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Mezi rostlinné  glyceroglykolipidy patfi mono-
galaktosyldiacylglyceroly = (MGDG), digalaktosyldiacyl-
glyceroly (DGDG) a  sulfoquinovosyldiacylglyceroly

(SQDQG). Tyto lipidy utvafi strukturu biologickych membran
fotosyntetizujicich organismd. Jednotlivé molekuly se lisi
pfitomnosti riznych mastnych kyselin vazanych v poloze sn-1
a sn-2 na glycerolu. Zajem o studium téchto lipidi vzrusta

kim'.

V ramci této prace byly lipidy izolovany z rostlin pomo-
ci modifikované Folchovy metody a tenkovrstvé chromato-
grafie na silikagelu. Ziskané glyceroglykolipidy byly separo-
vany na koloné Nucleosil C18. K charakterizaci lipida byla
pouzita hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci
v kladném i zaporném moédu. Pouzivan byl hmotnostni spek-
trometr s nizkym i vysokym rozlisenim.

Separace MGDG bylo docileno v bindrnim systému
methanolu a vody, pti¢emz pocatecni slozeni gradientu odpo-
vida 75 % methanolu a 25 % vody. Celkova doba analyzy je
90 minut. Pro separaci DGDG je nutné pouzit ternarni gradi-
ent acetonitrilu, methanolu a vody. Po¢ateéni sloZeni optima-
lizované mobilni faze odpovida 65 % acetonitrilu a 35 %
vody, na konci analyzy je v mobilni fazi pfitomen pouze me-
thanol. Celkova doba analyzy je 80 minut. V ramci studia
eluéniho chovani SQDG byly doposud provedeny dil¢i expe-
rimenty. V soucasné dob¢ je vyvijen izola¢ni postup, ktery by
zajistil u¢innéjsi extrakei téchto lipida z rostlinného materialu.

Pomoci optimalizovanych metod byly identifikovany
oxidované i neoxidované formy glyceroglykolipidi. Bylo
zjisténo, Ze pro spravnou identifikaci mastnych kyselin vaza-
nych na glycerolu je nutné vyuziti vysokého rozliseni, protoze
spektra oxidovanych a neoxidovanych forem jsou velmi po-
dobna.

Optimalizované metody byly mimo jiné pouZzity pro
charakterizaci MGDG a DGDG v husenicku rolnim
(Arabidopsis thaliana). Celkem bylo identifikovano 73 galak-
tolipidd, pficemz 27 z nich bylo popsano nové (16 oxidova-
nych/11 neoxidovanych).

Tato price vznikd za podpory grantu GA CR 203/09/0139,
vyzkumnych zameri 74 055 0506, MSM 0021620857
a projektu SVV 2012-265201.
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Aminoderivaty naftalenu a bifenylu jsou, jakoz i jiné
aminoderivaty polycyklickych aromatickych uhlovodika
(APAH), prokazané ¢ podezielé karcinogeny a mutageny'?.
Polohové isomery organickych sloucenin jako chemicka indi-
vidua mohou mit rizné biologické ti€inky. Z tohoto divodu je
zadouci je od sebe odlisit. Elekrochemicky oxidovatelna ami-
noskupina umoziuje elektrochemickou detekci APAH
s vyuzitim tradi€nich i netradi¢nich elektrodovych materidld,
napf. na bazi bérem dopovaného diamantu. Ten si ziskal obli-
bu predevsim diky Sirokému potencidlovému oknu, odolnosti
vii¢i pasivovani a mechanické a elektrochemické stabilits’.
Tato prace se zabyva moznosti ampérometrické detekce vy-
branych genotoxickych aminoderivati polycyklickych aroma-
tickych uhlovodikid, konkrétné 1-aminonaftalenu, 2-amino-
naftalenu, 2-aminobifenylu a 4-aminobifenylu, v HPLC.

Jako pracovni elektrody ampérometrického detektoru
byly pouzity platinova elektroda v mikrocylindrickém®
a tubularnim® uspotadani a bérem dopovana diamantova elek-
troda ve wall-jet uspofadani. Byly optimalizovany detekéni
podminky, zméfeny kalibrac¢ni zavislosti a uréeny meze stano-
vitelnosti jednotlivych latek a porovnany pracovni charakte-
ristiky jednotlivych detektord. Dale byla vyvinuta metoda
stanoveni nanomolarnich koncentraci studovanych latek
v lidské moc¢i pomoci HPLC-ED s vyuzitim ptedbézné sepa-
race a prekoncentrace pomoci extrakce na tuhé fazi.

Tato prdce byla financné podporovina MSMT CR (projekt
MSM 0021620857 a KONTAKT (AMVIS) projekt ME10004),
Univerzitou Karlovou v Praze (projekt SVV 2012-265201,
projekt UNCE 2012/44 Center for Supramolecular Chemis-
try), a Grantovou agenturou Ceské republiky (projekt
P206/12/G151). JZ dékuje Univerzité Karlove, Prirodovédec-
keé fakulté (projekt STARS) za financni podporu.
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Soucasnym trendem v kapalinové chromatografii je
miniaturizace, coz umoziuje pouziti drahych aditiv, snizit
spotfebu mobilnich fazi i mnozstvi davkovaného vzorku.
Pouziti monolitickych stacionarnich fazi v kapilarni chroma-
tografii je velmi vyhodné z hlediska jejich snadné pripravy
piimo uvniti kiemenné kapilary. Monolit je souvisly kus po-
rézniho materialu, ktery vypliuje cely prostor kolony a pfi-
pravuje se radikalovou polymeraci smési obsahujici funkéni
monomer, sit'ujici monomer, porogenni rozpoustédla a inicia-
tor reakce.

Za ucelem zvySeni U€innosti separace nizkomolekular-
nich latek byl studovan vliv délky fetézce situjictho monome-
ru v polymetakrylatovych monolitickych kolonach. Zakladni
polymeracni smés obsahovala funkéni monomer lauryl me-
takrylat a ethylen dimetakrylat jako sit'ujici monomer. Ten byl
v polymeraéni smési postupné nahrazovan dimetakrylaty
s riznou délkou fetézce mezi dvéma metakrylatovymi jednot-
kami. Postupnou optimalizaci byla pro chromatografii
v systému obracenych fazi piipravena kolona umoziiujici
velmi rychlou izokratickou separaci smési Sesti alkylbenzenti
pod dvé minuty. Jeji u€innost dosahla 71 000 teoretickych
pater/metr pro zadrzovanou latku benzen.

Siln€ polarni latky jsou velmi t€zko délitelné v systému
obracenych fazi, a proto byla polymera¢ni smés optimalizova-
na také pro pouziti v chromatografii hydrofilnich interakci,
ktera umoziuje dostateCnou retenci pro jejich rozdéleni.
Lauryl metakrylat byl nahrazen zwitteriontovym funkénim
monomerem a po optimalizaci slozeni polymeracni smési za
pouziti riznych sit'ujicich monomert byla vybrana kolona
s ucinnosti 69 000 teoretickych pater/metr pro zadrzovanou
latku thiomocovinu.

Optimalizované kolony byly pouzity pro separace kom-
plexnich smési fenolickych latek. Dale byl studovan vliv pra-
covni teploty na kvalitu separace a ziskané poznatky byly
aplikovany v dvourozmérné kapalinové chromatografii.

Ptipravené monolitické kolony mohou byt s ispéchem
pouzity vsude tam, kde je potieba ziskat rychlé a ptesné infor-
mace o slozeni komplexnich smési polarnich i nepolarnich
latek v malém mnozstvi vzorku. Je tedy mozné je vyuzit pro
analyzy potravinaiskych vzorki, analyzy vzorkt zivotniho
prostiedi anebo separace biologicky aktivnich latek.

Tato prace vznikla za podpory projektu GA CR P206/12/0398.
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B-N-acetylhexosaminidasa (EC 3.2.1.52) katalyzuje
hydrolyzu koncovych N-acetylglukosaminovych a N-acetyl-
galaktosaminovych jednotek oligosacharidii a glykokonju-
gatd'?. U hub a rostlin je soudasti bindrnich chitinolytickych
systému, které hraji dilezitou roli pfi regeneraci bunéénych
stén, uchyceni organismu k podlozce a podobné. Hexosami-
nidasa se vSak vyskytuje i u ¢loveka, kde se ucastni degradac-
nich procesi.

V této praci byla vyvinuta elektroforetickd metoda pro
stanoveni N,N‘,N‘*-triacetylchitotriosy, N,N‘-diacetylchitobio-
sy a N-acetylglukosaminu, jako substrat a produktu studova-
ného enzymu. Metoda byla uspéSné vyuzita pro automatizo-
vané sledovani prib&hu reakce a pro stanoveni nékterych
vlastnosti enzymu, jako je zavislost aktivity na pH nebo urée-
ni substratové specificity.

Kromé klasického provedeni v tzv. offline uspofadani,
tedy s enzymovou reakci probihajici ve vialce mimo elektro-
foreticky systém, jsou studovany také moznosti vyuziti tzv.
online pfistupu, kdy k miseni substratu a enzymu, jejich reak-
ci a separaci produktli dochazi pfimo uvnitf kapilary. Kon-
krétné jde o vyuziti metody ,,Transverse Diffusion of Laminar
Flow Profiles (TDLFP)’, ktera na rozdil od d¥ivsjsich online
metodik nevyzaduje znalost elektroforetickych pohyblivosti
enzymu a substratu. Nespornou vyhodou online pfistupu je
minimalni spotfeba substratu a enzymu, ktera se pohybuje
v fadu stovek nanolitrii. Vysoky stupein automatizace s sebou
ptinasi zvySeni reprodukovatelnosti a snizeni rizika kontami-
nace nebo ztraty vzorku.

Tato prdace vznikla za podpory Univerzity Karlovy v Praze
(projekt SVV 2012-265201), GAUK (projekt 710) a MSMT
CR (projekt MSM0021620857).
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Praca bola zamerana na pociatoéné overenie moznosti
analyzy sacharidov vyskytujucich sa vo vzorke popri latkach
proteinového charakteru. Vyskum sme vykonali na modelovej
vzorke, ktort predstavoval vyzivovy doplnok s lie¢ebnym
ucinkom s komerénym nazvom Wobenzym, ktory obsahuje
Sest’ druhov enzymov a medzi pomocnymi latkami aj mono-
hydrat laktézy asacharézu. Vyvinuli sme jednoduchu
a rychlu metodu Upravy vzorky na odstranenie proteinov po-
mocou pridavku acetonitrilu a naslednej Gpravy na sorbente
Silasorb Amin. Na separaciu sacharidov sme vyuzili HILIC-
HPLC-ELSD metodu. Obsah sachardzy v jednej tablete vyzi-
vového doplnku shmotnostou 300 mg sme stanovili na
21,1 £ 0,7 mg a laktézy na 18,9 + 0,9 mg.

Postupy a metddy vyuzité v tejto praci buda dalej zuzit-
kované pri analyze glykoproteinov na naSom pracovisku, na
ktorych  spravnu identifikaciu je vhodné proteinovi
a sacharidovu zlozku analyzovat’ osobitne.

Tato praca vznikla vdaka podpore projektu Priemyselny vy-
skum novych lieciv na baze rekombinantnych proteinov, ITMS
projektu: 26240220034. Agentura Ministerstva skolstva, vedy,
vyskumu a Sportu SR pre Strukturdlne fondy EU: Podporuje-
me vyskumné aktivity na Slovensku/Projekt je spolufinancova-
ny zo zdrojov EU.
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Recently, a great deal of emphasis has been placed on
the protection of national products accordingly to European
Union legislation. For instance, alcoholic beverages made
from fruits of Service Tree (Sorbus Domestica) are specified
for Slovakia and Czech Republic region. These distillates are
often valued by experts due to their specific aroma and taste
characteristics, which are defined by presence of particular
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organic compounds. In addition, Service Tree fruits are fa-
mous for its antioxidant effect and a few studies have been
devoted to this question'?.

Thus, our work was devoted to determination of volatile
organic compounds content of Service tree distillate (Bosaca
distillery, Slovakia). Liquid-liquid extraction procedure with
pentane was applied for the preconcentration. For the separa-
tion and analyzing comprehensive gas chromatography sys-
tem coupled to time-of-flight mass spectometry (GCxGC-
TOF MS) was used.

In order to obtain a more detailed analysis of the sample
two column systems with different separation mechnisms
were utilized. Such approach provides a possibility to observe
VOC profile of the alcoholic distillate from different points of
view. For example, the combination of non-polar HP-PONA
(50 m x 0.2 mm x 0.5 pum) column in the first dimension and
semi-polar BPX-50 (2 m x 0.1 mm x 1 pm) column is very
effective for separation of non-polar compounds and is
atypical orthogonal system. Whereas a application of high
polar DB-FFAP (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm) for the first
dimension allows to improve separation of polar compounds
and the chromatographic system receives some features of
reverse orthogonality. The results obtained from these two
column combinations have been compared and more than 400
compounds have been identified. The identification of com-
pounds was performed using the data software and also with
application of GCxGC data of standard compounds.

This work was supported by project VEGA no. 1/0972/12.
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Stadium povrchovych nanostruktur je délezité z hladi-
ska ich $irokého uplatnenia v roznych aplikaciach. Snahou je
Studovat’ komplexné funkéné systémy so Specifickymi vlast-
nost'ami. Toto sa da docielit’ podrobnym skiimanim supramo-
lekulovych povrchovych nanostruktar, ktoré v nasom projekte
z chemického hl'adiska pozostavajii z hostitel'skej molekuly f3-
cyklodextrinu, do ktorej je implementovana nanocastica Fe.
Cely tento komplex sa nachddza na zlatom substrate. Tiolova-
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né cyklodextriny boli zvolené zdmerne, kvoli ich schopnosti
tvorit’ inkluzné komplexy a schopnost’ viazat' sa na substrat
zlata. Na rozhrani pevnej a plynnej fazy moze dojst’ k inklu-
dovaniu anorganickej molekuly do kavity cyklodextrinu, pri-
¢om vznikd supramolekulovy komplex. Cyklodextriny st
taktiez schopné vytvarat' Struktiry podobné samoposklada-
nym monomolekulovym vrstvam (Self-Assembled Mono-
layers, SAM) na povrchoch tuhych planarnych substratov.

Tvorbu a spravanie sa vzniknutych supramolekulovych
povrchovych nanoStruktir je mozné analyzovat' technikou
hmotnostnej spektrometrie sekundarnych iénov. Pomocou
tejto analytickej techniky je mozné skumat fragmentaciu
monotiolovaného B-cyklodextrinu a vyskyt supramolekulové-
ho komplexu na zlatom povrchu. Experiment tvorby inkliizne-
ho komplexu monotiolovany B-cyklodextrin + Fe je vykonany
priamo v predkomore hmotnostného spektrometra pomocou
Knudsenovej efiiznej cely. Daldou vyhodou je vysoké vakuum
v hlavnej komore, rovnako ako aj v predkomore, ¢o zarucuje
inertné prostredie merania a pripravy. Hlavnym zamerom
tohto projektu je podrobné prestudovanie a zefektivnenie
pripravy supramolekulovych povrchovych nanostruktir po-
zostavajucich z komplexu hostitel’ — host’ (hostitel’ — tiolovany
B-cyklodextrin, host’ — Fe) na zlatom povrchu.

Stadium tvorby supramolekulovych komplexov so Zele-
zom na substrate je v dne$nej dobe vysokoaktudlna téma'
vd’aka ich moznému uplatneniu v oblasti informacnych tech-
nologii.

Tato prdca vznikla za podpory grantov ERDF OP R&D,
Project ‘meta-QUTE- Centrum excelentnosti kvantovych
technologii’ a APVV-0491-07.
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Malondialdehyd (MDA), jako marker lipidové peroxida-
ce, se pouziva ke stanoveni oxidacniho stresu v biologickych
systémech. Oxida¢ni stres nezahrnuje pouze lipidovou pero-
xidaci, tedy poSkozeni lipidd, ale také poskozeni proteind
a DNA. Cilem této studie bylo zjistit, zda jsou lipidy poskozo-
vany spolecné s proteiny, nebo poskozeni lipidi probihd od-
lisn€ nez je u proteintl. V této studii byly pouzity buiky lid-
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ského monocytarniho lymfomu (U937) a k nim byl pfidan
roztok peroxidu vodiku nebo roztok peroxidu vodiku se sira-
nem zeleznatym. Tato smés byla inkubovana 30 minut ve tmé
pfi laboratorni teploté. Nasledné byly buiiky centrifugovany,
pomoci ultrazvuku rozbity a nakonec k nim byl ptidan roztok
2,4-dinitrofenylhydrazinu (DNPH). Toto derivatiza¢ni ¢inidlo
vytvofilo s malondialdehydem komplex MDA-DNPH, ktery
byl méfen pomoci HPLC s UV detekci pii 310 nm (cit.").
Mobilni faze byla pfipravena z 25 mM triethylaminu s pH 3,5
a acetonitrilu vpoméru 1:1. Dale byla pouzita kolona
s reverzni stacionarni fazi C,g a ptedkolonou se stejnou stacio-
narni fazi. Analyza probihala 10 min pfi 35 °C. Ze zméfenych
analyz bylo zji§téno, Ze po pfidani peroxidu vodiku k buitkam
U937 nedoslo k zddnym zménam v hladinich MDA-DNPH
ve srovnani s kontrolnim vzorkem. Naproti tomu pii pouziti
peroxidu vodiku se siranem zeleznatym, kdy dojde
k Fentonové¢ reakci a vzniku hydroxylového radikalu, doslo
ve srovnani s kontrolnim vzorkem ke ¢tyfnasobnému nartstu
hladiny MDA-DNPH. Tyto vysledky potvrzuji, ze lipidy nej-
sou primarnim cilem reaktivnich forem kysliku a k poskozeni
lipida nestaci jen peroxid vodiku, nybrz hydroxylovy radikal
vytvofeny Fentonovou reakci.

Tato prace vznikla za podpory grantii
CZ.1.05/2.1.00/01.0030, CZ.1.05/2.1.00/01.0007,
MSM6198959215 a MSM6198959223.
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Cytochromy P450 (P450) jsou terminalnimi monooxy-
genasami biotransformacniho systému, ktery se ucastni deto-
xikace cizorodych latek, metabolismu 1é¢iv a bohuzel i akti-
vace nékterych karcinogend. Katalyticka aktivita nékterych
P450 je ovlivitovana jejich fakultativnim redoxnim partnerem
cytochromem bs, ktery mtze v katalytickém cyklu P450 zpro-
sttedkovavat pienos druhého elektronu.

K rozsiteni dosavadnich zjisténi o struktufe zkoumanych
proteint a jejich vzajemnych interakcich, konkrétné v malo
prozkoumané oblasti jejich ukotveni v lipidické membrané,
jsme vyvinuli novou metodu fotoznaceni. Pii rekombinantni
expresi cytochromu bs jsme nahradili 3 methioniny lokalizo-
vané v membranové kotveé proteinu fotoaktivovatelnym analo-
gem methioninu, ktery se po ozafeni UV svétlem kovalentné
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vaze na blizké aminokyselinové fetézce a fixuje tak jejich
piipadnou interakci. Fotoaktivovatelny cytochrom bs jsme
pouzili jako sondu k mapovani membranové topologie P450
2B4. Oba cytochromy jsme in vitro rekonstituovali v lipidické
membrang, smés jsme fotoaktivovali a elektroforeticky jsme
separovali vzniklé reakéni produkty. Podle molekulové hmot-
nosti se patrné jednd o komplexy obou proteini v molarnich
pomérech 1:1, 1:2 a 2:1. Jednotlivé proteinové komplexy byly
vyfiznuty z gelu a po odbarveni Stépeny proteasou. Vznikla
smés peptidi byla analyzovana LC-FT-ICR hmotnostni spek-
trometrii s vysokym rozliSenim.

Identifikovali jsme interagujici aminokyseliny cytochro-
mi v prostiedi lipidické membrany a vibec poprvé jsme také
pfimo potvrdili interakci membranovych helixd zkoumanych
proteintl. V zavislosti na experimentalnim provedeni rekonsti-
tuce proteini do lipidické membrany byla predpokladana
slabsi/silnéjsi vazba cytochromu bs. Nasim pfistupem bylo
pravdépodobné nalezeno odlisné kovalentni spojeni proteint
odpovidajici strukturné odlisné orientaci cytochromu bs
v lipidické membrang.

Ziskané strukturni informace jsou vyuzity pro zpfesio-
vani in silico modelt jejich interakce, validaci experimantral-
nich postupll in vitro rekonstituce a nasledné i vysledka far-
makologického ¢i toxikologického testovani v tomto systému.

Podporovino  GA CR  (P207/12/0627 a  305/09/H008)
a projektem Univerzity Karlovy v Praze (projekt UNCE #42).
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Ciel'om prace bol vyvoj novych metdd kapilarnej elek-
troforézy (CE) na Cipe pre separaciu a stanovenie niektorych
neprchavych vedlajSich produktov dezinfekcie pitnych vod,
ktoré vznikaju pri chloracii, prip. ozonizacii. V tomto kontex-
te boli Studované kyseliny monochléroctova, dichléroctova,
trichléroctova, monobromoctova a dibromoctova. Halogénoc-
tové kyseliny (HAA) su toxické pre I'udi, zivocichy a rastliny
a niektoré z nich vykazuju karcinogénne vlastnosti.

CE separacie boli realizované na ¢ipe so spajanymi ka-
nalikmi (CC) a vodivostnymi detektormi umiestnenymi na
oboch  koncoch  separaénych  kanalikov.  Zoénovo-
elektroforetické separdcie (ZE) uskuto¢iiované v druhom
separatnom kanaliku boli kombinované s elektroforetickou
(ZE-ZE) alebo izotachoforetickou (ITP-ZE) prekoncentraciou
analytov. ZE separacie halogénoctovych kyselin boli Studova-
né v roznych nosnych elektrolytoch v rozmedzi pH 4-6. Pri
ITP-ZE separaciach halogénoctovych kyselin bola ITP pouzi-
ta na CC Cipe ako davkovacia technika vzorky. ITP separacie
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boli uskutocniované pri nizkom pH (pH 4) s cielom odstranit’
potencialne interferujice zlozky (slabé kyseliny) pritomné
v pitnych vodach.

Pre Studované analyty boli dosiahnuté RSD hodnoty
migraénych ¢asov v rozmedzi 0,1-2,7 %. Pre plochy ich pi-
kov boli dosiahnut¢ RSD hodnoty v rozmedzi 1,2-9,9 %.
Pouzitim 900 nl objemu davkovanej vzorky na ¢ip boli ziska-
né detekéné limity (LOD) v rozmedzi 45-180 pg 1™ pre ana-
lyty. Pri ZE stanoveniach sa vytaznosti HAA pohybovali v
rozsahu 67-101 % a pri ITP-ZE stanoveniach sa dané hodno-
ty pohybovali v rozmedzi 59-103 %. Niz§ie vytaznosti Studo-
vanych HAA boli predovsetkym sposobené ich adsorbciou na
povrch kanalikov na Cipe.

Studované boli aj rézne aniénicky migrujiice latky, ako
potencidlne komigrujuce zlozky, pritomné na roéznych kon-
centraénych turovniach v pitnych vodach (chlorid, fluorid,
bromid, jodid, siran, oxalat, dusi¢nan, dusitan, octan a fosfat).
Pri ITP-ZE stanoveniach  halogénoctovych  kyselin,
z uvedenych zloziek interferovali iba octan a fosfat. Negativ-
ny vplyv danych zloziek v realnych vzorkach vod bol elimi-
novany pouzitim off-line predupravy na baze extrakcie mem-
branou (SLME). Tato predipravna technika umoznila selek-
tivnu extrakciu a prekoncentrovanie analytov v realnych vzor-
kach pitnych vod.

Tato prace vznikla za podpory grantov VEGA 1/1149/12, VVCE
0070-07 and OPVaV-2009/4.1/02-SORO (CE Green II).



