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Véda Zije!

,»Moderni Zivot na nas zada védomosti, kterych nema-
me; uzivame véci, kterym nerozumime, zasahujeme do
dejii, o kterych nevime skoro nic. Stat za nas a v nasem
Jménu hospodari s vychovou, s hygienou, s technikou,
s pravnimi pojmy i se samotnou védou, a my o nich neznd-
me nic nebo skoro nic. Jsme povolani kontrolovat véci,
o kterych jsme informovani malo nebo Spatné. Nikdy
v déjindch svéta nebylo tolik moznosti a tak naléhava po-
treba univerzalniho vzdelani; a prave v té dobé selhavame
my a selhava i véda, ktera nam to vzdeélani ma dat. Vedeni
nebude k nicemu, nebude-li stile a pozorné obraceno
v obecné vzdélani. Ma-li véda vyvadeét lidi nejenom z jejich
nevédomosti, ale i z mezi jejich Zivotni specializace, musi
zacit sama u sebe; musi hledat cesty k tomu, aby neziistala
jen profesi odbornikii, nybrz znovu se stivala soucasti
kultury. Driv se tomu Fikalo popularizace védy; to zname-
na, ze se véda snazila byt popularni a zabavna. Dnes jde
o0 néco vic: aby véda byla délnd a Zivotné aktivni, aby po-
mahala utvaret Zivot a odpovidat na jeho otdzky; procez
Feknéme tomu radéji demokratizace védy. '

T7i cétvrté stoleti uplynulo, a Capkova slova stdle pla-
ti. Rozvinuli jsme zpusoby, jak pracovat s daty, kterd ne-
musime mit v hlavé. Ke klasickym encyklopediim pribyla
Wikipedie, Google a pocitacové databaze s dumysinymi
metodami dobyvani dat, a prece jsme nuceni zamérovat se
na ¢im dal mensi zlomky vedeni. V dnesni dobé vedci béz-
né sleduji v uzce specializovanych oborech tisice publikaci
rocné a desitky jich sami produkuji. Tato cisla se neustale
zZvysSuji, stejné jako se stale zefektiviiuji ndstroje pristupu
k témto informacnim zdrojim. Spolecnost vsak cim dal
vice postrada  osobnosti schopné davat srozumitelné
a pritom spravné odpovédi na diileZité otazky. Jejich misto
si osobuji Sarlatansti obchodnici s jednoduchymi odpoveéd'-
mi na vechno. Cim ddl Ccastéji se setkdavime
s ,,demokratizaci védy tim, Ze verejnost anebo kabinet
Jejich vyvolenych zastupcii rozhoduji, ¢im se véda ma
a smi zabyvat. Obcas se nam véda ,, demokratizuje “ i tak,
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Uvodnik

ze odbornici namisto badani zaujimaji jen stanoviska.
Misto vedy délné a tviirci je spise zadana véda namezdni,
veda montujici laciné inovace jako vyrobky na bézZicim
pasu. Vyznavaci kultu penéz pozaduji, aby véda delala
penize, anebo si na zZadné nedelala narok. Tedy, co vlast-
né déld véda, kdyz neprindsi okamzity zisk? Cim je ndm
uzitecna? Proc bychom si misto jeji podpory neméli posta-
vit tFeba kus nové dalnice?

Prestoze malokdo verejné pochybuje, Ze veda je klico-
vou soucadsti dnesni spolecnosti, nelze spoléhat na to, zZe
dostatecny prostor pro védecké badani je jiz predem zaru-
¢en osvicenou prizni kulturni spolecnosti. Ukazuje se, Ze
musi byt neustale budovan a obhajovan, zZe jeho vymezent
musi vychdzet z aktivni komunikace védecké obce s verej-
nosti.

V tomto prostiedi prislo na svét Forum Véda Zije!
Sdruzili se v ném prevazné mladi védecti pracovnici, kdyz
krize Ceské védni politiky a financovani védy bezprostied-
né ohrozila existenci Akademie véd. Tato krize vSak nedo-
padd pouze na Akademii, ale postihuje cely systém hodnot
vedecké prace, vcetne vysokoSkolského vzdeélavani. Na
konci roku 2009 se proto Forum Véda Zije! transformovalo
v obcanské sdruzeni, jehoz cilem je podporit komunikaci
mezi védci, vladnimi a nevladnimi organizacemi a verej-
nosti, podnécovat otevienou diskusi o vedni politice a re-
formé védy a vyzkumu v CR a popularizovat vysledky vé-
decké prace. Vérime, ze prave posileni tohoto dialogu je
cesta k transparentnimu a kvalifikovanému rozhodovani ve
vedni politice. Vynasnazime se, aby Forum Véda Zije!
uspésné pokracovalo na této ceste.

Jan Machacek
Marek Piliarik
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1. Uvod

Bojové otravné latky jsou chemické slouceniny vyka-
zujici negativni u€inky na Zivé organismy. Z hlediska usta-
leného ¢lenéni délime ve vojenstvi pouzivané otravné lat-
ky na nervové paralytické, zpuchyfujici, vS§eobecné toxic-
ké (otravné), dusivé a psychoaktivni'.
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Za hlavni epizodu pouziti otravnych latek mizeme
povazovat 1.svétovou valku’. Masivné byly tyto latky
nasazeny Irdkem v pribéhu iracko-iranské valky’. V sou-
Casné dobé nepiedstavuje hlavni riziko pouziti otravnych
latek ve valecném konfliktu, ale spiSe jejich zneuziti tero-
ristickymi skupinami v ramci prosazovani svych cili nebo
jejich pouziti nékterymi totalitnimi staty*>. Jako modelovy
ptiklad teroristického zneuZiti otravnych latek mutze slou-
it pouziti nervové paralytické latky sarin sektou Om
Sinrikjé v tokijském metru®.

Vcasna detekce otravnych latek je dulezitym fakto-
rem pro nasazeni vhodnych profylaktickych opatfeni, mo-
bilizaci slozek zachranného systému a evakuaci osob
z ohroZené oblasti. V tomto piehledu jsou popsany moz-
nosti rychlé detekce dvou vyznamnych skupin otravnych
latek, nervové paralytickych a zpuchyfujicich. Hlavni po-
zornost je vénovana oblasti biosenzort, ktera svym rozvo-
jem zasahuje i do oblasti vojenstvi.

2. Nervové paralytické latky
2.1. Historicky tvod k nervové paralytickym latkam

Ve srovndni s yperity a n€kterymi otravnymi latkami
pouzitymi v prubéhu 1. svétové valky jsou nervove paraly-
tické latky mnohem mlad$i. U jejich zrodu stdl Gerhard
Schrader, vyzkumny pracovnik némecké spolecnosti
Bayer, ktera byla v té dobé soucasti koncernu IG Farben’.
Ve snaze hledat G¢inné pesticidy rozpoznal v roce 1936
toxické ucinky O-ethyldimethylamidokyanofosfatu (obr. 1).
Tato slouenina je dobfe znama pod nazvem tabun. Dva
roky po tabunu byl objeven sarin, 2-(fluormethylfosforyl)
oxypropan, a rok pied koncem 2. svétové valky byl obje-
ven soman, 2-(fluoro-methyl-fosforyl)oxy-3,3-dimethyl-
butan. Tato fada nervové paralytickych latek byla nazyva-
na ,,G“ podle zemé¢ ptipravy ,,Germany“. Posledni objeve-
nou latkou fady G byl cyklosarin, fluor-methyl-
fosforyloxycyklohexan. V 50.letech minulého stoleti
v obdobi studené valky byla zavedena ,,V* fada, jejiz na-
zev je odvozen od slova ,,Victory“. Jsou to organofosfaty
obsahujici ve své struktufe aminoethanthiol®. Mezi dobie
znamé zastupce patii latka VX, S-(2-diizopropyl-
aminoethyl)-O-ethyl methylfosfonothionat) a ruska latka
VX,  N,N-diethyl-2-(methyl-/2-methylpropoxy/fosforyl)
sulfanylethanamin. Dodnes rozporuplné informace provézi
existenci latky typu ,,novichok® vyvinuté v byvalém So-
vétském svazu v 70. — 80. 1étech minulého stoleti. Na roz-
dil od vySe zminénych nervové paralytickych latek nejsou
latky typu novichok detailng znamy’.
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Obr. 1. Chemické struktury vybranych nervové paralytickych latek

2.2. Vlastnosti nervové paralytickych latek

Nervove paralytické latky jsou organické slouceni-
ny s vlastnostmi odpovidajicimi funkénim skupindm pfi-
tomnym v jejich struktute. Snadno se vypafuji, jejich téka-
vost odpovida jinym otravnym latkam. Napiiklad vypar-
nost, tj. maximalni koncentrace ve vzduchu, sarinu je
2,2 gm>. Znamé nervové paralytické latky jsou v labora-
tornich podminkéch bezbarvé kapaliny. Z chemického
hlediska je zajimavy rozklad nervové paralytickych latek
ve vodném prostfedi. Fosfor v centru organofosfatu mize
byt snadno napaden nukleofilnim &inidlem'®. Organofosfa-
ty se v alkalickém prostfedi rychle rozkladaji, proto jsou
k odmotovani kontaminovanych povrchii velmi casto vyu-
zivany roztoky hydroxida.

2.3. Uginky nervové paralytickych latek

Nervové€ paralytické latky stejn€ jako organofosforo-
vé pesticidy jsou latky inhibujici dva velmi dilezité enzy-
my v lidském téle: acetylcholinesterasu (AChE,
EC 3.1.1.7), ktera je lokalizovana v neurosynapsich a na
povrchu erytrocytl, a plasmaticky enzym butyrylcholi-
nesterasu (BChE, EC 3.1.1.8)"". Mechanismus inhibice je
zalozen na esterifikaci serinu v aktivnim centru enzymu.
Cholinesterasa po této modifikaci jiz neni schopna plnit
svoji biologickou roli'2. Inhibice cholinesteras organofos-
faty je ireverzibilni'.

Vizualn€ se prvni faze otravy organofosfaty projevi
z(zenim zornic. Dal§i symptomy mohou byt slinéni, kiece
a neuromuskularni dysfunkce'’. Smrt nastiva zejména
z diivodu paralyzy dychaciho svalstva. Nastup symptomi
otravy je velmi rychly. Pro symptomatickou lécbu otrav
organofosfaty se pouZivéa atropin'’, efektivngjsim piistu-
pem je reaktivace cholinesteras za pomoci oximii'®,
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2.4. Soucasné prostfedky detekce nervové
paralytickych latek

Hlavnim nositelem technologii pro rychlou detekci
otravnych latek a jejich identifikaci v ramci Ceské republi-
ky jsou specializovana armadni pracoviSté a Utvary, jed-
notky zachranného systému a nékteré forenzni laboratote.
Pro rychly prikaz pfitomnosti nervovée paralytickych latek
se mohou pouzit jednoduché detekéni prikazniky'’.
K nejjednodussim patti prikaznikové papirky a paskové
detektory. Armada Ceské republiky je z této tiidy detekto-
ri vybavena pritkaznikovymi papirky PP-3 a Detehit, pro-
dukty ceské provenience. Pritkaznikové papirky deteguji
oddélené latky typu G a V v kapalné formé. K detekei je
vyuzivana selektivni rozpustnost vybranych barviv
v otravnych latkach. Prikaznik Detehit deteguje nervoveé
paralytické latky na zéklad€ inhibice imobilizované acetyl-
cholinesterasy kolorimetricky pomoci Ellmanova cinidla.
Je schopen zjiStovat nervové paralytické latky ve vzduchu,
vode¢, potravinach a po stéru i na pevném povrchu.

SlozitéjSim typem detektord jsou instrumentalni che-
mické prikazniky CHP-71 a CHP-5. Oba prikazniky
k detekci vyuzivaji detekeni trubicky vhodné pro jednotli-
vé typy otravnych latek. Trubicky dodavané v soucasné
dobé pro detekci nervové paralytickych latek vyuZzivaji
principu shodného s detektorem Detehit. Starsi verze téch-
to trubicek vyuzivaly pro detekéni ucely barevné zmény
acidobazického indikatoru.

Pro rychlé stanoveni nervove paralytickych latek ve
vzduchu je mozné pouzit i automatické signalizatory ruské
provenience GSP-11, GSA-12 a historicky pfekonany typ
GSP-1. Signalizatory GSP-11 a GSA-12 vyuZzivaji
k detekci nervové paralytickych latek sledovani inhibice
pouzitych cholinesteras, pti¢emz aktivita enzymi je sledo-
véna kolorimetricky. Pfistroj GSP-1 vyuzival k detekci
nervové paralytickych latek Schonemannovu reakci, coz
limitovalo detekci jen na latky typu G. U vSech tfi typi je
reakce realizovana na textilni pasce po automatickém na-
stiiku jednotlivych reagencii. Zcela odliSnym typem pfi-
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stroje jsou miniaturizované hmotnostni spektrometry'®,
napf. RAID-1, RAID-M, RAID-S a RAID-E (Bruker Dal-
tonics). Naméfena data z okolniho prostfedi jsou porovna-
vana s databazi ulozenou v paméti piistroje a pii shod¢ se
signalizuje pfitomnost otravné latky ve vzduchu. Nevyho-
dou téchto pfistroji mlze byt faleSné negativni detekce
vzorkll obsahujicich latku typu ,,novichok®, jejiz pfesna
struktura neni vefejné znama a neni proto uloZena v data-
bazi.

2.5. Biosenzory pro nervové paralytické latky

Biosenzor je zafizeni sestdvajici se z biorekogni¢ni
slozky a fyzikalné-chemického pievodniku (senzoru).
Vhodnou biorekogni¢ni slozkou jsou diky své citlivosti
vucéi pusobeni nervové paralytickych latek acetylcholi-
nesterasa a butyrylcholinesterasa. V ramci soucasného
vyzkumu vsak pfevlada zajem o acetylcholinesterasu jako
rekogni¢ni element'”*. Ve spojeni s cholinesterasami jiz
byly popsany elektrochemické i optické biosenzory'
(tab. I). Elektrochemické biosenzory zaloZené na choli-
nesterasaich mohou jednoduSe vyuZzivat potenciometricky
princip, kdy je aktivita cholinesteras vyjadfena jako zména
pH média. Acidifikace je dosazeno piidanim nativniho
substratu acetylcholinu (resp. butyrylcholinu), coz vede
k uvolnéni kyseliny octové snizujici pH média®'.

Druhou skupinou elektrochemickych biosenzort jsou
amperometrické, které ve spojitosti s acetylcholinesterasou
nejcastéji pouzivaji alternativni substrat acetylthiocholin.
Uvolnény thiocholin mtize byt snadno oxidovan na dithiol
pfi vloZzeném potencialu priblizné 400 mV proti nejcastéji
pouzivané argentchloridové elektrodé. Napéti je mozno
dale redukovat pouzitim modifikujicich latek?. Tento pi-
stup mize byt pouzit k diagnostice otrav organofosfaty

Tabulka I

Referat

sledovanim aktivity krevnich cholinesteras®. Amperomet-
ricky biosenzor s imobilizovanou butyrylcholinesterasou
byl napt. pouzit ke konstrukci detekéniho systému pro
stanoveni nervové paralytickych latek ve vzduchu®*. Bylo
mozno detegovat jiz 0,1 mg sarinu v krychlovém metru
vzduchu. Biosenzor mtze fungovat i v rdmci systému in-
jektujiciho kapalné vzorky do reakéni cely”’. Casova ode-
zva na pritomnost organofosfatu je velmi rychla - mize se
pohybovat v fadu nékolika vtefin. Jinou moznosti je nahra-
dit biosenzor jednoduchym senzorem a cholinesterasu
injektovat do reakéni cely soucasné s analyzovanym vzor-
kem®®. Detekce VX a ruské VX (obr. 1) za pomoci ampe-
rometrického biosenzoru prokézala funkénost biosenzoru
zkonstruovaného Joshimem a spol.”’”. Pro konstrukei bio-
senzoru autofi pouzili grafitovd nanovldkna jako vhodnou
matrici k imobilizaci cholinesterasy. Detekéni systém
zaloZeny na principu elektrochemického biosenzoru je
iv prototypu zafizeni BioNA v dispozici Ministerstva
obrany Ceské republiky.

Pro konstrukci biosenzorit s cholinesterasami jako
rekogni¢nimi slozkami je mozné pouZit i optické pfevodni-
ky. I v tomto ptipadé je koncentrace analytu vztazena na
miru inhibice cholinesteras. Aktivita cholinesteras muze
byt pfevedena na fluorescenci vhodnym ¢inidlem citlivym
na acidifikaci média vlivem uvolnéné kyseliny octové,
napf. pyraninem®®. Metodicky odli$nym pfistupem je pou-
ziti indoxylacetatu jako substratu cholinesteras. Vznikajici
indigova mod je fotometricky velmi dobfe stanovitelna®.

Biosenzory pro stanoveni nervove paralytickych latek
nemusi byt zaloZeny pouze na cholinesterasach. Nékteré
studie zabyvajici se biosenzory vyuzivaji fosfotriesterasy
(EC 3.1.8.1), enzymy schopné hydrolyzovat organofosfa-
ty. Jejich hlavni vyhoda oproti cholinesterasam spociva
v jiném principu sledovani koncentrace analytu. Zatimco

Piehled (bio)senzorii pro detekci nervove paralytickych, vybranych pesticidi a zpuchyiujicich otravnych latek

a jejich analogti

Prevodnik Rekognicni element Analyt Limit Selektivita
detekce

Nervove paralytické latky
Elektrochemicky®  butyrylcholinesterasa sarin 0, mgm™ skupinova
Elektrochemicky®  acetylcholinesterasa paraoxon 200 pg — vysoka
Elektrochemicky®’  fosfotriesterasa VX, rusky VX 0,2-0,8 uM
Opticky™ fosfotriesterasa paraoxon, malathion, coumaphos, diazinon 1 —250 ppt
Elektrochemicky™  acetylcholinesterasa sarin 0,2 uM
Elektrochemick}'f51 acetylcholinesterasa sarin, soman, tabun, cyklosarin, VX 0,615 pM

Zpuchyrujici otravné latky
Elektrochemicky™ thiodiglykol - nizka
Mechanicky?’ - sirny yperit, VX 0,94 ppm -
Opticky™ Nostoc, Chlorella dibutyl sulfid, yperit, tabun, tributylamin vysoky nizka
Piezoelektricky® protilatky sirny yperit - vysoka
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u biosenzorid s imobilizovanymi cholinesterasami dochazi
v pfitomnosti organofosfatl k ireverzibilni inhibici, fosfo-
triesterasy tento analyt pouze $té€pi a zivotnost biosenzoru
tim neni nutné poznamenana. Z hlediska fyzikalniho prin-
cipu jsou pak tyto biosenzory zalozeny na sledovani zmé-
ny pH v kombinaci s pH elektrodou (potenciometrické)
nebo optickym pievodnikem s vhodnym pH senzitivnim
chromogenem. Mozna je i detekce odstupujiciho ligandu
jako je napf. p-nitrofenol vznikajici z pesticidu paraoxo-
nu®’. Soudasn& je dillezité zohlednit zasadni rozdil mezi
analyzou organofosfatli za pomoci fosfotriesteras a choli-
nesteras. Vzorek s nizkou koncentraci organofosfati zpu-
sobi jen velmi malou zménu sledovaného pH média pfi
Stépeni fosfotriesterasou, cholinesterasy vsak signal ampli-
fikuji a k jejich inhibici staci jen velmi malo molekul orga-
nofosfati. Pii pouziti fosfotriesteras musi byt méné kon-
centrovany vzorek davkovan ve velkém mnozstvi. Jako
priklady aplikaci biosenzor s fosfotriesterasou mutizeme
zminit detekci paraoxonu s fosfotriesterasou imobilizova-
nou na povrchu pH elektrody®'. Timto biosenzorem bylo
mozno detegovat paraoxon s limitem detekce 100 nM.
Stejného limitu detekce dosahli pro pH elektrodu Karnati a
spol.*%. Velmi dobrych vysledki dosahli za pouziti optic-
kych vlaken White a Harmon®. Vybrané organofosforové
pesticidy bylo mozno detegovat jiz v fadu ppt.

3. Zpuchyrujici otravné latky

3.1. Historicky tvod ke zpuchyfujicim
otravnym latkam

Nejvyznamnéj§imi zastupci této skupiny otravnych
latek jsou yperity. Sirny yperit pifipravil poprvé Despretz
vr. 1822, avSak jeho zpuchyfujici u€inky byly rozpoznany
az v r. 1860. Sirny yperit byl pouzit jako chemické zbran
poprvé béhem 1. svétové valky v roce 1917. Pozdéji byly
zpuchytujici otravné latky nékolikrat pouzity v mistnich
valeénych konfliktech a stale patii k chemickym bojovym
latkam, které by potencialné mohly byt zneuzity. Divo-
dem je relativn¢ snadnd a levna pfiprava a velké mnozstvi
dosud skladovanych zasob, vcetné téch, které jiz mély byt
zlikvidovany na zakladé Umluvy o zakazu chemickych

CI/\/S\/\CI

sirny yperit
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zbrani**3¢,

Kromé sirného yperitu, bis-(2-chlorethyl)sulfidu
(HD), zahrnuje skupina zpuchyfujicich otravnych latek
seskviyperit, 1,2-bis-(2-chlorethylmerkapto)ethan (Q),
oxolovy yperit, bis-(2-chlorethylmerkaptoethyl)ether (T)
a dusikové yperity, ethyl-bis-(2-chlorethyl)amin (HN-1),
methyl-bis-(2-chlorethyl)amin (HN-2) a tris-(2-chlorethyl)
amin (HN-3) (obr.2). Mezi zpuchytujici otravné latky
patii téZ lewisit, 2-chlorvinyldichlorarsin, fosgenoxim
a dichloroformaldoxim®**°.

3.2. Vlastnosti zpuchytujicich otravnych latek

Yperity jsou vysoce toxické chemické bojové latky.
Cisty sirny yperit je bezbarva kapalina téméf bez zapachu,
technicky je nazloutly az hnédocerny s typickym zapa-
chem po hoi¢ici. Je velmi malo rozpustny ve vodé, ale
dobfe rozpustny v organickych rozpoustédlech. Dusikové
yperity jsou nazloutlé az nahnédlé kapaliny rozpustné
v nepolarnich rozpoustddlech™?’.

3.3. Uginky zpuchytujicich otravnych latek

Yperity jsou zndmymi karcinogeny, mutageny a tera-
togeny. Pusobi jako alkylaéni Cinidla, ktera po pruniku do
bunky rychle reaguji s nukleofily prostfednictvim episulfo-
niového iontu. V bunkach dochazi k naruseni proteosynté-
zy, k inhibici aktivity enzymii a k rozpadu bunécnych
membran. Sirny yperit a dusikovy yperit HN-2 byly
v minulosti vyuzivany jako chemoterapeutika pii 16¢bé
psoridzy a mykoz®.

Jiz kratkodoba expozice yperitem vede k poskozeni
o¢i, kiize a dychaciho traktu. Nejcitlivéji reaguji na yperit
oci, dochazi ke zhorSeni vidéni az ztraté zraku. Zasazeni
ktze yperitem se projevi svédénim a tvorbou erytémi,
pozdéji se tvoti puchyie, jejichz hojeni byva zpravidla
komplikovano sekundarni infekci. Inhalace yperitu vede
ke kychani a kaSlani, vysoké davky mohou zptisobit pul-
monarni edém. Dlouhodoba expozice je spojena s vysky-
tem koznich a respiranich tumorl. Yperit ma
v koncentracich pouzivanych v bojovych konfliktech smr-
tici ucinky™>.

O gt

oxolovy yperit

seskviyperit

K

o >N

dusikovy yperit HN-1

o >N

dusikovy yperit HN-2

Cl

o >N

dusikovy yperit HN-3

Obr. 2. Chemické struktury vybranych zpuchyiujicich otravnych latek
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3.4. Soucasné prostifedky detekce zpuchytujicich
otravnych latek

Pocetni zastoupeni a konstrukéni pestrost piistroji
pro vcasnou detekci zpuchyiujicich latek je mensi nez
u nervove paralytickych latek, imérn¢ vyznamu a nebez-
pecnosti detegovanych latek. Sirny yperit lze detegovat
prikaznikovym papirkem PP-3 a to rozpousténim barviva
Dye Red E. Prlikazniky CHP-71 a CHP-5 jsou vybaveny
taktéz trubickami pro detekci zpuchyfujicich latek
(trubicky se zlutymi pruhy)”. Jako detekcniho principu je
vyuzivano reakce yperitu s ethylderivatem Michlerova
ketonu. Yperity a lewisity 1ze detegovat pfistrojem RAID-1
vyse uvedenym zpisobem'®.

3.5. (Bio)senzory pro detekci zpuchytujicich
otravnych latek

Potencial vyuziti (bio)senzorti lezi pfedev§im v jejich
selektivité, kontinualnosti a finan¢ni nenaro¢nosti provozu.
Nabizeji tak slibnou alternativu k pouzivanym chemickym
prikaznikim a vysoce pfesnym, avSak nakladnym zafize-
nim pracujicim na principu mobilnich hmotnostnich spekt-
rometrt. Ptiklady stavajicich (bio)senzori pro detekci
zpuchytujicich otravnych latek jsou shrnuty v tab. I. Pete-
tin a spol.*® pouzili senzor SnO, pro detekei par thiodigly-
kolu, strukturniho analogu yperitu. Princip senzoru spoci-
va v interakci mezi redukujici molekulou a povrchem sen-
zoru z SnQ,, ktera vede k do¢asnému vzristu vodivosti.
Tyto interakce jsou zavislé na teploté senzoru, ktera muze
dosahnout az 600 °C. Pfi vysokych teplotach v§ak dochazi
k rozpadu thiodiglykolu na dalsi slozky, které také vyvola-
vaji nespecifickou odezvu senzoru. Z tohoto divodu neni
zminény typ senzoru vhodny pro detekci teplotné nestabil-
nich slou&enin jako je thiodiglykol. Loui a spol.* vyvinuli
kompaktni soubor piezorezistivnich mikroramének pro
detekci plyni, vcetné yperitu. Kazdy senzorovy element
souboru se sklada z polymert alkend nanesenych na jedné
stran¢ mikroraménka. Plynné analyty rychle difunduji do
polymerniho filmu, ktery reverzibiln¢ nabobtnd a zméni
povrchové napéti, coz vede k mechanickému prohnuti
mikroraménka a vznikld vychylka pak vytvaii zmény
v piezorezistenci. Senzor umoziiuje stanoveni yperitu
s limitem detekce 0,94 ppm, avsak s velmi nizkou selekti-
vitou.

Detekce yperitu za pomoci biosenzorii nebyla dosud
Siroce studovana, predev§im kvuli nedostatku vhodnych
biorekogni¢nich elementi. Opticky biosenzor vyuzivajici
celé bunky fotosyntetizujicich organisma Chlorella a Nos-
toc testovali Sanders a spol.*’. Biosenzor monitoroval ode-
zvu fotosystému II na ptitomnost yperitu, dibutyl sulfidu,
analogu yperitu a nékterych nervove paralytickych latek.
Tento biosenzor nebyl selektivni, ani neumoznil dostatec-
né citlivou detekci agens.

Vyssi selektivitu stanoveni zajistuje vyuziti bioreko-
gni¢nich elementt, které specificky reaguji s analytem,
jako jsou selektivni enzymy, protilatky nebo molekularné
vtisténé polymery (angl. molecularly imprinted polymers,
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plastické protilatky). Lieske a spol.*' ptipravili protilatky
proti sirnému yperitu. K imunizaci vyuZili hapten kyseliny
4-(2-chloroethyl)benzoové navazany na hemocyanin. Spe-
cifitu protilatek pro yperit sledovali metodou ELISA. Za-
timco yperit se na protilatku navazal, thiodiglykol, produkt
hydrolyzy yperitu, s protilatkou neinteragoval. Boopathi
a spol.*? piipravili a charakterizovali molekularng vtisténé
polymery pro rozpoznavani yperitu. Polymery byly pfipra-
veny tvorbou pre-polymeriza¢niho komplexu mezi mono-
mery kyseliny metakrylové a molekulami yperitu. Poté
nésledovala polymerizace v pfitomnosti zesit'ovaciho ¢ini-
dla, coz vedlo k tvorbé nanoporéznich polymert. Tyto
polymery byly schopny specificky rozpoznat a navazat
molekuly yperitu. Skladal a spol.*® pipravili a testovali
polyklondlni a monoklondlni protilatky proti sirnému
yperitu. Monoklonalni protilatky byly ziskany s pouzitim
nosnych bilkovin hovéziho sérového albuminu a tyroglo-
bulinu. Tyto protilatky pak vyuzili v piezoelektrickém
imunosenzoru pro detekci yperitu. Tento biosenzor byl
testovan s vysokymi koncentracemi yperitu a dosahoval
kratké doby odezvy a vysoké selektivity.

Pro detekei yperitu nejsou k dispozici zadné biosen-
zory vyuzivajici selektivni enzymovou aktivitu, protoze
enzymy preménujici yperit nebyly do nedavné doby zna-
my. Objev konverze yperitu bakteridlnimi enzymy haloge-
nalkandehalogenasami (EC 3.8.1.5)* otvira novou oblast
vyvoje biosenzorl k u¢inné detekei této skupiny otravnych
latek. Dehalogenasy izolované ze Sphingobium japonicum
UT26 (cit.*®), Rhodococcus rhodochrous NCIMB 13064
(cit.*®) & Mycobacterium bovis 5033/66 (cit.*") katalyzuji
hydrolyzu sirného yperitu za vzniku thiodiglykolu, chlori-
dového iontu a protonu. Byla téZ pozorovana slaba aktivita
halogenalkandehalogenas k dusikovym yperitim (Prokop
a spol., nepublikované vysledky). Dalsi enzymy aktivni
k yperitu mohou byt vyhledové ziskény z bakterie Rhodo-
coccus rhodochrous 1GTS8 (ATCC 53968), ktera je
schopna vyuzivat chemicky analog yperitu, 2-chlorethyl-
ethylsulfid, jako jediny zdroj uhliku a energie ($t€pi vazbu
C-S)*®, z basidiomycet Coriolus versicolor (IFO 30340)
a Tyromyces palustris (IFO 0507), které jsou schopny
degradovat bis-(2-bromoethyl)sulfid taktéz Stépenim vaz-
by C-S (cit.*).

4. Budoucnost biosenzori pro detekci bojovych
latek

Potencial biosenzort lezi predevsim v jejich vysoké
selektivité, kontinualni detekci analytu a finan¢ni nenaroc-
nosti provozu. Vysokou selektivitu stanoveni miiZe pfinést
pouziti specifickych biorekognicnich elementd, jako jsou
enzymy a protilatky. Nové objevy pfirodnich katalyzatort,
enzym, aktivnich k riznym otravnym latkdm dnes otvira-
ji slibnou oblast vyvoje biosenzorii. Uginek riiznych enzy-
mu Ize také snadno kombinovat bez rizika vzajemného
negativniho ovlivnéni a umoznit tak pfipravu univerzalni-
ho biosenzoru citlivého k vice typim otravnych latek
(multienzymovy biosenzor).



Chem. Listy 104, 302-308 (2010)

LITERATURA

L.

10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Cesky obranny standard 666503 — Automatické signa-
lizatory bojovych otravnych latek a primyslovych
Skodlivin. Ministerstvo obrany, Praha 2007.

. Prockop L. D.: J. Neurol. Sci. 249, 50 (2006).
. Balali-Mood M., Hefazi M.: Basic. Clin. Pharmacol.

Toxicol. 273, 99 (2006).

. Patocka J., Fusek J.: Cent. Eur. J. Public Health /2, 75

(2004).

. Salem H.: Int. J. Toxicol. 22, 465 (2003).
. Yanagisawa N., Morita H., Nakajima T.: J. Neurol.

Sci. 249, 76 (2006).

. Reutler S.: Environ. Health Perspect. 107, 985 (1999).
. Watson A. P.: Exotoxicol. Environ. Saf. 23, 328

(1992).

. Antonijevic B., Stojlljkovic M. P.: Clin. Med. Res. 5,

71 (2007).

Montauban C., Beqos A., Bellier B.: Anal. Chem. 76,
2791 (2004).

Eddleston M., Buckley N. A., Eyer P., Dawson A. H.:
Lancet 371, 597 (2008).

Taylor P., Wong L., Radic Z., Tsigelny 1., Brugge-
mann R., Hosea N. A., Berman H. A.: Chem. Biol.
Interact. 7119, 3 (1999).

Curtil C., Masson P.: Ann. Pharm. Fr. 57, 63 (1993).
Hsieh B. H., Deng J. F., Ger J., Tsai W. J.: Neurotoxi-
cology 22,423 (2001).

Marrs T. C.: Pharmacol. Ther. 58, 51 (1993).

Lundy P. M., Raveh L., Amitai G.: Toxicol. Rev. 25,
231 (2006).

Koncepce chemické sluzby Hasicského zachranného
sboru Ceské republiky. Ministerstvo vnitra, Praha
2005.

Chauhan S., Chauhan S., D'Cruz R., Faruqi S., Singh
K. K., Varma S., Singh M., Karthik V.: Environ. To-
xicol. Pharmacol. 26, 113 (2008).

Pohanka M., Jun D., Kalasz H., Kuca K.: Prot. Pept.
Lett. 15, 795 (2008).

Pohanka M., Jun D., Kuca K.: Anal. Lett. 40, 2351
(2007).

Flores F., Artigas J., Marty J. L., Valdes F.: Anal.
Bioanal. Chem. 376, 476 (2003).

Arduini F., Ricci F., Tuta C. S., Moscone D., Amine
A., Palleschi G.: Anal. Chim. Acta 580, 155 (2006).
Pohanka M., Hrabinova M., Kuca K.: Sensors (Bazel)
8, 5229 (2008).

Arduini F., Amine A., Moscone D., Ricci F., Palleschi
G.: Anal. Bioanal. Chem. 388, 1049 (2007).

Pohanka M., Jun D., Kuca K.: Sensors (Bazel) 8§,
5303 (2008).

Pohanka M., Kuca K., Jun D.: Anal. Lett. 4/, 2214
(2008).

Joshi K. A., Prouza M., Kum M., Wang J., Tang J.,
Haddon R., Chen W., Muschandani A.: Anal. Chem.
78, 331 (20006).

307

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.
38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.
51.

Referat

Vamvakaki V., Fournier D., Chaniotakis N. A.: Bi-
osens. Bioelectron. 21, 384 (2005).

Villatte F., Bachman T. T., Hussein A. S., Schmid
R. D.: Biotechniques 30, 81 (2001).

Paliwal S., Wales M., Good T., Grimsley J., Wild J.,
Simonian A.: Anal. Chim. Acta 596, 9 (2007).

Zourob M., Ong K. G., Zeng K., Mouffouk F., Grimes
C. A.: Analyst 132, 338 (2007).

Karnati C., Du H., Ji H. F., Xu X., Lvov Y., Muchan-
dani A., Mulchandani P., Chen W.: Biosens. Bioe-
lectron. 22,2636 (2007).

White B. J., Harmon H. J.: Biosens. Bioelectron. 20,
1977 (2005).

Patocka J., Bajgar J., Cabal J., Fusek J., Herink J.,
Kassa J., Stétina R.: Vojenskd toxikologie. Grada Pub-
lishing, Praha 2004.

Saladi R. N., Smith E., Persaud A. N.: Clin. Exp. Der-
matol. 37, 1 (2005).

Prokop Z., Oplustil F., DeFrank J., Damborsky J.:
Biotechnol. J. 7, 1370 (2006).

Kehe K., Szinicz L.: Toxicology 274, 198 (2005).
Petetin L., Berger F., Chambaudet A., Planade R.:
Sens. Actuators, B 78, 166 (2001).

Loui A., Ratto T. V., Wilson T. S., McCall S. K., Mu-
kerjee E. V., Love A. H., Hart B. R.: Analyst /33, 608
(2008).

Sanders C. A., Rodriguez M. Jr., Greenbaum E.: Bi-
osens. Bioelectron. 76, 439 (2001).

Lieske C. N., Klopcic R. S., Gross C. L., Clark J. H.,
Dolzine T.W., Logan T. P., Meyer H. G.: Immunol.
Lett. 31, 117 (1992).

Boopathi M., Suryanarayana M. V. S., Nigam A. K.,
Pandey P., Ganesan K., Singh B., Sekhar K.: Biosens.
Bioelectron. 21, 2339 (2006).

Skladal P., Ptibyl I., Safaf B.: Anal. Lett. 40, 1347
(2007).

Prokop Z., Damborsky J., Oplustil F., Jesenska A.,
Nagata Y. (Masarykova univerzita, Brno): WO
2006/128390 (A1).

Nagata Y., Miauchi K., Damborsky J., Manovéd K.,
Ansorgova A, Takagi M.: Appl. Environ. Microbiol.
63,3707 (1997).

Kulakova A. N., Stafford T. M., Larkin M. J., Kula-
kov L. A.: Plasmid 33, 208 (1995).

Jesenska A., Pavlova M., Strouhal M., Chaloupkova
R., Tésinska I., Monincova M., Prokop Z., Barto§ M.,
Pavlik 1., Rychlik I., Mobius P., Nagata Y., Dambor-
sky J.: Appl. Environ. Microbiol. 71, 6736 (2005).
Kilbane J. J., Jackowski K.: J. Chem. Tech. Biotech-
nol. 65, 370 (1996).

Itoh N., Yoshida M., Miyamoto T., Ichinose H., Wa-
riishi H., Tanaka H.: FEBS Lett. 472, 281 (1997).
Pohanka M., Binder J., Kuca K.: Def. Sci. J., v tisku.
Pohanka M., Dobes P., Drtinova L, Kuca K.: Electroa-
nalysis, v tisku. DOI: 10.1002/elan.200804528 (2009).



Chem. Listy 104, 302-308 (2010)

S. Bidmanova™®, M. Pohanka®, J. Cabal‘, Z. Pro-
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Early Warning Biosensors for Detection of Chemical
Warfare Agents

Chemical warfare agents are toxic compounds show-
ing negative effects on living organisms. This review fo-
cuses on detection of nerve and blister agents, which are
two most important classes of chemical warfare agents.
Main attention is paid to the construction and use of bio-
sensors. Acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase and
phosphotriesterase are presented as convenient biorecogni-
tion components of biosensors for detection of nerve
agents, while dehalogenases are useful for detection of
mustard agents.
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1. Uvod

Velka skupina prokaryotov, ktoré sa vyznamne odli-
Suju od ostatnych baktérii geneticky, biochemicky
a Strukturdlne, bola zaradena do samostatnej vyvojovej
domény Archaea. Mnohé z nich ziju v extrémnych envi-
ronmentalnych podmienkach — v 'udskom ponimani, ne-
zlucitelnych so zivotom: striktnd anaerobidza, vysoké
tlaky, teploty nad 100 °C, v hibkach bani &i na morskych
dnach, v kombinacii s vysokou slanostou morskej vody
(az 5M), v blizkosti termalnych pramefiov, vulkanov,
popripade v pH rozmedzi od takmer 0 aZ po 11,5 (cit.").
V stcasnosti sa ale ukazuje, Ze archaea sa nachadzaju aj
v inych, nespocetnych lokalitach biosféry.

Archaea v sebe nest tajomstvo evolucie, ktorého
poodhalenie ma istd davku atraktivnosti. Je pochopitel'né,
ze vedci v poslednych rokoch patraji po tychto nezvycaj-
nych organizmoch, po ich biochemickych mechanizmoch,
prvopociatocnych spdsoboch konzervacie energie, po bun-
kovych zlozkach, pomocou ktorych odolavaji uvadzanym
extrémnym podmienkam. Nie je jasné, ako je chranend
citliva genetickd informacia, ako sa realizuji opravy
a chyby DNA, ked’ po 3,5 miliardach rokov v takych ex-
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trémnych podmienkach si uchovéavaji svoje unikatne
vlastnosti.

Z bioenergetického hladiska nachddzame u tychto
mikroorganizmov ~ okrem  substratovej  fosforylacie
a chemiosmo6zy nové unikatne formy konzervacie energie?,
ktoré nam poodhal’uju bioenergetické principy a mecha-
nizmy vznikajice v poéiatoénych fazach Zivota. Ustred-
nym enzymom bunkovej bioenergetiky je aj u Archaea,
ktoré patria medzi najstarSie organizmy na Zemi
(najnovsie poznatky v tomto smere odhadujt ich vek na
3,5-3,8 miliardy rokov)™, podobne ako u baktérii
a eukaryotov — enzym ATP syntdza. Archaedlna ATPaza
reprezentuje novu triedu ATPaz — A;A, ATPazu. V tejto
praci sa zameriame na popisanie sicasnych poznatkov
o Struktare a funkcii AjAy ATPaz u Archaea, ale obzvlast
sa zameriame na popisanie tohto enzymu u metanogénov.
Poznavanie tohto enzymu obohacuje nase poznatky o evo-
lucii bioenergetickych systémov, ale zaroven otvara moz-
nosti na poznavanie molekulovych mechanizmov fungova-
nia ATP syntdzy. VSetky tieto poznatky okrem teoretic-
kych prinosov vytvaraji novy potencial pre moderné bio-
technologie a nanotechnologie budiicnosti.

2. Klasifikacia ATPaz

Molekuly ATP patria medzi centrdlne komponenty
energetického metabolizmu ako univerzalne energetické
platidlo vSetkych typov buniek — Archaea, Prokaryoty
a Eukaryoty. Podstatné mnozstvo ATP je v bunkéch tvore-
né ATP syntdzami. Tieto enzymy si multisubjednotkové,
membranovo viazané komplexy, ktoré sa vyskytuji
u vSetkych foriem Zivota areprezentujii najddleZitejSie
bioenergetické enzymy buniek. Reakcia katalyzovana ATP
syntazou je reverzibilnd a smer reakcie je kontrolovany
termodynamicky.

Pederson a Carafoli v roku 1987 na zaklade Struktuar-
nych afunkénych kritérii  kategorizovali  proton-
translokujuce ATP4zy do troch skupin: P-ATPéza, V-
ATPéza a F-ATPaza (cit.”). V 90. rokoch minulého storo-
¢ia bola do tejto skupiny ATPaz zaradena aj novo objave-
na ATPaza. Napriek podobnostiam sa nedala jednoznac¢ne
priradit’ ani k jednému z uz klasifikovanych typov ATPaz.
Z tohto dévodu bola vytvorena nova trieda ATPéz, nestuca
pomenovanie podla organizmov, v ktorych sa nachéadza,
teda archaealna A-ATPéza (cit.%). Pre uplnost v kratkosti
spomenieme zékladné Crty jednotlivych typov ATPaz/
syntaz.

F-ATPéza/syntdza vyuziva elektrochemicky potencial
H™ i6nov (Afiy) alebo Na™ ié6nov (Afina:) na pohananie
syntézy ATP. Na druhej strane je schopna pracovat’ rever-
zibilne a vyuzit' energiu hydrolyzy ATP na vytvaranie
elektrochemického gradientu protonov alebo sodnych i6-
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nov. Nachadza sa v cytoplazmatickej membrane vacsiny
baktérii, a u eukrayotov na vniitornej membrane mitochon-
drii a v tylakoidnych membranach chloroplastov.

V-ATPaza, na rozdiel od F-ATPazy, pocas evolicie
stratila schopnost’ syntetizovat’ ATP a energiu z hydrolyzy
ATP vyuZziva na vytvorenie strmého idonového gradientu
(najmi H) cez membranu. Vzniknuty elektrochemicky
potencial sa vyuziva na pohananie transportu réznych Zzi-
vin, vyuziva sa  pri  rozlicnych  aktivitich
v endomembranach, vedie k aktivacii hydrolytickych en-
zymov v lyzozomoch’. Mozno ju najst v eukaryotickych
vakuolach, najmi vo vakuolach rastlin a hib (podla toho
nesie pomenovanie — vakuolarna V-ATPaza), taktiez bola
najdend u niektorych baktérii a archaea.

P-ATPéza patri do velkej rodiny transmembranovych
pimp. Ide o Siroko distribuovany membranovy enzym
vramci celého fylogenetického stromu, ktory efektivne
premiena energiu hydrolyzy ATP do elektrochemického
i6nového gradientu. Tento typ ATP4z sa podiel'a na poha-
fani transmembranového pohybu Sirokej Skaly anorganic-
kych ionov ako su: H, Na®, K*, Ca®", Cu*, Cd*", Mg™",
pripadne i6ny kovov: Cu, Zn, Pb, Ag. Okrem toho niektoré
P-ATPazy sa podielaju na transporte lipidov®. Oznacenie
P-ATPéaza odraza molekulovy mechanizmus prace tohto
enzymu, pri ktorej vznikd vysoko-energeticky aspartyl-
fosfoenzymovy medziprodukt (phosphoryl-enzyme inter-
mediate) a svojou Strukturou sa vyrazne odliSuje od ostat-
nych ATP4z’.

Poznatky o tychto ATPazach/syntazach st uz mnoho-
nasobne popisané v modernych ucebniciach biochémie,
kde st sprevadzané vel'mi dobrou, farebnou i grafickou
vizualizaciou. Navyse, na internete je mozné najst’ aj ani-
macie, ktoré umoziuju ziskat' predstavu o molekulovych
mechanizmoch tvorby ATP'!!.

Nasledne sa sustredime hlavne na analyzu poznatkov,
ktoré sa dotykaju archaealnej A;A, ATPazy/syntazy.

3. Struktiira a funkcia A;A, ATPazy/syntazy

Napriek velkej variabilite a zaroven unikatnosti ener-
giu konzervujucich mechanizmov u Archaea, podielaju-
cich sa na energizacii membran, maji tieto mechanizmy
jednu membranova komponentu spolo¢nt. Je to archaeal-
na ATPaza/syntaza, ktora ma klaCové postavenie
v bunkovej bioenergetike. Predpokladalo sa, ze aj archaea
ATP syntdza bude vykazovat’ Specifické, ale hlavne roz-
dielne vlastnosti od prokaryotov a eukaryotov. Uz pocia-
tocné Studia naznalili na rozdielnost archaealnej ATP
syntazy od F- a V-typov ATPaz. Z tychto doévodov bola,
ako uz bolo vysSie uvedené, vytvorena nova skupina —
A Ay ATPaz/syntaz.

Archaedlna A-ATPéaza bola popisana ako energiu pre-
miefiajica, sblizkym vztahom k vakuoldrnej V-ATPéze,
vys§Sich eukaryotov, ako aj k F-ATPazam, vyskytuja-
cich sa v eubaktériach, mitochondridch a chloroplas-
toch. A-ATPé4za vyuziva ako spriahajtici ion H', pripadne
Na' i6n, aje zlozena z 10 podjednotiek (A;: B3: C : D :
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E:F:G:H:I1:K,), pricom aktualna stechiometria podjed-
notky K je zavisla od organizmu (x = 12, 6, 4 alebo iba 1),
Vzhl'adom k $trukturdlnym poznatkom, podjednotkovému
zlozeniu a aminokyselinovej sekvencii sa viac podoba na
V-ATPézu. Na druhej strane, na zéklade schopnosti pracovat’
ako ATP syntaza a syntetizovat’ bunkové ATP, za vyuzitia
iénového gradientu, sa funkéne podoba na F-ATP4zu". Na-
kol’ko ATPéza/syntaza z metanoarchaea patri medzi naj-
preskiimanejsie z hl'adiska A;A, ATPéaz/syntaz a zaroven
metanoarchaea su najpocetnejSia skupina Archaea, zame-
riame sa na analyzu tohto enzymu hlavne u tychto mikro-
organizmov.

3.1. Funkcia A1Ay ATPéazy/syntazy u metanoarchaea

Je zname, ze tvorba metanu nie je spojena so substra-
tovou fosforylaciou, ale s fosforylaciou pohananou i6no-
vym gradiendom. Prace Blauta a Gottschalka poskytli prvy
dokaz pre pritomnost chemiosmotického mechanizmu
v procese konzervécie energie u metanogénov'*. Tito auto-
ri preukézali postupnt sekvenciu udalosti pri tvorbe elek-
trochemického potencidlu protonov, metanu a ATP
u buniek Methanosarcina berkeri. Ich experimentélne
vysledky jasne ukazuji poradie udalosti a to: metanogené-
za — tvorba elektrochemického potencidlu py, — syntéza
ATP; z ¢oho vyplyva, Ze ATP u metanogénov je tvorené
chemiosmotickym mechanizmom, a ze A-ATP syntaza je
pravdepodobne zodpovedna za tvorbu ATP aj u tychto
mikroorganizmov' >,

Kompletné génové sekvencie metanogénov naznacuju
na pritomnost’ génov koédujucich len A-ATPazu. Kedze
fosforylacia pohanana elektrochemickym gradientom i6-
nov je jedind cesta pre tieto organizmy ako syntetizovat’
ATP (st striktne chemiosmotické)'’, je to velmi déleZity
indikator, ze A-ATPéza pracuje ako ATP syntdza in vivo.
Zo ziskanych experimentalnych udajov mozno konstato-
vat, ze purifikované A-ATPazy, vratane A-ATPazy/
syntdzy z metanoarchaea, su vel'mi nestabilné. Doposial
pouzivané izola¢né a purifikacné metody viedli k izolacii
nekompletnych enzymov a izolovany enzym je nestabilny.
Len nedavno sa podarilo izolovat’ a purifikovat’ AjAy ATP
syntazu z termofilu Methanocaldococcus jannaschii'®.
Napriek tomu sa tento enzym nepodarilo vyuzit’ pre rekon-
Stiticiu do lipozoémov, nakolko tieto st pri teplote 80 °C
nestabilné.

Ziskat’ priamy experimentalny dokaz o tom, Ze archa-
ealna ATPaza je skutoéne ATP syntaza, bolo komplikova-
né. Vroku 2007 sa v laboratoriu prof. Miillera podarilo
vyviniat’ molekularnu stratégiu umoznujiucu nadprodukciu
AjA) ATPéazy/syntazy vo funkénom stave v Escherichia
coli. Tento experimentalny pristup otvoril moznosti pre
stadium biochemickych vlastnosti tohto enzymu'’.

3.2. Spriahajtci i6n
Mechanizmus energetického spriahnutia u Archaea

nie je doposial jasny. Existuje urCitd neistota
o spriahajucom i6ne, ktory metanoarchaeidlna A-ATPaza
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vyuziva. Nakol'ko st metanogény striktne zavislé na Na'
ionoch av priebehu metanogenézy vytvaraji ApNa®
a AiH" stdasne, bola navrhnuta hypotéza, Ze oba tieto
gradienty moézu byt priamo vyuzivané na pohéfanie tvor-
by ATP A-ATPazou/syntazou. Experimentalne udaje pod-
porujuce tuto hypotézu boli ziskané u viacerych metanoar-
chaea: Miiller a spol."®2° a Smigaii a spol.?!. Pre tazkosti
ziskat celistvy, purifikovany enzym nebola idénova Specifi-
cita A-ATPazy/syntazy doteraz jednoznacne urcend. Meta-
noarchaea su jediné mikroorganizmy, ktoré¢ produkuji dva
primarne, elektrochemické gradienty, sodny A;IN; a proto-
novy Ay, paralelne. Z tychto dovodov sa metanogény
musia vysporiadat’ s problémom, ako vyuZit’ oba gradienty
pri syntéze bunkového ATP. Jedna z predstav uprednos-
tiuje mechanizmus, v ktorom Apy,” vytvarany metyltran-
sferdzovou reakciou je konvertovany prostrednictvom Na™/
H' antiportera na Afiy ", a ten sa nasledne vyuziva na poha-
fanie syntézy ATP prostrednictvom H'-A;A, ATPazy/
syntazy. Otazka, ¢i existuje jedna A-ATPaza, ktord vie
vyuzivat oba gradienty Afl: a Alne: Sufasne, a moZe
menit’ Specificitu podla stavu a dostupnosti toho-ktorého
i6nu alebo ma $pecificitu iba pre jeden ion (H' alebo Na®)
a kooperuje s Na'/H' antiporterom, je napriek velkému
usiliu stale otvorena.

Otvéara sa niekol’ko dalSich otazok, ktoré doposial
neboli vyrieSené. U Archaea organizmov boli v gendome
najdené génové klastre pre F-ATP4zu, hoci sa nepotvrdila
ich syntéza. Zo stadii s F-ATPazou je zname, Ze modifika-
ciou iba niekol’kych aminokyselin sa zmeni i6nova Specifi-
cita tohto enzymu. TaktieZ by mohli v teoretickej rovine
na membréane existovat’ az dve A-ATPazy (jedna pre H',
druhé4 pre Na"), hoci na zéklade experimentalnych dat sa
od tejto hypotézy upusta. Nedavno bol v genome Metha-
nothermobacter thermautotrophicus medzi neznamymi
proteinmi anotovany Na’/H' antiporter a taktieZ bol na
proteolipide u niektorych A-ATPaz najdeny vdzbovy mo-
tiv pre Na" i6n'®. Komplexnost tohto problému je dévo-
dom, preco sa ho nepodarilo doposial’ vyriesit'.

Proton-translokujiica ATPaza/syntaza je vo vSeobec-
nosti prezentovand ako evolu¢ne primarna forma tohto
enzymu, zatial' o Na'-translokujiica ATP4za/syntaza nie-
ktorych prokaryotov je zvycajne predstavovand ako exo-
ticka adaptacia na prezitie v drsnych enviromentalnych
podmienkach. Detailnym Stadiom Struktiry F- a V-typu
ATPaz, ich podjednotkového zloZenia a porovnanim fylo-
genetickych analyz sa dostava do popredia nova hypotéza.
Tato hypotéza poukazuje na evolucné vztahy medzi pro-
ton- a sodik-translokujucimi ATP4zami/syntdzami. Nazna-
¢uje, 7e Na'-translokujiice ATP4zy sa vyskytuju sice oje-
dinele, no vyuzitie Na* gradientu pre syntézu ATP pro-
strednictvom Na'-translokujicej ATPazy predstavuje naj-
starSiu formu membranovej bioenergetiky. Je pravdepo-
dobné, 7e prapdvodna, pre Na' nepriepustnd membrana,
ale priepustna pre H', obsahujica sadu Na'-transportnych
enzymov, bola evoluénym predchodcom Strukturalne zlo-
ZitejSej membrany, nepriepustnej pre H'. VyuZivanie H',
ako spriahajiceho i6nu, sa zda byt evolu¢ne mladSou
inovaciou™.
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Odpoved” ohladne iénovej Specificity A-ATPazy
ostava zatial’ otvoren. Nie je viak vylucené, ze ako H' tak
aj Na" moézu v doméne Archaea slizit ako spriahajice
iony.

3.3. Struktira A;A, ATPazy/syntazy

Sekvenéné analyzy ukazujt, ze V-, F- a A-ATPazy su
homologické, a ze sa vyvinuli zo spolo¢ného, prapdvodné-
ho génu, tzv. progénu. Z tychto dovodov A-ATPaza/syntaza
zdiel'a vlastnosti jednak eukaryotickych V,V, ATPaz a F,F,
ATP syntaz (pritomnych v baktériach, chloroplastoch
a mitochondriach). Tento enzym ma morfologicky, podob-
ne ako ATPazy F- a V-typu, 2 hlavné Casti: membranovo-
viazanu Cast' A,, ktord tiez obsahuje ionovy kanal pre
transportovany ion, Cast’ A; exponovanui do cytoplazmy.
Obe casti su prepojené spojovacou ¢astou, tzv. ,,stopkou*.

Membranova Ay doména

Na rozdiel od F- a V-typu ATPéz, obsahuje iba dve
podjednotky oznacované Ia K. Molekulovda hmotnost
podjednotky I sa pohybuje vrozmedzi 72-76 kDa a je
vel'mi podobna podjednotke a V-ATPazy. Obsahuje hyd-
rofilny N-terminalny a hydrofébny C-terminalny koniec.
U hydrofilnej N-terminalnej Casti sa predpoklada, ze je
vysoko a-helikdlna a funkéne podobna podjednotke b
F-ATPazy. Hydrofobna C-termindlna Cast’ podjednotky I
ma sedem transmembranovych helixov a utejto Casti je
predpoklad, ze je funk¢éne podobna a podjednotke V-/F-
ATPazy. V podjednotke I je zachovany argininovy amino-
kyselinovy zvy$ok, ktory je nositelom kladného néboja
v Ay Casti a je predpoklad, ze tento argininovy zvysok je
esencidlny pre translokaciu spriahajuceho i6nu. Jeho loka-
lizacia sa mdze vzhl'adom na organizmus odlisovat’'’.

Druhé podjednotka Ay, domény je podjednotka K, pre
svoje hydrofobne vlastnosti je oznacovana ako proteolipid.
Proteolipidy z metanoarchaea su vo vSeobecnosti vzijom-
ne vel'mi podobné (do 50 %) a taktiez zdielaji identitu
s inymi archaea proteolipidmi. AZ do 33 % st podobné
s bakteridlnymi a eukaryotickymi proteolipidmi V-ATP4az.
Purifikované a charakterizované proteolipidy z niektorych
archaea, takmer vo vSetkych pripadoch, vykazovali mole-
kulovii hmotnost’ priblizne 8 kDa a S§truktirne tvorili 2
transmembranové helixi'’. Naviac aj genémova sekvenacia
u archaea predpokladd 8 kDa proteolipid. Spominana
8 kDa velkost’ proteolipidu z archaea organizmov kores-
ponduje s velkostou proteolipidu z F-ATPazy a predpo-
kladalo sa, Ze prave tato skutocnost’ je zodpovedna za to,
7ze A-ATPaza vykazuje funkéné vlastnosti F-ATPazy, ¢im
sa mysli hlavne na jej funkciu ATP syntazy. Dalsie $tu-
dium ukazalo, ze enzymaticka schopnost’ A-ATPazy syn-
tetizovat ATP nesuvisi s velkostou proteolipidu, ale
s po¢tom protonizovatel'nych skupin pripadajtcich na pro-
teolipid. F-ATPaza ma 12, A-ATPaza z M. jannaschii 8
a V-ATPaza len 6 protonizovatelnych skupin pripadaj-
cich na ¢ subjednotku. Toto v prepocte znamena, ze u V-
ATPazy maju iba 2 protonizovatel'né skupiny na katalytic-
ké centrum. Takéto mnoZzstvo je ale nedostatocné na to,
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Obr. 1. Réznost’ proteolipidov (¢, K subjednotiek) u ATPaz'®. V priebehu evolucie doslo k duplikacii aZ triplikacii proteolipidu
u niektorych ATPaz. V obrazku su vyznacené aktivne karboxylaty podiel’ajiice sa na transporte protonov. Pismeno E oznacuje kyselinu

glutdmovu, pismeno Q oznacuje glutamin. Substiticia Q za E predstavuje stratu vizbového miesta pre protén. Glutamin sa na prenose H

nemdze podiel’at’

aby V-ATPaza katalyzovala syntézu ATP. Na druhe;j stra-
ne ale V-ATP4za umoZziuje vytvorit' znacny proténovy
gradient (funkéna vlastnost V-ATPazy), ktorého tvorba je
pohatiana hydrolyzou ATP',

V priebehu evoltcie doslo u ATPaz, sice v rozsahu
celého fylogenetického stromu, no len u niektorych orga-
nizmov, k duplikacii a triplikacii (u Methanopyrus kandle-
ri az k polyplikacii) proteolipidu®, priklad je uvedeny
naobr. 1. Je tu ilustrovany v prirode ojedinely typ Na'-
F\Fy ATPazy z Acetobacterium woodii, je to zatial’ jedina
objavena ATPaza s danymi vlastnostami. Tato ATPaza
obsahuje vo svojom rotore zmes ¢ podjednotiek — typu Fy
a typu Vj a na zaklade bunkovej potreby je schopna prepi-
nat’ medzi syntézou a hydrolyzou ATP®.

Jednou zo zaujimavych ¢t A-ATP syntazy je, Ze so
spominanou duplikaciou ¢i triplikaciou proteolipidu sa
automaticky nezachoval pocet vdzbovych miest pre trans-
lokujtci protén na subjednotke c. V priebehu evolucie
doslo k substitacii aktivneho karboxylového zvysku kyse-
liny glutamovej (E, Glu), podiel’ajucej sa na vdzbe a trans-
lokacii protonu, na glutaminovy zvysok (Q, Gln), ktory uz
nemoze viazat H'. Poget viizbovych miest pre transloku;ju-
ci H' na subjednotke ¢ zavisi od daného organizmu. U M.
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thermautotrophicus doslo k duplikacii a vizbové miesto
je zachované na druhom a Stvrtom helixe, ale u M. jannas-
chii (triplikacia) je vdzbové miesto zachované iba vo §tvr-
tom a Siestom helixe, pretoZze v druhom helixe sa vyskytu-
je vo vizbovom mieste spominana glutaminova
substiticia® (obr. 1).

Popisané proteolipidy si v membrane zoskupené
a tvoria rotor A-ATPazy, podobne ako to bolo preukazane
uF- a V-ATPaz. U vicSiny archaea sa Casto vyskytuje
vzajomné zoskupenie 12 proteolipidov, u M. thermautot-
rophicus apyroccocov je to len 6 kopii a4 kopie
u M. jannaschii. Pocet podjednotiek zavisi od teploty rastu
daného organizmu a plati, ze ¢im je teplota rastu vyssia,
tym je pocet podjednotiek proteolipidu, ktoré tvoria rotor,
niz§i. Na druhej strane, s rastiicou teplotou stipa pocet
kovalentnych vizieb medzi podjednotkami a zvySuje sa
stabilita a funkcia v cytoplazmatickej —membrane®?*
(obr. 2).

Cytoplazmaticka A; doména

Obsahuje katalytické miesta pre ATP/ADP ama
pseudo-hexagonalne usporiadanie podjednotick A a B.
Toto usporiadanie bolo navrhnuté pomocou elektronmik-
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roskopickej analyzy 2D obrazu proteinu z termoacidofilnej
archaea Sulfolobus acidocaldarius a Methanosarcina ma-
zei GO1. Sekvenovany operén A-ATPazy z M. mazei G61
otvoril cestu klonovania. Génové fragmenty operénu A-
ATPazy z M .mazei G61 obsahujice gény jednotlivych
podjednotieck A-ATPazy boli nadexprimované v E. coli.
Nasledne bola rozlustena Struktira A; komplexu ziskana

M.Mazei

m. M.thermauto- M_jannaschii
a iné archaea

trophicus

pyrococci M. kandieri

T o (TR

wlselzileslse

1% / L § il

] | B

H*/Na* ATP stechiometria

IR 4 2.6

Obr. 2. Réznost’ rotorov u A;Ag ATPéz/syntaz'®. Detailny sché-
maticky obrazok zoskupenia proteolipidickych podjednotiek
u uvedenych archaea organizmov. Ciarové rozdelenie kruhu sym-
bolizuje pocet proteolipidovych jednotiek tvoriacich rotor. Bodky
urcuji pocet vazbovych miest pre translokovany proton na dana
podjednotku. Stechiometrické ¢islo udava pocet translokovanych
protonov vzhladom k syntéze 1 molekuly ATP. Pofet monomé-
rov bol experimentalne uréeny. Detailnejsie vysvetlenie je uvede-
né v texte
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metddou small-angle X-ray scattering (nizko-uhlovy ront-
genovy rozptyl). Vykazovala nasledovné podjednotkové
zlozenie: A, B;, C, D, E, H F (E, H — periférne podjednot-
ky, tzv. druhd stopka; subjednotka F priecne ulozena
v membrane)**. Napadna $trukturdlna homologia sa vysky-
tuje vo vézbach medzi spominanou A a B podjednotkou
A; domény a a a  podjednotkami F; domény F-ATPazy
(A, B aa, B podjednotky vytvaraja tzv. ,hlavicku“ enzy-
mu). Podjednotky C a F A;-Casti si z enzymového kom-
plexu odkryté a su citlivé na peptidolytické ¢inidl4, zatial
¢o podjednotka D je vo vnutri A, Casti, ,,hlavicky®, a tym
je chranena pred pdsobenim trypsinu®* (obr. 3). (TaktieZ
s ndpadnou homoldgiou ako u y-podjednotky F-ATPazy,
ktora je obkolesena podjednotkami o a 3, ¢i E podjednot-
ky V-ATPazy, ktord je obkolesend A a B podjednotkami).

Celkova struktira A-ATPazy je ale velmi podobna
V-ATPéaze. Obdobne tvori hlavicku astopku. A- a V-
ATPaza maju oproti F-ATPaze vyrazne dlhSiu stopku
atym sa aj v celkovom 3D obraze odliSuju od F-ATPéazy
(obr. 3).

Paradoxom je, Ze napriek Struktirnej odliSnosti F-
a A-ATPazy, sa vyskytuje véizbova a funkéna podobnost’
cytoplazmatickych podjednotiek F- a A-ATPéazy. TaktieZ
sekvencnym porovnavanim génov podjednotick F- a V-
ATPézy sa odhalila homol6gia medzi ich katalytickymi
a membranovymi podjednotkami. Vzajomné podobnosti
jednotlivych ATPaz, ¢i uz §truktirne alebo funkcné, sa

F 1 FU A1A0 V1V0
hydrolyza/syntéza ATP hydrolyza/syntéza ATP hydrolyza ATP
ADP+P; ATP )f_v“-ﬂ:\:ck ADP+P
* El

cytoplazma

membrana

e”‘{gﬂﬂﬂm

rotacia
H+
Na*

Obr. 3. Struktira jednotlivych ATPaz (podjednotkova topoldgia vypracovana podl'a biochemickych a $trukturalnych udajov'®*). Pod-
jednotkové priestorové usporiadanie plati: v pripade F\F, ATPazy/syntazy pre Escherichia coli, v pripade A;A, ATPazy/syntazy pre
Methanosarcina mazei G61 a v pripade V,V, ATPazy pre Manduca sexta. DetailnejSie vysvetlenie je uvedené v texte
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vysvetl'uju existenciou spolo¢ného, davneho progénu,
ktory tvoril zdklad pre evolu¢nu diferencidciu jednotlivych
ATPaz™.

Sekvencéné porovnavania génov jednotlivych ATPaz
vSak poukazali na velké nezhody medzi podjednotkami
spojovacich stopiek. Na zéklade tychto homologickych
Sablon sa do popredia dostava domienka, ze pozicia cen-
tralnej spojovacej stopky bola v prvopociatkoch evolicie
obsadend translokujicim polymérom, a ten bol v najvicsej
miere pozmeneny v priebehu evolucie®.

3.4. Vlastnosti AjAy ATPazy/syntazy

Stadium tohto enzymu je komplikované pre problémy
spojené sjeho purifikdciou a problémy ziskat ho
v kompletnom podjednotkovom zloZzeni a v dostato¢nom
mnozstve. Napriek tomu inhibi¢né a funkéné mechanizmy
sledované v nativnych  podmienkach v kooperacii

Tabulka I
Prehl'adna tabulka znamych inhibitorov ATPaz**
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s poznatkami s izolovanym enzymom podavaju Ciastocny
obraz o tomto enzyme.

Vsetky doposial’ prestudované ATPazy metanogénov
maju pH optimum priblizne okolo 5,0-5,2. Vynimkou je
enzym  z Methanosarcina  thermophila  a Methano-
caldococcus jannaschii, ktoré maju optimum pH 7,0. Hyd-
rolyzujt substraty v preferencii ATP > GTP > ITP > TTP
> UTP > CTP. Su stimulované dvojmocnymi kationmi
Mg*" a Mn*", ale nie Na* ionmi. Sulfidy, glycerol a etanol
stimuluju ich enzymovi aktivitu'”.

Pre pochopenie molekulovych mechanizmov ATPaz
vyskytujucich sa u Archaea sa nasiel a vyuZziva sa cely rad
inhibitorov. Archaedlne ATP4zy sa znacne liSia citlivostou
k inhibitorom ATPaz prokaryotov a eukaryotov. V tomto
sa moze odraZat’ prave ich rozdielna primarna Struktira.
Pre utvorenie si obrazu o inhibitoroch, ktoré sa pouzivaju
pri §tidiu A-ATP4azy/syntdzy, a ostatnych ATP4z, je prilo-
zend prehladna tabulka I znamych inhibitorov spolu
s popisanym spdsobom inhibicie”*".

Typ ATPazy Inhibitor *

Sposob inhibicie

V-ATPiza  NEM Specificky inhibitor V-ATP viaZuci sa na cysteinové zvySky podjed-
notky A (viaze nukleotid) a posobi ako sféricka prekazka
NBC-Cl, azido-ATP Struktirny analog ATP
DCCD reaguje s proteolipidom (karboxylova skupina kys. glutamovej),
blokacia transportu proténu
DES inhibuje membranovo-viazan( Cast’
ADP, exogénne fosforecnany kompetitivna a nekompetitivna inhibicia ATP-hydrolyzy
NO;~ oxidacény efekt, chaotropna latka, sposobuje vzajomné oddelenie V,
a V| Casti, inhibuje membranovo-viazanu ¢ast’ (IC5,¢40mM)
bafilomycin Al Specificky inhibitor
dinukleotidy alostericka inhibicia
VO;, triton, alkylové zluceniny,
makrolidové antibiotika: bafilomycin,
konkanamycin
F-ATP Oligomycin, alkylové
zliceniny
azid sodny odpojovac, inhibuje cytochromoxidazu
DCCD obdobne ako u V-ATP reaguje s proteolipidom, blokacia transportu
protéonu
NO;-, VO5;~ oxidac¢ny efekt, chaotropna latka
DES inhibuje membranovo-viazani Cast’
P-ATP VO3~ reaguju s E, konformac¢nou formou, tvoria stabilny komplex a tym
azidy, ouabain blokuju enzym
A-ATP NO;™ bafilomycin A, inhibicia cytoplazmatickej Gasti

DCCD, DES

inhibuje membranovo-viazani ¢ast’

*NEM - N-etylmaleinimid, NBC-CI — 4-chlor-7-nitrobenzofurazan, DCCD — N,N’-dicyklohexylkarbodiimid,

DES — dietylstilbestrol
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Vo vSeobecnosti je A-ATPaza necitliva k azidu, oli-
gomycinu a vanadi¢nanu. Na druhej strane ju inhibuje
N,N’-dicyklohexylkarbodiimid (DCCD), bafilomycin,
dietylstilbestrol (DES) a dusi¢nany.

Metanoarchaealna A-ATPaza je inhibovana bafilomy-
cinom A, ale v koncentraciach o tri poriadky vyssich, ako
su potrebné pre inhibiciu V,V, -ATPazu.

Dusicnany pri vysokych koncentraciach moézu pdso-
bit’ ako chaotropné latky. Maji podobny t¢inok ako deter-
genty a sposobuju oddelenie cytoplazmatickej — hydrofil-
nej A, od membranovej — hydrofobnej A, Casti. Vzhl'adom
k tomu, Ze dusi¢nany mozu fungovat’ ako oxidacné Cinid-
lo, mozu v A-ATPéze oxidovat —SH skupiny enzymu. To
samozrejme mdze ovplyvnit aktivitu enzymu, hlavne, ak
st —SH skupiny pritomné v katalytickom mieste, resp.
v jeho blizkosti. To je mozné prave u halobakterialnej
A A)-ATP4azy, ktord obsahuje cysteinové zvySky v bliz-
kosti katalytického miesta na podjednotke A. Za vhodnych
podmienok dusicnany moézu interagovat’ s ktoroukol'vek
podjednotkou podielajucou sa na prenose ionu, resp. sa-
motného rotacného momentu atym znizit' aktivitu
enzymu27.

Metanoarchaealna A;Ap-ATPédza nie je inhibovana
N-etylmaleinidom (NEM), zatial’ Co halobakteridlna A;A,-
ATPaza je. Tuto odlisnost’ mozno pripisat’ rozdielnej pri-
marnej Strukture tychto ATPaz. Podjednotka A halobakte-
ridlnej A;Ao-ATPazy obsahuje dost’ cysteinovych zvyskov
v blizkosti katalytického miesta, na rozdiel od metanoar-
chaealnej A;A(-ATPazy, ktora ich neobsahujelg.

4. Geneticky a molekulovy pristup k Studiu
ATPazy/syntazy u metanoarchaea

Pre hlbSie a detailnejSie poznanie biochemickych
a molekulovych mechanizmov syntézy ATP u metano-
archaea sa okrem klasickych biochemickych metod, gene-
tickych metod (izolacia spontannych alebo mutagénom
indukovanych mutantov), vyuziva pristup zalozeny na
metddach molekulovej biologie.

4.1. Geneticky pristup u metanoarchaea

Systematicky geneticky pristup k $tadiu transformacie
energie u baktérii a kvasiniek priniesol cely rad vyz-
namnych zisteni a vysvetleni molekulovych mechanizmov
syntézy ATP. U metanoarchaeca sme geneticky pristup
k rieSeniu tychto problémov zaviedli v naSom laboratériu
v roku 1997. Zistenia, ze je mozné pripravit' u M. thermau-
totrophicus AH mutantov so zmenami v systémoch trans-
formacie energie, umoznili aplikaciu metod a technik bak-
teridlnej genetiky (za striktne anaerébnych podmienok) na
stadium A-ATPazy/syntazy.

V ramci genetického pristupu k Stadiu A;A,-ATPéazy/
syntazy u metanoarchaea sa v naSom laboratoriu podarilo
pripravit’ niekol’ko spontdnnych mutantov kmena M. ther-
mautotrophicus AH rezistentnych k relevantnym inhibito-
rom shvisiacich s transformaciou energie: N,N’-di-
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cyklohexylkarbodiimidu (DCCD)*’, harmalinu, tributylcin
chloridu (TBT)”, neomycinu33 ; dusi¢nanom, 3,3’,4°,5-tetra-
chlorsalicylanilidu (TCS)****, amiloridu®’. Ide o sériu mu-
tantov, u ktorych sa na zéklade pouzitych inhibitorov pred-
pokladalo, Ze doslo k 1éziam v dvoch hlavnych membrano-
vo-viazanych enzymovych komplexoch, ktoré sa vyz-
namne podielaji na bioenergetickych procesoch. Ide
o0 enzymové komplexy: A-ATPazy a Na'/H'-antiportera.
Stadium tychto mutantov uz prinieslo cely rad zaujima-
vych vysledkov dotykajucich sa transformacie energie
u metanoarchaea®"*273°,

Ziskané experimentalne vysledky potvrdili nase pred-
poklady aanalyzy vyizolovanych mutantov ukézali
(okrem iného), Ze niektoré¢ maji zmeny v ATPazovom
systéme. Z tohto hl'adiska treba spomenat’ hlavne TBT
mutanta, ktory pri detailnejSom Studiu vykazoval zmeny
citlivosti oproti divému kmeniu v ATPazovych systémoch
aj v procese metanogenézy. Toto naznacovalo, Ze doslo
u TBT rezistetného mutanta k zmene v A;Ay-ATPazovom
operone a tato zmena by mohla byt zodpovedna za danu
rezistenciu. Sekvenacia kompletného A;A(-ATPéazového
operonu u TBT rezistentného mutanta odhlalila tri mutac-
né zmeny v dvoch podjednotkich A;A,-ATPazy. A to
v podjednotke A — ValsgAla a v podjednotke B — Leuysylle
a SerygsAla. Tieto vysledky implikuju, zZe za zmeny senziti-
vity TBT-rezistentného mutanta su zodpovedné mutacné
substiticie v A;A¢p-ATP syntdzovom operc')nem.

Aj iny selektivny inhibitor ATPaz, DCCD, sa ukazal
ako extrémne cenny pri deSifrovani komplexnosti syntézy
ATP. U viacerych metanogénov je ATPaza tiez ihibovana
tymto inhibitorom. Z tychto doévodov sme predpokladali,
ze mutant rezistentny k DCCD by mohol mat’ pozmenent
ApA; ATP syntazu, ¢o by ponukalo potencialny experi-
mentalny nastroj pre §tadium tohto enzymového komplexu
aj umetanogénov. Prekvapujuco, mutant rezistentny
k DCCD nevykazoval zmeny v Strukturalnych génoch
(atp) pre AgA; ATP syntdzu. Experimentalne udaje ziskané
pri §tadiu DCCD rezistentného kmena naznacuji, Ze
DCCD rezistencia je dosledkom zvySenej expresie ApA;
ATP syntdzy. Z tohto je moZné usudzovat, Ze za rezisten-
ciu k DCCD st zodpovedné gény podielajuce sa na regu-
lacii expresie ApA; ATP syntézy”. Ukazuje sa, ze syste-
maticky geneticky pristup k problémom konzervacie ener-
gie u metanoarchaea modze byt vel'mi ndpomocny, tak ako
to je u baktérii a kvasiniek.

Tieto Stadia tiez otvaraju cestu k pochopeniu evoltcie
membranovych ATPaz/syntdz a pomahaji porozumiet
evolucii bioenergetickych systémov. Zaroven otvara nové
pohlady na evoliciu samotnych biologickych membran,
ktord bola kooperacnym procesom tak bioenergetickych
systémov, ako aj lipidickej dvojvrstvy a membranovych
proteinov?®?',

5. Zaver

V poslednom obdobi bol zaznamenany obrovsky pok-
rok v poznavani Struktury, funkcie a molekulovych mecha-
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nizmov kI'i¢ového enzymu ATPazy/syntazy, ktory je zod-
povedny za syntézu ATP v bakteridlnej cytoplazmatickej
membrane, vo vnutornej mitochondridlnej membrane
a v membrane tylakoidov v chloroplastoch. Poznavanie
bioenergetickych mechanizmov tvorby bunkového ATP
u Archaea, ktoré ziju z hladiska cloveka v extrémnych
podmienkach, ukazalo cely rad vyznamnych odliSnosti
tvorby bunkového ATP. Ciel'om tohto prehl'adného ¢lanku
je poukazat’ na progres, ktory bol dosiahnuty pri Stidiu
archaedlnej A Ay ATPazy/syntazy. Experimentalne ziste-
nia ziskané pri Studiu A;A, ATPéazy/syntazy jednoznacne
preukazali, ze AjA, ATPaza/syntaza reprezentuje nova
skupinu  ATP4z, nakolko sa vyrazne odliSuje od
F\FoATPaz a V,V, ATPaz. AjA, ATPazy/syntazy boli
doposial’ najlepsie prestudované u metanoarchaea. Tieto
studie ukazali, ze AjA, ATPazy/syntazy si zlozené
z dvoch domén, ktoré pracuju ako dva rota¢né motory a st
spojené prostrednictvom dvoch stopiek — centralnej
a periférnej, podobne ako u F,Fy ATP4z. U Archaea je A,
doména odlisna a jej zlozenie, ktoré je variabilné, zavisi od
rastovych podmienok. Préce, ktoré sa sustred’ujl na pozna-
vanie tohto enzymu, poskytuju celt radu novych poznat-
kov suvisiacich so Struktirou a molekulovymi mechaniz-
mami funkcie tohto enzymu. Napriek velkému pokroku
pri §tadiu A;Ay ATPazy/syntazy, molekulové mechanizmy
tvorby bunkového ATP prostrednictvom tohto enzymu
zostavaju nevyjasnené. Je dolezité zdoraznit', Ze tieto Stu-
dia otvaraji nové pohl'ady na tvorbu ATP u extrémne sta-
rych mikroorganizmov, ktoré obyvaju nasu planétu pribliz-
ne 3,5 miliardy rokov, ale aj spristupniuji pochopenie evo-
licie kl'aiCového bioenergetického enzymu — ATPazy
a umoznuju nazriet’ na prvotné procesy zivota tychto orga-
nizmov a ich energiu konzervujice mechanizmy.
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M. Vidova and P. Smigai (Institute of Animal Bio-
chemistry and Genetics, Slovak Academy of Sciences,
Ivanka pri Dunaji, Slovak Republic): Unique Structural
and Functional Properties of A;Aj ATPase/Synthase
from Archaea

ATP synthases are present in every life form being
the key enzymes of cellular bioenergetics. The enzyme
from the Archaea forms anew class of ATPases, AjA,
ATP synthase. This enzyme has unusual structural and
functional features, which separate it from F,F, and V,V,
ATPases as adistinct enzyme class — Aj;A, ATPase/
synthase. It contains the transmembrane A, domain and
the cytoplasmatic A; domain, including a specific site for
ATP synthesis. The A; domain is linked to the A, part by
D-subunit, a structural and functional analog of the y-
subunit of F;F; ATPase. The genomic approach to the
study of this enzyme combined with methods of molecular
biology, biochemistry and structural biology, will extend
the study of AjAp ATPase/synthase and ATP synthesis to
the molecular level.
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1. Uvod

Skrob patii mezi fyziologicky a hospodaisky nejdiile-

rostlin (napf. hlizdch brambor nebo v semenech kukufice,
pSenice a ryze) ve formé skrobovych zrn, ktera se neroz-
poustéji ve studené vod€. Hlavnimi slozkami Skrobu jsou
dva a-D-glukany — linearni amylosa s a-(1—4) glykosido-
vymi vazbami a vétveny amylopektin, obsahujici o-(1—4)
a o-(1—>6) vazby, kromé¢ toho S$krobovd zrna obsahuji
i mensi mnozstvi dalSich slozek jako jsou lipidy a proteiny.

Cerealni $kroby, konkrétné pSenice, jeCmen, Zito
a tritikale, maji ve srovnani s hlizovymi Skroby dva odlis-
né typy Skrobovych zrn — vétsi zrna, oznacovana téz jako
A-8krob, a mensi zrna B-§8krobu. Tato zrna se 1i$i chemic-
kym slozenim, ultrastrukturou amylopektinu, zptisobem
jeho uloZeni ve skrobovém zrnu a dal§imi z toho vyplyva-
jicimi vlastnostmi.

Pti zpracovani pSeni¢né mouky na Skrob se dvé veli-
kostni skupiny $krobovych zrn pfi rafinaci oddé€luji, takze
vyslednym produktem je komercni Skrob s hlavni frakei
zrn 10-40 pm a vedlejsi produkt s mensimi Skrobovymi
zrny. Jeho vyuzitelnost je dosud omezena a hledaji se pro-
to dalsi moznosti jeho pouziti. Podkladem pro mozné apli-
kace jsou znalosti o chemickém sloZeni, struktufe a dalSich
vlastnostech tohoto produktu.

Obr. 1. Amylopektin
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V tvodu bych si dovolil malou poznamku, tykajici se
symboliky. Historicky existuje oznacovani Skrobu jako A
a B (event. C) podle velikosti skrobovych zrn a s ni souvi-
sejici kvalitou (s rozdilnym obsahem lipidi a proteintl).
Retézce amylopektinu, charakterizujici jeho rozvétveni,
jsou v literatufe oznaCovany rovnéz jako A, B a C, coz
s pfedchozim oznafenim nema zadnou souvislost. Navic
i krystalinita ma podobné oznaceni — polymorfni formy
jsou znaceny jako A, B, C, event. V. Text ¢lanku je konci-
povan tak, aby pfi zachovani zavedené tradi¢ni symboliky
nedoslo k zaméné.

2. Rozdéleni velikosti Skrobovych zrn

Jak jiz bylo zminéno, velikost zrn pSeni¢ného Skrobu
souvisi s jeho chemickym slozenim, které nasledné mize
ovliviiovat jeho funkéni vlastnosti.

Ke sledovani velikosti ¢astic lze vyuzit fadu metod
napi. optickou nebo elektronovou mikroskopii', piip.
i doplnénou vyhodnocenim metodou analyzy obrazu’,
sedimenta¢ni metody’, metodu laserové difrakce’, méfeni
mérného povrchu’ ad.

Podle Leeba a Schumanna® jsou zrna p3eni¢ného A-
Skrobu ¢ockovitého tvaru s ptfi¢nou vzdalenosti 20—30 pm.
Mensi B-zrna jsou kulovitd a maji pramér 2—-8 um. Foto-
grafie skenového elektronového mikroskopu ukazaly, ze
pSeni¢ny Skrob ma vétsi podil mensSich zrn nez je tomu
u tritikale nebo je¢mene’. Rozmér zrn p$eniéného B-
Skrobu zavisi na tvrdosti pSeni¢ného zrna, ktera je dulezi-
tym parametrem pii prodeji a ndkupu pSenice. Nekteré
mekké pSenice maji Skrobova zrna B-skrobu i o velikosti
nad 10 pm (cit.*). N&kdy je B-krob jesté dale délen na dvé
skupiny: mensi zrna o praméru pod 2,8 um (C-8krob)
a sttedné velka zrna o priméru 2,8-9,9 um (cit.g).

3. Mérny povrch

Pro fadu aplikaci je dulezitéjsi veli¢inou nez velikost
¢astic meérny povrch, ktery urCuje pienos energie i hmoty.
Stanovuje se napf. metodou BET, kterd pouZiva pro své
méFeni adsorpéni izotermu dusiku’. Mérmy povrch je tzce
spjat s velikosti Castic a jejich hustotou. Pro A- a B-
skrobova zrna se vzhledem k jejich velikosti pochopitelné
lisi. Je definovan:

1)
kde Zs; je soucet povrchu jednotlivych ¢éstic a m je jejich
celkova hmotnost. Rovnici (/) lze dale pro homogenni
Castice upravit:
Ssp= Z8i/(ps. ZV5)
kde ZV; je soucet objemu jednotlivych Eastic.
Pokud by §lo o monodisperzni systém a predpokladali
bychom kulovité castice, pak:

nd! 6
ps'd

Ssp= Zsi/m

)

()

Sy =
s

T
—d!
Ps 6 s
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Obr. 2. Fotografie skenového elektronového mikroskopu na-
tivniho peni¢ného $krobu podle Van Hunga a Mority'”

kde d; oznacCuje pramér Castice, ps — hustota ¢astice. Pokud
bychom dale uvazovali velikost Skrobového zrna 20 pm,
hustotu dkrobu 1600 kg m™, vysel by podle rovnice (3)
mérny mezifazovy povrch 188 m?kg™". Pro primér zrna
5 um podobnou kalkulaci vychazi 750 m*kg ™.

Tento pfiblizny propocet je ve velmi dobré shodé
(zv1asté pro kulovitd zrna B-Skrobu) s naméfenymi tdaji
Morrisona'! pro specificky povrch zrn A-skrobu 240 az
280 m’kg ™' a pro B-skrob 700-760 m’kg™'. To potvrzuje,
ze Skrobova zrna maji hladky, témét neporézni povrch,
podle  fotografii  elektronového  mikroskopu jen
s obCasnymi dutinami (viz obr. 2).

4. Obsah amylosy, chemicka struktura
a ultrastruktura amylopektinu

Obsah amylosy (jde o podil amylosy v celkovém ob-
sahu Skrobu), mize byt stanoven né€kolikerym zpisobem.
Tzv. zdanlivy obsah amylosy se stanovuje méfenim jodové
afinity skrobu zbavenych lipidi pomoci dimethylsulfoxidu
s vyuzitim potenciometrického autotitratoru'>. Tzv. abso-
lutni obsah amylosy se uréi metodou Takedy a spol.'* ode-
¢tenim afinity jodu amylopektinu od hodnoty afinity cel-
kového skrobu zbaveného lipidd. Jinou moznosti stanoveni
amylosy je pouziti enzymovych seti'> 7.

Udaje o obsahu amylosy pro zrna B-krobu se u riiz-
nych autorti ligi. Podle Eliassona'® maji tato zrna nizsi
obsah amylosy nez je tomu u zrn A-Skrobu; podobné Ao
a Jane’ zjistili absolutni obsah amylosy u zrn A-skrobu ve
vysi 30,9 %, zatimco B-zrna dosahovala hodnoty 25,5 %.
Salman a spol.'’ ale naopak 7adné vyznamné rozdily
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Obr. 3. Schématicka struktura amylopektinu

v obsahu amylosy pro rizné typy Skrobovych zrn ani kolo-
rimetricky ani enzymoveé neprokazali.

V béZn€ uzivané nomenklatufe vétveni amylopektinu
podle Peata a spol.”’ jsou A-fetézce amylopektinu defino-
vany jako nerozvétvené, na rozdil od B-fetézcl, na které
jsou vazbou a-(1—6) navazany dalsi A nebo B-fetézce.
Makromolekula také obsahuje C-fetézec, ktery nese jedi-
nou koncovou redukujici skupinu. U amylopektinu kratké
fetézce vytvareji shluky (klastry), jednotky téchto klastrl
jsou vzajemnd propojeny del$imi fetézci’'. Zjednodusené
ukazuje toto usporadani obr. 3, rovné linie zde predstavuji
glykosidové vazby a-(1—4) a rozvétveni vazby o-(1—6).

Pti hledani struktury amylopektinu se nejprve oddéli
jednotlivé fetézce isoamylasou. Délka fetézcti amylopekti-
nu je nasledné analyzovana metodou Wonga a Jane® vy-
sokorychlostni aniontovou kapalinovou chromatografii
vybavenou on-line amyloglukosidasovym reaktorem
s pulsni amperometrickou detekci (HPAEC-ENZ-PAD).

Podle Ao a Jane’ maji zrna p3eni¢ného B-8krobu krat-
§i fetézce (fetézce A a By o polymeracnim stupni (DP) 6 az
12 glukosovych jednotek — 25,2 %, o DP 13-24, 46,8 %),
a ne tak dlouhé fetézce B, (DP > 37) jak je tomu u A-
Skrobu (DP 6-12, 21,8 % a DP 13-24, 43,3 %). PSeni¢ny
B-skrob se sklada zrozvétvenéjsich fetézci o DP 6-25
a obsahuje jen maly podil fetézci o DP >26. Tedy A-
Skrob obsahuje vice fetézcl B,, ale méné kratkych fetézci
A a By, nez B-8krob.

Podobné i Salman a spol." zjistili, Ze pomér fetézci
s DP 6-12 je nizsi u A-Skrobu nez u B-Skrobu, zatimco
stiedni a dlouhé fetézce jsou hojnéjsi u zrn A-skrobu. Také
Sahlstrom a spol.”* konstatuji, 7e malé &astice obsahuji
vétsi podil nejkratsSich amylopektinovych fetézeti (DP < 8).

Oproti tomu podle Vermeylena a spol.?’ kratké
a sttedné€ dlouhé fetézce s DP 8-24 jsou cCastéjsi ve frak-
cich malych ¢astic, zatimco velmi kratké (DP < 8) a dlou-
hé (DP 25-60) fetézce byly vice zastoupeny u velkych
castic. To je vsouladu s pfedchozim zjiSténim Tanga
a spol.25 .

V oblasti neredukujicich konct a ve stfedni Casti fe-
tézcl amylopektinu se tvofi antiparalelni dvojité Sroubovi-
ce s usporadanou (krystalovou) tiirozmérnou strukturou®.
Podle Vermeylena a spol.”’ jsou tyto dvojité Sroubovice
spojené s kostrou amylopektinu krat$i u malych Skrobo-
vych zrn.
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5. Dopad struktury amylopektinu na vniti‘ni
usporadani Skrobovych zrn

Predpoklada se, Ze zrna A a B-Skrobu maji ve vnitini
struktufe jinak usporadanou amylosu a amylopektin. Vy-
zkum optickych map ukazal, ze u Cockovitych zrn A-
Skrobu tritikale, pSenice a je¢mene jsou molekuly amylo-
pektinu orientovany kolmo na osovou rovinu Skrobového
zrna a jsou uspofadany rovnob&zn&”®. Molekuly amylopek-
tinu, které obsahuji vice fetézci B,, ale mén¢ kratSich fe-
tézcli A a By, jsou valcovitého tvaru, coZz umozilyje jejich
snadngjSi uspotadani do rovnobézného usporadani
v ¢ockovitém Skrobovém zrnu (obr. 4). Toto uspotfadani
ma i za nasledek vytvoreni ryhy na okraji osové roviny.

Na druhé stran€¢ amylopektin u B-skrobu, u kterého
muzeme piedpokladat vétsi podil kratkych fetézct (fetézce
A a By) a mensim podil fetézci B,, ma konicky tvar, ktery
muize byt snadno zafazen do kulovitého skrobového zrna.

Paralelni uspotradani valcovitych molekul amylopekti-
nu u A-8krobu by mohlo vysvétlovat vyssi podil krystalini-
ty nez je tomu u konicky tvarovaného amylopektinu u zrn
B-skrobu’.

A-granule

Obr. 4. Struktura $krobového zrna A- a B-Skrobu a moleku-
larni struktura podle Ao a Jane’, zvefejnéno se souhlasem Jane

Podle Jane® kulovité ¢astice B-skrobu, vazané pomo-
ci proteinli a rtiznych polysacharidl, obsahuji mimo to
uvnitt Skrobového zrna propojené dutiny se znacnou poro-
zitou.

6. Lipidové komplexy

Zrna B-skrobu obsahuji vice lipidl nez je tomu u A-
Skrobu. Lipidy vytvareji Sroubovicové komplexy
s amylosou, ¢imz brani nabobtnani. Jde vétSinou o mono-
acyl-lysofosfolipidy’.

Podle Eliassona'® je nejvyznamngjsi rozdil mezi zrny
A a B-skrobu v mnohem vyssi entalpii, kterd je zplisobena
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amyloso-lipidovymi komplexy B-zrn. Obecné plati, ze
vSechny nevoskové (non-waxy) ceredlni Skroby obsahuji
lipidy piiblizngé tmémé& obsahu amylosy’>. Ale zrna A-
Skrobu Triticaee obsahuji vice amylosy nez B-zrna, a ptes-
to mensi &astice obsahuji vice lipidi*>.

7. Krystalinita

Skrobova zrna jsou ¢astednd krystalicka a skladaji se
z uspofadanych oblasti, které obsahuji dvojité Sroubovice
vytvofené z fetézci amylopektinu a z neuspotradanych
amorfnich oblasti. Dvojité Sroubovice, které vznikaji vy-
tvofenim vodikovych mustkti mezi nékterymi hydroxylo-
vymi skupinami koncovych fetézcli amylopektinu, se podi-
leji na tvorbg krystalinity $krobovych zrn*.

Informace o krystalinit¢ se =ziskava sledovanim
difrak¢nich obrazctl rentgenového zatfeni.

Amylosa ve skrobovych zrnech je amorfni, a tak zrna
B-Skrobu vykazuji vyssi krystalinitu (35,5 %) nez zrna
A-skrobu (32,4 %). Bézné Skroby vykazuji nizsi krystalini-
tu nez skroby ziskané z voskovych (waxy) odrad'.

Krystalickd forma A se vyskytuje u ceredlnich Skro-
bl. Umisténi charakteristickych difrakénich pikd formy A
nezavisi na velikosti Castic, coz svéd¢i o rovnomérné hus-
toté jednotlivych krystaliti v riiznych Skrobovych frakcich.
U pSeni¢nych skrobd se zjistuje sekundarni krystalinita
formy B, ktera schazi u malych Skrobovych zrn. Nékteré
Skrobovymi zrny a schézeji ve frakcich malych Skrobo-
vych zm. Podle Vermeylena a spol.?’ jsou tyto enzymy
snad biochemickym klicem ke krystalinit¢ B velkych ¢o¢-
kovitych zrn.

8. Parametry mazovaténi

Moderni metodou pozorovani tepelnych vlastnosti
nativnich a retrogradovanych $krobt je diferen¢ni skeno-
vaci kalorimetrie. Klasickou metodou je sledovani prib&éhu
viskozity suspenze. V obou ptipadech je suspenze Skrobu
zahfivana s konstantnim gradientem teploty na Case.

Pokud jde o parametry mazovaténi nativnich Skrobi
Van Hung a Morita®® a podobné Vermeylen a spol.”” zjisti-
li, ze pocatecni teploty u zrn A- a B-Skrobu jsou podobné,
zatimco vrcholova teplota (ve stfedu teplot mazovaténi)
a koncova teplota jsou u zrn A-skrobu vyznamné nizsi nez
u B-skrobu. Tyto vysledky jsou v souladu s ptedchozim
vyzkumem®*3*. Nékteti autofi viak dosli k odlisnému
zavéru; Seib® uvadi, Ze skrobova zra A-skrobu maji vys-
$i pocatecni teplotu mazovaténi a nizsi vrcholovou a kon-
covou teplotu mazovaténi v porovnéani s B-Skrobem; Ghi-
asi a spol.** sd&luji, ze ob& skupiny Skrobovych zrn maji
podobné reZimy mazovaténi.

V pribéhu mazovaténi zrna A-Skrobu nabobtnavaji
prednostné v osové roving, takze se zaktivuji a ohybaji do
charakteristického tvaru. Toto chovani je spolecné vsem
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Obr. 5. Viskozitni profil pSeni¢ného $krobu podle Ao a Jane';
m psenicny skrob celkoveé, A A skrob, + B skrob, — teplota

Skrobovym zrniim typu A, ale nedochazi k nému u zrn B-
Skrobu pSenice, jeCmene, ryze a tritikale nebo u lusténino-
vych, kofenovych a hlizovych skroba''.

Viskozitni kiivky pSeni¢ného Skrobu ukazuje obr. 5.
Viskozitni kiivka zrn A-Skrobu ma vyssi vrchol — vyssi
konecnou viskozitu i vyssi viskozitu pfi udrZzované kon-
stantni teploté, nez je tomu u B-Skrobu. Viskozita pii
ochlazovéni disperze A-Skrobu, kterd odpovidé tvorbé siti,
je v porovnani s viskozitou B-Skrobu rovnéz vyssi. To
mize byt vysvétleno tim, ze A-Skrob obsahuje vice amylo-
sy a vice dlouhych fetézct amylopektinu nez B-skrob’.

9. B-Skrob v primyslové vyrobé
9.1. Jemnozrnny Skrob jako produkt

Jak jiz bylo uvedeno, pii prumyslové vyrobé skrobu
jsou skrobova zrna rozdélena na dvé kategorie — komercni
Skrob prvé jakosti (obsahujici pfevazné A-skrob) a vedlejsi
produkt, obsahujici pfedevsim B-8krob. V nékterych uceb-
nicich nebo ve firemni literatute tykajici se vyroby Skrobu
se lze setkat i se zjednodusenym oznacenim téchto produk-
th jako A-, B-skrob, pfipadné jesté A-Plus nebo A-Minus
$krob*®%,

Duivod separace zrn A- a B-Skrobu je dvoji:

jednak nelze jemnozrnny Skrob jednoduse predsusit
filtraci na vakuovém filtru (maléd zrna zpusobuji velky
odpor filtra¢niho kolace),

kromé toho, jak jiz bylo zminéno, B-Skrob mé horsi
jakost — vy3§i obsah proteind (asi 1,1 %, cit.*"),
a rovnéZ vys§i obsah lipidii a pentosanii*?.

Mnozstvi jemnozrnného Skrobu jako vedlejsiho pro-
duktu byva v pSeni¢nych Skrobarnach CR asi 10 % vyro-
beného jakostniho pSeni¢ného Skrobu.

Ve skutecnosti je podil malych zrn v poméru ke ko-
mer&nimu produktu vy$3i — napt. Meusser a spol.** uvadsji
hodnotu 27 % A-produktu. To je ve shod¢ s méfenim Rae-
kera a spol’, ktefi zjistili objemové rozdéleni zrn
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vrozmezi 9,7-15,2 % pro zrna o primeéru pod 2,8 um,
13,4-27,9 % pro stfedni zrna o priméru 2,8-9,9 um
a57,9-76,9 % pro velka zrna o priméru nad 9,9 pm.
Vysvétleni pro tento vyznamny rozdil neni pouze jedi-
né, ale hraje zde roli souc¢asné ptisobeni nékolika faktord:
diivejsi separacni technologie nedokazaly dosadhnout
vysoké vytéznosti (i malych ¢astic),
jiz dnes vyuzivana moznost pievedeni ¢asti zrn B-
Skrobu do komercniho produktu, resp. meziproduktu
(viz dale),
¢ast malych Skrobovych ¢astic odchazi kromé do ved-
lejsiho produktu i do jinych proudii vyrobniho sché-
matu, jejichz koneénym produktem jsou pentosany,
odpadni voda apod.
Podle Zwitserloota* lze pii upravé technologie pii
separaci suspenzi a nasledné enzymové hydrolyze dosah-
nout vytéznosti Skrobu z mouky 70 % a pouze 5 % jemno-
zrnného $krobu, tedy snizit podil jemnozrnného Skrobu na
7 % vyrobeného potravinarského Skrobu.

9.2. Prumyslova hydrolyza jemnozrnného Skrobu

V soucasnosti jsou ve svété jednim z hlavnich vyrob-
ki ze skrobu skrobové hydrolyzaty (maltodextriny, gluko-
sové, maltosové a glukoso-fruktosové sirupy). Pti hydroly-
ze dochazi pasobenim mineralni kyseliny nebo Castéji
pomoci enzymového zpracovani ke zkraceni fetézcti amy-
losy a amylopektinu, vysledkem §tépeni je cela fada oligo-
sacharidl (pfedevsim maltosy) a glukosy. Pfi vyrobé glu-
koso-fruktosovych sirupti se cilené za katalyzy glukosoiso-
merasou ¢ast glukosy isomerizuje na fruktosu.

Prestoze jiz je provozné odzkouseno vyuziti urcitého
podilu mensich castic ktomuto procesu, nazory
v odbornych ¢lancich se 1isi.

Yonemoto a spol.* uvadgji, 7e i pies vyssi krystalini-
tu jsou malé Castice ochotnéjsi k enzymové hydrolyze nez
ty velké, coz vysvétluje jejich vétsim povrchem. Tyto vy-
sledky byly potvrzeny Maneliem a spol.*°. Dextriny, které
se uvolnuji béhem hydrolyzy ze zrn B-Skrobu, obsahuji
vice linearnich fetézct a maji v praméru kratsi délku, nez
odpovidajici fetézce ze zrn A-Skrobu.

Naopak Sakintuna a spol.*’ zjistili, e vétsi skrobova
zrna (>30 um) jsou ochotnéjsi k hydrolyze nez mensi
(< 10 pm).

Robins a spol.™ navrhli modifikaci enzymového pro-
cesu. pH suspenze jemnozrnného $krobu, ktera vznikne po
separaci na filtracnich odstfedivkach, se upravi na 6,5-6,9
a piida se o-amylasa. Poté se Skrob zahfeje na 95 °C
v paroproudém zahiivac¢i a Cerpa se do dvou nadrzi
(koagulacnich tanki) s dobou zdrzeni 5 hodin. Vysoka
teplota zpisobi nabobtnani a puknuti zrn Skrobu, coz
umozni o-amylase rozstépit Skrob do kratSich fetézcu.
Kromé toho vyvola koagulaci rozpustnych bilkovin, které
se pozd¢ji oddéli.

Nasledna filtrace, jak klasickd, tak na ionexech, se
zd4 byt hlavnim problematickym bodem vyuziti B-Skrobu
pfi enzymové hydrolyze. Kromé jiz uvedenych proteint
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dochazi k uvoliiovani tuki z amylaso-lipidovych kom-
plexd. Dusledkem mohou byt zakalené sirupy, sniZeni
filtradni rychlosti, zhorSeni vyt&Znosti** a je potieba poditat
s vyssi spotfebou pomocného materialu.

9.3. Moznost chemické modifikace jemnozrnného
Skrobu

Chemicka modifikace skrobu se vétSinou provadi pod
teplotou mazovaténi, tedy pii zachovani struktury ptivod-
nich Skrobovych zrn. Toto feSeni je vyhodné pro separaci
a dalSi zpracovani suspenze po probéhnuté reakci. Tudiz
struktura zrna velmi ovliviiuje slozeni Skrobového deriva-
tu. Chemicka cinidla pronikaji s rtiznou ucinnosti po-
vrchem nebo kanalky dovnitf Skrobovych zrn. Zpravidla
jsou amorfni ¢asti zrn substituovany snadnéji nez krysta-
lické oblasti, pfesto 1ze na Skrobova zrna pulisobit rozli¢ny-
mi technikami v zavislosti na jejich architektufe, typu
krystalové struktury, obsahu amylosy a pfitomnosti mino-
ritnich slozek.

Amylosa mé sklon byt substituovéna do vyssiho stup-
né¢ nez amylopektin, ktery je ptrednostné substituovan
v rozvétvenych oblastech?'.

Jemnozrnny $krob ma vyhodné vlastnosti pro modifi-
kace, kde vyslednym produktem jsou Skroby pfizptisobe-
né individualnim potfebam, napf. pro specialni papiry.

Vétsi  skrobovd  zrma maji  vyssi  reaktivitu
s acetanhydridem neZ mala. Pasty fosforylovanych zesité-
nych $krobti z malych ¢astic jsou stabilngjsi nez z velkych,
zatimco pasty z acetylovaného Skrobu a acetylovaného

Obr. 6. Fotografie skenového elektronového mikroskopu fos-
forylovaného a zesiténého A a B pSeni¢ného $krobu podle Van
Hunga a Mority"
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zesiténého Skrobu z malych a velkych ¢astic maji podob-
nou odolnost vic¢i zmrazeni a rozmrazeni. Skenové elek-
tronova mikroskopie ukazuje, ze ¢ast zrn je zasazena povr-
chovou erozi zplisobenou procesem chemické modifikace
(obr. 6). Povrchy velkych zrn vykazuji vétsi poskozeni po
modifikaci nez mald zrna. Dusledkem je, Ze zrna rGzné
velikosti maji rozdilné fyzikalné-chemické vlastnosti mo-
difikovaného skrobu'>.

Bae a spol.” se zabyvali fyzikalnimi vlastnostmi ex-
trudovanych vlaken hydroxypropylovanych normalnich
a vysoce amylosovych Skrobil. Substituce zvétsila prodlou-
zeni a pruznost extrudatd. Hydroxypropylované skroby
a hydroxypropylované a soucasné zesiténé Skroby z A zrn
byly vice substituované nez z B zrn®".

10. Aplika¢ni moZnosti jemnozrnného §krobu
(vedlejsiho produktu)

10.1. Potravinafské a krmivarské vyuziti
jemnozrnného $krobu

Klasicky se tento nesuseny vedlejsi produkt pouziva
jako surovina pro vyrobu lihu, pfidavek do krmiv pro do-
bytek nebo se aplikuje jako nahrazka mléka v krmivech
pro telata.

Byly hledany moznosti, zda lze jemnozrnny Skrob
vzhledem ke své granulometrii a chemickému sloZeni pou-
zit i k dalSimu potravinaiskému zpracovani. Bylo zjisténo,
ze mald a vétsi Skrobova zrna pSenice a jeCmene vykazuji
rozdilné chovani pii vafeni piva™, pedeni***"> a extruzi’'.
Velmi malé Castice zpisobuji zeslabeni tésta, vice zastou-
pena zrna ovliviwji tvar prvé ¢asti farinografické kiivky,
zpusobuji tak delsi dobu vyvinu tésta, vétsi stabilitu, delsi
je obsah velkych Skrobovych zrn (> 16 pm), tim mensi je
zméknuti tsta a farinograficka plocha. Cim v&tsi je pru-
mérnd hodnota velikosti zrn, tim delsi je doba maximalni-
ho narGistu a mensi zeslabeni tésta; ¢im véEtsi je nejcastéji
zastoupeny rozmeér zrna, tim mensi je stupefl zeslabeni
tésta a farinograficka plocha™.

Zhao a Whistler™ referuji o nosi¢ich ochucovadel
vyrobenych z kulovitych agregatd skrobovych zrn, timto
zpusobem by tedy bylo mozné v omezeném mnozstvi
jemnozrnny pSeni¢ny S§krob vyuZivat.

10.2. Dalsi aplikace jemnozrnného Skrobu

V soucasné dobé¢ se jemnozrnny Skrob pouZziva jako
pojivo ve slévarenstvi a k vyrob& vinitych lepenek™.

Pomérné nové aplikace jemnozrnného Skrobu je
k vyrobé biodegradabilnich plasti. Obnovitelné materialy
pfitahuji pozornost ze dvou hlavnich diivodii: jednak eko-
logického a dale vzhledem k tomu, Ze zdroje ropy jsou
asové omezené®'. Vyhodou &krobu je, Ze je obnovitelny,
biodegradovatelny, snadno dostupny a relativné levny.

Vyhodu jemnozrnného Skrobu lze pifedpokladat

323

Referat

vtom, ze mensi zrna se v plastu 1épe disperguji a jsou
pristupngjsi pro mikroorganismy'’. Tato hypotéza vychazi
z vyzkumu Ahameda®, ktery pouzival 8krob z rostlin Che-
nopodium quinoa a Amaranthus paniculatas jako plnivo
LDPE. Granule $krobu tohoto ptivodu (mensi nez 1 pum)
tvofi napf. ve srovnani s kukufiénym skrobem v daném
filmu lepsi disperze, coz vede k vys$simu sklonu k pozdé&jsi
degradaci.

Bylo rovnéz zjiSténo, ze Skrobové zrna mensi velikos-
ti zlepSuji tazné vlastnosti polyethylenovych filma plné-
nych Skrobem. Specidlni jemné frakce pSeni¢ného Skrobu
by mély vytvaret podstatné ten¢i filmy, nez pouzije-li se
kukufiény 8krob®.

Prehledny c¢lanek byl zpracovan v ramci reSeni gran-
tového projektu GA CR 525/09/0607 ,, Biodegradabilni
kompozitni materialy na bdzi B-Skrobu s upotiebenim
v zemédelstvi.
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E. Sarka and Z. Bubnik (Department of Carbohy-
drate Chemistry and Technology, Institute of Chemical
Technology Prague): Morphology, Chemical Structure,
Properties and Applications of Wheat B-Starch

Compared to other cereal or tuber starches, wheat
starch shows mainly two different types of granules, the
A-starch and B-starch, which are separated in starch proc-
essing. These types differ not only in size or shape but also
in chemical structure of amylopectin, arrangement in
granules, and lipid and protein contents. Chemical compo-
sition and structure of starch influence on physicochemical
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properties (specific surface, crystallinity, gelatinization
characteristics) and functionality.

Processing of B-starch (filtration, drying) is problem-
atic for its small particles. Nevertheless, the challenge for
other uses of B-starch has been taken up in designing new
technological processes. Hence B-starch becomes a valu-
able raw material in other processes. Examples of its ap-
plications in enzymatic processes producing syrups, in
modifications affording tailor-made starches, for flavour
carriers, baking, extrusion and, last but not least, in biode-
gradable polymers are given.
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FLAVINY — PERSPEKTIVNI KATALYZATORY OXIDACI A REDUKCI
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1. Uvod

Flaviny jsou skupina biologicky aktivnich latek, je-
jichz spoleénym strukturnim rysem je isoalloxazinové
seskupeni (cit.'"™) (obr. 1). Diky konjugovanému systému
dvojnych vazeb absorbuji isoalloxaziny svétlo v oblasti
okolo 450 nm, coz zpusobuje jejich intenzivni zluté zbar-
veni. Zluta barva dala derivatim isoalloxazinu spole¢ny
nazev flaviny odvozeny z latinského flavus, zluty.
V literatufe se n¢kdy fadi mezi flaviny rovnéz derivaty
izomerniho alloxazinu (obr. 1).

Flaviny jsou obsazeny jako kofaktory v rlznych ty-
pech enzymi katalyzujicich redoxni premény”®, napf.
v oxidasach, disulfidovych oxidoreduktasach, monooxyge-
nasach, dehydrogenasach a elektron-transferasach; ptisobi
zde jako univerzalni oxidacni a reduk¢ni Cinidla. Kromé

toho vSak flaviny diky svym fotofyzikdlnim vlastnos-
tem'”® hraji dulezitou Glohu ve fotoreceptorech’®
a v enzymech vyzadujicich pro svou Cinnost svétlo, napt.
v DNA-fotolyasach”'"*'?. Snadny ptechod flavinii do exci-
tovaného stavu a nasledné vyzatrovani svétla pti prechodu
na zakladni energetickou hladinu je podstatou bioluminis-
cence™"”.

Prace z poslednich let ukazuji, ze flaviny jsou per-
spektivnimi katalyzatory oxidacnich a redukénich reakci
rovnéZ v umélych systémech. Cilem tohoto pfehledného
vlastnostmi flavintl, které jsou v pfimé souvislosti s jejich
schopnosti zapojovat se do redoxnich procesii, a podat
pfehled o dosud zndmych katalytickych systémech vyuZi-
vajicich derivaty flavini. Vybrané piiklady funkci flavint
v enzymech navic naznacuji dal$i sméry moZného vyuziti
flavinti v organické syntéze.

2. Chemické vlastnosti flavina

Nejznaméjsim zastupcem flavinl je riboflavin (obr.
2), ktery patii do skupiny vitamind B (riboflavin = 7,8-di-
methyl-10-ribitylisoalloxazin = vitamin B;). Riboflavin
slouzi predevsim jako zdroj flavini pro vyssi Zivocichy
a Cloveka, ktefi nemaji enzymovou vybavu pro jejich syn-
tézu. V enzymech se vSak flaviny nalézaji pfedevSim ve
formé flavinmononukleotidu (FMN) a flavinadenindi-
nukleotidu (FAD) (obr. 2). V dalSich schématech jsou pro
zjednoduseni flaviny znazornovany obecné jako 10-
substituované 7,8-dimethylalloxaziny.

Siroké uplatnéni flavind jako redoxnich ginidel
v biologickych systémech je dané jejich schopnosti zucast-
fiovat se jedno- i dvouelektronovych oxidaci a redukei'™.
Redoxni déje probihaji v molekulach flavinl prostfednic-
tvim azadienového seskupeni, které je v konjugaci s karbo-
nylovymi skupinami dihydropyrimidinového jadra
(schéma 1). Ptijetim jednoho elektronu ptechazi flavin FL
na stabilni radikal FL-H', v literatufe oznacovany jako
semichinon. Pfijetim dvou elektrond nebo hydridového
iontu se flavin redukuje na dihydroderivat FL-H,, ktery je
na rozdil od vychoziho flavinu a semichinonu téméf bez-
barvy. Semichinon se podle pH prostfedi mize vyskytovat

RQ R10
RS N_ _N__0O s RN o NN o
el oo o lilsee:
R N NN Rs 7 N 7 N" 4N3H
RO o) 6 5 6 5 o
flaviny isoalloxazin alloxazin

Obr. 1. Vztah mezi strukturou flavini, isoalloxazinu a alloxazinu véetné ¢islovani obou heterocyklickych skeleti (flavinové substi-

tuenty jsou Cislovany podle polohy na heteroaromatickém systému)
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R riboflavin :
O Son
OH FMN :

Obr. 2. Biologicky vyznamné flaviny

v neutralni form¢ (viz schéma 1), ktera je modra, nebo po
ztraté protonu jako anion, ktery je Cerveny.

Dvouelektronovou redukci flavinii v umélych systé-
mech lze provést analogicky jako ve flavoenzymech tcin-
kem hydridového iontu, jehoz zdrojem muze byt napf.
kyanoborohydrid sodny'*. Nejéast&ji vyuzivanym reduké-
nim ¢inidlem pro generovani dihydroflavinu z flavinu je
viak dithioni¢itan sodny"'*'"> nebo vodik v p¥itomnosti
palladiového katalyzatoru'. Redukci flavinu lze provést
rovnéZ elektrochemicky; v zavislosti na rozpoustédle a pH
dochazi k jednoelektronové redukci za vzniku semichino-
nu nebo k dvouelektronové redukci'®.

Pro funkci flavind jako kofaktord je rovnéz dilezita
jejich schopnost reagovat s nukleofily &i elektrofily'™.
Nukleofily reaguji s flaviny v jejich oxidované formé
v polohdch 5 a 4a. Elektrofily reaguji ochotné
s redukovanymi flaviny, a to vyhradné v poloze 4a. Pro-

FL-X
X =0H, OOH, SR, NHR, atd.

Obr. 3. Obecna struktura C4a-adukta flavini

FAD :
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R = OH
R= —o.__0°
A NH,
N
TN
R= —O. 0. 0 o N N/J
PSR
© s\ 7\ H H
0 00 0
H OH
OH OH

dukty reakci flavind v poloze 4a, tzv. C4a-adukty FL-X,
jsou relativné stabilni a predstavuji meziprodukty fady
transformaci katalyzovanych flavoenzymy (obr. 3).

3. Funkce flavinii ve flavoenzymech

Katalyticka funkce flavoenzymu je podminéna tim, ze
flavinovy kofaktor se v katalytickém cyklu zucastiuje
dvou redoxnich déji. Nejprve je redukovan jednim sub-
stratem v reduk¢nim stupni katalytického cyklu a nasledné
je v oxida¢nim stupni oxidovan jinym substratem (schéma
2). Ve vétsing flavoenzymdi jsou oba déje dvouelektrono-
vé, v nékterych pripadech se oxidac¢ni ¢ast cyklu sklada ze
dvou jednoelektronovych procest'™.

Z hlediska funkce flavoenzymu v biologickém systé-
mu je vzdy podstatny jeden z redoxnich déju katalytického
cyklu. Druhy d¢j pak slouzi k regeneraci aktivni formy
flavoenzymu. V pfipadé enzymut katalyzujicich redukci
substratu (ptiklad viz fadek 1, tabulka I) je aktivni Castici
dihydroflavin, ktery je vétSinou generovan z oxidované
formy ucinkem NAD(P)H. V ptipad¢ oxidas je dihydrofla-
vin vznikajici v redukéni ¢asti katalytického cyklu oxido-
van G&inkem kysliku' (ptiklady viz tadky 2-3, tabulka I).
Mechanismus reakce dihydroflavini FL-H, s kyslikem je
pomérné¢ slozity, nebot’ zahrnuje vice paralelné probihaji-
cich cest'”. Hlavni cesta vede pies tvorbu flavin-4a-

NH
+6 ,+H"
semichinon iy H\

I‘Rm FL-H® R10 |
|
H3C N N O H,C N N.__O
’ —
e N 26 -2H" HsC N
(e} ' o
oxidovana forma redukovana forma
FL FL-H,

Schéma 1. Ruzné oxidaéni stupné flavini
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redukéni stuperi oxidacni stuperi

1 2
S ox Enz-FLH, Sox

Schéma 2. Utinkovani flavoenzymii v katalytickém cyklu

hydroperoxidu FL-OOH, ktery se velmi rychle rozklada
na konecné produkty, peroxid vodiku a oxidovanou formu
flavinu FL (schéma 3).

Hlavnim vyznamem reakce kysliku s redukovanym
flavinem v oxidasach je obnoveni oxidované formy kofak-
toru. Ve flavinovych monooxygenasach vsak tato reakce
slouzi ke generovani flavin-4a-hydroperoxidu FL-OOH,
ktery v organismech vystupuje jako ,,pfirodni peroxokyse-
lina“. FL-OOH se mize se ziCastiovat oxidaci probihaji-
cich jak elektrofilnim, tak nukleofilnim mechanismem
(schéma 4). Jako elektrofil vystupuje flavin-4a-hydro-
peroxid FL-OOH pfedev§im v aromatickych hydroxyla-
sach. V organismech vsak flavin-4a-hydroperoxid FL-OOH
oxiduje elektrofilnim mechanismem i dalsi substraty, jako
terciarni aminy ¢i sulfidy, ¢imz se podili na jejich degrada-
¢i™®. Jako nukleofil reaguje flavin-4a-peroxidovy anion
FL-OO™ pfi Baeyerovych-Villigerovych oxidacich ketont
(schéma 4). Pro funkci monooxygenas je nezbytny kofak-
tor NAD(P)H, ktery je obnovovan spfazenym enzymovym
systémem, a dale kyslik, ktery je stechiometrickym oxi-
da¢nim cinidlem. Po pfenosu aktivovaného kysliku na

R1o R1O
| H |
HaC N.N_O o, HC NN_O _p.o, HC N._N._0O
TR -2 "0 o 'y
~
HsC N HaC N HaC N
H o 00

FL-H, FL-OOH

Schéma 3. Reakce dihydroflavinu s kyslikem
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substrat je katalyticky cyklus v monooxygenasach uzavien
tvorbou 4a-hydroxyflavinu FL-OH, ktery eliminaci vody
poskytuje oxidovany flavin (schéma 4).

3.1. Biokatalyza s vyuzitim flavoenzyma

V poslednich desetiletich jsou n&které flavoenzymy™®,
predeviim Baeyer-Villiger-monooxygenasy'®'* (BVMO),
pfedmétem intenzivniho vyzkumu v oblasti biokatalyzy.
Z hlediska mozného vyuziti v biokatalyze je z této skupiny
enzymil nejvice studovana cyklohexanon-monooxygenasa
(CHMO), ktera vykazuje vysokou regioselektivitu a ste-
reoselektivitu pfi Baeyerovych-Villigerovych oxidacich
cyklohexanoni a cyklobutanond, a 4-hydroxyacetofenon-
monooxygenasa (HAPMO), kterd oxiduje aromatické ke-
tony na arylestery karboxylovych kyselin. Kromé aplikaci
na piirodnich substratech'®'"” (cyklické a aromatické keto-
ny) byly BVMO tspésné testovany pii oxidaci sulfidi na
sulfoxidy® a terciarnich amini na N-oxidy®'. Obé tyto
reakce probihaji na rozdil od Baeyerovych-Villigerovych
reakci elektrofilnim mechanismem. Nukleofilni mechanis-
mus se predpoklada u epoxidace® a oxidace boru® kataly-
zované CHMO. Baeyerovy-Villigerovy oxidace, sulfoxi-
dace a epoxidace probihaji v pfitomnosti pfirodni CHMO
s dobrou enantioselektivitou. Nevyhodou je v§ak pomérné
uzky okruh substratt, pro které je CHMO dostate¢né Gcin-
na. Spektrum vyuzitelnosti BVMO se daii rozsifit cilenou
ptipravou jejich mutanta**.

Nevyhodou vyuziti monooxygenas pro syntetické
aplikace ve vétsim métitku je nezbytnost stechiometrické-

HOI FL

Tabulka I

Piiklady oxida¢ni a redukéni Gasti katalytického cyklu ve flavoenzymech'

Riadek  Enzym Redukéni stupent Oxida¢ni

katalytického cyklu stupen katalytického cyklu
1 Glutathion- NADPH — NADP" R.g-S-g— 2RSH

-reduktasa

2 Oxidasa NH, 0

. . -

D-aminokyselin R/kcoof choo’ Oy — > H0;

3 Vanilylalkohol- 0

-oxidasa

CH50

OH
HO@J . HO@J

CH30

O, — > H0,
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3
_ H 00 nukleofilni
R10 FL-OO ‘O/‘@ reakce
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3
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elektrofiini /@/0 /@ 9
reakce
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Schéma 4. Vznik a ptsobeni flavin-4a-hydroperoxidu ve flavoenzymech

NAD(P)H NAD(P

E PTDH i
fosfat fosforitan

Schéma 5. Oxidace Kketonl s vyuZitim spiaZeného systému
enzymu

ho mnozstvi NAD(P)H. Tento problém muze vyfesit pou-
ziti celych bungk, ve kterych je tato forma kofaktoru rege-
nerovana jejich enzymovym aparatem. Naptiklad bunky
E. coli obsahujici CHMO byly vyuzity k produkci laktoni
z prislusnych cyklickych ketonti v kilogramovém méfit-
ku®®. Buiiky rekombinantu E. coli poskytujici styren-
monooxygenasu byly vyuzity pii piipravé (S)-styrenoxidu
epoxidaci styrenu v mnozstvi 400 g (cit.”’). Dal§im piistu-
pem umoznujicim regeneraci NAD(P)H je pouziti dvou
enzymu. Piikladem mutze byt Baeyerova-Villigerova oxi-
dace s vyuzitim systému fenylaceton-monooxygenasa
(PAMO) - fosforitan-dehydrogenasa (PTDH). PAMO
zabezpecuje vlastni oxidaci ketonu, pficemz produkuje
NADP", ktery je zpét redukovan pomoci PTDH na tkor
fosforitanu, ktery je oxidovan na fosfat™ (schéma 5).
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Vanilylalkohol-oxidasa (VAO) patii do skupiny flavi-
novych oxidas. Jejim pfirodnim substratem je vanilylalko-
hol, ktery VAO oxiduje na vanilin. VAO vsak byla Gspés-
né otestovana na celé fadé jinych substratll, napiiklad pfi
oxidaci ethylbenzenu na 1-fenylethan-1-0l*’. Tato hydro-
xylace probihd s enantioselektivitou® az 94 % ee
s preferenci konfigurace R. Vyhodou oxidas jako biokata-
lyzatort je skuteCnost, ze nepotfebuji pro svoji ¢innost
dalsi kofaktor.

Tzv. ,,0ld-yellow enzyme“ (OYE) pfedstavuje prvni
izolovany flavoenzym®*'. Jeho biologicka funkce viak
neni dosud zcela objasnéna. Tento enzym obsahujici FMN
jako kofaktor vystupuje predevsim jako reduktasa, pficemz
jako redukeni Cinidlo vyuziva NADH. Jako biokatalyzator
byl OYE vyuzit naptiklad pfi hydrogenaci o,f-nena-
sycenych ketont®’. Vyménou kofaktoru FMN za 8-kyano-
flavin dojde k pfeméné OYE z reduktasy na desaturasu,
ktera katalyzuje dehydrogenace ketont a aldehydi na a.,f3-
nenasycené derivaity33 (schéma 6).

4. Katalytické systémy zaloZené na derivatech
flavinu

Vsechny umélé katalytické systémy na bazi flavinQ
pracuji podobné¢ jako monooxygenasy — vyuzivaji fla-
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Schéma 6. Oxidace aldehydi u¢inkem OYE s modifikovanym
kofaktorem

vinhydroperoxidy pro zavadéni kysliku do molekuly sub-
stratu. V umélych systémech jsou vSak pftislusné hydro-
peroxidy FL-OOH velmi nestabilni, coz nedovoluje jejich
vyuziti jako oxidacnich ¢inidel. Problém se fesi pouzitim
jejich  S-alkylanalog I-OOH, ktera Ize pfipravit
z odpovidajicich ~ 5-alkylflaviniovych soli I reakei
s peroxidem vodiku, nebo reakci 5-alkyldihydroflavinti I-H,
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s kyslikem® (schéma 7). Uméle ptipravené 5-alkylflavin-
4a-hydroperoxidy oxiduji podobné¢ jako flavin-4a-hydro-
peroxidy ve flavinovych monooxygenasach terciarni ami-
ny, sulfidy ¢i ketony. Uvedené oxidace byly provadény
nejprve ve stechiometrickém uspofadani, tj. smichanim
substratu s vypoctenym mnoZzstvim pfedem pfipraveného
flavin-4a-hydroperoxidu. V poslednich letech vsak byly
uspésné otestovany systémy, ve kterych je flavin-4a-
-hydroperoxid generovan in situ z ptislu$né flaviniové soli
pritomné v katalytickém mnozstvi***® (schémata 7-10).
Stechiometrickym oxida¢nim ¢inidlem v téchto systémech
je bud’ peroxid vodiku nebo kyslik.

Pii pouziti peroxidu vodiku jako stechiometrického
oxidac¢niho Cinidla je flavin-4a-hydroperoxid I-OOH ge-
nerovan reakci flaviniové soli I s peroxidem vodiku
(schéma 8). Systém zalozeny na soli Ia byl Gspésné vyuzit
pro chemoselektivni oxidace sulfidi na sulfoxidy; Ib
katalyzuje Baeyerovu-Villigerovu oxidaci®’ cyklobutano-
nii. Murahashi*® se zabyval kinetickym studiem oxidace
sulfidi peroxidem vodiku v methanolu s vyuzitim 5-ethyl-
-3,7,8,10-tetramethylisoalloxazinium-perchloratu (Ia) jako

310 N323204
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R N N~2© _ hydrazin \f
@_ N
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Schéma 7. Priprava 5-alkylflavin-4a-hydroperoxidii
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Schéma 8. Priibéh oxidace peroxidem vodiku v pFritomnosti isoalloxaziniovych soli I
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Schéma 9. Pribéh oxidace
alloxaziniovych soli I1

peroxidem vodiku v pFitomnosti

katalyzatoru. Vysledky ukézaly, Ze rychlost urcujicim
déjem katalytického cyklu je tvorba soli I z pseudobaze
I-OH.

Béckvall se spolupracovniky optimalizoval strukturu
flaviniovych soli s cilem dosaZeni co nejvyssi ucinnosti
katalyzatoru®****°. Vedle derivatd isoalloxazinu I testoval
rovnéZ derivaty alloxazinu II. Ve svych experimentech
pouzival flavinové katalyzatory ve formé jejich dihydrode-
rivatt I-H, a II-H,, které slouzily jako prekurzory ptislus-
né flaviniové soli I, resp. II. Oxidace katalyzované deriva-
ty alloxazinu II probihaji obdobnym mechanismem jako
oxidace katalyzované isoalloxaziny I. Autoii*®* ptedpo-
kladaji, Ze za aerobnich podminek nejprve dochazi
k tvorbé flavin-4a-hydroperoxidu II-OOH reakci dihydro-
derivatu II-H; s kyslikem (schéma 9). Dale uz flavin-4a-
-hydroperoxid II-OOH vznika v kazdém katalytickém cyk-
lu reakci flaviniové soli II s peroxidem vodiku pfidanym
jako stechiometrické oxidac¢ni ¢inidlo do reakéni smési.

Bickvall zjistil, Ze za pouzitych podminek jsou deri-
vaty alloxazinu II daleko u¢inngj$imi katalyzatory oxidaci
nez derivaty odvozené od isoalloxazinu I (cit.*®). Tuto
skutecnost autofi vysvétluji usnadnénim rychlost urcujici-
ho dé&je celého katalytického cyklu, totiz vzniku flaviniové
soli II z hydroxyflavinu II-OH, diky tvorbé aromatického
pyraziniového jadra. Mezi testovanymi alloxazinovymi
derivaty IIa-c je nejucinngj§i 5-ethyl-1,3-dimethyl-
alloxazinium-perchlorat (Ila) vznikajici z 5-ethyl-1,3-di-
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methyl-5,10-dihydroalloxazinu (Ila-H,). Pfidavek latky
IIa-H, v mnozstvi 1,8 mol.% vzhledem k substratu urych-
loval oxidaci 4-methylthioanisolu peroxidem vodiku 74x
ve srovnani s nekatalyzovanou reakci®®. Je§td vétsiho
urychleni oproti nekatalyzované reakci (az 136nasobné
v piipad¢ derivatu IIa) vykazuji flaviniové soli pii oxida-
cich thioanisolu peroxidem vodiku v micelach hexadecyl-
trimethylamonium-nitratu*®*'. Toto zvyseni poméru rych-
losti katalyzované a nekatalyzované reakce je zplisobeno
jednak urychlenim katalyzované reakce a jednak zpomale-
nim nekatalyzované reakce v prostfedi kationickych mi-
cel. Flaviny II-H, katalyzuji rovnéz oxidaci terciarnich
aminii na N-oxidy*. Naptiklad oxidace benzyldimethyla-
minu byla v methanolu 67x rychlejsi v pfitomnosti
2,5 mol.% latky IIa-H, neZ bez pfitomnosti katalyzatoru.

Druhy katalyticky systém****  vyuzivajici jako
stechiometrické oxidacni c¢inidlo kyslik, byl testovan pou-
ze s isoalloxaziniovymi derivaty I (schéma 10). Pro funkci
tohoto katalytického cyklu je nezbytna pfitomnost stechio-
metrického mnozstvi redukéniho Cinidla A4 (napiiklad
hydrazinu) generujiciho dihydroflavin I-H, ze soli I. Re-
akci I-H; s kyslikem pak vznika flavin-4a-hydroperoxid I-
OOH, ktery oxiduje substrat. RovnéZ tento systém je che-
moselektivni a poskytuje pouze sulfoxidy bez preoxidova-
ni na sulfony. Za pfitomnosti 1 mol.% soli Ia za aerobnich
podminek (1 atm O,) bylo dosazeno vysokych vytézka
(> 95 %) jak v pripadé oxidace sulfidl, tak terciarnich
amint.

Oxidace kyslikem za katalyzy flaviniovymi solemi
jsou provadény nejéastéji ve fluorovanych alkoholech pro
dosazeni vyssi koncentrace rozpusténého kysliku. Relativ-
né kyselé fluoralkoholy v oxida¢nich systémech vyuZzivaji-
cich hydrazin k redukei soli I rovnéz ovliviluji reaktivitu
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Schéma 10. Pribéh oxidace kyslikem v pritomnosti isoalloxa-
ziniovych soli I
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hydrazinu. Hydrazin je diky a-efektu silnéjsim nukleofi-
lem ve srovnani se sulfidy ¢i aminy a reaguje
v nefluorovanych alkoholech s flavin-4a-hydroperoxidem
prednostné namisto substratu**; oxiduje se pfi tom na di-
imid. Ve fluorovanych alkoholech je vSak jeho nukleofilita
snizena interakci s rozpoustédlem, a proto prednostné pro-
biha oxidace sulfidu ¢i aminu.

Analogicky systém vyuzivajici stl Id jako katalyzator
a zinek jako reduk¢ni Cinidlo oxiduje cyklobutanony ve
smési rozpoustédel acetonitril-ethylacetat-voda 8:1:1 ve
smyslu Baeyerovy-Villigerovy reakce. Oxidace probiha
i v pfitomnosti 4-methylthioanisolu nebo cyklooktenu;
vznika pouze malé mnozstvi sulfoxidu a zadny epoxid®.

Vyuziti chirdlnich flaviniovych soli pro stereoselek-
tivni oxidace je zatim spiSe sporadické. Shinkai*®*’ a Mu-
rahashi*® pripravili chiralni soli III a IV, v jejichz pritom-
nosti provadeli oxidace aryl(methyl)sulfidli peroxidem
vodiku. S vyuzitim 10 molarnich procent latky (+)-III bylo
dosazeno pii —20 °C ee 19 az 65 %. Sul IV katalyzovala
oxidaci methyl(naftyl)sulfidu s ee az 72 %. V pfitomnosti
plandrné chiralni bisflaviniové soli V byly pfi —30 °C oxi-
dovany p-substituované 3-fenylcyklobutanony peroxidem
vodiku na pfisluiné laktony s ee 61 az 68 % (cit.*).
V piipad¢ 3-(4-fluorfenyl)cyklobutanonu bylo pti —50 °C
dosazeno ee az 74 %.

clo,

Jak bylo uvedeno diive, flaviniové soli oxiduji hydra-
zin na diimid, ktery je znamy jako mirné redukéni ¢inidlo
pro nenasycené vazby. Na téchto skutecnostech je zalozen
systém, ktery vyuziva katalytické mnozstvi flaviniové soli
I, 1-2 ekvivalenty hydrazinu jako prekurzoru diimidu
a kyslik®, ktery slouzi k reoxidaci pfechodné vznikajiciho
dihydroflavinu I-H, na flavin-4a-hydroperoxid I-OOH
(schéma 11). Tento systém realizovany v alkoholech redu-
kuje vazbu C=C, a to dokonce v pfitomnosti nukleofilni
siry v sulfidech® (nevznika sulfoxid).

| H,N-NH,
0,
I-H, HN=NH N,
R1 R1
\=\ H
R2 R2

Schéma 11. Redukce alkent diimidem generovanym z hydra-
zinu ucinkem flaviniové soli I
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5. Zavér

V prubéhu poslednich dvaceti let 1ze zaznamenat zvy-
Seny zdjem o vyzkum v oblasti katalyzy flavinovymi deri-
vaty. Byly popsany ucinné systémy vyuzivajici flaviniové
soli jako katalyzatory oxidace sulfidli, aminti a cyklickych
ketonti. Externim oxida¢nim ¢inidlem je kyslik nebo pero-
xid vodiku. Reakce probihaji za mirnych podminek a navic
bez pritomnosti kovu. Jedna se tedy po vSech strankach o
systémy Setrné k Zivotnimu prostfedi. Pfi vybéru reakei
vhodnych pro katalyzu flavinovymi derivaty se autofi in-
spirovali biologickymi procesy katalyzovanymi flavoenzy-
my. Z uvedenych piikladd chovani flavini ve flavoenzy-
mech navic vyplyva, Ze seznam substratll by nemusel byt
koneény a ze flaviny by mohly byt vyuzitelné i pro jiné
typy transformaci. Prvnim takovym ptikladem je redukce
alkend diimidem generovanym u¢inkem flaviniovych soli.

Prdce byla sepsdana za podpory MSMT Ceské republi-
ky (vyzkumny zameér ¢. MSM 6046137301).
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R. Cibulka (Department of Organic Chemistry, Insti-

tute of Chemical Technology, Prague, Czech Republic):
Flavins — Promising Oxidation and Reduction Cata-
lysts

Flavins contained in flavoenzymes are versatile oxi-

dizing and reducing agents. This fact inspired many re-
searchers to test flavin derivatives as oxidation or reduc-
tion catalysts in organic synthesis. In this article, flavin-
based catalytic and biocatalytic systems are reviewed.
Relevant flavin properties are discussed in the context with
their possible catalytic applications.
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Uvod

Studium a analyza biologicky aktivnich latek je pted-
meétem vyzkumu mnoha védnich obortl, zejména bioche-
mie, analytické chemie, molekularni biologie, farmakolo-
gie a mediciny. Schopnosti detegovat, kvantifikovat a mo-
delovat biologicky vyznamné molekuly jsou nepostradatel-
né pro studium zakladnich Zivotnich funkci'. Z pohledu
analytické chemie jde o vyvoj selektivnich a ucinnych
separacnich metod pro analyzy sloZitych smési téchto la-
tek. Vysokoucinna kapalinova chromatografie tyto poza-
davky spliluje; poskytuje rychlé a ucinné separace
s vysokym rozliSenim. Tuto metodu lze s uspéchem apli-
kovat na analyzu biologicky aktivnich peptidt’, latek sla-
bého az vyrazného bazického charakteru. Separace téchto
latek o velmi nizkych koncentracich je umoZnéna vhodnou
volbou stacionarni a mobilni faze.

V technice HPLC zaujima dominantni pozici reverzni
separaténi mod (RP-HPLC)*™. Nejrozsifendjsim nosi¢em
stacionarni faze v RP-HPLC se stal silikagel, polymerni
oxid kfemicity. Silikagelové Castice jsou mechanicky sta-
bilni a maji velky povrch, ktery 1ze modifikovat navaza-
nim stacionarni faze a ziskat tak rozmanité systémy
s riznymi mechanismy déleni. Hlavni nevyhodou silikage-
Iu je jeho nestabilita pfi extrémnich hodnotach pH a vys-
sich teplotach'™"!. Pfi nizkych hodnotach pH (pH < 2) je
siloxanova vazba nestabilni a dochazi ke ztrat€¢ navazané
stacionarni faze; pri vysSich hodnotach pH (pH > 8) se
silikagel rozpousti. Omezeni v hodnotach pH mobilni faze
je limitujici faktor zv1asté pti separacich bazickych latek.
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Zbytkové silanolové skupiny na povrchu silikagelu také
znaéné komplikuji separadni proces'?. Tyto nezadouci
vlastnosti silikagelu vedly k vyvoji novych nosict stacio-
narni faze, které by rozsitily pracovni rozsah hodnot pH
a teploty a poskytly tak nové moznosti pfi vyvijeni analy-
tickych metod'?.

Vyzkum vlastnosti n€kterych kovu (Zr, Ti, Al) a je-
jich oxidi vedl k perspektivnim vysledktim'*™'°. Oxid zir-
konicity (ZrO,) se zda byt teplotné a chemicky nejstabil-
n&jsi ze studovanych oxida'®?!. ZrO, je amfoterni oxid,
vykazujici kationtové- 1 aniontové-vyménné interakce,
které zaviseji na hodnot€¢ pH a povaze pouZitého
pufru'**%_ Pro latky iontové povahy tedy existuji sekun-
darni interakce (iontové-vyménné) s povrchem nosice,
které vyznamné ovliviiuji selektivitu a retenci analyti.
Atom Zr ve vazbé Zr-O-Zr ma volné d-orbitaly, coz ho
¢ini akceptorem elektronového paru, je tedy Lewisovou
kyselinou. To umoziuje silné ligandové-vyménné interak-
ce s Lewisovymi zasadami, mezi které patii napt. fosforec-
nanové, fluoridové, octanové nebo karboxylové ionty ¢i
hydroxyskupiny®2°. Dochazi k silné adsorpci t&chto iontd
z mobilni fize na povrch ¢astic ZrO,, ktery je tak dyna-
micky modifikovan. Adsorbovana Lewisova zasada se pak
chové jako iontov€-vyménnd skupina a miiZe se ucastnit
iontové-vymeénnych interakci s ionizovatelnymi analyty.

Modifikaci povrchu ZrO, organickymi polymery
(polybutadienem a polystyrenem) byly vyvinuty nové sta-
cionarni faze® stabilni v celém rozsahu pH (1-14) a pfi
teplotach do 200 °C, které lze vyuzit v reverznim moédu
HPLC. Separace je zaloZena jednak na hydrofobnich in-
terakcich molekul analytl se stacionarni fazi, a dale na
iontové-vymeénnych interakcich s adsorbovanou Lewiso-
vou bazi. Tento smiSeny retenéni mod lze s ispéchem
aplikovat na separaci peptida'®.

Nonapeptidy, Arg-vasopresin, oxytocin a dalsi struk-
turné i funkéné blizké peptidy, vykazuji znacnou biologic-
kou aktivitu nejen v lidském organismu. Arg-vasopresin,
znamy pod oznacenim antidiureticky hormon (ADH), ma
fyziologickou ulohu v ledvinach®, reguluje retenci vody
a zvysuje jeji zpétné vstiebavani’’. Vyvolanim vasokon-
strikce také zvySuje krevni tlak. Oxytocin ma vliv na frek-
venci a silu kontrakce hladké svaloviny délohy; toho se
vyuZziva v porodnictvi. Nové poznatky v oblasti zkoumani
fyziologickych funkci nonapeptidi se tykaji procest uceni
a paméti, socidlniho a sexualniho chovani, uzkosti, deprese
a agresivity’>*. Arg-vasopresin mj. podporuje agresi
a dominanci®, charakteristické znaky saméiho socidlniho
chovani. Oxytocin ma vliv na sexualni a socialni chovani
u obou pohlavi, ale hraje vyznamnou roli v matefstvi. Arg-
vasotocin®'##*>% je vyvojové stardi hormon, vyskytujici se
u niz8ich obratlovci. Pusobi antidiureticky jako Arg-
vasopresin a ma vliv na sexualni chovani podobné jako
oxytocin. Lys-vasopresin je synteticky derivat Arg-



Chem. Listy 104, 334-342 (2010)

vasopresinu s nizsi antidiuretickou aktivitou.

V této praci bylo studovano chromatografické chova-
ni nonapeptidi na modernich separacnich médiich
s nosi¢em ZrO, a reverznimi stacionarnimi fazemi polybu-
tadienem (PBD) a polystyrenem (PS). Tyto stacionarni
faze byly nejdiive charakterizovany Waltersovym testem,
jednim z testdl pro reverzni stacionarni faze. Déle byly na
téchto stacionarnich fazich optimalizovany separacni pod-
minky, tzn. byl studovan vliv slozeni mobilni faze (typ,
koncentrace a pH pufru, typ a mnozstvi organického modi-
fikatoru) a vliv teploty na separacni parametry (retencni
faktor, uc¢innost, rozliSeni, symetrie pikl) jednotlivych
analytd. V optimalizovanych separa¢nich systémech byly
urceny kvantifikacni parametry — limity detekce a stanovi-
telnosti pro vybrané nonapeptidy.

Experimentalni ¢ast
Ptistroje a zafizeni

Veskera méteni byla provadéna na kapalinovém chro-
matografu, ktery se sklddal z gradientového cerpadla
Ecom Beta 10, UV-VIS spektrofotometrického detektoru
Sapphire 800 a vakuového odplynovate mobilni faze
Ecom Vacuum Degasser DG 3014 (vie Ecom, Praha, CR).
K davkovani byl pouzit davkovaci ventil Rheodyne, model
77251 s 5 ul davkovaci smyckou (Cotati, USA). Pro sbér
dat a vyhodnoceni chromatogrami byl pouzit program
Clarity, verze 2.3.0.174 od firmy Data Apex (Praha, CR).

Roztoky pufrti a peptidi byly pfipravovany odvaze-
nim pfislusnych mnozstvi na analytickych vahach APX-
100 (Denver Instruments, USA). Hodnota pH pufru byla
kontrolovana pH-metrem 3510 (Jenway, Velka Britanie).
Kolony byly termostatovany v termostatu Column Oven
LCO 101 (Ecom, CR).

K separaci byly pouzity kolony Discovery Zr-PBD
a Discovery Zr-PS (Supelco, Bellefonte, USA). Ob¢ kolo-
ny maji shodné parametry, tj. rozméry 25 cm x 4,6 mm,
velikost ¢astic 5 pm, velikost por 300 A.

Chemikalie a vzorky

Acetonitril Chromasolv® pro HPLC byl ziskan od
firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Fosfore¢nanovy
pufr (NaH,PO42 H,0, p.a.; Na,HPO,- 12 H,O, p.a.) byl
produktem firmy Penta (Chrudim, Ceska republika), kyse-
lina fosforecnd (p.a., 85%) a hydroxid sodny (p.a.) pro
upravu pH pufru byly od firmy Lach-Ner (Neratovice,
Ceska republika). Deionizovana voda byla pfipravovana
v pristroji Milli Q (Millipore, Milford, USA).

Pro Walterstiv test byly pouzity nésledujici chemika-
lie: antracen (purum, >98%, HPLC; Fluka Chemie AG,
Buchs, §V}'/carsko), N,N-diethyl-m-toluamid (N,N-DETA;
purum, >99%, GC, Fluka Chemie AG) a benzen (HPLC
grade, Sigma-Aldrich).

Vzorky nonapeptidi byly komercni syntetické prepa-
raty, produkty firmy Sigma-Aldrich. Jejich pofadi amino-
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Tabulka I
Struktury studovanych nonapeptidti

Peptid Sekvence aminokyselin

Oxytocin Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly
Cys-Tyr-1Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly
Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly

Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Lys-Gly

Arg-vasotocin
Arg-vasopresin
Lys-vasopresin

kyselin ukazuje tabulka 1. Mezi cysteinovymi zbytky
vpoloze 1 a 6 se tvofi disulfidicky mustek. Bez dalSich
uprav byly tyto latky rozpustény v deionizované vodé
a byly tak ziskany zasobni roztoky o koncentraci 1 mg ml™".
Z téchto zasobnich roztokii byla pfipravena smés peptidi
pro jejich analyzu a sada roztokt pro kvantifikaci jednotli-
vych peptidi. K ur€eni mrtvého Casu byl pouzit uracil
(Sigma-Aldrich), jehoZz zasobni roztok mél koncentraci
0,1 mgml™".

Vysledky a diskuse

Pro analyzu nonapeptidi byl pouzit systém reverzni
vysokoucinné kapalinové chromatografie (RP-HPLC).
Byly pouzity dvé kolony se zirkoniovym nosi¢em modifi-
kovanym polybutadienem (Discovery Zr-PBD) a polysty-
renem (Discovery Zr-PS). Tyto stacionarni faze byly
nejdiive otestovany Waltersovym testem, dale byly na
téchto stacionarnich fazich optimalizovany podminky pro
separaci Ctyf biologicky aktivnich nonapeptidl a pro opti-
malizované separacni systémy byly urceny kvantifika¢ni
parametry — limity detekce a stanovitelnosti.

Na zékladé udaji z literatury'™"” byly mobilni faze
pro optimalizaci separace nonapeptidi zpravidla sloZeny
z acetonitrilu (ACN) a fosfore¢nanového pufru a pro de-
tekei peptidl byla zvolena vinova délka 214 nm.

Waltersav test — testovani vlastnosti reverznich
stacionarnich fazi

Z nekolika testi pro reverzni stacionarni faze byl
vybrén test podle Walterse®®, uréujici index hydrofobnosti
a silanolovy index v prostiedi acetonitrilu. Oznaceni sila-
nolovy index neni pfili§ vhodné pro stacionarni faze na
bazi oxidu zirkonic¢itého, avSak jeho hodnota vypovida
o polarnich interakcich analytii se stacionarni fazi a jejim
nosi¢em. Silanolovy index byl ztéchto divodii oznacen
v této praci jako index polarity.

Index hydrofobnosti (HI) je podil retencnich faktord
antracenu a benzenu, pifi pouziti mobilni faze ACN/voda
(65/35, v/v). Index polarity (SI) je podil reten¢nich faktort
N,N-dietyl-m-toluamidu (N,N-DETA) a antracenu, pfi
pouziti Cist¢tho ACN jako mobilni fdze. Mrtvy Cas kolony
je urcen reten¢nim ¢asem uracilu v mobilni fazi ACN/voda
(65/35, v/v). Experimentdlni podminky, pfedepsané pro
tento test, jsou: pritokovéa rychlost 1 ml min™', davkovéan
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Tabulka IT
Hodnoty indexti hydrofobnosti a polarity pro pouzité sta-
cionarni faze

Kolona Stacionarni faze HI SI
Discovery Zr-PBD  Zr-PBD 5,40 1,00
Discovery Zr-PS Zr-PS 5,52 0,98

1 wl testovaci smési, UV detekce pii 254 nm.

Z vysledku v tab. II je patrné, ze ob¢é kolony na bazi
oxidu zirkoni¢itého maji velmi podobné separa¢ni vlast-
nosti pro nepoldrni analyty. Tyto kolony vykazuji znacné
nepolarni charakter, uplatiuji se vyrazné nepolarni interak-
ce stacionarni faze sanalyty. Kolony se silikagelovym
nosi¢em a reverzni stacionarni fazi poskytuji hodnoty HI
nizsi; pro oktadecylové stacionarni faze (C;g) jsou bézné
hodnoty HI mensi nebo rovny 4, oktylové stacionarni faze
(Cs) maji hodnoty HI mensi nebo rovny 3 (cit.?).

Hodnota indexu polarity SI poskytuje informaci
o polarnich interakcich analyti se stacionarni fazi a jejim
nosicem. Kolony se silikagelovym nosicem by mély mit
hodnotu SI co nejmensi, protoze pak nezadouci interakce
analytli a zbytkovych silanolovych skupin jsou minimdalni.
U kolon na bazi ZrO, jsou hodnoty indexu polarity SI vét-
81, coz odpovidéa pifedpoklddanému mechanismu separace,
kdy sekundarni iontové interakce jsou zadouci, jsou pod-
porovany a navic aktivovany dynamickou modifikaci po-
vrchu ¢éstic adsorbovanou Lewisovou zasadou.

Separace nonapeptidi na koloné Discovery Zr-PBD

Na kolon¢ Discovery Zr-PBD bylo studovéano chro-
matografické chovani Ctyf nonapeptidi. Zmény iontové
sily, pH a slozeni mobilni faze a také pracovni teploty
ovlivituji separaci a tyto vlivy byly béhem optimalizace
studovéany. Na zakladé Gdaja z literatury'®*"* byly mobil-
ni faze pro optimalizaci separace nonapeptidd sloZeny
z ACN a fosforeCnanového pufru a pro detekci peptidi
byla zvolena vinova délka 214 nm.

Vliv pH a koncentrace pufru na reten¢ni chovani
nonapeptidu

Interakce mezi analyty a reverznimi kolonami na bazi
zirkonia silng zaviseji na pouzitém pufru. Literatura® pou-
kazuje na vhodnost pouziti fosfore¢nanového pufru vzhle-
dem k jeho nizké absorbanci a moznosti pouziti v celém
rozsahu pH.

Vychozi podminky separace nonapeptidd na koloné
Discovery Zr-PBD byly nasledujici: mobilni fize sloZzena
z 20 obj.% ACN a 80 obj.% fosfore¢nanového pufru; kon-
centrace fosfore¢nanového pufru byla 50 mmol 1™ a hod-
nota pH byla 12. Tyto podminky byly zvoleny na zakladé
Gdajii z literatury’” a také hodnot isoelektrickych bodt
zkoumanych nonapeptidd, které se nachazeji v alkalické
oblasti. Zaroven chemicka stabilita stacionarnich fazi na
bazi oxidu zirkoni¢itého dovoluje pouziti vyssich hodnot
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pH mobilni faze nez stacionarni faze na bazi silikagelu. Za
téchto podminek oxytocin eluoval s mrtvym ¢asem, hod-
noty rozliSeni pro ostatni analyty byly uspokojivé, avSak
eluéni kiivky vSech analytd byly nesymetrické, hodnoty
faktorti asymetrie byly vétsi nez 2.

Vliv pH pouzitého pufru na chovani analyti byl stu-
dovéan v rozmezi hodnot 4-12. Vyssi hodnoty pH vodné
slozky mobilni faze vedly ke zkraceni doby analyzy, ale ne
ke zhorSeni rozliSeni analyti. Retence analytd v kyselé
oblasti byla vétsi, oxytocin vykazoval retenci pii pH 4 a 5,
kdy vSak doba analyzy byla vét§i nez 25 min, piky ostat-
nich analytl byly rozmyté a hodnoty rozliSeni zbytecné
vysoké. Piky analytl nevykazovaly uspokojivou symetrii.
Pro dalsi optimalizaci bylo vybrano pH vodné slozky mo-
bilni faze 10. Za téchto podminek sice oxytocin eluoval
s mrtvym Casem, analyzy ovSem byly kratké (do 6 min),
poskytovaly rozliSeni vétsi nez 1,2 a faktory asymetrie
kolem hodnoty 2.

V dalSim optimaliza¢nim kroku bylo sledovano chro-
matografické chovani nonapeptidi v rozmezi koncentrace
fosfore¢nanového pufru 10-100 mmol 1!, Obr. 1 ukazuje
z4vislost reten¢nich faktorti £ jednotlivych analytl na kon-
centraci pouzitého pufru. Nizsi koncentrace fosfore¢nano-
vého pufru zptisobovala vétsi retenci vSech analyt. Nizka
iontova sila pufru o koncentraci 10 mmol I byla pfic¢inou
velké retence Lys-vasopresinu (k=4.,4), kdy analyzy byly
delsi nez 14 min a piky analyti rozmyté. Oxytocin pfi
vyssich koncentracich pufru koeluoval s uracilem, pii kon-
centracich mensich nez 50 mmol 1" vykazoval malou re-
tenci, ktera se ovSem pii snizujici se koncentraci pufru
nezvySovala. Retencni faktor oxytocinu pro koncentrace
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Obr. 1. Zavislost retenénich faktori &k na koncentraci fosforec-
nanového pufru; separace na koloné Discovery Zr-PBD; mobilni
faze ACN/fosfore¢nanovy pufr, pH 10 (20/80, v/v); prutokova
rychlost 1 mlmin™'; davkovaci smy&ka 5 ul; UV detekce pii
214 nm; m oxytocin, O Arg-vasotocin, ® Arg-vasopresin, © Lys-
vasopresin
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10-40 mmol 1! byl 0,06. Hodnoty rozliseni ostatnich ana-
lytt pii koncentracich nizich nez 50 mmol 1™ byly vétsi
nez 2,4, a tudiz dostatecné. Pro dalsi optimalizaci byla
tedy zvolena koncentrace fosfore¢nanového pufru
40 mmol I"'. P¥i této koncentraci byla hodnota rozliseni
oxytocinu nejvyssi, Casy analyz byly krat§i nez 6 min
a hodnoty faktord asymetrie se stale pohybovaly kolem 2.

Vliv poméru organického modifikatoru
a fosfore¢nanového pufru na retenéni chovdani
nonapeptidu

Pro studium vlivu poméru organického modifikatoru
a fosfore¢nanového pufru byly pouzity vysledné podminky
vyse uvedené. Mobilni faze byla slozena z ACN a fosfo-
reénanového pufru o koncentraci 40 mmol I”' a hodnoté
pH 10. Obsah ACN v mobilni fazi byl zkousen v rozmezi
15-25 0bj.% a byl ménén vzdy po 1 %. Separace peptidi
obecné je velmi citliva na zménu obsahu organické slozky
v mobilni fazi, takZe i mala zména v obsahu ACN, typicky
jedno objemové procento, znamena vyznamnou zménu
v separacnim chovéni téchto latek. Na obr. 2 je vynesena
zavislost retencnich faktord k jednotlivych analytl na ob-
sahu ACN v mobilni fazi.

Ze ziskanych vysledki je patrné, Ze s rostoucim obsa-
hem organického modifikatoru v mobilni fazi klesala re-
tence vSech studovanych latek. VEtsi elucni sila zptisobo-
vala nedostatecné rozliseni oxytocinu a jeho naslednou
eluci v mrtvém case pii pouZziti mobilni fdze obsahujici 23
a vice obj.% ACN. Nizsi obsah ACN sice vedl ke zlepSeni
rozliSeni oxytocinu, ale rozliSeni ostatnich analytli se prak-

2.0 - B B B B
koL ]
15} o .
(@)
F @ le) 4
o
* @)
1.0 o o .
[ ] © 0 °
L Y 4
[ )
o LI
05 I~ [m] o o . [ ] ° N —
B oo
L 0 o g
LA |
LI T
0.0 A S SR W B B R
14 16 18 20 22 24 26

obsah ACN, objemova %

Obr. 2. Zavislost reten¢nich faktori kna obsahu ACN
v mobilni fazi; separace na koloné Discovery Zr-PBD; mobilni
faze ACN/40 mmol I"! fosforegnanovy pufr, pH 10; pritokova
rychlost 1 mlmin™'; davkovaci smy&ka 5 pl; UV detekce pii
214 nm; m oxytocin, O Arg-vasotocin, ® Arg-vasopresin, © Lys-
vasopresin
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ticky neménilo. Faktory asymetrie se stale pohybovaly
kolem 2. Pfi pouziti mobilni fadze obsahujici 18 obj.%
ACN byly hodnoty rozliSeni vSech analytd dostatecné
(vetsi nez 2) a doba analyzy byla kratSi neZ 7 min. Proto
byly tyto podminky z hlediska slozeni mobilni faze zvole-
ny jako optimalni pro separaci vybranych nonapeptidii na
kolon¢ Discovery Zr-PBD.

Vliv separacni teploty na retenéni chovani
nonapeptidi

Posledni parametr, jehoZz vliv na separaci byl studo-
van, byla teplota kolony pii analyze. Obecné zvySena se-
paracni teplota zrychluje pienos hmoty béhem separacniho
procesu, a tak miize pozitivné ovlivnit analyzu. Kolony na
bazi oxidu zirkoni¢itého umoznuji pouziti vyssich pracov-
nich teplot nez kolony se silikagelovym nosi¢em. Pouzita
kolona Discovery Zr-PBD byla termostatovdna a byly
provedeny analyzy pii teplotach 25-75 °C. Ziskané vy-
sledky jsou shrnuty v tab. III.

Vys$s§i separacni teplota snizuje viskozitu mobilni
faze; analyzy za vysSich teplot obecné vedou ke snizZeni
retence analytll a ke zlepSeni faktorli asymetrie. PouZiti
vyssich teplot pfi analyzach na koloné Discovery Zr-PBD
sice vedlo ke sniZeni retence analytll, avSak hodnoty fakto-
ru asymetrie se vyrazné nezlepsily. Piky analyti sice zmé-
nily tvar, byly vys§i a uzsi, ale stdle vykazovaly jistou
asymetrii. Na zdkladé hodnot faktorGi asymetrie
a s pfihlédnutim k zachovéni biologické aktivity studova-
nych latek byla vybrana jako nejvhodnéjsi teplota 45 °C.

Obr. 3 ukazuje optimalizovanou separaci nonapeptidi
na kolon¢ Discovery Zr-PBD.
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Obr. 3. Separace smési nonapeptidi na koloné Discovery Zr-
PBD; mobilni fize ACN/40 mmol "' fosforeénanovy pufr, pH 10
(18/82, v/v); pracovni teplota 45 °C; pritokova rychlost 1 ml min™";
davkovaci smycka 5 pl; UV detekce pii 214 nm, 1 — uracil, 2 —
oxytocin, 3 — Arg-vasotocin, 4 — Arg-vasopresin, 5 — Lys-
vasopresin
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Tabulka III

Hodnoty reten¢nich faktorti £, rozliSeni Rg a faktori asymetrie Ar v zavislosti na teplot¢; separace na kolon¢ Discovery Zr-
PBD; mobilni faize ACN/40 mmol "' fosfore¢nanovy pufr, pH 10 (18/82, v/v); pritokové rychlost 1 ml min™'; davkovaci
smycka 5 pl; UV detekce pifi 214 nm

Velicina Analyt Teplota [°C]
25 35 45 55 65 75
oxytocin 0,12 0,11 0,10 0,08 0,07 0,06
i Arg-vasotocin 0,45 0,44 0,41 0,39 0,37 0,36
Arg-vasopresin 0,85 0,80 0,75 0,68 0,63 0,58
Lys-vasopresin 1,41 1,30 1,17 1,02 0,92 0,81
oxytocin 1,9 1,9 1,8 1,7 1,5 1,5
Re Arg-vasotocin 3,5 3,6 4,0 4,2 4,4 4,7
Arg-vasopresin 29 2,9 3,1 3,2 3,0 3,1
Lys-vasopresin 3,5 3,5 3,5 33 3,0 2,6
oxytocin 2,3 1,7 1,4 1,4 1,8 1,8
A Arg-vasotocin 2,5 23 2,0 2,1 2,0 2,1
Arg-vasopresin 2.1 1,7 1,8 1,9 1,8 2,0
Lys-vasopresin 2,0 1,9 1,9 1,8 1,9 2,0

Separace nonapeptidii na kolon¢ Discovery Zr-PS

Chromatografické chovani vasopresini bylo studova-
no také na kolon¢ Discovery Zr-PS. Dle tdaji vyrobce ma
tato kolona nejméné hydrofobni stacionarni fazi ze vSech
komer¢nich zirkoniovych kolon a je kompatibilni s Cisté
vodnou mobilni fazi. Proces optimalizace separace a vy-
chozi podminky byly stejné jako u kolony Discovery
Zr-PBD. Mobilni faze byla slozena z20 obj.% ACN
a 80 obj.% fosforecnanového pufru; koncentrace pufru
byla 50 mmol "' a hodnota pH byla 12. Oxytocin eluoval
s mrtvym casem a ostatni analyty vykazovaly jeSt¢ nizsi
retenci nez na koloné Discovery Zr-PBD, nedoslo k jejich
rozdéleni na zakladni linii. Bylo tedy pfistoupeno
k jednotlivym kroktim optimalizace.

Vliv pH a koncentrace pufru na reten¢ni chovani
nonapeptidil

Vliv pH fosforetnanového pufru byl studovan
v rozmezi 5—12. Obr. 4 ukazuje zavislost retencnich fakto-
ri k£ na pH vodné slozky mobilni faze. Z vypo¢tenych hod-
not retencnich faktort &, rozliSeni Rg a faktorti asymetrie
Ap jednotlivych analyt vyplyva, Ze nizsi pH vodné slozky
mobilni faze vedlo ke zvyseni retence a rozliSeni analytu,
ale ke zhorSeni tvaru pikt (faktord asymetrie Ag). Oxyto-
cin vykazoval retenci az pti hodnoté pH 5, kdy ale reten¢ni
faktor Lys-vasopresinu mél hodnotu 21,6; ¢as analyzy tak
byl velmi dlouhy (60 min) a piky pozd¢ji eluujicich analy-
td byly znacné rozmyté. Pouziti fosfore¢nanového pufru

o hodnoté pH 7 zkratilo vyznamné dobu analyzy (14 min),
ale piky analyti stale vykazovaly zna¢nou asymetrii. Pti
pH 11 doslo ke koeluci Arg-vasopresinu a Lys-
vasopresinu. Pro dalsi fazi optimalizace separace bylo tedy
vybrano pH 9. Za téchto podminek sice oxytocin nevyka-
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Obr. 4. Zavislost reten¢nich faktorti k na hodnoté pH vodné
sloZky mobilni faze; separace na koloné Discovery Zr-PS; mo-
bilni faze ACN/50 mmol I fosfore¢nanovy pufr (20/80, v/v);
pritokové rychlost 1 ml min™'; davkovaci smy¢ka 5 ul; UV de-
tekce pii 214 nm; m oxytocin, O Arg-vasotocin, ® Arg-vasopresin,
o Lys-vasopresin
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zoval retenci, hodnoty rozliseni ostatnich analytd ale byly
dostacujici (v rozmezi hodnot 1,2-3,8) a faktory asymetrie
lepsi nez pro hodnotu pH 8.

Vliv koncentrace pouzitého pufru na retenci analytd
byl sledovan v rozmezi 10-100 mmol I"'. Bylo zjiténo, Ze
iontova sila vodné slozky mobilni fize ma velky vliv na
chromatografické chovani studovanych analytd. Nizka
koncentrace fosfore¢nanového pufru (10 mmol l’l) vedla
k prodlouzeni doby analyzy na 15 min, bylo dosazeno
nejlepsiho rozliSeni pro Arg-vasopresin, ale rozliSeni Arg-
vasotocinu a Lys-vasopresinu bylo zbyte¢né velké. Za
téchto podminek vykazovaly piky nejvetsi asymetrii. Zvy-
Senim iontové sily, tzn. zvySenim koncentrace pufru na
100 mmol "' doslo sice ke zkraceni doby analyzy na
5 min, ale i k vyraznému zhorSeni rozliSeni vSech zadrzo-
vanych analytl, Arg-vasotocin a Arg-vasopresin byly net-
plné rozdélené. Oxytocin stale nevykazoval retenci. Na
zaklad¢ hodnot faktorli asymetrie byla pro dalsi experi-
menty vybrana koncentrace fosfore¢nanového pufru
0 hodnoté 50 mmol 1"

Vliv obsahu organického modifikatoru v mobilni
fazi na reten¢ni chovani nonapeptidu

Pro tuto fazi optimalizace byly pouzity vySe popsané
vysledky. Mobilni faze byla sloZzena z ACN a fosforec¢na-
nového pufru o koncentraci 50 mmol I"' a pH 9. Obsah
ACN v mobilni fazi byl ménén v rozmezi 3—40 0bj.%. Na
obr. 5 je namé&fena zavislost retencnich faktorti k na obsa-
hu ACN v mobilni fazi. Ze ziskanych dat vyplynulo, Ze
vy$si obsah ACN v mobilni fazi (30 a 40 obj.%) vedl ke
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Obr. 5. Zavislost reten¢nich faktori kna obsahu ACN
v mobilni fazi; separace na koloné¢ Discovery Zr-PS; mobilni
fize ACN/50 mmol 1" fosfore¢nanovy pufr, pH 9; pritokova
rychlost 1 ml min™'; davkovaci smycka 5ul; UV detekce pii
214 nm; m oxytocin, O Arg-vasotocin, ® Arg-vasopresin, © Lys-
vasopresin
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koeluci Arg-vasotocinu a Arg-vasopresinu a k eluci oxyto-
cinu v mrtvém case. Snizovanim obsahu ACN v mobilni
fazi se zvysovala retence vSech analytl, tzn. i oxytocinu,
ktery doposud retenci nevykazoval. Pouzitim mobilni faze
obsahujici 5 obj.% ACN bylo dosazeno uspokojivych hod-
not rozliSeni i1 faktorli asymetrie vSech analytl. RozliSeni
bylo vrozmezi 1,9-4,4 a faktory asymetriec v rozmezi
0,95-1,8, a proto byla tato mobilni fdze zvolena jako nej-
vhodnéjsi pro separaci studovanych latek.

Vliv separacni teploty na retenéni chovani
nonapeptidui

Kolona Discovery Zr-PS byla termostatovana a za
optimalizovanych podminek bylo sledovano reten¢ni cho-
vani analytd pfi teplotach 25 °C, 35 °C, 45 °C a 55 °C.
Tabulka IV shrnuje vysledky ziskané pti tomto optimali-
zacnim kroku. Analyzy za vyssich teplot vedly ke zlepSeni
faktor asymetrie vSech analytd, avSak zaroven se snizilo
rozliSeni s vyjimkou Arg-vasotocinu. Pfi 55 °C se vyrazné
zhorsilo rozliseni oxytocinu. Z toho divodu byla vybrana
teplota 45 °C, pfi které je rozliSeni vSech analytt vétsi nez
2 a faktory asymetrie mens$i nez 1,6.

Chromatogram, ukazujici separaci nonapeptidii na
kolon€ Discovery Zr-PS za optimalizovanych podminek,
je na obr. 6.

Kvantifikace vybranych nonapeptida

V optimalizovanych mobilnich fazich na obou zirko-
niovych kolonach byly kvantifikovany tfi vybrané nona-
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Obr. 6. Separace smési nonapeptidi na koloné Discovery Zr-
PS; mobilni fize ACN/50 mmol I fosforeénanovy pufr, pH 9
(5/95, v/v); pracovni teplota 45 °C; pritokova rychlost 1 ml min™';
davkovaci smycka 5 ul; UV detekce pifi 214 nm; 1 — uracil, 2 —
oxytocin, 3 — Arg-vasotocin, 4 — Arg-vasopresin, 5 — Lys-
vasopresin
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Tabulka IV
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Hodnoty reten¢nich faktori £, rozliSeni Rg a faktori asymetrie Ay v zavislosti na teploté; separace na kolon¢ Discovery Zr-
PS; mobilni fize ACN/50 mmol I"' fosfore¢nanovy pufr, pH 9 (5/95, v/v); pritokova rychlost 1 ml min™'; davkovaci

smycka 5 pl; UV detekce pii 214 nm

Velicina Analyt Teplota [°C]

25 35 45 55
oxytocin 0,15 0,15 0,13 0,09
i Arg-vasotocin 0,46 0,47 0,44 0,36
Arg-vasopresin 0,79 0,80 0,71 0,56

Lys-vasopresin 1,45 1,40 1,23 0,95

oxytocin 2,5 2,5 2,4 1,6

R Arg-vasotocin 42 4.4 49 5,2
Arg-vasopresin 3,2 3,2 3,1 2,7

Lys-vasopresin 43 42 4,2 4,1

oxytocin 1,2 1,1 1,0 1,0

A Arg-vasotocin 1,7 1,6 1,5 1,2
Arg-vasopresin 1,6 1,6 1,6 1,4

Lys-vasopresin 1,8 1,9 1,6 1,4

peptidy, tj. Arg-vasotocin, Arg-vasopresin a Lys-
vasopresin. Oxytocin nebyl kvantifikovan vzhledem
k eluci blizké mrtvému casu. Byla proméfena zévislost
velikosti odezvy jednotlivych analyti na vlnové délce
vrozmezi 210-220 nm. Pfi vlnové délce 214 nm mély
odezvy analytli maximalni hodnotu, tudiz byla tato vinova
délka pouZita pro kvantifikaci.

Na kolon¢ Discovery Zr-PBD byly kalibra¢ni zavis-
losti proméfeny v koncentraénim rozmezi 1,56-107* az
1,00 mg mI™'. Byly vyhodnoceny zavislosti plochy (resp.
vysky) piku na koncentraci pfislusného analytu a urceny
parametry normalnich a logaritmickych forem kalibracnich
ktivek studovanych analyti. Smérnice logaritmickych
forem kalibracnich kiivek se pohybovaly v rozmezi 0,97
az 1,02. Korelacni koeficienty lezely v intervalu <0,9988;
0,9999>, a proto mohly byt kalibra¢ni zavislosti prohlase-
ny za linearni.

Kvantifika¢ni studie byla také provedena na koloné
Discovery Zr-PS pfi pouziti optimalizované mobilni faze.

Tabulka V

Kalibracni zavislosti byly promeéfeny v koncentra¢nim
rozmezi 3,13-10™*-1,00 mg I"". Smérnice logaritmickych
forem kalibraénich kiivek studovanych analyti lezely
v intervalu <0,98;1,02>, korelacni koeficienty se pohybo-
valy v rozmezi 0,9979-0,9999. Tato fakta svédci o lineari-
t€ kalibracnich zavislosti.

Parametry  kalibracnich  zavislosti  poslouzily
k vypoctu mezi detekce (LOD) a mezi stanovitelnosti
(LOQ) studovanych nonapeptidi.

Mez detekce (LOD) odpovida koncentraci, pro kterou
je analyticky signal statisticky vyznamné odlisny od Sumu.
Pro odezvu meze detekce plati:

Yp = 3 : hmax
kde A je maximalni kolisani zakladni linie slepého po-
kusu v oblasti dané 20nasobkem polositky piku stanovova-

ného analytu.
Pro odezvu meze stanovitelnosti (LOQ) plati:

Vs = 10 - hmax

Meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ) nonapeptidii na kolonach Discovery Zr-PBD a Discovery Zr-PS

Analyt LOD [pg ml™'] LOQ [ug ml™"]
Zr-PBD Zr-PS Zr-PBD Zr-PS
Arg-vasotocin 1,0 2,4 3,3 8,0
Arg-vasopresin 2,4 6,7 7,9 22,3
Lys-vasopresin 1,8 5,6 5,8 18,7
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Pii vypocétu meze detekce a meze stanovitelnosti bylo
vyuZzito zavislosti vySky piku na koncentraci analytu.

Vypocétené hodnoty LOD a LOQ jednotlivych analyti
na obou kolonach shrnuje tab. V.

Zavér

Chromatografické chovani biologicky aktivnich nona-
peptidit bylo studovéno na dvou reverznich kolonach na
bazi ZrO,, a to Discovery Zr-PBD s polybutadienovou
stacionarni fazi a Discovery Zr-PS s polystyrenem jako
stacionarni fazi. Ze ziskanych vysledkt vyplyva velka
podobnost pouzitych kolon. Chromatografické chovani
nonapeptidli se na obou kolonach vyrazné neliSilo; trendy
v retenci analytl pfi zménach separacnich podminek byly
stejné ¢i velmi podobné. Na koloné Discovery Zr-PS bylo
dosazeno Usp€sné separace pii pouziti mobilni faze sloze-
né z fosforeCnanového pufru a obsahujici pouze 5 obj.%
ACN. Tyto podminky separace jsou Setrné a umoznuji
zachovani biologické aktivity analytl; zaroven piinaSeji
vyhody v podobé uspory organického rozpoustédla. Lepsi
kvantifika¢ni parametry ov§em poskytla kolona Discovery
Zr-PBD.

Reverzni kolony na bazi ZrO, se ukazaly jako dobra
alternativa ke kolonam se silikagelovym nosi¢em pro sepa-
raci biologicky aktivnich nonapeptidii. Odlisny retencni
(interak¢éni) mechanismus, Siroké moznosti modifikace
povrchu ZrO, a moznost pouziti v celém rozsahu pH a pfi
teplotach do 200 °C pteduréuji tyto stacionarni faze
k dalsim uspésnym aplikacim v separacich biomolekul.

Autori dékuji za financni podporu vyzkumnému pro-
Jektu MSM 0021620857 (MSMT CR) a projektu Kontakt
ME 895.
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L. Janetkova®, J. Sobotnikova®, E. Tesafova®, and

Z.Bosakova® (Charles University in Prague, Faculty of

Science, “Department of Analytical Chemistry, "Depart-
ment of Physical and Macromolecular Chemistry, Czech
Republic): Application of Modern Reversed Phases
Based on Zirconium Dioxide for the Analysis of Bioac-
tive Peptides

Separation of biologically active peptides was per-
formed on polybutadiene (PBD) and polystyrene (PS) re-
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versed phases based on zirconium dioxide. ZrO, as an
alternative carrier to silicagel offers ion-exchange interac-
tions, which are useful for separation of ionizable com-
pounds. The parameters like buffer concentration and pH,
the amount of organic modifier and temperature affected
separation of nonapeptides. The retention characteristics
(retention factor, resolution, peak symmetry, separation
efficiency) were investigated. The systems consisting of
acetonitrile and phosphate buffer of basic pH were found
suitable for separation of vasopressin-related peptides.
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TESTOVANI VLIVU VYBRANYCH
FAKTORU NA PRUBEH NITRIFIKACE
KALOVE VODY
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Kli¢ova slova: odpadni vody, odstraniovani dusiku, nitrifi-
kace, amoniakalni dusik, dusitany, doba zdrzeni kalu, tep-
lota, objemové zatizeni amoniakalnim dusikem

Uvod

Slouceniny dusiku jsou jednim z nejvyznamnéjSich
polutanti vyskytujicich se v odpadnich vodach. Pievazuji-
ci formou dusiku v odpadnich vodach je amoniakalni du-
sik (N-amon). N-amon byva z odpadni vody odstranovan
v &istirnach odpadnich vod (COV) ve vétsing piipadi bio-
logickymi metodami. Tradi¢ni postup odstrafiovani dusiku
z odpadnich vod spociva v biochemické oxidaci amonia-
kalniho dusiku na dusi¢nany (nitrifikace) a v jejich nasled-
né biochemické redukci na plynny dusik (denitrifikace).

Nitrifikace je sledem na sebe navazujicich biochemic-
kych reakci, které probihaji ve dvou zakladnich fazich.
V prvni fazi (nitritace) se N-amon oxiduje na dusitany
s vyuzitim ¢innosti bakterii rodt Nitrosomonas a Nitroso-
coccus a dalsich mikroorganisml. Ve druhé fazi (nitratace)
jsou vzniklé dusitany oxidovany na dusi¢nany mikroorga-
nismy rodt Nitrobacter, Nitrospira aj."”. Nitrifikaéni orga-
nismy jsou velice citlivé na podminky panujici v CiSténé
vodé'. Proto je nitrifikace pii biologickém &isténi odpad-
nich vod z hlediska celkové ucinnosti odstranéni N-amon
v mnoha pfipadech limitujicim procesem. Prib¢h nitrifika-
ce je ovlivnén celou fadou faktorti, mezi které patii prede-
v§im teplota, koncentrace rozpusténého kysliku, doba zdr-
zeni kalu v nitrifikaénim reaktoru, zatizeni systému dusi-
katym zneciSténim, vyskyt riznych toxickych latek atd.

V podstaté na vSechny tyto faktory jsou organismy
oxidujici dusitanovy dusik (N-NO,") na dusi¢nanovy (N-
NO;") podstatné citlivéjsi nez organismy odpovédné za
pfevedeni amoniakalniho dusiku na dusitanovy. Béhem
¢isténi odpadnich vod proto muze dochazet k hromadéni
dusitanti. Tento jev je zpravidla nezadouci, nebot’ Casto
signalizuje nedostate¢nou aeraci, poptipadé pretizeni sys-
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tému. Dusitanovy dusik je navic toxicky a v odtoku z COV
by jeho koncentrace méla byt minimalizovana. Na druhou
stranu je vSak regulaci podminek pii nitrifikaci mozno
vyuzit cilenou akumulaci dusitani k realizaci netradi¢nich
biologickych postupii odstraniovani dusikatého znecisténi
z odpadnich vod. Mezi tyto postupy patfi zejména metoda
nitritace/denitritace, ktera je zkracenou verzi klasického
postupu nitrifikace/denitrifikace. Biochemicka oxidace N-
amon je vtomto pfipadé regulaci podminek v reaktoru
fizena tak, aby jejim konecnym produktem byly dusitany,
které jsou nasledné biochemicky redukovény za vzniku
plynného dusiku N,. Tato varianta biologického odstrafio-
véani N-amon je vhodné zejména pro ¢i$té€ni odpadnich vod
s vysokou koncentraci N-amon a nizkym koncentra¢nim
pomérem CHSK/N. Do této skupiny odpadnich vod patii
mimo jiné kalova voda vznikajici pfi odvodnovani anae-
robné stabilizovaného kalu®.

Vybrané faktory ovliviiujici pribéh nitrifikace
odpadnich vod

Zatizeni systému amoniakalnim dusikem

Utinnost nitrifikace je pochopitelné limitovana zati-
zenim nitrifikacniho reaktoru amoniakalnim dusikem.
Vysoké zatizeni dusikem vede v nékterych pripadech
k hromadéni dusitant pfi nitrifikaci. Tento fakt mize byt
spojen s inhibici ¢innosti nitratatnich organismi vyvola-
nou zvySenou koncentraci meziproduktll nitrifikace
(zejména hydroxylaminu)*, nebot jejich tvorba je
v piipadé vysokého zatizeni systému dusikem podstatné
intenzivngjsi.

Teplota

Dalsim faktorem ovliviiujicim vyznamnym zptsobem
pribéh procesu nitrifikace je teplota. Nitrifikacni bakterie
jsou teplotné citlivéj§i nez mikroorganismy odstrafnujici
z odpadnich vod uhlikaté organické znecisténi. Optimalni
teplota se u nich pohybuje zpravidla okolo 30 °C (cit.}).
Teplota pfi biologickém ¢isténi odpadnich vod
v podminkach CR je viak zpravidla podstatné niz3i. Tim je
prubéh nitrifikace do znaéné miry komplikovan. Pii pokle-
su teploty je potieba pocitat se snizenim vykonnosti nitrifi-
kacniho reaktoru.

Také teplota byv4d zmifovdna mezi faktory, které
mohou cilené podporovat akumulaci dusitanti béhem nitri-
fikace a napomoci tak realizaci netradi¢nich biologickych
postupti odstrafiovani dusikatého zneciSténi. VéEtSinou se
v literatufe uvadi, ze vyssi teploty béhem procesu napoma-
haji k akumulaci dusitanti. Konkrétni hodnoty teploty,
jakych je pro dosazeni u¢inné akumulace dusitanii v systé-
mu potieba dosahnout, se v§ak v jednotlivych publikacich
vyrazné li§i. V praci® autofi napiiklad predpokladaji, Ze
optimalni teplotni rozmezi je mezi 30 a 36 °C. V jinych
publikacich je uvadéna pon€kud niz8i teplota potfebna
k tomu, aby v systému zacaly prevladat dusitany nad du-
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si¢nany. Naptiklad autofi prace® vychéazeji z toho, Ze pti
teplotach vyssich nez piiblizné 20 °C rostou organismy
oxidujici amoniakalni dusik rychleji nez druhy odpovédné
za biochemickou oxidaci dusitanti, pfi teplotach nizSich
nez 20 °C je tomu naopak. Neékdy se dokonce uvadi, ze
hromadéni dusitanti mohou vyvolat naopak nizké teploty
pti biologickém &iténi odpadnich vod'.

Doba zdrzeni kalu v reaktoru

Suspenze biomasy vyuzivana pfi biologickém cisténi
odpadnich vod se nazyva aktivovany kal. Nitrifikacni bak-
terie, které se v aktivovaném kalu nachdzeji, jsou obecné
povazovany za pomalu rostouci organismy. Pii dobé zdr-
zeni kalu (oznacované v technologii €isténi odpadnich vod
také jako stari kalu) kratsi nez je generacni doba nitrifikac-
nich organismi dochazi k jejich vyplavovani ze systému
a nitrifikace nemiize probihat'. Nitritaéni organismy oxi-
dujici amoniakalni dusik na dusitany vSak rostou v mnoha
pripadech rychleji nez nitratacni organismy oxidujici dusi-
tanovy dusik na dusi¢nanovy. Z toho plyne moZnost hro-
madéni dusitand pfi niz§ich hodnotach doby zdrzeni bio-
masy aktivovaného kalu. Regulaci staii kalu je mozno
dokonce vyvolat cilenou akumulaci dusitand a prakticky
tak zamezit vzniku dusi¢nanti pfi nitrifikaci odpadnich
vod. Tohoto principu vyuziva tzv. proces SHARON pouzi-
vany pfedev§im v Nizozemi v n€kolika provoznich aplika-
cich oddéleného ¢isténi kalové vody. Nitrifikacni reaktor v
tomto piipadé¢ pracuje pii dobé zdrzeni kalu totozné s hyd-
raulickou dobou zdrzeni vstupujici vody na principu che-
mostatu’. Tato skute¢nost vede k ziskani potiebného sloze-
ni mikrobialni populace v aktivovaném kalu, pomalu ros-
touci nitratacni organismy jsou ze systému vyplavovany.
Zaroven je vSak pri tomto usporadani systému jeho vykon-
nost limitovdna rychlosti rlstu nitritacnich organismi.
Napiiklad autofi prace® zjistili pti biologickém &isténi ka-
lové vody, Ze doba zdrZeni niz$i nez ptiblizné 1,2 dne zpti-
sobuje pfi provozu reaktoru na principu chemostatu vy-
znamny pokles ucinnosti nitritace v dasledku vyplavovani
nitritaénich organismil.

Koncentrace amoniakalniho a dusitanového dusiku

Pfi cisténi kalové vody a jinych odpadnich vod
s vysokym obsahem dusikatého znecisténi mize z hlediska
pribéhu nitrifikace hrat diilezitou roli také koncentrace
jednotlivych forem vyskytu anorganického dusiku, zejmé-
na amoniakalniho a dusitanového dusiku, které mohou
v mnoha pfipadech inhibi¢né pisobit na nitrifikaéni orga-
nismy’ ™', Toxicky uginek se predpoklada predevsim
u nedisociovanych forem, tj. u NH; a HNO,. Nejcasté&ji se
uvadi, ze ¢innost nitrata¢nich organismi je inhibovana jiz
pti koncentraci NH; piesahujici 0,1-1,0 mg 1™ nebo pii
koncentraci HNO, ptesahujici 0,2-2,8 mg l’l, zatimco
nitritadni organismy snadeji i hodnoty podstatng vyssi'Z.
Koncentrace volného amoniaku a volné kyseliny dusité
velice tzce souvisi s hodnotou pH v systému a dal§imi
faktory, ze kterych je nejvyznamngjsim teplota prostiedi'.
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Laboratorni pfistroje a postupy

Ptipadny inhibi¢ni vliv amoniakalniho ¢i dusitanového
dusiku je proto nutno posuzovat se zfetelem na aktualni
hodnotu pH a teploty. Nékteré studie ale vedou k zaveérim,
ze v urcitych pfipadech muize byt z hlediska nitrifikace
inhibi¢ni formou i disociovany iont NO,™ (cit.”).

Experimentalni ¢ast

Vliv jednotlivych faktort na priib¢h nitrifikace kalové
vody je dlouhodobé testovan v laboratotich KAVR CZU
v Praze a UTVP VSCHT v Praze na modelech o pracov-
nim objemu 1,51. Laboratorni modely pracuji v rezimu
tzv. sm&ovaci aktivace'. Toto technologické usporadani
zajistuje stabilni podminky v reaktoru, aniz by béhem jeho
provozu  dochéazelo v kratkych casovych  tsecich
k vyznamnym zménam v koncentraci jednotlivych forem
dusiku a k vykyvim v hodnotach faktorG dulezitych pro
pribéh nitrifikace (pH, koncentrace O,, teplota atd.). Za
samotnym nitrifika¢nim reaktorem je zafazena tzv. dosa-
zovaci nadrz', ve které dochazi k sedimentaci biomasy
aktivovaného kalu a jeji separaci od vycisténé odpadni
vody. Biomasa aktivovaného kalu je pak z dosazovaci
nadrze recirkulovana zpét do nitrifikaéniho reaktoru.
V reaktorech je zpracovavéana kalovd voda vznikajici pfi
odvodiiovani anaerobné stabilizovaného kalu na ustfedni
Cistirné odpadnich vod v Praze. Koncentrace N-amon
vtéto vodé se béhem provadénych testi pohybovala
v rozmezi od cca 800 do cca 1500 mg 1" Slozeni pouzité
kalové vody je uvedeno v tab. I.

Ptisun kalové vody do nitrifika¢niho reaktoru a recir-
kulaci biomasy zajistuji peristalticka cerpadla. Vzduch je
do nitrifika¢niho reaktoru dodévéan s vyuZitim akvaristic-
kého vzduchovaciho motorku. Ze systému neni
v zékladnim usporadani odvadén zadny piebytecny aktivo-
vany kal. Konfigurace modelti byla béhem provadénych
testll rtiznymi zplsoby ménéna za i€elem co mozna nejob-
jektivnéjsiho posouzeni vlivu jednotlivych faktord na pru-
béh nitrifikace kalové vody. Jednotlivé odchylky od za-
kladniho uspofadani modelu budou zminény nize.

Testy zaméfené na studium vlivu zatizeni reaktoru
amoniakalnim dusikem byly provadény na vySe popsaném
laboratornim modelu, ve kterém byla zpracovavana kalova
voda. Cilem téchto pokust bylo zjistit maximalni vykon-
nost reaktoru pfi laboratorni teploté a vyhodnotit vliv obje-
mového zatizeni nitrifikacniho reaktoru dusikem na aku-
mulaci dusitand. Reaktor pracoval s biomasou, ktera byla
vzhledem k jeji ptedchazejici kultivaci schopna prevést
amoniakalni dusik na dusitany pfi minimélni produkci
dusi¢nand. Testovani vlivu zatizeni reaktoru dusikem na
akumulaci dusitanti probihalo 148 dni. Od 1. do 71. dne se
objemové zatiZeni reaktoru dusikem pohybovalo mezi 0,3
a 0,7kgm>d”. Nasledn¢ bylo snizeno na hodnoty
v rozmezi od 0,04 do 0,09 kg m>d™. Za t&chto podminek
pracoval reaktor od 72. do 148. dne testu. Narust koncentra-
ce dusiCnanti po snizeni zatizeni reaktoru by svédcil
0 vyznamném vlivu zatiZzeni reaktoru na akumulaci dusitanti.
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Tabulka I
SloZeni pouzité kalové vody

Laboratorni pfistroje a postupy

Parametr Jednotka Pramér Minimum Maximum
pH - 8,1 7,8 8,4
KNK45* mmol 1! 95 79 123
CHSK,," mg 1! 1470 690 3170
CHSK;* mg 1™ 1210 560 2 640
N-amon mg 1! 1170 800 1500
P-celk ¢ mg 1! 84 65 120
VL*® mg 1! 2450 1280 5080
VLo mg 1! 1180 660 2270
NL ¢ mg ™! 460 <10 2020
NLo," mg "' 310 <10 1040

? Kyselinové neutralizaéni kapacita do hodnoty pH 4,5; ® hodnota chemické spotieby kysliku homogenizovaného vzorku; ©
hodnota chemické spotieby kysliku odstfedéného vzorku; ¢ koncentrace celkového fosforu; © koncentrace veskerych latek; ©
koncentrace veskerych latek organickych; & koncentrace nerozpusténych latek; " koncentrace nerozpusténych latek organic-

kych

Vliv teploty na pribé¢h nitrifikace kalové vody je sle-
dovan na laboratornim modelu umisténém vcetné veskeré-
ho ptisluSenstvi (peristaltickd ¢erpadla, vzduchovaci moto-
rek, kanystry na vstupujici a vystupujici vodu atd.)
v termostatované skiini umoZiujici v rozsahu 5-40 °C
plynulou regulaci teploty. Pro inokulaci reaktoru byla pou-
zZita biomasa, kterd byla schopna oxidovat N-amon na du-
sitany, aniz by dochazelo k jejich dalsi oxidaci na dusi¢na-
ny. Teplota vreaktoru byla béhem popisovanych testl
postupné snizovana z hodnot béznych v laboratofi (cca
20-25 °C) azna 10 °C.

Vliv doby zdrzeni kalu na prubéh nitrifikace kalové
vody je testovan na laboratornim modelu bez dosazovaci
nadrze a bez recirkulace kalu. Doba zdrzeni aktivovaného
kalu v reaktoru je proto stejnd jako aktudlni hydraulicka
doba zdrzeni ¢isténé kalové vody, systém pracuje na prin-
cipu chemostatu. Regulace doby zdrzeni kalu v reaktoru
probiha velice jednodus$e zménami v pritoku ¢isténé vody.
Béhem provozu reaktoru se hydraulickd doba zdrzeni
(atim i doba zdrzeni kalu) pohybovala mezi cca dvaceti
a tfemi dny. Reaktor pracoval na zacéatku testd s biomasou
schopnou za danych podminek prevést veskery amoniakal-
ni dusik az na dusi¢nany a provést tak kompletni nitrifika-
ci. Testy probihaly pfi laboratorni teploté pohybujici se
mezi 21 a 27 °C. Sledovan byl vliv doby zdrZeni kalu na
vykonnost reaktoru a na vyskyt akumulace dusitan béhem
nitrifikace.

Vliv extrémné vysokych koncentraci amoniakélniho
a dusitanového dusiku pfi nitrifikaci byl sledovan pfi tes-
tech s kalovou vodou obohacenou o roztok amoniaku. Pro
inokulaci reaktoru byla pouzita biomasa schopna tplné
biochemické oxidace N-amon az na N-NO; . Koncentrace
amoniakalniho dusiku ve vstupni kalové vodé byla postup-
né zvySovana az na hodnoty pohybujici se okolo 4 g 17",
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Testy probihaly bez regulace hodnoty pH, coz omezovalo
Gi¢innost odstranéni N-amon'*. Koncentrace amoniakélni-
ho dusiku v reaktoru se proto dlouhodobé pohybovaly
kolem 2 g I"'. Koncentrace N-NO,™ pfesahovala pii nékte-
rych méfenich 1 g 1",

Vysledky a diskuse
Vliv zatiZzeni systému amoniakalnim dusikem

Béhem dlouhodobych laboratornich testti s kalovou
vodou bylo prokazano, ze pfi laboratorni teploté je mozno
docilit prakticky uplné biochemické oxidace N-amon na
dusitany i pti objemovém zatizeni dusikem pohybujicim se
okolo 1,6 kgm™d™". Vzhledem k teplotni citlivosti nitrifi-
kacnich organismi klesa vyznamnym zpdsobem vykon-
nost reaktoru s klesajici teplotou (viz kapitola vénovana
vlivu teploty).

Radikalni snizZeni zatizeni reaktoru 72. den jeho pro-
vozu sméfovaného k posouzeni vlivu zatizeni na akumula-
ci dusitanti vedlo k nartistu koncentrace dusi¢nanti a sou-
¢asnému poklesu koncentrace dusitanii v odtoku ze systé-
mu. Narast koncentrace N-NO; v obdobi mezi 72.
a 97. dnem nebyl pfili§ vyznamny. Mezi 98. a 103. dnem
doslo k prudkému narGstu koncentrace N-NO;~ a od
104. dne v odtoku z modelu byly zaznamenany koncentra-
ce N-NO, blizké nule a biochemickd oxidace N-amon
probihala prakticky vyhradné za vzniku dusi¢nani. Kon-
centrace ruznych forem anorganického dusiku v odtoku
a objemové zatizeni dusikem v jednotlivych fazich testo-
véani vlivu zatizeni na akumulaci dusitant jsou uvedeny
v tab. II.
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Tabulka II

Laboratorni pfistroje a postupy

Primérné hodnoty koncentrace jednotlivych forem dusiku v odtoku a objemového zatizeni dusikem (By-N) ve tiech fazich

testovani vlivu zatizeni na akumulaci dusitant

Parametr Jednotka 1.—-71. den 72.—-97. den 104. — 148. den
N-amon mg 1™ 22 15 20
N-NO,~ mg 1! 1270 1200 0,9
N-NO;~ mg 1™ 9 45 950
By-N kgm>d™ 0,42 0,056 0,055

Na zaklad¢ vysledku téchto testi je mozno predpokla-
dat, ze v ptipadé¢ umyslu vyuzivat pro cisténi odpadnich
vod svysokym obsahem N-amon postup nitritace/
denitritace bude zapotiebi systém provozovat pii dostatec-
ném zatizeni amoniakalnim dusikem, a to i v dob¢& zapra-
covani nitritacniho reaktoru. Dosud provedené testy vedou
k zavéru, ze minimalni zatizeni potfebné pro dlouhodobé
udrzeni akumulace dusitant se pohybuje v blizkosti hod-
noty 0,3 kg m~ d™". Tato hodnota viak miize pti dlouhodo-
bém provozu rlst se stupném adaptace a regenerace nitra-
tacni biomasy.

Vliv teploty

Pri nizkych teplotach byla v souladu s o¢ekdvanim
podstatnym zptisobem snizena vykonnost reaktoru. Zatim-
co pti teplotach okolo 20 °C bylo dosaZeno prakticky Upl-
ného odstranéni N-amon z kalové vody pii objemovém
zatizeni amoniakalnim dusikem do cca 1,6 kgm™d™, pii
teploté 10 °C bylo dosazeno tohoto stavu pii objemovém
zatizeni amoniakalnim dusikem okolo 0,25 kg m>d™.
Zvyseni zatizeni nad tuto hodnotu vedlo jiz k nartstu kon-
centrace N-amon vodtoku a naristu hodnoty pH
v reaktoru v disledku pfetizeni systému. Hlavnim produk-
tem oxidace N-amon byly béhem celého obdobi provozu
reaktoru pfi teploté 10 °C dusitany (cca 80-90 %). Vysled-
ky testli zaméfenych na studium vlivu teploty na pribeh
nitrifikace jsou velice nadé&jné, nebot’ naznacuji moznost
vyuziti biologickych postupti odstraniovani dusiku z kalové
vody a jinych odpadnich vod podobného slozeni
ivzimnim obdobi bez vyhfivani nitrifikaéniho reaktoru.
Problémem je podstatné snizeni vykonnosti nitrifika¢niho
reaktoru pii nizkych teplotich a zné&j plynouci nutnost
vystavby reaktoru s podstatné vét§im objemem. Nepfilis
vyznamna tvorba dusi¢nand pfi teplot¢ 10 °C naznacuje
moznost vyuziti postupu nitritace/denitritace pro samostat-
né Cisténi kalové vody a jinych odpadnich vod podobného
sloZeni i pfi nizkych teplotach a nebyla tak potvrzena nut-
nost provozovat systém za ucelem potlaceni tvorby dusic-
nand pii vyssich teplotach zmifiovana v literatuie™®.

Vliv doby zdrzeni kalu v reaktoru

Prakticky uplné pfevedeni amoniakélniho dusiku az
na dusi¢nany bylo zaznamendno pfi dob€ zdrzeni kalu
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mezi dvaceti a deseti dny. Zkraceni doby zdrzeni kalu na
hodnoty mezi deseti a péti dny vyvolalo nartst koncentra-
ce dusitani. Snizeni doby zdrzeni biomasy na hodnoty
mezi cca Ctyfmi a tfemi dny jiz vedlo i k poklesu ucinnosti
nitritace. Za danych podminek se jako minimalni doba
zdrzeni kalu potiebna pfi laboratorni teploté k udrzeni
dostatecné ucinnosti nitritace jevi hodnota okolo Ctyf az
péti dnti.

Potvrzeni moznosti provozu nitrifika¢niho, resp. nitri-
tacniho, reaktoru bez recirkulace kalu je pozitivnim zjisté-
nim, protoZe v tomto uspofdddni neni nutno za vlastni
reaktor zarazovat dosazovaci nadrz. Pfi realizaci systému
by tento fakt pochopiteln€ hral vyznamnou roli pro celko-
vé investicni naklady. Je vSak potieba kalkulovat také
s omezenim vykonnosti systému v tomto uspofadéni, coz
je skuteCnost, ktera tuto variantu silné znevyhodiuje
vzhledem k nutnosti vystavby reaktoru podstatné vétSiho
objemu. Popsané testy probihaly pii maximalnim objemo-
vém zatizeni nitrifikacniho reaktoru dusikem okolo
0,5 kgm>d™', pficemz v systému s recirkulaci kalu bylo pii
laboratorni teploté dosazeno zatizeni az cca 1,6 kg m> d’l,
tedy objem nadrze by musel byt pfiblizné tiikrat vetsi.
K dal$imu poklesu vykonnosti reaktoru by vedl provoz pii
nizsich teplotach. Potfebny objem reaktoru by mohl byt
naopak vyznamnym zplisobem zmensen provozem reakto-
ru pii teplotach odpovidajicich teplotnimu optimu nitrifi-
kac¢nich organism@’. Tento predpoklad potvrzuji napiiklad
zkuSenosti z provozu systému SHARON’. Piipadné zahfi-
vani reaktoru by vSak ve vétSin¢ pfipadd negativnim zpu-
sobem ovlivnilo ekonomiku provozu systému.

Vliv koncentrace amoniakalniho a dusitanového
dusiku

I pfi koncentraci N-amon ve vstupni CiSténé vodé
pohybujici se okolo 4 g1™' bylo dosaZeno bez regulace
hodnoty pH v reaktoru G¢innosti odstranéni amoniakalniho
dusiku okolo 50 %, pticemz reaktor nevykazoval znamky
negativniho pisobeni vysoké vstupni koncentrace N-amon
na prubéh procesu oxidace amoniakalniho dusiku, prestoze
koncentrace N-amon v reaktoru dosahovala hodnot mezi
1420 a 2600 mg ™" pii koncentraci volného amoniaku az
44mgl"'. Vobdobi stabilniho provozu reaktoru byly
dominantni formou dusiku vznikajici biochemickou oxida-
ci N-amon dusi¢nany. Pfechodny nartst koncentrace dusi-
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Tabulka III

Laboratorni pfistroje a postupy

Koncentrace jednotlivych forem dusiku v odtoku a dalsi charakteristiky modelu pfi testovani vlivu amoniakalniho a dusita-

nového dusiku

Parametr Jednotka Prumér Minimum Maximum
N-amon - 1890 1420 2600
FA*® mg 1! 2,7 1,4 4,4
N-NO,~ mg 1™ 630 52 1170
FNA"® mg 1™ 2,2 0,04 4,9
By-N kgm>d™ 0,78 0,34 1,52
EN-amon * % 48 41 67
Exnonos. % 35 13 65

TV N-amon mgl™h™! 17,1 7,1 38,8
T'V,N-NO3- ! mgl'h! 11,3 2,5 30

* Volny amoniak (free ammonia); ® volna kyselina dusita (free nitrous acid); © ucinnost odstranéni N-amon; 4 uginnost pre-
vedeni N-amon na dusi¢nanovy dusik; ¢ objemova rychlost odstranéni N-amon; " objemova rychlost pievedeni N-amon na

dusi¢nanovy dusik

tanového dusiku na hodnoty dosahujici az 1170 mg I byl
zaznamenan pouze pii zvysSeni objemového zatizeni dusi-
kem. V této fazi testll bylo v reaktoru v disledku nartstu
koncentrace dusitanového dusiku dosazeno koncentrace
volné kyseliny dusité az 4,9 mg I"". Bylo vsak zjisténo, Ze
po urcité dobé probiha nitrifikace amoniakalniho dusiku az
na dusi¢nany i v pfipad€, ze dojde k tomuto pfechodnému
nartstu koncentrace dusitanového dusiku. Charakteristiky
modelu pii testovani vlivu amoniakélniho a dusitanového
dusiku jsou uvedeny v tab. III.

Provedené testy vedly ke zjisténi, Ze nitrifikace amo-
niakalniho dusiku az na dusi¢nany midze probihat
ivpiipadé¢ piekroceni koncentraci volného amoniaku
a volné kyseliny dusité uvadénych v literatufe jako inhi-
biéni limity pro nitrataéni organismy'*'>'®. Tato skuted-
nost je patrné vyvolana dlouhodobou adaptaci biomasy na
extrémni podminky panujici v reaktoru'”'®,
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P. Svehla®, P. Jeni¢ek®, J. Habart®, A. Han&", and
J. Balik® (“ Department of Agro-environmental Chemistry
and Plant Nutrition, Czech University of Life Sciences,
Prague; " Department of Water Technology and Environ-
mental Engineering, Institute of Chemical Technology,
Prague): Testing Selected Factors Influencing Nitrifi-
cation of Sludge Water

The influence of sludge age, ammonia and nitrite
concentrations, temperature and the ammonia loading rate
on biological treatment of reject water from sludge treat-
ment was tested on laboratory scale. Nitrification of am-
monia in reject water at the sludge age 4-5 days produced
nitrites and nitrates. At high concentrations of ammonia
and nitrites, nitrates were produced. The nitrification pro-
ceeds almost completely at 10 °C. The high ammonia
loading rate seems to be most efficient of the tested fac-
tors, leading to nitrite accumulation.
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HODNOC];Ni MOZNEI;IO VLIVU
RIZIKOVYCH PRVKU OBSAZENYCH
V PUDE NA ORGANISMUS CLOVEKA

JANA TREMLOVA, JIRINA SZAKOVA
a PAVEL TLUSTOS

Katedra agroenvironmentalni chemie a vyZivy rostlin,
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroji,
Ceskd zemédélskd univerzita, 165 21 Praha 6 — Suchdol
szakova@af.czu.cz

Doslo 17.8.09, ptijato 16.10.09.

Klic¢ova slova: As, Cd, Pb, biologicka dostupnost, metoda
postupné extrakce

Uvod

Definice biologické dostupnosti prvku vychazi z fak-
tu, ze celkovy obsah prvku v daném materialu neposkytuje
dostatek informaci pro posouzeni vlivu daného prvku na
organismus a charakterizuje tedy ten podil prvku, ktery je
v daném systému biologicky aktivni'. V ptipadé sucho-
zemskych rostlin se napf. jedna o takové formy prvku
v pudé, které mohou byt pfijimany kofeny rostlin béhem
vegetacniho cyklu a mohou ovlivnit Zivotni cyklus danych
rostlin. Pro stanoveni mobilnich podila prvki v padé 1ze
pouzit $iroké spektrum extrakénich ¢inidel, kdy extrahova-
telnost prvka zavisi na pouzitém ¢inidle, zdroji kontamina-
ce pudy, a konkrétnich padnich vlastnostech’. Vysledky
ukazuji, ze pouziti deionizované vody a neutralnich soli
vede pres nékteré odliSnosti k vzajemné porovnatelnym
vysledkim jak ve vlastni extrahovatelnosti jednotlivych
prvku, tak i pfidalsi interpretaci dat. Tato Cinidla jsou
schopna z pidy uvolnit pouze slabé vazané, rostlinam
snadno pfistupné podily prvkd a jejich slougenin®* a mo-
hou slouzit k odhadu biologicky dostupného mnozstvi
prvki pro rostliny.

Clovék piijima toxické prvky zprostfedkovang pro-
sttednicvim kontaminované zemédélské produkce, ale je
tieba vzit v uvahu i pfimy vstup pidy do traviciho traktu.
Jak uvadi Statni zdravotni ustav (SZU) ve své odborné
zpravé Zdravotni rizika kontaminace pidy méstskych
aglomeraci’, dospély ¢lovék piijme denné piiblizng 60 mg
pudy, u déti je pak ptijem vyssi a to zhruba 200-800 mg
denné. V téZe zpraveé se napf. uvadi, Ze v kontaminované
oblasti Piibramska ma problém s tézkymi kovy (zvlasté
Cd, As, Pb) v pudé 100 % matetskych Skolek. Limitni
hodnoty jsou zde ptekroceny nékolikanasobné (v pripadé
kadmia 9x, u olova 6x, u arsenu 4,5x).

Vyvinuta metoda postupné extrakce (tzv. Physiologi-
caly Based Bioavailability Extraction Test, PBET)* je
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vyuzivana k hodnoceni negativniho dopadu ptd ve vysoce
kontaminovanych oblastech, kdy se testuje mozny vstup
rizikovych prvkl do organismu ¢lovéka jeji netimyslnou
konzumaci. Postup zatazuje pro extrakci vzorku pudy po-
stupné Cinidla, kterd simuluji procesy v ustni duting,
v zaludku, ve dvanacterniku a v tenkém stievé. Bylo zjiste-
no, ze vysledky tohoto in vitro traviciho procesu velmi
dobte koreluji (» = 0,93) s in vivo experimenty s vyuZitim
laboratornich potkanti’. Zjednodusenid metoda nazvana
,.Simple Bioavailability Extraction Test“ (SBET)® pak
simuluje pouze c¢innost Zaludku. Tyto postupy byly jiz
testovany nejen v piipadé chemickych prvki, ale i pro
hodnoceni biologické dostupnosti polychlorovanych bife-
nyl&’. V posledni dobé je tato metoda rozsifovana i pro
hodnoceni dostupnosti prvkl z potravin rostlinného ptivo-
du, jak dokumentuje recentni prace, ktera hodnoti dostup-
nost prvkll z riiznych druhti zelenin rostoucich na kontami-
nované pudé'®, nebo napf. z popela vzniklého spalovanim
komunalniho odpadu'".

V naSem experimentu jsme se pokusili otestovat ex-
trahovatelnost As, Cd a Pb ze souboru pid lisicich se Grov-
ni kontaminace i fyzikalné-chemickymi vlastnostmi meto-
dou PBET a vysledky porovnat s nékterou z extrakénich
metod pouzivanych k odhadu podilu prvki piistupného rost-
lindm, v nasem piipadé jsme zvolili extrakci 0,01 mol 1™
roztokem CacCl,.

Material a metody

Osm pudnich vzorkt liSicich se fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi a celkovym obsahem prvki
(tab. I) bylo odebrano v lokalitach, kde se nachazeji zvyse-
né obsahy sledovanych prvki v padé. Zvlasté vysoké kon-
centrace sledovanych prvkt se nachazeji v naplaveninach
ny proplachovny rud. Vzorky byly extrahovany nasleduji-
cimi extrakénimi metodami:

1. Metoda PBET v modifikaci, kterou pouzili Abrahams
a spol.'” nasledovné: P¥iprava zaludeéni §tavy: 1,25 g
pepsinu, 0,50 g kyseliny citronové, 0,50 g kyseliny
jablecné, 0,84 ml kyseliny mlécné, 1 ml kyseliny oc-
tové do 11 vody, pomoci HCI upravit pH na 2,5+0,05.
Mnozstvi 0,5 g pudniho vzorku se navazi do plastové
reak¢ni nadoby a zalije se 50 ml pfipravené zaludecni
stavy. Nadoba se vlozi do vodni lazné o teploté 37 °C,
ktera se tfepe po dobu 1 h. Poté je odebrana suspenze
0 objemu 5 ml, je centrifugovana, supernatant je slit a
je stanoven obsah prvkid. Do zbytku vzorku se dolije
5 ml zalude¢ni §tavy a upravi se pH na 7 pomoci na-
syceného roztoku NaHCO;. Poté se pfida 25 mg pan-
kreatinu a 87,5 mg Zluci. Vzorek se tfepe na vodni
lazni po dobu 1 h, pak je centrifugovan (Hettich Uni-
versal 30 RF) po dobu 10 min pii 3000 otackach/min,
supernatant je slit a analyzovan.

Z metod pouzivanych pro odhad rostlinami pfijatelné-
ho podilu prvki byla vybrana extrakce 0,01 mol 1”'
CaCl, vpoméru 1 : 10 (navazka/objem) pii teploté
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Tabulka I
Zakladni fyzikalné-chemické charakteristiky experimentalnich pud dle jednotlivych lokalit a celkové obsahy sledovanych
prvki
Lokalita TOC pH KVK As Cd Pb p?
[%] [mmolkg']  [mgkg '] [mgkg'] [mgkg']  [mgkg]
Kbely 3,45 7,3 224 18,5442 14,5+0,3 32,7+1,8 82
Pistany 3,95 6,8 176 53,3+3,9 1,69+0,12 60,1+3,7 128
Mokrsko 2,20 5,5 105 1030+42 0,37+0,03 13,5+0,5 26
Mikulov 5,93 4,4 69,2 417+£31 1,01+0,01 90+1 248
Litavka 2,31 5,8 54,5 611+20 27,4+0,6 2460+2 9,2
Pfibram 3,88 6,3 165 69,7£3,9 3,62+0,47 559+19 81
Kutné Hora 1 6,05 7,2 346 1430+127 13,840,0 67,8+1,7 51
Kutna Hora 2 2,05 7,4 188 289+3 1,13£0,02 20,6+0,3 14

“TOC — celkovy obsah uhliku, "KVK — kationtova vyménna kapacita, ¢ mobilni obsah P stanoveny metodou dle Mehlicha

III (cit.?)

mistnosti"”’. Reakéni smés byla mechanicky protiepé-

vana po dobu 6 h a poté centrifugovana (viz vyse).

Extrakty byly ulozeny v chladni¢ce ve zkumavkéch

pfi teploté 6 °C az do doby méteni.

Celkové obsahy prvkid vpltdach byly stanoveny
z roztoku ziskanych po totalnim rozkladu: 0,5 g suchého
pudniho vzorku bylo rozloZeno na mokré cesté v uzavie-
ném systému s mikrovinnym ohfevem v zafizeni Ethos 1
(MLS GmbH, Némecko) po dobu 33 min pfi teploté 210 °C
ve smési 8 ml HNOs, 5 ml HCI a 2 ml HF. Po ochlazeni
byla reakéni smés kvantitativné prevedena do 50ml
Teflon® nadobky a odpafovana do sucha pii 160 °C. Odpa-
rek byl poté rozpustén v 3 ml smeési HNO; a HCI (1+3),
pfeveden do 25ml sklenéné zkumavky, doplnén deionizo-
vanou vodou a uschovan pii laboratorni teplot¢ do doby
meéteni.

Obsah prvku v pripravenych mineralizatech a extrak-
tech byl stanoven optickou emisni spektrometrii
s indukéné vazanym plazmatem (ICP OES) s axialni orien-
taci plazmové hlavice na pfistroji Varian VistaPro (Varian,
Australie), vybavenou automatickym davkovacem SPS-5.
Intenzita signalu byla odecitdna na nasledujicich vlnovych
délkach: A =193,7 nm pro As,A=2144nmproCda A=
220,4 nm pro Pb.

Vysledky a diskuse

Podily prvkl extrahovatelné 0,01 mol 1! CaCl, uvadi
obr. 1. Jak jiz bylo feceno, toto ¢inidlo extrahuje takové
podily prvki, které koreluji s podilem prvka pfistupnym
rostlinam'>'* a bylo popsano jako velmi efektivni zejména
v ptipadé¢ Cd a Zn. Vysledky potvrdily vysokou mobilitu
Cd v pudeé, zejména u antropogenné kontaminované piady
v blizkosti Litavky. Niz§i mobilita pak byla zaznamenana
u pud z oblasti Kbel a Kutné Hory, které jsou rovnéz kon-
taminovany antropogenni ¢innosti, ale vyznacuji se vyso-
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kou sorp¢ni kapacitou, obsahem organické hmoty a prede-
v§im vysokou hodnotou pH, ktera je u mobility Cd rozho-
dujici (tab. I). Rozdil je také zfejmy pii porovnani obou
vzorkl z lokality Kutna Hora, které se 1isi sorp¢ni kapaci-
tou i1 obsahem organické hmoty. V pifipadé¢ Pb byl podil
velmi nizky a nepiesédhl 1 % z celkového obsahu a to ani
u pad s antropogenni kontaminaci z lokalit Pfibram a Li-
tavka. U arsenu se potvrdila nizk4 extrahovatelnost timto
¢inidlem (nepfesahla 0,2 %) pfi¢emz nebyly zaznamenany
rozdily mezi pidami kontaminovanymi diilni ¢innosti
(Ptibram, Kutna Hora) a pidami, kde je arsen pouze geo-
genniho ptivodu (Mikulov, Mokrsko).

Podily prvkl extrahovanych zaludecni §t'avou, ktera
simuluje chemické pochody probihajici v Zaludku po poZzi-
ti pudy clovékem, se od predchoziho extraktu vyznamné
lisi (obr. 2). Rozdilné chovani bylo zaznamenéano zejména
u arsenu. As se ukazal jako prvek teoreticky vice pristupny
pro cloveka nez pro rostliny, tzn. Ze poZiti kontaminované
pudy je pro clovéka vétsi riziko nez konzumace plodin
péstovanych na této pidé, protoze pfijatelnost arsenu rost-
linami je zpravidla velmi nizka a to i na vysoce kontami-
novanych padach'. Pro kadmium se ukazuje vyssi extra-
hovatelnost u pidy z okoli Litavky, pro arsen u ptd z loka-
lit Kbely a Pistany. Vysledky jsou vyrovnanéjsi nez
u extrakce 0,01 mol I"' CaCl,, pravdépodobné z davodu
jednotného pH extrakéni smési u jednotlivych pid. Vyssi
relativni mobilita se vyskytuje na nekontaminovanych
pudach, coz plati i v piipadé olova. Zejména na pudach
nantem, je jeho mobilni podil relativné nizky a nepiekra-
¢uje hodnotu 1,5 %.

Extrahovatelné obsahy arsenu dosahuji az k hodnoté
5 % celkového obsahu, coz je srovnatelné s vysledky ji-
nych studii'®'’. Ruby a spol.® uvadgji, 7e pii extrakci rizi-
kovych prvkl z pudy mize byt vysledek ovlivnén nastave-
nim hodnoty pH simulované Zzalude¢ni $tavy. Pfi zvySeni
pH z 1,3 na 2,5 dochazi ke sniZeni pfistupnosti arsenu
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Obr. 1. Podily prvki extrahovatelné 0,01 mol I"' CaCl,
(% z celkového obsahu); a) arsen, b) kadmium, c) olovo

016 % a olova dokonce o 65 %. V souvislosti s olovem
upozoriiuji Tang a spol.'® a Furman a spol.”®, Ze piistup-
nost tohoto prvku miize byt znaéné snizena vys$im obsa-
hem fosforu v puidé. V naSem pfiipad¢é se mobilni obsahy
fosforu v ptdé pohybovaly v rozmezi 9,2 mgkg™
(Litavka) — 248 mg kg™' (Mikulov) a vyznamna zavislost
extrahovatelnych obsahti olova na téchto hodnotach nebyla
pozorovana.

Extrakce simulovanym obsahem dvanacterniku vedla
k velmi nejednoznacnym vysledkim. Vlivem zmény pH
reakéni smési doSlo k tomu, Ze se Cd a v n€kterych ptipa-
dech i As zpét sorbovaly na pidu (Kbely, Pfibram, Kutna
Hora), takZe nejen ze nedoslo k dalsimu uvoliovani prvka,
ale ve srovnani se simulovanou zalude¢ni §tavou extraho-
vatelné podily prvkd poklesly. VyS8i pfistupnost byla
u arsenu v pudach z lokalit Kutna Hora a Mikulov (1,5 %),
u kadmia na pudach z lokalit Mokrsko (22 %) a Pistany
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Obr. 2. Podily prvkii extrahovatelné simulovanou Zaludeéni
$t'avou (% z celkového obsahu); a) arsen, b) kadmium, c) olovo

(9,6 %), tedy v pripadé¢ kadmia u pid s nizkou sorp¢ni
kapacitou. U olova se podily tohoto prvku extrahovatelné
simulovanym obsahem dvanacterniku pohybovaly u vétsi-
ny experimentalnich pid v rozmezi 1-4 %. U extrémné
kontaminované pidy z okoli Litavky nedochazelo jiz dale
k dalsimu uvolnovani prvki. Uvoliovani pokracovalo
spise u mén¢ kontaminovanych pud z oblasti Mikulov,
Mokrsko a PiStany, kde mlizeme piedpokladat pevnéjsi
vazbu prvkil na jednotlivé slozky pldy ve srovnani
s pudou kontaminovanou antropogennim pusobenim a na
které je tfeba plisobit intenzivnéji a po delsi dobu.

nebo limitovanou reprodukovatelnost testu v prostiedi
simulovaného obsahu dvandcterniku. Proto se data z této
faze v né€kterych studiich nepouzivaji pro vyhodnocovéni
vysledki®®. Nag jednoduchy test ukazuje, Ze interpretace
vysledkli z pouZiti extrakce simulovanym obsahem dva-
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ni $tavy. Hodnoceni spolehlivosti a reprodukovatelnosti
vysledkli vSak jest¢ vyzaduje dal$i intenzivni vyzkum.
Rozdily ve srovnani s citovanymi studiemi jsou také ovliv-
nény jinym puvodem a odlisnymi vlastnostmi pad, které
byly pouzity v jednotlivych experimentech.

Lze shrnout, Ze simulovany travici trakt clovéka je
schopen extrahovat relativné velké mnozstvi tézkych kovii
obsaZenych v plidni matrici. Vyskytuji se zna¢né rozdily
v extrahovatelnosti mezi fazi simulujici procesy v zaludku
a fazi simulujici procesy v tenkém stievé, resp. dvanacter-
niku. Zatimco kyselé prostiedi v Zaludku ve vétsing ptipa-
dii pomaha prvky uvoliovat, tak po zmén¢ pH z kyselého
na zasadité, které probiha pfi vstupu do tenkého stieva, se
nejen snizuje extrahovatelnost prvkil, ale dochazi i ke
zpétné sorpci na padu.

V nékterych piipadech jsou obsahy extrahovatelné
pomoci PBET vyssi nez u béznych metod extrakce, které
se pouzivaji pro urceni odhadu mozné pfijatelnosti téchto
prvku rostlinami. Naptiklad u arsenu, kde je prijatelnost
tohoto prvku rostlinami velmi nizkd (extrahovatelnost
0,01 mol I"' roztokem CaCl, nepiesahuje 1% celkového
obsahu), ale extrakce simulovanou zalude¢ni stavou
v nékterych piipadech dosahovala az 4 % celkového obsa-
hu tohoto prvku. Bilance prvki piijatych travicim traktem
Clovéka piimo z pidy ve srovnani s mnozstvim daného
prvku piijatého prostfednictvim kontaminované potravy
jesté vyzaduje detailni vyzkum, ale predlozené vysledky
potvrzuji, ze nechténd konzumace pidy v kontaminova-
nych oblastech mlize prinaset urité zdravotni riziko.

Problematika byla FeSena v ramci vyzkumnych pro-
Jjektit GA CR 521/09/1150 a MSM 6046070901.
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J. Tremlova, J. Szakova, and P. Tlusto§
(Department of Agroenvironmental Chemistry and Plant
Nutrition, Czech University of Life Sciences, Prague): An
Assessment of Possible Effect of Risk Elements Con-
tained in Soil on Human Organism

Physiologicaly Based Bioavailability Extraction Test
(PBET) was tested at eight soils differing in their physico-
chemical properties to assess the potential bioavailability
of risk elements (As, Cd, Pb) via ingestion of the soil. The
results showed that the simulated human gastrointestinal
tract fluid is able to extract heavy metals fixed in soil ma-
trix in considerable portion of the total element content.
Significant differences were observed between the extract-
able element contents with simulated gastric fluid and
simulated duodenal fluid. Comparison of PBET method
and soil extraction with 0,01 mol 1! solution of CaCl,, the
extraction method simulating approximately the plant-
available portions of risk elements showed higher mobility
of soil elements by using the PBET test, especially in the
case of As and Pb. For instance, arsenic belongs to the
elements characterized by limited plant-availability and its
extractability with 0,01 mol 1! solution of CaCl, did not
exceed 1% of total content whereas the soil extraction
with simulated gastric solution reached up to 4 % of total
arsenic content. Therefore, potential risk of direct soil in-
gestion in contaminated areas should be taken into account
and investigated in further research.
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Uvod

Pocas minulych dekad bola venovana znac¢na pozor-
nost’ rieSeniu problémov, ktoré stvisia s aplikaciou planar-
nych lipidovych dvojvrstvovych membran pri konstrukeii
biosenzorov. Krehkost’ klasickych dvojvrstvovych lipido-
vych membran (BLM) vsak predstavovala hlavné obme-
dzenie, ktoré branilo ich vyuZitiu pri zistovani pritomnosti
a koncentracie biologickych vzoriek ¢i lieCiv. Jednym zo
sposobov, ako prekonat’ tento zasadny nedostatok, bolo
umiestnenie lipidového filmu na tuhti podlozku, napriklad
Au, Pt alebo hydrogél. Ide o vytvaranie tzv. lipidovych
dvojvrstvovych membran na tuhom podklade — s-BLM.
Prave povrchy tvorené agarom/agar6zou ponukaju Siroku
paletu atraktivnych vlastnosti délezitych z hladiska ich
moznych aplikacii. Agardza je polysacharid pripraveny
chemickou modifikaciou agaru. Polysacharidové retazce
vytvarajuce sietovu Struktiru maji podobu dvojitej
zavitnice'. Velkost’ pérov v hydrogéli zavisi od koncentra-
cie agar6zy, obyCajne sa pohybuje medzi 100 a 300 nm.
Prvy krat bol ako gélova podlozka na pripravu s-BLM
pouzity hrot solného mostika™. Tymto spésobom pripra-
vené membrany maju elektrické vlastnosti podobné klasic-
kym plandrnym BLM a s-BLM umiestnenym na kovovych
podkladoch. Okrem toho sa svojou stabilitou neliSia od
s-BLM vytvaranych na ostatnych druhoch tuhych podkla-
dov. S cielom rozsirit’ hranice aplikdcie s-BLM pri kon-
Strukcii biosenzorov, bol navrhnuty spdsob vytvarania
membrany horizontalne uloZenej na vrstve agarézy umies-
tnenej na skle*. Vyvoj lipidovej membrany aZ po vytvore-
nie dvojvrstvy bol v tomto pripade regulovany pomocou
hydraulického tlaku. Dalsia z modifikacii spdsobu pripra-
vy (cit.’) vyuziva umiestnenie membrany medzi dve vrstvy
gélu tak, aby sa zvysila jej ochrana pred poskodenim. Pri
dlhodobom sledovani autori nezaznamenali poruchy celist-

353

Laboratorni pfistroje a postupy

vosti takto pripravenej lipidovej dvojvrstvy, v priebehu
troch tyzdnov doslo dokonca k poklesu presakovania
membrany na hodnoty porovnatel'né s hodnotami uvadza-
nymi pre klasické BLM. Podporna vrstva agar6zy bola tiez
uspesne pouzitd pri vytvarani dvojvrstvy na silikonovej
folii s otvorom s moznostou pridania druhej vrstvy gélu
pre stabilizaciu StruktGry membrany a obmedzeniu
vyparovania®. Podklad z agaru/agarzy dovoluje rovnako
uspesne prekonat’ jednu z hlavnych nevyhod systémov na
pevnych substratoch — asymetriu dvoch vrstiev membrany
vzhl'adom na prostredie, s ktorym susedia. Volba gélové-
ho substratu moéze zlepsit’ spolahlivost’ s-BLM a zvysit jej
stabilitu i s ohl'adom na aplikované napitie. DalSie vlast-
nosti ako napriklad fluidita a samotesniaca schopnost’ radi
s-BLM na agare ku konvenénym BLM. V protiklade
k s-BLM umiestnenej na kovovom podklade, s-BLM na
agare neblokuje transport ionov. Otvara sa teda moznost’
zostrojit’ s-BLM senzor nielen vylucne na zaklade trans-
portu elektrénov, ale aj ionového transportu’.

S-BLM moézu byt podrobené skumaniu pomocou
roznych citlivych analytickych metéd vhodnych pre Sta-
dium povrchov, vratane elektrochemickej impedancnej
spektroskopie (EIS), za predpokladu, ze podklad je elek-
tricky vodivy. EIS pouziva excitaéné napitie s nizkou
amplitadou, ktoré moze sposobit’ iba minimalne perturba-
cie systému. EIS ako nedestruktivna a citliva metdda po-
skytujuca Siroké spektrum informacii o dominujucich elek-
trickych procesoch v Studovanom systéme sa intenzivne
vyuziva prave pri skimani rozhrani elektroda/elektrolyt.
Vo velkom pocte prac bola potvrdena Gcinnost’ EIS pri
testovani Sirokého spektra biomateridlov, predovSetkym
pri $tidiu povrchov pokrytych lipidmi (napr. cit.*’) alebo
povrchov s imobilizovanymi biomolekulami rézneho po-
vodu (napr. cit.'”). Vyhodou EIS je moznost pouzit na
interpretaciu ziskanych dat elektricky model pozostavajici
z kombinacie najméd rezistivnych a kapacitnych prvkov,
ktoré predstavuju skimany elektrochemicky systém. Teo-
retickda analyza EIS dat fitovanim — najdenim najlepsej
aproximacie k experimentalnym krivkdm — s pomocou
modelu zastipeného ekvivalentnym elektrickym obvodom
dovol'uje pochopit’ chemické premeny a procesy spojené
s elektrodovym povrchom pokrytym biomateridlom.

Ako alternativa k umiestneniu s-BLM na hrote sol'né-
ho mostika sa javi vyuZitie hrotu pracovnej elektrédy napl-
nenej agarom sluziacom ako podklad pre membranu vy-
tvéranua tzv. tip-dip metddou. PretoZze pracovna elektroda
s hydrogélom bude pouzita ako podlozka pri §tidiu mode-
lovych lipidovych membran, je ddlezité, aby bol systém
stabilny v Sirokom intervale napiti, ked’ze vlastnosti pod-
porného systému obsahujuceho gél mozu byt ovplyvnené
i pouzitym dc napétim. Aplikované dc napétie moze hrat
dolezitt Ulohu aj pri formovani sa s-BLM, ¢o
sa v kone¢nom dosledku méze odrazit’ na jej vlastnostiach
a Strukture. Zaroven mozu byt urcité hodnoty pouzitého dc
napétia uzito¢né pri inkorporacii a charakteristike niekto-
rych zloziek membrany, napriklad proteinov. Vplyv dc
napitia aplikované¢ho cez asymetricki s-BLM umiestnent
na hrote 0,3 mm Ag drotu pokrytého vrstvou teflonu
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(cit."") sa prejavuje v zlozitej zavislosti Youngovho modu-
lu pruznosti a kapacity membrany od napitia. Bolo preu-
kazané, Ze zmeny kapacity membrany a jej mechanickych
parametrov zdvisia nielen od polarity, ale aj smeru
arychlosti zmeny napétia. Podl'a autorov pozorovana za-
vislost’ elektrickych a mechanickych vlastnosti s-BLM od
aplikovaného napitia moze byt vysvetlend zmenami po-
vrchového potencialu a redistribuciou rozptstadla. Cyklic-
ké meranie prid/napitie boli pouZité i pri skimani integri-
ty membran (cit.'?). Interval napiti bol poas experimentu
obmedzeny na 500 mV. Bolo stanovené, Ze stabilita mem-
bran depozitovanych na Ag povrchu sa zlepSila a pocet
defektov sa zniZzil pri aplikécii negativnych hodnot dc na-
pitia pocas formovania sa dvojvrstvy. Podobne napitie
rddove ~ mV bolo aplikované naprie¢ membranou umies-
tnenou na Pt elektrode (cit.'®). Pri nizkych hodnotach na-
pétia boli zaznamenané linedrne voltampérové zavislosti.
Nad urcitou kritickou hodnotou napitia sa stali nelinearny-
mi a vodivost’ sa prejavila ako funkcia napétia.

Napidtova zavislost si zasluhuje pozornost’ aj
z hl'adiska mozného elektropora¢ného vplyvu — javu, ktory
je zodpovedny za indukciu a naslednu expanziu defektov
v lipidovej bariére, ¢i uz ide o modelové alebo bunkové
membrany'* ™. Dramatickda zmena elektrického odporu
moze znatne ulahgit’ transport velkych makromolekal'’,
pretoze adsorbcia nabitych makromolekil na povrchu lipi-
dovej dvojvrstvy je obycCajne nasledovana elektroforetic-
kou penetraciou cez povrch elektroporovanych membrano-
vych fragmentov. Vyhody agarovej elektrody boli potvrde-
né tiez Gspesnou inkorporaciou nemodifikovanej ssDNA
do s-BLM depozitovanej na agarovom podklade'®.

Ciel'om tejto EIS stadie sa preto stalo skimanie vply-
vu dc napitia na vlastnosti agarovej pracovnej elektrody
s ohladom na zabezpeCenie optimalnych podmienok pre
vytvaranie stabilné s-BLM s jednoznacne definovanymi
vlastnost'ami na jej hrote.

Experimentalna cast’
Materialy

L-a-fosfatidylcholin z vaje¢ného zitka (Sigma) bez
upravy, tak ako bol zaktpeny, bol pouzity na pripravu tzv.
formovacieho roztoku. Formujuci roztok pozostaval
z etanolového roztoku lipidu a n-dodekénu v takom mnoz-
stve, aby kone¢na koncentracia lipidu bola 5% pri pomere
etanolu k n-dodekanu 1:1 (v/v). Rovnako ako ostatné pou-
zité chemické latky n-dodekan (Sigma) bol Cistoty p.a.
Vsetky elektrochemické experimenty boli uskutocnené
v 0,1 mol I"" KCI. Na pripravu roztokov bola pouZita deioni-
zovana voda (Millipore, Milli-Q-System, R> 18 MQ cm,
pH 5.5).

Pouzité pristroje a zariadenia

Na elektrochemickt analyzu bol pouzity elektroche-
micky analyzator Zahner IM6e (Kronach), ktory umoziiuje
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plne pocitatovo riadenu EIS. Absolutne hodnoty impedan-
cie |Z|(f) a fazového posunu @(f) boli zaznamenavané vo
frekvenénom intervale 1-1-10*Hz resp. 1 MHz s ampli-
tadou perturbacného signalu 20 mV. EIS data boli analy-
zované fitovanim impedancnych spektier k modelu repre-
zentovaného ekvivalentnym elektrickym obvodom softvé-
rom Zview?2.

V termostatickej elektrochemickej bunke vyrobenej
zo skla bola umiestnena pracovna elektroda, platinova
pomocna elektroda a argentchloridova (3,5 mol I"' KCI)
referencnd elektroda. Pracovna elektroda pozostavala
z Ag/AgCl drotika umiestneného v teflonovej trubicke
s 0,5 mm vnatornym priemerom naplnenej 3% agarovym
gélom v 0,1 mol I KCI. Kvéli minimalizacii ruivého
elektrického Sumu bola bunka umiestnend vo Faradayovej
klietke. Vsetky experimenty boli uskuto¢nené pri teplote
21,0+0,2°C v 0,1 mol I"' KCls pH 7.

Priprava s-BLM

S-BLM boli vytvarané podobne ako v procediire po-
pisanej v pracach® na hrote pracovnej elektrody tip-dip
metddou. Teflonovy obal elektrody poskytoval pre lipido-
vl membranu hydrofébne ohranicenie, gél slazil ako hyd-
rofilny podklad. Hrot trubicky bol najprv zrezany ostrym
skalpelom a ponoreny do formujuceho roztoku. Po uplynu-
ti kratkej doby bol zformujiceho roztoku vyiaty
a ponoreny do vodného roztoku, ¢im sa zacal proces samo-
vol'ného formovania sa membrany. Vystavenie vplyvu
vodného prostredia podporuje také usporiadanie amfifil-
nych molekul lipidu, ktoré viedlo k vytvaraniu lipidovej
dvojvrstvy.

Vysledky a diskusia
Vplyv dc napitia na agarovl elektrodu

Kvoli vlastnostiam gélovych povrchov priaznivych
pre vytvaranie symetrickych lipidovych membran bola
najprv Studovand elektrochemickd impedancnd odozva
agarovej pracovnej elektrody bez lipidového filmu ponore-
nej vo vodnom roztoku. Obr. 1 znazoriiuje v Nyquistovom
zobrazeni impedan¢né spektrum pri réznych hodnotach
dc napétia (kvoli prehl'adnosti su uvedené len krivky pre
(=0,2V; 0V; — 0,2 V)) v pritomnosti 0,1 mol I"* KCI pri
pH 7. V §tudovanom intervale frekvencii 1 Hz az 1 MHz
pozostava impedancné spektrum elektrody z dvoch casti.
V oblasti vyssich frekvencii (1 MHz az 200 Hz) ma tvar
nepravidelnej polkruznice. Na zobrazeni impedanéného
spektra v komplexnej rovine redlna cast' impedancie
v Casti ramena spektra pri vysSich frekvenciach nadobuda
zaporné hodnoty. Zaporné hodnoty impedancie mézu mat’
mnohoraké pri¢iny, moézu byt spdsobené oscilaciami prudu
v potenciostatickom rezime kvoli elektrostatickému efektu
pri nizkych idénovych silach alebo poklesom dostupného
povrchu elektrody s rastom polarizacie'*’. V intervale apli-
kovanych napéti (-0,4V; —0,2V; 0V; 0,2 V; 0,4V) sa
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Obr. 1. Impedancné spektrum Ag/AgCl elektrody umiestnenej
v teflonovej trubitke naplnenej 0,1 mol I"' KCI a ekvivalentny
elektricky obvod zodpovedajici membranou nepokrytej aga-
rovej elektrode. Nyquistov diagram. 20 mV ac vstupné napitie.
Elektrolyt: 0,1 mol I"' KCI pri pH 7. Ry — odpor elektrolytu, kon-
taktov a spojov; CPE; — prvok s konstantnou fazou modelujici
pohyb nabitych castic cez vrstvu agaru; R; — odpor vrstvy aga-
ru; CPE, — prvok s konstantnou fazou modelujtci kapacitné vlast-
nosti rozhrania elektrolyt/agar, O +0,2 V, @ 0 V, ¢ -0,2 V

vSetky tieto segmenty zodpovedajiuce impedanénym spek-
tram pre rozne hodnoty napéti prekryvaji. V druhom use-
ku spektra (200 Hz az 1 Hz) je mozné pozorovat odliSny
obraz, tieto Casti kriviek predstavuju priamky, ktoré sa
mierne liSia navzajom v zavislosti od pouzitého napitia.
Rozlozenie ziskanej multifrekvencnej ac odozvy na
zmysluplné komponenty bolo uskuto¢nené modelovanim
pomocou ekvivalentného elektrického obvodu. Zvoleny
ekvivalentny obvod (vid’ obr. 1) pozostava ztroch casti
usporiadanych v sérii: rezistivneho prvku R, obvodu po-
zostavajuceho z paralelne zapojeného rezistivneho prvku

Tabulka I
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R; aprvku skonstantnou fazou CPE; a prvku s kons-
tantnou fazou CPE,. Velké mnoZstvo udajov ziskanych
analyzou EIS dat uvadzanych v literatare potvrdzuje, ze
membranové systémy na tuhom podklade mézu byt vhod-
ne reprezentované ekvivalentnymi obvodmi, ktorych si-
Castou su prave prvky s konstantnou fazou CPE namiesto
idealnej kapacity. Takéto modely lepSie odrazaju neideal-
nu kapacitnii odozvu skiimaného systému®"*’. Hodnoty
jednotlivych prvkov obvodu ziskané fitovanim v intervale
frekvencii 1-1.10*Hz st uvedené v tab. I. Kvalitu fitova-
nia je mozné posudit’ podla hodnot y* predstavujicich
druhtt mocninu smerodajnej odchylky experimentalnych
dat od vypocitanej krivky, rovnako ako pomocou tzv.
»Sum Squares, ¢o je vazena suma Stvorcov imerna prie-
mernej percentudlnej chybe medzi experimentalnymi déta-
mi avypocitanou krivkou. Zvoleny model viedol
k dobrym vysledkom fitovania. x> dosiahli v meranej sérii
hodnoty priblizne 1,810 a vazené sumy tvorcov pribliz-
ne 3,9-10°°.

Prvok CPE, elektrického obvodu mo6ze modelovat’
pohyb nabitych castic cez tuht vrstvu agaru. Vypocitana
kapacita dosiahla hodnotu priblizne 1,1-10'°F. Parameter
neidealnosti CPE;-P sa blizil k hodnote 0,9; to znamena,
ze prvok s konstantnou fazou sa vlastnostami priblizuje
k vlastnostiam kondenzatora. Vlastnosti CPE; sa mozu
prejavit’ intenzivnejSie vd’aka nehomogenitam v rozme-
roch atvare kapilarnych poérov v agare. Zodpovedajici
odpor R; dosahoval hodnotu okolo 7,5:10° Q.

Modelovat’ kapacitné vlastnosti rozhrania elektrolyt/
agar moze prvok s konstantnou fazou CPE,, ak rozhranie
nie je idedlne hladké, je pordzne alebo ma povrch zodpo-
vedajuci fraktalovej geometrii. Prislusna ¢ast’ impedancné-
ho spektra moze byt dosledkom diftizneho transportu na-
boja, ktory dominuje v oblasti niz§ich frekvencii. Fitovanie
prvku s konstantnou fazou CPE, k experimentélnej krivke
viedlo k hodnote parametra neidealnosti CPE,-P priblizne
0,5. Takéto hodnoty CPE,-P mo6zu svedcit' o Warburgovej
impedancii. Procedtra fitovania vSak preukazala lepSiu

Parametre agarovej elektrody bez lipidovej vrstvy ziskané fitovanim pre ekvivalentny elektricky obvod (vid’ obr. 1)

U R,® CPE,-T °  CPE,-P R ¢ CPE,-TY  CPE,-P  ¢*10°°¢  SumSq-10°f
V] k] [107°F] [10'Q] [107° F]

0,4 0,1 1,10 0,90744 7,48 3,74 0,46001 1,93 4,43

0,2 0,1 1,06 091181 7,47 3,51 0,45928 3,49 8,02

0 0,2 1,10 0,90806 7,52 3,68 0,46641 1,92 2,74
-0,2 0,2 1,17 0,90234 7,55 4,05 0,47341 0,80 1,85
-0,4 0,1 1,13 0,90017 7,57 4,11 0,48054 0,96 2,20

R, — odpor elektrolytu, kontaktov a spojov; ° CPE,— prvok s konstantnou fazou modelujuci pohyb nabitych &astic cez
vrstvu agaru (7 — kapacita, P — parameter neidedlnosti); R, — odpor vrstvy agaru; * CPE,— prvok s konstantnou fazou
modelujici kapacitné vlastnosti rozhrania elektrolyt/agar (T — kapacita, P — parameter neidealnosti); x> — druha mocnina
smerodajnej odchylky experimentalnych dat od vypogitanej krivky; fSum Sq — vaZena suma tvorcov
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Obr. 2. Randlesov diagram agarovej elektrédy v kontakte
s0,1 mol I KClpri0,4V; M Z’, ® -Z”

zhodu teoretickych a experimentalnych dat pri pouziti
frekven¢ne zavislého prvku s konStantnou fdzou namiesto
Warburgovej impedancie. V intervale frekvencii 1 az
1.10'Hz CPE, =zavisel od aplikovaného napitia
v porovnani s ostatnymi prvkami ekvivalentného obvodu
najvyraznejSie. Ako sa v priebehu experimentu menilo
napitie od kladnych po zaporné hodnoty, bol pozorovany
mierny rast kapacity CPE, a zéroven réstla i hodnota para-
metra neidealnosti CPE,-P. Pri zapornych hodnotach napa-
tia sa mobilné nosi¢e naboja akumuluji na rozhrani. Pri
nizsich alebo kladnych hodnotach sa vécsina nosi¢ov po-
hybuje smerom od rozhrania.

Uzito¢nym indikatorom toho, ¢i je diftzny proces
signifikantnym prejavom S$tudovaného systému, moze

slazit  Randlesov ~ diagram.  Zobrazenie  realnej
4-10°
a
N
2110% .
© oo ’ = :
ceolt,
0 °o0 910 0 o —0 o—c
10° 10° 10°
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Obr. 3. Frekven¢na zavislost’ realnej zloZKy impedancie 2’ s-
BLM na agarovom podklade v 0,1 mol I'' KCI pri réznom dc
napiti. 20 mV ac vstupné napitie. Elektrolyt: 0,1 mol I"' KCI pri
pH7, ®+02V,@0V,0 0,2V
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a imaginarnej Gasti impedancie Z vs. ® " by malo poskyt-
nat’ navzajom paralelné priamky ako potvrdenie procesov
kontrolovanych difuziou. Ako je znazornené na obr. 2,
ziskané priamky pre 0,4 V st paralelné. Podobny trend je
mozné pozorovat’ i pre ostatné hodnoty napétia.

Odpor R zapojeny v sérii predstavuje prispevok elek-
trolytu, kontaktov a spojov. V idealnom pripade na hodno-
tu R, nemd vplyv modifikacia povrchu elektrody. Urcené
hodnoty predstavovali R, ~ 0,1 kQ.

Vplyv dc napétia na vlastnosti s-BLM na agarovom
podklade

Formovanie sa lipidovej dvojvrstvy v rezime pokojo-
vého potencidlu sa prejavilo ngpadnymi zmenami impe-
dancie Studovaného systému. Lipidy pouzité na pripravu
s-BLM boli elektricky neutralne, aby bol vplyv napétia na
lipidovy film viac zretelny. Utvaranie sa membrany
s vel’kym odporom na hrote elektrody v urcitej miere zavi-
selo aj od objemu formujuceho roztoku adherujiiceho
k povrchu agaru, ¢o moéZe ovplyviiovat kvalitu
a opakovatelnost s-BLM*?*. Nasledne po tom, ako sa
vlastnosti s-BLM ustalili, tj. celkovd impedancia a fazovy
posun sa nemenili v ¢ase, bola na sledovanie zmien vlast-
nosti membrany sposobenych aplikovanym napdtim pouzi-
ta EIS. Hodnoty redlne a imaginarnej Casti impedancie na
spektrach zndzornenych na obr. 3 a obr. 4 sumarizuju efek-
ty sposobené zmenou napétia (kvoli prehladnosti st uve-
dené len krivky pre —0,2 az 0,2 V). Na obr. 3 je znazorne-
na zmena realnej Casti impedancie Z’ ako funkcie frekven-
cie v intervale 1-1-10* Hz. Aby bolo zarugené, Ze skiimana
membrana sa nachadza v stabilnom stave, medzi snimanim
jednotlivych spektier bol zvoleny ¢asovy interval 30 min.
V aplikovanom intervale napéti sa v systéme prejavil po-
kles hodnot redlnej Casti impedancie Z° a sticasne doslo
kjej znizovaniu israstom frekvencie. Pri kazdom
z uvedenych napiti krivky v oblasti vyssich frekvencii

-2:10
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Obr. 4. Frekvencna zavislost’ imaginarnej zlozZky impedancie
Z’’ s-BLM na agarovom podklade v 0,1 mol I'"' KCI pri réz-
nom dc napiti. 20 mV ac vstupné napitie. Elektrolyt: 0,1 mol I™*
KClpripH7, ¢ +0,2V, @0V, O -0,2V
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splyvaju. Z obr. 3 je rovnako zretelny rast ac vodivosti, ¢i
uz s rastom frekvencie alebo zmenou napdtia, pri prechode
z kladnych po zaporné hodnoty. Pozorované zmeny mozu
byt spojené s redukciou schopnosti s-BLM vytvarat’ efek-
tivnu bariéru vodivosti a mézu byt dovodom pre vzostup
ac vodivosti s-BLM pri vyssich frekvenciach. Na obr. 4 je
znazornena séria frekvenénych zavislosti imaginarnej zloz-
ky celkovej impedancie Z”. Takyto typ zavislosti je
v literatire oznacovany ako ,,loss spectrum®. V iénovych
vodicoch dielektrické straty pozostdvaju z dvoch zloziek:
dc vodivostnych strat a strat stvisiacich s dipolovou rela-
xaciou, ktora je atribitom dipolovej relaxacie polarizacie
priestorového naboja. Tymto typom spektra moéze byt
dokumentované obmedzenia pohybu iénov cez lipidova
vrstvu pod vplyvom elektrického pola. Absencia Z” piku
v Studovanom intervale frekvencii oznacuje absenciu disi-
péacie prudu v systéme. Na obr. 4 je pre kazdé spektrum
viditel'ny pik. Frekvencia zodpovedajica tomuto Sirokému
asymetrickému piku sa posuva do vysSich hodnét pri po-
klese hodnét napétia a pokracuje i po zmene jeho polarity
k zapornym hodnotdm. RozSirovanie piku pri raste napétia
je potvrdenim existencie napdtovo zavislych relaxa¢nych
procesov v systéme. Okrem toho, hodnota impedancie tak
isto klesd sposunom k zapornym hodnotdm, ¢o sved¢i
i o poklese kapacity membrany umiestnenej na podklade,
pretoze signifikantnym prispevkom k Z” je kapacita elek-
trickej dvojvrstvy. Nakoniec, vsetky krivky splyvaji
v oblasti vysokych frekvencii, o modze byt spdsobené
akumulaciou priestorového naboja v materiali.

Obr. 5 aobr. 6 znazornuji v uvedenom poradi frek-
ventnu zavislost absolitnej hodnoty impedancie |Z]
a fazového posunu ¢ s-BLM umiestnenej na agarovom
podklade v 0,1 moll”" KCl pri napiti meniacom sa
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Obr. 5. Frekven¢na zavislost’ absoliitnej hodnoty impedancie
| Z | s-BLM na agarovom podklade v 0,1 mol I'' KC1 pri roz-
nom dc napiti a ekvivalentny elektricky obvod zodpovedajtci
s-BLM na agarovej elektrode. 20 mV ac vstupné napitie. Elek-
trolyt: 0,1 mol I"" KCI pri pH 7. Ciary — fit k ekvivalentnému
elektrickému obvodu, & +04V, ¢ + 02V, @ 0V, O -02 V,
A 04V
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v intervale od —0,4 do 0,4 V. Interpretacia impedanénych
spektier bola uskutocnena pomocou ekvivalentného elek-
trického obvodu zobrazeného na kresbe vloZenej v obr. 5.
Schéma obsahuje v porovnani s obvodom zobrazenym na
obr. 1 dva dodato¢né prvky R, a Cy,, zodpovedajice odpo-
ru akapacite lipidovej dvojvrstvy umiestnenej na hrote
pracovnej elektrody. Zvoleny model poskytol v intervale
frekvencii 1-1-10*Hz fit k experimentilnym datam s x>
rovaym 7,7-10™ avazenou sumou Stvorcov pribliZne
1,610 spriemernenych pre sériu spektier. Fitovanie bolo
uskutoénené pri zafixovanych hodnotach R, ktoré boli
ziskané z prislusnych spektier pre holt nepokryt pracov-
na elektrodu. Vysledky fitovania st horSie ako tie, ktoré
boli dosiahnuté pre holu elektrodu.

Odpor a kapacita lipidovej dvojvrstvy pri 0,4 V stano-
vené pomocou ekvivalentného elektrického obvodu pred-
stavovali Ry,=2,4510°Q, C,=2,15-10"'"F. Zodpovedaju-
ci Specificky odpor a kapacita membrany dosahovali hod-
noty 4,81 MQcm® a 0,11 uF cm™. Tak ako sa napitie
menilo od kladnych k zapornym hodnotam, menili sa
i hodnoty R, a C, zndzornené na obr. 7 a obr. 8. Zmeny
napitia spoOsobili pokles odporu membrany na hodnotu
R,=2,19-10"Q pri —0,4 V. Stcasne sa menila i kapacita
membrany, ktord kontinudlne rastla po hodnotu
Cy=1,50-10"F. Zodpovedajuce hodnoty $pecifického
membranového odporu a kapacity predstavuju
0,04 MQ c¢m” a 0,76 uF cm ™. Hodnoty 3pecifickej kapaci-
ty dosiahnuté pri —0,4 V s porovnatelné s hodnotami,
ktoré sa v literatiire uddvaji pre konvencné plandrne BLM
bez rozpustadla®?®, rovnako ako pre BLM pripravené
z hydrogenovaného vajeéného lecitinu*’. Su priblizne rov-
nako velké aj pre BLM vytvarané z nativneho vajecného
lecitinu pre napétie pohybujtce sa v intervale od 0 do —0,2 V

0 L
102

4
f, Hz 10

Obr. 6. Frekvenc¢na zavislost’ fazového posunu ¢ pre s-BLM
na agarovom podklade v 0,1 mol I"' KCI pri réznom dc napi-
ti. 20mV ac vstupné napitie. Elektrolyt: 0,1 mol I"' KCI pri
pH 7. Ciary — fit k ekvivalentnému elektrickému obvodu (obr. 5),
CH0,4V, €+02V, 00V, 002V, A-04V
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Obr. 7. Zavislost’ kapacity membrany C,, od napitia
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Obr. 8. Zavislost’ odporu membrany R, od napitia

(cit.?®). z vysledkov naSich experimentov vyplyva, Ze
s-BLM vystavené kladnym hodnotdm napétia mozu sotva
spinat’ kritéria kladené na regularne lipidové dvojvrstvy,
hoci ich Specificky membranovy odpor sved¢i o vysokej
miere kompaktnosti lipidového filmu. Udaje zobrazené na
obr. 7 vypovedaji o vyraznej zmene kapacity, ktord moze
byt’ Ciastocne vysvetlend spdtnym pohybom rozpustadla
z lipidového filmu k okrajom agarového podkladu susedia-
cim s teflonovym obalom. Skutocne, bolo zistené, Ze Spe-
cificka kapacita membrany dosahuje hodnotu 0,4 pF cm 2
vtedy, ked’ obsahuje také uhl'ovodikové rozpustadlo ako je
n-dekan®?. V nagich experimentoch bola su¢asne so zme-
nou kapacity membrany pozorovana ivyrazna zmena
membranového odporu. Tak ako sa napidtie menilo
z kladnych po zaporné hodnoty, odpor membrany klesal
stcasne s rastom kapacity membrany. Posun napétia sme-
rom k zépornym hodnotdm by mohol spdsobit’ oslabenie
vdzieb membrana/agarovy podklad veduce k destabilizacii
Struktiry membrany. Zaroven by sa mohol zvySovat’ pocet
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defektnych miest a moznych poskodeni v §truktire mem-
brany, ktoré by pri hodnotich napitia prevySujucich —
0,4 V mohli sposobit’ jej uplnu destrukciu. Defektné mies-
ta v lipidovej dvojvrstve mozu byt vyplnené molekulami
vody, ¢o mdze tiez prispiet’ k zmene dielektrickych vlast-
nosti lipidového filmu pokryvajiaceho podklad.

Zaver

Ciel'om prace bolo informovat’ 0 moznostiach pouZi-
tia pracovnej elektrody naplnenej agarom ako hydrogélo-
vého podkladu pre formovanie stabilnej lipidovej dvojvrs-
tvovej membrany tip-dip metddou. Z uskutocnenych expe-
rimentov v predlozenej praci vyplynuli nasledujiice zave-
ry. Vlastnosti podporného systému obsahujuceho gél st
dostatoCne stabilné v aplikovanom intervale dc napéti. Na
zaklade vysledkov ziskanych pre EIS moZno konstatovat’,
ze pouzitie agarovej elektrody poskytuje uspokojivé vy-
sledky v intervale frekvencii 1-1-10* Hz. Prezentované
vlastnosti v skimanom intervale napéti preukazali vhod-
nost’ pre depozitovanie s-BLM. Elektrické vlastnosti takto
umiestnenej membrany vyznamne zaviseli od aplikované-
ho dc napatia. Hodnoty Specifickej kapacity s-BLM do-
siahnuté pri —0,4 V su porovnatelné s hodnotami, ktoré su
udavané pre konvencéné planarne BLM. Posun napitia
smerom k zdpornym hodnotam bol sprevadzany vyraznou
zmenou membranového odporu spdsobeny rastom poctu
defektnych miest a moznych poskodeni v §truktire mem-
brany.

Tato prdca vznikla vdaka financnej podpore VEGA
MS SR a SAV — ¢ grantu: 1/3403/06 a 1/0802/09.
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X. JUBILEJNI MEZIOBOROVE SETKANI MLADYCH BIOLOGU, BIOCHEMIKU A
CHEMIKU

Pted tfemi lety jsem na tomto misté slibovala, Ze pfevezmu Stafetu organizovani konference, ktera
se v letoSnim roce bude konat jiz po desaté. Téz jsem vyslovila pfani, abychom ucast na této
konferenci rozsifili o mladé védce ze Slovenska.

U prilezitosti kazdého jubilea dochdzi obvykle k pohledu zpét a k ur€itému bilancovani a tak si
dovolim 1 ja pii tom jesté pomérn¢ mladém jubileu o trochu hodnoceni.

Na zacatku stala myslenka svést dohromady mladé védce a dat jim piilezitost predvést si navzajem,
¢im se zabyvaji, tzv. se otrkat, osvojit si techniku a dovednosti pfi prezentaci své prace, ale i prosté
pobyt spolecné na prijemném misté a navazat kontakty s kolegy z ptibuznych obort a pracovist'.

Chlubiti se vlastnimi uspéchy sice neni pfiliS vhodné, nicméné ohlasy i komentafe jinych (a
pfedevsim ucastnikli samych) potvrzuji, Ze tzv. ,,Amerika®, jak ji rdd nazyva Pavel DraSar podle
mista konani jedné z prvnich, je akce opravdu uspéSna. Mnozi z téch, ktetfi byli na konferenci
ohodnoceni jako nejlepsi, uspésné pokracuji ve védecké kariéfe a jsem rada, ze v mnoha piipadech
ocenéni na této konferenci prispélo alespon v malé mite k t€émto uspéchliim.

Podafilo se jiz ptivést na konferenci také mladé kolegy ze Slovenska a odborna komise ma jiz po
tieti alespon jednoho ¢lena praveé ze Slovenska. Sice jesté trochu vahavy, nicméné viditelny nartst
slovenskych ucastnikii, mé vede k vite, ze akce jiz ptekonala ¢esko-slovenskou hranici.

K jubilejnimu bilancovani patii ovSem téz dik tém, ktefi kazdoron€ nevahaji ob&tovat sviij volny
Cas k ptipravé akce, vybéru ucastnikd, jejich hodnoceni i vybéru téch nejlepsich. Je to predevsim
jiz zminéna odbornd komise, jiz patti velky dik za jeji praci a vytrvalost, jsou to kolegové
z chemické i1 biochemické spole¢nosti, kteti akci podporuji a v neposledni fad€ téZ pracovnici nasi
firmy, ktefi organizuji a zajist'uji hladky pribéh celé akce.

Do dalsiho desetileti ndm vSem pieji nepolevujici nadSeni, hodné¢ mladych nadéjnych védci i dalsi
nartist povédomi o akci na Slovensku. A zaroven pfiznavam, ze bych rada uskutecnila myslenku,
kterou vjednom ze svych uvodi ktéto konferenci vyzradil Pavel DraSar, aby se podatilo

zorganizovat mezinarodni findle, alespon na urovni sttedoevropského regionu.

Desatému ro¢niku ,,Ameriky* zdar !

Daniela Dornerova
Sigma-Aldrich Praha
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INSULINU NAZNACUJI AKTIVNi FORMU
HORMONU

EMILIA ANTOLIKOVA?, JIRI JIRACEK™, LENKA
ZAKOVA?, CHRISTOPHER J. WATSON?, JOHAN P.
TURKENBURG", GUY G. DODSON" a MAREK A.
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“UOCHB AVCR, v.v.i., Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6,
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Insulin je klicovy hormon, ktery reguluje hladinu krevni
glukosy a ma Siroky Gc¢inek v metabolismu proteint a lipidd.
Pusobeni insulinu je zprostfedkovano vazbou jeho monomeru
na specificky receptor (IR). Navzdory dlouholetému usili neni
struktura IR v komplexu s insulinem znama a informace o
struktufe insulinu jsou zalozeny pouze na neaktivnich
zasobnich a multimernich formach hormonu. Pfedpoklada se,
ze molekula insulinu podléhd beéhem vazby na IR
konformacnim zménam. Odklonem aminokyselin v pozicich
B25-B30 od centralni ¢asti molekuly insulinu by mélo dojit
k zpfistupnéni aminokyselin A1-A3, které jsou dulezitou
soucasti vazebného mista pro IR.

V této studii' jsme se pokusili definovat strukturni znaky
aktivni formy insulinu. Pfipravili jsme sérii analogl insulinu
s modifikacemi v poloze B26 a urcili jsme jejich vazebné
afinity vii¢i IR a jejich krystalové struktury. Nejaktivnéjsi
analog [NMeAlaB26]-DTI-NH, (465%) byl krystalizovan jako
monomer s novou konformaci v pozicich B24-B26, ktera se
vyznacuje B-ohybem typu II (B26-ohyb). Totozny ¢i podobny
B26-ohyb byl identifikovan i dalSich analogi s N-methylova-
nou ¢i D-aminokyselinou v poloze B26. Disledkem ptitomnos-
ti B26-ohybu v molekule insulinu je odklon aminokyselin
B25-B26(B30) od centralni o-Sroubovice a N-konce A-fetézce
insulinu. Tim dochazi k odhaleni pfedtim skrytych aminokyse-
lin A1-A3 (obr. 1). Konvergence struktur vysoce aktivnich
analogt insulinu naznacuje, Ze pozorovany B26-ohyb by mohl
byt velmi podobny struktufe, ktera charakterizuje aktivni
formu pfirozeného insulinu pii vazbé na IR.

=

Obrazek 1. Superpozice hlavniho Fetézce lidského insulinu
(¢ervené) a nékolika analogii s N-methylaci v pozici B26.

Tato préce vznikla za podpory grantii MSMT CR LC06077,
GA AVCR KJB400550702 a AVCR Z40550506.
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EVALUACIA FLUORIMETRICKEHO TESTU NA
DETEKCIU CYTOTOXICKEHO EFEKTU GENOVEJ
TERAPIE SPROSTREDKOVANEJ
MEZENCHYMOVYMI KMENOVYMI BUNKAMI IN
VITRO
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Mezenchymové kmenové bunky (mesenchymal stem
cells; MSC) st heterogénna populacia nediferencovanych
multipotentnych buniek s unikatnymi vlastnostami. Ich
schopnost’ seba-obnovy a opravy poskodeni je jedinecna.
Dokazu rozpoznat’ chemické signaly vysielané poskodeniami
v organizme (trauma, fraktira, nekréza, zapal, nadory...),
krvnou cestou doputovat’ do takéhoto miesta, usidlit’ sa,
vplyvom rastovych faktorov rychlo proliferovat a
diferencovat’ na prislusny typ tkaniva. PoSkodenie tak
zregeneruju bez jaziev &i zrastov'.

Podla $pecialnej komisie, ktora sa zaobera MSC (The
Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the
International Society for Cellular Therapy) musia tieto bunky
spiiat’ isté kritéria, aby ziskali status ,,MSC*. Po prvé musia
byt’ schopné adherovat’ na plast za normalnych kultivaénych
podmienok. Po druhé musia exprimovat povrchové CD
markery: CD105, CD73, CD90 a naopak nesmu exprimovat’:
CD45, CD31, CD14, CDl11b, CD79a, CD19 a HLA II.
triedy. Poslednym kritériom je diferencidcia do troch
bunkovych typov - adipocytov, osteoblastov a
chondroblastov za $pecifickych kultivaénych podmienok®.

MSC sa wvyskytuju v roznych typoch tkaniv
derivovanych z mezenchymu. Ich pritomnost’ bola dokazana
v kostnej dreni, pupoénikovej krvi, v spojivovych tkanivach,
svaloch ¢i v srdci. V Laboratériu molekularnej onkoldgie
UEO SAV vyuzivame MSC derivované z tukového tkaniva -
AT-MSC (adipose tissue-derived MSC). Tukové tkanivo je
ziskavané ako odpadovy materidl po  liposukcii.
Jednoduchym postupom sa daji z neho izolovat
mezenchymové kmenové bunky.

Na zéklade poznatku, ze MSC st schopné vyhladavat
poskodenia a pomocou velmi podobnych signalov aj
nadory, sa z nich stal atraktivny nastroj pre génovua terapiu,
kde sa vyuzivaji ako vektory. Geneticky modifikované AT-
MSC obsahuji terapeutické gény, ktorych exprimovanim
vznikaju enzymy, konvertujiice netoxické predlieciva na
toxické metabolity bezprostredne v Dblizkosti nadoru.
Takymto sposobom by sa eliminovali neziaduce ucinky
bezne pouzivanych chemoterapeutik.

Vyuzivame dva systémy MSC-sprostredkovanej
génovej terapic - HSV-tk/GCV a CD/5-FC. Prvym
terapeutickym génom je tymidinkinaza (HSV-tk) derivovana
z virusu Herpes simplex, ktora fosforyluje netoxicky
ganciklovir (GCV) na ganciklovir-monofosfat. Ten je
konvertovany endogénnymi kindzami na velmi toxicky
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ganciklovir-trifosfat. Exprimovanim druhého génu vznika
enzym cytozindeaminaza (CD), konvertujuca netoxicky 5-
fluorocytozin (5-FC) na vysoko toxicky 5-fluorouracyl (5-
FU).

V  MSC-sprostredkovanej terapii sme kokultivovali
nadorové bunky stabilne exprimujuce zeleny fluorescenény
protein (green fluorescent protein; GFP) s AT-MSC nesticimi
jeden z terapeutickych génov — TK alebo CD. Sledovali sme
cytotoxicky efekt HSV-tk/CD-MSC na nadorové bunkové
linie a ur¢ili efektivitu jednotlivych terapeutickych systémov
podla tzv. fluorimetrického testu. Po 24 hodinach vzdjomne;j
kultivacie oboch typov buniek sme pridali ré6zne koncen-
tracie predlieciva — GCV/5-FC a nésledne po 48 h zmerali
ubytok intenzity fluorescencie pomocou fluorimetra
POLARstar OPTIMA. Cim bola nizzia intenzita fluorescen-
cie, tym bolo viac uhynutych nadorovych buniek a terapia sa
javila ako uCinnejSia. Nasledne sme porovnali efektivitu
eliminacie jednotlivych nadorovych bunkovych linii.

Priprava terapeutickych MSC a nddorovich buniek stabilne exprimujicich GFP

Vinus s brapoutickim

Msc iy enzym
- - & — Q
%

terapeutickia MSG

selekcia G418
Nadorové [ e——
bunky tnom
+
Princip fluorimetrického testu na zistenia i efektu ickych MSC na bunky
sFc -
= SR apopliza
!;- S .~

| Strata fluorescencie, odmytie
neprichytenych buniek

Obr. 1. Priprava terapeutickych/GFP* buniek a princip
fluorimetrického testu pomocou CD/5-FC terapie

Tato praca vzmikla za podpory grantu VEGA 2/0146/10 a
APVV 0260-07.
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Cilem nasi prace bylo stanoveni fenotypu a zékladnich
biologickych charakteristik populace granulézovych bunék
(GCs, granulosa cells) ziskanych z folikulti lidskych ovarii.
GCs byly ziskané od 41 hormonalné stimulovanych Zzen
podstupujici in vitro fertilizaci. Buiiky byly transportovany
pii 37 °C ve folikularni tekuting, kultivovany v médiu
DMEM/F12 obohaceném o rustové faktory (EGF, bFGF),
folikuly stimulujici hormon a 2% fetalniho teleciho séra.
V prubéhu experimentu jsme pozorovali vyznamny vliv
folikularni tekutiny na proliferaci bunék v prvnim tydnu
kultivace, umoznujici ziskat velké mnozstvi bunék s vyso-
kym proliferacnim potencialem.

Analyza ukazala, ze GCs kultivované dlouhodobé in
vitro potiebuji pro prvnich 20 populacnich zdvojeni 68101
hodin. Viabilita kultivovanych bunék v proliferacni fazi se
vyrazné neménila (92% = 5). DNA analyza prokazala 46,7—
61,6 % bunék v SG, fazi bunééného cyklu. Analyza fenotypu
pomoci prutokové cytometrie prokazala vysokou pozitivitu
pro znaky CD29, CD44, CD73, CD90, CDI166, nizkou
pozitivitu pro HLA-1 a negativitu pro znaky CD34, CD45,
CD49¢, CD71, CD105, CD146, CD222.

Sledovali jsme pocet populacnich zdvojeni a cas
potiebny na zdvojeni celé populace bunék. Podafilo se nam
vykultivovat linii GCs, ktera méla 3x vys$s§i pocet
populacnich zdvojeni. Byla také stanovena délka telomer,
ktera klesala v zavislosti na poctu dni in vitro kultivace. Pro
vylouceni naddorové transformace bunck pti kultivaci, byl u
vSech linii stanoven karyotyp. Jednotlivé linie byly navzajem
porovnany a srovnany se stabilizovanou linii COV434
pochézejici z granulézového nadoru. Podle naseho protokolu
je mozné dlouhodobé kultivovat GCs, které mohou
poskytnout vyborny model pro pochopeni fyziologickych
dgju pii folikulogenezi a studium patologickych zmén v lid-
ském ovariu.

Tato price vznikla za podpory grantovych projektii CR ¢
MSMT 0021620820, MSMT 0021627502 a 1GA MZ ¢.
NS/9781-3.

MONITOROVANI FOSFORYLACE CRKL A SRC
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U PACIENTU S CHRONICKOU MYELOIDN{
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Chronicka myeloidni leukémie (CML) je onemocnéni,
které je asociovano se vznikem tzv. Filadelfského
chromosomu (Ph) vlivem reciproké chromosomové
translokace t(9;22)(q34;q11). Na genové urovni takto vznika
novy fuzni gen BCR-ABL kédujici konstitutivné aktivni Ber-
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ADl tyrozinovou kinasu (TK), ktera je nezbytna a dostacujici
pro nadorovou transformaci buiiky'. Specifické inhibitory
tyrozinkinas (TKI) pfedstavuji v soucasnosti prvni volbu pii
1é¢be pacientti s CML.

V nasi laboratofi jsme vyvinuli funkéni in vitro test,
ktery nam umoziuje sledovat miru G¢innosti TKI v inhibici
Ber-Abl TK. Metodika je zaloZena na inkubaci izolovanych
leukocyt v ptitomnosti TKI a nasledné detekei
intracelularnich hladin aktivovanych resp. forforylovanych
forem cilovych molekul Ber-Abl TK, pfedev§sim proteinu
Crkl (specificky substrat Ber-Abl TK) a kinas rodiny Src
(SFK). Aktivace SFK je asociovana s progresi onemocnéni
a rezistenci na lé¢bu. Pro zvyseni validity vysledku jsme od
pivodniho  hodnoceni  rezistence/citlivosti ~ pomoci
imunoblotu® ptesli na pritokovou cytometrii s imunodetekei,
ktera ve srovnani s imunoblotem nabizi jak kvalitativni, tak
kvantitativni zhodnoceni a je navic laboratorné aco do
spotieby vzorku méné narocna.

Pomoci in vitro funkéniho testu sensitivity leukocyti
na TKI, ktery koreluje s prib&hem onemocnéni®, lze velmi
ucinné nejen predikovat odpovéd nemocné¢ho na 1éCbu
témito TKI, ale zejména vcasnym odhalenim nastupujici
rezistence na 1écbu piispét k rozhodovani o 1écbé s cilem
dosahnout a udrzet optimalni 1é¢ebnou odpovéd’ a zabranit
progresi onemocn&ni®”.

Podporeno granty NS9949-2, MSM6198959205
a spolecnosti Bristol-Myers Squibb.
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Protein pS53 je vyznamnym nadorovym supresorem
a jeho funkce je n€jakym zplisobem narusena u vétSiny nadord,
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zejména mutacemi v genu pro p53. Nicméné u nemalé Casti
nador(, které maji gen pro p53 neporuseny, je funkce proteinu
vyfazena kvili nadmémé expresi jeho negativniho regulétoru,
onkoproteinu Mdm2'. Mdm2 sloui jako E3 ubikvitin ligasa a
predurCuje p53 a své ostatni substraty, véetné sebe sama,
k degradaci v proteasomu 26S.

Mechanismy  regulujici  aktivitu  proteinu  Mdm2
v nadorovych buikach nejsou zatim zcela jasné. Za ucelem
identifikace novych interakénich partnerd a potencialnich
regulatorti proteinu Mdm2 jsme provedli tandemovou afinitni
purifikaci bunéénych komplexi obsahujicich centralni cést
proteinu Mdm2 z nékolika lidskych bunéénych linii. Tyto
proteinové komplexy pak byly dale analyzovany hmotnostni
spektrometrii.

Identifikovali jsme dva nové potencialni regulatory Mdm2
— bazalni transkrip¢ni faktor GTF2I a protein USP48, ktery patii
do rodiny ubikvitin-terminalnich karboxyl-hydrolas a jehoz
funkce zatim neni znama. Interakci téchto proteind s Mdm2
jsme potvrdili pomoci imunoprecipitace a imunofluorescencnich
relokaliza¢nich experimenti.

Z ubikvityla¢nich experimentl vyplyva, ze protein GTF2I
silné zvySuje hladinu ubikvitylace p53 a mohl by tak byt
negativnim regulatorem p53. GTF2I se mimo jiné podili na
aktivaci transkripce cilovych genti pii naruseni funkce endo-
plazmatického retikula (ER)*. Pomoci luciferazového reportér-
ového konstruktu se nam podafilo zjistit, ze Mdm2 snizuje
transkripéni aktivitu GTF2I, coz naznacuje, ze protein Mdm?2
mize zasdhnout do bunééné odpovédi na poruchu funkce ER.

Pritomnost USP-domény u dalsiho identifikovaného
interakéniho partnera USP48 naznacuje, Ze tento protein bude
slouzit jako deubikvitylaéni enzym a stabilizovat tak jiz
ubikvitylované substraty’. Nase vysledky ukazuji, 7e USP48
opravdu stabilizuje Mdm2. V ptitomnosti USP48 je vsSak
autoubikvitylace Mdm2 zesilena, coz ukazuje, ze USP48
reguluje stabilitu Mdm?2 jinym, slozit&j$im mechanismem, nez
jeho deubikvitylaci.

Tato prdce vznikla za podpory grantu GA CR 301/09/1324.

LITERATURA

1. Soussi T., Béroud C.: Nat. Rev. Cancer 1, 233 (2001).

2. Hong M., Lin M.Y., Huang J.M., Baumeister P., Hakre
S., Roy AL, Lee A.S.: J. Biol. Chem. 280, 16821
(2005).

3. Tzimas C., Michailidou G., Arsenakis M., Kieff E.,
Mosialos G., Hatzivassiliou E.G.: Cell Signal. 78, 83
(2006).

VANADOCENOVE KOMPLEXY SEKUNDARNICH
AMINOKYSELIN: MODELOVE SYSTEMY PRO
STUDIUM MECHANISMU UCINKU
METALLOCENOVYCH CYTOSTATIK

TEREZA DEDOURKOVA, JAROMIR VINKLAREK a
JAN HONZiCEK

Katedra obecné a anorganické chemie, FCHT, Univerzita
Pardubice, Studentska 573, 532 10 Pardubice
terca.d@post.cz



Chem. Listy /04, 361-393 (2010)

Interakce vanadocendichloridu a 1,1’-dimethylvanado-
cendichloridu s aminokyselinami obsahujicimi sekundarni
aminoskupinu poskytuje tfi strukturni typy komplexd
(Schéma 1), kde dochazi ke koordinaci:

A) jedné molekuly aminokyseliny pomoci atomu dusiku
aminoskupiny a atomu kysliku karboxylové skupiny
chelatovym typem vazby,

B) dvou molekul aminokyselin prostfednictvim atomu
kysliku jejich karboxylovych skupin monodentatnim typem
vazby,

C) jedné molekuly aminokyseliny pies oba atomy
kysliku karboxylové skupiny chelatovym typem vazby.

V komplexech s L-prolinem a N-methylglycinem byly
nalezeny typy vazeb A) a B), zatimco N-fenylglycin tvoril
s vanadocenovym fragmentem pouze komplex typu C).

onr o ] i _\+
@ @O%/ @ >_/NHR
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Schéma 1

Bylo izolovano 11 novych vanadocenovych komplex,
které byly charakterizovany pomoci vhodnych analytickych
a spektroskopickych metod. V piipadé sedmi komplexi,
které zahrnovaly vSechny tfi strukturni typy, byly pfipraveny
monokrystaly vhodné pro rentgenostrukturni analyzu.

Piipravené komplexy jednozna¢né potvrdily moznost
vazebné interakce  metallocenového  fragmentu  se
sekundarnimi aminokyselinami jako vhodného modelového
systému pro moznou interakei s peptidy. Vysledky této prace
podporuji predpokladany mechanismus ucinku cytostaticky
aktivnich metalloceni inhibici DNA procesnich enzymu
(proteinkinasa C a topoizomerasa II)', nebo transportnich
bilkovin (transferin)™”.

Tato prdce vznikla za podpory grantu GA CR 203/09/0460.
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Protein p53 je transkripéni faktor vyznacujici se
schopnosti ptisobit proti nadorové transformaci buné¢k a hraje
klicovou roli vregulaci bunéfné odpovédi na stresové
podnéty, napt. poskozeni DNA. Za normalnich podminek je
hladina aktivniho p53 v buiikach udrZzovéana na nizké Grovni
pfedlevéim diky pfitomnosti onkoproteini Mdm2 a MdmX
(cit.”).

Zatimco Mdm?2, jako E3 ubikvitin ligasa, indukuje
degradaci p53 prostfednictvim 26S proteasomu, MdmX
i pfes svou znacnou strukturni podobnost s Mdm2 postrada
ubikvitin ligdzovou aktivitu. MdmX sam o sob& pouze
ucinn¢ inhibuje transkripéni aktivitu p53, avSak ve formé
dimeru s Mdm2 se dokéaZe aktivné podilet' i na degradaci
p53. Pravé tvorba heterodimerd Mdm2-MdmX prostiednic-
tvim RING domén vede ke stimulaci E3 ubikvitin ligasové
aktivity Mdm2 (cit.%).

Pro objasnéni strukturnich a funkénich rozdild RING
domén Mdm2 a MdmX jsme vytvofili sérii bodovych
mutanti Mdm2, u nichz byla vzdy nahrazena kratka cast
RING domény Mdm?2 odpovidajici sekvenci MdmX. Pomoci
relokaliza¢niho testu a imunoprecipitace jsme ovéfili jejich
schopnost interagovat s RING doménou MdmX. Nase
vysledky naznacuji, Ze aminokyselina cystein v pozici 449 je
nezbytna pro fyzickou interakci RING domény Mdm2
s MdmX. Pokud je tato kriticky dilezitd aminokyselina
vlozena do RING domény MdmX, ziskd tento protein
schopnost dimerovat s dalsi molekulou MdmX.

Nase vysledky pfispivaji  kidentifikaci rozdilt
v primarni aminokyselinové sekvenci RING domén Mdm?2
a MdmX, které jsou odpovédné za rozdily ve funkci téchto
proteini a mohou ptispét k nalezeni mechanismui jez umozni
reaktivaci p53 v nékterych typech nadora.

Tato prace vznikla za podpory grantu 301/09/132.
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DYNAMIKA TRAVICICH ENZYMU KLISTETE
Ixodes ricinus

ZDENEK FRANTA®, JITKA KONVICKOVA?,
HELENA PENICKOVA®, DANIEL SOJKA®, MARTIN
HORN®, MICHAEL MARES" a PETR KOPACEK®

¢ Parazitologicky tistav BC AVt CR, Branisovskad 31, 370 05
Ceské Budéjovice,  Ustav organické chemie a biochemie
AVCR, Fl lemmingovo namésti 2, 166 10 Praha
zdeny@paru.cas.cz

Traveni hostitelské krve, zakladniho zdroje Zivin a
energie, predstavuje klicovou udalost v biologii klistat. Tito
ektoparaziti na rozdil od ostatniho krev-sajiciho hmyzu travi
hostitelské proteiny intracelularné v kyselém prostiedi
travicich vakuol bunck stievniho epitelu. Traveni bylo



Chem. Listy /04, 361-393 (2010)

nejlépe popsano u klistéte Ixodes ricinus (hlavniho pienasece
lymské borelidzy v Evropé) a je zajistovano souborem
cysteinovych a aspartatovych peptidas'. V této praci jsme se
zamefili na studium mRNA, dynamiky a kvantity hlavnich
travicich enzymi (cysteinovych peptidas katepsinu L, B, C,
legumainu a aspartatové peptidasy katepsinu D) ve stievé
klistéte I ricinus v prubé¢hu sani. Hladina mRNA byla
studovana pomoci kvantitativni Real Time PCR. Aktivity a
molarni koncentrace jednotlivych enzymu ve stievé klistéte
byly urovany pomoci specifickych fluorescencnich
substratl a titraci aktivniho mista specifickymi inhibitory.
Afinitné precisténé polyklondlni protilatky (pfipravené proti
jednotlivym rekombinantnim enzymim) byly vyuzity
k detekei cysteinovych proteas (IrCB, IrCL a IrCC) uvnitf
sttevnich bun€k imunofluorescenéni mikroskopii a k
,western blot* analyze téchto enzymid ve stievé klistéte.
Vsechna takto ziskana data ukazuji, Ze k nejvétSim zménam
dochazi ke konci periody pomalého sani (4-6 dni po
prichyceni na hostitele). Ta ptredchazi prudkému piijmu
hostitelské krve, kdy oplodnénd samice nasaje az 70 %
celkového objemu krve béhem 2 dnt. Dikladny expresni
profil spole¢né s biochemickou charakterizaci jednotlivych
peptidas otevira nové moznosti v boji sklistaty a jimi
prenasenymi patogeny.

Tato prace vznikla za podpory grantu 144600960910 (GA
AVCR), KJB600960911(GA AVCR) a Vyzkumného centra
LC06009 (MSMT CR).
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TOTALNI SYNTEZA FERROCENESTRONU
FILIP HESSLER® a MARTIN KOTORA®"*

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

V poslednich n¢kolika letech je vénovana zvySena
pozornost novym sloucenindm ferrocenu s biologicky
aktivnimi molekulami, a to pro své zajimavé vlastnosti'”.
Prikladem takové latky muize byt ferrocifen, derivat
antiestrogenu tamoxifenu. Nyni jsou testovany jeho ucinky
proti karcinomu prsu.

I kdyz je znamo nékolik konjugath ferrocenu a steroidt,
zatim jeSté nebyla pfipravena sloucenina obsahujici ferrocen
pfimo v steroidnim skeletu. Na zakladé predchozich
zkusenosti znedivné syntézy estronu®, jsme se rozhodli
pfipravit prvni steroid s integrovanym ferrocenovym jadrem
— ferrocenestron.
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Syntéza vychazela z vhodné substituovaného chiralniho
ferrocenu s jeho naslednymi transformacemi pomoci reakci
katalyzovanych ptechodnymi kovy. Mezi tyto postupy
patiily napfiklad oxidativni adice s navazujici alkylaci
zprostiedkovana zirkonocenem, cross-coupling katalyzovany
komplexem palladia, enynova metathese katalyzovana
karbenovou slouceninou ruthenia, a nakonec hydrogenace
dvojnych vazeb za pouziti heterogennich (Pd/C) ¢&i
homogennich katalyzatord (komplex Ir).

Tato prdce vznikla za podpory grantu MSM0021620857
a IM0508 (Center for New Antivirals and Antineoplastics).
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ANTIFLOGI,STICKE VLASTNOSTI NOVE
IZOLOVANE LATKY MA-13 Z Morus alba

JAN HOgEI'(, KAREL gMEJI,(AL, VERONIKA
ZAVALOVA, PETER KOLLAR a MILAN BARTOS

Veterinarni a farmaceutickd univerzita Brno, Farmaceuticka
fakulta, Palackého 1-3, 612 42 Brno
hosekj@yvfu.cz

Moruse bila (Morus alba L., Moraceae) je v tradi¢ni
¢inské mediciné vyuzivana pfi 1é¢bé nékterych zanétlivych
stavll. Zanét je soucast ptirozené obrany téla, ale vyssi mira
zanétu muze t€lo poskodit. Je také znama cela fada
chronickych zanétlivych onemocnéni, kterd vyzaduji
dlouhodobou 1é¢bu, proto predstavuje vyvoj novych
antiflogistik dtlezity smér v rozvoji farmakoterapie.

Na zéklad¢ screeningu latek izolovanych z Morus alba

byla vybrana sloucenina MA-13 (schéma 1), kterd
prokazovala nejveétsi schopnost tlumit expresi pro-
zanétlivého cytokinu TNFa in  vitronalinii lidskych
makrofagi THP-1 stimulovanych bakterialnim

lipopolysacharidem (LPS). Proti-zanétliva aktivita latky MA-
13 byla dale podrobné studovana na urovni zmény
transkripce pro-zanétlivého cytokinu CCL2, pro-zanétlivych
enzymi NOS2 a COX2 a proti-zanétlivého proteinu ZFP36.
Exprese cytokinu TNFa byla taktéz sledovana na turovni
translace. VétSina geni téchto proteinti je pod transkripéni
kontrolou NF-kB, proto byla zméfena i schopnost latky MA-
13 potladovat translokaci tohoto transkripéniho faktoru
z cytoplasmy do jadra.



Chem. Listy /04, 361-393 (2010)

Struktura molekuly latky MA-13

Ziskané¢ tdaje prokazuji schopnost latky MA-13
signifikantné snizovat transkripci pro-zanétlivého cytokinu
TNFa. Signifikantni ubytek TNFa byl také zaznamenan na
urovni translace, kdy MA-13 10x snizila celkové mnozstvi
tohoto cytokinu v mediu u LPS-stimulovanych makrofagi.
Transkripce dal$iho pro-zanétlivého cytokinu — CCL2 — byla
taktéz snizena, ale bez statistické prukaznosti. MA-13 méla
vliv 1 na pfepis genl pro-zanétlivych enzymi NOS2
a COX2, kdy jejich exprese byla oslabena. U jediné¢ho proti-
zanétlivého genu — ZFP36 — byl zaznamenan pouze posun
maxima jeho exprese o 2 hodiny. Schopnost MA-13 tlumit
expresi pro-zanétlivych gent potvrzuje i skuteénost, ze tato
latka brzdi vstup NF-xB do jadra, ¢imz inhibuje jeho funkei
jako transkripéniho faktoru. Ve vSech sledovanych
parametrech je MA-13 U¢innéj$i nez indometacin, ktery je
bézn¢ uzivanym antiflogistikem a ktery byl pouzit jako
pozitivni kontrola.

Z vysledkti této studie vyplyva, ze latka MA-13 je
nadéjnou molekulou pro vyvoj nového nesteroidniho
antiflogistika.

PROTEINY Aspergillus fumigatus ZAPOJENE DO
INTERAKCE S HOSTITELEM

JOSEF HOUSER', JAN KOMAREK", NIKOLA
KOSTLANOVA®, GIANLUCA CIOCI‘, ANNE
IMBERTY"® a MICHAELA WIMMEROVA*™”

“NCBR a "Ustav Biochemie, Prirodovédecka fakulta,
Masarykova univerzita, Kotlarska 2, 611 37 Brno;

°ESRF, 6 rue Jules Horowitz, 38043 Grenoble, France;
YCERMA V-CNRS, BP53, 38041 Grenoble Cedex 9, France
houser@mail. muni.cz

Dlouho znama4 saprofyticka houba — plisen Aspergillus
fumigatus (Kropidlak zakoufeny) je nejen vSudypiitomnym
alergenem, ale, jak se stale Cast&ji ukazuje, také vyznamnym
patogenem u pacientl s oslabenou imunitou. Tzv. invazivni
aspergiloza zasahuje zejména plice, ale jsou zndmy ptipady
invaze do ledvin, srdce ¢i mozku. Vzhledem k tomu, Ze na
mnohé kmeny béznd fungicidni 1écba zabird jen
nedostatecné, dosahuje Umrtnost zasazenych osob i desitek
procent. Dtkladné  poznani mechanismti,  které
zprostitedkovavaji interakci patogen-hostitel a umoznuji tak
rozvoj infekce, by mélo vést k nalezeni odlisnych zptisobt
lecby.

U mnoha patogennich mikroorganismii slouzi k vazbé
na epitelidlni povrchy hostitele proteiny ze skupiny lektint.
Prohledanim nedavno sekvenovaného genomu Aspergillus
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fumigatus kmene Af293 byla nalezena necela desitka gent
kédujicich potencialni lektiny. Néekolik z téchto genti bylo
klonovéano do plazmidovych vektori za ucelem ptipravy
rekombinantnich proteini. Dosavadni vysledky nejen
potvrzuji Sirokou strukturni variabilitu lektind v ramci
zkoumaného druhu, ale rovnéZz vyzdvihuji odlisnosti téchto
molekul od homolognich proteini dosud zkoumanych
u jinych organismda.

Pripravené proteiny jsou zkoumany jak z hlediska
strukturniho, tak funkéniho. Dosud bylo feSeno nékolik
struktur, které byly ziskany metodou rentgenové difrakce.
Z funkéniho hlediska je zjiStovana jak specifita interakce
(SPR - méfeni rezonance povrchového plazmonu,
glycanarray — Sirokospektralni test vazby cukernych
struktur), tak termodynamické parametry pro biologicky
vyznamné ligandy (zejména techniky zaloZzené na
mikrokalorimetrii). Kombinaci ziskanych dat pak vytvaiime
komplexni pohled na tyto proteiny — mozné faktory
virulence.

Tato prace vznikla za podpory grantii MSMT CR
(MSM0021622413, LC6030, ME08008) a GA CR
(GA/303/09/1168, GD301/09/H004).

PROGRESIVNI MIKROSKOPICKE METODY
V BIOMEDICINE

PAVEL HOZAK

Ustav molekuldrni genetiky AV CR, v.v.i., Praha
hozak@img.cas.cz

Mikroskopie v soucasnosti zasahuje nebyvalou mérou
do vyzkumu v biomediciné, nebot’ moderni postupy umozni-
ly pozorovat zmény v zivych bunkach a tkanich a dokonce
i elektronova mikroskopie jiz zvlada zobrazeni biomolekul
v nativni hydratované podobé. V piednasce budou
diskutovany mikroskopické pfistupy, které v poslednich
letech nejvice ifuji naSe poznani. Ze svételné-
mikroskopickych metod bude pojednéano o technikach in vivo
zobrazeni a detekce interakci mezi molekulami (FRAP,
FRET, FCS). Z elektronové mikroskopie bude diskutovana
ultrastukturdlni tomografie, kryomikroskopické metody
a pokrocilé metody ultrastrukturdlniho imunoznaceni vcetné
specialnich Setrnych postupli pro pfipravu elektronmikro
skopickych vzorktl (vysokotlaké zamrazovani, kryosubstitu-
ce). Postupy budou dokumentovany na piikladu zkouméani
vibec prvniho identifikovaného molekuldrniho motoru v
bunééném jadie - myosinu 1C. Diskutovany budou
perspektivy zobrazovacich metod v blizké budoucnosti.
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HOTSPOT WIZARD: NASTROJ PRO INZENYRSTVI
ENZYMU

EVA CHOVANCOVA, ANTONIN PAVELKA a JIRI
DAMBORSKY

Loschmidtovy laboratore, Ustav experimentdlni biologie a
Narodni centrum pro vyzkum biomolekul, Prirodovédecka
fakulta, Masarykova univerzita, Kamenice 5, 625 00 Brno
akllupe@chemi.muni.cz

Proteinové inzenyrstvi se zabyva modifikaci struktury
proteini s cilem Iépe porozumét mechanismim jejich
fungovani a wvylepsit jejich vlastnosti pro primyslové
aplikace. Jednim z klicovych kroku celého procesu je vybér
aminokyselin, jejichz modifikace povede k pozadovanym
zménam proteinu. Racionalni navrh mutaci vyzaduje detailni
znalost struktury a funkce proteinu a nemalé zkusenosti
v této oblasti.

HotSpot Wizard' je webovy server pro automatickou
identifikaci pozic vhodnych pro inzenyrstvi aktivity,
substratové specificity a enantioselektivity enzymti. Pro tento
ucel  integruje  informace  ziskané z  n¢kolika
bioinformatickych databazi a nastroji, ¢imz umoziuje
i béznému uzivateli jednoduSe provést pomérné komplexni
analyzu strukturné-funkénich vztaht cilového enzymu.

HotSpot Wizard je volné pfistupny pies webové
rozhrani http://loschmidt.chemi.muni.cz/hotspotwizard.
Jedinym povinnym vstupem aplikace je 3D struktura
enzymu. Béhem procesu vypoctu jsou nejprve ziskany
anotace tykajici se katalytickych a jinych, pro funkci enzymu
nepostradatelnych, aminokyselin. Mutageneze téchto
aminokyselin neni doporucena. Nasledné jsou identifikovany
aminokyseliny tvofici kapsu aktivniho mista a stény
piistupovych tuneli. Tyto aminokyseliny interaguji se
substraty a produkty reakce a piedstavuji tak velmi vhodny
cil pro modifikaci katalytickych vlastnosti enzymu.
V zavérecné fazi je na zdkladé vypoctu evolucni
konzervovanosti pifedpovézena bezpefnost mutageneze
jednotlivych  pozic. Na  vystupu jsou jednotlivé
aminokyseliny sefazeny podle jejich ofekavané vhodnosti
pro mutagenezi. Uzivatel ma pro jednotlivé pozice
k dispozici informaci o jejich strukturni lokalizaci, funkénim
vyznamu, konzervovanosti a anotace ziskané z databazi.
Vysledky jsou namapovany na strukturu enzymu a mohou
byt zobrazeny piimo v okné webového prohlizece.

Na zakladé experimentalnich dat ziskanych pro vice
nez 6000 mutantfl z Protein Mutant Database® a z primérni
literatury bylo potvrzeno, ze mutageneze cilici pozice
navrzené HotSpot Wizardem poskytuje vyznamné vyssi
podil funkénich mutantd neZ mutageneze nahodna.
Experimentalni data taktéz ukazuji, ze modifikaci pozic
navrzenych HotSpot Wizardem lze ziskat enzymy s novymi
katalytickymi vlastnostmi'.
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FUNKCNI CHARAKTERISTIKA DEFENSINU
Z KLISTETE Ixodes ricinus

TEREZA CHRUDIMSKA*, NATALIIA RUDENKO a
LIBOR GRUBHOFFER

Biologické centrum v.v.i, AV CR, Parazitologicky ustav;,
Jihoceska universita v C’esk)}ch Budejovicich, PrF;
Branisovska 31, 370 05 Ceské Budejovice
terezam@paru.cas.cz

Soucasti imunitni odpovédi klistat, ale i dalSich
zivocicht, jsou defensiny, malé kationické proteiny (4 kDa).
Defensiny byly nalezeny u velkého mnozstvi klistat'~.
U evropského klistéte Ixodes ricinus byly identifikovany dvé
isoformy genu pro defensin - defl a def2 (cit.?). Exprese
obou isoforem byla indukovana sanim, defl byl exprimovan
u vsech stadii klistéte, zatimco def2 jen u dospélct - samic.
U nasatych samic byla pozorovana vyrazna exprese defl ve
sttevé, u def2 byla detegovana ve vSech zkoumanych
organech. Synteticky pfipravené defl a def2 vykazovaly
silnou antimikrobiadlni aktivitu vi¢i Gram-pozitivhim
bakteriim jiz pfi nizkych koncentracich (tabulka I) a to i na
multi-rezistentni kmen bakterie Staphylococcus aureus
(MRSA). Naproti tomu nemély defl a def2 zadny inhibiéni
vliv na Gram-negativni bakterie (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa), kvasinky (Candida albicans)
a viry (TBEV — virus klistové encefalitidy). Synteticky def2
je ucin€jsi nez defl. Tento rozdil je pravdépodobné dan
zaménou 1 aminokyseliny v jinak stejné aminokyselinové
sekvenci obou isoforem, kde def2 ma v pozici 8 arginin,
zatimco def1 aromatickou aminokyselinu fenylalanin.

Tabulka I, Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) defl a def2

Bakterie MIC defl [uM] | MIC def2 [uM]
Microrcoccus luteus | 0,75 0,4

Bacillus subtilis 1,5 0,75
Staphylococcus 50 25

aureus (MRSA)

Defl ani def2 nemaji hemolytické ucinky na lidské
erytrocyty pii vySe uvedenych koncentracich. Stanoveni
minimalni inhibiéni koncentrace, diferencialni exprese
a nizka toxicita obou isoforem defensinu ukazuje, Ze
defensiny hraji dilezitou roli v imunitnich pochodech klistéte
L ricinus. Zaroven se da o téchto klistécich proteinech
uvazovat jako o potencialnich kandidatech pro vyvoj novych
antibiotik.

Tato prace vznikla za podpory grantii: Grantova agentura
CR 524/06/1479 a 206/09/H026; LC06009 a grantového
projektu Parazitologického tistavu AVCR Z60220518.
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FUNK(“:NA ANALYZA GENU GDX1 KOQUJﬁCEHO
HOMOLOG GENTISAT 1,2-DIOXYGENAZY
Z KVASINKY Candida parapsilosis

MICHAELA JAKUBKOVA a JOZEF NOSEK

Katedra biochémie, Prirodovedecka fakulta Univerzity
Komenského v Bratislave, Mlynska dolina CHI, 842 15
Bratislava 4

Jjakubkova@fns.uniba.sk

Patogénna kvasinka Candida parapsilosis je unikatnym
modelovym systémom pre $tidium katabolizmu aromatic-
kych zlacenin. Na rozdiel od kvasinky Saccharomyces
cerevisiae ako aj blizko pribuznych druhov rodu Candida
(napr. C. albicans) je C. parapsilosis schopnd degradovat
derivaty fenolu a kyseliny benzoovej dvomi enzymatickymi
drahami®. Prvou je 3-oxoadipatova a druhou gentisatova
drédha. Analyza kompletnych sekvencii genomov kvasiniek
C. albicans, C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. tropicalis
a Lodderomyces elongisporus odhalila, ze véc¢Sina druhov
stratila pocas evolicie gény pre komponenty oboch
enzymatickych drah'. V gendéme kvasinky C. parapsilosis
sme vSak identifikovali otvoreny <¢itaci ramec (ORF)
CPAG03408. Sekvencia korespondujuceho proteinového
produktu je homologickd so sekvenciami gentisat 1,2-
dioxygenazy z réznych druhov organizmov. Tento enzym
katalyzuje konverziu gentisatu (2,5-dihydroxybenzoatu) na
maleylpyruvat, ktory je nasledne sériou reakcii premeneny
na fumarat a pyruvat’. Gén sme nazvali GDXI (gentisat
dioxygenaza I).

Hlavnym cielom nasej prace je funkénd analyza génu
GDXI. ORF génu GDXI sme klonovali do plazmidového
vektora, ktory umoziiuje jeho kontrolovanu expresiu
v bunkach kvasiniek. Priebeh enzymatickej reakcie po
indukcii expresie génu sme v bunkach transformantov merali
pomocou kyslikovej elektrody. Nase vysledky naznacuja, ze
pocas kultivacie buniek C. parapsilosis v médiu s glukoézou
ako jedinym zdrojom uhlika st gény gentisatovej dradhy
reprimované. Zistili sme, ze k ich aktivacii dochadza pocas
kultivacie buniek v pritomnosti niektorych aromatickych
zlucenin. Regulaciu expresie génu GDXI sme analyzovali aj
prostrednictvom fuzie promoétora génu GDXI s reportérovym
markerom  LAC4, ktory koduje  p-galaktozidazu.
Vnutrobunkovi lokalizaciu proteinového produktu génu
GDXI sme stanovili pomocou fizie so zelenym
fluorescenénym proteinom (YEGFP3).

Tato praca vznikla s podporou grantu z agentury VEGA
(1/0219/08).
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ASYMETRICKA SYNTEZA AZAHELICENU

ANDREJ JANCARIK, IRENA G. STARA* a IVO
STARY*

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

Heliceny jsou inherentné chirdlni aromatické latky,
které obsahuji ortho-kondenzovana benzenova jadra. Ackoli
jsou heliceny znamé vice jak 50 let, jejich efektivni pfiprava
v opticky cist¢é formé¢ v multigramovém métitku dosud
nebyla uspokojivé vyfesena. Jednim z moznych feSeni tohoto
problému je diastereoselektivni syntéza opticky Cistych latek
stavebni

podobnych helicenim, kterd vyuziva chiralni
bloky".
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Y2 Br
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1: X =Y =N; Ar = Tolyl
2: X=Y =CH; Ar = Tolyl
3: X =Y = CH; Ar = Pyridy!

Klicovym krokem syntézy je intramolekularni [2+2+2]
cyklotrimerizace triynd poskytujici aromat s helikdlni
chiralitou, ktera je intenzivng studovana na§i skupinou'?.
Jako nejucinnéj§i se jevi vpfipadé pentacyklickych
azahelicenii reakce katalyzovana kobaltem za soucasného
pusobeni mikrovinného zafeni.

Podporovino GA AV CR (reg. ¢ IAA400550916), MSMT
(Centrum pro biomolekuly a komplexni molekularni systémy,
reg. ¢ LC512) a UOCHB AV CR (tato studie je soucdsti
vyzkumného zameru Z4 055 0506).
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»MAGICKE“ PYRIMIDINY MIMIKUJICi PURINOVA
ANALOGA S BIOLOGICKOU AKTIVITOU

PETR JANSA a ANTONIN HOLY

Centrum pro nova antivirotika a antineoplastika, Ustav
organické chemie a biochemie, Akademie véd Ceské
republiky, v.v.i. Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
Jjansa@uochb.cas.cz

Systematickym  studiem acyklickych  nukleosid-
fosfonatit' (ANP) byla objevena nové skupina latek, ktera je
strukturng odvozena od 2,4-diamino-6-hydroxypyrimidinu’.
Tyto slouceniny vykazuji vysokou protivirovou aktivitu
a mohou byt povazovany za purinové derivaty s otevienym
imidazolovym kruhem (“open-ring“ ANP). Modifikaci
polohy 5 pyrimidinového kruhu bylo dosazeno zvyseni
antivirové aktivity".

NH,

AL Al

7
HNT N I-oH

P
>~ oH

Cilem nasi prace bylo vyvinout novou efektivni
syntetickou cestu pro ptipravu téchto 5 substituovanych
derivati ve vétsim métitku a pfipravit nasledné nové derivaty
s potencialni antivirovou aktivitou a pfipadné i jejich
proléciva.

Za timto ucelem byla uspé$né¢ vypracovana postupna
syntéza acyklické c¢asti molekuly opirajici se o reakci
chlorpyrimidind s ethylenglykolem® a nasledné zavedeni
fosfonatového zbytku pomoci tosyoxymethylfosfonatu.

Modifikaci polohy 5 pak byly pfipraveny nové derivaty
mimikujici plvodni purinovy kruh s vysokou anti-HIV
aktivitou, ktera je o fad vyssi nez u pfislusného purinového
analogu (adefoviru). Dvé latky byly pfevedeny na lipofilni
proléciva, kterd nasledné vykazovala nanomolarni aktivity
proti VZV.

Teorii obecného mimikovani purinovych kruhti pomoci
vhodné substituovanych pyrimidint jsme nasledné uspé$né
otestovali pfi regulaci poruchy metabolismu purinovych
derivati in vitro a dosahli jsme lepsich u€ink nez vykazuji
pouzivané léky. Tento princip tedy mize mit jest¢ dalsi
aplikace a ,,magické” pyrimidiny se pak mohou stat novym
smérem medicinalni chemie purinovych derivati.

Tato price vznikla za podpory grantu MSMT CR 1M0508.
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STUDIUM APOPTOTICKYCH BIELKOVIN
ZODPOVEDNYCH ZA ROZVOJ LIEKOVEJ
REZISTENCIE U LEUKEMICKYCH PACIENTOV

JANA JpREé;«:KOVA, JOZEF HATOK, EVA
BABUSIKOVA, ANDREA STEFANIKOVA a PETER
RACAY

Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska
fakulta v Martine, Ustav lekarskej biochémie, Mala Hora 4,
03601 Martin, Slovensko

Jjurecekova@jfmed.uniba.sk

Hlavnym cielom cytotoxickych chemoterapii je
indukovat’ v nadorovych bunkach apoptozu. Preto bielkoviny
blokujice apoptézu a latky stimulujiice proapoptotické
bielkoviny predstavuju logické ciele pre vyvoj novych
moznosti terapie nadorovych ochoreni. Kedze zvySena
expresia viacerych antiapoptotickych bielkovin Bcl-2 rodiny
(Bcl-2, Bel-xL, Mcl-1) bola zistend v mnohych typoch
nadorov a hematologickych malignanciach a je spajana so
zvy$enou rezistenciou na chemoterapiu, znaéna pozornost’ je
zamerana prave na tieto bielkoviny. V nasej $tudii sme
pozorovali vplyv inhibicie antiapoptotickych bielkovin Bcl-
xL a Mcl-1 pomocou siRNA na citlivost’ leukemickych
buniek na spektrum cytostatik. Zistili sme, Ze transfekcie
prostrednictvom Bcl-xL a Mcl-1 siRNA nemali signifikantny
vplyv na citlivost’ a prezivanie leukemickych buniek. V nasej
praci sme navySe sledovali vplyv nizkomolekulového
inhibitora ABT-737, inhibujuceho Bcl-2, Bel-xL a Bel-w, na
indukciu apoptdézy a prezivanie leukemickych bunkovych
linii HL-60 a K-562. Pésobeniec ABT-737 vyvolalo u oboch
bunkovych linii indukciu apoptdzy, priCom fragmentaciu
DNA sme mohli pozorovat’ uz po 3 h kultivacie. Citlivejsia
na ABT-737 bola bunkova linia HL-60 (LCsy = 5 uM), €o je
mozné vysvetlit’ relativne nizSou expresiou Mcl-1.

Hlbsie studium bielkovin podielajticich sa na blokovani
apopoézy mdze viest k vytvoreniu novych terapeutickych
pristupov a tym k zlepSeniu prognézy ochorenia.

CENTRALNA ULOHA CDK2 V OSUDOVYCH
ROZHODNUTIACH mEK BUNIEK

ZUZANA KOLEDOVA, LEONA RASKOVA
KAFKOVA, LENKA CALABKOVA, VLADIMIR
KRYSTOF, ALWIN KRAMER* a VLADIMIR
DIVOKY*

Ustav biologie, Lékarska fakulta, Univerzita Palackého,
775 15 Olomouc
zkoledova@gmail.com

Cdk2 kindza riadi prechod z G1 do S fazy bunkového
cyklu u somatickych buniek. V odpovedi na poSkodenie
DNA je jej aktivita zablokovana mechanizmami Gl
kontrolného bodu, ¢im sa bunka zastavi v G1 faze a zabrani
sa replikacii poskodenej DNA. Mysie embryonalne kmenové
(mEK) bunky, ktoré sa od somatickych buniek lisia kratkym
bunkovym cyklom s jedine¢nou Struktirou, velmi kratkou
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Gl fazou a nefunkénym G1 kontrolnym bodom', sii zname
vel'mi vysokou aktivitou Cdk2?. V tejto praci prezentujeme
nase vysledky S$tidia ulohy Cdk2 v mEK bunkach, ktoré
poukazuji na jej centrdlnu tUlohu vregulacii nielen
bunkového cyklu, ale aj sebaobnovy: Specifickd
downregulacia aktivity Cdk2 viedla k predizeniu G1 fazy,
nastoleniu bunkového cyklu podobného bunkovému cyklu
somatickych buniek, k expresii diferenciaénych markerov a
k zmenam morfologie indikujiicim diferenciaciu mEK
buniek. Naviac sme zistili, Ze mEK bunky sa po poSkodeni
DNA v G1 féaze nezastavuju preto, lebo u nich nedochadza
k znizeniu aktivity Cdk2, hoci obe drahy G1 kontrolného
bodu (Chk1/2-Cdc25A a 53-p21) st aktivované. Cdk2 im
unika vd’aka Specifickej centrozomalnej lokalizacii. Udrzanie
vysokej aktivity Cdk2 tak umozZiluje zachovanie
pluripotencie v podmienkach poskodenia DNA. Nase
vysledky naznaCuju existenciu priameho prepojenia medzi
mechanizmami regulacie sebaobnovy a bunkového cyklu
u EK buniek, v ktorom centralnu tlohu zohrava Cdk2.

Tato praca vznikla za podpory — grantov MZ NR/9508
a MSMT 2B06077 a MSM 6198959205.
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BIOSYNTEZA TETRAPYRROLU U NOVE
OBJEVENE RASY Chromera velia

LUDEK KORENY?, ROMAN SOBOTKA" a
MIROSLAV OBORNIK?

“Biologické centrum, Parazitologicky tistav AVCR, Ceské
Budéjovice a "Mikrobiologicky vistav AVCR, Treboii
koreny@paru.cas.cz

Prvoci skupiny Apicomplexa (vytrusovci) jsou
intenzivné studovani, jelikoz zahrnuji vyznamné parazity
Clovéka, mezi néz patii napf. puvodce malarie ¢i
toxoplazmdzy. Tito parazité se vyvinuli z fotosyntetickych
fas o ¢emz svéd¢i pritomnost redukovaného plastidu, ktery
sice jiz neplni svou fotosyntetickou funkci, ale stale v ném
probihaji dilezit¢ procesy a je pro tyto parazity proto
nezbytny. Jednim takovym procesem je syntéza hemu, ktera
se tak jevi jako idealni cil pro antimalarika.

Nedavno byla objevena nova jednobunéénad fasa,
Chromera velia, ktera je tmto parazitim blizce piibuzna'.
Studium biosyntézy tetrapyrrolii u tohoto organismu by tak
mohlo pomoci k rozlusténi nevyjasnénych otazek ohledné
syntézy hemu u vyznamnych parazitu.

Podartilo se ndm z této fasy ziskat kompletni sekvence
témef vech genti spole¢né drahy pro syntézu hemu a chlo-
rofylu. Zjistili jsme, Ze stejné jako vytrusovci a heterotrofni
eukaryota syntetizuje i C. velia tetrapyrroly z glycinu
a succinyl-CoA, coz je mezi fotosyntetickymi organismy
unikatni. Jedna se patrné o jediny organismus, ktery je
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schopen syntetizovat chlorofyl a touto cestou. VsSechna
ostatni fotosynteticka eukaryota a rovnéz i sinice totiz vyrabi
chlorofyl i hem primarn¢ z glutamatu. To, Ze je tato fasa
schopna metabolizovat glycin na chlorofyl rovnéz podpofily
vysledky experimentl s radioaktivné zna¢enymi prekurzory.
Fylogenetické studie jednotlivych gend biosyntetické drahy
ukézaly na spole¢ny ptivod téchto gentt u C. velia a vytru-
sovca.

Tato prdce vznikla za podpory grantu Grantové agentury
Ceské republiky 206/08/1423.
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MODULACE EXPRESE P-GLYKOPROTEINU
TECHNIKOU RNA INTERFERENCE
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Mnohocetna 1ékova rezistence (MDR) je hlavni
piekazkou k uspéSné chemoterapii u ftady nadorovych
onemocnéni.  Rezistentni  nadorové  bunky  jsou
charakteristické snizenou citlivosti na celé spektrum
protinadorovych 1é¢iv, které maji riznou strukturu a odlisny
mechanismus pusobeni. Rezistence bun¢k je
zptsobena nékolika bunéénymi  mechanismy'. Nejlépe
charakterizovanym mechanismem, ktery pfispiva k MDR
fenotypu, je zvySena exprese P-glykoproteinu, produktu genu
ABCBI (MDRI)*. P-glykoprotein je membranovy ATP-
dependentni transporter pumpujici cytotoxickou latku ven
zbunky, ¢imz se snizuje jeji cytotoxicita. Mnoho praci
studujicich rezistenci zptisobenou P-glykoproteinem vyuziva
bunécné nadorové linie ziskané z citlivych linii jejich selekei.
K celkové rezistenci nadorovych bun¢k pfispiva vedle
zvysené exprese P-glykoproteinu fada odlisnych bunécnych
mechanismi',

Klepsimu  pochopeni  vztahu mezi  expresi
P-glykoproteinu a rezistenci bun€k na protinadorova léciva
jsme vyuzili techniku RNA interference ke specifickému
potlaceni exprese genu ABCBI v bunécné linii K562/R, ktera
se vyznacuje mnohocetnou lékovou rezistenci v disledku
zvySené exprese P-glykoproteinu. Tato nddorova linie byla
transfekovana plazmidovym vektorem exprimujicim shRNA
zameétenou proti genu ABCBI a byly vyselektovany stabilni
subklony.  Takto jsme  vytvofili  bunéfné linie
K562/R/shABCB1-01-05, které exprimovaly rizné mnozstvi
P-glykoproteinu. Jeho mnozstvi se pohybovalo v rozmezi od
10 % az do 75 % nachézejici se v linii K562/R. Z vysledkl
vyplyva, ze vztah mezi expresi P-glykoproteinu a rezistenci
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nadorovych bunék neni linearni. Pfi sniZovani exprese
P-glykoproteinu sice postupné dochazi k obnoveni citlivosti
bunék na protinddorova 1é€iva, coz se ale vyznamné projevi
az pii snizeni exprese P-glykoproteinu na troven 25-30 %
v porovnani s rezistentni linii.

Prdace je podporena  grantem MSM 6198959216
(Ministerstvo Skolstvi, mladeze a télovychovy) a castecne
grantem NS/9627 (Ministerstvo zdravotnictvi).
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Zy)?SENi STABILITY ENZYMU INZENYRSTVIM
PRISTUPOVYCH TUNELU
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Halogenalkandehalogenazy (EC 3.8.1.5), katalyzujici
hydrolyzu Sirokého spektra chlorovanych, bromovanych
a jodovanych uhlovodikt, nalezi k enzymové nadroding o/f3-
hydrolas. Tyto robustni bakteridlni enzymy maji vysoky
aplikacni potencial, nebot’ pfeména cCasto toxickych
halogenovanych sloucenin naléza vyuziti pfi biodegradacich,
bioremediacich i dekontaminacich. Neékteré specifické
aplikace vyzaduji pouziti enzymi toleratnich k pfitomnosti
organického rozpoustédla ¢i stabilnich pifi vyssi teploté.
V této studii jsme se zaméfili na vylepSeni stability
halogenalkandehalogenasy DhaA, z bakteridlntho kmene
Rhodococcus rhodochrous NCIMB 13064 (cit."), v piitom-
nosti organického rozpoustédla.

Mutatni knihovna rekombinantniho genu kédujiciho
tento enzym byla zkonstruovana jeho nahodnou mutagenezi
pomoci chybujici Taq polymerasy. Sedm tisic kolonii
mutantni knihovny bylo otestovano na aktivitu v pufru
obsahujicim  dimethyl sulfoxid pomoci modifikované
aktivitni eseje vyuzivajici zmén barvy pH indikatoru.
Pozitivni varianty byly purifikovany a charakterizovany
spektroskopii cirkularniho dichroismu a aktivitnich méteni.
Charakterizace pozitivnich variant ukéazala, Ze nejvice
strukturné stabilni a k pfitomnosti dimethyl sulfoxidu
tolerantni enzym byl mutant nesouci substituci
v ptistupovém tunelu spojujicim aktivni misto enzymu
s okolnim prostiedim.

Na zédkladé téchto vysledki byla pfipravena sada
mutantli nesoucich tunelové a povrchové mutace piitomné
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v termostabilni DhaA vyvinuté Grayem a sp.?. Aktivitni
méteni prokazala, ze enzymy nesouci mutace v tunelu byly
v pufru s dimethyl sulfoxidem vice stabilni nez divoky typ.
Varianty se substitucemi v tunelu, v porovnani s vychozim
enzymem, téz vykazovaly vylepSenou strukturni termostabi-
litu. Modifikace ptistupovych tunelti ptedstavuje novou
strategii pro inZenyrstvi stability halogenalkandehalogenas.

Tato prace vznikla za podpory grantii LC06010,
144401630901 a MSM0021622412. Za financni podporu
zahranicnich stazi TK patri podékovani FEMS a Universitit
Greifswald.

LITERATURA

1. Kulakova A.N., Larkin M.]J.,
Microbiology 743, 109 (1997).

2. Gray K. A., Richardson T.H., Kretz K., Short J. M.,
Bartnek F., Knowles R., Kan L., Swanson P.E.,
Robertson D. E.: Adv. Synth. Catal. 343, 607 (2001).

Kulakov L. A.:

PRODUKCE VAKUOLARNICH CYTOKININ
DEHYDROGENAS Z Arabidopsis thaliana
V KVASINKACH Pichia pastoris
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Cytokininy jsou dulezité signalni molekuly v regulujici
déleni a diferenciaci rostlinnych bufiek'. Kli¢ovou roli
v katabolismu cytokinini hraje enzym cytokinin
dehydrogenasa (CKX; EC 1.5.99.12), ktery preménuje
cytokiningy a jejich  ribonukleosidy s nenasycenym
postrannim fetézcem na adenin nebo adenosin a pfislusny
aldehyd. CKX proteiny jsou u riznych druhd vyssich rostlin
kodovany malymi genovymi rodinami Citajicimi nékolik
&lent?. Genova rodina CKX v Arabidopsis thaliana zahrnuje
sedm Clentt (AtCKXI-AtCKX7). Isoenzymy AtCKX maji
odlisné biochemické vlastnosti, regulaci expresie a riznou
buiie¢nou lokalizaci’.

Geny AtCKX1 a AtCKX3 kodujici vakuolarni cytokinin
dehydrogenasy v Arabidopsis thaliana byly vybrany pro
expresi proteinti v Pichii pastoris. Sekvence kodujici N-
terminalni fragment, ktery podle programu SignalP 3.0 je
vedoucim peptidem, byla v obou pfipadech odstranéna pred
klonovanim do pGAPZa vektoru a pro sekreci proteinl
z kvasinkovych bun¢k byla pouzita N-terminalni signalni
sekvence a-faktor. Pocatecni experimenty bohuzel nevedly
k sekreci aktivnich  proteint. Presnéjsi analyza
aminokyselinové sekvence AtCKX1 a AtCKX3 odhalila
pfitomnost regionu podobajiciho se N-terminalnimu
sekvencné-specifickému  vakuolarnimu tfidicimu  signalu
(ssVSS), ktery typicky zahrnuje degenerovany signal [N/L]-
[P/UL]-[I/P]-[R/N/S] (také nazyvany NPIR consensus
sequence) a cili proteiny do lytickych vakuol®. Aktivni
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vakuolarni cytokinin dehydrogenasy byly ziskany v Pichii
pastoris jedin€ po odstranéni tohoto motivu.

Po uspésné expresi a purifikaci studovanych proteini
byly stanoveny jejich substratové specifity a preference pro
elektronové akceptory.

Tato prdce vznikla za podpory grantu MSM 6198959216
a GACR 522/06/0703.
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THIACALIXARENY - KRUCIALNI ROLE
SULFIDICKYCH MUSTKU NA REAKTIVITU
SYSTEMU V POROVNANI S CALIXARENY

ONDREJ KUNDRAT, JAN KROUPA, MICHAL HIML,
VACLAV EIGNER, MICHAELA POJAROVA, JAN
BUDKA a PAVEL LHOTAK

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

Thiacalix[4]areny, majici sulfidické spojky namisto
methylenovych a patfici do skupiny latek formalné
odvozenych od calixarenti, nachazeji své uplatnéni v
supramolekularni chemii, tj. v chemii zabyvajici se designem
a syntézou latek vhodnych ke studiu nevazebnych interakci.

Zatimco v calixarenové chemii se pozadovanych
sloucenin pro studium téchto sil dosahuje metodou fixace
skeletu v patficné konformaci a nasledné substituci nebo
naopak, fixace thiacalixareni po predchozi substituci
poskytuje jako hlavni produkt nezadouci konformer.
Vyzkum reaktivity jiz tetraalkylovaného systému ukazuje, ze
pravé pfitomnost atomi siry vyznamné ovliviiuje chovani
systému zptisobem v chemii calixareni nepopsanym — pfimé
meta—substituce aromatického systému, alkylace mustkovych
atomil.

}
A

Tato prace se zabyvd vySe zminénymi modifikacemi
thiacalixarenového skeletu, vedouci v mnoha piipadech

374

Amerika 2010

jednoduchymi postupy k inherentné chirdlnim latkam, a
rozdily s obdobnymi postupy v calixarenové chemii.

Tato prdce vznikla za podpory Grantovou agenturou Ceské
republiky (grant 203/09/0691) a Grantovou agenturou
Akademie véd Ceské republiky (grant IAAX08240901).
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OXIDACE ARISTOLOCHOVE KYSELINY I
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Karcinogenni a nefrotoxicky rostlinny alkaloid,
aristolochova kyselina I (AAI), je pfi¢inou onemocnéni,
oznacovan¢ho jako nefropatie vyvolanda AAI (aristolochic
acid nephropathy, AAN). Pro chorobu je charakteristické
chronické ledvinné selhani, tubulointersticialni fibrosa a na-
dory mocovych cest. AAI participuje i na vyvoji podobné
fibrosy provazené nadory mocovych cest, balkanské
endemické nefropatie (BEN). Zajimava je vSak skutecnost,
ze ne vSichni jedinci vystaveni pisobeni AAI onemocni
témito chorobami. Moznym vysvétlenim mohou byt rozdilné
hladiny a aktivity enzymti metabolizujicich AAI. V praci sle-
dujeme detoxikaci AAI in vivo a in vitro za pouziti mySich
modelt s ,,deletovanym* genem pro enzym NADPH:cyto-
chrom P450 reduktasu v jatrech (HRN), ktery je esencialni
pro funkci cytochromu P450. Oproti jaternim mikrosomim
kontrolnich zvifat (obsahujicich jaterni NADPH:cytochrom
P450 reduktazu), které oxiduji AAI na AAla, jsou
mikrosomy HRN mysi v oxidaci AAI prakticky neucinné.
Dale byly sledovany hladiny adukti vytvafenych AAI
s DNA u studovanych zvifecich modelt, které byly
vystavené pusobeni AAI. Vysledky naznacuji, ze jaterni
cytochromy P450 snizuji aktudlni koncentraci AAI jak
v jatrech, tak i v ledvinach, a tim je chrani pfed tvorbou
aduktd s DNA'™. Abychom zjistili, jakou ulohu v oxidaci
AAI hraji jednotlivé cytochromy P450, pouzili jsme
mikrosomalni systémy mys$i, lidské, kralici a potkani. Ze
studii s lidskymi a potkanimi rekombinantnimi cytochromy
P450 bylo zjisténo, ze nejucinnéjsi v oxidaci AAI jsou
CYP1A1l aCYPIA2.
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Praca demonstruje analyticky potencial techniky
prepinania kolén (,,column-switching®, CS) v on-line
kombinacii zoénova elektroforéza — zénova elektroforéza
(ZE-ZE)' na &pe so systémom spajania kolén (,,column-
coupling, CC)> CS technika je realizovand pomocou &asovo
riadeného prepinania smeru hnacieho prudu medzi separac-
nymi kanalikmi na CC ¢ipe, ¢o umoziuje definovany prenos
analytu/-ov zprvého do druhého separatného kanalika
s minimalnym poctom interferujicich zloziek matrice.
Experimenty boli zamerané na kvalitativne a kvantitativne
aspekty ZE-ZE separacii (i) modelovej (13 anorganickych
a organickych kyselin) a (ii) redlnej vzorky (modelova
vzorka ,spikovand“ 25-krat riedenym mocom). Moc
reprezentoval multikomponentni  biologicki  matricu.
Vysoké reprodukovatelnosti kvalitativnych (RSD hodnoty
migracnych casov do 0,4 %) a kvantitativnych parametrov
(RSD hodnoty ploch pikov analytov do 2,9 %) boli
dosiahnuté za preferovanych pracovnych podmienok
(eliminovany hydrodynamicky a elektroosmoticky tok).
Vytaznosti analytov prenesenych zprvého do druhého
separacného stupiia boli v rozmedzi 94-101 %.

V ZE-ZE experimentoch srealnou vzorkou bol
sledovany  vplyv  matrice (mo¢) mna  kvalitativne
a kvantitativne parametre modelovych analytov. RSD
hodnoty migra¢nych ¢asov analytov boli do 0,5 %, zatial’ ¢o
RSD hodnoty ploch pikov boli v intervale 1,1-4,9 %.
Vytaznosti analytov vredlnej vzorke prenesenych do
druhého separa¢ného stupiia sa pohybovali od 95 do 105 %.

Dosiahnuté  vysledky naznacuji Siroké aplikacné
moznosti CS techniky realizovanej na CC ¢ipe najmai v situa-
ciach, ked’ vzorka obsahuje multikomponentnii matricu s
rozliénym koncentracnym zastipenim jednotlivych zloziek.
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Tato praca bola podporena grantovymi agenturami VEGA
(¢ 1/0672/09), APVV  (VVCE-0070-07) a GUK
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ENZ,YMATIC!(A SYNTEZA MODIFIKOVANE’ DNA A
JEJi STEPENI RESTRIKCNIMI ENDONUKLEASAMI
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Funkcionalizované nukleové kyseliny ptitahuji v pos-
lednich letech stale vétsi pozornost. Nejenze nam mohou
pomoci pii pochopeni interakci DNA ¢i RNA s proteiny, ale
mohou také slouzit v fadé dalsich aplikaci, at’ uz se jedna
o nanotechnologie ¢i bioanalysu. V nasi skupiné¢ jsme
vyvinuli novou dvoukrokovou metodiku ptipravy DNA
nesouci modifikaci na nukleovych bazich. Vodné cross-
coupling reakce halogenovanych deoxynukleosid trifosfati
(ANTP) s funkcionalizovanymi boronovymi kyselinami
vedly k syntéze modifikovanych dNTP, které byly nasledné
inkorporovany za vyuziti polymeras do rtiznych sekvenci at’
uz vprimer extension experimentu nebo v polymerasové
fetdzové reakci'?’. Ta oviem nedovoluje piipravu DNA
modifikované pouze v definované pozici, ale vznika
nékolikanasobné modifikovana DNA. Pro pfipravu DNA
nesouci modifikaci ve specifické poloze je tfeba zvladnout
praci s klasickymi prostfedky molekularni biologie naptiklad
restrikénimi endonukleasami ¢i ligasami. Proto jsme se
soustfedili na studium interakce DNA nesouci rizné
substituenty na bazich snékterymi bézné pouzivanymi
restrikénimi  endonukleasami. Ukazalo se, ze mensi
modifikace jako napiiklad acetylen v cilové sekvenci jsou
neékterymi  restrikénimi  endonukleasami velmi dobie
pocinaje fenylem muze byt vyuzita pfi chranéni DNA pred
Stépenim témito enzymy.

DNA restrik.
polymerasa endonukleasa
_—

*——OATP E— -

Schéma 1. Enzymaticka syntéza modifikované DNA a nasledna
interakce DNA s restrikénimi endonukleasami

Tato prace je soucasti vyykumného projekti Z4 055 0506,
podporovana Centrem pro biomolekuly a komplexni
molekularni systemy (LC 512), Grantovou agenturou Ceské
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republiky (203/09/0317) a Vyzkumnym centrem Gilead
science, Inc. (Foster City, CA).
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ANALYZA P53 MUTACI IN VITRO A IN VIVO
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Nadorovy supresor p53 je uUstfednim regulatorem
bunééného cyklu. Funguje pievazné jako transkripéni faktor
a zékladnim pfedpokladem pro jeho funkci je vazba k DNA.
Jako klicovy protein zabranujici maligni transformaci byva
u nadort Casto poskozen. Uz vyfazeni jedné alely vede
k jeho nedostateéné funkci. V piipad¢ bodovych mutaci
jenavic exprimovan protein se zménénymi vlastnostmi.
U chronické lymfocytarni leukémie (CLL) je pfitomnost
deleci genu 7P53 dulezitym negativnim prognostickym
faktorem', zatimco vyznam mutaci je intenzivné studovan
teprve v posledni dobé. V nasi praci se zabyvame komplexni
analyzou p53 mutaci na n€kolika Grovnich in vitro i in vivo.

S vyuzitim funkénich proteinovych Cipii umoznujicich
paralelni sledovani DNA-vazebnych schopnosti nékolika p53
mutovanych proteinli soucasné jsme zjistili, Ze mutant p53-
R337C vykazuje vysokou vazbu k responzivnim elementim
cilovych genli, srovnatelnou s wild-type proteinem.
V reportérovych genovych testech vSak tento mutant
transaktivoval cilové promotory pouze Caste¢né a pomoci
PCR v redlném case jsme zjistili, ze endogenni promotory
nejsou mutantem R337C aktivovany téméi viibec.” In vivo
jsme pak na souboru 70 CLL pacientl s p53 abnormalitami
studovali asociaci p53 deleci a mutaci, vliv jednotlivych
abnormalit na pfeziti pacienti a mechanismy vzniku p53
defekti. Ukazali jsme, Ze nejcastéji dochazi ke kompletni
inaktivaci genu deleci jedné a mutaci druhé alely. Samotné
delece jsou vzacné, ale samotné mutace se vyskytuji
pomérné Casto a maji vyznamny negativni vliv na prognézu.
Vznik ?ovych p53 defekti je siln€ asociovan s piedchazejici
lécbou’.

376

Amerika 2010

Nase vysledky ukazuji, Ze samotna vazba p53 k DNA
neni dostatend pro uU€innou transaktivaci cilovych gent
a zavery ziskané in vitro nemusi vzdy odpovidat redlné
situaci v buiice. U CLL jsme dolozili prognosticky vyznam
monoalelickych p53 abnormalit (zejména mutaci) a ukazali
jsme, ze na vzniku novych p53 defektd se vyznamné podili
1é¢ba, pravdépodobné prostiednictvim selekce rezistentnich
klond.

Tato price vznikla za podpory grantii IGA MZCR NS9858-
4/2008 a NS10439-3/2009.
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CYTOCHROMEM P450 1A1 INVIVO A IN VITRO
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Karcinogenni benzo[a]pyren (BaP) po aktivaci
cytochromy P450 (CYP) kovalentné modifikuje DNA.
Nedavné studie ukazuji, ze CYP1Al, dfive povazovany za
nejdilezit&jsi enzym aktivujici BaP', miize participovat spise
na jeho detoxifikaci nez metabolické aktivaci, ¢imz chrani
organismy proti toxicité tohoto karcinogenu®*. V praci jsme
sledovali tvorbu adukti aktivovaného BaP s DNA a indukci
enzyml a proteinil participujicich na jeho metabolismu
(CYP1A1/2, NADPH:CYP reduktasy, epoxid hydrolasy
a cytochromu bs) in vivo, v jatrech modelového organismu
mySsi. Cilem studie bylo zjistit, které enzymy se skuteéné
podili na metabolické aktivaci BaP, a zda tato sloucenina
ovlivilyje svou vlastni metabolickou aktivaci.

BaP zvySuje expresi a aktivity CYP1A1/2 v jatrech
experimentalnich modelti (laboratorni mys a potkan). BaP je
rovnéz schopen vytvaret adukty s DNA, pfedevsim v jatrech
studovanych organismii. Vlivem indukce CYP1A1/2 a dal-
Sich aktivaénich enzymti dochdzi ke stimulaci vzniku
metaboliti BaP, které vytvaieji adukty s DNA in vitro. BaP
je oxidovan purifikovanym CYP1A1l rekonstituovanym
s NADPH:CYP reduktasou za tvorby BaP-chinonu, 9-
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hydroxy- a 3-hydroxy-BaP. Naproti tomu v mikrosomalnim
systému obsahujicim kromé cytochromid P450 a jejich
reduktasy téz cytochrom bs a epoxid hydrolasu je BaP
oxidovan na Sest metabolitti; 9,10-diol-, 4,5-diol a 7,8-diol-
BaP, BaP-chinon, 9-hydroxy a 3-hydroxy- BaP. Pfitomnost
epoxid hydrolasy a cytochromu bs v rekonstituovaném
systému CYP1A1 a jeho reduktasy moduluji hladiny dvou
majoritnich aduktd tvotenych z 9-hydroxy-BaP a 7,8-diol-
9,10-epoxid BaP. Vysledky potvrzuji, ze BaP indukuje
CYP1A1/2, a tak moduluje vlastni metabolickou aktivaci a
detoxikaci vedouci k vyvoji nadorovych chorob.

Tato prdce vznikla za podpory grantovych agentur GACR
(303/09/0472, 305/09/H008), MSMT (0021620808) a GAUK
(127208).
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Toll-like receptory (TLR) su, ako transmembranové
proteiny, dolezitou sucast'ou neSpecifickej imunity a maju
vyznamnu ulohu v navodeni obrany voci infekcii, vratane
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP). Na
zaklade mykobakteridlnej tedrie prejavu paratuberkulozy
existuje predpoklad, Ze mutacie v génoch TLR vyvolavaju
neschopnost’ tychto receptorov reagovat’ na $pecifické znaky
patologickych mikroorganizmov (tzv. PAMP) atym sa
neaktivuje ani nasledna imunitna zapalova odpoved'.

Praca bola zamerana na detekciu mutécii génov TLRI,
TLR2, TLR4 auréenie vztahu medzi muticiami a vnima-
vost'ou vo¢i MAP infekcii. Na zaklade poznatkov o TLRI1
a TLR4 géne' sme sa pri detekcii mutécii v tychto génoch
zamerali na extracelularnu (LRR) doménu zodpovednu za
rozpoznaniec PAMP. UTLR1 sme objavili mutaciu
Val220Met v LRR10 doméne na deviatej pozicii (LLR
doména je zlozend =z 11 aminokyselin). Pritomnost
metioninu na tejto pozicii moze spdsobit zoslabenie
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vodikovych vézieb v proteinovej Struktare LRR, ¢o vedie ku
znizenej afinite vo&i bakterialnym PAMPom® teda tato
mutdcia moéze spdsobit’ zvySenil vnimavost vo¢i MAP
infekcii. U TLR4 sme dokazali, ze cast extracelularnej
domény LRRI11 je najviac polymorfnym motivom v nami
Studovanych oblastiach LRR11 az LRRI16. Mutacie na
vonkajSej Casti tejto Struktury, napr. mutdcia na Stvrtej
pozicii od LRR motivu, m6zu ovplyvnit' naviazaniec PAMP
na LRR®. Nami detegovana mutacia u TLR4 na pozicii
Asp299Gly je jednym znajlepSich prikladov mutacie na
Stvrtej pozicii od LRR, ktord spdsobuje zvySenie vnimavosti
voci MAP infekeii.

U TLR2 ma velky vyznam v prenose signalu
vnutrobunkova (TIR) doména. Podarilo sa nam detegovat’
mutaciu na pozicii Arg677Trp, ktora mala vyrazne
preventivny charakter pre vnimavost’ voci paratuberkuloze.
Taktiez sme detegovali mutaciu na pozicii Arg753Gln. Tato
tvorila vyrazny risk faktor a v populacii, v ktorej sa
vyskytovala, podstatne zvySovala vnimavost vo¢i MAP
infekcii.

Tdto publikdcia, bola vytvorend realizdciou projektu
INFEKTZOON - Centrum excelentnosti pre ndkazy zvierat a
zoondzy, na zdklade podpory operacného programu Vyskum
avyvoj financovaného z Europskeho fondu regiondlneho
rozvoja (50% podiel) a na zdklade podpory grantu MSSR
VEGA-1/0608/09 (50% podiel).
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Polycythemia vera (PV) je klondlni hematologické
onemocnéni  charakterizované zvySenou erytropoézou.
U vice nez 95 % pacientll s PV je detegovana somatickd
bodova mutace v oblasti kodujici tyrosinovou kinasu JAK2
(JAK2 V617F). Tato mutace vede ke konstitutivni aktivaci
JAK2 a nasledné k abnormalné zvysené erytropoéze. Presna
uloha této mutace pii vzniku PV vSak zdstava neobjasnéna.
Soucasny vyzkum se soustfeduje na popis udalosti, které
expresi JAK2 V617F ptedchazi. Na§ projekt se proto
zaméfuje na studium ranych erytroidnich progenitord a na
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vytipovani dal$ich potencidlnich geni ¢i
vyznamnych pro vznik a vyvoj PV.

Mononuklearni buitky (MNC) izolované z periferni
krve 12 PV pacientli a 5 zdravych darct jsme pomoci 21
denni in vitro kultury v trifizovém tekutém mediu'
diferenciovali do erytroidni linie. Ve vzorcich napfic
kultivaci (den 1, 7, 14, 21) jsme pomoci BeadChip Illumina
technologie sledovali genovou expresi a ziskana data
statisticky analyzovali v programu R%. Vysledky jsme ovéfili
pomoci RT-PCR vredlném Case na rozsifeném souboru
vzorkd.

Pouzita in vitro metoda umoznila selekci homogennich
populaci jednotlivych stadii erytroidnich progenitorti z velmi
heterogenni populace, jakou tvoii krevni MNC. Pomoci
komparativnich analyz jsme vytipovali skupinu kandidatnich
gent asociovanych s PV a deregulovanych v jednotlivych
stadiich erytroidni expanze. Vysledky jsme dale korelovali
s expresnim profilem miRNA® popsaném na souboru
erytroidnich progenitort ziskanych za stejnych podminek.

Ackoliv existuje fada komeréné dostupnych programi
pro piedpovéd’ potencidlnich cild jednotlivych miRNA,
v nékterych piipadech vedou pocitacové analyzy k vybéru
biologicky nerelevantnich dat. Korelace expresnich profilt
miRNA a mRNA je tedy duilezitd pro objasnéni funkci
jednotlivych miRNA. V nasem piipadé nabizi soucasné
studium expresnich profili miRNA a mRNA na stejnych
vzorcich erytroidnich progenitori moznost detailnéjsiho
poznani molekularni podstaty a patologie polycythemia vera.

deregulaci

Tato prace vznikla za podpory grantu GAUK 200095.
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PLODY Lonicera caerulea L.: OD FYTOCHEMIE PO
APLIKACI

IRENA PALIKOVA™*, KATERINA VALENTOVA?,
JAN ROHEL", SIMONA KAPRALOVA”, VILIM
SIMANEK® a JITKA ULRICHOVA®

“Ustav 1ékai'ské chemie a biochemie, Hnévotinska 3, 775 15
Olomouc; b Klinika zubniho lékarstvi, Palackého 12, 772 00
Olomouc

i.palikova@gmail.com

Lonicera caerulea L. (zimolez modry) je ptivodnim
ketem severni polokoule. Plody jsou bohatym zdrojem
anthokyaninovych barviv. V tradi¢nim 1éCitelstvi Ruska
preventivni u&inky'. Cilem nasi prace bylo analyzovat slozky
plodu zimolezu modrého, pfipravit frakci bohatou na
biologicky aktivni latky a dokazat jeji pfiznivé uéinky in
vitro i in vivo.
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V plodech zimolezu modrého byla potvrzena
ptitomnost velkého mnozstvi fenolovych latek, ptredevsim
anthokyaninti (kyanidin-3-glukosid), které jsme pro studium
biologické aktivity zkoncentrovali do fenolové frakce (FF;
80 %  anthokyanini). Na subbunéénych modelech
vykazovala FF reduk¢éni kapacitu, inhibovala radikalové
poskozeni potkanich mikrosomalnich membran vyvolané
terc-butylhydroperoxidem (\BH) i oxidaci lidskych
lipoproteinti o nizké hustotd (LDL) indukovanou médi’.
V koncentraci 1000 pg'ml”"  vykazovala cytoprotektivni
ucinek na primarni kultury potkanich hepatocyti a lidskych
endotelovych  bunék (HUVEC) pointoxikaci /BH
0,5 mmol-1™; 1,5h), v koncentraci 0,1 ;.1g~ml'1 na HUVEC
po poskozeni oxidovanymi LDL (200 pg-ml'; 2h).
Protizanétlivé Gcinky celych plodt L. caerulea L. (10 %)
v kombinaci s omega-3 polynenasycenymi mastnymi
kyselinami (5 %) byly potvrzeny na modelu zanétu tlust¢ho
stfeva vyvolaného dextransulfatem sodnym (5 %) u potkani
kmene Wistar. Experiment byl hodnocen histologickou
analyzou tenkého a tlustého stieva a méfenim parametrii
oxida¢niho stresu (cyklooxygenasa, myeloperoxidasa,
produkty lipoperoxida¢niho poskozeni, glutathionreduktasa,
glutathiontransferasa).

Jednou z moznosti aplikace FF Lonicera caerulea L.
jelécba  pacientt s diagnostikovanou gingivitidou
a parodontitidou. Frakce v kombinaci s extraktem Macleaya
cordata ve form¢ zubniho gelu pfiznivé pisobila na
podpurné a pojivé tkan¢ zubu, zabranovala adherenci gram-
negativnich bakterii, hlavni pfi¢iny vzniku parodontalniho
onemocnéni.

Tato prace vznikla za podpory grantu MSMT CR
6198959216 a FT-TA3/024.
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NEGATIVNi VLIV RETROTRANSPOSONU LINE-1
NA LIDSKY GENOM: NOVA MOLEKULARNI
PRICINA VZNIKU B-TALASEMIE

LUCIE PI,TERKOVA', JANA KUCEROVA a
VLADIMIR DIVOKY

Ustav biologie, Lékarska fakulta, Univerzita Palackého,
Hneévotinska 3, 775 15 Olomouc
lucie.piterkova@upol.cz

Lidsky genom obsahuje vice nez 500 000 kopii LINE-1
retrotransposonu (long interspread nuclear element, LINE-1,
zkracené€ L1), které predstavuji zhruba 17 % jeho obsahu. L1
vramci lidské evoluce. Retrotransposiéné aktivnich je v
soucasné dobé pouze 100 kopii, které svou inserci mohou



Chem. Listy /04, 361-393 (2010)

kvantitativné a kvalitativné ovlivnit expresi mnoha gend.
VétSina de novo L1 inserci nema vliv na lidsky organismus,
nicméné mohou se projevit i jako negativni mutageny a stat
se tak pii¢inou fady lidskych onemocnéni'.

Inserce funkéniho retrotransposonu L1 (6 kb, GenBank:
AF149422) do druhého intronu B-globinového genu je uplné
novou etiologii P-talasémie u matky a dcery z CR. P-
talasémie jsou vrozené chronické anémie, vznikajici v
disledku snizeni, nebo absence syntézy [-globinového
polypeptidového fetézce.

Spojenim L1° EBV transformovanych lymfocyti
s mysimi erytroleukemickymi burikami (MEL) jsme vytvotili
bunécnou linii, ktera nam umoznila charakterizovat vliv
pritomnosti L1 elementu na funkci B-globinového genu u
postizenych jedinct. Inserci L1 elementu do -globinového
genu poklesla hladina mRNA u mutované alely na 10 — 15
%. Majoritni podil pfipadd na spravné sestfizenou formu
mRNA, minoritni pak na 3 aberantni varianty. Zjistili jsme,
Ze aberantni varianty jsou eliminovany mechanismem
degradace defektnich mRNA (nonsense mediated decay); pii
zablokovani této drahy se jejich exprese 2x zvysi. Dale jsme
dokazali, ze regulacni enhancerova oblast na 3' konci B-
globinového genu u mutované alely je methylovana, narozdil
od kontroly. Po odstranéni methylace zustava vsak exprese
nezménéna, z ¢ehoz usuzujeme, ze methylace enhancerové
oblasti neni primarni pfi¢inou poklesu hladiny B-globinové
mRNA, ale jen sekunddrnim jevem souvisejicim s dislokaci
promotoru a enhanceru. L1 element také ovliviiuje miru
aktivity z B-globinového promotu, ktera byla u mutované
alely snizena o 30 %.

Molekularnich mechanismd, kterymi L1 element
moduluje expresi lidskych gendi, bylo popsano nékolik®.
V soucasné dob& vSak neni jasné, které znich a jakym
zpusobem pfispivaji k vyslednému patologickému fenotypu.
Jejich odhaleni je dutlezit¢é pro pochopeni skute¢ného
evoluéniho vyznamu retrotransposont a jejich funkce.

Tato prace byla podpoiena granty MZ CR NS9935-3
a MSMT 6198959205.
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VLIV OXIDU DUSNATEHO NA PRODUKCI HEAT
SHOCK PROTEINU

JANA PITERKQVA”, LENKA LUHOVA?, MAREK
PETRIVALSKY*", ZUZANA MATULKOVA® a
BARBORA MIESLEROVA®

“Katedra biochemie, bKatedra botaniky, PFF, Univerzita
Palackého, Slechtitelii 11, 783 71 Olomouc,
marek.petrivalsky@upol.cz

Na rostliny pusobi fada abiotickych a biotickych
stresovych faktort, jako je vysoka a nizka teplota, tezké
kovy, UV zafeni nebo utok patogeni?. Vystaveni t&mto
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stresovym podminkam vede ktvorbé reaktivnich forem
kysliku (ROS) a dusiku (RNS), k nimz patii zejména oxid
dusnaty (NO) a peroxid vodiku (H,0,)". Teplotni stres spolu
s dalsimi stresy zptisobuje denaturaci nebo agregaci proteint
vedouci az k bunééné smrti. Heat shock proteiny (Hsp),
jejichz zvySena produkce je charakteristicka pro teplotné
stresované organismy, pusobi v regulaci membranové
fluidity a homeostaze proteinil a v ochrané pied bunéénou
smrti®. Prezentovana prace je zam&fena na stanoveni exprese
Hsp70 proteind u dvou genotypi Lycopersicon spp. vlivem
pusobeni  teplotntho  stresu,  patogeneze  (Oidium
neolycopersici) a kombinace téchto stresovych faktort, dale
byl studovan vliv modulatorti koncentrace ROS a RNS. Mezi
testované latky modulujici koncentraci ROS a RNS patfi
donor NO (GSNO), lapa¢ NO (PTIO) a inhibitor NADPH
oxidasy (DPI). Vramci dané studie byl porovnan vliv
teplotniho a chladového stresu na produkci Hsp70 proteint
u dvou genotypt Lycopersicon spp. realizovany na intaktnich
rostlindich a na listovych discich. Chladovy stres nemél
vyrazny vliv na produkci Hsp70 proteini na rozdil od
teplotniho stresu. V ptipad¢ listovych diskd byl detekovan
narist  produkce  Hsp70  proteini  jako disledek
mechanického poskozeni rostlinného pletiva. Nasledujici
experimenty byly realizovany na listovych discich
vystavenych teplotnimu stresu v prostiedi modulatort
koncentrace ROS a RNS. Metodou Western blot byl
prokédzan vliv abiotického stresu, biotického stresu a jejich
kombinace a regulacni vliv koncentrace ROS a RNS na
expresi Hsp70 proteini. Béhem experimentu byly
detegovany dva proteiny Hsp70 rodiny lisici se molekulovou
hmotnosti, a to teplotné-inducibilni protein Hsp72
a konstitutivné exprimovany protein Hsp75. Vlivem
patogeneze nebo pusobenim modulatort koncentrace ROS
a RNS dochazelo ke zvySeni exprese Hsp75 proteinu. Byla
také nalezena korelace mezi ROS a RNS a expresi Hsp70
proteinu.

Tato prace vznikla za podpory vyzkumného zaméru MSM
6198959215 a grantu GACR 522/08/H003.
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TRAN§KRIPCNi REGULACE (;HAPERO;\JOVF:HO
SYSTEMU HSP70 A HSP90 V NADOROVE BUNCE

EVA RVIOJ(VZKOVA, PETR MULLER a BORIVOJ
VOJTESEK

Masarykitv onkologicky tistav, Zluty kopec 7, 656 53 Brno
ruckova@mou.cz

Molekularni chaperony se podileji na vytvafeni spravné
konformace polypeptidovych fetézci po translaci, zabrafiuji
jejich agregaci, umoziuji proteinim vykonavat biologické
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funkce, ale WcCastni se také
odbouravani.

Pro nadorové buiky je vysokd aktivita chaperont
nezbytnou podminkou pro piekonani stresovych podminek
zpusobenych  genetickou nestabilitou, hypoxii nebo
nadmérnou proliferaci. Pro nadorovou bunku je zvlasté
dalezity protein Hsp90, ktery se podili na stabilizaci fady
onkogennich proteind. Pfestoze je dlouhodob& znamo, Ze
ATPazova aktivita Hsp90 je u nadorové buiky v porovnani
s buitkou nenadorovou az 100-nasobné zvysena, neni presné
znam molekularni mechanismus vedouci k témto zménam.
Hsp90 je v nadorovych buinkach asociovan s dalSimi
chaperony a ko-chaperony do multi-proteinovych komplexi,
které zprostiedkovavaji ucinny folding a stabilizaci
klientnich proteini. Lze se domnivat, ze exprese Kko-
chaperondl, specifickych proteinit kooperujicich s Hsp90,
muze byt jednim z dulezitych faktor zodpovédnych za
zvyseni aktivity Hsp90 v nadorovych buiikach.

Z hlediska regulace rovnovdhy mezi skladanim
konformace proteinu nebo naopak jeho degradaci jsou
zajimavé ko-chaperony HOP a CHIP, které interaguji s C-
koncovou doménou Hsp90 a Hsp70. Protein HOP
(Hsp70/Hsp90 organizing protein) zprostfedkovava pienos
klientnich proteini z Hsp70 na Hsp90 a podporuje tak
skladani proteind. Pro své schopnosti zesilovat funkci Hsp90
je povazovan za potencialni onkogen. Protein CHIP ma
naopak schopnost ubikvitinovat jak chaperony, tak i jejich
klientni proteiny, a je proto odpovédny za jejich odbourdvani
proteazomem. Pro svou schopnost degradovat klienty Hsp90
je ko-chaperon CHIP pokladan za kandidatni tumor
supresorovy gen. Analyza exprese chaperon v nadorovych
bunkach ukazala, ze exprese proteinu CHIP byla stabilni,
zatimco u proteinu HOP se zvySovala po aktivaci HSF (heat
shock factor) prostfednictvim inhibice Hsp90 a byla
inhibovana pfi nedostatku ristovych stimuld.

Tyto rozdily v regulaci exprese obou ko-chaperont jsou
v souladu s vysledky analyzy promotorovych sekvenci.
Promotor genu kédujictho CHIP ma znaky typické pro
house-keeping geny, obsahuje CpG ostrovy a SP1 vazebna
mista. V promotoru genu pro HOP se naopak nachazi dva
vazebné elementy pro HSF a také nékolik vazebnych mist
pro onkogenni transkripéni faktory, jako jsou E2F a c-myec.

jejich  proteolytického

Zvysena  exprese  ko-chaperonu = HOP  zptisobena
onkogennimi transkripénimi  faktory mulze pfispivat
k nadmérné aktivité Hsp90

a stabilizaci jeho klientnich proteini u nadort. Indukce
exprese proteinu HOP v disledku inhibice Hsp90 muize také
omezovat terapeuticky efekt inhibitort Hsp90 naruSenim
rovnovahy mezi hladinami obou ko-chaperonl a zamezenim
degradace klientnich proteind ubikvitin ligdzou CHIP. Ko-
chaperon HOP je ztéchto divoddi nad&jnym cilem
protinddorové terapie, ktery by mohl potencovat ucinky
inhibice Hsp90.

Tato prace je podporovana granty GACR 301/08/1468
a MZOMOU2005.
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SYNTEZA MONOSUBSTITUOVANYCH DERIVATU
CYKLODEXTRINU JAKO PREKURZORU PRO
DALSI APLIKACE

MICHAL REZANKA?, JINDRICH JINDRICH"
a MARTIN KOTORA™"

“Katedra organické a jaderné chemie, PFF Univerzity
Karlovy v Praze, Hlavova 8, 128 40 Praha 2; 2Ustav
organické chemie a biochemie, A VCR, F lemingovo 2,
166 10 Praha 6

rezanka@natur.cuni.cz

Cyklodextriny1 jsou cyklické oligosacharidy slozené
z D-glukopyranosovych  jednotek  spojenych  o(1—4)
glykosidickou vazbou, které tvofi rigidni kavitu. Této
strukturni vlastnosti cyklodextrind i jejich derivatd je hojné
vyuzivano v chemické praxi. Aby bylo mozné rozsifit vyuziti
cyklodextrintl, je nezbytné pfipravit jejich vhodné derivaty.

Nase skupina se zabyva pfevazné syntézou
monosubstituovanych  derivati  cyklodextrinti. ~ Velmi
vyhodnymi skupinami pro tuto monoderivatizaci jsou

allylova nebo cinnamylova skupina®, jelikoz obsahuji
dvojnou vazbu, ktera je Siroce modifikovatelna.

Nas§ vyzkum je zaméfen na piipravu allyl a cinnamyl
derivatl o-CD (2 — 4) a derivati a-, B- a y-cyklodextrint 7
s fluorovanymi  postrannimi fetézci pro biomedicincké
aplikace® a studium agrega¢nich vlastnosti 7 ve vodg.

HO

R' = H nebo Ph

R? = H nebo Ac

R® = -CgF 43 nebo -C5F
nebo -CF(CF3),

n=>5,6nebo7

Tento projekt je podporovan granty MSM0021620857, IAA
400550609 a KAN 200200651.
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NOVY PRISTUP K AZAHELICENUM A JEJICH
VYUZITI JAKO ORGANOKATALYZATORU PRI
ASYMETRICKE KINETICKE RESOLUCI
RACEMICKYCH ALKOHOLU

MICHAL SA,MAL, JIRI MIiSEK, IRENA G. STARA*
aIVO STARY*

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

Findlnim krokem pfi syntéze plné aromatickych
azahelicenti, ktery byl dosud v nasi skupiné pouzivan, byla
oxidativni aromatizace tetrahydroazahelicenti vzniklych
[2+2+2] cykloisomerizaci pfislusnych triyni. Aromatizace
byla provadéna oxidem manganiitym za asistence
mikrovinného zateni'.

Z divodd zvySeni vytézkli aromatizace byl navrzen
alternativni postup. Cyklotrimerizaéni reakci byl pfipraven
disubstituovany tetrahydro[5]helicen, u kterého bylo mozné
efektivné provést aromatizaci kysele katalyzovanou
eliminaci kyseliny octové. Oxidativni aromatizace byla tedy
nahrazena eliminaénim mechanismem (Schéma 1). Kromé
vyrazného zvyseni vytézku aromatizace byl zaroven snizen
celkovy pocet reakénich krokd, coz vedlo k vy$§imu
celkovému vytézku aza[S]helicenu. Popsany postup byl
rovnéz uspeésné aplikovan pii syntéze azahexahelicend.

N >
oy

OAc

Si0,, TfOH

Schéma 1

Pfitomnost nukleofilniho a koordinujiciho pyridino-
vého dusiku ve spojeni s helikdlni chiralitou molekuly
predurcuje azaheliceny k vyuziti v organokatalyze a jako
ligandy pifi enantioselektivnich reakcich katalyzova-
nych komplexy kovii.  Opticky  ¢isty  enantiomer  2-
aza[6]helicenu byl pouzit pii kinetické resoluci sekundéarnich
alkohold, piedeviim racemického 1-fenylethanolu®.

Tato prdce vznikla za podpory GA AV CR (reg. ¢
144400550916), MSMT (Centrum pro biomolekuly a
komplexni molekuldrni systémy, reg. ¢ LC512) a UOCHB
AV CR (tato studie je soucdsti vyzkumného zaméru Z4 055
0506).
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RESOLUCE HELQUATU NA ENANTIOMERY

LQKAS SEVERA, LOUIS ADRIAENSSENS, JAN
VAVRA, DUSAN KOVAL, VACLAV KASICKA
a FILIP TEPLY"

Ustav organické chemie a biochemie A VCR v.v.i.,
Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
severa@uochb.cas.cz

Nedavno jsme vyvinuli tfistupniovou syntézu nové tiidy
helikalnich extendovanych diquati (helquati). Helquaty
predstavuji novou kombinaci strukturnich motivi typickych
pro heliceny a viologeny'. Lze o&ekavat, 7 propojeni téchto
dosud oddélenych oblasti vyzkumu otevie atraktivni
badatelskd témata'. JelikoZ je helikalni chiralita dominantni
vlastnosti téchto novych systémil, zaméfili jsme se po
uspé$ném zvladnuti syntézy racemati na ptipravu helquatt
v opticky €isté forme.

Ionicky charakter helquatli umoziiuje vyuziti vymény
nechiralniho aniontu za opticky ¢isty anion, ¢imz smés dvou
enantiomerti snadno pfevedeme na smés dvou diastereoiso-
mert. Odlisnd rozpustnost takovych diastereoisomerti je
klicem k resoluci helquati na enantiomery. Vyhodou tohoto
pfistupu je dobra dostupnost fady chirdlnich aniontt
odvozenych od levnych piirodnich kyselin®.

2TfO" 2TfO"

resoluce

racemicky (+)-(P)-[5]helquat
[S]helquat >98% ee
Schéma 1. Resoluce [5] helquatu
Pro wuréeni zastoupeni jednotlivych enantiomerd

helquatu piedstavujeme kapilarni elektroforézu se sulfatova-
nym cyklodextrinem jako chiralni selektorem. U neracemic-
kych helquati byly méteny racemizacni bariéry.

Tato prace vznikla za podpory GACR P207/10/2391,
203/09/1614, 203/09/0705 a UOCHB AVCR v.v.i. (Z4 055
0506).
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GAS-PHASE CHEMISTRY AS A MECHANISTIC
TOOL FOR SOLUTION CHEMISTRY AND
CATALYSIS

DETLEF SCHRODER

Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, Academy
of Sciences of the Czech Republic, Flemingovo nameésti 2,
166 10 Prague 6, Czech Republic

Mass spectrometry (MS) has numerous applications
ranging from elemental' and molecular analysis® to various
"omics" in biology® and applications in medicine®. Olympic
games, for example, nowadays involve not only sports but a
lot of mass spectrometry for advanced doping tests’. The
success of MS is due to the unique combination of high
sensitivity and low sample requirements. Due to its
widespread usage, mass spectrometry is continuously
growing and offers excellent employment opportunities for
qualified researchers.

Most analytical applications of MS evolve as a spin-off
of fundamental studies situated at the interplay between
physical, organic, and inorganic chemistry. Mass
spectrometry, for example, requires the sample to be ionized
which in turn leads to the determination of ionization
energies and proton affinities. Similarly, the fragmentation of
ions provide bond energies for organic, inorganic, and
organometallic compounds which allow to understand
chemical reactivity and predict particularly reactive species.
A key advantage and simultaneously an important drawback
is that gas-phase methods determine molecular properties in
the absence of any "environment" (e.g. solvents, counter-ions
etc.). The measured properties are therefore intrinsic for the
species under study. As such they provide profound insight
into concepts of chemical bonding and reactivity and allow
direct comparison with theory. In turn, however, the intrinsic
properties may only poorly correlate with bulk processes in
which the environment is an inherent part of chemical
reactivity. Consequently, the results obtained in gas-phase
measurements need to be "translated" for their use in applied
chemistry and several schemes for such conversions have
been developed.
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Figure 1. Mono- and oligonuclear uranyl cations observed via
MS as a function concentration in solution

The first example of such a "translation" concerns
solutions of uranyl nitrate in water®. While seemingly trivial,
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the amount of oligonuclear uranium species sampled via MS
using electrospray ionization (ESI) increases with the
concentration of the uranyl salt. For this system, we could
establish a quantitative correlation between the gas-phase
data and results from solution chemistry (Fig. 1), thereby
allowing a direct connection between the situation in the gas
phase and in the bulk.

The second example deals with chemical reactivity’.
Under anaerobic conditions, Cu(I) can bring about a twofold
C-S coupling of bisiminodisulfides in almost quantitative
yield (1 — 2 + 3; Fig. 2). ESI of the reaction solution yields
an abundant signal of the copper(I) complex (1)Cu’. When
this species is mass selected and heated by collisions with
helium, it looses the neutral C—S coupling product 2 to afford
the second C—S coupling product as Cu(I) complex, (3)Cu".
The results demonstrate that the catalytic sequence can occur
in the presence of a single copper atom and that no higher-
order aggregates are required for a mechanistic rationale.
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Figure 2. Cu(I)-mediated C—S coupling in solution and in the gas
phase. The inset shows the measured and the modeled isotope
cluster of the ion (1)Cu”

This work was supported by the Academy of Sciences of the
Czech Republic (Z40550506) and the European Research
Council (AdG HORIZOMS).
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Bifunkéni P™ N-donorové ligandy patti do skupiny
takzvanych hemilabilnich donorii'. Diky moznosti koordina-
ce k atomu kovu prostfednictvim mékkého (P™) i tvrdého
(N) donorového atomu a tvorb& nesymetrickych chelatovych
komplexti nalezly tyto latky Siroké uplatnéni v organické
katalyze>. Hemilabilni koordinace jednoho z donorovych
atomu ligandu umoziuje zaroven uvolnit koordina¢ni misto
pro pfistupujici substrat i stabilizaci katalyzatoru v prab¢hu
katalytického cyklu.

Vyznamnou pozici mezi P™ N-hemilabilnimi donory
zaujimaji pyridyl-fosfinové ligandy™®, které se vyznacuji
zajimavymi elektronickymi i stérickymi vlastnostmi, jenz lze
cilené¢ modifikovat zménou povahy substituenti. Pro tento
ucel muze byt vyhodnym substituentem ferrocenové jadro,
kter¢ vynika velkou elektronovou bohatosti a dobie
definovanou geometrii.

Z tohoto divodu jsme se rozhodli studovat dva
homologické pyridyl-fosfinoferrocenové ligandy 1 (cit.%)a 2,
jejich koordinaéni chemii vuci palladiu a katalytické vyuziti
v palladiem katalyzované Suzukiho-Miyaurové reakci
a kyanacnich reakcich arylbromidd.

@/Pth @/Pth
Fe Fe

N

/_\ Va
1 2

Schéma 1. Pripravené pyridyl-fosfinoferrocenové ligandy

Tato prdce vznikla za podpory grantu GACR P207/10/0176.
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Nadorovy  supresor p53 hraje dilezitou roli
v kancerogenezi. V odpovédi na rizné stresové signaly
transkripéni faktor p53 kontroluje dilezité bunééné funkce tim,
ze ovliviluje expresi svych cilovych gent. Reguluje apoptdzu,
bunéény cyklus a genomovou integritu. U nadort je ztrata
funkce p53 velmi Casto zptisobena mutaci genu p53. Priblizné
10 % mutant p53 je teplotné zavislych, tzn. zménou teploty
dochazi k obnové jejich funkce. Tyto mutace mohou ménit
nejenom celkovou transaktivaéni schopnost proteinu p53, ale
také modifikovat transaktivaéni schopnost ve vztahu
k jednotlivym cilovym gentm (tzv. diskriminativni charakter).

Studovali jsme funkéni vlastnosti 23 teplotné zavislych
(td) mutantd p53 (podrobn& analyzovanych v kvasinkach')
v lidské nadorové linii H1299 odvozené z nemalobunééného
plicniho karcinomu. Sledovali jsme transaktivaci nékolika
cilovych genti p53 a potvrdili teplotni zavislost a vyrazny
diskriminativni charakter u 20 mutanti, ktefi preferenéné
transaktivovali p2/ spiSe nez bax. Podle transaktiva¢nich
schopnosti jsme td mutanty p53 rozdé€lili do 4 funkénich
skupin. Obecné lze fict, ze celkova transaktivaéni aktivita
mutantti nepfevysuje aktivitu standardni varianty p53, ackoli
mira transaktivace urcitych cilovych genii u nékterych
mutantdl v permisivni teploté mize byt vyrazné vyssi.

Td mutace p53 jsou snadngji reaktivovatelné nez
mutace zcela inaktivni'>. Obnoveni funkce p53 mize byt
vyvolano naptiklad inhibitorem CDK roskovitinem. Ackoli
mechanismus u¢inku neni zcela znam, pozorovali jsme
u nékterych td mutantll pS3 zietelné zesilenou apoptotickou
odpovéd po plsobeni roskovitinu jak v permisivni, tak
i restriktivni teploté. Funkéni status p53 pravdépodobné
ovliviluje miru odpovédi nadorovych bunc¢k na roskovitin,
slibnou protinadorovou latku, kterd v soucasné dobé
podstupuje druhou fazi klinického testovani.

Tato prace vznikla za podpory grantii NS/10448-3 IGA MZ
a MSMT 0021622415.
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Piijjem a traveni hostitelské krve je klicovym dé&jem
v zivotnim cyklu krevsajicich parazitt. U klistéte obecného
(Ixodes ricinus) se tento déj odehrava ve stieve, které je
zaroven primarni branou pfenosu patogent. Klisté patii mezi
roztoce (Acari) a narozdil od krevsajictho hmyzu travi
hemoglobin uvnité bunék stfevniho epitelu. Hydrolyza neni
zprostiedkovana serinovymi peptidasami a odehrava se
v endo-lysozomech bufiek stieva. Kombinaci genetického
(cDNA, PCR) a biochemického profilingu sttevniho epitelu
sajicich samic (specifické inhibitory a substraty, imaging
pomoci activity based probes) se nam podafilo
demonstrovat, Ze toto traveni je zprostfedkovano matrici
peptidas — orthologli enzymatickych komplexd popsanych
u nematod a platyhelmintl. Tento evoluéné konzervovany
komplex zahrnuje cysteinové peptidasy papainového typu
(cathepsin B, L, C — IrCB1, [rCL1, [rCC1) asparaginylovou
endopeptidasu (/rAE1) a aspartovou peptidasu cathepsin D
typu ([rCD1). Peptidasy jsou exprimovany pii sani samic
a degraduji hemoglobin v kyselém pH. Selektivni inhibitory
byly pouzity k ur¢eni roli individualnich enzymu a spolecné
s hmotnostni  spektrometrii  k sestaveni  §tépné mapy
hemoglobinu s vyznadenim mist S§tépeni jednotlivych
enzymi ve tfech cCasovych intervalech. Tii primarni
endopeptidasy /#CD1, [rCL1 a IrAEl byly exprimovany
jako rekombinatni fiizni proteiny. Byly proti nim pfipraveny
protilatky a testovan jejich potencial jako anti-klistéci
vakceiny. Aktivni enzymy byly biochemicky
charakterizovany a byla studovana jejich substratova
specifita pomoci knihoven fluorescenénich substrati (P1- P4
possitional screening library). Pomoci expresnich profili na
urovni mRNA, proteini i aktivity, imunohistochemie a RNAi
je studovana jejich funkce in-vivo s moznosti zavést nové
nastroje ke kontrole klist'at a jimi pfenaSenych patogenti.

Tato prace vznikla za podpory grantii 144600960910
(GAAYV),  KJB600960911(GAAYV) a vyzkumného centra
LC06009 (MSMT CR).
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Pro fadu diagnostickych a vakcina¢nich aplikaci je
dilezité dokazat specificky stimulovat imunitni odpovéd T
lymfocytli proti vybranym antigenim. K tomu je zapotiebi
moci dopravovat cilené ptislusné antigeny do endosomu
nebo cytosolu profesionalnich antigen prezentujicich bunck,
ptedevsim dendritickych bun¢k (DB), jez maji apardt pro
zpracovani antigenti a prezentaci jejich fragmentii na svém
bunééném povrchu, v komplexu s MHC glykoproteiny I. a II.
tridy.

V této praci jsme vyvinuli novy systém pro dopravu
antigen do dendritickych bunék. Je zaloZen na kombinaci
sméfujicich  biotinylovanych protilatek, rozeznavajicich
specifické bunééné receptory a proteinovych fuzi antigent
s tetramernim streptavidinem, vazicim s vysokou afinitou
biotin.

Na streptavidin byly geneticky pfipojeny rlzné
antigeny a to jak na N-, tak i na C-konec, pfipadné na oba
konce zaroven tak, aby byla zachovana schopnost
streptavidinu tvofit tetramery. Takto upravené proteiny byly
produkovany v bakterialnich buiikich E. coli DE3 Artic
Express, izolovany z cytosolického extraktu, pfipadné z2 M
mocovinového extratu (precitipat v cytosolu) a tetramerni
komplexy byly nésledn¢ oddéleny od monomerd a dal§ich
necistot pomoci afinitni chromatografie na Iminobiotin
agarose.

Pro pfimé zacileni antigen presentujich bunék byly
pouzity rizné biotinylované protilatky proti povrchovym
receptorim, naptiklad DEC 205, CD11c a CD 206.

Jako modelovy antigen jsme pouzili kufeci Ovalbumin,
jehoz epitopy pro prezentaci na MHC 1 a MHC II
molekulach byly geneticky pfipojeny na oba konce
streptavidinu. Tetramerni komplexy streptavidinu, nesouci
tyto epitopy, byly pouzity k dopravé antigenu do primarnich
my$ich dendritickych bungk in vitro a in vivo bunky pomoci
protilatek proti povrchovym receptorim CD11c a CD 206
(manosovy receptor). Epitopy byly vystavovany nejen
s molekulami MHC 11, ale i v komplexu s molekulami MHC
L. Jiz pti velmi nizkych koncentraci tetrametru (0,1-1 nM) se
projevila vyhoda cileného sméfovani antigend. NaSe
vysledky byly ovéteny na mysSim modelu
s mykobakterialnimi antigeny'.

Tato prace vznikla za podpory granti KAN200520702
a NPVII 2B06161
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Lymfom z bunék plastové zony (Mantle cell lymphoma,
MCL) je vzacnym, ale velmi agresivnim typem nadorového
onemocnéni lymfatickych uzlin. Pro MCL je charakteristicka
pritomnost translokace t(11;14)(q13;q32), kterd zpusobuje
vysokou expresi cyklinu D1 a tim deregulaci bunééného cyklu.
Aktivace cyklinu D, vyuzivana i diagnosticky, hraje klicovou
roli v rozvoji MCL, ale pro progresi onemocnéni jsou
nezbytné jeitd dalii aberace!. Mezi nimi se jako prognosticky
vyznamné ukazaly ty, které pozménuji geny pro regulatory
bunééné odpoveédi na poskozeni DNA.

V nasi praci jsme se zabyvali podrobnou analyzou p53,
nadorového supresoru, ktery hraje dilezitou roli pii udrzovani
genomov¢ integrity somatickych bunék. V reakcei na poskozeni
DNA zptisobuje, prostfednictvim aktivace cilovych gent, za-
stavu buné¢ného cyklu, opravy DNA, senescenci ¢i apoptozu.

V souboru 33 pacientt s MCL jsme pomoci funkéni
analyzy v kvasinkach® a nasledného sekvenovani cDNA
detekovali 9 mutaci genu p53. Vosmi ptipadech $lo
o jednonukleotidovou zaménu, v jednom o deleci, ktera
zpusobila posun Ctectho rdmce a vytvoreni predc¢asného stop
kodonu. Deleci jsme potvrdili také sekvenovanim gDNA
a zjistili jsme, ze vede k degradaci piislusné mRNA. V burikach
s mutaci genu p353 dochazi obvykle k akumulaci proteinu p53.
Tu jsme pomoci westernova prenosu prokazali u vSech piipadi
MCL s jednonukleotidovou zaménou v genu p53. Ztratu lokusu
17p13.3 specifického pro p53 jsme pozorovali s vyuZzitim
metody FISH u 3 pacientd s mutaci p53. Statistickou analyzou
jsme prokazali, ze piitomnost mutace p53 vyrazné zkracuje
délku piezivani pacientd s MCL. Ztrata funkce p53 je u MCL
nezavislym negativnim prognostickym faktoren:’.

Price byla podporena  IGA MZ NR/9305-3, MSMT
0021622415 a GACR 204/08/H054.
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C-Nukleozidy predstavuju potenciondlne zaujimava
skupinu latok charakterizovani nahradenim labilnej
C-N vizby, chemicky aenzymaticky stabilnejSou C-C
vizbou. Sucasné syntetické pristupy sa vo vicsine pripadov
vyznacuju nedostatocnou anomerickou selektivitou, nizkymi
vytazkami a nutnostou optimalizovat’ syntézu kazdého
nového C-nukleozidu'. Z uvedenych dévodov sa v siiéasnej
dobe zaoberame vyvojom modularnej syntézy, zalozenej na

priprave  multigramového = mnozstva  univerzalneho
intermediatu a jeho naslednym transforméaciam?.
Br.
7
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B —
B ——
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Adicia 6-brompyridinlitia na TBS-chraneny ribonolakton
1 a nasledna in situ acylacia prislusného hemiketal alkoxidu
poskytla acetal, ktorého redukciou sa ziskal 6-bréompyridin-2-
yl C-ribonukleozid 2 v 63% celkovom vytazku. Tento bol
nasledne podrobeny sériam paladium katalyzovanych
aminacii, aminokarbonylacii a cross-coupling reakcii, ktoré po
Stiepeni chraniacich funkénych skupin poskytli sériu volnych
1/3(6-alkyl-, 6-aryl- 6-amino-, 6-karbamoyl- a 6-hetaryl-
pyridin)-C-ribonukleozidov 3 (cit.”).

Tato praca je sucastou vyskumného projektu Z4 055 905,
podporovana centrom pre biomolekuly a komplexné
molekuldrne systémy (LC 512), Grantovou agentiirou AVCR
(I44400550902) a Gilead science, Inc. (Foster City, CA).
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Enzymova katalyza v nekonvenénich solventech,
ptredstavuje velmi zajimavou oblast enzymologie. Prevedeni
biotransformaci z vodného prostfedi do organickych
rozpoustédel ptineslo fadu vyhod a zvysilo tak efektivitu
vyuziti enzymil viadé pramyslovych aplikaci'. Presto je
mechanismus puasobeni solventd na funkci enzymu stale
malo znadmy a jejich vliv na aktivitu nelze pfedem
odhadnout.

Cilem naseho projektu je pochopit a vysvétlit chovani
tii hydrolytickych enzymii halogenalkandehalogenas (LinB
ze Sphingobium japonicum UT26, DhaA z Rodococcus
rhodochrous NCIMB13064 a DbjA z Bradyrhizobium
Jjaponicum USDA110) v prostfedi organickych rozpoustédel.
Ziskané znalosti jsou dulezit¢ pro zvySeni aplikac¢niho
potencidlu studovanych enzymt. Testovan byl vliv tfindcti
s vodou misitelnych organickych rozpoustédel na aktivitu
a stabilitu halogenalkandehalogenas. Prestoze jsme studovali
ptibuzné  enzymy, jejich  tolerance  k organickym
rozpoustédltim byla rizna. Halogenalkandehalogenasy DhaA
a DbjA vykazovaly funkéni stabilitu vici vétsing testovanych
rozpoustédel. V pfipadé DbjA byl dokonce s nckolika
substraty detegovan nartst aktivity. Naopak u LinB byla
pozorovana prevazné inaktivace. V navaznosti na aktivitni
meéfeni byla provedena strukturni charakterizace enzymu
v koncentracich organickych rozpoustédel zpusobujicich
uplnou inhibici. Pouzity byly metody cirkularniho
dichroismu a fluorescenéni spektroskopie. V né€kolika
pfipadech zustala struktura enzymid nezménéna, piestoze
byla v dané koncentraci solventu pozorovana ztrata funkce.

Pro studium vlivu rozpoustédel na enzymy na atomarni
urovni jsme pouzili molekularné dynamické simulace
ukazujici zmény ve struktufe enzymid a jejich interakce
s molekulami  solventu. Modelovani odhalilo ptimou
souvislost mezi snahou molekul rozpoustédla penetrovat do
aktivniho mista sjeho inhibiénim u¢inkem. Zatimco vé&tsi
pocet molekul v aktivnim misté vedlo k inhibici, pfitomnost
jedné izolované molekuly pravdépodobné enzym aktivizuje.
Tento piedpoklad bude ovéfen inhibi¢nim kinetickym
métenim v ptitomnosti vybranych organickych solventd.

Tato prace vznikla za podpory grantovych projektii GA CR
203/08/0114, GA AV 144401630901 a GA MSMT LC06010
a MSM0021622412.
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VYPOCETNI STUDIE CUCURBIT[NJURILU
A KOMPLEXU PSEUDOROTAXANU

ZORA STRELCOVA®, PETR KULHANEK®,
VLADIMIR SINDELAR” a JAROSLAV KOCA*

“Nérodni centrum pro vyzkum biomolekul; *Ustav chemie
Prirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita, Kotlarska 2,
612 35 Brno

stre@chemi.muni.cz

Vyzkum v oblasti nanomolekul, jejich vyuziti
v Iékafstvi, primyslu i chemické vyrobé patii k pfednim
chemickym oborum soucasnosti. Ve své praci jsme se
zaméfili na studium homologni fady cucurbit[n]urilt (n=5—
10). Jedna se o makrocyklické slouCeniny, schopné
komplexovat ionty, malé organické molekuly i polypeptidy.
Takto vzniklé komplexy, v nichz je linearni molekula
provléknuta pfes makrocyklus a celd struktura je
termodynamicky stabilni, se nazyvaji pseudorotaxany.

Nase studie nabizi komplexni pohled na dynamické
strukturni a vazebné vlastnosti cucurbit[#]urild. Do
vypocetné-chemickych simulaci byl zahrnut i cucurbit[9]uril,
jenz zatim nebyl izolovan. V analyze ziskanych molekulove
dynamickych  simulaci jsme se zaméfili na strukturni
vlastnosti - deformace cyklu v zévislosti na poctu jednotek -
a jeho flexibilitu. Pokro¢ilé analyzy pak umoznily popis
chovani rozpoustédla v okoli cucurbit[n]urilu. S vyuzitim
metod potencialu stfedni sily, umoziiujici vypocet volné
energie, jsme dale vyhodnotili energetické bariéry pro pohyb
molekul vody v kavité cucurbit[#]urilu.

Ziskané vysledky byly dale pouzity pii popisu
vlastnosti pseudorotaxanti zalozenych na cucurbit[n]urilu a
derivatech 4,4‘-bypiridinu. V ramci experimentalnich studii,
bylo prokdzano, ze takovéto komplexy, v nichz linearni
molekula obsahuje dveé terminalni COOH skupiny, prokazuji
rizné konformacni chovani v zavislosti na pH. Cyklicka
molekula se tak pohybuje kolem molekuly linearni
a vdisledku toho Ize tyto slouceniny povazovat za
supramolekularni prepinate’?. Ve své praci jsme rozsifili
experimentalni studie o vyhodnoceni profili volnych energii
zminénych intermolekularnich posunti a umoznili piesnéjsi
popis celého procesu na atomové urovni.

Prdace byla podporena ndsledujicimi  granty: MSMT
LC06030, MSM0021622413, GACR: 301/09/H004.
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NOVY MAKROCYKLUS PRO SELEKTIVNI VAZAN{
ANIONTU

JAN SVEC a VLADIMIR SINDELAR*

Ustav chemie, Masarykova Univerzita, Kotlarska 2, 611 37
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Glykoluril je molekula pouzivand pro pfipravu
molekularnich klips a makrocyklickych slougenin'?. Hlavni
pozornost je  vénovana  makrocyklické  slouceniné
cucurbit[n]urilu pfipravené reakci glykolurilu s formaldehy-
dem. Cucurbit[x]uril véZe intern& i externé kationy®. Znaéné
omezeni pii pouZziti cucurbit[n]urilu vSak ptredstavuje jeho
nerozpustnost v organickych rozpoustédlech a pouze
omezend rozpustnost ve vodném prostiedi’. V nasi praci
prestavujeme syntézu a supramolekularni vlastnosti nového
makrocyklu, ktery byl piipraven z modifikovaného
glykolurilu reakci s formaldehydem. Na rozdil od
cucurbit[6]urilu ma nami pfipraveny makrocyklus vyrazné
veétsi objem kavity, ma mén¢ rigidni strukturu a je velice
dobfe rozpustny ve vybranych organickych rozpoustédlech.
Parcialni kladny naboj v centralni c¢asti vnitfni kavity
makrocyklu umoziuje interni vazani aniontd. Halogenidy
jsou v makrocyklu vazany se stoupajici afinitou v pofadi F~ <
CI' < Br < I'. Vzhledem ktémto vlastnostem je novy
makrocyklus testovan pro fadu potencionalnich aplikaci.

Schéma 1. Novy makrocyklus s interné vazanym CI’

Tato price vznikla za podpory grantu GACR P207/10/0695.
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APLIKACE FOSFINOFERROCENOVYCH AMIDU
ODVOZENYCH OD AMINOKYSELIN JAKO
LIGANDU V ENANTIOSELEKTIVNi
KONJUGOVANE ADICI

JIRI TAUCHMAN a PETR STEPNICKA

Katedra anorganické chemie, Prirodovédecka fakulta
Univerzity Karlovy v Praze, Hlavova 2030, 128 43 Praha 2
tauchman@natur.cuni.cz

Organokovové slouceniny se staly zakladnimi
materidly moderni organické syntézy a dnes si jen tézko
mizeme piedstavit nékterou totalni syntézu bez klicového
kroku zahrnujiciho nukleofilni organokovové ¢inidlo. Mezi
nejrozsitengjsi syntetické metody pro tvorbu C—C vazby patii
médi katalyzovana konjugovana adice organokovovych latek
na o,p-nenasycené karbonylové sloudeniny'?.  Pouziti
chirdlntho komplexu médi za vyuziti pfedevSim
organozine¢natych nebo Grignardovych c¢inidel umoziuje
provést katalytickou enantioselektivni verzi této reakce.

Nové chiralni fosfinoferrocenové amidy nesouci
aminokyselinové pendantni skupiny prezentované v této
praci (schéma 1) navazuji na predchozi uspé$né vyuziti
podobnych ligandii v katalyze a koordinagni chemii*™
Porovnani strukturnich a katalytickych vlastnosti takovych
hybridnich ligandd umozni zhodnotit vliv jednotlivych
molekularnich ¢asti na prubé¢h katalytickych reakei.

PPh, CO,H

Fe Fe
Hdpf (S,)-HL

R)-HL
l Ik
/in/OMe
HN
PPh, @L PPhZ
@ PPh,

&g &

R = (S)-Me, (R)-Me, R = (S)-Me
(S)-CHMe,, (R)-CHMe,,
(S)-CH,Ph, (R)-CH,Ph

R = H, (S)-Me, (R)-Me,
(S)-CHMe,, (R)-CHMe,,
(S)-CH,Ph, (R)-CH,Ph

Schéma 1.

Tato prace vvznik!a za podpory GA UK (projekt ¢. 58009)
a grantu MSMT CR LC06070.
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ANALYZA SEKVENCNICH ZMEN V LDLR GENU:
oD MpTACl’ K ROZSAHLYM PRESTAVBAM
A ZPET

LUKAS TICHY, LUCIE DUSKOVA, PETRA
ZAPLETALOVA, LENKA KOPECKOVA, ONDREJ
LETOCHA a LENKA FAJKUSOVA

Fakultni nemocnice Brno, Centrum molekularni biologie
a genoveé terapie, Cernopolni 9, 613 00 Brno
ltichy@fnbrno

Mutace a prestavby v genu pro LDL receptor (LDLR)
jsou pfic¢inou familiarni hypercholesterolémie (FH). FH je
autosomalné dominantni dédicné onemocnéni charakterizo-
vané izolovanym zvySenim LDL cholesterolu v krvi
pacientl. Dlouhodobé zvySena hladina LDL cholesterolu

vkrvi  je  stézejnim  krokem v patofyziologickych
mechanismech  vedoucich  k ateroskleréze.  Frekvence
heterozygotti je 1/500, frekvence homozygoti nebo

slozenych heterozygott je udavana 1/1000000.

Gen pro LDL receptor je slozen z18 exonl
rozlozenych do 45 kb (chrom. 19p13 (cit."), mRNA 5,3 kb
(cit?). Do dnesniho dne je popsano vice jak 1000
sekven&nich variant® tohoto genu.

Vramei projektu MEDPED® se vyraznou mérou
podilime na vyhledavani pacientd, s mutaci v genu LDLR.
Celkem bylo v nasi populaci nalezeno 75 typt kauzalnich
sekvencnich zmén (z toho 18 dosud ve svété nepopsanych)
a 9 typu rozsahlych intragenovych piestaveb. U jednotlivych
intragenovych ptestaveb byly detailné charakterizovany body
zlomu a stanoven mechanismus jejich vzniku. V souboru
nasich pacienti byly jako mechanismy vzniku rozsahlych
deleci/duplikaci  identifikovany nealelickA homologni
rekombinace a nehomologni spojovani koncti. Druhy
jmenovany mechanismus nebyl u genu LDLR popsan.
Celkové bylo dosud analyzovano 1172 probandu, pfi¢emz u
453 byla nalezena kauzalni sekvenéni zména, u 719 pacient
nalezena nebyla.

V minulych letech byla DNA analyza genu LDLR
zalozena na piimé sekvenéni analyze jednotlivych exoni.
Timto  metodickym  pfistupem  byly  detegovany
jednonukleotidové zamény, malé delece, inzerce a duplikace.
Pro analyzu rozsdhlych prestaveb byla zavedena metoda
MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification).

Vzhledem k velkému mnozstvi analyz byla v roce 2009
molekularné geneticka analyza genu LDLR modifikovana
a ve spolupraci se spole¢nosti Asper Biotech Ltd. byl vyvinut
Cip zalozeny na technologii APEX (Arrayed Primer
Extension). Tento ¢ip umoziuje detekci 75 mutaci v genu
LDLR vyskytujicich se v ceské populaci a 75 mutaci
vyskytujicich se sveétsi frekvenci v dalSich svétovych
populacich.

Tato prdce vznikla za podpory grantu MSMT LC06023
a 2B08060.
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NOVA DIASTEREOSELEKTIVNA SYNTEZA
FENYLINDOLIZIDINOLOV

EVA T(’)THOVA’:, STE]:"AN Mz}RCHALiN, PETER
SAFAR a JOZEFINA ZUZIOVA

Oddelenie organickej chémie, Ustav organickej chémie,
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euka.tothova@gmail.com

Indolizidinovy skelet je sucastou velkého poctu
prirodnych zlu€enin, nachadzajicich sa v rastlinnej
a zivocisnej risi, vykazujicich Siroké spektrum biologickej
aktivity. Medzi uvedenymi zli¢eninami najvyznamnejSiu
skupinu predstavujii polyhydroxyindolizidiny, z ktorych
niektoré st velmi UCinnymi inhibitormi bunkovych
glykozidaz'.  Z prirodnych  polyhydroxyindolizidinovych
alkaloidov patria medzi najznamejSie kastanospermin,
swainsonin a lentiginozin. Zuvedenych zlucenin je
swainsonin prvym inhibitorom glykoproteinového typu
uspesne vyselektovanym ako potencialny liek proti rakovine.
Nepriaznivy vplyv na centralnu nervova ststavu a vysoké
naklady na jeho syntézu vSak v sicasnosti obmedzuju jeho
praktické vyuzitie™. Pozornost sa preto sistreduje na
analogy tychto alkaloidov s ekonomicky vyhodnou syntézou

a zaroven beZ Vedl a élc]l uC.llkO\/.
C(><
N

lentiginosine

HO

= OH
- N
OH'

castanospe rmine

T

T

"0
I

swainsonine

Schéma 1. Prirodné polyhydroxylované indolizidiny

Pretoze stadium vztahu medzi Struktirou a biologickou
aktivitou nie je u vyS$Sie spomenutych prirodnych latok
ukonCené, syntéza novych analdogov tychto zlucenin
stereodivergentnymi metodami zostava aktualnou vyzvou pre
organickych chemikov. Biologicka aktivita tychto derivatov
sa vyraznejSie meni prevazne v zavislosti od poctu, polohy
a stereochémie hydroxylovych skupin na indolizidinovom
skelete.

Nas synteticky pristup k substituovanym
indolizidinolom vyuziva interni asymetricku indukciu,
pricom chiralita sa v molekule indolizinu derivuje z vhodne
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zabudovaného stereogénneho centra z aminokyseliny.
Klacovym krokom vsyntéze cielovych zlucenin-7-
fenylindolizidin-8-olov je tandém diastercoselektivnych
redukcii  benzotieno[2,3-f]lindolizindiéonu:  karbonylovej
skupiny a tiofénového jadra*”.

Podarilo sa nam pripravit analég tyloforinu v 6-tich
krokoch s dobrym celkovym vytazkom (20 %) z lacnej
a lahko dostupnej L-glutamovej kyseliny a benzotiofén-2-
karbaldehydu.

o o]
Q\/'\/ + H H 6 steps 3
S H,N S I

HO,C
Schéma 2. Novy analég tyloforinu

Origindlna stratégia, zalozend na desulfurizacnom
procese benzotiofénového kruhu ako kIdcového kroku,
poskytuje jedinec¢nu cestu k zavedeniu fenylovej skupiny na
indolizinovy skelet. Zarovenn sa pravdepodobne jedna
o najpriamociarejSiu metédu pre syntézu 7-substituovanych
indolizidinolov, ktora umoziuje efektivny dizajn novych
substituovanych indolizidinov. V prvom kroku
pravdepodobne dochadza k cis-adicii atdmov vodika na
dvojita vézbu tiofénu. Zo stérickych doévodov je preferovana
adicia zkonvexnej strany molekuly. V pripade trans-

alkoholu vsak hydroxy skupina smerujuca na exo-stranu
molekuly ¢iastocne brani pristupu z tejto strany, v dosledku
¢oho sa vyrazne znizuje selektivita reakcie v porovnani s cis-
alkoholom. V d’alsom kroku prebieha redukcia karbonylovej
skupiny na hydroxy skupinu.

Schéma 3. Nové fenylindolizinoly: (i) NaBH, resp. L-Selectride, (ii)
LAH

Vsetky tieto derivaty si zasluzia S§irSiu pozornost,
pretoze predstavuju potencialne biologicky aktivne latky,
ktoré  patria do skupiny prirodnych alkaloidov.
Zosyntetizované zluceniny sa podrobili antimikrobialnym
testom na vybranych druhoch mikroorganizmov. Zistilo sa,
ze antimikrobidlna aktivita pripravenych indolizinovych
derivatov sa vyrazne meni v zavislosti od poctu, polohy
a stereochémie substituentov na indolizidinovom skelete.

Tato praca bola podporend Agenturou na podporu vyskumu
a vyvoja na zdaklade zmluvy ¢. APVV-0210-07 a VEGA MS
SR 1/0161/08.
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PRODUKCE FEROMONU A JEHO PERCEPCE
U Anastrephy fraterculus
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Anastrepha farterculus (Diptera; Tephritidae) je jednim z
nejvyznamngjSich  tropickych a  subtropickych — skadct
ovocnych plodt, podilejici se kazdorotné na rozsdhlych
Skodach ve svétovém zeméd¢lstvi. Tyto jihoamerické mouchy
z cCeledi vrtulovitych maji velice slozit¢ predkopulacni
chovani, kde vyznamnou roli hraji samci produkované
vizualni, chemické a akustické signaly. Namluvy zahrnuji
rizné typy pohybd téla, nohou a kiidel. Samci se
schromazd’uji v rojich na hostitelskych stromech a chovaji se
teritorialné.  Lakaji  samiCky viceslozkovym  tékavym
feromonem. Feromon je produkovéan slinnymi i rektalnimi
Jlazami a je posléze uvoliovan Gstnim a fitnim otvorem'.
Predchozimi analyzami feromonu byly identifikovany dva
monoterpeny limonen a 3-ocimen, tii izomery seskviterpenu o-
farnesenu, seskviterpeny B-bisabolen a a-bergamoten, kyselina
benzoova, nonanal, Cy-alkoholy, laktony anastrephin,
epianastrephin a suspensolid, a &tyfi alkyl pyraziny™>.

Nase studie prezentuje analyzu tékavych slozek
feromonu, pohlavné specifické rozdily v percepci feromonu a
produkci feromonu v zavislosti na staii a cirkadiannim rytmu.

Sexualn¢ zrali samci laboratorni kolonie Anastrephy
fraterculus (poskytnuté laboratofi FAO/IAEA, Seiberdorff,
Rakousko) byli pouziti pro sbér t€kavych slozek feromonu.
Latky byly zachyceny na sorbentu SuperQ, nasledné¢ vymyty
hexanem a analyzovany za pouziti plynové chromatografie ve
spojeni s elektroantenografickou detekci (GC-EAD; kolony
WAX a DB-1) a dvourozmérné plynové chromatografie s TOF
hmotnostné-spektrometrickou  detekci  (GCxGC-TOFMS).
Identifikovali jsme u samct i samic Sest antenaln¢ aktivnich
(4. na tykadlech) sloucenin, jmenovité (Z)-3-nonenol, (Z2)-
3,6-nonadien-1-ol, geranylaceton, (E,E)-a-farnesen,
suspensolid a epianastrephin. Pozorovali jsme pohlavné
specifické rozdily v percepci feromonu, samice byly vice
senzitivni k Cg-alkoholim neZ samci, citlivost na ostatni
antenalné aktivni slozky feromonu byla
u obou pohlavi srovnatelnd. Zavislost produkce feromonu na
stafi a cirkadidannim rytmu je nyni analyzovana.

Nase data prokéazala, Ze obé pohlavi jsou senzitivni k
sam¢imu feromonu, ale samice jsou vice senzitivni k (Z)-3-
nonenolu a (Z 2)-3,6-nonadien-1-olu. To naznacuje, ze latky,
vnimané stejné ob&éma pohlavimi pravdépodobné maji
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agregatni  funkci, zatimco latky vnimané rozdilné

zprostredkuji sexudlni komunikaci.
Tato prace vznikla za podpory grantu Z405595.
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ENANTIOSEL,EKTIVNi PRiPRA\{A PIPERIDIN-2-
ONU POMOCI ORGANOKATALYZY
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Vyzkum novych efektivnich reakei, které umoziuji
ptipravu  komplexnich molekul ze snadno dostupnych
vychozich latek je i nadale cilem fady védeckych pracovist.
Ackoli je odvétvi organické syntézy zvané organokatalyza
stale jesté ne plné rozvinuté, byly do soucasnosti publikovany
tisice organokatalytickych reakci'®. Rada znich se zabyva
syntézou cyklickych sloucenin obsahujicich pouze uhlikaty
skelet ¢i heterocyklickych sloucenin obsahujicich atomy N, O
a S. Nicméné pouze mald pozornost byla vénovana piipraveé
derivati piperidin-2-ont, které slouzi jako b&zné pouzivané
prekurzory pro syntézu biologicky aktivnich  latek
(polycyklické alkaloidy jako indol[2,3-a]chinolizidiny a
benz[a]chinolizidiny). S ohledem na odbornou literaturu se
naSe skupina zaméfila na pfipravu enantiomerné Cistych
derivati piperidin-2-ont’. Jak je naznaeno na schématu
pfislusné derivaty 3 byly pfipraveny v jednom reakénim kroku
s vysokymi vytéZky a enantioselektivitou.

N OH R?

N
o o “CORY
PG R2 - KOAc i
RloMN + "chHo
H CFCH,0H  HO” N Yo
1 2 rt !
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3
71-94%

dr 5:1
ee 90-99%
Jako ptiklad aplikace této nové metodiky bude v piispévku

diskutovana asymetrickou syntéza antidepresiva (-)—
Paroxetin.

Tato prdce vznikla za podpory granti MSM0021620857,
GACR (203/09/P193).
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EFEKT INHIBITORU HISTONOVYCH
DEACETYLAS NA ACETYLACI HISTONU,
METHYLACI DNA A EXPRESI GENU SMN

EVA ZAPLETALOVA™®, KRISTYNA STEHLIKOVA?,
MARIAN HLAVNA® a LENKA FAJKUSOVA®P

“Centrum molekuldarni bilogie a genové terapie, Interni
hematoonkologicka klinika FN Brno, Jihlavska 20, 625 00
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Spinalni svalova atrofie (SMA) je letalni autozomalné
recesivni neurodegenerativni onemocnéni s incidenci cca.
1:5600. Onemocnéni je zpisobeno defektem v genu Survival of
motor neuron 1 (SMNI). Kopie genu SMNI, gen SMN2, se od
SMNI 1i§i pouze v5 jednonukleotidovych zaménach.
Z genu SMN2 vznika pouze asi 10 % funkéni mRNA
a v zavislosti na poctu kopii v genomu piisobi SMN2 jako faktor
modifikujici fenotyp SMA.

V soucasné dob¢ byl prokazan pozitivni efekt 1écby SMA
pomoci inhibitorl histonovych deacetylas (HDACI). Tyto latky
mohou upravit expresi genu SMN2 ve prospéch vétsiho
mnozstvi funkéniho proteinu SMN. Cilem nasi studie bylo
analyzovat mechanismy u¢inku téchto 18kl pomoci i) studia
zmén metylacniho stavu DNA v promotorové oblasti genu
SMN2; i) studia zmén acetylace histontl v promotorové oblasti
genu SMN?2 a iii) studia zmén exprese genu SMN2 na Grovni
mRNA a proteinu po plsobeni inhibitori histonovych
deacetylas (VPA a M344).

U fibroblastovych tkanovych linii odvozenych od pacienti
s SMA bylo po plsobeni VPA a M344 zaznamenéno zvySeni
acetylace histonll v promotorové oblasti genu SMN primérné
Sestinasobné v oblasti okolo 1kB proti sméru transkripce a
ptiblizné¢ dvojnasobné v oblasti okolo 100 pb proti sméru
transkripce. Po pusobeni HDACi doslo ke snizeni metylace
promotoru genu SMN2 pfiblizné o 6 %. Signifikantni zvySeni
exprese genu SMN2 na Grovni mRNA ani na Grovni proteinu
nebylo zaznamenano.

Tato prdce vznikla za podpory grantu MSMT CR LC06023
a MSM00216224135.
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CHARAKTERIZACE VYPOTKU Z ASEPTICKY
SELHAVAJICICH TOTALNICH ENDOPROTEZ
KYCLI /KOLEN A JEJICH VLIV NA LIDSKE
OSTEOBLASTY

ADELA ZDAQILOVA”*, ALENA RA:INOCH,OVA
SVOBODOVA?, JITKA ULRICHOVA® a JIRI GALLO"

@ Ustav lékarské chemie a biochemie, Lékarskd Sfakulta
Univerzity Palackého Olomouc, Hnévotinska 3, 775 15
Olomouc; ® Ortopedicka klinika, FN Olomouc, 1. P. Paviova
6, 775 20 Olomouc

alfa.baba @seznam.cz

Totalni endoprotéza (TEP) kolenniho/kycelniho kloubu
pokrocCilych stadii  osteoartrézy kloubd. Nejéastéj$im
divodem selhdvani TEP je aseptické uvolnéni a peri-
proteticka osteolyza. Oba dva ptipady souvisi s uvolilovanim
polyethylenovych (PE) &astic z implantatu'. Otérem vzniklé
PE castice jsou fagocytovany okolnimi bunkami napi.
makrofagy, fibroblasty, osteoblasty, které poté produkuji
fadu signalnich molekul vedoucich k akumulaci prekurzort
osteoklastt a jejich dozravani na rozhrani kosti a implantatu.
Plsobeni signalnich molekul je komplexni, protoze souc¢asné
inhibuji indukci, dozravani a funkci osteoblasti. PE castice
zaroven stimuluji pseudosynovialni buiky ke zvySené
sekreci vypotku, ktery roznasi po kloubu PE ¢astice, signalni
molekuly a proteiny, které se podili na resorpci kosti.
Resorpce kosti v oblasti fixa¢niho rozhrani endoprotézy vede
az k aseptickému uvolnéni implantatu.

Cilem studie bylo stanovit hladiny vybranych markert
zanétu ve vypotcich odebranych pacientim se selhavajici
TEP kolen/kyc¢li, resp. stanovit vliv téchto vypotkd na
viabilitu lidskych osteoblastl (SaOS-2).

Pacienti byli rozdéleni do 4 skupin: I) bez TEP a bez
artrozy (n=2); II) bez TEP s artrozou (n=6); III) s funk¢nimi
TEP a minimalni osteolyzou (n=8) a IV) se selhavajicimi
TEP a osteolyzou (n=36).

Hypotéza: Predpokladali jsme, ze kloubni vypotky
pacientii skupiny IV budou obsahovat vyssi koncentrace
mediatord zanétu (TNF-a, IL-1B, IL-6), vyssi hladiny
RANKL a nizsi hladiny antiosteoklastickych molekul (OPG)
a budou vykazovat vyssi toxicitu vii¢i SaSO-2 v porovnani
s vypotky z ostatnich skupin.

Vysledky: Dle oc¢ekavani byla naméfena vyssi hladina
OPG ve skupiné III ve srovnani se skupinou IV a nizsi
hladina RANKL ve skupiné IV ve srovnani se skupinou III.
Naproti tomu nejvétsi mnozstvi IL-6 bylo ve skupiné II
nikoli ve skupiné IV. Hladiny prozanétlivych cytokinti TNF-
a a IL-1B byly stanoveny pouze ve skupiné IV; u ostatnich
skupin byly hodnoty pod limitem detekce. VétSina vypotka
ze skupiny IV snizovala viabilitu SaSO-2, ale tento ucinek
nebyl signifikantni v porovnani s vypotky z ostatnich skupin.

Vysledky studie nepoukazuji na vétsi toxické plisobeni
vypotkli ze selhavajicich kloubi na kultury lidskych
osteoblasttl.

Tato price vznikla za podpory grantu MSM 6198959216.
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