/zikdlni biologie JcU, Zamek 136, 373 33
Nové Hrady

Nedavny objev pfitomnosti aerobnich fotosyntetickych
bakterii v tropickém Pacifiku vzbudil silny zdjem o tuto
skupinu mikroorganismti. Nasledna studie prokazala, ze v
oligotrofnich vodach severovychodniho Tichého oceanu
tvoii tyto organismy kolem 10 % mikrobialniho spolecen-
stva. Aerobni fotosyntetické bakterie predstavuji malou
podskupinu Proteobakterii, obsahuji fotosyntetickd reakéni
centra tvoiena bakteriochlorofylem a na rozdil od svych
blizce pfibuznych purpurovych bakterii jsou striktné aerobni.

Pritomnost fotosyntetickych bakterii jsme sledovali
v ruznych lokalitaich svétového oceanu pomoci unikatniho
vysoce citlivého fluorometru, ktery byl vyvinut ve spolupraci
s firmou Photon Systems Instruments s.r.o. Brno. V oligo-
trofnich oblastech jizniho Tichého oceanu (transekt
Velikonoéni ostrov - Concepcion, Chile) se mnozstvi
bakteriochlorofylu pohybovalo od 0,5-1 pM. Podobné
vysledky jsme zaznamenali i v Atlantickém oceanu, kde byl
zmapovan polednikovy trasekt z Kapského mésta (Jizni
Afrika) do Falmouth (Velka Britanie). Fotoheterotrofni
bakterie jsou pifitomny v povrchové vrstvé do 200 m v celé
studované casti Atlantiku, tj. od nizkych do stfednich
zemépisnych Sifek. V oligotrofnich oblastech se mnozstvi
bakteriochlorofylu pohybovalo mezi 0,5-2 pM, v bohatych
oblastech severniho Atlantiku se obsah zvysil az na 6 pM.

Fotosyntetické bakterie byly téz registrovany v eutro-
fnim Baltském mofi. V této oblasti podléha mnozstvi
fotosyntetickych bakterii vyraznym sezoénnim vykyvim
sroénim maximem v kvétnu, s pfiblizné mésicnim
zpozdénim za jarnim maximem fytoplanktonu. Mnozstvi
fotoheterotrofii pak s nastupem podzimu pozvolna klesa a je
témét zanedbatelné v zimé.

Kolem 40 kment fotoheterotrofnich bakterii bylo
vyizolovano z riznych oblasti svétového oceanu. Na zakladé
sekvenace geni 16S ribozomalni podjednotky byly
vyizolované kmeny zafazeny do tfech zakladnich rodt
Roseobacter, Erythrobacter a Citromicrobium nalezejicich do
skupiny o-Proteobakterii. Izolat Erythrobacter sp. NAP1 byl
navrzen k celkové sekvenaci genomu, kterou provedl
Ventriv Institut metodou shotgun. PredbéZzna manualni
anotace potvrdila pfitomnost genti pro bakteridlni reak¢ni
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centra, geny pro asimilaci CO, ¢i fixaci dusiku v8ak nalezeny
nebyly. To odpovidd faktu, ze ziskané kmeny nejsou
schopny C¢isté autotrofniho ristu a vyZzaduji piitomnost
organického substratu. Pomoci soucasného méfeni respirace
a fotosyntézy bylo zjiSténo, Ze tyto organismy mohou
CasteCné nahrazovat energii oxidativni fosforylace pomoci
fotofosforylace. Fotosynteticka reakéni centra tak slouzi jako
alternativni zdroj ATP. Tato metabolicka strategie je ziejmé
vyhodna v moiském ekosystému charakteristickém omeze-
nymi zdroji zivin. Fotosyntetické bakterie tvoii 1-10 %
veskerych moiskych bakterii, coz signalizuje jejich
vyznamnou roli v mofském uhlikovém cyklu.
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DESIGN, SYNTEZA A STUDIUM MESOMORFNICH
VLASTNOSTI LOMENYCH KAPALNYCH KRYSTALU
NA BAZI DERIVATU 7-HYDROXYNAFTALEN-2-
-KARBOXYLOVE KYSELINY

MICHAL KOHOUT?, yACLAV KOZMiK“, JIRI
SVOBODA®, VLADIMIRA NOVOTNA" a MILADA
GLOGAROVA"
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Studium lomenych kapalnych krystalti prochézi
bouflivym rozvojem. Neddvno jsme v této oblasti zavedli
novy typ centralniho jadra a vyuzili jej pro syntézu novych
typi kapalné-krystalickych materiald!>. Cilem této prace
bylo pfipravit nové typy nesymetrickych lomenych
kapalnych krystald odvozenych od 7-hydroxynaftalen-2-
karboxylové kyseliny (Obr. 1) a studovat jejich mesomorfni
chovani pomoci DSC, studiem textur a rentgenostrukturni

analyzou.
2 A
Jesaasney
o X o o
o}

/©/l\ OR
ro OY 1
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X=H, Cl, CN, CH,
R=CgHy7, CioHaps CioHoss CigHogs CiiHyy
Ry = CgHyz CioHap CioHas CigHpgs CiiHpy

Obr. 1
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Budou diskutovany vlastnosti nové pfipravenych
a dosud nepopsanych derivati centralniho jadra dale pak
rozdily zptisobené zaménou centralniho jadra, vliv substituce
tohoto jadra a délky postrannich fetézcti na celkové zmény
v mesomorfnim chovani jednotlivych kapalnych krystalti
v pfipravenych seriich novych latek.

Price byla podporovina Grantovou agenturou Ceské
republiky (projekt ¢. 202/05/0431) a Ministerstvem Skolstvi,
mladeze a télovychovy (projekt MSM223100001).
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OBRANNE REAKCE BRASSICA NAPUS NA
HOUBOVY PATOGEN LEPTOSPHAERIA MACULANS
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Cilem této prace je studium obrannych reakci Brassica
napus na houbového patogena Leptosphaeria maculans.
nejrozsitenéj$i patogen rostlin rodu Brassica, zejména
B. napus a B. rapa. V této praci jsou pouzity dva izolaty
L. maculans — virulentni a avirulentni.

Béhem obrannych reakci na patogena dochazi k tvorbé
kalozy, ktera je stanovena spektrofotometrickou a mikrosko-
pickou metodou pomoci specifického barveni anilinovou
modfi. Virulentni izolat vyvolava v rostlinach vyssi
akumulaci kaldzy nez izolat avirulentni. Pfi mikroskopickém
pozorovani je patrné, ze virulentni izolat L. maculans
prorustd déloznim listem, zatimco avirulentni izolat je
lokalizovan v blizkosti mista inokulace. Dal§im zplsobem
obrany B. napus proti patogenu je produkce reaktivnich
forem kysliku, zejména peroxidu vodiku. Peroxid vodiku je
stanoven spektrofotometrickou metodou pomoci xylenolové
oranze in vitro a specifickym barvenim 3,3’-diamino-
benzidinem (DAB) in situ. U rostlin infikovanych
avirulentnim izolatem L. maculans je tvorba peroxidu vodiku
rychlejsi nez v ptipad¢€ infekce virulentnim izoldtem. Barveni



Chem. Listy 100, 371-414 (2006)

pomoci DAB ukazuje, ze peroxid vodiku je lokalizovan
v déloznim listu v blizkosti hyf L. maculans. V infikovanych
rostlinach dochézi k indukci PR-proteinti. Tato indukce je
sledovana molekularné-biologickymi metodami pomoci
exprese PR1 a PR2 gend. Exprese PR gent je hodnocena
pomoci RT-PCR. V infikovanych rostlinach je exprese gent
PR1 a PR2 vyssi nez v kontrolnich rostlinach.

Ziskané vysledky rozSifuji dosavadni poznatky o
obranné odpovédi B. napus pti kompatibilni a inkompatibilni
interakci s L. maculans.

Tato prdce je podporovina granty MSMT KONTAKT CZ-4
a MSMT 1PO5SMES25.

SYNTEZ{& A FYZIKALNI VLASTNOSTI 'NOVYCH
LOMENYCH KAPALNE KRYSTALICKYCH
MATERIALU

ANNA KOVAROVA®, VACLAV KOZMIK®, JIR{
SVOBODA®, VLADIMIRA NOVOTNA" a MILADA
GLOGAROVA"

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

kovarova@vscht.cz

V poslednich letech jsme pfipravili fadu latek
odvozenych od 1-substituovanych naftalen-2,7-diold, které
vykazovaly rizné typy mesofazi'?. Z naméfenych vysledki
je zfejmé, ze zavedeni tohoto centralniho jadra je velmi
perspektivni, a proto se nadale zabyvame syntézou molekul
odvozenych od tohoto jadra. Tato prace pojednava o syntéze
a fyzikdlnich vlastnostech nesymetrickych kapalné
krystalickych monomert® a déale pak latek s parcidlng
perfluorovanym koncovym fetézcem 1.

. 200,
O

Dale se zabyvame piipravou nové série latek, jejichz
centralni jadro je odvozeno od thiofen-2-karboxylové
kyseliny /1.

o
JLTi::L\ o
OJK@\
X =H, CH,, Cl, CN OR,

R =CoH,;, (CH,)sCH=CH,
Ry = CioHa1 CroHas, (CH,)gCH=CH,, Re

I\

s COOH
HO
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Mesomorfni chovani novych latek bylo studovano
pomoci DSC, studiem textur a rentgenostrukturni analyzou.

Price byla podporovina Grantovou agenturou Ceské
republiky (projekt ¢. 202/05/0431) a Ministerstvem Skolstvi,
mlddeze a télovychovy (projekt MSM 223100001).
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STANOVENI EXPRESNiCH PROFILU U PACIENTU
S MYELODYSPLASTICKYM SYNDROMEM (MDS)

A. KRACMAROVA, H. BRUCHOVA, J. CERMAK a
R. BRDICKA

UHKT, U Nemocnice 2, 128 20 Praha 2
alzbeta.kracmarova@uhkt.cz

Myelodysplasticky  syndrom (MDS) predstavuje
heterogenni skupinu onemocnéni neefektivni hematopoézy,
ktera postihuji kmenové buniky kostni dfené. Charakteristic-
kymi projevy MDS jsou dysplazie v nékolika vyvojovych
fadach, periferni cytopenie a zvySené riziko leukemické
transformace, nebot’ ptiblizné u 1/3 vSech diagnostikovanych
pacientd dochazi k ptechodu MDS v akutni myeloidni
leukemii (AML). MDS postihuje zvlasté star§i populaci,
pficemz incidence tohoto onemocnéni je odhadovana v
intervalu 3.5-10/100 000. Jedinym pfistupem umoziujicim
vyléceni pacienta nadale zustava alogenni transplantace
kmenovych bungk. Siroké spektrum klinickych, morfo-
logickych a genetickych projevit se stalo zakladem pro
pozdéjsi rozliSeni jednotlivych podtypt (FAB ¢ WHO
klasifikace).

Etiologie a kompletni genetické pozadi MDS nejsou
doposud uspokojivé vysvétleny, ptfiCemz pravé biolipové
technologie usnadnuji feSeni téchto otazek, diky moznosti
soucasného testovani (kvalitativni i kvantitativni) velkého
poctu genti v ramci jednoho vzorku. Stejné jako v piipadé
jinych malignich onemocnéni je zvlastni pozornost
soustfedéna zejména na stanoveni expresnich profild
onkogent, tumor-supresorovych a gent regulujicich bunéény
cyklus'**.

Vysettovany soubor zahrnoval celkem 12 pacientd
s MDS v dobé stanoveni diagnézy (3 pacienti s RA/5q-,
3 pacienti s RCMD, 3 pacienti s RAEB II a 3 pacienti
s RAEB-T) a 1 pacienta se sekundarni AML transformované
z MDS. Pro stanoveni expresnich profild byly pouzity
nylonové membrany Atlas Human Cancer cDNA Arrays
(Clontech) s 588 sondami pro geny, které se mohou castnit
nadorové transformace buiky. Z leukocyti periferni krve
pacientll byla izolovana celkovd RNA, ktera byla posléze
reverzni transkripci pfevedena na komplementarni DNA
(cDNA) a soucasné radioaktivné naznacena pomoci o-32P
[dATP]. Detekované expresni profily pacienti byly
porovnany s expresnim profilem kontrolniho smésného
vzorku, ktery obsahoval material od zdravych jedinct
ruznych vékovych skupin. Dvojnasobné zvyseni ¢i sniZeni
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hadiny pfislusné mRNA bylo pti komparativnich analyzach
povazovano za signifikantni.

U vétSiny pacienti s MDS byl zaznamenan pokles
v expresi 10 genl: junB, casper, CRAF1, c-fms, XRCCI,
zyxintzyxin-2, MMP9, PDGFA, interleukin-13 a RPSA.
Zmény expresnich hladin nékterych gent tzce korelovaly
s prislusnym subtypem MDS. Obecné bylo pozorovano, Ze
expresni profily pacientti v pocatecnich stadiich MDS, tedy
refrakterni anémie (RA) a refrakterni cytopenie s multi-
linearni dysplazii (RCMD), vykazovaly méné odchylek od
kontrolniho vzorku nez pacienti s pokrocilejSimi subtypy
MDS jako jsou refrakterni anémie s excesem blastii 2 (RAEB
II) a refrakterni anémie v transformaci do AML (RAEB-T).
Hladiny exprimovanych gent, které byly detekované u paci-
enta se sekundarni AML transformované z MDS, mély velmi
podobny charakter jako u pacientd s RAEB-T.

Podporeno: VZ MZ CR 0002373602.
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TRIGLYCERIDY !EXTRAHOVANE Z TUKOVYCH
TELES CMELAKU
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Z pitedchoziho vyzkumu' vyplynulo, e existuje urdita
podobnost mezi slozenim alifatickych latek v samcich
znackovacich feromonech® a zastoupenim mastnych kyselin
(véetné od nich odvozenych latek) v jejich tukovych
télesech. Pomoci riznych chromatografickych metod bylo
tedy analyzovano slozeni tukovych téles samct u vybranych
druhti ¢melédkt a pa¢melaka (Bombus pratorum, B. silvarum,
B. subterraneus, Psithyrus bohemicus, P. rupestris).

Tkanovy extrakt byl nejprve rozdélen na tenké vrstve,
odkud byly vybrany a zpracovany pouze triacylglyceroly
(TAG). Pripravené vzorky byly analyzovany metodou
LC/MS s chemickou ionizaci za atmosférického tlaku®. Pro
lepsi separaci TAG byla optimalizovana metoda s nevodnym
chromatografickym systémem. Byly pouzity dvé reverzni
kolony C18 (15 c¢m a 30 cm dlouhé) zapojené do série”.
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Kvdli lepsi citlivosti pro nékteré molekularni ionty TAG byla
pouzita postkolonovd derivatizace amonnymi ionty.
V tukovych  télesech  ¢meldkli se hojné  vykytuji
triacylglyceroly obsahujici Sestnacti a osmnactiuhlikové
kyseliny, a to nejcastéji nasledujici: OLnO, PLnO, PoPoO,
PoPoP, POO nebo OOO (kde Ln je linolenova kyselina, O je
olejova kyselina, P je palmitova kyselina a Po je
palmitolejova kyselina). Mimo to obsahuji tukova télesa
¢melaki jesté mnozstvi triacylglycerold s dvanacti, ¢trnacti
a viceuhlikatymi kyselinami, jejichz zastoupeni se u riznych
druht lisi. Zcela jedine¢nym se z hlediska TAG ukazal byt
druh B. pratorum, ktery ma velké mnozstvi triacylglyceroli
obsahujicich kyselinu (26:2). Coz ukazuje na moznou
souvislost se slozenim feromonu v labidlni Zlaze, kde se
vyskutuje pentakosa-7,17-dien.

Vzorky TAG byly dale transesterifikovany a pro
identifikaci a kvantifikaci jednotlivych mastnych kyselin
byla pouzita metoda GC/MS. Vysledky téchto analyz
potvrdily nejhojnési zastoupeni Sestnacti a osmnacti-
uhlikovych mastnych kyselin v ¢melacich triacylglycerolech.
Ve vétsiné vzorkll prevlada kyselina olejova. Analyza
mastnych kyselin pomoci GC/MS dale pomohla upfesnit
nékteré sporné vysledky.

Slozeni mastnych kyselin i triacylglyceroli se zda byt
druhové specifické, mezi jedinci stejného druhu existuji jen
malé rozdily. Mezi jednotlivymi druhy pak existuji rozdily
ve vyskytu, mnozstvi a miry nasycenosti triacylglycerolt.

Prdce byla provedena za podpory Grantové agentury AV CR
(grant cislo A4055403 a vyzkumného zaméru cislo Z4 055
905).
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DEHYDROGENASY METABOLISMU
KORTIKOSTERONU U KURAT

M. KUCKA™", J. BRYNDOVA®, K. MAZANCOVA®,
P. KLUSONOVA®", I. MIKSIK® a J. PACHA®

“Fyziologicky tistav Akademie véd Ceské republiky, Praha 4
bprirodovédecka fakulta, Univerzita Karlova, Praha 2

Ve mineralokortikoidnich tkanich (ledviny, tlusté stfevo
aj.), hydroxysteroid dehydrogenasy (HSD) chrani tyto tkané
pred vysokou koncentraci glukokortikoid (GK). Zabezpecuji
tak specificitu u¢inku aldosteronu pfes jinak nespecificky
mineralokortikoidni receptor. Naopak, jiné HSD lokalné
zvysuji koncentraci aktivnich glukokortikoidt a tak vysledna
koncentrace aktivnich steroidii ve tkanich je spiSe zavisla na
aktivité téchto enzymu nez na jejich plazmatické koncentraci.
K inaktivaci kortikosteronu v buiice dochéazi oxidaci na uhliku
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C11 nebo redukci na C20 a je vysledkem aktivit enzymu 1183-
hydroxysteroid dehydrogenasy isoformy 2 (118HSD2) a 20-
hydroxysteroid dehydrogenasy (20HSD). ZvySeni lokalni
koncentrace GK je zavislé na aktivit¢ 11BHSD isoformy
I1(11BHSDI1). V naSich experimentech jsme sledovali
lokalizaci téchto enzymid v ptacich tkanich a za vyuziti
internetové kuteci EST databazi a alignement programi jsme
sestrojili mRNA sekvenci kuteciho enzymu 20HSD. Ziskanou
sekvenci jsme rekombinantné exprimovali a protein dale
purifikovali a podrobili analyze jeho enzymovou aktivitu.
Rezy kufecich tkani (ledviny, tlusté stfevo) metabolizovaly
kortikosteron na 20-dihydrokortikosteron a z mens$i ¢asti na
11-dehydro-20-dihydrokortikosteron; jatra  metabolizovala
kortikosteron vyhradné na 20-dihydrokortikosteron. Pfi pouziti
progesteronu jako substratu fezy kufecich tkani redukovaly
progesteron jen na 20p-dihydroprogesteron a redukce substratu
byla dependentni na kofaktoru NADPH. Pomoci internetové
EST databaze a alignment programt jsme in silico sestrojili
mRNA sekvenci kufeciho enzymu 20BHSD a porovnali ji se
znamymi sekvencemi u sav€ich druhtt (75 % sekvencni
homologie). Sekvence byla vloZzena do bakteridlniho
expresniho vektoru pET-15b a rekombinantné exprimovana v
E. coli (BL21). Fazni protein, ktery byl od cytosolarnich
proteintt oddélen pomoci Ni-NTA purifikaéniho systému,
metabolizoval kortikosteron na uhliku C20 na neaktivni 20p-
dihydrokortikosteron.  Purifikovany  protein  vykazoval
NADPH kofaktorovou specificitu a kinetické vlastnosti
podobné vlastnostem savéi 20BHSD. Kvantitativni RT-PCR
potvrdila distribuci tohoto enzymu v kufecich tkanich s
nejvyssi expresi mRNA pro 20BHSD v tlustém stievé a
ledving. Zda se, ze enzym 20BHSD svoji aktivitou ochrafiuje
bunky kufecich tkani pred vysokymi koncentracemi
glukokortikoidii a gestageni a to zamezenim vazby téchto
steroidil na nespecificky mineralokortikooidni receptor.

SYNTEZA FUNKCIONALIZOVAN\:{CH ]
6-(ALKYL)PURINU NUKLEOFILNI ADICI NA
6-VINYL NEBO 6-ETHYNYLPURINY

MARTIN KUCHAR a MICHAL HOCEK

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

Puriny, substituované v poloze 6, vykazuji Siroké
spektrum biologické aktivity'. Znamé jsou antimykobakteri-
alni, antibakterialni a cytotoxické vlastnosti 9-benzyl-6-
arylpurinii. Zatim se ale stdle malo vi o biologické aktivité
purint, které maji v poloze 6 funkcionalizované substituenty.
Jako vhodna metoda k jejich pfiprave se ukdzala nukleofilni
adice na dvojnou nebo trojnou vazbu™".

Nukleofilni adice primarnich a sekundarnich amind na
trojnou vazbu vede za laboratorni teploty k pfislusSnym
enaminim. Adici alkohold a thiold za katalyzy malym
mnozstvim pfislusného alkoholatu (thiolatu) na trojnou
vazbu ziskame acetaly, resp. dithioacetaly.
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V piipadé adice N-nukleofili na vinylpuriny jsme za
laboratorni teploty ziskali sérii aminti. Adice alkoholi
a thiold vedla k etherim a sulfidim. Kyselym odstranénim
THP chranicich skupin jsme ziskali volné baze.
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Tato vypracovana metodika dosahuje dobrych vytézka
a byla usp&s$né pouzita k syntéze fady novych latek.

Tato prace je soucasti vyzkumného projektu Z4 055 0506,
ktery byl podporovany MSMT “Centrum Novd antivirotika

a antineoplastika“ 1M0508 a firmou Sumitomo Chemical,
Co. (Osaka, Japan). Autori dékuji Dr. Votrubovi za testovani
biologicke aktivity a Dr. Pohlovi za NMR spektra.
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PRIPRAVA, CHARAKTERIZACE A KOQRDINACM'
VLASTNOSTI NOVYCH FERROCENOVYCH
FOSFINKARBOXYLOVYCH KYSELIN

MARTIN LAMAC,* IVANA CISAROVA a PETR
STEPNICKA

Katedra anorganické chemie, Prirodovédecka fakulta
Univerzity Karlovy, Hlavova 2030, 128 40 Praha 2
lamacm@volny.cz

Fosfinové ligandy obsahujici ferrocenovy skelet byly
v nedavné minulosti Uspé$né vyuzity v oblasti katalyzy
organickych reakci' a dalsi rozvoj aplikaci této skupiny latek
Ize jesté oCekavat. V ramci naseho vyzkumu jsme se zamétili
na studium chemie ferrocenovych fosfinkarboxylovych
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kyselin®, zvlasté s ohledem na strukturni rysy jejich koordi-
nacnich slouCenin. Aktudlnim vysledkem na$i prace je
piiprava racemické 2-[(difenylfosfino)methyl]ferrocenkarbo-
xylové kyseliny (I), izomerni k dfive pfipravené [2-(difenyl-
fosfino)ferrocenyl]octové kyseling®. Déle byly piipraveny
modelové komplexy troj- a jednomocného rhodia. Jedna se o
komplexy [RhCl(n5-C5Me5)(RL-kP)] (R = H: IIa, R = Me:
1Ib), kde HL oznacuje P-monodentatni kyselinu I a MeL jeji
methylester, a dale o komplex [Rh(CO)(L-xO,P)(PCy3)]
(M), ve kterém se fosfinkarboxylat L- koordinuje jako O,P-

chelatujici ligand*.

cooy /Rh ol
@PWZ d?\//\': \CI
/ N\
1~ ~cooH d pn Ph
| lla, Y =H
Ilb, Y = Me
CN
Ph\ o
P E
GO @\
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IVb, E = PPh,

Obr. 1

V soucasné dobé se zabyvame syntézou opticky ¢istych
chiralnich ferrocenovych fosfinkarboxylovych kyselin.
V prubéhu téchto pokust bylo zjisténo, ze o-alkylace
racemického [2-(difenylfosfino)ferrocenyl]acetonitrilu probi-
ha s vysokou stereoselektivitou za vzniku produkti typu
IV.5. Popsand reakce piedstavuje alternativni piistup v
syntéze chiralnich ferrocenovych derivata.
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INDUCTION OF EXPRESSION OF NAG-1/MIC-
1/GDF-15 IN PROSTATE AND COLON EPITHELIAL
CELLS USING NONSTEROIDAL ANTI-
INFLAMMATORY DRUGS

EVA LI'NCOVA“"’, KAREL SOUCEK‘, VIKTOR
HORVATH?®, JIRINA HOFMANOVA®, and ALOIS
KOZUBIK®

“Laboratory of Cytokinetics, Institute of Biophysics, Brno,
612 65; *Department of Biochemistry, Faculty of Science,
Masaryk University, Brno

Colon and prostate cancer are leading cause of cancer
death in the Western world. Antitumorigenic effects of
nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are well
established in several types of cancer disease. However,
mechanisms driving these processes are not known in all
details. Finding the biomolecular mechanisms associated
with effects of NSAIDs in prostate and colon cancer is an
important endeavor, and potentially will lead to novel
treatment strategies. It has been shown that some effects of
NSAIDs are independent on inhibition of activity of
cyclooxygenases. Induction of NAG-1/MIC-1/GDF-15, gene
from transforming growth factor-f superfamily is associated
with pro-apoptotic and anti-tumorigenic effects of some
NSAIDs.

In our study, we compared effects of selected NSAIDs
on induction of NAG-1 protein in several cancer and non-
cancerous prostate and colon epithelial cell lines. We found
significant differences in response to treatment by NSAIDs
and induction of NAG-1 protein between individual cell
lines. Generally, only cells with intact p53 function were able
to induce expression of NAG-1 protein after treatment by
NSAIDs. This observation correlates with property of
NSAIDs to inhibit proliferation and induce apoptosis in p53-
null cell lines. Function of NAG-1 protein in effects of
NSAIDs was proofed using NAG-1 siRNA in selected cell
lines. Our observation showed importance of p53 status in
sensitivity to anti-proliferative and pro-apoptotic effects of
NSAIDs.

Supported by Ministry of Industry and Trade of the Czech
Republic, contract No. Pz-Z2/29 and IGA AV CR
108500040507.

HUMAN CARBONIC ANHYDRASE

P. MADER?, J. BRYNDA?, V. KRAL?,

P. REZACOVA™", R. STOURACOVA™, M. FABRY?,
J.ZAVADA?, Z. ZAVADOVA®, L. RULISEK®,

M. KOZIiSEKY, and J. SEDLACEK®

“Inst. of Molecular Genetics, Flemingovo 2, CZ-166 37
Praha 6; bUT SW Med. Ctr, 5323 Harry Hines Blvd, Dallas,
Texas 75390, ‘UC at Denver, Health Sciences Ctr, 4200 E.
Ninth Ave. Denver, CO 80262, “Inst. of Organic Chemistry
and Biochemistry, Flemingovo 2, CZ-166 37 Praha 6
mader@img.cas.cz
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Among fourteen human carbonic anhydrases, only the
CA IX isoform is strongly associated with certain types of
cancer. A unique structural feature of CA IX is its extra
component - the proteoglycan-like (PG) segment, located at
the amino terminus of the molecule. Conceivably, this
segment could be of relevance for oncogenesis, therefore it
deserves a more detailed investigation.

The PG amino acid sequence [Q16790; gi:5915865]
comprises 59 residues:
SSGEDDPLGEEDLPSEEDSPREEDPPGEEDLPGEEDLPG
EEDLPEVKPKSEEEGSLKLE

A remarkable feature of the PG segment of the CA IX
molecule is a high content of dicarboxylic amino acids (27 D +
E out of total 59 residues) and a low content of basic ones (4 R
+ K). Most of the dicarboxylic amino acids are grouped in four
identical repeats of the motif GEEDLP (bold) and in its three
modified versions. The epitope peptide used in this study
(underlined) seems to be an adequate structural representation
of the protein antigen since predictions show lack of any
secondary structure in the PG domain. Abnormal expression of
CA IX in various commonly occurring carcinomas suggests its
involvement in oncogenic pathways. CA IX is also a cell
adhesion molecule (CAM) that can mediate attachment of cells
to non adhesive solid support'. For a secondary structure-
lacking, flexible peptide it might be intuitively expected that
such ligand would adopt a complementary shape and undergo
stabilization in the complex with its cognate antibody: this
would be accompanied with a loss of the conformational
freedom and with an unfavorable entropy contribution,
measurable with microcalorimetry methods. We show here
that upon the epitope peptide binding a substantial structural
re-arrangement occurs also in one of the antibody
hypervariable loops and that the accompanying local
stabilization can be traced in comparisons of the crystal
structures of the free and complexed antibody. Somewhat
unexpectedly, all substantial 3D structural transitions occur in
the hypervariable loops other than those that form counterparts
of the epitope dicarboxylic amino acid residues and that
provide for major enthalpy contributions.

REFERENCES
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PROCARYOTIC EXPRESSION OF THE
NUCLEOCAPSID PROTEIN GENE OF PORCINE
CIRCOVIRUS TYPE 2 AND USE OF THE PROTEIN
IN ELISA FOR SEROLOGICAL DIAGNOSIS OF
POSTWEANING MULTISYSTEMIC WASTING
SYNDOME IN PIGS

ZUZANA MARCEKOVA?, EVA KOSINOVA®, IVAN
PSIKAL®, and PETER SEBO*

“Institute of Microbiology, Czech Academy of Sciences,
Videnska 1083, 142 20 Prague; b Veterinary Research
Institute, Hudcova 70, 621 32 Brno
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Post-weaning  multisystemic ~ wasting ~ syndrome
(PMWS) is now a well-established disease of swine herds,
causing important economic losses in many European
countries, North America and Asia. PMWS is linked to the
emergence of a new porcine circovirus type 2 (PCV2) that is
a small non-enveloped circular single-stranded DNA virus in
the Circoviridae family. PCV2 has two major open reading
frames (ORFs). ORF1 encodes the viral replicase and is less
variable, while ORF2 encodes the viral capsid protein (Cap)
and displays a higher rate of variation. This implies that
ORF2 may determine the type-specific features of PCV2.
Simple and reliable diagnostic methods are sorely needed for
detection of PCV2-specific antibodies and monitoring of
PCV2 infection. In this study, we aim to develop a modified
direct enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for
detection of PCV2 using the recombinant capsid protein Cap
as an antigen. The cap gene was cloned using an E. coli
expression vector yielding Cap protein fused to a C-terminal
6xHIS affinity tag (Cap-6xHIS). Unfortunately, however, no
expression was observed. It is shown that lack of expression
of Cap-6xHIS was due to rare codon usage in 5° portion of
cap gene encoding an arginine rich N-terminal sequence
MTYPRRRYRRRRHRPRSHLG. When this sequence was
deleted, the final CapA20aa-6xHIS protein was produced at
high levels. The purified truncated protein has been
successfuly used to develop an ELISA (acapELISA) for
serological detection of PCV2 infection in pig farms.
Comparison of the sc,,ELISA with comercialy available
SERELISA® PCV2 Ab Mono Blocking shows a higher
sensitivity of the c,, ELISA.

ANALYZA INTERAKCI RODICOVSKYCH GENOMU
MEZIDRUHOVEHO HYBRIDA S. LATIFOLIA x
S. VISCOSA NA CYTOGENETICKE UROVNI

MICHAELA MARKOVA

Laborator vyvojové genetiky rostlin, Biofyzikalni uistav, AV
CR, Brno

Rod Silene L. z ¢eledi Caryophyllaceae (hvozdikovité)
predstavuje jedine¢ny systém pro studium determinace
pohlavi a evoluce pohlavnich chromozomi u rostlin, nebot’
do tohoto rodu patii druhy s rozlicnymi strategiemi
determinace pohlavi. Dioecie (dvoudomost) se zde objevila
v obdobi pted 8-24 milidny let, zatimco u savcu jiz pred 300
miliony let. Je zde tedy mozno studovat rana stadia evoluce
pohlavnich chromozomi. Tento rod je také velmi vhodny pro
konstrukci mezidruhovych hybridi a to zejména proto, Ze
vSechny dvoudomé druhy zde maji stejny pocet chromozomut
(2n=24). Dvoudomé S. latifolia byla opylena in planta
hermafroditni S. viscosa za tUCelem studia interakce
rodi¢ovskych genomt.

Metoda GISH (genomic in situ hybridization) umoznila
jednoznaéné rozliSit rodiCovskou ptisluSnost chromozomu
v hybridu. V interfazi zGstavaji rodi¢ovské genomy
separovany a tvoii domény. Mitdéza probiha bez aberaci, coz
svédci o stabilit¢ hybridnitho genomu. Podrobngjsi analyza
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chromozomti pomoci FISH sond ukézala, Ze hybrid ma
striktné aditivni charakter a nedochdzi u né¢j k zadnym
prestavbam. Repetitivni sekvence X43.1, izolovand z S.
latifolia, se u S. viscosa nenachazi a je tedy zfejmé druhové
specifickd. Studovala jsem také lokalizaci markeru DD44,
ktery je u S. latifolia vazan na pohlavni chromozomy. Byly
nalezeny signaly v genomu S. viscosa, a také na jednom
autozomu pochazejicim z S. viscosa v hybridovi. Dle
v§eobecné uznavané teorie evoluce pohlavnich chromozomtl,
se tyto vyvinuly z paru autozomu. Zde se tedy nabizi velmi
zajimava otazka, zda je tento autozom S. viscosa evolu¢nim
pfibuznym pohlavnich chromozomut. Jsou chromozomy S.
latifolia schopné parovat se v meidze se svymi homeology
uS. viscosa? Pripadné péarovani chromozomu X s jeho
homeologem by umoznilo ptimo studovat rozsah homologie
a udalosti vedouci ke vzniku pohlavnich chromozomu
(delece, inverze, duplikace ...)

Podrobna cytogeneticka analyza odhalila nepravidelny
pribéh meidzy. Zvlasté v anafdzi I a anafazi II dochazi ke
vzniku Cetnych opozdénych chromozomi a mustkl. Zjistila
jsem, ze chromozomy S. latifolia a S.viscosa se jiz pii
meidze téméf nejsou schopny parovat. Tyto chromozomy
ziejmé v prib&hu evoluénich zmén divergovaly natolik od
svého spole¢ného predka, ze zde jiz neni mozné na
cytogenetické urovni parovani analyzovat. Neschopnost
synapse chromozomi miZze byt zpisobena také rozdilem ve
velikosti rodi¢ovskych genomi. Chromozom X je asi dvakrat
vetsi nez prumérny autozom S. viscosa. GISH a FISH
dokumentuji, ze pravé chromozom X se na mustcich podili
velmi c¢asto. Skutecnost, ze se chromozom X ze S. latifolia
v hybridu vibec neparuje, znemoznila prozatim potvrzeni
existence jeho homeologa u S. viscosa. Pro vyfeSeni této
otazky bude tieba izolovat dal§i pohlavné vazané markery,
pouzitelné o obou druhti. Hybrid S. latifolia x S. viscosa bude
nadale vyuzivan také pro studium evoluce repetitivnich DNA
sekvenci.

Tento vyzkum byl podporovin Grantovou agenturou CR
(204/05/H505 a 521/05/2076).

ANALYZA EXPRESE P53-SIGNALNICH GENU
U MALlGNiCH BLASTU PO PUSOBENI
METHOTREXATU

EVA MICHALOVA'®, JAROSLAV STERBA™, SONA
BABCANOVA®, KATERINA KRIVANKOVA',
DALIBOR VALIK® a BORIVOJ VOJTESEK"

“Masarykitv onkologicky vistav, Oddéleni patologie, Zluty
kopec 7, 656 53 Brno,; “Masarykiiv onkologicky ustav,
Oddélent laboratorni mediciny, Zlut)ﬁ kopec 7, 656 53 Brno;
‘Fakultni nemocnice Brno, Klinika détské onkologie,
Cernopolni 9, 663 62 Brno

Methotrexat je nejcastéji pouzivanym antifolatem pii
1é¢be pacientl s akutni leukémii. Pusobi jako silny inhibitor
enzymu dihydrofolatreduktasy podilejiciho se na regulaci
metabolismu folati v bunice, coz vede k celkovému sniZeni
syntézy DNA. Vlastni mechanismus odpovédi leukemickych
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bunék na ,high-dose* terapii methotrexatem vSak neni
doposud zcela objasnén.

Z kostni dfené pacienti s akutni leukémii byly
izolovany naivni blasty a kultivovany s methotrexatem 24
hodin ex vivo. Byla provedena imunocytochemicka analyza
p53 a pomoci techniky cDNA GEArray byly sledovany
zmény exprese p53-signalnich gend u pacientl trpicich ALL
a AML.

U vSech pacienti bylo mozné pozorovat zvySenou
expresi fady proapoptickych genti napt. BBC3 ¢i BAX a na-
opak velmi nizkou hladinu, ptipadné pokles exprese BCL2.
U dané skupiny pacient byla pozorovana pouze bazalni
transkripéni aktivita TP53 a ani vlivem methotrexatu se
vyrazné¢ nemeénila. Naproti tomu dochazelo k vyznamnym
zménam v expresi genu kodujiciho protein MDM2 negativné
regulujici endogenni hladinu p53. PGsobenim methotrexatu
rostla u vétSiny pacientl exprese gent, jejichz produkty
navozuji zastavu bunééného cyklu: p21Wafl/Cipl, pl6ink4
a MTBP. Ze skupiny genl kodujicich produkty schopné
modifikovat p53 byly prokazany vysoké hladiny exprese
CSNKI1A1, JNKK2, SIRT1 ¢i HIPK2. Zmény exprese po
vystaveni bunék methotrexatu byly detekovany i u fady
transkripénich faktord ¢i vazebnych proteind (SP1, p300).
U kazdého pacienta byly zaznamenany vyrazné zmény
exprese i u dalSich gend, avSak tyto zmény mély spise
individualni charakter.

Z vysledkl studie vyplyva, Ze methotrexat navozuje
u malignich blasti zmény v expresi fady p53-signalnich
gend. Nicméné byla detekovana zna¢nd mira variability
v transkripéni aktivité jak pfi porovnani expresnich profilti
vramci jednotlivych typi leukémie, tak i u pacientll se
stejnou diagnozou. Piesto se podafilo nalézt nékolik
kandidatnich genu, které by mohly hrat vyznamnou tlohu pfi
objasnéni mechanismu bunécné odpovédi na pisobeni
cytostatika.

Prace byla podporena z financnich zdroji: IGA MZ CR No.
NR8338-3/2005 a MZO 000209805.

DEGENERACE NEURONALNjCH BUNEK
HIPPOCAMPU PO PERINATALNI EXPOZICI
ALKOHOLU

M. MILOTOVA
Fyziologicky ustav 1.LF UK, Albertov 5, 128 00 Praha?2

Experiment sméfuje k objasnéni vlivu ethanolu, jako
neurotoxické latky, na vyvoj populaci neuronalnich a glial-
nich bunék v hippocampu. Tato studie by mohla pfispét k ob-
jasnéni poskozeni mozku v perinatdlnim obdobi.

V tomto experimentu jsme podavali 20 % roztok
ethanolu, p.o., bfezim samicim laboratornich potkant typu
Wistar. Uginna latka byla aplikovéna denng, od prvniho dne
biezosti (21 dnl) do odstaveni mlad’at (28.den). Mlad’ata tak
byla vystavena prenatalni i postnatalni expozici ethanolu. 35.
den postnatalniho vyvoje byla mlad’ata transaortalné perfun-
dovana (neutralnim roztokem paraformaldehydu) v hluboké
thiopentalové narkoéze, jejich mozky vyjmuty a zpracovany



Chem. Listy 100, 371-414 (2006)

na kryostatu. Nasledné byly fezy obarveny kombinaci DNA
barveni Hoechst (Sigma-Aldrich) a Fluoro-Jade B (Histo-
Chem Inc.). Preparaty byly hodnoceny ve svételném
mikroskopu AX 70 s epifluerescenci.

U zvifat, ktera byla transaortaln¢ perfundovana 35. den
postnatalniho vyvoje, jsme se predev§im zamétili na morfo-
logické zmény v oblastech hippocampu: CA1 a CA3 a na
oblast dorzalniho a ventralniho listu gyrus dentatus. Ve vSech
oblastech bylo mozné pozorovat skupiny stale degenerujicich
bunék. Ddle jsme tu identifikovali buiky s jemné
granulovanymi jadry a velké mnozstvi glie.

U 35-ti dennich zvitat, ktera byla vystavena prenatalni
a postnatalni expozici 20 %-niho ethanolu, byly v CAla CA3
oblasti hippocampu a v obou listech gyrus dentatus jasné
patrné morfologické zmény neuronalnich a glidlnich bunék.
Pozoruhodné bylo zjisténi, Ze i tyden od posledni expozice
alkoholu, zde bylo mozné pozorovat jesté degenerujici
buniky, coz svéd¢i o nastartovani uréitého procesu,
pravdépodobné apoptodzy. Apoptickému mechanismu zaniku
neurondlnich a glidlnich bun€k by nasvédCovala i identifi-
kace bun€k s jemné segmentovanymi jadry, coz je jeden z
hlavnich znakti apoptézy. V ostatnich oblastech hippocampu
bylo také mozné pozorovat morfologické zmény
neuronalnich a glidlnich bunék.

SYNTHESIS OF FULLY AROMATIC
AZAHELICENES

JIRI MISEK, FILIP TEPLY, IRENA G. STARA*, IVO
STARY*, and DAVID SAMAN

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

Azahelicenes and their derivatives have been rather rare
although they might find interesting applications in various
branches of chemistry. As the presence of nitrogen usually
disqualifies the photodehydrocyclization approach'?, we
have developed an alternative route using intramolecular
[2+2+2] cycloisomerization®> of heteroaromatic triynes
under Co(I) or Ni(0)catalysis.
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Using this novel approach, we have prepared
tetrahydroazahelicenes 1-3. For the final dehydrogenation
step, routine methods have proved to be unsuccesful.
Therefore, we have developed a new protocol based on
microwave-assisted MnO, oxidation. It has provided a direct
acces to a series of fully aromatic azahelicenes.

Supported by the Grant Agency of the Czech Republic (Reg.
No. 203/06/1792), Ministry of Industry and Trade/Zentiva
(Reg. No. FI-IM/073), and Ministry of Education, Youth and
Sports (Center for Biomolecules and Complex Molecular
Systems, Reg. No. LCO5A57).
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OXIDACNI POSKOZENI A ANTIOXIDACNI
OCHRANA V LISTECH TABAKU SE ZVYSENOU
EXPRESI CYTOKININOXIDASY/DEHYDROGENASY
BEHEM STARNUTI

ZUZANA MYTINOVA™", NADA WILHELMOVAP,
VACLAV MOTYKA®, DANIEL HAISEL", JIRI
MALBECK" a PETR DOBREV®

“Univerzita Karlova, Prirodovédecka fakulta, Katedra
fyziologie rostlin, Albertov 6, 128 43 Praha 2; bUstav
experimentalni botaniky AV CR, Na Karlovee 1a, 160 00
Praha 6; “Ustav experimentalni botaniky AV CR, Rozvojovd
135, 165 00 Praha 6 — Lysolaje

Béhem starnuti se v builkdch tvofi reaktivni formy
kysliku (ROS-reactive oxygen species). Primarnim zdrojem
jejich produkce jsou chloroplasty, ve kterych jsou také
viditelné prvni symptomy. Predpoklada se, ze ROS
vyznamné prispivaji k spusténi senescence, posledni faze
starnuti. Tyto volné radikdly napadaji biomakromolekuly
a tim ni¢i bunééné kompartmenty a zplsobuji tak oxidaéni
stres a nasledné poskozeni. Udrzeni hladiny ROS je v rost-
linach zajisténo prostfednictvim antioxidacniho systému
(enzymatického a neezymatického). Senescence je také
regulovana fytohormony, napf. cytokininy, které jsou
povazovany za inhibitory senescence. Jedna z moznosti
regulace obsahu cytokinini je nevratna degradace
katalyzovana cytokininoxidasou / dehydrogenasou.

Sledovali jsme fotosyntetickou ucinnost, oxida¢ni
poskozeni proteinti a antioxidaéni ochranu (enzymatickou
i neenzymatickou) u listli transgenniho tabaku se zvySenou
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expresi cytokininoxidasou/dehydrogenasou (CKX)1 s riz-
nym staiim. Transgenni rostliny vykazovaly zvySenou
aktivitu CKX a tudiz snizeny obsah cytokinini. Nardst
aktivity CKX zptisobil i zménu fenotypu. Rostliny byly nizsi,
kefickovitého vzhledu, mély méné listl, ty byly mensi
atlustsi. Kofenovy systém transgennich rostlin byl
vyvinutgj§i. Pomoci parametrd kinetiky fluorescence
chlorofylu jsme zjistili, ze fotosynteticky aparat transgennich
rostlin v nejstarsich listech byl mnohem méné poskozen ve
srovnani s kontrolami. Obsah rozpustnych proteinti byl ve
starych listech vys$§i nez tomu bylo u kontrol a oxidacni
poskozeni téchto proteini bylo nizs§i v celé rostling.
Transgenni rostliny vykazovaly vys$§i obsah chlorofylu ve
vsech listovych patrech. Antioxida¢ni ochrana pfedstavovana
B-karotenem a xantofylovymi pigmenty byla v transgennich
rostlinach zvySena. Nartst aktivity glutathionreduktasy
oproti kontrole byl pozorovan v celé transgenni rostling,
aktivita superoxiddismutasy byla zvySena jen v mladych
listech, aktivita askorbatperoxidasy ve starych listech a
aktivita katalasy byla v mladych listech sniZzena.

Piestoze transgenni rostliny mély niz§i obsah
cytokinind, nebyly u nich pozorovany projevy senescence na
rozdil od kontrolnich rostlin. Nelze tedy zcela vyloucit
existenci vztahu mezi zvySenou aktivitou CKX a lepsi
antioxida¢ni obranou a ochranou fotosyntetického aparatu.

Tyto vysledky jsou soucasti grantového projektu
financovaného GA CR (¢. 522/03/0312 a ¢. 206/03/0313.)

LITERATURA
1.  Werner T., Motyka V., Strand M., Schmiilling T.: Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 98,10487 (2001).

IN VITRO INFLUENCE OF GLIVEC AND OTHER
TYROSINE KINASE INHIBITORS ON PRIMARY
CML CELLS

EVA OTAHALOVA, HANA KLAMOVA, )
CEDRIK HASKOVEC, and JANA MORAVCOVA

Institute of Hematology and Blood Transfusion,
U Nemocnice 1, 128 20 Prague 2, Czech Republic
eva.otahalova@uhkt.cz

The first choice treatment of chronic myeloid leukemia
(CML) is Glivec (imatinib mesylate, STI571). However,
patients resistant to Glivec exist. The resistance can be
caused by mutations in the ATP-binding site, BCR-ABL
amplification, or involvement of other protein kinases who
take over the role of BCR-ABL in the CML pathogenesis'.

In our study we tested 40 CML patients before and
during Glivec therapy (3—20 months after the first dose).
Before the therapy we implemented an in vitro short term
cultivation (24-48 hours) of the primary cells with Glivec (1
and 10 uM) and other inhibitors of protein kinases. Namely
we used PP2 (selective inhibition of Src family), Herbimycin
A (inhibition of Src family, PDGF and c-ABL), JAK
Inhibitor I (inhibition of JAKs), AG 490 (inhibition of JAK
family and EGFR), Wortmannin (inhibition of PI3-kinase,
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MAP kinases and PDGF) and PD 98059 (inhibition of MAP
kinases). The effect of inhibitors was characterized by cell
vitality monitoring, proliferation (expression of the
proliferative marker Ki67) and expression of BCR-ABL and
WTI genes. Gene expression was measured by real-time RT-
PCR. Protein levels were monitored by Western blotting.

According to the expression of WTI1 after in vitro
cultivation of primary cells with Glivec the monitored
patients were divided into two groups:

1. RESPONDERS: In the case of 33 patients (83 %) the
Glivec induction led to cell vitality deterioration, monitored
genes down-regulation (to 30 % of the original expression in
non-affected cells on average). All patients from this group
clinically responded to Glivec therapy well. All of them
reached complete hematologic response within 4 weeks after
the first dose, 10 of them complete cytogenetic remission for
the present.

2. NON-RESPONDERS: In the case of the 7 remnant
monitored patients (17 %) only a slight gene down-
regulation (to 90 % of the original expression in non-affected
cells) was observed. The phenomenon of cell vitality
deterioration and monitored genes down-regulation was here
attained after cultivation with inhibitors of Src family kinases
(PP2, Herbimycin A). These patients did not respond to
Glivec therapy, 3 of them died so far. We observed increased
number of BCR-ABL copies and accessory chromosomal
changes.

Our results suggest that in some cases of Glivec
resistant patients the role of BCR-ABL in the CML
pathogenesis could be supplanted by Src kinases. Further
monitoring of the involved patients is necessary to determine
the suitability of this approach for clinical practice.

This study was supported by grant NR/8758 - 3 IGA MZCR.
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF
NADPH-DEPENDENT PHENOL HYDROXYLASE
FROM YEAST CANDIDA TROPICALIS

JAN PACA and MARIE STIBOROVA

Department of Biochemistry, Faculty of Science, Charles
University, Albertov 2030, 128 40 Prague 2
Jjan.paca@volny.cz

Phenol is an aromatic pollutant present in wide variety
wastewaters. Candida tropicalis can use phenol as the sole
carbon and energy source. The first step of the aerobic
degradation pathways of phenol in yeast involves its
hydroxylation to catechol. Catechol can undergo fission
either by an intradiol or an extradiol type of cleavage (o- or
m-fission). There is very little known of the phenol-oxidizing
enzymes in this microorganism. Cytosolic NADPH-
dependent phenol 2-hydroxylase (EC 1.14.13.7) oxidizes
phenol in various eukaryotic microorganisms. Here we
proved, that this enzyme is responsible for the first step of
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phenol degradation also in C. tropicalis. But information on
this enzyme isolated from C. tropicalis is scarce.

We found that NADPH-dependent phenol hydroxylase
is present in cytosolic subcellular fraction isolated from C.
tropicalis grown on phenol as a carbon source. This enzyme
is induced by phenol itself. The major metabolite formed
from phenol by cytosolic NADPH-dependent
phenolhydroxylase of C. tropicalis was characterized by
UV/vis absorbance and mass spectroscopy as well as by the
chromatographic properties on HPLC. The characteristics are
identical to those of catechol. The enzyme was purified from
the cytosolic fraction of C. tropicalis to homogeneity by the
procedure consisting these steps: chromatography on DEAE-
Sepharose, fractionation by polyethylene glycol 6000 and gel
filtration  on  Sepharose = 4B.  NADPH-dependent
phenolhydroxylase of C. tropicalis is a homotetramer having
a molecular mass of 240 000. pH optimum of the enzyme
lies at pH of 7.4-7.6. The results are the first report showing
isolation and partial characterization of cytosolic NADPH-
dependent phenol hydroxylase from yeast C. tropicalis
capable of oxidation of phenol to catechol.

The work was financially supported by the Grant Agency of
the Czech Republic (grant 303/05/2195).

tmRNA VE YYYOJI STREPTOMYCET
PRODUKUJICICH ANTIBIOTIKA

PETRA PALECKOVA, JAN BOBEK, JURGEN
FELSBERG a KAREL MIKULIK

MBU, AV CR, Videriska 1083, 142 20 Praha 4

Bakterialni tmRNA oznacovana také jako SsrA, nebo
10Sa RNA ma klicovou ulohu v kontrole kvality pro-
teosyntézy. Je to unikatni molekula s funkci tRNA a mRNA
v procesu oznacovaném jako trans-translace. Kdyz ribosomy
prekladaji  3'konec nekompletni mRNA nebo mRNA
nemajici stop kodon, na tRNA c¢ast tmRNA je pfenesen
alanin alanyl-tRNA synthetasou za vzniku alanyl-tmRNA.
Alanin vstupuje do akceptorového(A) mista ribosomu, pak je
spojen s nehotovym polypeptidovym fetézcem. To je signal
pro translaci mRNA ¢asti tmRNA kodujici specificky
polypeptid, ktery rozeznava ATP-zavisla proteinasa a pak je
cely nehotovy peptid degradovan. Ribosomy jsou uvolnény z
tmRNA kontrolni mechanismus nedegraduje pouze aberantni
polypeptidy jednou vytvofené, ale brani vzniku aberantnich
polypeptidi rychlou eliminaci poskozené mRNA. Bylo
zjisténo, ze funkéni trans-translaéni systém je vyzadovan pro
preziti nékterych bakterii v pfitomnosti antibiotik.

Dosud nebyla objasnéna funkce tmRNA u streptomycet
produkujicich antibiotika interferujici s proteosyntézou.
Abychom objasnili vyznam tmRNA u producenta
tetracyklinu  Streptomyces aureofaciens, sledovali jsme
rozdily v hladinach tmRNA v prib&hu vyvoje bungk, které
syntetizovaly tetracyklin a u bunék, kde zménou kultivacnich
podminek tetracyklin nebyl produkovan. Buiky produkujici
tetracyklin, dosahuji maxima rychlosti proteosyntézy ve 24 h
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kultivace. ZvySeni koncentrace tetracyklinu na 200 pg/ml je
spojeno s rychlym poklesem rychlosti proteosyntézy; buniky
akumuluji ribosomdlni podjednotky a hladina tmRNA
vzristd az do 48 h kultivace. Bunky, které neprodukuji
tetracyklin maji hladinu tmRNA o 30 % niz§i, maximum
rychlosti proteosyntézy je dosazeno ve 32 h (je asi o0 40 %
niz§i neZ maximum u bunék syntetizujicich tetracyklin) a ne-
dochazi k akumulaci ribosomalnich podjednotek. Je znamo,
ze tetracyklin interferuje s vazbou aminoacyl-tRNA na A-
misto ribosomu. Zjistili jsme, ze akumulace tetracyklinu je
spojena i se zvySenim rychlosti syntézy ppGpp. Obsazeni A-
mista vede k poklesu syntézy stabilni RNA a tim lze
vysvétlit i redukci rychlosti translace o 80 % v pozdéjsi fazi
vyvoje kultury, kdy dosahuje produkce tetracyklinu az
2000 pg/ml. Nadprodukce tetracyklinu vede ke vzniku
tetracyklin-ribosomalnich agragatd, které rychle sedimentuji
a jsou neaktivni pfi translaci. Nase vysledky nasvédCuji, ze
vzrist hladiny tmRNA v pocatecnich fazich biosyntézy
tetracyklinu je spojen s uvoliiovanim ribosomi z aberantnich
komplexti. Sledovali jsme ucinek subletalnich koncentraci
kiromycinu, chloramfenikolu, streptomycinu a tetracyklinu
na hladinu tmRNA u S. aureofaciens. Zjistili jsme, Zze
uvedena antibiotika zvySuji hladinu tmRNA. Streptomycety
jsou pudni mikroorganismy, které jsou vystaveny rlznym
zménam prostiedi vyvolavajici stres. My jsme sledovali
ucinek chladového a teplotniho Soku na hladinu tmRNA.
Zjistili jsme, ze pokles teploty z 28 °C na 12 °C stimuluje
maturaci prekursorové tmRNA a zvySuje hladinu funkéné
aktivni tmRNA. Teplotni Sok z 28 °C na 37 °C vedl k
vyraznému poklesu tmRNA. Vysledky naSich experimentt
prokazaly, ze trans-translacni systém je dilezitou soucasti
mechanismii  umoziujici pfeziti mikroorganismii  ve
stresovych podminkéch.

VLIV RUZNYCH KONCENTRACI’ KADMIA NA
MATURACI SOMATICKYCH EMBRYI SMRKU

JIRI PETREK®, DANIELA SIGUTOVA?, JAN
VITECEK?, JITKA PETRLOVA®, LADISLAV
HAVEL?, JIRi BALOUN?, VOJTECH ADAM"*
a RENE KIZEK"

“Ustav biologie rostlin, a bUstav chemie a biochemie,
Mendelova zemédélska a lesnicka univerzita, Zemédélska 1,
613 00 Brno, “Katedra analytické chemie, Prirodovédecka
fakulta, Masarykova univerzita, Kotlarska 2, 611 37 Brno
J.petrek@email.cz, kizek@sci.muni.cz

Somaticka embryogeneze se stala velmi vyznamnou
metodou pro rychlé mnozeni jehli¢natych i listnatych stromut
in vitro; umoziiuje bcéhem kratkého casového obdobi
produkovat velkd mnozstvi identickych rostlin z malych
explantati. Cely proces somatické embryogeneze probiha na
zivnych médiich v laboratornich podminkach a znacéné se
podobé procesu vytvareni zygotickych embryi v semenech
na stromech, zejména u konifer'. Cely proces od odvozeni
embryogenni kultury az po ziskani novych rostlin Ize rozdélit
do né&kolika fazi: indukce, proliferace a multiplikace
zakladnich embryondlnich struktur (proembrya, rana



Chem. Listy 100, 371-414 (2006)

somatickd embrya), maturace somatickych embryi (SE) za
pomoci abscisové kyseliny (ABA), desikace zralych SE,
konverze desikovanych SE v rostlinky (“kli¢eni) a rlst
prvnich jehlic, a nakonec pfevedeni vyvinutych rostlinek do
substratu. Mezi takto vzniklymi zarodky a zarodky
zygotickymi neexistuje vyrazny rozdil; pravé pro tuto jejich
podobnost miizeme kultury somatickych embryi vyuzit jako
modelové kultury pro sledovani vlivu tézkych kovi na
embryogenezi.

V na$i praci jsme studovali, jaky vliv ma tézky kov
(kadmium) na pribéh maturace somatickych embryi smrku.
Sledovali jsme riist a zivotnost kultury, mnoZzstvi
vytvofenych zralych somatickych embryi a také obsah
thiolovych sloucenin (glutathion a fytochelatin), kterymi se
kultura brani proti pasobeni tézkych kovl. Pouzili jsme tii
rizné koncentrace kadmia (50, 250 a 500 uM Cd(NO;),)
a ziskané vysledky porovnali s variantou bez té¢zkého kovu.
Pro experimenty byla vybrana kultura ranych somatickych
embryi (RSE) smrku pichlavého™®. Pro stanoveni riistu
kultur byla vyuzita optimalizovand metoda analyzy obrazu.
Ke stanoveni zivotnosti bunék jsme vyuzili tzv. ,test
dvojitétho barveni zalozeny na selektivni permeabilité
cytoplasmatické membrany. Krom¢ zakladnich biologickych
parametrd (rust a zivotnost) byl zkouman vliv kadmia na
schopnost tvofit maturujici (zrajici) SE. Ze zjisténych
poznatkl jasné vyplynulo, Ze kadmium inhibuje tvorbu
zralych SE. V pribéhu experimentu byla dale sledovana
aktivita intracelularnich esteras, kterou lze v tomto piipadé
vyuzit jako dal$i marker Zzivotnosti bun€k, a mnozstvi
vytvofenych obrannych latek (thiolovych sloucenin —
glutathion, fytochelatin), jejichz syntézou se rostliny
intenzivné brani proti pusobeni tézkych kovi. Vysledna
aktivita intracelularnich esteras byla v korelaci s tvorbou
thiolovych sloucenin a klesala do ¢tvrtého tydne kultivace,
poté naopak rostla, coZ souvisi s dozravanim SE*.

Price na tomto projektu byla podporovina grantem: GA CR
525/04/P132.
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STUDIUM AVIDINU/STREPTAVIDINU

V GENETICKY MODIFIKOVANYCH ROSTLINACH
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ZabezpeCeni potravinaiskych surovin pro stale
expandujici lidskou populaci je hlavnim cilem Organizace
OSN pro vyzivu a zemédélstvi (FAO). K dosazeni tohoto
cile je nezbytné vyuzit novych biotechnologickych postupti.
Navic sledovani kvality potravin je vyznamnou prioritou
Evropské unie a moderniho potravinafského primyslu. Pro
vyzivu je vyuzivano nékolik malo rostlinnych druhd, jako
napiiklad je¢men (Hordeum vulgare), ryze (Oryza sativa),

slune¢nice (Helianthus annus), pSe-

Avidin 100 pg.mI'' nice (Tritium aestivum) a kukufice

w (Zea mays). Vsechny tyto vySe
jmenované rostliny jsou predmétem
z4jmu genetickych modifikaci
(GMO) za ucelem ziskani vyhodné
vlastnosti. Je znamo, ze produkce
kvalitnich potravin je velmi casto
potlatena  pusobenim  $kodlivého
a nezadouciho hmyzu'?. Nedavno se
zjistilo, Ze avidin je toxicky pro
Siroké spektrum Skidci (motyly,
brouci, a dvoukiidly hmyz). Z tohoto
divodu byl gen pro avidin pfenesen
do rostlin kukufice. GMO kukufice
exprimuji ~ dobfe avidin, avSak
studium intenzity exprese v ruznych
pletivech rostliny je stale velmi obtizné. Z téchto divodu je
nezbytné vyvijet specifické a jednoduché postupy pro detekci
a kvantifikaci avidinu/streptavidinu v rostlindch. Navic
zvySena poptavka a produkce o geneticky modifikovanymi
druhy rostlin pfinasi potfebu informovat zakaznika. Velmi
vhodnym nastrojem studia exprese avidinu mohou byt
elektrochemické senzory. V nasi praci bylo elektrochemické
méfeni provedeno na analyzatoru Autolab. Systém elektrod
byl slozen z uhlikové pastové pracovni elektrody, Ag/AgCl/3
M KCI referentni elektrody a platinovy dratek pomocné
elektrody. Acetatovy pufr (0,1 M CH;COOH + 0,1 M
CH;COONa, pH 4,0) byl pouzit jako zékladni elektrolyt.
Parametry pro adsorptivni transferové rozpoustéci square

.....

0.7 0.8 0.9 1.0

Potencial (V)

potencial = 0,1 V, a potencial = 1,3 V, amplituda = 25 mV,
step potencial = 5 mV, a frekvence = 200 Hz.
Elektroanalytické stanoveni umoznilo ultrasenzitivni analyzu
avidin/streptavidinu v koncentraci niz$i nez 0,7 fM (3,2 zmol
v 5 ul kapce) a 174 nM v extraktu semen transgenni
kukufice. Nami vypracovana elektrochemickd metoda byla
dale vyuzila pro stanoveni avidinu i u jinych GMO (ryze
arostlina bramboru). Déale byla tato metoda ovéfena pri
stanoveni avidinu v nékolika rozdilnych kukuficnych
produktl dostupnych v obchodni siti.

Prdce na tomto projektu byla podporovina granty: GACR
525/04/P132.
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AlQ; KOMPLEXY S KONJUGOVANYMI
CHROMOFORY - PRIPRAVA, VLASTNOSTI
A APLIKACE
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svétla raznych vlnovych délek pracujici

Organické svétlo emitujici diody (OLEDy)' jsou zdroje
na principu

elektroluminiscence pochazejici z organické slouceniny.
Organickou slou¢eninou mize pak byt jak nizkomolekularni
latka — nejcastéji koordinacni slouc¢enina nebo konjugovany
polymer. OLEDy jsou technologii budoucnosti’ pro displeje,
elektronicky papir a rizna dalsi zobrazovaci zafizeni, protoze

maji

oproti klasickym CRT obrazovkdm nebo LCD

displejum fadu prednosti, zejména malou spotiebu energie,
vysoké rozliseni a kontrast. Jejich dalsi dileZitou ptednosti je
fakt, ze jsou konstrukéné velmi tenké a ohebné.

zejména

Tato prace se zabyva ladénim optickych vlastnosti,
barvy emise, v aluminum tris(8-hydoxy-

chinolinolatu (AlQ;). AlQ; byl jednou z prvnich slou¢enin, u
kterych byla zjisténa elektroluminiscence pfi nizkém napéti3.
V nasi studii jsme ladili energeticky rozdil HOMO-LUMO v
8-hydroxy-chinolinolatovém ligandu pfipojenim elektronové
chudych nebo elektronové bohatych aromatickych nebo
heteroaromatickych konjugovanych substituenti®® v poloze
5. U ptipravenych sloucenin byly studovany jejich optické
vlastnosti, pfedevSsim vlnova délka emise a kvantovy
vytézek. Byla také studovana elektroluminiscence OLEDU
zkonstruovanych z pfipravenych slougenin®.
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AMPHIPHILIC CALIX[4]ARENES: IMPORTANT
FACTORS FOR COMPLEXATION OF SMALL
MOLECULES

MICHAELA POJAROVA*’, GENNADY A.
ANANCHENKO?, KONSTANTIN A. UDACHIN?,
JOHN A. RIPMEESTER?, ANTHONY W. COLEMAN®,
and IVAN STIBOR"

“NRC Steacie Institute for Molecular Sciences, National
Research Council Canada, Sussex Dr. 100, K14 OR6
Ottawa, Ontario, Canada; "Depart Org. Chem., VSCHT,
Technicka 5, 166 00 Prague 6, Czech Republic, ‘Institut de
Chimie et Biologie des Proteins, Lyon Cedex, France

Calix[n]arenes represent a promising group of
compounds which can be used for complexation of a variety
of substances and these abilities can be improved by
chemical modification of the host. The Friedel-Crafts
acylation of the upper rim provides easy access to the so-
called amphiphilic calix[n]arenes which are still able to
complex small molecules and also to self-organize into solid
lipid nanoparticles in water to serve as prospective carrier
systems. In this work we studied the main factors leading to
the formation of different types of inclusion complexes with
various guest molecules, such as TEMPO!, stilbene?,
dibenzylketone®, THF or dioxane®. The crystalline inclusion
complexes were isolated from the solutions of calixarenes in
liquid guest or in ethanol in the presence of guests and they
were characterized by BC CP-MAS NMR, TGA, DSC,
powder and single-crystal XRD. It was found that the
important factor for the complexation of small molecules is
the length of the acyl chain and the presence of carbonyl
group. The latter fixes the position of first two carbon atoms
of acyl arm in the plane with phenyl ring and therefore
improves the guest access to the calixarene pocket for the
case of p-hexanoyl calix[4]arene. However, the increasing
arm length diminishes the accessibility of the cavity due to
strong van der Waals interactions with acyl arms of
neighboring calixarenes in crystal lattice. Therefore, the
higher calixarenes (starting with p-dodecanoyl) can build
only self-included complexes where acyl arm of one
molecule is included into the cavity of another molecule. In
comparison to the p-acyl calix[4]arenes the p-n-alkyl
calix[4]arenes can form only self-included complexes due to
the absence of “directing” effect of C=0O group.

This work was supported in part by the CNRS-NRC
collaborative program.
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THE ANTICANCER DRUG ELLIPTICINE BINDS
COVALENTLY TO DNA AFTER ITS ACTIVATION
BY PEROXIDASES

JITKA POLJAKOVA®, TOMAS ECK$CHLAGER",
EVA FREI, and MARIE STIBOROVA®

“Dept Biochem., Fac. Sci., Charles University, Albertov
2030, 128 40 Prague 2; bClin. Paed. Haematol. Oncol., ond
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Ellipticine is a potent antineoplastic agent, whose mode
of action is considered to be based mainly on DNA
intercalation, inhibition of topoisomerase II and cytochrome
P450 (CYP)-mediated formation of covalent DNA adducts.
This agent and some its derivatives are used in the therapy of
breast cancer and leukemia. This is the first report on the
molecular mechanism of ellipticine oxidation by peroxidases
(human myeloperoxidase, human and ovine cyclooxy-
genases, bovine lactoperoxidase, horseradish peroxidase) to
species forming ellipticine-DNA adducts. The enzymatic
systems present in the tumor cells mediate the activation of
the antineoplastic agents to form two ellipticine-derived
DNA adducts. Using NMR spectroscopy, the structures of
two ellipticine metabolites were identified; the major product
is the ellipticine dimer, in which the two ellipticine skeletons
are connected via N6 of the pyrrole ring of one ellipticine
molecule and C9 in the second one. The minor metabolite is
ellipticine N2-oxide. Using **P postlabeling and [*H]-labeled
ellipticine, we showed that ellipticine binds covalently to
DNA after its activation by peroxidases. The DNA adduct
pattern induced by ellipticine consisted of a cluster of up to
four adducts. The two adducts are indistinguishable from the
two major adducts generated between deoxyguanosine in
DNA and either 13-hydroxy- or 12-hydroxyellipticine or in
rats treated with ellipticine, or if ellipticine was activated
with human hepatic and renal microsomes. The results
presented here are the first characterization of the
peroxidase-mediated oxidative metabolites of ellipticine and
we have proposed species, two carbenium ions, ellipticine-
13-ylium and ellipticine-12-ylium, as reactive species
generating two major DNA adducts seen in vivo in rats
treated with ellipticine.

Activation of ellipticine to a DNA binding species by
peroxidases is an interesting finding in view of the
compound’s activity against human leukemia and other
tumors like neuroblastoma cancer. The results obtained in
this study might, moreover, be employed for development of
new drugs utilizing in gene therapy and for tumor targeting.

Supported by the GACR (203/06/0329) and Ministry of
Education of CR (grant MSM0021620813).
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SLEDOVANI RﬁSTU CEVNICH ]
ENDOTHELIALNICH BUNEK NA FIBRINOVYCH
VRSTVACH
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EVANGELISTA DYR, ELENA FILOVA, JAROSLAV
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Poskozené cévy jsou bézné premostény syntetickymi
cévnimi protézami. Trombogenita povrchu muze vést
k ucpani protéz, obzvlasté u protéz s malym primérem.
Povrchové modifikace, vcéetné osazeni endothelialnimi
bunkami  (EC), jsou provadény pro  zlepSeni
hemokompatibility. Fibrinové sit¢ se pouzivaji k utésnéni
pletenych cévnich protéz aby se zabranilo krvaceni. Fibrin
soucasné vylepsuje adhezi a risst EC na cévnich protézach'.

V nasi studii jsme kultivovali cévni endothelialni buiky
na upraveném polystyrénovém povrchu dvourozmérnymi
fibrinovymi  strukturami  (2DFb) a  trojrozmérnymi
fibrinovymi sitémi (3DFb). 2DFb struktury byli pfipraveny
opakovanym ménénim roztoku fibrinogenu, trombinu a inhi-
bitorti trombinu D-phenylanalyl-L-prolyl-L-arginyl chloro-
methylketonu (PPACK) a hirudinu. Ruzné typy fibrinovych
struktur jsme ziskali pouzitim riznych koncentraci
fibrinogenu v roztoku. 3DFDb sité na povrchu jsme pfipravili
po adsorpci fibrinogenu, nasledné aktivaci trombinem a
pfidanim roztoku fibrinogenu s antithrombinem III a
heparinem. 3DFb sit¢ v objemu jsme piipravili nartstem
fibrinové sit¢ od povrchu bez pouziti inhibitori trombinu.
Morfologii fibrinovych struktur a siti jsme pozorovali
transmisnim elektronovym mikroskopem.

Kultivaéni médium bylo obohaceno aprotininem,
inhibitorem fibrinolyzy. Cisty polystyrénovy povrch bez
predchozi tUpravy byl pouzit jako kontrolni vzorek.
V porovnani s timto vzorkem bylo mnozstvi endothelialnich
bunék 1 den po nasazeni u vSech vzorkd vyssi.
Nejsignifikantnéjsi rozdily v po¢tu bunék byly u objemovych
3DFb vzorkli, nicméné buiikky na 2DFb Iépe proliferovaly
apo 7 dnech kultivace byl jejich pocet stejny nebo u
nekterych vzorkti dokonce vy$si nez u prostorovych siti.
Imunocytochemické barveni alfa-v integrinu, ktery
zprosttedkovava interakci EC s ﬁbrinogenemz, a vinkulinu
ukazalo dobfe vyvinuté fokalni adhezni plaky na EC
rostoucich na vSech fibrinovych vrstvach. Vétsina EC byla
pozitivn¢ znacena na piitomnost von Willebrandova faktoru,
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dilezitého markeru diferenciace EC. Z téchto vysledki lze
usuzovat, ze chovani bunék lze regulovat riiznou strukturou
fibrinovych siti pfipevnénych k povrchu.

Modifikace umélych cévnich protéz témito fibrinovymi
strukturami s pfipadnou pre-kultivaci EC na povrchu, by
mohla byt aplikovana na cévnich protézach pied jejich
zavedenim do pacientova organismu.
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NIKOTIN ZMiRNi DEGENERACI NEURONU
HIPPOCAMPU VYVOLANOU PODANIM KAINATU

V. RILJAK
Fyziologicky ustav 1. LF UK, Albertov 5, 128 00 Praha 2

Aplikace kainatu, analogu glutamatu, je celosvétové
uzivany experimentalni model lidské temporalni epilepsie.
Na experimentdlnich modelech ftady jinych chorob
(Parkinsonova choroba apod.) bylo prokazano, ze nikotin ma
nebo by mohl mit protektivni a 1é¢ebny potencial. Tato latka
je v poslednich letech intenzivné studovana, nebot jeji
pouziti pii terapii zminénych chorob se zda velmi slibné.

Cilem této prace bylo objasnit, zda centralni nervovy
systém  (pfedev8$im  hippocampus), projevi mirngjsi
degenerativni zmény v piipadé, Ze bude zvifatim pied
podanim kainatu aplikovan nikotin.

Experiment byl provadén na laboratornich potkanech
kmene Wistar, staii 35 dni. Prvni skupiné byl podan nikotin
(Sigma) i.p. v davce lmg/kg. Druhé skupiné byl podan
kainat (Sigma) 10mg/kg.Tteti skupiné byl podan nikotin i.p.
v davce 1mg/kg a nasledné jim byl po 30 minutach podan
kainat 10mg/kg (konvulsivni davka). Ctvrté skuping byl
podan fyziologicky roztok v objemech odpovidajicich latkam
uc¢innym. Dva dny po aplikaci byla zvifata transkardidlné
perfundovana neutralnim paraformaldehydem, jejich mozky
obarveny jednak kombinaci barveni Fluoro-Jade B (Histo-
Chem Inc.) a Hoechst (Sigma-Aldrich) (vyhodnoceni
rozsahu neurodegenerace) a jednak byly barveny na
NADPH-diaforazu (NADPH-d), ke kvantifikaci nitrergniho
systému CNS.

Hippocampus zvifat, jimz byl pfed aplikaci kainatu
podan nikotin, vykazoval vyrazné¢ mirnéjs$i degenerativni
zmény, nez hippocampus zvifat, kterym byl podédn pouze
kainat. Méné postizeny byly ptedevsim oblasti CA1 a CA3
hippocampu. Kvantifikace NADPH-d pozitivnich bunék
ukazala signifikantni nartst jejich denzity po aplikaci
nikotinu a jejich vyrazny ubytek po aplikaci kainatu.
U skupiny, které byly podany obé latky doslo k
signifikantnimu narastu denzity NADPH-d pozitivnich
bunék v CA1 oblasti hippocampu.
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Zjistény ubytek denzity NADPH-d pozitivnich bunék
u zvitat, kterym byl podan pouze kainat, je ziejmée zptisoben
excitotoxickymi vlastnostmi kainatu, které mohou vyvolat
zanik nervovych bunék. Vzestup denzity NADPH-d
pozitivnich bun¢k u skupiny, které byl podan pouze nikotin,
je mozno vysvétlit zménou genové exprese nitric oxid
syntazy a naslednym vzestupem rezistence CNS k dalsi noxe
(v naSem pfipadé kainatu). NADPH-d pozitivni bufiky byly
viadé studii popsany jako relativné rezistentngj$i ve
srovnani s populacemi jinymi.

A NOVEL SELF-PROCESSING MODULE DERIVED
FROM THE FRPC PROTEIN OF NEISSERIA
MENINGITIDIS FOR A SINGLE-STEP
PURIFICATION OF FREE RECOMBINANT
PROTEINS

LENKA §ADiLKpVA. RADIM OSICKA, ,KATERINA
PROCHAZKOVA, IRENA LINHARTOVA, and PETER
SEBO

Institute of Microbiology of the Academy of Sciences of the
Czech Republic, Videnska 1083, CZ-142 20 Prague 4

Purification of recombinant proteins to homogeneity is
often a challenging process and typically requires several
chromatographic steps that must be individually optimized
for each protein of interest. To overcome this difficulty, a
system that enables purification of free recombinant proteins
in a single affinity chromatographic step has been developed.
The system is based on a 250 amino acid residues long self-
processing module of the FrpC protein of Neisseria
meningitidis that is genetically fused at its C-terminus to an
affinity tag enabling simple one-step purification and at its
N-terminus to a protein of interest. Upon binding of the
fusion protein to an affinity matrix and washing out of
contaminating proteins, specific cleavage between amino
acid residues Asp and Pro of the self-processing module is
induced by calcium ions. This results in release of the free
protein of interest, having only one extra amino acid residue
(Asp) at its C-terminus. The self-processing module - affinity
tag fusion partner remains trapped on the affinity matrix.
This system has been successfully tested with several
proteins of interest (adenylate cyclase, chloramphenicol
acetyltransferase, B-galactosidase, maltose-binding protein,
or glutathione-S-transferase) and two different affinity tags
(chitin-binding domain, or poly-His).

MODULAR SYNTHESIS OF FUNCTIONALISED
[11JHELICENE-LIKE MOLECULES

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

Institute of Organic Chemistry and Biochemistry
Academy of Sciences of the Czech Republic, Flemingovo
ndam. 2, 166 10 Prague 6; sehnal@uochb.cas.cz
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We have developed a novel approach to higher
functionalised helical scaffolds' utilizing double [2+2+2]
cycloisomerization®® of aromatic molecules containing six
acetylene units mediated by Co(I) and Ni(0) complexes.

The synthesis utilises building block 2 readily available
from the known diester 1. Further 3 synthetic steps provide a
1:1 mixture of diastereoisomeric diacetates easily separable
by column chromatography. Desilylation gives the key
hexaynes 4 and 5, respectively. Achiral hexayne 4 cyclises to
a racemate of helical compound 6. Hexayne 5 is itself a d,/-
pair and its cyclisation leads to a preferential formation of
one of the two possible diastereoisomeric helical compounds
7a or 7b with up to 85:15 selectivity. Further synthetic
modifications of the helical diacetates are in progress.
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FUNKCNI ANALYZA MUTACI V GENU BRCAL:
HIT & FIX METODA
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Mutace v genu BRCA1 (Breast Cancer 1; OMIM
113705) jsou zodpovédny za vice jak 90 % dédi¢nych
karcinomti prsu a/nebo ovaria. Funkéni charakteristika
mutaci odhalenych b&hem screeningu ohrozené populace
Zen' je nutna k presnému posouzeni rizika vzniku nadoru.
Metody funkéni analyzy mutovaného genu zvySenim jeho
exprese za pouziti konvencnich plazmidd neumoziuji
rekapitulaci fyziologickych regulaci in vivo a ve svém
duasledku mohou vést k zavadéjicim vysledkim.

Konstrukce mutaci v systému BAC (Bacterial Artificial
Chromosome) zarucuje expresi zvoleného genu ve
fyziologickych hladinach a se zachovanim in vivo regulaci.
Spole¢né s metodou RNA interference tvoii versatilni systém
umoziujici funk¢ni analyzu mutaci v genu BRCAL.

Na zaklad¢ vysledkli mutacni analyzy populace Zen
ohrozenych dédiénym karcinomem prsu/ovaria' jsme vybrali

mutace v genu BRCAl (c.181T>G, c.1747A>T,
¢.3700_3704del5, ¢.5266dupC) pro funkéni analyzu.
Konstrukce mutaci v BAC byla zprostfedkovana

rekombinacnim systémem bakteriofaga A. Pomoci tzv.,hit &
fix” metody? bylo mozné efektivng ziskat i BAC s tak
jemnymi mutacemi v genu BRCAI, které jsme pro funkéni
analyzu vybrali.

V prvém kroku se zaméni v BAC cca 20 nukleotidd
wild-type (wt) BRCA1 sekvence v okoli baze, kde se nachazi
dand mutace. K tomuto ucelu se do bakterii vpravi
denaturovand linearni DNA, kterd je na obou koncich
homologni k wt BRCA1 sekvenci alesponi v délce 80
nukleotidt a aktivuje se rekombinace. Po selekci pozitivnich
klomi jsou v druhém kroku tyto nukleotidy stejnym
postupem pifeménény zpét na origindlni sekvenci a soucasné
je vpravena zadand mutace. Jelikoz je v kazdém kroku
metody zménéno vice nukleotidii (cca 20), screening pomoci
specifické PCR nebo hybridizace je velmi efektivni.

Otestovali jsme n€kolik shRNA specifickych proti genu
BRCAI1 a vytvorili klony bunéénych linii karcinomu prsu
exprimujici tyto shRNA a snizujici selektivné expresi wt
BRCA1 mRNA. Klony s odstuptiovanou expresi wt BRCA1
budou pouzity pro transfekci BAC nesouciho vybranou
mutaci v BRCA1l genu a naslednou funkéni analyzu
zavislosti exprese mutované a wt BRCA1 formy in vitro
v bunéénych liniich karcinomu prsu.

Zavedeni a optimalizace BAC/RNAi systému pro
studium funkénich vlastnosti mutaci v genu BRCA1 bude
nadéale vyuzivano pro funkcni analyzu mutaci v BRCALI
genu a odhad rizika vzniku karcinomu prsu/ovéria u nosicek
téchto mutaci.

Projekt vyzkumu byl podporovan grantem IGA ¢. NR/8345-4.
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SYNTEZA A TRANSFORMACIE
(HYDROXYMETYL)PURINOV

PETER SILHAR a MICHAL HOCEK

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

6-Hydroxymetyl-9-(B-D-ribofuranozyl)purin, izolovany
z peniazovky Skvrnitej (Collybia maculata), sa vyznaluje
antifungalnymi, cytotoxickymi a antivirdlnymi (vesicular
stomatitis virus) vlastnostami. Hydroxymetylova skupina je
naviac vyhodna na dalSie funk¢né transformacie, ¢im sa
otvara cesta k novym modifikovanym purinom nesucich
funkcializované substituenty.

OR'
X R'OCH,znl

N 1 Z N
Qo R Ny -
SNT N Pd(PPhy), N~ N

R THF,rt. 4-12h R
2x 75-95% axy

R'=Piv, Bz, Ac
OH

Y
2 N = N
I — T
N~ N N~ N
R R

Y = CHzHal, CHF,, CHO,
atd.

Na zaklade tychto skutocnosti sme sa snazili vyvinat
novi, lepSiu metodiku na pripravu (hydroxymetyl)purinov.
Uspeli sme pouzitim acyloxymetylzink iodidov 1y v Negi-
shiho Pd-katalyzovanych cross-coupling reakciach s prislus-
nymi 6-halogenpurinmi 2X. Spomenuté reakcie prebichali
hladko pri laboratornej teplote za vzniku 6-(acyl-
oxymetyl)purinov 4xy vo velmi dobrych vytazkoch.
Pripraveny 6-(hydroxymetyl-9-(B-D-ribofuranozyl)purin vy-
kazuje vysoku cytostaticku aktivitu (IC50=10 nM) a znaény
inhibi¢ny efekt voc€i adenozin deamindze. Touto novou
metodou je mozné pripravit 6-(hydroxymetyl), resp. 2-ami-
no-6-(hydroxymetyl)purinové bazy a nukleozidy v dvoch az
troch krokoch s dobrym celkovym vytazkom .

Z doterajsicho vyskumu regioselektivity tychto reakcii
s 2,6-dihalogenpurinmi je zrejmé, Ze 6-(acyloxymetyl)-2-
chloropuriny, resp. 2-(acyloxymetyl)-6-chloropuriny je
mozné pripravit s vysokou regioselektivitou vo velmi
dobrom vytazku, ¢im sa otvara cesta pripravy 2,6-
disubstituovanych purinov s rozdielnymi substituentami.

Dalsie funkéné transformacie hydroxylovej skupiny,
ako napriklad halogenacie, oxidacie a na ne nadvézujuce
reakcie boli a st predmetom nasho vyskumu, ktorého
vysledky budu tiez prezentované.

Tato prdca je castou vyskumného projektu Z4 055 0506,
ktory bol podporovany MSMT “Centrum Nova antivirotika
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a antineoplastika” 1M0508 a firmou Sumitomo Chemical,
Co. (Osaka, Japan). Autori dakuju Dr. Votrubovi za
testovanie pripravenych zlucenin na cytostaticku aktivitu a
inhibiciu adenozin deamindzy a Dr. Pohlovi za NMR spektra.

CHARAKTERIZACE NOVE BUNECNE LINIE EM-G3
Z KARCINOMU PRSU POMOCI DVOJROZMERNE
ELEKTROFOREZY A HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRIE

KATERINA SMUTNA*", IRENA SELICHAROVA?,
KAREL UBIK®, EVA MATOUSKOVA®, MARKETA
BROZOVA® a JIRT JIRACEK®

“Ustav organické chemie a biochemie A V CR, Flemingovo 2,
166 10 Praha 6; bKatedra biochemie PFF UK, Hlavova 8,
128 40 Praha 2; Ustav molekuldrni genetiky AV CR,
Flemingovo 2, 166 10 Praha 6

smutna@uochb.cas.cz

Karcinom prsu je nejcastéjSim zhoubnym nadorem
uzen. Ani pies neustaly rozvoj lééebnych metod vsak
nedoSlo prozatim k zasadnimu zlomu v 1éCebnych
vysledcich. Ke studiu nadord jsou v soucasné dobé
vyuzivany  klasické  proteomické  postupy.  Cilem
proteomickych analyz je <casto nalezeni specifickych
proteinovych markert, které by mohly pomoci stanovit
vcasnou diagndzu a urcit individualni 1é¢bu pro pacientky s
karcinomem prsu.

Proteomické studie karcinomil za pomoci dvojrozmérné
elektroforézy mohou byt provadény bud’ pfimo z nadorovych
biopsii, anebo srovnavanim bunéénych kultur vypéstovanych
z nadorovych bunék. Model bunéénych kultur je povazovan
za vyhodnéjsi, protoze souCasnymi metodami nelze zcela
vérohodné analyzovat tak komplexni materidl, jakym jsou
biopsie.

V naSem piipad¢ se podafilo ziskat zcela novou
bunéénou linii EM-G3, izolovanou z primarniho duktalniho
karcinomu prsu. Cilem této studie bylo porovnat proteinové
slozeni této nové linie s proteiny z bunééné kultury
vypéstované ze zdravé prsni tkané¢ (NME - normal mammary
epithelia).

Proteiny extrahované z bunék byly analyzovany
pomoci dvojrozmérné SDS-PAG elektroforézy. Nésledovala
identifikace proteinovych §tépti metodami MALDI-MS nebo
ESI-MS/MS a porovnani takto ziskanych spekter s udaji
v databazich. Timto postupem byly identifikovany proteiny,
které se vyskytuji bud’ pouze v bunééné linii EM-G3 ¢i
pouze v NME burikach a které by mohly byt potencialnimi
nadorovymi markery. Déale se nam podafilo prokazat, ze
nova bunéénd linie EM-G3 je linii s progenitorovym
charakterem, coz znamend, Ze reprezentuje rannou fazi
vyvoje tumoru.

Tato prace byla podporovana internim grantem MZd NR-
8323-3 Prognosticke faktory karcinomu prsu a vyzkumnym
zamerem Z 4055 0506.
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VZNIK REAKTIVNICH FOREM KYSLIKU
A DUSIKU PRI AKTIVACI KREVNICH DESTICEK

A. SOBOTKOVA?, J. SUTTNAR?, K. KNEROVA®
aJ.E.DYR®

“Ustav hematologie a krevni transfuze, U Nemocnice 1,
128 20 Praha 2; besokd Skola chemicko-technologicka,
Technicka 5, 166 28 Praha 6

Krevni desticky se ucastni celé fady procesu, které
zahrnuji interakci desticek s receptory endotelu, ,,rolovani“
desticek po povrchu endotelu, adhezi, agregaci a finalni
tvorbu trombu. Vzhledem ke slozitosti uvedenych pochodt
je zfejmé, ze aktivacni kaskada desticek je velmi jemné
regulovana. V mnoha studiich se ukazuje, Ze jednim
z regulatort aktivace destiCek mohou byt reaktivni formy
kysliku (ROS) a dusiku (RNS). Tyto latky jsou endogenniho
nebo exogenniho ptivodu .

Jednim z moznych mechanismti ovlivnéni aktivace
destiCek je pusobeni reaktivnich forem v systému
fosfatasa/kinasa ve prospéch kinasové aktivity’. Déle je
mozna ptima modifikace bilkovin G¢inkem ROS vedouci k
pozménéni jejich struktury a nasledné i jejich vlastnosti.
Prikladem tohoto faktu je jiz popsana nitrace VASPu
(vasodilator-sensitive phosphoprotein)’. Cilem této prace
bylo izolovat, pokud mozno identifikovat oxida¢né
modifikované bilkoviny, které vznikaji pii aktivaci krevnich
desticek rliznymi agonisty.

Z krve zdravych darct byly izolovany krevni desticky,
které jsme v pfitomnosti fibrinogenu aktivovali Ctyfmi
riznymi agonisty agregace (kolagen, trombin, TRAP, ADP).
Sediment aktivovanych i neaktivovanych desticek byl
lyzovéan roztokem dodecylsiranu sodného (SDS), karbonyly
vzniklé bcéhem aktivace byly oznaceny dinitrofenyl
hydrazinem. Dinitrofenylhydrazinové produkty karbonylo-
vanych bilkovin i nitrované bilkoviny byly detegovany
imunochemicky po jednorozmérné SDS-PAGE.

Pro lepsi rozdé€leni bilkovin jsme dale pouzili metodu
dvojrozmérné elektroforézy (1. smér izoelektricka fokuzace
na immobilinovych gelech, 2. smér SDS-PAGE) s naslednou
derivatizaci na PVDF membrané. Nekteré zony
modifikovanych bilkovin byly podrobeny identifikaci
hmotnostni spektrometrii na principu MALDI-TOF.

Pomoci imunochemické detekce proti DNP skupindm
bylo v sedimentu desti¢ek aktivovanych kolagenem nalezeno
nékolik vyznamnych zén redukovanych i neredukovanych
bilkovin obsahujicich karbonyly.

Jednu z vyznamnych zén oxidaéné modifikovanych
bilkovin jsme identifikovali pomoci databaze Swiss-Prot
(www.expasy.org/sprot/). S 95 % pravdépodobnosti se jedna
o cytoskeletarni bilkovinu vinkulin. Tato bilkovina spolu s
dalsimi strukturnimi latkami spolupracuje na reorganizaci
cytoskeletonu béhem aktivace krevnich desti¢ek. Otazkou je,
zda modifikace této bilkoviny pii aktivaci kolagenem ma
fyziologicky vyznam.

Tato prace vznikla diky podpore grantii IGA NA/7616-3, VZ
UHKT MZ02373601 a GACR 303/03/0249.
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TUBULIN TYROSINE LIGASE EXPRESSION
CORRESPONDS TO CHANGES IN THE
TYROSINATION/DETYROSINATION STATUS OF
o TUBULIN IN PROSTATE CANCER CELLS

KAREL SOUCEK™”, ANH D. PHUNG?", J. CHLOE
BULINSKI, RICHARD W. HARPER", MICHAEL
MCMANUS', and JASON P. EISERICH"*¢

“Lab. Cytokinetics, Inst. Biophys., 612 65 Brno, CR. bDept
Int. Med., “Dept Physiol. Membr. Biol., and dCancer Ctr,
School Med., U of California, Davis, CA 95616 USA. ‘Dept
Biol. Sci. Pathol. & Cell Biol., Columbia U, New York, NY
10027 USA. 'Diabetes Ctr, U of California, San Francisco
USA

Prostate cancer is the second cause of cancer death
among men in the Western world. Defining the biomolecular
changes associated with prostate cancer is an important
endeavor, and potentially will lead to novel strategies for
early diagnosis and treatment of prostate cancer.
Microtubules play important roles in many aspects of cell
function, and are targets for therapy in most forms of cancer,
including prostate cancer.

Detyrosination/tyrosination of the C-terminus of o-
tubulin is a unique posttranslational modification where the
C-terminal  tyrosine is cyclically removed by a
carboxypeptidase and readded by a tubulin tyrosine ligase
(TTL).

It has been shown that detyrosination/tyrosination cycle
of o-tubulin is associated with progression through the cell
cycle and is involved in cellular differentiation, the precise
role of this posttranslational modification in cancer is not
known.

Molecular profiling of multiple o-tubulin posttrans-
lational modifications revealed several prostate cancer cell
lines displaying decreased expression of tubulin tyrosine
ligase protein that was associated with markedly increased
elaboration of detyrosinated o-tubulin. Using lentiviral-
mediated transfection of a vector expressing TTL siRNA we
were able to stably suppress TTL protein expression and
induce higher levels of detyrosinated o-tubulin in non-
cancerous prostate epithelial cells. These results suggest that
the dysregulated tubulin detyrosination/tyrosination cycle is
caused by decreased expression of TTL. Our results
demonstrate a useful tool for the study of function of this
specific  posttranslational modification of o-tubulin
(detyrosination) that will aid in the elucidation of its role in
cancer.
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SYNTEZA A CYTOTOXICKE UCINKY NEKTERYCH
DERIVATU 3-HYDROXY-4(1H)-CHINOLONU

MIROSLAYV SOURAL', JAN HLAVAC®, PAVEL
HRADIL® a MARIAN HAJDUCH®

“Katedra organické chemie PFF Univerzity Palackého, Tr.
Svobody 8, 77200 Olomouc, bLab. experimentalni mediciny
FEN, Oddéleni pediatrie a onkologie , Lékarska fakulta
Univerzity Palackého, Puskinova 6, 775 20 Olomouc
souralm@seznam.cz

V poslednich letech se naSe pracovi§t¢ mimo jiné
intenzivné veénuje syntéze a studiu biologické aktivity
derivatt 2-fenyl-3-hydroxy-4(1H)-chinolonu. Tyto slouce-
niny nebyly v minulosti blize studovany, nebot’ existovaly
pouze ojedinélé metody jejich piipravy. V poloviné
devadesatych let vSak byla objevena synteticka cesta
vychazejici z fenacylesteri anthranilovych kyselin', ktera
umoziuje piipravu celé fady téchto derivata.

Sledované derivaty 2-fenyl-3-hydroxy-4(1H)-chinolonu
jsou aza-analoga flavonolti — rozsahlé skupiny piirodnich
latek s Sirokym spektrem biologickych, mimo jiné i
protinadorovych uc¢inkti. Dosud jedind publikovana prace
zabyvajici se kancerostatickou aktivitou 3-hydroxy-4(1H)-
chinoloni prokazala ucéinnost chlorovanych derivata na
nékterych nadorovych bun&nych linich®.

V soucasné dobé¢ je nase pozornost zamefena mimo jiné
na derivaty typu 1 obsahujici dva 3-hydroxy-4(1H)-chino-
lonové skelety v jedné molekule a derivaty typu 2 a 3
substituované karboxylovou skupinou®. V ramci studia ana-
logti 3-hydroxy-4(1H)-chinolonu byla rovnéz vypracovana
synteticka cesta vedouci k derivatim 3-amino-2-fenyl-4(1H)-
~chinolonu®.

Cytotoxicita pfipravenych derivati byla testovana in
vitro na péti nadorovych bunéénych liniich (A549, K562,
K562-Tax, CEM, CEM-DNRB), sledovany byly vztahy mezi
strukturou a u¢innosti.

Projekt je podporovan grantem MSM61 98959216
Ministerstva Skolstvi, mladeze a sportu Ceské republiky.
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3a,7a-DIHYDROXY-50-PREGNAN-20-ON A 3a,70-
DIHYDROXY-5-PREGNAN-20-ON: SYNTEZA A
HYDROFILNI DERIVATIZACE

EVA STASTNA™ a HANA CHODOUNSKA®

“Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo
namésti 2, 166 10 Praha 6; bKatedra organické a jaderné
chemie, Albertov 6, 128 43 Praha 2
stastna@uochb.cas.cz hchod@uochb.cas.cz

V rémci projektu, ktery se zabyva aktivitou NMDA
receptoru, byly pfipraveny nové derivaty 3a,7a-dihydroxy-
Sa-pregnan-20-onu I a 3a,70-dihydroxy-5p-pregnan-20-onu
II s ptedpokladanou biologickou aktivitou. Tato u¢innost je
podminéna polarni substituci v poloze C3 (napf. sulfatovou
skupinou'?).

I
30,7a-Dihydroxy-5o-pregnan-20-on I byl ziskan
vicestupiiovou syntézou dle literatury’ z komer&né

dostupného pregnenolon acetatu (I1I).

AcO HO™

1

Kyselina chenodeoxycholova IV byla transformovana
postupem uvedenym v literatufe* na 3o,7a-dihydroxy-5p-
pregnan-20-on diacetat (V), ktery byl hydrolyzovan na
derivat II.

COOH

v \Y

Derivaty I a II byly nasledné substituovany
hydrofilnimi skupinami (napf. sulfatovou, hemisukcinatovou
a nikotinoylatovou) v poloze 3 a 7.
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Prace byla provedena v ramci vyzkumného zameru ZA 055
0506, za podpory grantu GA AV I444055305.
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STECHIOMETRICKE META'LOVANE PURINY
A JEJICH VYUZITI V SYNTEZE BIOLOGICKY
AKTIVNICH LATEK

TOMAS TOBRMAN a DALIMIL DVORAK

Ustav organické chemie VSCHT, Technickd 5, Praha 6
tobrmant@vscht.cz

Purinové derivaty substituované v polohach 6 a 2
vykazuji Siroké spektrum biologickych aktivit. Naptiklad
6-aryl a 6-alkynylpuriny jsou znamy jako -cytostaticky
aktivni latky', u 6-methylpurinu byla pozorovana silna
cytotoxicita’. Roscovitin a dalsi 2,6,9-trisubstiuované puriny
jsou inhibitory cyklin-dependentnich kinas®. Tyto vlastnosti
vedou k syntéze novych derivati purinu, které obsahuji
v poloze 2 a/nebo 6 rizné funkéni skupiny. V soucasné dobé
jsou k tomuto ucelu s vyhodou pouzivany postupy zalozené
na stechiometrickych nebo  katalytickych  reakcich
metalovanych purind®.

Cilem na$i prace je piiprava a studium stechio-
metrickych reakci purini metalovanych v poloze 2, 6 nebo 8
s riznymi elektrofily. Pfiprava metalovanych purini'? je
zalozena na vymeéné halogen/kov reakci odpovidajicich
jodpurini s isopropylmagnesium  chloridem  nebo
butyllithiem za riznych podminek. V zévislosti na pouzitém
¢inidle a reak¢énich podminkach 1ze izolovat rizné produkty.
V piipadé purin-6-ylmagnesium chloridu 1 ziskame reakci
s aldehydy sekundarni alkoholy 6, tedy latky které mohou
pusobit jako inhibitory adenosin deaminasy. Magnesiované
puriny 2 a 3 lze modifikovat v poloze 6 nebo 2 reakci
s elektrofily za vzniku 2,6-disubstituovanych derivatt 7 a 8.
Pfitomnost atomu chloru u takto vzniklych produktech lze
vyuzit k dalsi derivatizaci. Pfitom vznikaji 2,6,9-
trisubstituované puriny strukturné podobné Olomoucinu a
Roscovitinu.

MgCl cl MgCl

NN NN NN

P Y PN

kN/ N C\Mg)\N/ N Cl)\N/ N

R ) R R
3

Li Cl
L ﬁ
\)i > M—mgcl
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ﬂEIek{rofil (obvykle aldehyd)
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Zajimavych vysledki bylo dosazeno pii pokusu o stabi-
lizaci lithia v poloze 6 purinového jadra. Podafilo se ndm
ptipravit purin-6-yllithium 4 (R = Li), které je termicky
stabilnéjsi nez 6-lithiované 9-alkylpuriny 4 (R = alkyl),
u kterych byla popsina migrace lithia do polohy 8 (cit.”).
Reaktivita takto pfipraveného purinyllithia 4 a dalSich
metalovanych purint (napt. 5) bude rovnéz diskutovana.

Prdce byly financovina Grantovou agenturou Ceské
republiky (Grant 4islo: 203/03/0035)
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PRIPRAVA 6-ARYL- A 6-HETEROARYLPURINU
[2+2+2]-CYKLOTRIMERIZACEMI

PAVEL TUREK™®, MARTIN KOTORA™" a MICHAL
HOCEK"

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

6-Arylpurinové baze a nukleosidy vykazuji zajimavé
biologické vlastnosti (cytostatickd, antibakteridlni a anti-
myko-bakterialni aktivita).

Jedna z moznych metod vystavby benzenového kruhu
na purinech spociva ve vyuziti [2+2+2]-cyklotrimeriza¢nich
reakei alkynylpurini s alkyny ¢i diyny zprostiedkovanych
slou€eninami piechodnych kovl. V prvni fazi jsme se zameé-
fili na pfipravu 6-arylpurini | kocyklotrimerizaci 6-
alkynylpurini s o,®-diyny. Jako nejaktivnéjsi katalyzatory
cyklotrimerizace se ukazaly byt' komplexy Ni(0).

S
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Pro piipravu 6-pentasubstituovanych arylpurint Il byla
pouzita metoda zalozend na reakci zirkonacyklopentadienti
s 6-alkynylpuriny? v p¥itomnosti stechiometrického mnozstvi
komplexu NiBr,(PPh;),. Dal§im cilem bylo vypracovat
metodu pro pfipravu 6-heteroarylpurint I11. V tomto ohledu
byl studovan piistup zalozeny na kocyklotrimerizaci 6-di-
ynylpurini s riznymi alkyl-, aryl- a heteroarylnitrily za
katalyzy CpCo(CO),. Tato reakce byla studovana za riznych
reakénich podminek (zpusob iniciace katalyzatoru, teplota,
vliv rozpoustédla). Vybrané pfipravené 6-aryl- a 6-hetero-
arylpuriny byly testovany na cytostatickou aktivitu.

Tento projekt byl proveden za podpory grantu GA CR
(203/03/0035) a Centra pro nova antivirostatika
a antineoplastika MSMT (1M6138896301).
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STUDIUM BAKTERIALNICH SYMBIONTU PRI
BIODEGRADACI POLYVINYLALKOHOLU

T. VACLAVKOVA, A. VLCKOVA, J. RUZICKA,
M. KOUTNY a M. COUFALIKOVA

Ustav technologie ivotniho prostiedi a chemie, Univerzita
Tomase Bati ve Zliné, nam. TGM 275, 762 72 Zlin
vaclavkova@ft.utb.cz

Polyvinylalkohol (PVA) patii mezi Siroce uZzivané
syntetické polymery, ktery je za wurCitych okolnosti
pti biodegradaci polyvinylalkoholu se velmi ¢asto uplatiiuji
bakterialni symbiotické vztahy, v nichz jedna kultura
produkuje enzymy potiebné pro rozklad PVA a druhd
poskytuje urité riistové faktory pro onu kulturu prvni'.

V této praci byla studovana degradace PVA kulturou
OT3 v symbiotickém vztahu s Rhodococcus erythropolis.
Smésna kultura obou bakterii byla schopna rozlozit PVA ze
vstupni koncentrace 500 mg/l béhem 42 dnti cca z 80 %.
Nekteré vysledky ukazaly, Ze charakter jejich symbiotického
vztahu je odlisny od jinych, jiz popsanych, a proto byla
usporadana série pokust degradaci PVA pro objasnéni
faktoru symbiosy téchto kultur. Koncentrace PVA v poku-
sech byla méfena spektrofotometricky pouzitim Finleyho
metody, zaloZzené na barevné reakci PVA s jédem v ptitom-
nosti kyseliny borité. Vysledky ukézaly, ze kultura OT3 je
schopna degradace 1 v pfitomnosti mrtvé biomasy
Rhodococcus erythropolis (78,1 % degradace), z ¢ehoz bylo
mozné usuzovat, ze R. erythropolis ji nedodava enzym, ale
urcity rustovy faktor. Protoze k obdobnym vysledkiim vedl
ipfidavek inaktivni katalasy ke kultufe OT3 (70 %
degradace), bylo mozné usoudit, Ze onim faktorem symbiosy
je néktera aminokyselina nebo hem.
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VYUZITi KOBALTOVYCH KOMPLEX}"J
CYKLOBUTADIENU V MOLEKULOVE
ELEKTRONICE

MICHAL VALASEK" a JOSEF MICHL"

“Katedra organické chemie, Prirodovédecka fakulta,
Univerzita Karlova, Hlavova 2030, 128 40 Praha
Department of Chemistry and Biochemistry, University of
Colorado, Boulder, CO80309-0215, U.S.A.
michalvalasek@hotmail.com
Dikarbonyl(n’-cyklopentadienyl)kobalt  [CpCo(CO),]
50-ti letech!. Jednou z jeho reakci je tvorba
cyklobutadienovych komplext . e
/N
derivatii®. Tyto cyklobutadienové RR.
komplexy, diky své &tvercové
napiiklad v molekulové elektronice’ nebo materialové
chemii®.
komplexti substituovanych tetrafenylcyklobutadiend. Takto
piipravené sendvicové komplexy, majici vhodné funkéni
pomoci Suzukiho kaplingu®. Propojeni je bud’ pfimé nebo
ptes “aktivni mista” (1,10-fenanthrolin, 2,2 -bipyridyl), ¢imz
je ptes “molekulové izolatory” (bicyklo[1.1.1]pentany, 10-ti
a 12-ti vrcholové p-karborany, bicyklo[2.2.2]oktan) pro

ma velmi Siroké uplatnéni v chemii organokovil v poslednich
Rauschovou dimerizaci tolanovych
<D

symetrii, nachazeji Siroka uplatnéni

Bude predstavena metoda ke konstrukci kobaltovych
skupiny v para polohach na fenylu, byly navzajem propojeny
vznikaji “molekulové nanosenzory”. Posledni typ propojeni
vodivostni studie.

Y - H, SMe, S-terc-Bu, COOH,...
X-TMS, |, ...
Spojka - Ph, bifenyl, "molekulové izolatory", 1,10-Fenanthrolin, ...

Také bude prezentovana piiprava samoskladného
kobaltového komplexu zakonceného karboxylovymi kyseli-
nami, ktery ma substituovany cyklopentadienovy kruh
vykazujici afinitu k povrchu rtuti. Dale bylo vyuzito téchto
elektrondonornich ~ komplexd  pfi  konstrukci  série
,,molekulovych diod”.

Tento projekt byl financovan z granit GA UK 417/2004 a GA
CR 203/04/0921.
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STRUCTURAL STUDIES OF LIGAND BINDING OF
NATURAL KILLER CELL RECEPTOR, PROTEIN
CD69

ONDREJ VANEK?, PETR NOVAK", VLADIMIR
KOPECKY*, VLADIMIR KREN", JIRI BRYNDA"
a KAREL BEZOUSKA™

“Dept Biochem., Fac. Sci., Charles Universit, Hlavova 8, 128
40 Prague 2; st Microbiol., AS CR, Videnska 1083, 142
20 Prague 4, “Inst. Phys., Faculty of Mathematics and
Physics, Charles University, Ke Karlovu 5, 121 16 Prague 2;
“Inst. Mol. Genetics, AS CR, Flemingovo 2, 166 36 Prague 6

CD69 protein', an early activation antigen of human
lymphocytes, is one of the most studied surface receptor
molecules involved in tumour recognition by natural killer
cells. Although there is certain knowledge about its function
from immunological point of view, detailed structural
description of target recognition by natural killer cells is
missing, including identification of CD69 natural ligand.
CD69 receptor belongs to a group of C-type lectin-like
lymphocyte receptors and till now several types of possible
ligands have been identified or proposed: calcium cation,
various carbohydrate structures and even peptides. Crystal
structures of carbohydrate recognition domain (CRD) of
CD69 molecule have been already published™, but
crystallization conditions used does not favour ligand
binding. In this work we present our structural approach to
describe CD69 binding properties together with list of novel
therapeutically interesting ligands identified by inhibition
tests or equilibrium dialysis. After recombinant production
and optimalization of in-vitro refolding of soluble CRD
domain of CD69 protein, we analyzed its homogeneity by
FT-ICR mass spectrometry and its secondary structure was
determined by drop coating deposition Raman spectroscopy
method4. Further, ligand binding was examined both by
Raman spectroscopy and by protein crystallization. We
tested several types of proposed CD69 ligands, from single
monosaccharide ligand N-acetyl-D-glucosamine, to more
complex structures, such as antenary oligosaccharides
isolated from hen egg white protein ovomucoid, synthetic
peptidomimetic ligands based on calixarene core, or
heptapeptide ligand from mycobacterial heat shock protein
hsp60, which all binds with high affinity to CRD domain of
CD69 receptor. Although we found crystallization conditions
at neutral pH necessary for ligand binding and we achieved
high resolution crystal structures (the best at 1.8 A), none of
the ligand molecules were found in, except for calcium
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cations, which were proven by anomalous scattering on
synchrotron.

This work was supported by Ministry of Education of the
Czech Republic No. MSM 0021620808, by Institutional
Research Concept No. AVOZ 50200510, by Grant Agency of
the Czech Republic No. 301/05/P567, and by Grant Agency
of the Academy of Sciences of the Czech Republic No.
A5020403.
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ANTIMIKROBNI PROSTREDEK PRO OSETROVANI
OBUVI

PAVLINA VLTAVSKA, JAN RUZICKA, RAHULA
JANIS a PETR HLAVACEK

Fakutla technologicka, Univerzita Tomdse Bati ve Zliné,
Nam. T.G.M. 275, 762 72 Zlin
vitavska@ft.utb.cz

Vzhledem ke stale se zvySujicimu procentu populace
trpicimu mykotickymi onemocnénimi je tieba vyvijet a tes-
tovat nové protimikrobni latky. Mezinarodni statistiky
uvadéji, ze u kazdé tfeti osoby se na nohou vyskytuji
mykosy' a je tedy nezbytné zaméfit se kromé 1é¢by i na
prevenci téchto stavil. Velkou roli mize zejména u diabetikti
sehrat noseni obuvi vybavené podsivkovymi a stélkovymi
materialy s Upravami inhibujicimi rist patogennich mikro-
organismu (plisni, kvasinek i bakterii) a pfipadné i omezuji-
cimi rozvoj saprofytickych druht.

V soucasné dob¢ chybi na nasem trhu vhodné ptipravky
s zadoucimi protimikrobnimi vlastnostmi a proto se naplni
prace stalo oveéfeni uCinnosti pfipravku na bazi
monoacylglycerolu kyseliny kaprylové, u né¢hoz jiz byla
prokdzana vyznamni protimikrobni u¢innost’. Uprava
podsivkovych a  stélkovych  materiald  uvedenym
(navrzenym) prostiedkem byla testovana agarovymi testy,
v nichz byla odolnost upravenych vzorkl sledovana po jejich
kontaminaci patogenni plisni 7. mentagrophytes, patogenni
kvasinkou C. albicans, saprofytickou plisni 4. niger
a bakteriemi E. coli, K. pneumonie a S. aureus. Vysledky
ukazaly, Zze uprava materidli sice neinhibovala rlst
saprofytické plisné A4. niger, avSak zcela zabranila rozvoji
vSech testovanych patogennich druhti mikroorganismd.
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SYNTEZA MODIFIKOVANYCH NUKLEOZIDOV
A OLIGONUKLEOTIDOV NESUCICH BIPYRIDINOVE
ALEBO FENANTROLINOVE LIGANDY

MILAN VRABEL a MICHAL HOCEK

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

Oligonukleotidy obsahujice vo svojej Struktire
elektrochemicky marker su ¢asto pouzivanym nastrojom
v chemickej biologii alebo biofyzike (napr. pre Stadium:
hybridizacie DNA, interakcii protein-nukleovych kyselin,
prenosu naboja)'. Nukleobdza, znadena elektrochemickym

markerom, moéze po zabudovani do Struktiry DNA

reflektovat’  elektrochemické  zmeny  detekovatelné
fyzikalnymi metodami®.

a) N &)‘( NH,

2a-2b 2 N S

PA(APPC 'j & L =/ fw”)N

N
= ¢
N
DMTrO.
O

NH2

DMTrO

NHy  cul, Et;N Tro

Br< f\) \/—\' 3a
30-68%

e

N NH,

2c-2d

oy m f
KoCO;3 DMTrO
\d 3c

OH OH

DMTrO.

Vzhl'adom na uvedené skuto¢nosti sme sa rozhodli pre
syntézu modifikovanych nukleozidov nesticich bipyridinové
alebo fenantrolinové ligandy, ktoré moézu po komplexacii
s prechodnymi kovmi sluzit’ ako elektrochemické markery.

Sonogashira cross-coupling reakciou etynylbipyridinu
(2a) alebo etynylfenantrolinu (2b) s chranenym 8-bromo-
deoxyadenozinom (1) za katalyzy paladiom sme pripravili
konjugaty (3a) a (3b) v dobrych vytazkoch. Suzuki cross-
coupling reakcia pinakol esterov zodpovedajicich borono-
vych kyselin bipyridinu (2¢) a fenantrolinu (2d) poskytla
prislusné fenylénom premostené derivaty (3¢) a (3d).

Etynylbipyridinovy derivat (3a) bol po benzoylacii
amino skupiny adeninu prevedeny na N,N-diisopropyl-
fosforamidat a nasledne zabudovany pomocou S$tandartnej
automatickej oligonukleotidovej syntézy do Struktiry
oligonukleotidu vo vytazku 30 %.

Vzhladom na uvedené vysledky sme sa v dalSom
kroku rozhodli pre pripravu modelovych zlG¢enin pre
komplexacné reakcie s prechodnymi kovmi. Vysledky tejto
Casti prace budu v prezentacii taktiez diskutované.

Tato prdaca je sucastou EC Specific Targeted Research
Project Control of Assembly and Charge Transport Dyna-
mics of Immobilized DNA (CIDNA) a bola podporovand
Grantovou Agentirou CR (grant ¢ 203/03/0035). Autori
dakuju Dr. Pohlovi za meranie NMR spektier a Dr.
Rosenbergovi za syntézu oligonukleotidu.
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TRANSFORMACE C,HLOR,BENZOOVYCH KYSELIN
ROSTLINNYMI TKANOVYMI KULTURAMI

BLANKA VRCHOTOVA®, M. MACKOVA?,
T. MACEK" a K. FRANCOVA?*

“Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT, Technickd 3,
166 28 Praha 6; bUstav organické chemie a biochemie AV
CR, Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
vrchotob@yvscht.cz

V pftirodé se chlorbenzoové kyseliny mohou vyskytovat
v dasledku pouziti herbicidi v zemédélstvi, jsou
meziproduktem pii vyrobé nékterych barviv a 1ékd a v ne-
posledni fad¢ vznikaji jako produkty horni bakterialni drahy
odbouravani polychlorovanych bifenyld. Jejich dalsi osud a
moznost odstranéni z Zzivotniho prostfedi zavisi na jejich
koncentraci, struktufe a také na organismech vyskytujicich se
v daném ekosystému.

Bakterialni metabolismus chlorbenzoovych kyselin je
jiz pomérné dobfe prostudovan na rozdil od rostlinného.
Cilem mé prace je zjistit, zda jsou rostliny schopné
transformovat chlorbenzoové kyseliny, urcit produkty, které
pfi tomto procesu vznikaji a zméfit toxicitu jednotlivych
chlorbenzoovych kyselin pro buiiky vyssich rostlin.

Jako model byly vybrany rostlinné tkanové kultury tii
rostlinnych druhi  péstované in vitro. Embryogenni
morfologicky diferencovana kultura kienu selského
(Armoracia rusticana K 54), kalusova kultura tabaku
virzinského (Nicotiana tabacum var. Wisconsin 38)
a diferencovana kultura typu “hairy root* lilku cerného
(Solanum nigrum SNC 90), u kterych byla primarné
prokazana schopnost degradace PCB.

Bylo prokazano, Zze rostlinné buniky metabolisuji
chlorbenzoové kyseliny. Uginnost procesu je zavisla
podobné jako u mikroorganismi na mnozstvi a poloze chlorti
v molekule chlorbenzoové kyseliny a pouzitém rostlinném
druhu. Nejvyssi schopnost transformace (témét 100 %)
prokazaly buiiky rostlinné tkanové kultury lilku ¢erného s 2-,
3-, 4-chlorbenzoovou kyselinou, 2,3-di, 24-di, 2,5-
dichlorobenzoovou kyselinou a 2,3,5-trichlorobenzoovou
kyselinou.

Analyza produktti transformace 2,4-dichlorobenzoové
kyseliny buikami kultury lilku ¢erného prokazala vznik
methylesteru 2,4-dichlorobenzoové kyseliny. Obdobné byl
methylester nelezen i po transformaci 2,3-dichlorobenzoové
kyseliny.
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Meéfeni toxicity jednotlivych chlorbenzoovych kyselin
na modelu diferencované kultury typu “hairy root* lilku
¢erného prokazalo riiznou toxicitu pro buiiky vyssich rostlin.
Nejvyssi toxicita pro rostlinné buniky byla naméfena u

Py

chlory v molekule chlorbenzoové kyseliny.

Tato prdce byla podporovéina granty GA CR 203/06/0563
a MSM 6046137305

DIFFERENTIAL EFFECTS OF SELECTED
NATURAL COMPOUNDS WITH ANTI-
INFLAMMATORY ACTIVITY ON THE
GLUCOCORTICOID RECEPTOR AND NF-«B IN
HeLa CELLS

RADIM VRZAL and ZDENEK DVORAK

Institute of Medical Chemistry and Biochemistry, Medical
Faculty, Palacky University, Hnévotinska 3, 775 15 Olomouc

In this work we investigated the effects of natural
compounds with anti-inflammatory activity (berberine,
sanguinarine, chelerythrine and colchicine) on two important
anti-inflammatory and pro-inflammatory players, i.e.
glucocorticoid receptor (GR) and nuclear factor kappa B
(NF-kB), respectively'.

Colchicine and berberine had no effect on the nuclear
translocation of the p65 subunit of NF-kB and these
compounds did not affect nuclear translocation of the GR as
well. Colchicine caused rapid degradation of the GR protein.
Sanguinarine and chelerythrine elicited the nuclear
translocation of both p65 and GR. None of the tested
compounds triggered GR and/or NF-xB transcriptional
activities, as monitored by reporter assays using HeLa cells
transiently transfected with glucocorticoid response element
(pGRE-LUC) and/or NF-kB elements fused to luciferase
gene (pNF-«kB-luc), respectively. The binding of 3H-labelled
glucocorticoid to GR was significantly decreased by
sanguinarine and chelerythrine.

In conclusion, structurally diverse natural antiflogistics
displayed differential effects on GR and NF-kB, the factors
being often targets in the inflammatory combat.

This research was supported by grant MSM 6198959216
from the Ministry of Education, Youth and Sports of the
Czech Republic, and by grant GACR 303/04/P074 from the
Grant Agency of the Czech Republic.
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FUNCTION OF THE ANTI-APOPTOTIC Bcl-2
PROTEIN IS CHANGED BY POSTTRANSLATIONAL
MODIFICATION

EVA ZAHRADNiCKOVAf, JANA VANKOVA®,
VENDULA MACECKOVA® a JAN SMARDA?
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Linie monoblastd transformovanych onkogenem v-myb
viru pta¢i myeloblastézy (BM2) je vhodnym modelem pro
studium AML. V na$i laboratofi ji vyuzivame pro analyzu
molekularnich mechanismu proliferace, diferenciace a apop-
tézy. Jednim z proteini ovliviiujicich prubéh programované
bunécné smrti je anti-apoptoticky protein Bcl-2, ktery je v
burice lokalizovan v membranach mitochondrii, ER nebo
jadra. Predpoklada se, ze jeho ucinek je pevazné dtsledkem
interakce s pro-apoptotickymi proteiny, které jsou touto
vazbou inaktivovany. Pro podrobné&jsi studium funkce
proteinu Bcl-2 jsme vytvotili derivat linie BM2 exprimujici
gen bel-2. Neocekavané jsme prokazali, ze buiky BM2 se
zvy$enou hladinou proteinu Bel-2 (BM2Bcl2) vykazovaly jiz
po 24 hodindch vyrazné snizenou viabilitu, kondenzaci
chromatinu, fragmentaci jader a internukleozomové Stépeni
DNA. Westernovym pienosem jsme v bunikich BM2Bcl2
prokazali vyskyt neobvyklych forem proteinu Bcl-2 o vyssi
molekulové hmotnosti, jejichz pfitomnost je ziejmé
disledkem posttranslaénich modifikaci. Vyskyt tézsich
forem neni specificky pouze pro linii BM2Bcl2, detekovali
jsme je i ve fibroblastech QT6 a bunkach osteosarkomu
Saos-2 po transfekci cDNA kodujici Bel-2. Fosfospecifickou
protilatkou jsme prokazali, ze se jedna o modifikaci
fosforylaci. Z imunoprecipitacnich experimentd vyplyva, ze
hyperfosforylovany protein Bcl-2 neni schopen interakce se
svymi cilovymi proteiny (napf. Beclin-1) a proto ziejmé neni
schopen plnit svou anti-apoptotickou funkci.

Tato prace byla podporovana granty 301/06/0036 Grantové

agentury Ceské republiky a MSM0021622415 Ministerstva
Skolstvi mladeze a télovychovy Ceské republiky.
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Asociace Ceskych chemickych spole¢nosti
a Asociacia slovenskych chemickych
a farmaceutickych spolo¢nosti
ve spolupraci se spolecnosti
Spolek pro chemickou a hutni vyrobu a.s.
a
Univerzitou J. E. Purkyné v Usti nad Labem
poradaji

58. Sjezd
chemickych spole¢nosti
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4.—8. 74f 2006, Usti nad Labem

Odborny program probéhne v nasledujicich sekcich:

Analyticka a fyzikalni chemie
Anorganicka a materialova chemie
Organicka a farmaceuticka chemie
Petrochemie a polymery

Vyuka, informatika a historie chemie
Chemie zivotniho prostiedi

Chemie potravin a biotechnologie
Primyslova chemie - CHEMPROGRESS

PNAN R LD~

Plenérni pfispévky dosud potvrdili nasledujici prednasejici:
C. Nither (Heyrovského-Ilkovi¢ova-Nernstova prednaska)
J. Moravcova (Santavého piednaska)

Prednasky k 80. narozeninam doc. K. Blahy:
J. Vicar, P. Malon, M. Flegel

VIP ptednésky:
P. Zuman, F. Tureéek, V. Vétvicka, V. Kien, V. M. Kral,
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Hlavni ptednasky v piislusnych sekcich:
M. Navratil, D. Berek, S. Schmidt, P. Kutschy, P. Szolcsa-
nyi, K. Jesenak, K. Florian, P. Silny, M. Remko.

Teminy:

Druhy obé&znik na webu 18.3.2006
Registrace za standardni poplatek 15.5.2006
Zaslani abstraktu pro sbornik 15.5.2006

Kontakt pro zaregistrované ucastniky: info@orgit.cz
Adresa pro pisemny styk: Ceska spoleénost chemicka,
Novotného lavka 5, 116 68 Praha 1

Dalsi informace na adrese: http://www.sci.ujep.cz/sjezd

415

Sjezd se kona v Usti nad Labem, vyznamném stiedisku
Ceského chemického priamyslu v roce, kdy Spolek pro
chemickou a hutni vyrobu, a.s., oslavi 150. vyro¢i svého
zalozeni. Kona se také v roce, kdy Ceskéd spolednost che-
mickd vydava sty ro¢nik casopisu ,,Chemické listy*.
A v neposledni fads je konani sjezdu v Usti n. L. i reflexi
toho, ze na Univerzité¢ Jana Evangelisty Purkyné byla nové
zfizena Pfirodovédecka fakulta, teprve druha v Cechéch,
a byla tak posilena i pozice chemickych obor v regionu.

Ukastnicky poplatek se sklada z nasledujicich polozek
(fakturovanych separatn¢):

vlastni registracni poplatek, zahrnujici veskeré organi-
zacni naklady, doprovodné akce a sbornik sjezdu — 8.
¢islo Chemickych listi,

ubytovani dle individualni objednavky. Ubytovani je
zajisténo na kolejich UJEP — jedna se o jednoltizkové
pokoje s vlastnim socialnim zafizenim, cena za noc je
230 CZK,

stravné dle individualnich objednavek, cena obéda ¢i
vecete je 75 CZK, snidan€ je zahrnuta v cené ubytovani
a nevyuctovava se.

Registracni poplatek pro ¢lena nékteré ze spolecnosti aso-
ciace je 2600 CZK v fadném terminu, 3200 CZK za pozd-
ni registraci (fddnym terminem se rozumi ptihlaSeni do
15.5.2006). Registracni poplatek pro necleny je 3100 CZK
v fadném terminu a 3500 CZK po terminu.

Studentim bude poskytnuta sleva cca 700 CZK z tohoto
registracniho poplatku (poplatek ¢ini 1900 CZK v fddném
terminu a 2500 CZK po terminu). Studentsky poplatek je
podminén Clenstvim v nékteré ze spolecnosti asociace.
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