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Jak ddl v chemii?

Konci jedno stoleti a zacind dalsi a nejen to, konci sou-
Casnéi jedno tisicileti a chystdme se vkrocit do nového. Jak se
pFi této prileZitosti divaji chemici na budoucnost chemie?

Neddvno skonceny 52. sjezd chemickych spolecnosti
v Ceskych Budéjovicich si vzal za motto ,,Chemie pro tieti
tisicileti a trvale udrZitelny rozvoj*; my v Brné jsme skrom-
néjsi ve svych iivahdch: pro sjezd, ktery uspordddme v roce
2002 se chceme zamérit ,,jen* na pristi stoleti. Za téma jsme
si zvolili ,,Chemie novych materidlii pro 21. stoleti“. Do-
mnivdme se, Ze nové materidly jsou to, na co se chemici zamért
v pristich letech. Vychdzime totiZ z vyvoje v nékolika uply-
nulych letech — vznikla zcela novd oblast supramolekuldrni
chemie, kde jednotlivé molekuly, jako dily détské stavebni-
ce, slouzi ke konstrukci sloZitych molekuldrnich skeletii, ne-
bo oblast ,,micovitych* molekul fullerenii nebo ,,drdtovych*
a ,,rourovych* polymerii. Pri konstrukci a vyzkumu pouZiti
novych materidlii je nezbytnd spoluprdce chemikii s biology,
fyziky a matematiky; proto ocekdvdame bourlivy rozvoj inter-
disciplindrnich oborii.

Jednou z cest, kterou se moderni materidly spojuji na jedné
strané s chemii, na druhé se Zivymi systémy, je biomolekuldrni
chemie. Ta na zacdtku nového tisicileti vstupuje do nové ery,
v niZ znalost struktury a dynamiky a jejich vztahu k vnéjsim
makroskopickym projeviim zejména makromolekul umoZni
navrhovat nové materidly s novymi a prekvapujicimi vlast-
nostmi. K nim budou patvit ldtky se specidlnimi elektrickymi
a optickymi vilastnostmi, ale také materidly pouZitelné primo
v humdnni mediciné at jiZ jako podpiirné prostiedky anebo
primo prindghradé nékterych orgdnii. Klicové misto pri ndvrhu
takovych materidlit bude hrdt znalost atomdrni struktury a vy-
zkum jeji vazby na vlastnosti. Biomolekuldrni chemie se tak
stdvd jednou z bran, jimiz chemie vstupuje do Zivych systémii.
A to jednak modifikaci viastnich biologickych materidlii, pres
pripravu materidli vyuZitelnych v Zivych systémech, aZ po
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vyvoj léciv. Tady se propojuje syntetickd chemie s biochemi,
fyzikdlni chemii a molekuldrni biologii v roviné vyzkumu.
V priimyslové praxi pak nachdzi uplatnéni napr. ve farmacii
¢i vyrobé vhodnych materidli.

Spoluprdce s fyziky se tykd zejména termodynamiky a che-
mie novych materidlii. Termodynamika materidlii je védni
disciplinou, jejiz zdklady lezi zejména ve fyzikdlni chemii.
Jednim z hlavnich predmeétii, kterymi se zabyvd, jsou fdzové
transformace a fdazové diagramy cistych ldtek a jejich smési.
Tato disciplina se téZ dotykd déjii spojenych s nukleaci fdzi,
kinetikou a difiizi. Bez vypoctii a predikci fdazovych diagramii
se neobejde rada oborii véetné materidlového inZenyrstvi pri
navrhovdni novych progresivnich materidlii a technologit.

Mezi nové materidly patii i specidlni keramika; jeji kon-
strukéni vyuZiti (vysokoteplotni aplikace, letecky priimysl,
ipravy povrchii) zasahuje do oblasti fyziky, jeji biomedicinské
aplikace (napt. skeletdlni implantdty v lékarstvi) hranict s vé-
dami o Zivoté. Do oblasti vyzkumu novych materidlii patii také
syntéza tenkych organickych vrstev (ochrana materidlu, me-
dicindlni kompatibilita, membrdny, plynuly prechod vlastnosti
v kompozitech) a priprava jiZ zminénych nanostrukturnich
drdtii a trub.

Od nanotechnologii je jen maly kriicek k femtochemii, ke
studiu velmi krdtkodobych jevii na molekuldrni iirovni a ke
studiu vlastnosti jednotlivych izolovanych molekul. Zde se
uplatni hlavné nové pristrojové techniky a matematické po-
stupy, jejichZ rozvoj a rozsiteni se dd také predpoklddat.

Doufdme, Ze v pristim stoleti bude pojem ,,chemie* spo-
Jovdn s témito prinosy pro lidstvo a ne jak dosud jen s né-
kterymi negativnimi dopady zastaralych chemickych vyrob na
Zivotni prostredi.

Miroslav Holik
za pripravny vybor
54. sjezdu chemikii v Brné
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1. Uvod

Biogenni purinové bdze a jejich nukleosidy jsou v polo-
hach 2 a 6 substituovdny amino- nebo oxoskupinou, kterd se
ucastni tvorby vodikovych vazeb s komplementarni bazi po-
ptipadé s aktivnim mistem enzymu nebo receptoru. Substituci
téchto skupin je mozno pfipravit latky se Sirokym spektrem
biologické aktivity; napi. 6-(alkylamino)puriny (jako analogy
cytokininli) vykazuji antineoplastickou aktivitu, jejich nu-
kleosidy zase interaguji s adenosinovymi receptory atd.

Vyznamnou skupinou biologicky aktivnich purinovych
derivitt jsou N-(fosfonomethoxyalkyl)puriny, tzv. acyklické
analogy nukleotidii', vyvinuté v osmdesatych letech tymem
A. Holého. Tyto latky se vyznacuji protivirovou, cytostatic-

*  Predndska nositele Baderovy ceny za rok 1999, Liblice, 16. 11. 1999

kou, antiparazitickou a imunomodula¢ni aktivitou. Struktur-
né-aktivitni studie téchto latek ukaizala4’5, Ze pro zachovani
biologické aktivity je nutnd pfitomnost aminoskupiny v polo-
ze 2 nebo 6. Pozdéji se zjistilo, Ze vysoce biologicky aktivn{
jsou®? i nékteré 6-((di)alkylamino)purinové derivity.

Nahrazeni amino ¢i (alkylamino)skupiny u obou téchto
skupin ldtek C-substituentem mtize vést k vyfazeni z vodiko-
vych vazeb v pfipadé nefunkcionalizovaného C-substituentu,
popf. k mozné tvorbé vodikovych vazeb jiného typu v piipadé
funkcionalizovaného substituentu. Kromé toho takovéto C-
-substituované puriny nemohou byt katabolizovdny deami-
nasami a lze tudiz pfedpoklddat jejich vétsi biologickou sta-
bilitu.

2- a 6-C-substituované puriny byly diive obvykle pfipra-
vovany heterocyklizaci z pyrimidint ¢i imidazolli nebo foto-
chemickou radikdlovou substituci purinl"llo‘1 ! Heterocyklizac-
ni metody byly obvykle mnohastupniové syntézy s nizkymi
celkovymi vytézky, zatimco fotochemické metody byly znac-
né neselektivni. AZ v poslednich dvou dekdddch se s rozvojem
,cross-coupling™” reakci katalyzovanych komplexy piechod-
nych kovti zacaly vyvijet efektivni metody piimé C-substituce
halogenpurinti organokovy. Pro zavedeni riznych typu C-
-substituentd byva vyhodné pouziti riznych typ organoko-
vovych ¢inidel: arylmagnesiumhalogenidy'*" jsou vhodné
pro zavedeni nékterych jednoduchych arylt, stannany a orga-
nozine¢nata ¢inidla'*!” se pouzivaji zejména pro zavedeni
aryld, hetarylii a alkenylii, zatimco kupraty'®?° a trialkyl-
hliniky?! pro zavedeni alkylovych substituentd. K rozvoji této
metodologie vyrazné pfispéla i naSe laborator.

2. Acyklické analogy nukleotidi odvozené
od 2- a 6-(aminoalkyl)purini

Jak jizbylo zminéno v dvodu, pfitomnost 2- nebo 6-amino-,
popf. ((di)alkylamino)skupiny na purinovém jadie md ddleZi-
tou udlohu v biologické aktivité acyklickych analogl nukleo-
tidd. Informace o této tloze by mohly pfispét k porozuméni
mechanismu ucinku téchto latek. Pro studium tohoto feno-
ménu bylo navrzeno né€kolik typt modifikovanych analogii
téchto latek, které jsou charakterizovany nahrazenim (alkyl-
amino)skupiny (a) (aminomethyl)skupinou, kterd muze tvofit
analogické H-vazby, ale je bazictéjsi; (b) izosterni N-substi-
tuovanou 1-(aminoethyl)skupinou; (c) silné bazickou karbox-
amidinovou funkci; a kone¢né (d) rliznymi typy dusikatych
heterocykld.

2.1. Syntéza acyklickych nukleotidi
odvozenych od 2-(aminomethyl)purini

Byla vyvinuta origindlni metoda” pfipravy benzyloxykar-
bonylem (Cbz) chranénych 2-(aminomethyl)purinovych bazi

** Nemad Cesky ekvivalent; jde o tvorbu C-C vazby mezi dvéma riiznymi organickymi zbytky; bézné se tento termin pouZziva pro reakce orga-

nického elektrofilu s organokovem
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IIT heterocyklizaci derivati 4-aminoimidazol-5-karboxylové
kyseliny I s Cbz-chrdnénym aminoorthoacetitem vedouci
kvantitativné k imidatovym intermediatm /1, které byly bazic-
ky cyklizovany na puriny (schéma 1). Tato metoda umozZnila
efektivni piipravu chranénych 2-(aminomethyl)adeninu a 2-
-(aminomethyl)hypoxanthinu v multigramovém méfitku. Al-
kylace™ 2-(Cbz-aminomethyl)adeninu IV fosfonomethoxy-
alkyla¢nimi ¢inidly za pfitomnosti NaH probihala regiose-
lektivn€ za vzniku Zddanych N-9 substituovanych derivatd.
Analogickd alkylace 2-(aminomethyl)hypoxanthinu vSak byla
nedspésnd. Prislusné hypoxanthinové derivéty byly tedy pfi-
praveny oxodeaminaci derivatti adeninovych. Pouzitim jod(tri-
methyl)silanu byly soucasné odStépeny isopropylesterové
skupiny fosfondtu a Cbz skupina za vzniku pozadovanych
volnych fosfondta V.

2.2. Syntéza acyklickych nukleotidi
odvozenych od 6-(aminomethyl)purind
a purin-6-karboxamidint

K pripravé cilovych sloucenin byl navrzen postup vycha-
zejici z 6-kyanopurinovych bazi VIII. Tyto klicové latky byly
ziskdny zlepsenou metodou® spocivajici v reakci tetra-
hydropyran-2-yl (THP) chrdnénych 6-chlorpurinG VI s te-
traecthylamonium kyanidem za pfitomnosti 1,4-diazabicyclo-
[2,2,2]oktanu (DABCO) v acetonitrilu za pokojové teploty.
Piislusné chranéné 6-kyanopuriny VII byly ziskdny ve vyso-
kych vytézcich (schéma 2). THP skupiny téchto intermediata
byly kvantitativné odstepeny za mirnych podminek ionexem
v H* cyklu (Dowex 50X8) v methanolu. Takto byl snadno
ziskan 6-kyanopurin a 2-amino-6-kyanopurin v multigramo-
vych mnozstvich. Oba 6-kyanopuriny VIII byly potom selek-
tivné alkylovainyzs‘26 fosfonomethoxyalkyla¢nimi Cinidly za
pfitomnosti uhli¢itanu cesného za vzniku zZddanych N-9 sub-
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stituovanych 6-kyanopurinovych derivétt. Ty pak byly po-
drobeny katalytické hydrogenaci ndsledované reakci s brom-
(trimethyl)silanem (TMSBr) a poskytly cilové fosfondty 6-
-(aminomethyl)purinti IX. Ziskané chrdnéné 6-kyanopurinové
intermedidty byly také vyuzity k pfipravé 6-karboxamidinio-
purinovych derivéta X sledem reakci s methoxidem sodnym,
chloridem amonnym a TMSBr.

2.3. Syntéza acyklickych analogi
odvozenych od 6-(l-aminoethyl)purint
a 6-hetarylpurint

Stilleho reakce pfislusnych 6-chlorpurinovych fosfonati
Xla a Xlc s (1-ethoxyvinyDtributylstannanem poskytla 6-(1-
-ethoxyvinyl)puriny X/I, které byly nédsledné hydrolyzovany
na 6-acetylpuriny X/II (schéma 3). Reduktivni aminace téchto
latek pisobenim NaBH,CN za piitomnosti primdrnich a se-
kunddrnich amin hydrochloridi ndsledovand odchranénim
umoznila piipravu®’ série N-substituovanych 6-(1-amino-
ethyl)purinovych acyklickych nukleosidd XIV. Cross-coup-
ling reakce 6-jod-9-[2-(diethoxyfosforylmethoxy)ethyl]puri-
nu X7b s riznymi heteroarylstannany a heteroarylzine¢natymi
¢inidly za katalyzy Pd(PPh,), poskytly®® sérii 6-hetarylpurino-
vych derivdtd v dobrych vytézcich. Vysledné chrdanéné 6-
-hetarylpurinové meziprodukty byly standardnim zptisobem
deblokovdny na volné fosfondty XV.

2.4. Syntéza acyklickych analogt
nukleotidd odvozenych
od 2-amino-6-C-substituovanych
purini

Vzhledem k jiz zminované dulezité dloze aminoskupiny
v biologické aktivité této skupiny latek, byla dal§im logickym
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pokracovanim projektu systematicka priprava a studium pro-
tivirové aktivity 2-amino-6-C-substituovanych purinovych
derivata®. Byly studovény cross-coupling reakce 6-chlor- a 6-
-jodpurinovych derivatt XIc a XId s riznymi typy organokovi
(schéma 3). Chlorpurinovy derivdt XlIc reagoval s trialkyl-
hliniky a arylboronovymi kyselinami za vzniku pfislusnych
6-C-substituovanych produkti X VI, zatimco pro reakce s heta-
rylzinecnatymi Cinidly a hetarylstannany bylo nutno pouZzit
reaktivnéjsi 6-jodpurinovy derivdt XId. Perfluoralkylkupraty
generované in situ z perfluoralkylsiland pomoci KF a Cul
reagovaly s 6-jodpurinovym derivitem XId za vzniku 6-per-
fluoralkylpurint v nizkych vytézcich.

2.5. Biologickd aktivita pfipravenych
latek

Vsechny vySe uvedené acyklické nukleotidy byly testo-
vany na protivirovou aktivitu. Ukdzalo se, Ze pouze latky
nesouci funkcionalizovany C-substituent (aminomethyl, hyd-

M = Cu, ZnX, B(OH),, SnBuj
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roxyethyl, heptafluorpropyl) v poloze 6 a soucasné ami-
noskupinu v poloze 2 si ¢dste¢né zachovdvaji biologickou
aktivitu. Definitivn{ strukturné aktivitni zdvéry z tohoto stdle
jesté probihajiciho projektu vSak bude mozno ucinit az v bu-
doucnu v kontextu s rozsdhlymi sériemi biologicky aktiv-
nich acyklickych analogti nukleotidi pfipravenych ve skupiné
A. Holého.

3. Rozvoj metodiky cross-coupling reakci purini
a syntéza 6-C-substituovanych purinovych
bazi a nukleosidi

Kromé vySe uvedenych metod, zaméfenych na syntézu
acyklickych analogi nukleotidt jako potencidlnich protiviro-
vych latek, byl nasim cilem také obecny rozvoj metodiky
cross-coupling reakei halogenpurind s organokovy a pouZiti
této metodiky pro syntézu 6-C-substituovanych purinovych
badzi a nukleosidu cilenych pifedevsim na moznou antineoplas-
tickou aktivitu.

3.

1. Syntéza 6-(perfluoralkyl)purint

a jejich alkylace a glykosidace

Byla vyvinuta originalni metoda®® perfluoralkylace 6-jod-
purini XVIT pouzitim perfluoralkyl(trimethyl)silani za pfi-
tomnosti Cul a KF (schéma 4). Vlastnim perfluoralkyla¢nim
¢inidlem je in situ vytvoreny perfluoralkyl kuprat. Tato meto-
da je velmi efektivni zejména pro trifluormethylaci 6-jod-
purinovych derivatd. Trifluormethylace 2-amino-6-jodpurint
a perfluoralkylace vyssimi perfluoralkylsilany probihd s niz-
$imi vytézky. Touto metodou byla ptipravena série 6-(trifluor-
methyl)- a 6-(heptafluorpropyl)purinovych bézi, nukleosidi
a acyklickych nukleotidt XVIII. U vSech pfipravenych ldtek
byla testovdna biologicka aktivita. Zatimco u 9-(B-D-ribofura-
nosyl)-6-(trifluormethyl)purinu byla nalezena vyznamnd cy-
tostatickd aktivita (IC5, = 0,45-2,5 pumol.I'") proti n&kolika
bunécnym kulturdm lidskych nddori a leukémifi, ostatni ldtky
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byly inaktivni. Proto se jevilo zajimavé pripravit sérii riznych
nukleosidli a acyklickych nukleosidi odvozenych od 6-(tri-
fluormethyl)purinu X7X. Tato baze vySe zminénou metodou

dostupnd v multigramovém mnoZstvi, slouZila jako vychozi

latka pro alkylaéni a glykosylaéni reakce. Tyto reakce pro-
bihaly regio- a stereoselektivné za vzniku pouze N-9 substitu-
ovanych derivdtd a f-anomerti v piipadé nukleosidi. Takto
byla pfipravena31 série: 9-(B-D-ribofuranosyl)-, 9-(2-deoxy-[3-
-D-ribofuranosyl)-, 9-(B-D-arabinofuranosyl)-, 2,3-dihydroxy-
propyl- a (2-hydroxyethyl)oxymethylderivatt 6-(trifluorome-
thyl)purinu XX. Prekvapivé, kromé jiz zminéného ribonu-
kleosidu, ostatni derivdty byly inaktivni, coz svéd¢i o velmi
uzké strukturni specificité cytostatické aktivity této skupiny
latek.

3.2. Suzuki-Miyaurova reakce
6-halogenpurinli s boronovymi
kyselinami a syntéza a biologickd
aktivita 6-fenylpurint

Ve spoluprici s tymem D. Dvotdka byla vyvinuta ori-
gindlni metoda® 6-C-substituce purinti aplikaci Suzuki-Mi-
yaurovy reakce 6-halogenpurini s boronovymi kyselinami.
Tato velmi pouzivand reakce dosud nebyla nikdy uspésné
aplikovdna v chemii purind. Optimalizaci byly nalezeny dvoje
reak¢ni podminky, za nichz reakce probihd riznym zptsobem.
Pouziti bezvodych podminek v toluenu je velmi vhodné k re-
akeim fenylboronovych kyselin nesoucich elektroneutrdlni,
elektrondonorni nebo slabé elektronakceptorni substituenty,
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zatimco pouziti vodnych podminek je vhodné k reakcim alke-
nylboronovych kyselin a fenylboronovych kyselin nesoucich
elektronakceptorni substituent. Za bezvodych podminek byla
pouzitim série komercné dostugnych substituovanych fenyl-
boronovych kyselin pfipravena’ velkd fada substituovanych
6-fenylpurinovych bdzi XX1II a nukleosidi XXVI (schéma 5).

Substituované 6-fenyl-9-(B-D-ribofuranosyl)puriny XX VI (Y =
H) vykazovaly vyznamnou cytostatickou aktivitu in vitro (ICy,
= 0,25-10 umol.I'"). Studie dalsich specificky substituova-
nych derivatd tohoto typu teprve probihaji.

4. Zavér

Byly vyvinuty efektivni metody piipravy 2- a 6-C-substi-
tuovanych purinovych derivati a aplikovdny pro piipravu
purinovych bdzi, nukleosidii a acyklickych analogti nukleo-
tidd. Zatimco u pfipravenych acyklickych analogi nukleotidd
byly nalezeny pouze margindlni protivirové aktivity u néko-
lika ldtek, mezi pripravenymi nukleosidy byla objevena nova
skupina latek s vyznamnou cytostatickou aktivitou — 6-fenyl-
purinové ribonukleosidy. Systematické studium ve vSech zmi-
novanych oblastech stale pokracuje.
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1. Uvod

Rozvoj jaderné fyziky umoznil nejen piipravit celou fadu
radioaktivnich nuklidi od ptfevazné vétsiny prvki vyskytu-
jicich se v ptirodé ve formé stabilnich izotopd, ale oteviel
i cestu k pfipravé a zkoumdni vlastnosti prvki s atomovymi
Cisly vy$8imi nez 92 (4j. lezicich za uranem). Uplatnily se zde
zejména pokroky v technice urychlovani tézkych jadernych
projektili a manipulace s energetickymi iontovymi svazky,
ddle pak spektroskopie jaderného zdfeni i poznatky o vnitin{
struktufe a stabilité¢ atomovych jader. Pionyrskou roli v tomto
sméru sehrély price amerického chemika Glenna Seaborga',
ktery ma vyznamné zdsluhy zejména o postupné vytvareni
novych transuranovych prvkl. Seaborg zemfel v tinoru 1999
a tento referdt je vénovdn jeho pamadtce.

Navdzeme na c¢ldnek, ktery jsme o supertézkych prvcich
pro Chemické listy? napsali pfed vice nez Gtvrt stoletim a ktery
nyni doplnime o nejnovéjsi poznatky, a Ctendii piiblizime
soucasny stav oboru. Aby byl vyklad pfistupny i pro chemi-
ky, kterym je tato oblast pon¢kud vzdélenéjsi, zopakujeme

vvvvvv

atomovych jader.

2. Vyskyt a stabilita nuklida

Z prvka bézné se vyskytujicich v pifrodé md nejvyssi
protonové &islo (Z=92) uran, jehoz izotopy **°U a ***U vznikly
ve vesmiru primordidlni nukleogenezi patrné pfi vybuchu
supernov a zachovaly se na Zemi (jsou radioaktivni) diky
dlouhym polo¢astim rozpadu (7.10° a4,5.10” Iet). Podobné zde
od dob ptvodni nukleogeneze pieZzivaji velmi dlouhodobé
izotopy, napf. “°K, ¥’Rb, *’Sm. Cel4 fada pomérné dlouhodo-
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lidd zde vznikla az druhotné jadernymi reakcemi vyvolanymi
neutrony kosmického zateni napi. “*’Np a **Pu v uranovych
hornindch nebo "“C a *H v ovzdusi Zemé.

Prakticky od vSech prvkid se dodnes podarilo pfipravit
radioaktivni izotopy uméle bombardovanim stabilnich ter-
¢ovych jader vhodnymi jadernymi stfelami, predevS§im neu-
trony. Soubor v pfirodé se vyskytujicich stabilnich i uméle
vytvofenych nuklidd 1ze nejlépe zndzornit v soufadnicich
protonovych (Z) a neutronovych cisel (N) jak to ukazuje3
obr. 1. Zde je 273 stabilnich nuklidi vyznaceno ¢ernymi ¢tve-
recky a tvofi jakousi pdter soustavy. K ni zespodu priléhd
mnoZzina uméle pfipravenych nestabilnich nuklidd, které maji
(oproti stabilnim nukliddm) vys$§i polty neutrond v jadre.
U nich dochdzi k nitrojadernym pfeménam neutrond v protony
(za soucasné emise elektronu) a k snizovani poméru N/Z tak,
aby odpovidal oblasti stability. Podobné v nestabilnich jadrech
lezicich nad oblasti stability probihd iprava N/Z nitrojadernou
pfeménou protonu v neutron spojenou s emisi pozitronu nebo
elektronovym zdchytem piip. i jinymi procesy (zdfeni alfa).
Hodnoty poméru N/Z jsou u lehkych stabilnich jader blizké
jednicce, u tézsich stabilnich jader se tento pomér blizi 3/2.
Takové pomérné ostré vymezeni oblasti jaderné stability je
vysledkem pisobeni pfitazlivych jadernych sil pdsobicich
mezi protony i neutrony a coulombickych odpudivych sil mezi
protony. Vyznaceny zde jsou i tzv. ,Cdry pretékdni* (drip
lines) definované jako nejleh¢i a nejtézsi izotopy urcitého
prvku, v nichZ posledni nukleon jiz neni vdzdn a jadro se
rozpadd v Case krat§im nez 10725 (coz je hodnota srovnatelnd
s dobou prtiletu nizkoenergetického protonu jadrem).

3. Struktura atomovych jader

Je zndmo, ze dhrnnd energie vazby vsech nukleond v ji-
drech roste s jejich po¢tem nukleonid a dosahuje u tézkych
jader az 2 GeV. Stfedni vazebna energie nukleonu (celkovd

82 protonové ¢dry
pretékdni -
z 1"HMWMM
50

& mmﬂmmwwmﬂf -

™ peutronové

28 PRI
20 Cdry pretékdni

8 i)
28 2028 50 82 126

N

Obr. 1. Znazornéni stabilnich a velmi dlouhodobych nuklidii na-
chdzejicich se v piirodé (Cerné Ctverecky) a uméle piipravenych
radioaktivnich nuklidd (Sedd plocha)v soufadnicich protonovych (Z)
a neutronovych (N) ¢isel
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energie vazby délend poctem nukleont) vykazuje zdvislost na
hmotnostnim ¢islu, kterou 1ze objasnit pomoci kapkového
modelu jddra. Ten je zaloZen na urcité analogii mezi cho-
vanim molekul v kapalné fazi a chovdnim ,,jaderné kapaliny*
tvofené nukleony, mezi nimiz pdsobi jadernd pfitazlivost.
Pomoci této predstavy lze dobie vysvétlit napt. trhani , kapek
jaderné tekutiny“ pfi Stépenf jader.

Je zfejmé, Ze celkovd vazebnd energie jadra urcuje jeho
stabilitu, kterou Ize vyjadfovat pomoci pfislusného parcidlni-
ho polocasu napt. spontanniho Sté€peni. Bylo zji$téno, Ze zv14st
pevné vizand a tedy stabilni jsou napf. jadra “He, '°0, *’Ca
a obecné pak jddra, jejichz protonova a neutronova ¢isla na-
byvaji hodnot 2, 8, 20, 28, 82, 126 (pro neutrony), kterd se
nazyvaji ¢isly magickymi. To jsou poéty protond a neutront,

120
z

100

80

60

180
N

80 100 120 140 160

Obr. 2. Rozdéleni experimentalné stanovenych slupkovych korek-
¢nich energii (velikost korekce je zndzornéna velikosti ¢tverecku) a hod-
not predpovidanych pro oblast supertézkych nuklidé® (v obdelnicku)

1
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u nichz podle slupkového modelu jddra je dokonceno obsazo-
vani jadernych slupek (v analogii s obsazovdnim elektrono-
vych slupek u atomii). Jednocdsticovy slupkovy model jadra
rozpracovany zejména Goepertovou-Meyerovou a Jensenem®*
vysvétluje magicka Cisla a nékteré jiné vlastnosti jader inter-
akci jednotlivych nukleond se silovym polem vytvdfenym
ostatnimi nukleony. JestliZze jadro obsahuje sudy pocet proto-
nd a neutrond (sudo-sudé jadro), vyskytuji se v ném jen zapl-
néné energetické podhladiny, protoze kazdd hladina muze
obsahovat dvé ¢dstice (s opacnymi spiny). Takova jadra jsou
stabilni a jejich vyskyt pievazuje, zatimco licho-lichd jadra
jsou spise vyjimkou.

ky obou piedeslych modeld a uvazuje i mozZnost kmitdn{
a deformace jader v dtisledku jejich rotace.

K hlubsimu objasnéni systematiky jaderné stability, napf.
zvySené stability jader s uzavienymi jak protonovymi tak
neutronovymi slupkami (tak zvand dvojndsobné magickd ja-
dra) zavedl Strutinsky’ v roce 1967 pojem slupkové korekéni
energie. Podle né¢j predstavuje slupkova korekce malou od-
chylku (zvySujici vazebnou energii) oproti stejnomérnému
rozdéleni hladin jednocasticového modelu a tato odchylka se
pouziva ke korekci energii vypoctenych podle kapkového
modelu. Jeji hodnoty lze stanovit na podkladé hmotnostniho
ubytku jddra a pro oblast hypotetickych supertézkych jader
teoreticky predpovédét. Rozlozeni hodnot slupkovych ko-
rekénich energii pro oblast tézkych a supertézkych prvki
ukazuje ndzorné obr. 2. Zde je jasné patrnd oblast se zvySenou
stabilitou zejména u dvojndsobné magickych jader charakteri-
zovanych zfejmé dal$im magickym protonovym cislem Z =
114 a magickym neutronovym c¢islem N = 184. Podle né-
kterych autord lezi oblast se zvySenou stabilitou az u jader se
Z=126aN=1%.

H He
1 2 13 14 15 16 17 2
Li | Be B|C|N]|]O|F]|Ne
3 4 5 6 7 8 9 10
Na | Mg Al|Si| P [ S |Cl|Ar
11 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
K|Ca|Sc|Ti|V [Cr|Mn|Fe|Co|[Ni|[Cu|Zn|Ga|Ge|As| Se|Br|Kr
19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
Rb|[Sr| Y [Zr [Nb|Mo|Tc |Ru|[Rh|Pd|[Ag|Cd|In |[Sn|Sb|Te| I |Xe
37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54
Cs|Ba|La'|Hf [ Ta | W |[Re|Os| Ir | Pt | Au Hg | T1 | Pb | Bi | Po | At | Rn
55 56 57 72 73 74 75 76 71 78 79 80 81 82 83 84 85 86
Fr | Ra | Ac'| Rf [Db | Sg | Bh | Hs | Mt [110|111]112
87 88 89 | 104 105 106 107 108 109 110 111 112
b=
: Pa
I U P 92U Np -
% |, |Am Cm| Bk | Cf | Es [Fm |Md| No | Lr
95 96 97 98 929 100 101 102 103
i» Ce | Pr |[Nd |Pm|Sm|Eu|Gd|Tb|Dy|Ho| Er [Tm|Yb|Lu
58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71

Obr. 3. Periodicka tabulka prvk, + aktinidy, * lantanidy
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Tabulka I
Posloupnost dosud pfipravenych transfermiovych a supertézkych prvka

Z Nazev Rok objevu Misto objevu® Reakce vzniku® Citace
101 Mendelevium, Md 1955-58 Berkeley 23Eg (*He, n ) 2Md
102 Nobelium, No 1958-65 Dubna 28Am (PN, 4n) *No
103 Lawrencium, Lr 1961-71 Berkeley, Dubna 295 Cm (IO'UB, Xn) 28 r
104 Rutherfordium, Rf 1964-69 Dubna 2t (12C, 4n) PRE 9
105 Dubnium, Db 1968-70 Dubna 253Am (PNe, 4n) *'Db
106 Seaborgium, Sg 1974 Berkeley, Livermore 29¢t (180, 4n) 29sg
107 Bohrium, Bh 1981 GSI, Darmstadt 2098 (*Cr, 1n)***Bh 15
108 Hassium, Hs 1984 GSI, Darmstadt 203py, (58Fe, In) 265H 16
109 Meitnerium, Mt 1982 GSI, Darmstadt 2098 (°®Fe, 1n) 2°°Mt 17
110 1994 GSI, Darmstadt 298pp (N1, 1n) 2°110 18
111 1994 GSI, Darmstadt 20985 (%N, 1n) 111 19
112 1996 GSI, Darmstadt 208py ("9Zn, 1n) 277112 20
114 1999 Dubna 24py (%Ca, 3n) 2’114 23
116 1999 Berkeley 293118 rozpadem alfa na 116 24
118 1999 Berkeley 298pp (3K, 1n) 2°118 24

? Berkeley — Lawrence Berkeley National Laboratory, California; Livermore — Lawrence Livermore National Laboratory,
California; Dubna — Spojeny tstav jaderného vyzkumu, Rusko; GSI — Gesellschaft fiir Schwerionenforschung, Darmstadt, SRN,
® jaderné reakce jsou uvedeny ve schématu: teréové jadro (stiela, lehky produkt) t&7ky produkt

4. Transuranové a blizké transfermiové prvky

Snahy pfipravit nové prvky z oblasti za stdvajicim koncem
periodické tabulky (obr. 3) byly pivodné motivovany touhou
poznat jejich vlastnosti a zafadit je do soustavy prvku. Jak se
vSak ukdzalo, sehrély jiz prvni pfipravené transurany velmi
vyznamnou roli v rozvoji jaderné energetiky a jadernych
zbrani, dal$i transurany pak nalezly praktické uplatnéni jako
zdroje zdieni alfa pro standardiza¢ni icely, neutronové zdroje,
statické eliminatory, radioizotopové zdroje elektiiny aj. Usili
pripravit supertézké prvky bylo pak Ziveno potfebou provéfit
naSe poznatky o jaderné stabilité, reakénich mechanismech
vedoucich ke vzniku malo stabilnich tézkych jader a zejména
pak hypotézy o predpoklddané existenci ostrivku (nebo os-
trivki) jaderné stability.

K pokustim o pfipravu prvki s protonovymi a atomovymi
Cisly vysSimi, neZ maji nejtézsi pfirodni prvky, bylo nejprve
vyuzito jadernych reakci zdchytu neutrond. Byl to vlastné
postup, ktery objevil Fermi, kdyZ studoval zdchyt neutronti na
jadrech **'T1. Slozen4 jadra 2*°TI jsou nestabilni a jejich sta-
bilita se obnovuje pfeménou beta, kterou se méni na jadra
s protonovym ¢islem o jednotku vy$$im — tedy na jadra 8pp,
Tohoto postupu bylo, jak zndmo, vyuZzito téz pfi priprave
prvnich transuranovych prvkid — neptunia 239 a plutonia 239,
a opakovanim reakce zachytu neutronu na dfive pfipravenych
nizSich transuranech (jako ter€ovych jadrech) i k ziskanf trans-
urant dalSich az po fermium (se Z = 100) Ddle postupovat
touto cestou mozné nebylo, protozZe zZddny z izotopti fermia se
nepifeménuje rozpadem beta.

K syntéze daliich prvki za hranici fermia®® pak bylo
vyuzito zejména jadernych reakci vyvolanych bombardové-
nim nejtézsich, v té dobé dostupnych nuklidi ¢asticemi alfa
a urychlenymi lehkymi jadry (**C, N, *0, *Ne). Piiklady
takovychto syntéz transfermiovych prvki se Z = 101 az 106
jsou uvedeny na prvnich fddcich v tab. I spolu s ¢asovym
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udajem a pracovisti védeckych tymd, kterym byla priorita
objevu novych prvki pfiznana. (Zde jsme se pridrzeli ndzord
vyslovenych v piehledném ¢lanku'® a zavérd specializované
komise ITUPAC.) Dodnes bylo pfipraveno vice izotopd trans-
fermiovych prvki navic k tém, které jsou jako piiklady uve-
deny v tabulce.

Pii zkoumadni vlastnosti téchto prvki bylo zjisténo, Ze
s rostoucim Z se snizuji parcidlni polocasy jejich spontanniho
Stépeni, jak je to zndzornéno na obr. 4. Podobné se snizuji

10"
T, s
1012
~ 100t
8
100 p 1r
+ [ lden
107 b 1 hod
= 1 min
10 1s
- 1 ms
10"
— 1us

Np Am Bk Es Md Lr 106 109

Obr. 4. Zavislost polocasii spontanniho 7 §tépeni nejdlouhodobéj-
Sich izotopi prvki na protonovém ¢isle Z (pro prvky se Z v rozmezi
94 az 109)
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i polocasy jejich pfemén alfa a to ukazuje na jejich mensi
stabilitu, jak to ostatné vyplyvd i z predstavy kapkového
modelu jddra. Tato skutecnost je dilezitd nejen z hlediska
teoretickych tvah, ale md to i urcité praktické dusledky pfi
piipravé a identifikaci t€zkych a supertézkych prvki. Zname-
nd to, ze u prvki se stdle vy$$im Z mdame stdle méné Casu
k dispozici k provedeni separace a identifikace nového prvku.
Zatimco v oblasti prvnich transfermiovych prvki pii tom lze
vyuzit jesté riznych rychlych chemickych reakei ke stanoven{
jejich vlastnosti, v oblasti supertézkych prvki, kde polocasy
rozpadu prvki jsou fadové v sekunddch az desetindch mili-
sekundy, jsou separace a identifikace proveditelné jen fyzikal-
nimi postupy, které jsou bliZze vysvétleny v dalSich odstavcich.
Chemické techniky separace a identifikace stopovych mnoz-
stvi (Casto jen desitky nebo stovky atomti) novych prvki daly
vznik specidlni védni oblasti, o jejiZ rozvoj se zaslouzil ze-
jména I. Zvara'®. Informace o nich lze ziskat v souborné pra-
ci'l. Jako piiklad uvedme pionyrské studie chemickych vlast-
nosti rutherfordia, které ukdzaly, Ze se tento prvek chova jako
transaktinid (md podobné vlastnosti jako zirkonium a hafni-
um) a patii do 4. skupiny periodické tabulky (viz obr. 3, akti-
nidovd fada konéi u lawrencia). U seaborgia, jehoZ izotopy
265 a266 maji sekundové polocasy, bylo mozno pomoci chemic-
kych postupti dokdzat, Ze tento prvek je hexavalentni a fadi se
do 6. skupiny periodické soustavy. Predpokladd se, ze prvky
106 az 112 dopliuji ptechodovou fadu 6d a zafazuji se do sku-
pin 6 az 12 periodické soustavy jako homology prvka W az Hg.

5. Ke brehiim ostriivku stability

Jaderné reakce vedouci ke vzniku dal§i skupiny novych
tézkych prvkd, zalozené na bombardovani pomérné lehkymi
jadry, se oznacuji jako ,,horka fiize, protoZe pfi nich vznikaji
produkty (sloZzend jadra) se znacnou vnitini excitaci (kolem
50 MeV) a deexcituji emisi nékolika neutrond, coz nezddou-
cim zplisobem ubird na hmotnosti posléze vytvoreného jadra.

V roce 1975 upozornil Oganessian se spolupracovniky'?
na to, ze nezadouci excitaci pfi fuznich reakcich lze omezit,
kdyz se jako tercového %'édra pouZzije dvojndsobné magického
298pp (nebo sousedniho “*’Bi) a jako stiel stiedné t&zkych jader
(napi. >°Ti nebo 'Cr) a energie se voli tak, aby pravé jen
dostacovala k piekondni{ fuzni bariery. K urcité excitaci zde
sice nutné rovnéz dochdzi, ale ta je vyrazné niz$i (méné nez
20 MeV) nez v piipadé horké fiize a k deexcitaci stac¢i emise
jediného neutronu. Tento typ reakce se oznacuje jako ,,studend
fize*. To co zbude z fiizniho produktu po deexcita¢nim vypa-
feni neutronu (nukleontl) se oznacuje jako odparkovy zbytek
(EVR, evaporation residue) a v tomto piipadé zachovava
vysokou hmotnost'>!*

Této cesty uspésné vyuzili pracovnici GSI (Gesellschaft
fur Schwerionenforschung) a v pomérné kratké dobé (1981—
86) se jim podafilo pripravit postupné Sest dal$ich prvku,
jejiclt;i2 rotonova cisla se jiz blizila magickému ¢islu Z =114
(cit.”™" (g

Priprava supertézkych prvki cestou studené flize tézkych
jader ma urcité vyhody u syntézy jader s Z vétSim nez 106.
PopiSme nyni stru¢né, jak probihd napf. fiize tercového jadra
208pp § jadrem stiely %Ni, zndzornénd na obr. 5. Pfi vzdjemném
priblizovani ob¢ jddra nejprve ptekonavaji vzdjemné odpuzo-
vani a pronikaji fizni bariérou, danou tzv. Bassovym poten-
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cidlem®, ktery lze odvodit z pfedstav kapkového modelu ji-
dra. V dalsi fazi pak ob€ jadra postupné splyvaji pti zachovan{
struktury ter¢ového jadra 298pp a konednd po deexcitaci emisi
neutronu vznikd jadro—produkt, kterému v naslednému roz-
padu brani jeho Stépnd bariéra. To je rozloZeni potencidlu
braniciho podle kapkového modelu kritickému protazeni jadra
a jeho transformaci na (obvykle dvé) mensi jadra. Pro vznik
supertézkého slozeného jddra je kriticky okamzik, kdy se pii
vzdjemné srazce obé jadra dotknou a kdy dochdzi k presunu
nukleonti (nebo jejich par) mezi orbity obou partnert. V uve-
deném piikladu fize jader je tato vzddlenost 14 femtometrd,
protonovd podslupka v jidru olova h, , je obsazena a protony
piechdzeji z obsazeného orbitu £, niklu do volné orbit 2pod-
slupky hy,, olova a vznikd deformovany fiizni produkt 2110,
ktery md excitacni energii pouze 10,2 MeV.

Na vysledné stabilité jadra se podili rizné faktory. V ob-
lasti prvkd se Z mezi 80 a 90 napi. spontdnni $t€peni neni
vyznamnou slozkou rozpadu a teprve u Z vys$sich nez 90 se
stdva vyraznou formou rozpadu. To souvisi s relativnim sni-
Zovanim S$tépné bariéry podle piedstav kapkového modelu
jadra. U jader se Z vyssim nez 100 se kone¢né zacinaji uplatiiovat
i slupkové korekce, které zde jsou srovnatelné s vyskou st€pné
bariéry. V oblasti supertézkych prvki (které jsou prave timto
definovany) o stabilité plné rozhoduji slupkové korekce a to
jak v pripadech deformovanych, tak kulové symetrickych jader.

Podivejme se jest¢ jednou na vrstevnicovou mapu slup-
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Obr. 5. Faze priblizeni jader pri kterém nastava mezi nimi pi‘esun
nukleont a vznika deformované slozené jadro supertézkého prv-
ku 110

120
Zz
110
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Obr. 6. Pomoci vrstevnic se stejnou trovni slupkovych korekénich
energii (v MeV) zndzornéna ,,krajina““ v oblasti velmi tézkych
a supertézkych nuklida
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kovych korekei tézkych a supertézkych jader22 zndzornénou
na obr. 6. Zde se ndm zleva jevi obraz mirné se svaZujici
krajiny, kterd prechdzi do dvou plochych rybnickid (to je
obrdceny obraz ostriivkl stability). Jejich stfedy odpovidaji
pro deformovand jadra zhruba soufadnicim Z= 108 a N = 162
a pro jadra kuloveé symetrickd Z = 114 a N = 184. Za zminku
stoji pfipomenout, Ze vazebnd energie napf. olova je z divodu
slupkové korekce o 11 MeV vétsi nez jakou bychom ocekdvali
u nestrukturované kapicky jaderného materidlu se stejnym
poctem protond a neutron.

K tomu, aby bylo mozné prokdzat vznik nového prvku, je
tieba ovSem pfipravit alespoint nékolik jeho atomd, takZe zd-
vaznd je i otdzka vytézku piislusné produkéni jaderné reakce,
ktery zdvisi pfedev§im na jejim ic¢inném praiezu. Obecné jsou
produkéni d¢inné prifezy vzniku superetézkych jader horkou
i studenou fuzi velmi nizké — fadu nano (nb) az pikobarnu (pb),
(1 barn=10**cm?). Pro vznik jader se Zkolem 106 jsou ti¢inné
prufezy horkych fuznich reakci o vice nez jeden fad nizsi nez
u studenych fuzi, ale i zde klesaji ucinné prifezy pfi zvySeni
Z o jednotku o soucinitel 5. Excitacni funkce téchto reakci
(zéavislosti u¢innych prifezl na energii) jsou velmi tzké a pro-
to je nastaveni energie stfel velmi kritické.

6. Technika pripravy a prukazu supertézkych
prvku

JiZ jsme naznacili, Ze k uspéSné syntéze supertézkych
prvki je tfeba nejen vybrat nejvhodnéjsi reakéni cestu, ale
splnit fadu naro¢nych experimentalnich podminek. K realizaci
af jiz horké nebo studené fize jader je zapotiebi urychlovace,
ktery poskytuje svazky stiel (izotopicky separovand jadra)
stiedné tézkych prvka s energii 200 az 450 MeV a tokem Cdstic
fadové 10'% za sekundu. Pfi tom je tieba, aby energie Cdstic
byla ostfe vymezena a na zvolené energii udrzovana ve stabil-
nim reZimu po dobu az nékolika tydnd. Takovymi urychlovaci
jsou vybaveny jen nékteré laboratote a tak pouze nékolik mélo
tymu (uvedenych napf. na konci tab. I ) mize rozvijet prace
v tomto sméru. K témto pracim lze vyuzivat jak urychlovaci
linedarniho tak kruhového (cyklotronového) typu.

Dalsi kritickou soucdsti zafizenti je oblast tercového ohnis-
ka, odkud je tfeba nové vytvorené atomy vyclenit k provedeni
piimych méfeni fyzikalnich nebo chemickych charakteristik,
coz piimo v ohnisku neni mozné. Transport téchto atomd

magnet

tercové odchyleny

svazek

svazek

Obr. 7. Zarizeni pro separaci a identifikaci supertézkych prvki
SHIP %4
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z ter¢ové oblasti 1ze uskutecnit napiiklad mechanicky, nebo
k tomu lze vyuZzit vlastni kinetické energie, se kterou tyto
atomy vznikaji.

Prikladem prvého zptisobu je technika heliové trysky, kde
atomy nové vytvofenych prvkd vznikaji ve velmi tenkém
ter¢iku a kdyz ho s vlastni kinetickou energii opusti, jsou
zabrzdény v plynném heliu a jeho proudem odnaseny dlouhou
trubici a kone¢né deponovdny na povrchu otocného kola.
Takto separovand aktivita se po ur¢ité dobé presune pod
polovodicové detektory a zde se zméii energie jimi emitova-
nych paprski alfa nebo St€pnych trosek.

Ponékud odlisnd je technika rotujictho kola, pfi které je
tenkd vrstva ter¢ového materidlu nanesena na pldstovém povr-
chu rotujictho vdlce, na néjz v urcitém misté tangencidlné
dopada svazek stiel. Pfi otaceni vélce jsou v tercové oblasti
vytvofené nové atomy velmi rychle prendseny do blizkosti
stopovych detektori (slidové desticky), ve kterych se registuji
Stépné stopy vyzarené pfi rychle probihajicim spontdnnim
Stépeni. Vyhodou této techniky je vysoka dcinnost registrace
stop (pomér poctu zaznamenanych stop k poctu ¢dstic vyzare-
nych), nevyhodou je, Ze se neziskaji informace o energii
vyzafovanych ¢éstic alfa.

V posledni dobé se nejvice pouzivd zaiizeni, ve kterych se
k oddéleni nové vytvorenych jader od ostatnich parazitnich
produktt jadernych reakcf a teréikem prolétlych stiel vyuziva
jejich vlastni kinetické energie, se kterou opoustéji tercik. To
se uskutecniuje ve vakuovych neb plynem pfi nizkém tlaku
plnénych komordach pomoci elektrickych neb magnetickych
separdtort. Jako piiklad je na obr. 7 zndzornéno zatizeni SHIP
(Separator for Heavy Ion Reaction Products) zkonstruovaného
v laboratofi GSI v Darmstadtu, kterého bylo v postupné zdoko-
nalované formé pouzito pti objevu prvkia 107 az 112.

Svazek urychlenych iontd (stiel) zde dopadd ve vakuu na
rotujici teréik tvoreny uhlikovou folii 50 mg.cm™, na niZ je
nanesena tenkd vrstva tercového materidlu, napf. olova. Zde
vznikld supertézkad jadra jsou od ostatnich reak¢nich produktti
asvazku stiel, které prolétly teréikem, oddélena za letu pomoci
elektrického a magnetického rychlostniho filtru. Castice od-
povidajici hmotnostnimi a rychlostnimi charakteristikami su-
pertézZkym prvkim jsou pak zavedeny do vlastni analytické
¢asti pfistroje.

V této Cdsti zafizeni Cdstice nejprve prolétnou dvéma
spektrometry, kde na zdkladé doby prtiletu je stanovena presné
jejich energie a dopadaji pak na povrch polovodicového kre-
mikového detektoru, do kterého se naimplantuji. Tyto (pozi¢-
né citlivé) detektory maji specidlni délenou strukturu, pomoci
niz lze urcit do které cdsti jadro dopadlo a ovSem i presnou
dobu a energii s niz se implantace uskutecnila. Emise Cdstic
alfa a prip. Stépnych trosek z oblasti jednotlivych naimplanto-
vanych novych atom je pak energeticky i Casové analyzovdna
pomoci dalsi soustavy kifemikovych detektord a pomoci ger-
maniovych detektord méfena i energie privodného zéieni
gama a rentgenového.

7. Prvky 114,116, 118

Rok 1999 byl velmi bohaty na piirtistky do rodiny su-
pertézkych prvka a prinesl i nékterd prekvapeni. V lednu
tohoto roku ozndmili pracovnici z Dubny, Ze se jim podaftilo
ve spolupraci s livermorskym pracovistém prokazat vznik
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Obr. 8. Sekvence rozpadi alfa u dvou uméle vytvorenych jader prvku 118 (tinik znaci, Ze pouze dst energie Céstice alfa se zaznamenala v

detektoru, CN znaci slozené jadro)

zatim jediného atomu prvku 114. Pfi téchto experimentech
nebylo pouzito klasického schématu studené fize, ale jako
tercovych jader aktinidu 24py a jako stfely pomérné lehkého
*Ca. Zaznamy z detektord, které monitorovaly tento experi-
ment, byly interpretovany jako vznik atomu prvku **°114,
ktery po dobé zivota asi 30 s prodélal postupné sekvenci tif
rozpadl alfa a spontdnniho $tépeni. BohuZel pfi tom atom
prochézel transformaci pres dosud nezndmé nuklidy, takze
objev prvku 114 bude tieba verifikovat vytvorenim dal$ich
atomd. Doba Zivota 30 s naznaCuje zvySenou stabilitu i kdyz
u zdstupcd ostrivku stability byly ocekdvany doby Zivota
vyrazné delsi.

Bylo-li ozndmenf o objevu prvku 114 timto typem syntézy
urcitym prekvapenim, tim vétsi pozornost vyvolala koncem
Cervence 1999 zprdva, Ze se berkeleyské skupiné podafilo
vytvofit podle klasického schématu studené fiize tfi atomy
prvku 118. Podle dosavadnich zkuSenosti s touto reakci (sni-
Zovani uc¢inného prifezu s rostoucim Z) sotva bylo mozno
ocekdvat, ze by tento prvek vznikal s dcinnym prifezem
vy$8§im nez 0,01 pikobarnu a sotva by byl na stdvajicich
zafizenich zjistitelny. Smolanczuk®, pracujici s berkeleyskou
skupinou vsak upozornil na to, Ze by pfi pouZiti dvojnasobné
magickych teréovych jader *®Pb bombardovanych svazkem
455 MeV stiel tvofenych magickym *°Kr, (dosud nejt&7si
jadrem pouzitym jako stiely) se teoreticky daly ocekavat
vyrazné zvySené ucinné prifezy pro vznik prvku 118. Ber-
keleyska skupina tedy vyuzila pravé dokonceného plynem
plnéného separdtoru iontd (nutného k oddéleni nové vytvire-
nych atomt od ostatnich c¢astic ) k experimentu, kdy po
jedendct dnti bombardovali ter¢ik olova kryptonovymi ionty
z 88 palcového cyklotronu a v zdznamech detektorti, do kte-
rych se eluzivni jadra implantovala, patrali po signdlech, které
b9y mohly odpovidat 118 prvku. Nasli tfi takové piipady vzniku
#3118 a viechny tyto atomy se béhem velmi kritké doby
sekvenci Sesti pfemén alfa postupné transformovaly az na
2698g (viz obr. 8). Nutné béhem této sekvence muselo dojit
k vytvofeni i dal§iho supertézkého prvku 116 a to izotopu
29116. 7 poctu vytvorenych atomt a podminek pti bombar-
dovani se dalo odvodit, Ze produkéni u¢inny prifez vzniku
prvku 118 reakci uvedenou v posledni fadce tab. I byl 2,2
(+2,6-0,8) pikobarn, coz bylo sice méné, nez predpovidal
Smolanczuk®, ale vice nez hodnota, na kterou ukazovala
pesimistickd extrapolace.
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I kdyz se tedy jiz podatilo vytvorit prvky s protonovymi
Cisly odpovidajicimi poloze predpoklddaného ostrivku stabi-
lity, nemaji dosud pfipravné izotopy nijak vyrazné dlouhé
polocasy. To je zfejmé ddno tim, Ze jejich neutronovd cisla
jsou nizkd (az o 8 jednotek u izotopu **114) oproti pii-
sluSnému neutronovému magickému cislu N = 184. K tomu
aby se podafilo vytvofit izotopy lezici blize stfedu ostrivku
stability by bylo tfeba pouZit jako reakénich partnert (tedy
terciku a stiely) jader vice bohatych na neutrony. Takova jadra
existuji, ale jsou radioaktivni. Tak naptiklad misto dlouho-
dobého **Pu by se dalo uvazovat o pouZiti izotopu ***Pu, ktery
vSak md polocas 11 dnl a jen velmi obtiZzné by se z néj
realizoval terc¢ik, ktery by vydrzel nékolikatydenni bombardo-
véani. Podobné by z hlediska neutronové bohatosti bylo vy-
hodné pouziti jako stiel jader “°Kr, kterd maji viak polo&as jen
nékolik sekund a realizovat z nich dostate¢né vydatny svazek
k bombardovani je zatim technicky nemoZné.

Ceho 7e se tedy v redlné dobé zatim mizeme dockat?
Predevsim jisté bude v dalSich laboratofich provéfovdna cesta
pouzitd v Dubné k piipravé prvku 114. V Berkeley se chystaji
svazkem *°Kr bombardovat misto olova blizké jadro 209Bi, coz
by mélo vést ke vzniku prvku 119. Ke stejnému prvku by méla
vést studend fize jader ®®Pb s jadrem *’Rb. Bude se patrné
hledat i odpovéd na otdazku, zda stied ostrivku stability lez{
u Z = 114, nebo spise u Z = 120, nebo dokonce az u Z = 126.
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C. Jech (J. Heyrovsky Institute of Physical Chemistry,

Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague): Prepa-
ration and Stability of Superheavy Elements
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1. Uvod

Vlastnosti miceldrnych systémov v poslednych rokoch
nasli uplatnenie v analytickej chémii na zlepSenie alebo na-
vrhnutie novych metdéd analyzy.

Vdaka mikroheterogenite Struktiry, micelotvorné roztoky
interaguju selektivnym sposobom s molekulami rozdielnych
vlastnosti. Ich velkd schopnost skoncentrovat Siroku Skédlu
analytov v miceldch, rychle ustdlenie distribu¢nej rovnovahy
a zlepSenie analytickych parametrov detekcie vyrazne zvySuje
citlivost a selektivitu analytického stanovenia'.

Jednou z charakteristickych vlastnosti a velkou prednos-
tou miceldrnych systémov je ich solubilizacnd schopnost,
ktord umoziuje rozpustit aj latky vo vode nerozpustné, ¢o je
vyuzitelné pre priame ddvkovanie komplexnych vzoriek do
hydrodynamickych systémov, napriklad: vysokoucinnej kva-
palinovej chromatografie> (HPLC), miceldrnej elektrokinetic-
kej chromatografie3 (MEKC) a prietokovej injek¢nej anallyzy4
(FIA).

V biologickej a biochemickej laboratérnej praxi sa uz
ustdlilo pouZzivanie tenzidov na solubilizdciu biologickych
membran a pre rozpustanie membranovych zloziek® ',

V poslednych rokoch poskytli micelotvorné systémy, vda-
ka svojej solubilizacnej schopnosti, nové alternativne moznos-
ti uplatnenia sa ako ndhrada za vodno-organické rozpustadla
pouzivané na izoldciu a skoncentrovanie analytov zo vzoriek
zivotného prostredia. Ich vyuzitie v analytickej chémii zahfiia
Siroku Skdlu aplikdcii od extrakcie i6nov kovov vo forme

cheldtov kovov!>?, a7 po skoncentrovanie organickych polu-
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tantov z environmentdlnych vzoriek (ako je to uvedené v dal-
Som prehlade).

Povrchovo aktivne latky (tenzidy) su netoxické, neprcha-
vé, nehorlavé a menej nebezpecné ako konvecné organické
rozpustadld. Pouzitie tenzidov s vlastnostami blizkymi prirod-
nym materidlom napomdha tieZ riesit problém s odpadmi ich
jednoduchou a lahkou biodegraddciou?'. Vyhody a nevyhody
pouzitia micelotvornych systémov v réznych oblastiach ana-
lytickej chémie boli popisané viacerymi autormi*>>*,

2. Extrakcia s vyuzitim teploty zikalu
micelarnych roztokov (CPE)

Separdcia a skoncentrovanie analytov zo vzoriek pred
samotnym stanovenim je nepostrddatelnym krokom environ-
mentdlnej stopovej analyzy. Na dipravu vzoriek pred analyzou
sa najcCastejsie pouzivajui extrakcia v systéme kvapalina—kva-
palina a extrakcia v systéme tuhd fiza—kvapalina (SPE).

V poslednych rokoch st castejSie ako predtym publiko-
vané prace, ktoré popisuju vyuzivanie miceldrnych roztokov
tvorenych z jedného alebo zmesi neutrdlnych tenzidov (nei6-
novych® resp. amfotérnych?) na izoldciu a skoncentrovanie
analytov zo vzoriek?" %, Najcastejsie pouzivanou metédou je
extrakcia s vyuzitim teploty zdkalu miceldrnych roztokov
(Cloud-Point Extraction — CPE)*; kde miceldrny izotropny
roztok, zahrievany nad urcitu teplotu, ktord je charakteristickd
pre kazdy tenzid, sa zrazu stdva zakalenym ndsledkom pres-
kupenia micelotvornych zloziek a vzniku dalSej fazy. Pricina
tohto javu je v spdsobe interakcie vody, napriklad s poly-
etylénglykoléterovymi skupinami neiénovych tenzidov®' ale-
bo i6novymi skupinami amfotérnych tenzidov®>. Po vzniku
dvoch fdz a po urcitej dobe, ktord sa moze skrdtit centrifu-
gdciou, su ziskané dve vodné fazy: jedna obohatend tenzi-
dom a druhd faza obsahujica koncentraciu tenzidu nizsiu ako
kritickd koncentrdcia vzniku miciel (CMC)30. Experimentdl-
na schéma CPE je zndzornend na obr. 1. Odlisnd selektivita,

Tenzid

pri teplote
zékalu

i’%a T

Obr. 1. Experimentalna schéma CPE: A — vodny roztok obsahujtici
analyty; B — vodny miceldrny roztok, v ktorom su analyty solubilizo-
vané neiénovym tenzidom; C — separdcia a vznik dvoch fiz; D —
odobratie skoncentrovanych analytov z fazy obohatenej tenzidom.
Pozndamka: aktudlne rozvrstvenie miceldrnych faz zavisi od konkrét-
nych experimentilnych podmienok
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ako pri extrakcii v systéme kvapalina—kvapalina a jednodu-
chd manipuldcia s teplotou dovoluje rychlo ziskat dve fazy.
Zlozky vzorky vritane analytov sa podla svojich vlastnost{
a chemickej Struktiry distribuuju prednostne do jednej alebo
druhej miceldrnej fazy s koncentracnym faktorom g)orovna—
telnym s extrakciou v systéme kvapalina—kvapalina®. Napri-
klad pri pouziti neiénogénnych tenzidov sa obycajne nepo-
larne a malo polarne analyty koncentruju vo faze obohatenej
tenzidom.

Tabulka I
Zédkladné charakteristiky najpouzivanejSich neiénovych ten-
zidov pre CPE

Tenzid Teplota zdkalu CMC Lit.
[°C] [mmol.I""]

Triton X-100 64-65 0,17-0,30 55,56,57
Triton X-114 23-25 0,2-0,35 57,58
PONPE-7,5 5-20 0,085 59
PONPE-10 62-65 0,07-0,085 60
Genapol X-080 42 0,05 29
CiE, 10,6 5,9-7,5 61,62,63
C,E, 19-21 0,6-0,8 62
C,E, (Brij-30)  2-7 0,02-0,06 56,62,64

14E6 3542 0,01 10
Igepal CO-630  48-52 - 12

Tabulka II

Referaty

Zdkladné charakteristiky najpouzivanej$ich neiénovych
tenzidov pre CPE st uvedené v tabulke L.
Na velkost koncentra¢ného faktora (K,) aextracny vytazok
(R) CPE pri pouziti neiénovych tenzidov ma vplyv:
- dizka alkylového retazca neiénového tenzidu,
— pritomnost aromatickej skupiny (fenylénovd skupina
apod.),
— pocet jeho etylénoxidovych jednotiek,
— koncentricia tenzidu,
— pridavok soli (napr. Na,SO,, NaCl a pod.) resp. orga-
nického modifikdtora (napr. etanol),
— trvanie ustalovania rovnovahy,
— dalSie (napr. teplota a kombinécie uz uvedenych faktorov).
V praxi je preto potrebné optimalizovat jednotlivé pre-
menné s ohladom na pozadované paramentre tpravy vzorky
a vlastnosti matrice*>***>

3. CPE organickych polutantov

CPE metodda sa dd aplikovat na izolaciu a skoncentrovanie
biologickych vzoriek (biosepardcia , solubilizicia membrén),
iénov kovov a organickych 2polutantov (pesticidy, aromatické
uhlovodiky, fenoly a pod.)***®. Uspesnost CPE je porovnatel-
nd, a v niektorych pripadoch aj lepsia ako pri konvencnej
extrakcii v systéme kvapalina—kvapalina aj kvoli Castokrdt
vyssej citlivosti detekcie (fluorimetrickej, potenciometrickej
apod.) analytov nachddzajicich sa priamo vo fdze obohatenej
tenzidom®?.

Priklady pouzitia CPE pri Uprave vzoriek pre environmentdlnu analyzu organickych polutantov

Extrahované Matrica Pouzity tenzid Poznamky Lit.

zliceniny a podmienky

PCB voda Triton X-100, 71 °C; GC-ECD?* 9%R =94-116 37

PAH voda a drevo Triton X-114, 40 °C; HPLC-F K;=15-70 47
%R =94-100

PAH, PCDD® Tudské sérum Triton X-100, 50 °C; HPLC-UV %R =100 (PAH) 48

PAH, ftality a PCDD" Tudské sérum

%R = 85-98 (PCDD)

Genapol X-080 46 “C/CEC-UV 52

Organofosforové rie¢na voda Triton X-114, 40 °C; HPLC-ED K;=40 42,43
pesticidy 9R = 85-100
Napropamid (NP), vodny roztok Genapol X-080, 75 °C; F K;=56 (NP), 17 (TB); 39,40
Thiabendazol (TB) a poda %R =76 (NP), 22 (TB)
Fungicidy rie¢na voda Triton X-114, 40 °C; HPLC — ED K;=15; 41
PR > 75
Triazinové voda Triton X-114, 40 °C; CE - UV K;=7-42; 51
herbicidy PR =93-106
Fulvo a huminové rie¢na voda Triton X-100, 90 °C; IP - HPLC-UV K;=13,5; 46
kyseliny PR =78
Atrazin vodny roztok Triton X-100, 72,5 °C; ELISA® K;=42,1 53
Chlorofenoly (CF), vodny roztok C4E;, 55 °C (CF) C4E,, 36 °C (CA); K;=20-50; 33
4-chloroanilin (CA) HPLC-UV %R = 87,1-99,9 (CF)
%R =170 (CA)
Hydroxyaromadty farby Triton X-114, 40 °C; HPLC-UV %R = 86-106 54

* ECD — detektor elektrénového zachytu, ® PCDD - polychlorované dibenzo-p-dioxiny, © ELISA — analyza s enzymom

naviazanym na immunosorbent, tj. protildtku
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Extrakény systém CPE je zlozeny zo systému vodnej
fazy obsahujuicej nizku koncentrdciu rozpusteného tenzidu
a vysoko hydratovanej tenzidom obohatenej fdzy, preto su
podmienky uplnej nemieSatelnosti tychto dvoch fdz splnené
len zriedka. Hodnoty rozdelovacich koeficientov lipofilnych
latok v miceldrnych roztokoch si obycajne nizsie ako pri
tradi¢nych vodno-organickych rozpustadlovych systémoch.
CPE je efektivnejsia pre roztoky neidénovych latok. Extra-
hovazrgé mozu byt tiez idnové a idnogénne hydrofébne zlice-
niny™.

Vybrané priklady pouzitia CPE pri tprave organickych
polutantov (fungicidy, pesticidy, aromatické aminy atd.) sd
uvedené v tabulke II.

CPE aplikovand pri analyze polychlérovanych bifenylov
(PCB) vo vzorkéch odpadovych vod umoznila zvysif extrak-
¢ny vytazok na dvojndsobok oproti extrakcii v systéme kva-
palina—kvapalina. Pre odpadovi vodu sa vytazky pre jednot-
livé izoméry PCB pri CPE pohybovali v rozmedzi 81 % az
103 %, zatial ¢o pri pouZiti extrakcie hexdnom sa pohybovali
v rozmedzi 32 % az 51 %. Naproti tomu CPE a extrakcia
ultracistej vody so Standardnym pridavkom PCB hexanom
poskytovali porovnatelné extrakéné vytazky 94 % az 116 % .
Navyse emulzia, ktorej tvorba bola ¢asto pozorovand pocas
extrakcie v systéme kvapalina—kvapalina, sa pri pouziti CPE
nevytvirala®’. Vysoké extrakéné vytazky PCB (= 90 %) a kon-
cetracny faktor (= 35) sa dosiahli aj pri pouZziti CPE vodnej
vzorky pomocou tetraetylénglykol-monododecyléteru (Brij-
-30) anéslednej analyze PCB metédou HPLC s fluorescecnym
detektorom™®.

CPE je vhodnd aj pri uprave vzoriek pre stanovovanie
pesticidov, fungicidov a herbicidov***. Uspesne bol pouzity
Genapol X-080 pri extrahovani napropamidu a thiabendazolu
z vodnej a pddnej matrice’*° a Triton X-114 pri izoldcii
a skoncentrovani imidovych fungicidov zo vzorky riecnej vo-
dy‘”, resp. skoncentrovani organofosforovych pesticidov s na-
slednym stanovenim HPLC s elektrochemickou detekciou***,

Pomocou CPE boli uspesné extrahované fulvokyseliny
resp. huminové kyseliny zo vzorky vody. Pri nizkom pH bola
dosiahnutd extrakénd vytaznost 80 % pre fulvokyseliny a 96 %
pre huminové kyseliny pri koncentra¢nom faktore 13,5. Hu-
minové latky boli stanovené i6n-parovacou HPLC s fotomet-
rickou detekciou v ultrafialovej oblasti spektra®.

Dalsou zaujimavou aplikiciou je skladovanie vodnych
vzoriek pred analyzou v miceldrnych roztokoch. Miceldrne
prostredie zabranuje ibytku hydrofébnych organickych ana-
lytov pocas skladovania spdsobeného nizsou sorpciou na ste-
ndch pouzivanych nddob resp. zniZzenim interakcif s organic-
kymi zlozkami (huminové litky) matric (podne sedimenty)
a tak stipa extrak&ny vytazok analytov*’*%. Pri pouziti vhod-
ného neiénového tenzidu mozu byt tieto icinky priamo kom-
binované s CPE. Napriklad pri stanoveni polyaromatickych
uhlovodikov (PAH) s pouzitim Triton X-114 ako neiénového
tenzidu boli dosiahnuté extrakéné vyt’aik‘y PAH z roztoku
huminovych kyselin vysgie ako 97 % (cit.*’).

CPE bola tispesne overend aj ako technika tpravy vzoriek
zivotného prostredia pred ich analyzou takymi separacnymi
technikami, ako si HPLC*~%, kajpilérna elektroforéza®! (CE),
kapildrna elektrochromatografia®® (CEC) a plynova chroma-
tografia®’ (GC). Velkou vyhodou CPE v tomto pripade je
moznost priameho ddvkovania vzoriek do spomenutych sys-
témov.
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4. Zaver

CPE je slubne rozvijajicou a atraktivnou technikou pre
upravu vzoriek zivotného prostredia v stcastnosti aplikova-
nou hlavne pri analyze nepolarnych ekotoxickych analytov.
Zv14st pritazlivymi ¢rtami je kompatibilita CPE s HPLC, CE,
CEC, MEKC a GC umoziujica v mnohych pripadoch priame
a potencidlne aj velkoobjemové ddvkovanie. Do budtcnosti
je mozné ocakdvat kombinovanie pristupov CPE a SPE, ako
aj vyuzivanie selektivne funkcionalizovanych tenzidov pre
ucely udpravy komplexnych matric a analyzy Sirokej Skdly
analytov.

Tdto prdca vznikla za financénej podpory VEGA MS a SAV
v rdmci projektov ¢. 1/4198/97, ¢. 1/6222/99 a USA — Slovak
Science and Technology Program Award No: 007-95.
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The article reviews recent developments and applications
of the cloud-point extraction (CPE), a new promising and
fast-developing technique of pretreatment of environmental
samples. This approach has been recently used especially in
the analysis of nonpolar to medium-polar ecotoxic analytes
present in aqueous samples. CPE is mainly used for analysis
of multicomponent residues in combination with high-perfor-
mance separation techniques such as GC, HPLC, CE, CEC,
and micellar electrokinetic chromatography.
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1. Uvod

S chiralitou se setkdme u vice neZ poloviny uZzivanych
1éciv. Ze skupiny syntetickych chirdlnich 1é¢iv je vice nez
80 % 1éciv vyrdbéno a predepisovdno ve formé racematu,
tj. ekvimoldrnich smési enantiomerti. Obvykle pouze jeden
z izomerl vykazuje zadouct terapeutické i¢inky a druhy mus{
byt povazovdn za tzv. izomerni balast. Nezddouci izomery
mohou interagovat s odlisnymi receptory nebo enzymy a vést
ke vzniku rozdilnych metaboliti a nezddoucich vedlejsich
ucinkt ¢i toxicité 1é¢iva nebo ,,pouze” zatéZuji organismus
vstupem neaktivni latky.

Prestoze existence stereoizomerie u chemickych sloucenin
byla pozndna pied vice nez 100 lety, v klinické farmakologii
a toxikologii byla doneddvna tématem zcela opomijenym.
Teprve v poloviné 80. let zacali odbornici uvazovat nejednot-
ny charakter chirdlnich 1éCiv a na racemat léCiva, ktery je
nejcastéjSim pripadem chirdlniho léCiva, pohlizet jako na smés
dvou ldtek, které se v chirdlnim prostiedi Zivych organismd
chovaji rozdilné'%. Byla vyvolana §iroka diskuse o stereose-
lektivité¢ farmakokinetickych a farmakodynamickych vlast-
nosti 1é¢iv a o nutnosti opustit ve farmakologickych studiich
nestereoselektivni analytické metody, které nedovedou rozli-
Sovat mezi enantiomery'. Intenzivni diskuse v&dct a farma-
ceutickych vyrobcti se ucastnily i 1ékové regulacni agentury
a zac¢dtkem 90. let formulovaly svd stanoviska k problematice
,enantiomer vs. racemat®, orientovand ve prospéch enantio-
merné& &istych 16&iv>.

Stimulem pro studium farmakologickych vlastnosti enan-
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tiomerl chirdlnich 1é¢iv a vyvoj enantiomerné Cistych 1é¢iv
byl soucasné i mohutny rozvoj technik syntézy a izolace
enantiomerd a stereoselektivni analytické metodologie.

Pod vlivem striktn{ politiky 1ékovych agentur roste v sou-
Casné dobé pocet 1éCiv vyvinutych a vyrdbénych ve formé
Cistych enantiomert. U takovych 1é¢iv se nezddouci enantio-
mery fadi mezi ostatni organické necistoty léCiva a jako takové
by mély byt také limitovdny a kontrolovany.

2. Cistota léciv

Cistota neni exaktnim pojmem. Je vzdy ddna pouZitou
analytickou technikou a je tedy zdvisld na dosaZzeném rozvoji
analytické metodologie, pficemz absolutni Cistoty nemuze byt
dosazeno. Vsechna léciva nutné obsahuji necistoty a Cistota
1éCiv a farmaceutickych piipravkd je proto stdle predmétem
dalsiho studia a nikdy nekonciciho zlepSovani zkousSek a zpfis-
novani kritérii.

Zamétime-li se pouze na chemické necistoty 1éCiv (opo-
mijejice napt. mikrobiologickou ¢istotu), mizeme rozdélit
necistoty u 1é¢iv a farmaceutickych pripravki na necistoty
organické, anorganické a zbytkovd rozpoustédla. Organické
necistoty zahrnuji latky obsazené jiz v materidlu pouzitém pro
vyrobu léciva, latky vznikajici jako vedlejs$i produkty nebo
meziprodukty pfi vyrobé a degradacni produkty.

Mezi tyto organické necistoty je nutno fadit i nezadouci
stereoizomery pfitomné v enantiomerné Cistych lIécivech.

Ptipustné hladiny organickych necistot v 1é¢ivech jsou
dany ptfedevsim jejich toxicitou, ddle dostupnosti a finan¢ni
ndkladnosti syntézy 1éc¢iva, analytickymi moznostmi a v ne-
posledni fad€ i zpGsobem a dobou uZzivdni a maximdlnimi
dennimi ddvkami lé¢iva. Neddvno prijatd mezindrodni harmo-
nizaéni smérnice® pozaduje, aby viechny necistoty vyskytujici
se v mnozstvi nad 0,1 % byly identifikovdny a limitovdny
a aby byla ovéfena jejich biologickd bezpecnost v toxikolo-
gickych studiich. U zvlasté toxickych nebo farmakologicky
ucinnych necistot mtize byt uvedeny limit jesté niZsi.

Enantiomerni necistoty vSak byly z této smérnice vynaty
a pro jejich obsah zatim plati jen doporuceni obsazené v novejsi
smérnici pro specifikaci 1é¢iv’, zabyvajici se souborem zkou-
Sek, analytickych postupt a vhodnych kritérii u novych synte-
tickych1éciv. V ¢ésti o specifickych zkouskach je doporuceno,
aby se i k enantiomernim, pfipadné diastereomernim necisto-
tam pristupovalo stejné jako k organickym necistotdm a jejich
obsah byl limitovdn a kontrolovdn podle zdsad smérnice pro
necistoty v 1écivech®, pokud tomu nebran{ technickd omezeni.

3. Stanoveni enantiomerni Cistoty

Klasickou metodou pro stanoveni enantiomernich necistot
je polarimetrie neboli méfeni optické otacivosti (v tomto pfi-
padé mizeme pro Cistotu pouzit termin optickd Cistota). Je to
metoda univerzdlni a jednoduchad, ale zdroven mdlo selektivn{
a Casto nedostatecné citlivd a presnd, vyZaduje znalost specifické
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optické otdcivosti Cistého enantiomeru a nevyhodou miize byt
i ndrocnost na mnozstvi vzorku potfebné pro stanoveni.

Z neseparac¢nich metod ziskdvd v posledni dobé na vy-
znamu NMR spektroskopie, kterd je obecné metodou achiraln{
a pro rozliSeni enantiomert vyuzivd bud nepiimé metody
s derivatizaci chirdlnimi ¢inidly nebo metody pifmé s chirdl-
nimi solvata¢nimi ¢i posuvovymi Cinidly”.

Nejsirsiho pouziti v§ak doznaly v poslednich dvou deka-
ddch enantioselektivni separacni metody. Jsou zaloZeny bud
na pifimych separacich, probihajicich v chirdlnim systému
nebo na separacich nepiimych, které probihaji v achirdlnim
systému, ale vlastni separaci pfediazuji derivatizaci chirdlnim
¢inidlem. Z této velké skupiny modernich metod se pfi separa-
cich a stanovenich enantiomert 16¢iv nejispés$néji a nejhojnéji
uplatituji metody HPLC’'?a kapildrni elektroforézy (CE)'*16,

HPLC metodologie ddvd v soucasné dobé prednost pfi-
mym separacim na chirdlnich staciondrnich fdzich (CSP),
jejichz vybeér je velice pestry9’17‘19a je stale obohacovan vyvo-
jem CSP s novymi chirdlnimi selektory.

U CE metodologie je nejcastéji pouzivanou enantiose-
lektivni technikou pfiddvani chirdlniho selektoru k nosnému
elektrolytu. V soucasné dobé je k dispozici velké mnozZstvi
chirdlnich selektord nejriznéjsi povahy, pficemz nejpocetnéj-

nost a rychlost vyvoje metody a v neposledni fadé¢ i mensi
spotfebu vzorkl a chirdlnich selektord a nizsi naklady. Nevy-
hodou vsak je, Ze casto nedosahuje stejné citlivosti a reprodu-
kovatelnosti jako HPLC.

Stanoveni enantiomerni ¢istoty klade na pouzité separacni
metody pifsnéjsi pozadavky neZ separace enantiomerd v race-
matu, nebot se jednd o stanoveni nizkych koncentraci enantio-
merni necistoty v piitomnosti majoritniho enantiomeru. Roz-
lisen{ postacujici pro tplnou separaci enantiomerd v racematu
neni dostatecné pro citlivé stanoveni enantiomerni Cistoty.
Obecné se uvadi, ze musi byt u racemdtu dosazeno rozliseni
nejméné 2, jestliZe metoda md byt pouzita pro stanoveni
enantiomerni neéistotyzl.

Podobné jako u kazdého stanoveni necistot separacni me-
todou je i v tomto piipadé dilezité poradi eluce majoritni
a minoritni slozky. Pfesnéjsich a spravnéjsich vysledkl a vy-
razného zvyseni citlivosti je dosazeno, je-li pik enantiomer-
ni necistoty detegovan pred majoritnim pikem enantiomern{
cinné latky?

Lékopisy i v soucasné dob& spoléhaji ve vétsiné piipadd
kontroly enantiomernich necistot na méteni optické otacivosti,
tiebaze se ukazuje, Ze polarimetrické metody neodpovidaji
soucasnym pozadavkim na kontrolu Cistoty. Vzhledem k ne-
dostatecné selektivité polarimetrickych metod mohou byt z4d-
roven s nezddoucim enantiomerem stanovovany i dalsi orga-
nické neistoty, které jsou opticky aktivni. Sirokd rozmezi
optické otdcivosti uvddénd v lékopisech u polarimetrickych
metod toleruji pfitomnost i nékolika jednotek procent (2—5 %)
enantiomernich neéistot%%, zatimco ostatni organické necis-
toty jsou bézné stanovovany na urovni desetiny procenta
v souladu s pozadavky mezindrodni harmoniza¢ni normy® (viz
¢ast 2). Navic mlze byt toto rozmezi stanoveno nespravné
a v dusledku toho pak dochézi k absurdnf situaci, Ze enantio-
mer lé¢iva ge ,,pIilis* Cisty, a proto nevyhovuje pozadavkim
v lékopise®.
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Jak bylo zminéno v tivodu, trend soucasné doby je pouzi-
vat 1éc¢iva ve formé jediného enantiomeru. Lékopisné clanky
pro takovdto nové vyvinutd 1éCiva jiz obsahuji kvalitnéjsi
analytickou metodologii a s nimi za¢ina do 1ékopist zvolna
pronikat enantioselektivni HPLC. Napf. Evropsky lékopis
a jeho doplitky?’ uvadéji tuto metodu ve tiech ¢lancich pro
enantiomerné Cistd léCiva, tii dalsi ¢lanky s enantioselektivn{
HPLC jsou pf‘ipravovényzs’w.

4. Kontrola enantiomerni c¢istoty levodopy,
methyldopy a karbidopy jako ilustrativni
priklad

Pro ilustraci problematiky diskutované v tomto ¢lanku
uvedeme konkrétni piiklady vyuZziti HPLC a CE metod pro
stanoveni enantiomerni ¢istoty tif chemicky pfibuznych lé¢iv
uzivanych ve formé L-izomerd a porovndme tyto metody
s 1ékopisnymi polarimetrickymi metodami.

Levodopa (L-2-amino-3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionova
kyselina) je Siroce pouZzivdna pii 1é¢bé Parkinsonovy nemoci
a patif k té mensiné syntetickych chirdlnich 1éciv, kterd jsou
jiz mnoho let vyrdbéna jako Cisté enantiomery. Diivodem bylo
nulocytopenia), které byly pozorovany u dopy, jez je race-
mickou smési obou enantiomer@ .

Ve formé ¢istého enantiomeru jsou uzivany i methyldopa
(L-2-amino-2-methyl-3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionova kyseli-
na), predepisovana jako antihypertensivum a karbidopa (L-2-
-hydrazino-2-methyl-3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionovd kyseli-
na) aplikovand spole¢né s levodopou jako antiparkinsonikum.

Tabulka I 3
Mg¢feni optické otaCivosti dle CL 97 (levodopa a karbidopa)
a CSL 4 (methyldopa)

Lécivo Pridavek Optickd Lékopisem
D-izomeru  otdivost®  povolené
[%)] ] rozmezi®
[°]
Levodopa 0 -1,310
0,50 -1,313
1,00 -1,299 -1,27 az -1,34
1,98 -1,278
5,02° ~1,260
Methyldopa 0 —-15,42
0,50 -15,09
1,00 -14,84 -12,5az-15,5
1,97 —-14,73
4,79 -13,91
Karbidopa 0 -23,63
3,21 -22,52 —22,5az7-26,5
533° ~19,89°

2 U levodopy jsou uvedeny hodnoty zmé&feného thlu optické
otativosti o, které jsou limitovany lékopisem. U methyl-
dopy a karbidopy jsou uvedeny hodnoty specifické optické

T 120 L R S b
otacivosti [o];, které jsou limitovany Iékopisem, °hodnoty
nevyhovujici pozadavkim lékopisu
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Tabulka II
HPLC a CE metody separaci enantiomerd levodopy, methyldopy a karbidopy a jejich vyuZitelnost pro stanoveni enantiomern{
Cistoty
Lécivo Enantioselektivni Detekéni Valida¢ni Komentar
separacni metoda limit* [%] studie
Levodopa LEC s dime-L-Phe 0,04 + Vhodna4 pro citlivé stanoveni enantiomern{
Cistoty. Vyzaduje dlouhé ustavovani rovnovahy
na koloné.
LEC s L-Phe - - Vhodna pro citlivé stanoveni enantiomerni
Cistoty. Vyzaduje dlouhé ustavovani rovnovahy
na kolong.
teikoplanin CSPRPLC 0,03 + Robustni metoda pro citlivé, rutinni stanoveni
enantiomerni Cistoty. Moznost doladit rozliseni
obsahem ethanolu v mobilni fazi (test zptisobilosti).
teikoplanin CSPPOLC - - Separace s nizkou tcinnosti a dlouhymi retenénimi
Casy.
CE s SBECD 0,02 - Vhodna pro citlivé stanoveni enantiomernf Cistoty.
Methyldopa LEC s dime-L-Phe - - Stanoveni nizkych koncentraci R-izomeru je
znemoznéno interferujicim negativnim pikem.
teikoplanin CSPRPLC - - Neni dosazeno tiplné separace enantiomeru.
teikoplanin CSP POLC 0,40 + Vyuzitelna pro stanoveni enantiomernf Cistoty.
RozliSeni enantiomert nelze ovlivnit sloZenim
mobilni faze, citlivé stanoveni vyzaduje kolonu
s vysokou dc¢innosti.
CE s SBECD 0,05 + Vhodna pro citlivé, rutinni stanoveni enantiomerni
Cistoty. Moznost doladit rozliSeni enantiomert
koncentraci SBECD (test zpGsobilosti).
Karbidopa LEC s L-Phe 0,05 + Vhodna4 pro citlivé stanoveni enantiomerni Cistoty.
VyZaduje dlouhé ustavovani rovnovahy na kolonég.
CE s SBECD 0,10 - Vhodna pro citlivé, rutinni stanoveni enantiomerni
Cistoty. Moznost doladit rozliSeni koncentrac{
SBECD (test zpisobilosti).
teikoplanin CSPRPLC 0,50 - NiZzsi dc¢innosti separace vedou k nizZ§im detekénim
limittm.
teikoplanin CSP POLC 0,50 - Nizsi dcinnosti separace vedou k niz§im detekénim
limitam.

# Stanoveny z poméru signdl/Sum a vyjadieny jako obsah D-izomeru vztaZeny k celkovému obsahu L+D-izomeru

4.1. Lékopisné polarimetrické metody

V tabulce I jsou uvedeny vysledky méfeni optické ota-
¢ivosti podle piislusnych metod European Pharmacopoeia
(Ph. Eur.)*", které jsou zdroveii i metodami Ceského lékopisu
(CL 97)*%. Pro mé&feni byly namichdny smési D- a L-izomert
o zndmém slozeni, uvedeném v prvnim sloupci tabulky. Po-
sledni sloupec pak obsahuje pifpustnd rozmezi optické otd-
Civosti uddvand v Iékopisech.

U methyldopy jsme pouzili metodu dle Ceskoslovenského
lékopisu (CSL 4)*, protoze metoda podle Ph. Eur. a CL 97
pouziva roztoky methyldopy v silné koncentrovaném, visk6z-
nim roztoku chloridu hlinitého a jsou zndmy experimentaln{
potiZe s provadénim této metody>".

Podle oc¢ekdvéani doklddaji vysledky nedostatecnou citli-
vost metod. Ve vSech pfipadech prestdvaji lékopisnym limi-
tim vyhovovat aZ smési obsahujici vice jak 2 % D-izomeru
jako negistoty, u methyldopy zkousené dle CSL 4 dokonce

vyhovuje i smés obsahujici 4,79 % D-izomeru. Velkou S§ifi
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pripustného rozmezi pro optickou otdcivost mizeme doku-
mentovat na piipadu karbidopy. Interval piipustnych hodnot
specifické otacivosti karbidopy md podle Ph. Eur i CL 97 ifi
4,0°. Nase méfeni ukdzala, Ze ptiddni i tak velkého mnozstvi
jako je 5,3 % D-izomeru k L-karbidopé zménilo specifickou
otacivost o hodnotu mensi neZ je uvedeny interval (rozdil mezi
hodnotami specifické otdcivosti pro karbidopu s nulovym
obsahem D-izomeru a s obsahem 5,33 % D-izomeru, uvede-
nymi v tabulce I, je 3,74°).

4.2. Enantioselektivni HPLC metody

Pro pfimou separaci aromatickych aminokyselin s primar-
ni aminovou skupinou, k nimz patfi svym chemickym sloze-
nim dopa i methyldopa, nabizi soucasnd enantioselektivni
HPLC metodologie nékolik moZnosti: chromatografii s vymeé-
nou ligandt® (LEC), kterd je viibec nejstarii enantioselektivni
HPLC technikou, pouziti cyklickych polyetherG v chirdln{

stacionarni nebo mobilnf fazi*®3", pouziti staciondrni faze s vd-
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zanym ot-cyklodextrinem38 nebo nejnovéji staciondrni faze
s vazanym glykopeptidovym antibiotikem teikoplaninem>**,

Teikoplanin se ukdzal byt zvlasté icinnym chirdlnim se-
lektorem pro enantioseparace aminokyselin, kdyz bylo do-
sazeno separace u 45 racemdtl z 55 zkouSenych aminoky-

A
200 F L-dopa

V, mV

D-dopa

100

D-dopa
1,00

V, mV

0,75

L-dopa

0,50

0,25

0,00 &‘TM"J D N J :

1 L

0 5 10 15 20
t, min

Referaty

selin®’. Proto jsme podrobné prostudovali moznosti jeho po-
uziti pro separaci enantiomerti dopy, methyldopy i karbidopy.
Pracovali jsme v reverznim separa¢nim médu (RP), pouziva-
jicim jako mobilni fazi smés alkohol-voda i v médu s poldrné
organickou mobilni fazi (PO), tvofenou smési methanolu,

B

10 F ‘T L-dopa
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5 -
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o kw\
|\»/i . | 1
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Obr. 1. Chromatografické zdznamy separace racematu dopy (A, C) a smési enantiomert dopy obsahujici 0,1 % p-dopy (B) nebo 0,5 %
D-dopy (D); A, B: teikoplaninovd staciondrni faze (kolona o rozmérech 150x4,6 mm), mobilni faze 65 % (v/v) ethanol — 35 % (v/v) voda,
prutokova rychlost 0,7 ml.min”, UV detekce pfi 280 nm; C, D: chromatografie s vyménou ligandti na koloné C18, 250x4,6 mm, mobilni faze
10 % (v/v) methanol — 90 % (v/v) octan médnaty (¢ = 1 mmol.I") o pH 4,5 obsahujici dime-L-Phe (¢ =2 mmol.I™), prutokova rychlost 0,8

ml.min”, UV detekce pfi 228 nm
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triethylaminu a kyseliny octové?*, U dosazenych separaci
enantiomerd byl ddle zkouman jejich potencidl pro stanoveni
enantiomerni Cistoty L-izomerd**>>!

Pro srovnéni jsme ddle pouzili i LEC s chirdlni mobil-
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ni fazi obsahujici bud N,N-dimethyl-L-fenylalanin (dime-L-
-Phe)**? nebo L-fenylalanin (L-Phe)**.

Pouzit¢ HPLC metody enantioseparaci jsou ptehledné
uvedeny spole¢né s dosazenymi detekénimi limity a s komen-

B
200 1 L-mdopa
V, mV D-mdopa
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Obr. 2. Chromatografické zaznamy separace racematu methyldopy (A, B, C) a smési enantiomerti methyldopy obsahujici 1 %
D-methyldopy (D); A: chromatografie s vyménou ligandi na koloné C18, 250x4,6 mm, mobilni faze 10 % (v/v) methanol — 90 % (v/v) octan
médnaty (¢ = 1 mmoll") o pH 4,5 obsahujici dime-L-Phe (¢ = 2 mmol.I"), priitokova rychlost 0,8 ml.min”, UV detekce pii 228 nm,
B: chromatografie na teikoplaninové stacionarni fazi (kolona o rozmérech 150x4,6 mm), mobilni faze 65 % (v/v) ethanol — 35 % (v/v) voda,
prittokova rychlost 0,7 ml.min™', UV detekce pfi 280 nm, C, D: jako B ale s polarni organickou mobilni fizi obsahujici smés 99,99 % (v/v)
methanolu, 0,005 % (v/v) kyseliny octové a 0,005 % (v/v) triethylaminu, priitokova rychlost 0,9 ml.min"', UV detekce pii 210 nm
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tdfem v tabulce II. DosaZené separace studovanych enantio-
merd ilustruji obrdzky 1-3, experimentdlni podminky jsou
uvedeny v textu pod obrdzky. V tabulce III jsou ukdzany
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nekteré vysledky validacnich studii téchto metod. Hodno-
ty valida¢nich parametr jsou srovnatelné s hodnotami bézné
ziskdvanymi pfi stanoveni ¢istoty 1é¢iv pomoci HPLC a do-
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Obr. 3. Chromatografické zaznamy separace racematu karbidopy (A, C, D) a smési enantiomert karbidopy obsahujici 1 % p-karbidopy
(B); A, B: separace dosazeny metodou chromatografie s vyménou ligandi na koloné C18, 250x4,6 mm, mobilni fiaze 7,7 % (v/v) methanol —
92,3 % (v/v) octan médnaty (¢ = 3 mmol.l '1) obsahujici L-Phe (¢ = 6 mmol.l'l), prutokova rychlost 1 ml.min”, UV detekce pri 280 nm,
D: chromatografie na teikoplaninové staciondrni fazi (kolona o rozmérech 150x4,6 mm), mobilni faze 65 % (v/v) ethanol — 35 % (v/v) voda,
prutokova rychlost 0,7 ml.min”, UV detekce pri 280 nm, C: jako D ale s poldrni organickou mobilni fdzi obsahujici methanol s 0,005 % (v/v)
kyseliny octové, pratokova rychlost 0,9 ml.min™, UV detekce pfi 210 nm

999



Chem. Listy 94, 994 — 1002 (2000)

kumentuji dobrou pfesnost, spravnost a citlivost stanoveni.
Pouze u stanoveni enantiomerni ¢istoty methyldopy za pouZziti
teikoplaninové CSP a PO mobilni faze bylo dosaZeno ponékud
nizsi citlivosti a spravnosti, coZ je zptisobeno problémy pii
vyhodnocovani piku D-izomeru eluovaném na chvostu majo-
ritniho piku L-izomeru.

4.3. Enantioselektivni CE metody

V poslednich letech jsou pro enantioselektivni CE separa-
ce stdle vice vyuzivany derivdty cyklodextrinu s vlastnim
nabojem™. Jednim z takovychto chiralnich selektord je nedav-
no popsany polyaniontovy derivat, sulfobutylether-B-cyklo-
dextrin (SBECD), ktery je charakterizovdn primérnym stup-
ném substituce 4 a ktery md, diky svym sulfonovym skupinam,
negativni ndboj v celém rozsahu pH b&zném u CE**,

Tento chirdlni selektor jsme pouzili pfi studiu separaci
enantiomerd dopy, methyldopy a karbidopy. Na zdkladé zjis-
téné zdvislosti migracnich ¢asti a rozliSeni enantiomerti na
koncentraci SBECD byly nalezeny podminky pro separace
vyuzitelné pro stanoveni enantiomerni éistoty45. Na obrazku 4

Referaty

jsou pro ilustraci ukdzdny dva zdznamy dosaZenych separaci
enantiomerd, experimentdlni podminky jsou uvedeny v textu
pod obrdzkem.

Navrzené CE metody jsou spole¢né s HPLC metodami
uvedeny v prehledu v tabulce II, do tabulky III je pro ilustraci
zatazeno nékolik vysledkd validace CE metody stanoveni
enantiomerni Cistoty methyldopy.

4.4, Srovndani metod

Data uvedend v tabulkiach I-III dokumentuji nedostatec-
nou citlivost polarimetrickych metod a pfednosti enantiose-
lektivnich metod HPLC a CE. Pro kazdé ze ti{ studovanych
1éciv byla vypracovana nejméné jedna separacni metoda, kterd
umoziuje citlivé a selektivni stanoveni nezddouciho D-izo-
meru a kterd je vhodnd pro rutinni pouzivéni. Citlivost je ve
srovndni s polarimetrickymi metodami o 1-2 fady vyssi a na-
rozdil od polarimetrickych metod jsou tyto metody nejen
selektivni, ale v nékterych pripadech umoziuji i soucasné
stanoveni dal$ich organickych ne&istot™.

Enantioselektivni CE se ukdzala byt dobrou alternativou
k HPLC ajeji pouziti pro stanoveni enantiomerni ¢istoty mtize

A . .
30 1
mAU D-dopa
20 L-dopa J
D-mdopa
L-mdopa
10 1
0 | PR ‘. | S ) 1
0 25 50
t, min
B . . . . T .
L-cdopa
50 D-cdopa 1
mAU
25 ¢ 1
!
0 I\MJLM‘ ]
0 5 10 15 20 25 30 35
t, min

Obr. 4. Elektroforetické zdznamy separace enantiomerd dopy, methyldopy a karbidopy ziskané pfi teploté¢ 20 °C za pouziti kiemenné

kapildry o ?rﬁméru 50 um a celkové délce 47 cm (délka k detektoru
40 mmol.I", pH 2,50) a chirélni selektor SBECD o koncentraci 3,06
napéti 18 kV normdlni polarity (A) nebo obricené polarity (B)

40 cm) a elektrolytového systému obsahujiciho fosforecnanovy pufr (c =
mmol.l" (A) nebo 20,04 mmol.I'" (B), UV detekce pfi 200 nm, separacni
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Tabulka IIT

Validace HPLC a CE metod stanoveni enantiomern{ ¢istoty 1é¢iv

Referaty

Lécivo Metoda Ptidavek RSD [%] Vytéznost Korela¢ni Rozsah
D-izomeru n=3az4 [%] koeficient linearity
[%] béhem dne  mezi dny [ug.ml™]
Levodopa LEC 0,50 2,3 5.7 99,4 0,9991 1-25
s dime-L-Phe 1,19 1,4 3,5 102,7
teikoplaninCSP 0,50 1,0 1,4 104,3 0,9999 2-27
RPLC 0,99 1,2 2,5 99,5
Methyldopa teikoplaninCSP 1,47 1,8 1,5 83,2 0,9815 5-27
POLC 2,97 0,4 2,2 96,2
CE s SBECD 0,55 32 2,6 108,8 0,9999 2,5-30
1,95 2,0 1,1 96,2
Karbidopa LEC s L-Phe 0,49 2,7 1,0 101,9 0,9999 1-50
byt v nékterych pripadech vyhodnéjsi nez pouziti HPLC, jak 3. FDA: Policy Statement for the Development of New
ukazuje piiklad methyldopy. Enantiomery této aminokyseliny Stereoisomeric Drugs. Chirality 4, 338 (1992).
jsou pro svoji a-methylovou skupinu na teikoplaninové sta- 4. CPMP: Directive 75/318/EEC: Investigation of Chiral
ciondrni fdzi obtiznéji rozlisitelné nez enantiomery dopy‘” Active Substances (pfijato 1993).
a ani enantioselektivni LEC neni v tomto piipadé aplikova- 5. Rauws A. G., Groen K.: Chirality 6, 72, 1994.
telnd pfi vyssich citlivostech®. Naproti tomu CE metoda se 6. ICH Tripartite Guideline Q3A: Impurities in New Drug
SBECD jako chirdlnim selektorem nabizi citlivé a spolehlivé Substances (ptijato 1995).
stanoveni Cistoty (viz vysledky validaci v tabulce III). 7. ICH Tripartite Guideline Q6A: Specifications for New
Drug Substances and Products: Chemical Substances.
Step 2, 1997.
5. Zavér 8. Dawson B. A., Mattok G. L.: Pharmeuropa 9, 347, 1997.
9. Subramanian G. (ed.): A Practical Approach to Chiral
Soucasny posun v pouzivdni syntetickych chirdlnich 1é¢iv Separations by Liquid Chromatography. VCH, New
ve prospéch Cistych enantiomerd spolu se stdle piisnéjSimi York 1994.
pozadavky na Cistotu 1éciv klade vétsi naroky i na kontrolu 10. Ahuja S. (ed.): Chiral Separation by Liquid Chromato-
enantiomerni Cistoty 1é¢iv a na metody pro tento ucel pouzi- graphy (ACS Symposium Series 471). American Chemi-
vané. Klasické polarimetrické metody neodpovidaji soucas- cal Society, Washington, DC 1991.
nym pozadavkiim na kontrolu Cistoty a souc¢asnému vyvoji 11. Petersson C., Persson B. A., v knize: Handbook of HPLC
enantioselektivni metodologie. Pfi pouZiti enantioselektivnich (Katz E., Eksteen R., Schoemakers P., Miller N., ed.), str.
metod HPLC nebo CE lze kontrolovat enantiomerni ¢istotu 669. Marcel Dekker, New York 1998.
Ié¢iv na stejné urovni, jakd je poZzadovdna pro sledovdni 12. Gilar M., Tesarov4d E., Patzelovd V., Deyl Z.: Chem. Listy
pfitomnosti organickych necistot, zatimco polarimetrické me- 88, 514 (1994).
tody zachycuji pfitomnost enantiomernich necistot neselektiv- 13. Wang F., Khaledi M. G., v knize: High Performance
né a vétSinou az pii obsahu prevysujicim vyrazné 1 %. PouZit{ Capillary Electrophoresis (Khaledi M. G., ed.), str. 791.
metod enantioselektivni HPLC a CE v 1ékopisech zlepsi dro- Wiley-Interscience Publications, New York 1998.
ven ¢lankd pro enantiomerné Cistd 1éCiva a prispéje ke zméné 14. Nishi H., Terabe S.: J. Chromatogr. A 694, 245 (1995).
v pfistupu k enantiomernim necistotdm, které jsou zatim ze 15. Fanali S.: J. Chromatogr. A 735, 77 (1996).
skupiny organickych necistot vyclenovany. 16. Vespalec R., Bocek B: Electrophoresis /8, 843 (1997.)
Je vSak tfeba zdlraznit, ze pii komplexnosti celého jevu 17. DéppenR., ArmH.,Meyer V.R.:J. Chromatogr. 373, 1 (1986).
chirality a vzhledem ke skutecnosti, Ze trend ve vyvoji 1é¢iv 18. Armstrong D. W., Tang Y., Chen S., Zhou Y., Bagwill
jasné smétuje k vétSimu poctu stereogennich center v moleku- Ch., Chen J.-R.: Anal. Chem. 66, 1473 (1994).
le syntetickych chirdlnich 1éc¢iv, pfedstavuje obecné kontrola 19. Okamoto Y., Kaida Y.: Chromatogr. A 666, 403 (1994).
stereoizomerni Cistoty 1é¢iv naro¢ny ukol pro moderni stereo- 20. Bressolle F., Audran M., Pham T.-N., Vallon J.-J.: J.
selektivni analytickou chemii. Chromatogr. B 687, 303 (1996).
21. Doyle T. D., v knize: Chiral Separations by LC (Ahuja
Tato prdce byla financné podporovdna grantem MZ CR S., ed.), str. 27. ACS, Washington, DC 1991.
(grant ¢. 3607-3). 22. PerryJ. A, Rateike J. D., Szczerba T. J.: J. Chromatogr.
389, 57 (1987).
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M. Dolezalova and M. Tkaczykova (State Institute for
Drug Control, Prague): Control of Enantiomeric Purity of
Drugs

Due to the importance of stereoisomerism for drug effica-
cy and safety and due to the strict policy of regulatory autho-
rities, pharmaceutical companies tend to produce chiral drugs
in single enantiomeric forms. In drug control, the undesirable
stereoisomers should be considered in the same manner as
other organic impurities. The potential of enantioselective
liquid-phase separation methods in determination of the enan-
tiomeric purity is demonstrated for three structurally related
drugs, levodopa, methyldopa and carbidopa. Direct HPLC and
capillary electrophoretic separations of the enantiomers of in-
terest with the use of recently introduced chiral selectors,
teicoplanin and sulfobutyl ether B-cyclodextrin, are described.
In addition, ligand-exchange liquid chromatography with N,N-
-dimethyl-L-phenylalanine or L-phenylalanine in mobile phase
is discussed. Results of measurement of optical rotation accor-
ding to the European Pharmacopoeia are mentioned and in-
applicability of polarimetric methods to assessment of enan-
tiomeric impurities (D-isomers) at levels lower than 2 % is
shown.
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Nomenklatura a terminologie

NOMENKLATURA A TERMINOLOGIE

DOPORUCENI IUPAC

The Hold-up Volume Conceptin Column Chromatography

Revised recommendations are presented for the nomencla-
ture of the hold-up volume in chromatography, updating those
originally presented in the IUPAC document “Nomenclature
for Chromatography (IUPAC Recommendations 1993)”, Pure
Appl. Chem. 65, 819-872 (1993). A number of related and
derived definitions for retention parameters are described,
including a definition of the term “chromatographic system”.
The paper also compares methods used in the literature to
determine the hold-up volume.

Retention Parameters in Gas Chromatography

This paper presents a revision of terms in Chapter 3.6 The
Mobile Phase and Chapter 3.7 Retention Parameters in Co-
lumn Chromatography of the “Nomenclature for Chromato-
graphy (IUPAC Recommendations 1993)”, Pure Appl. Chem.
65, 819-872 (1993), with the aims of (i) emphasizing the
physical meaning of the terms and (i) specifying the tempe-
ratures and pressures for the terms for gas volumes and flow
rates. A number of the original terms were found to be mi-
sleading or superfluous, including such terms as corrected
retention time, net retention time, total retention volume (ti-
me), specific retention volume at 0 °C, relative pressure and
their usage is strongly discouraged. Chapter 1.1 Basic Defini-
tions was supplemented with the terms chromatographic sys-
tem and chromatographic process.

Generic Source-Based Nomenclature for Polymers

The commission has already published two documents on
the source-based names of linear copolymers (Pure Appl.
Chem. 57, 1427-1440 (1985)) and nonlinear polymers (Pure
Appl. Chem. 69, 2511-2521 (1997)); however, in some cases
this nomenclature leads to ambiguous names. The present
document proposes a generic source-based nomenclature that
solves these problems and yields clearer source-based names.
A generic source-based name comprises two parts: 1. a poly-
mer class (generic) name followed by a colon and 2. the actual
or hypothetical monomer name(s), parenthesized in the case
of a copolymer. The formula, the structure-based name, the
source-based name, and the generic source-based name are
given for each example in the document. In some cases, only
generic source-based nomenclature gives unambiguous na-
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mes, for example when a polymer has more than one name or
when it is obtained through a series of intermediate structures.
The rules concern mostly polymers with one or more types of
functional groups or heterocyclic system in the main chain,
but to some extent they are also applicable to polymers with
side-groups, carbon-chain polymers such as vinyl or diene
polymers, spiro and cyclic polymers, and networks.

Otiskujeme synopse nazvoslovnych ndvrhii z oboru chromatogra-
fie, které ptipravila komise [IUPAC pro separa¢ni metody v analytické
chemii, a z oboru ndzvoslovi polymert, ktery pfipravila komise
IUPAC pro makromolekuldrni nomenklaturu. Navrhy jsou urceny k
posouzeni a kritice chemické vefejnosti. Zajemci o blizsi informace
¢i o texty ndvrhii se mohou obrétit na adresu Ndrodniho stfediska
IUPAC v Ceské republice:

Ing. Jaroslav Kahovec, CSc.

Ustav makromolekularni chemie AV CR

Heyrovského ndm. 2

162 06 Praha 6

tel. 02-2040 3322, fax 02-367981, e-mail: kah@imc.cas.cz
Pripominky k ndvrhim je tfeba zaslat do 28. inora 2001 na adresy:
Prof. José Antonio Garcia Dominguez 1. ndvrh
Institute of Physical Chemistry “Rocasolano”

Calle Serrano 119

E-28006 Madrid, Spain

Tel.: +34-91-561-9400

Fax: +34-91-564-2431

e-mail: jagd @igfr.csic.es

Prof. Vadim A. Davankov

Institute of Organo-Element Compounds
Russian Academy of Sciences

Vavilov Street 28

RU-117813 Moscow, Russia

Tel.: +7-095-135-6471

Fax: +7-095-135-6471

e-mail: davank @ineos.ac.ru

2. navrh

Prof. Ernest Maréchal 3. ndvrh
Laboratoire de Synthése Macromoléculaire

Université Pierre et Marie Curie (Paris VI)

Boite 184 — Tour 54, 4e étage

4 place Jussieu

F-75252 Paris Cédex 05, France

Tel.: +33-1-44-27-38-04

Fax: +33-1-44-27-70-54

e-mail: marechal @ccr.jussieu.fr
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Laboratorni pfistroje a postupy

LABORATORNI PRISTROJE A POSTUPY

VOLTAMETRICKE CHOVANI A STANOVENI
NEKTERYCH CYTOKININU NA RTUTOVE
ELEKTRODE

RENATA HUSKOVA®, DANUSE PECHOVA®,
MILAN KOTOUCEK®, KAREL LEMR*
a KAREL DOLEZAL"

“Katedra analytické chemie, Pfirodovédeckd fakulta, Univer-
zita Palackého, Trida Svobody 8, 771 46 Olomouc, bLaborator
riistovych reguldtorii, Prirodovédeckd fakulta, Univerzita Pa-
lackého a Ustav experimentdlni botaniky, Akademie véd Ceské
republiky, Slechtitelii 11, 783 71 Olomouc, e-mail: huskova
@prfaw.upol.cz

Doslo dne 23.111.2000

Klicova slova: voltametrie, polarografie, kinetin, N6-benzyl-
aminopurin

Uvod

Cytokininy tvoii jednu z péti skupin rostlinnych hormont
(fytohormontl), jejichz charakteristickou vlastnosti je schop-
nost napomdhat déleni bunék a stimulovat metabolismus rost-
lin, zejména syntézu RNA a proteind. Z praktickych aplikaci
cytokinind (spolu s auxiny) je nejvyznamné&jsi jejich vyuziti
v rostlinnych biotechnologiich jako slozek kultivacnich médif
pfi mnoZzeni zemédélsky strategickych a okrasnych rostlin
a ddle pfi regeneraci rostlin in vitro. Cytokininy se také pouZzi-
vaji ke stimulaci vétveni okrasnych rostlin a v kombinaci
s gibereliny ke tvarovani plodt nékterych odrid jabloni. Exo-
genni aplikace cytokinint u obilovin v dobé kveteni vyvoldva
zvySeni poctu zrn v klasech.

Neékteré derivaty cytokinint vykazuji specificky inhibi¢n{
tcinek na rist ur¢itych savéich tumort', Uméle piipravené
derivéty prirodnich cytokininti byly v poslednich deseti letech
studovdny pro jejich schopnost inhibovat bunééné déleni pro-
stiednictvim specifické interakce s neddvno objevenymi za-
kladnimi reguldtory bunééného cyklu tzv. cyklin-dependent-
nimi kinasami* (CDK). Klinick4 onkologie spojuje své nadéje
pravé s vyvojem novych preparatd, jakymi jsou umélé inhibi-
tory CDK potencidlné pouzitelné jako cytostatika.

Ke stanoveni fytohormoni se pouZivaji biotesty zaloZené
na zjisténi rdstové nebo metabolické odezvy na dany hormon.
Mnohem castéji se vSak vyuzivd chromatografickych a imu-
nochemickych technik. Ke stanoveni a identifikaci 1ze vyuzit
i méné pouzivané, avsak snadno dostupné a rychlé voltamet-
rické techniky. Elektrochemické chovani téchto latek na rtufo-
vé elektrodé mize do jisté miry osvétlit dil¢i kroky slozitého

metabolického procesu cytokinint a jejich ptisobeni v rostli-
nach. Zatimco elektrochemické chovéani adeninu (6-aminopu-
rinu) a jeho nékterych derivatu jiz bylo zkouméno®®, skuping
biologicky dilezitych cytokininti byla vénovédna doposud ma-
14 pozornost’.

V této préci je tedy s vyuZitim klasické dc-polarografie,
diferen¢né pulzni voltametrie s rychlym ndristem potencialu
(FSDPV), potenciostatické coulometrie a adsorptivni stripp-
ing voltametrie (AdSV) sledovdno chovdni dvou zastupcti
aromatickych cytokininé: N°-(furfurylamino)purinu (kineti-
nu) a Nﬁ-(benzylamino)purin (BAP). Cilem bylo ziskat dalsi
poznatky o mechanismu redukce uvedenych cytokininti na
rtutové elektrodé a vypracovat postup pro stanoveni v modelo-
vych vzorcich a v médiich pro kultivaci rostlin.

NH—CHr-@ NH—CHZAQ
J 0 J
wN/ 5 N7 vN/ 5 N7
2K\N |4 NJE zk\
3 El |o
H H

kinetin N -(benzylamino)purin

Experimentalni ¢ast

Kinetin a BAP jako standardn{ latky byly ziskdny jednak
od firmy Fluka Chemie AG, jednak z Laboratofe ristovych
reguldtord (Ustav experimentdlni botaniky AV CR, Olo-
mouc). Zasobni roztoky byly pfipraveny o koncentraci 1.107
mol.I" v methanolu p.a. (Lachema, Neratovice). Roztoky niz-
Sich koncentraci byly ziskdny fedénim zdsobnich roztokul
methanolem.

Klasickd dc-polarografie byla provddéna na polarografu
OH 102 (Radelkis, Budapest) v tiielektrodovém zapojeni.
Pracovni elektrodou byla rtutovéd kapkova elektroda s para-
metry: £ = 3,6 s, m = 1,98 mg.s™! pii vyice rezervodru 90 cm.
Nasycend kalomelova elektroda (SCE) tvorila elektrodu refe-
ren¢ni, pomocnou elektroda platinovd (obé Radelkis, Buda-
pest).Technika diferen¢né pulzni voltametrie s rychlym nérds-
tem potencidlu (FSDPV) byla provddéna na polarografickém
analyzdtoru PA-4 v kombinaci se zapisovacem XY 4106
a statickou rtufovou elektrodou SMDE (v8e Laboratorni pii-
stroje, Praha) s dobou ndrtstu kapky 160 ms. Méfeni kiivek
cyklické voltametrie, adsorpéni stripping voltametrie a sta-
noveni kinetinu metodou FSDPV bylo provadéno na pfistroji
Eko-Tribo-Polarograf se rtufovou tuzkovou minielektrodou
(Polaro-Sensors, Praha), referentni argentchloridovou a po-
mocnou platinovou elektrodou. Elektrokapildrni kfivky byly
méfeny na analyzatoru PA-4 v tifelektrodovém zapojent, pfi-
¢emz pracovni elektrodu tvofila Novotného vietenovd elek-
troda ($ifka vietene d = 160 wm, vnitini primér kapildry d =

*  Tato prace ziskala 1. misto v soutézi o cenu firmy Merck za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analytické chemie 2.2.2000 v Brné
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43 um). Coulometrickd méfeni byla uskute¢néna na analyzd-
toru OH 404/A (Radelkis, Budapest) s velkoplo$nou rtutovou
katodou (A = 26,4 cmz). SCE slouzila jako elektroda referen-
tni, v anodovém prostoru oddéleném fritou byla umisténa
pomocnd Pt-elektroda. Elektrolytem v obou prostorech byl
acetatovy pufr daného pH. Produkty coulometrické redukce
byly identifikovany hmotnostni spektrometrii na pfistroji LCQ
(Finnigan Mat, San Jose, CA, USA) vybaveném ioniza¢ni
technikou ESI (+ modus, teplota kapildry 250 °C, napéti zdroje
4,5 kV, pritok dusiku 30, napéti na kapildfe 21 V). Parametry
spektrometru byly ladény na roztok BAP. Roztoky standardu
(2.10* mol.I'") a vzorky téze slouceniny (1.10* molL.I'}, 10 %
v/v methanol, 0,02 moldrn{ acetdtovy pufr) po coulometrické
redukci byly ddvkovéany pifimo do ioniza¢niho zdroje prito-
kem 5 pl.min"'. Spektrofotometrickd mé&feni disociaénich kon-
stant byla provadéna v kfemennych kyvetich mérné tloustky
1,0 cm, pii A =287 nm (kinetin), A = 269 nm (BAP) na pfistroji
PU 8750 (Philips, Cambridge). Hodnoty pH byly méfeny na
pH-metru MV 870 (Précitronic, Dresden).

Vysledky a diskuse

Cytokininy —kinetin a BAP —podléhaji na rtutové kapkové
elektrodé ireverzibilni redukci. Probihd pouze v kyselém pro-
stied{ a je reprezentovdna jednou difuzni dc vinou resp. jednim
dp-pikem. S rostoucim pH se hodnoty proudd u obou slou-
Cenin snizuji a pfi pH = 6,6 jiZ neposkytuji Zddnou odezvu
(obr. 1). Zavislosti E, , = f (pH) resp. E, = f (pH) pfi hodnoté
iontové sily I = 0,1 jsou tvofeny dvéma piimkovymi dseky,
jejichz prisecik odpovidd disocia¢ni konstanté oxidované for-
my (obr. 2). Tato disocia¢n{ konstanta je v dobré shodé¢ s hod-
notou zjisténou pomoci UV-spektrometrie (tabulka I).

V roztocich o pH < pK, proud dosahuje nejvyssich hodnot
a z toho vyplyvd, Ze redukci na rtufové elektrodé podléhd pro-
tonizovand forma. Nasvédcuji tomu i zdvislosti E,, = f (pH)
resp. E, = f (pH). V mirné kyselé oblasti (pH > pK,), kde

Tabulka I
Hodnoty disocia¢nich konstant pK,

Metoda Kinetin BAP
dc-Polarografie 3,9 4.1
FSDPV 3,8 42
UV-spektroskopie 3,73 4,16
Tabulka IT

Hodnoty proudi dc-vIn srovndvacich analyz

1. Srovndvaci analyza

Latka
(5.10° mol.I'Y

2. srovnavaci analyza

latka I [nA]
(10* mol.1'"

T{uA]

m-Nitrobenzoova k. 0,528
Adenin 0,72
BAP 0,78

m-nitrobenzoova k. 1,152
adenin 1,728
kinetin 1,692
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elektrochemicka reakce ustdvd, redukce vyzaduje vétsi energii
v disledku nezbytné prioritni protonizace molekuly, tzn. Ze
AE = f (ApH) je v&tsi neZzli v oblasti pH < pK,. Protonizovand
forma je stabilizovdna bohatou mezomerif a tautomerif (sché-
ma 1). Rozhodnout o pravdépodobné struktute, ktera podléha
na rtufové elektrodé redukci, je obtizné. Podle Elvinga’ je
nejvétsi elektronovd hustota na atomu dusiku N! pyrimidino-
vého jadra a tudiZ na tomto misté by méla nastat protonizace
molekuly a vstup prvniho elektronu pfi redukci.

K urceni poctu elektroni potiebnych na redukci cytokini-
ni byla pouzita jako zakladni metoda potenciostatickd coulo-
metrie na velkoplosné rtufové elektrodé. Zjisténo bylo Sest
elektronit. Sest elektronii bylo zji§téno také srovnavaci analy-
zou dc polarografickych vin. Jako srovndvaci latky byly po-
uzity benzil a m-nitrobenzoova kyselina. Soucasné byla pro
srovndni zaznamendna i vlna adeninu. Vlny kinetinu, BAP
a rovnéz tak vlna adeninu jsou piiblizn€¢ 1,5krdt vyS$8i nez
Ctyfelektronovd vlna m-nitrobenzoové kyseliny (tabulka II),
a tedy odpovidaji Sestielektronové redukci. Ve srovndni s vl-
nou benzilu vykazuji cytokininy proud trojndsobny. Neni bez
zajimavosti isudek Elvinga7, Ze adenin, oproti Sestielektrono-
vé coulometrické redukci, je polarograficky redukovdn na

HA

lim>

pH

Obr. 1. Zavislost limitniho proudu kinetinu na pH v HCI a na-
sledné v Brittonovych-Robinsonovych pufrech, ¢ = 10™ mol.l”,
10 % (v/v) methanolu, dc-polarografie

-1,05 J

E 1/2> v

-1,20 J

-1,35 | J

Obr. 2. Zavislost E, , kinetinu na pH, I = 0,1
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Schéma 1. Predpokldadané mezomerni a tautomerni struktury kinetinu a BAP

rtutové kapce pouze Ctyimi elektrony. V tomto pripadé by
vSak vlna adeninu musela byt srovnatelna s ¢tyfelektronovou
vlnou m-nitrobenzoové kyseliny. Uvedené vysledky vSak uka-
zuji, ze i v pripadé polarografické redukce adeninu je elektro-
dovy d¢j Sestielektronovy.

V souladu s navrzenym mechanismem elektroredukce
adeninu’ 1ze u cytokinind predpoklddat redukci dvojnych va-
zeb N(1)=C(6) a C(2)=N(3) a odstépeni benzylaminu a fur-
furylaminu v poloze 6. Benzylamin (m/z = 108,1), jeho $tépné
produkty a purin (m/z = 121,1) jako meziprodukt coulomet-
rické redukce roztoku BAP byly identifikovany hmotnostni
spektrometrii. Problémem zGstav4, v které fazi redukce docha-
zi k odstépeni aminoderivitu. Mohou nastat dvé varianty
(schéma 2):

a) odstépeni aminoderivatu miize nastat v prvni tfetiné reduk-

ce, tedy po vzniku 1,6- dihydroderivétu (1),

b) nebo aZ po dalsi dvouelektronové redukci, tzn. po vzniku
1,2,3,6-tetrahydroderivatu (I11).

Jako prvni by méla podléhat redukci dvojnd vazba C(6)=
N(1), nebot zde je predpoklddana protonizace, a tedy i vstup
prvniho elektronu. V piipadé varianty (a) vznikd po dvouelek-
tronové redukci utvar energeticky labilni v dasledku zvysené
elektronové hustoty v oblasti vazby 1,6. OdStépenim substi-

tuentu v poloze 6 dojde ke stabilizaci molekuly a k obnové
dvojné vazby C(6)=N(1) za vzniku purinu (//). Vznikly purin
neni od elektrody odstraiiovan a podléhd elektrochemické
preméné. Jelikoz elektrochemickd reakce probihd u potencidlu
druhé viny purinu, musi se jeho redukce uskutecnit v jediném
kroku a bude ctyielektronova. U varianty (b) se predpokldadd
odstépeni aminoderivatu az po vzniku 1,2,3,6-tetrahydroderi-
vétu. V tomto piipadé by bylo mozné ocekdvat vznik dvou vln,
jako je tomu u purinu & methylpurinu’. Tyto vlny viak nale-
zeny nebyly.

Sledovdna byla také adsorpce cytokininti na rtutové kap-
kové elektrodé s cilem zvySeni citlivosti voltametrického sta-
noveni. Elektrokapildrni kiivky, méfené v Mcllvainové (pH
4,54) a acetdtovém pufru (pH 4.,4), v kyseliné chlorovodikové
(0,01 mol.I"") a kyseliné citronové (0,01 mol.I"") vykazuji jen
velmi malé rozdily v povrchovém napéti u roztokd bez a s cy-
tokininem. Vyplyvd z toho, Ze adsorpce sledovanych ldtek na
rtutové elektrodé je mald. Tentyz vysledek poskytuji i kiivky
cyklické voltametrie pro rizné rychlosti polarizace elektrody.
Zavislosti log i, = f (log v) cytokinind, kde v je rychlost
polarizace elektrody v rozmezi 20-2500 mV.s™\, v roztocich
Mcllvainovych pufrti jsou sice ptimkové, av§ak smérnice jsou
vzdaleny hodnotdm odpovidajicim zlogaritmovanému vztahu
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Schéma 2. Mozné varianty elektrochemické redukce kinetinu a BAP

(1) pro adsorpéni d&j' pi maximdlnim pokryti I', elektrody
analytem.

2 2
z°F
i = VAT, 1
P 4RT @
Tabulka IIT

Z4vislosti logaritmu proudu CV-pikl na logaritmu rychlosti
polarizace elektrody (c = 10* mol.I'", 10 % v/v methanol, v =
20-2500 mV.s™)

Latka pH  Rovnice pfimky Podil adsorpce
(%]
Kinetin 2,6  y=0,5672x + 1,8735 13,4
4,84 y=0,6709x + 1,2495 34,2
BAP 2,6 y=0,579%x+2,1294 15,9
4,45 y=0,6574x + 1,8569 31,5

Smérnice se pohybuje kolem hodnoty 0,6. Pouze v alka-

tokinind, je adsorpce ponékud vyraznéjsi (tabulka IIT). AvSak

z diivodi nizké proudové odezvy v mirné kyselém prostfedi
neni adsorpce ani v tomto piipadé analyticky vyuzitelnd.

Pro kvantitativni analyzu tedy byla pouzita metoda FSDPV.
Kalibra¢ni pfimky ziskané v rtiznych elektrolytech jsou piim-
kové v Siroké koncentracni oblasti. Jako nejvhodnéjsi elektro-
lyt byla vybrdna 0,05 M-kyselina citronovd (pH 2,3), kde
oba cytokininy poskytuji izké, vysoké gl’ky a nejnizsi detek-
¢éni limity d.l. = 2,3 ng.ml™” (1,1.10° mol.l") u kinetinu
a7,88 ng.ml” (3,5.10% mol.I'") u BAP. Kyselina citronov,
jako zdkladni elektrolyt, byla také pouzita ke stanoveni kine-
tinu a BAP v modelovych vzorcich a v redlnych vzorcich
média pro kultivaci rostlin in vitro. U voltametrického stano-
veni bylo dosaZeno relativni smérodatné odchylky s, < 10 %.
JelikoZ média obsahuji rlizné organické a anorganické latky
nezbytné pro rlst a vyvoj rostlin, bylo nutné vzorky médii pred
voltametrickym stanovenim pfecistit a stanovovany analyt
zakoncentrovat. K tomuto tcelu byly pouzity chromatografic-
ké metody (iontové vyménnd, gelovd, adsorpcni a afinitni) —
schéma 3.

Zavér
Redukce kinetinu a BAP na rtutové elektrodé probihd
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Vzorek na Cisténi

0,5 ml 70% ethanolu
+ 20 ml 40 mM-CH;COONHs,, pH 6,5

ultrazvuk, 5 min.

kolona DEAE Sephadex
v 40 mM-CH3COONH4

spojena s

C,3 Sep-Pak kolonkou |

proplachnuti dest. HO a eluce vzorku
5 ml 80% methanolu do zkumavky

cytokininovi baze

odpateni do sucha

preimunni kolonka

na vakuové odparce (1= 35°C)

I

elut

odpareny vzorek + 50 pl 70% ethanolu
450 ul PBS pufru pH 7,2

jimat 0,5 ml eluatu, ptidat 0,5 ml PBS

= | ml vzorku na ZR

monoklondln{ imunoafinitni kolona

eluce vzorku 3 ml 100% methanolu chlazeného na -20 °C

+1 ml methanolu, stanoveni FS DPV

Schéma 3. Postup ¢isténi média a izolace cytokininu

v kyselém prostiedi, je Sestielektronovd a ireverzibilni. Mista
redukce jsou vazby N(1)-C(6) a C(2)-N(3) pyrimidinového
jadra. V dusledku odstépeni aminu z vedlejsiho fetézce se
obnovi jedna z pivodnich aktivnich vazeb a ndsleduje posled-
ni dvouelektronovy krok. Na mechanismu elektrodové reakce
se uplatiiuje protolytickd rovnovdha. Redukce je reprezento-
vdna jednou difuzni dc vlnou, resp. jednim dp-pikem. Ad-
sorpce studovanych cytokinint je na rtufové elektrodé mald
a neni vhodnd pro analytické vyuziti. Kvantitativni analyza
byla tedy provedena technikou FSDPV. Kinetin a BAP byly
stanoveny v modelovych vzorcich a také v redlnych vzorcich
média pouzivanych pro kultivaci rostlin in vitro. Porovndnim
smérodatné odchylky voltametrického stanoveni fytohormo-
nd s pouzivanymi biotesty vyplynulo, Ze voltametrické sta-
noveni je piesnéjsi (s, < 10 %u voltametrického stanovent, s =
40 % u biotestn).

Autofi dékuji Grantové agenture CR (grant & 203/99/
1511) za financni podporu.

odpafit do sucha (7= 35 °C) na vakuové odparce
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R. Huskova?, D. Péchova®, M. Kotoudek?, and K. Lemr?
(“Department of Analytical Chemistry, Faculty of Science,
Palacky University, "Laboratory of Growth Regulators, Fa-
culty of Science, Palacky University and Institute of Experi-
mental Botany, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Olomouc): Voltammetric Behaviour and Determination of
Some Cytokinines on Mercury Electrode

Electrochemical behaviour of 6-(furfurylamino)purine (ki-
netin) and 6-(benzylamino)purine (BAP) on a mercury elec-
trode was studied using classic DC polarography, cyclic voltam-
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metry and fast-scan differential pulse voltammetry (FSDPV).
The six-electron reduction of the mentioned cytokinines is
irreversible and proceeds only in the protonated form. The
electrode process starts with four-electron reduction of the
pyrimidine skeleton. As a result of elimination of the amine
from the side chain, one of the electrochemically active bond
is re-established and the last two-electron step follows. The
dissociation constants of the oxidized forms determined using
UV spectrometry are: pK, = 3.73+0.16 (kinetin) and pK, =
4.16+£0.19 (BAP). Kinetin and BAP were determined using
FSDPYV in model samples as well as in real samples of the me-
dium used for cultivation of plants in vitro. The analyte was
concentrated by ion exchange, gel permeation, adsorption or
affinity chromatography. The voltammetric determination is
more precise in comparison with the used biotests.
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ANTHRACYKLINOVYCH ANTIBIOTIK KAPILARNI
ELEKTROFOREZOU S UV DETEKCI"

ALES GAVENDA?, JURAJ SEVCIK*"
a JITKA PSOTOVA®

“Katedra analytické chemie, Univerzita Palackého, TFida Svo-
body 8, 771 46 Olomouc, e-mail: gavenda@prfnw.upol.cz,
bCentrum analytické chemie molekuldrnich struktur, Lekarskd
fakulta, Univerzita Palackého, Trida Svobody 8, 771 26 Olo-
mouc, “Ustav lékai'ské chemie a biochemie, Lékarskd fakulta,
Univerzita Palackého, Hnévotinskd 3, 775 15 Olomouc

Doslo dne 10.IV.2000

Klicova slova: anthracyklinova antibiotika, kapilarn{ elektro-
foréza, UV detekce

Uvod

Vysokoucinna kapildarni elektroforéza (HPCE) je meto-
da, kterou lze separovat latky s velice podobnou strukturou
ve velmi kratkém case. Velkou vyhodou kapildrni elektro-
forézy je vysokd ucinnost separace a velmi malé objemy
vzorku. S vyhodou Ize tuto metodu vyuzit pro analyzy vzor-
ki s relativné bohatou matrici, tedy zejména biologickych
vzork.

Jako kazd4 analytickd metoda md vSak i kapildrni elektro-
foréza své nedostatky. Jednim z nich je relativné vysokd mez
detekce pri pouziti UV/VIS detektoru, ktery se v HPCE bézné
vyuziva. Koncentracni citlivost se u téchto detektord pohybuje
fadové v jednotkach az desitkdch umol.1™.

Zvyseni citlivosti 1ze dosdhnout nékolika zptisoby. Prvnim
z nich je pouzit{ jiného detektoru. Idedlnim feSenim se jevi
vyuziti detektoru s laserem indukovanou fluorescenci L2(LIF).
Tento zpusob detekce vynikd z%jména svou vysokou citlivosti,
kterd se pohybuje v fadu 10 mol.l"". Nevyhodou laserem
indukované fluorescence je vsak relativné vysoka pofizovaci
cena, kterd brani jejimu vétsimu rozsiteni.

Druhou moznosti zlepSeni detekce je zakoncentrovani
analytu. Toho Ize dosahnout naptiklad zakoncentrovdnim na
kolonce (SPE), avsak u tohoto zptisobu prekoncentrace vzorku
je nutné provést optimalizaci.

Vyhodnéjsi metodou zakoncentrovdni analytu je on-line
prekoncentrace, coz je vlastné zakoncentrovani v pribéhu
vlastni analyzy. V odborné literatufe jsou podrobné popsdny
tfi zdkladni moznosti on-line prekoncentrace. Prvni z nich je
prechodnd izotachoforéza>*, jejiz princip spocivd v zakoncen-
trovani analytu v izotachoforetickém modu. V pribéhu izota-
choforetické prekoncentrace se analyty ze vzorku separuji do
uzkych zon a ionty, které byly pivodné v nizké koncentraci,
jsou zakoncentrovany fadove na koncentraci vedouciho elek-
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trolytu. Po zakoncentrovani je koncovy elektrolyt nahrazen
vedoucim elektrolytem a analyza pokracuje v modu zénové
elektroforézy.

Dalsi popsanou on-line prekoncentraci je vyuZiti tzv. sta-
cking efektu (z angl. stack — nahromadit)*, Je to velmi jedno-
duchd prekoncentracni technika velmi ¢asto pouzivand v kapi-
larn{ elektroforéze. Timto zptisobem lze zakoncentrovat i vét-
$i objemy vzorku do tizké zony.

Poslednim z publikovanych on-line prekoncentrac¢nich po-
stuptl je vyuziti tzv. sweeping efektu (z angl. zametani). Je to
specidlni prekoncentracni technika pouzivand v miceldrni
elektrokinetické chromatografii'® (MEKC). Tento zptisob se
pouziva pro neutrdlni analyty s velkou afinitou k pseudostacio-
narni fazi. Princip prekoncentrace, jak uz je z ndzvu patrné,
spociva v prostupovani pseudostaciondrni faze dlouhou zénou
vzorku, pfi kterém pseudostaciondrni fize pred sebou sbird
(zametd) neutrdlni analyty do uzké zoény, ¢imz dochézi k Za-
danému zakoncentrovani vzorku. Analyty v této uzké zéné se
v dal$im pribéhu analyzy od sebe separuji do zén, které jsou
detegovany. Tento princip je velmi jednoduchy a udcinny,
avsak je pouzitelny pouze v miceldrni elektrokinetické chro-
matografii.

Anthracyklinovd antibiotika

Tato skupina latek byla objevena a izolovdna v 60. letech
z kultur plisné Streptomyces peucetius varieta Caesius. Ve
druhé poloviné Sedesdtych let pak nékteré z nich nasly uplat-
néni pii 1écbé onkologickych onemocnéni. Mezi nejvyznam-
néjsi z nich patif doxorubicin, daunorubicin a idarubicin. Tato
léc¢iva maji fadu negativnich dcinkd, zejména vSak maji za
ndsledek poskozeni srde¢niho svalu.

Zejména z divodu kardiotoxicity je nutné monitorovat
hladinu anthracyklinovych antibiotik a jejich metabolitl
v plazmé. Pro stanoveni hladiny anthracyklind se v minulosti
pouzivaly nejCastéji metody méfeni celkové fluorescence po
extrakci okyselenym ethanolem'"'?, tenkovrstvd chromato-
grafie s fluorescenéni detekci'”'® a radioimunoanalyza'"'*
(*H). Od poloviny sedmdesdtych let byly tyto metody postup-
né nahrazovdny citlivéjS§imi a selektivnéjsimi metodami. Ob-
sah anthracyklini v plazmé se pohybuje ve velmi malych
koncentracich, fadové v desitkdch az stovkdch nanomold na
litr. Analyzu navic znesnadnuje relativné slozitd matrice redl-
nych vzorkd.

V dnes$ni dobé se pro stanoveni hladiny anthracyklint
v plazmé pouzivaji vyhradné separa¢ni metody a to vysoko-
ucinnd kapalinova chromatografie s fluorescencni nebo elek-
trochemickou detekci'>'” a vysokoti¢inna kapilarni elektrofo-
réza s laserem indukovanou fluorescenci'®!” (LIF).

Cilem prdce bylo navrzeni alternativniho analytického
postupu pro stanoveni nizkych koncentraci anthracyklinovych
antibiotik v modelovych vzorcich kapilarni elektroforézou
s UV/VIS deteket, kterd by s uspéchem vyuzila fyzikdlné-che-
mickych vlastnosti analyti a odstranila problémy, které se
u pouzivané metody vysokoucinné kapilarni elektroforézy
s pouzitim LIF detekce vyskytuji. Jsou to piedevsim sorpce
analytu na sténu kiemenné kapilary a problematickd reprodu-
kovatelnost elektrokinetického nastfiku.

Tato prace ziskala 3. misto v soutézi o cenu firmu Merck za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analytické chemie 2.2.2000 v Brné
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Obr. 1. Separace doxorubicinu v kationtovém médu; pufr fosfat
100 mmol.I" pH 2.5, 20 % methanolu (v/v), standardni roztok doxo-

rubicinu o koncentraci 10 (DHa 10° mol.I"! (2), nastrik 1 s hydrody-
namicky, separacni napéti 30 kV

Experimentalni ¢ast
Chemikdlie

Vsechny pouzité latky byly Cistoty p.a. od firmy Sigma
(St. Louis, MO, USA). Standardy anthracyklinovych antibio-
tik byly ziskany jako dar firmy Pharmacia & Upjohn S.p.A.,
Itdlie. Standardn{ roztoky anthracyklinovych antibiotik byly
pripraveny pro hydrodynamické davkovani v zakladnim elek-
trolytu a pro elektrokinetické ddvkovani ve smési rozpoustédel
acetonitril-voda (95:5 v/v).

Aparatura a experimentdlni podminky

Meéfteni bylo provddéno na piistroji Spectra PHORESIS
100 s rychle snimajicim UV/VIS detektorem SpectraFOCUS
(TSP). Pro méfeni byla pouZzita nepokrytd kiemennd kapildra
s vnitinim primérem 50 pwm o celkové délce 75 cm (efektivni
délka 40 cm). Aplikované separacni napéti bylo 30 kV. VSech-
ny analyzy byly provadény pri laboratorni teploté (25 °Cx1 °C).

Jako zdkladni elektrolyt byl pouzit fosfatovy pufr 100 mmol.l”,
pH 2,5 s obsahem 20 % methanolu (v/v). Ve vstupni ¢dsti byl
fosfatovy pufr 100 mmol.1", pH 2,5 s obsahem 100 mmol.I"!
dodecylsulfatu sodného a 20 % methanolu.

Popis ,,on-line” prekoncentrace

Fosféatovy pufr pH 2,5 umoziuje kladnou ionizaci anthra-
cyklint, proto bylo elektrokinetické ddvkovéni vzorku prové-
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Obr. 2. Elektroforeogram doxorubicinu s elektrokinetickym dav-
kovanim; pufr fosfat 100 mmol.I" pH 2,5, 100 mmol.I"' SDS, 40 %
methanolu (v/v), standardni roztok doxorubicinu s koncentraci 5. 10°
mol.I" ve smési acetonitril-voda v poméru 95:5 (v/v), elektrokinetic-
ky nastiik 50 s pfi 30 kV, separacni napéti 30 kV; 7 — slcp?? pokus
(acetonitril-voda 95:5 v/v), 2 — doxorubicin (D) 5. 10 mol.I

déno pri kladné polarité elektrod. Pfi hydrodynamickém dav-
kovani analytu byla vzorkem naplnéna témér celd efektivni
délka kapilary.

Vlastni analyza pak byla provdadéna v aniontovém médu
(zdporné nabitd vstupni elektroda). V inletové ¢dsti byl fosfa-
tovy pufr s obsahem dodecylsulfdtu sodného (SDS). V priibé-
hu analyzy migruje kladné nabity analyt k inletovému konci
kapildry a proti nému migruje zéna zdporné nabitého SDS,
ktery na rozhrani se zénou vzorku tvoii komplexy s anthra-
cykliny. Tyto komplexy pak diky celkovému efektivnimu
zdpornému ndboji migruji k detektoru.

Vysledky a diskuse

Pti zakoncentrovani s vyuzitim tzv. sweeping efektu jsme
pouzili oba bézné vyuzivané zplsoby ddvkovani vzorku do
kapildary. Tedy jak elektrokinetické, tak i hydrodynamické
ddvkovani.

DosaZené detek¢ni limity ilustruji obrdzky 2 a 3. V pfipadé
elektrokinetického davkovani vzorku je dosazeny limit detek-
ce 5.10"° mol.I'\ P¥i pouZiti hydrodynamického ndstfiku vzor-
ku je dosazeny limit detekce 1.10® mol.1". Ve srovndni s li-
mitem detekce pfi analyze kapildrni elektroforézou bez on-line
prekoncentrace (obr. 1), ktery byl s pouzitim UV/VIS detek-
toru 1.10° mol.1", je zvy3eni citlivosti UV/VIS detekce velmi
vyrazné. Pfi analyze bez tzv. sweeping prekoncentrace se
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Obr. 3. Elektroforeogram doxorubicinu s hydrodynamickym dav-
kovanim; pufr fosfiat 100 mmol.l” pH 2,5, 100 mmol.I" SDS, 20 %
methanolu (v/v), standardni roztok doxorubicinu v zakladnim elektro-
lytu, nastiik tlakem 20 s, separa¢ni napéti 30 kV; I — slepy pokus
(zékladni elektrolyt), 2 — doxorubicin 1.10° mol.l", 3 — doxorubicin
5.10% mol.I"

navic uplatiuje silnd sorpce anthracyklin@ na sténu kapilary.
Velkou vyhodou ,,sweeping* efektu je kromé samotné prekon-
centrace také odstranéni jiz naadsorbovaného analytu. Odstra-
néni sorpce na kapilaru je velkou vyhodou zejména pii vyuZiti
elektrokinetického néstiiku vzorku, protoZe sorpci analytu na
sténu kapildry se znacné meénil charakter povrchu kapildry
a zpusoboval patnou reprodukovatelnost elektroosmotického
toku a tim také elektrokinetického ndstiiku. Také se vyrazné
zlep§ila reprodukovatelnost migra¢nich ¢asti anthracyklind.

Dalsi vyhodou je také skutecnost, Ze i pfes velkou zénu
vzorku pfi hydrodynamickém ddavkovani nedochdzi k vyraz-
nému zhorseni ¢i dplné ztraté separace jednotlivych anthra-
cyklint (obr. 4).

Zavér

Prezentovand metoda on-line prekoncentrace s vyuZzitim
tzv. sweeping efektu umoziiuje rychlé, jednoduché a dcinné
zakoncentrovdni anthracyklinovych antibiotik. Tato prekon-
centrace umoziuje vyuziti UV/VIS detektoru pro stanoveni
anthracyklini a mohla by byt alternativou k b&Zzné pouziva-
nym metodam stanoveni anthracyklinovych antibiotik v plaz-
mé.

Autori dékuji grantiim MSMT CR VS 96021 a MSM
153100013 za podporu této prdce.
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Obr. 4. Separace modelové smési doxorubicinu (DOX) a dauno-
rubicinu (DAU); pufr fosfat 100 mmol.I" pH 2,5, 100 mmol.1I" SDS,
20 % methanolu (v/v), nastfik tlakem 20 s, separacni napéti 30 kV;
1 —slepy pokus (zdkladni elektrolyt), 2— modelovd smés 1.10"* mol.I""
3 —modelovd smés 1.107 mol.1"
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sity, bCenter of Analytical Chemistry of Molecular Structures,
Faculty of Medicine, Palacky University, ‘Institute of Me-
dical Chemistry, Faculty of Medicine, Palacky University,
Olomouc): Determination of Nanomolar Concentrations
of Anthracyclines by Capillary Electrophoresis with UV
Detection

On-line preconcentration was used to get better UV detec-
tion limits in capillary electrophoresis. The sweeping effect in
micellar electrokinetic chromatography was used to detect
trace amounts of the biologically active group of anthracycli-
nes in model samples. The improved sweeping preconcentra-
tion technique provides for excellent detection limits decrea-
sing down to concentration 10 mol.l".
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HPLC SEPARACE GENOTOXICKYCH DERIVATU
NAFTALENU"

VERONIKA QUAISEROVA, JIRI ZIMA
a JIRI BAREK

UNESCO Laborator elektrochemie Zivotniho prostiedi, ka-
tedra analytické chemie, Prirodovédeckd fakulta, Univerzita
Karlova, Albertov 2030, 128 43 Praha 2

Doslo dne 10.V.2000

Klicova slova: HPLC, separace, naftalen, aminonaftaleny,
hydroxynaftaleny, nitronaftaleny, optimalizace

Uvod

V soucasné dobé se do popfedi zdjmu environmentdlnich,
Iékarskych a chemickych véd dostdva otdazka vlivu chemic-
kych karcinogend a mutagenti v Zivotnim a pracovnim pro-
stiedi na zdravi lidské populace. Naftalen a jeho nitro- a ami-
noderivity patii k prokdzanym chemickym mutagenim'>,
navic 2-aminonaftalen je prokdzany karcinogen®. Metabolicky
jsou transformovany na odpovidajici hydroxyderivaty, které
Ize vyuZit pti biologickém monitorovani expozice témto Skod-
livym latkam>®. Proto roste poptdvka po citlivych a selektiv-
nich metoddch stanoveni téchto latek ve sloZitych environ-
mentalnich i biologickych matricich’!%. V predkladané préci
byla vénovdna pozornost HPLC metod¢ rozdéleni smési na-
ftalenu, 1-aminonaftalenu, 1-hydroxynaftalenu, 1-nitronafta-
lenu, 2-aminonaftalenu, 2-hydroxynaftalenu a 2-nitronafta-
lenu. Pii hleddni optimdlnich podminek separace bylo vyuzito
kombinace predikce chromatografického chovini studova-
nych latek pomoci programu ChromSword® s experimentdl-
nim ovérenim piedpovédénych dat a upfesnénim navrzenych
podminek. Program ChromSword® byl vyvinut firmou Merck
pro optimalizaci podminek separace v systému HPLC s rever-
znimi fazemi, normdlnimi fdzemi a iontové-vymeénnou HPLC'.
Vyhodou této kombinace je rychlé nalezeni optimélnich pod-
minek separace s minimalni spotfebou drahych rozpoustédel
béhem optimalizace ~.

Experimentalni ¢ast
Aparatura

K méfeni byl pouzit kapalinovy chromatograf LaChrom
(Merck Hitachi, SRN) sestaveny z vysokotlaké pumpy L-
-7100, interface D-7000 a UV-detektoru L-7400, ovladaci
software HPLC systém Manager (Hitachi, Japan) v prostiedi
WinNT (Microsoft Corp.) Davkovdno bylo ddvkovacim ven-

Laboratorni pfistroje a postupy

tilem Rheodyne 7725i (Rheodyne, USA) s 20 ul smyckou.
Latky byly separovany na koloné LiChrospher® 100 RP-18,
Sum, 125 mm x 4 mm L.D. (Merck, SRN) pii pritokové
rychlosti mobilni faze 0,5 ml.min"". Vzduch byl z mobilni faze
odstranén pomoci ultrazvuku. K métfeni pH mobilni faze bylo
pouZzito pfistroje Conductivity and pH-meter 4330 (Jenway,
Anglie) s kombinovanou sklenénou elektrodou. Déle byl po-
uzit chromatograficky optimaliza¢ni program ChromSword®
verze 1.0 (Merck, SRN).

Reagencie

Naftalen, 1-aminonaftalen, 2-aminonaftalen, 1-hydroxyna-
ftalen, 2-hydroxynaftalen, 1-nitronaftalen, 2-nitronaftalen (vse
Aldrich). Zasobni roztoky latek o koncentraci 1.10° mol.I"!
byly pripraveny v methanolu p.a. (Lachema Brno), a by-
ly uchovdvany v temnu za laboratorni teploty. Pro chroma-
tografii byl pouzit methanol a acetonitril ,,gradient grade*
(Merck Praha). Pti sledovani vlivu pH mobilni faze na separaci
byl pouzit fosfitovy pufr tvofeny 0,01 mol.I"! dihydrogenfos-
fore¢nanem sodnym, jehoz pH bylo upraveno koncentrovanou
kyselinou fosforecnou na pozadovanou hodnotu. K pripraveé
vsech roztoki byla pouzivdna deionizovand voda (Millipore
Q-plus Systém, Millipore, USA).

Pracovni postupy

K separaci naftalenu, 1-aminonaftalenu, 2-aminonafta-
lenu, 1-hydroxynaftalenu, 2-hydroxynaftalenu, 1-nitronafta-
lenu a 2-nitronaftalenu byla pouZzita vysokoucinnd kapalinovd
chromatografie se spektrofotometrickou detekci. Vzhledem
k povaze studovanych ldtek byla pro separaci zvolena reverzni
chromatografie na oktadecylové fdzi chemicky vdzané na
silikagelu. Nalezeni optimdlnich podminek stanoveni pro se-
paraci bylo provedeno metodou postupné optimalizace jednot-
livych slozek a parametrti mobiln{ faze klasickou experimen-
talni metodou v kombinaci s chromatografickym optimali-
za¢nim programem ChromSword®.

Mobilni faze byly pfipraveny misenim piislusnych ob-
jemovych dili vodné slozky a organického modifikatoru. Pii
studiu vlivu pH na separaci bylo pH mobilni faze upravovano
zménou pH vodné slozky, takze ddaje tykajici se pH mobiln{
faze udavaji pH vodné slozky mobilni faze. Métfeny byly
roztoky jak jednotlivych litek o koncentraci 1.10* mol.1", tak
roztok smési studovanych latek o koncentraci kazdé sloz-
ky v roztoku 1.10* mol.l"". Mrtvy &as byl stanoven pomoci
1.10* mol.I"" vodného roztoku dusi¢nanu sodného pi 240 nm.
Detekce jednotlivych litek probihala pfi vinovych délkdch
jejich absorpcnich maxim. Smés latek byla detegovdna pfi
spolecné vinové délce 285 nm. Pouzitd kolona LiChrospher®
100 RP-18 nebyla termostatovdna.

Pti optimalizaci byla nejprve predpovézena separace stu-
dovanych ldtek v methanolu a nésledné také v acetonitrilu
programem ChromSword®, do kterého byly zaddny struktury
vSech stanovovanych ldtek, typ kolony a methanol (acetoni-
tril) jako organicky modifikdtor. Z téchto tidaji byla teoreticky
vypoctena zdvislost logaritmt reten¢nich faktord litek na
obsahu methanolu (acetonitrilu) v mobilni fazi a byl navrzen

Tato prace ziskala 3. misto v soutézi o cenu firmy Merck za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analytické chemie 2.2.2000 v Brné
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Tabulka I

Laboratorni pfistroje a postupy

Vliv obsahu methanolu v mobilni fdzi na reten¢ni ¢asy (fz, min) alogaritmy reten¢nich faktord (log k) naftalenu, 1-aminonaftalenu,
2-aminonaftalenu, 1-hydroxynaftalenu, 2-hydroxynaftalenu, 1-nitronaftalenu, 2-nitronaftalenu

Analyt 9% MeOH
90 85 75 65
x log k r log k r log k Ix log k
Naftalen 3,64 0,23 5,12 0,45 9,02 0,75 18,23 1,09
1-Aminonaftalen 2,56 -0,05 2,78 0,03 3,72 0,23 5,51 0,48
2-Aminonaftalen 2,54 -0,05 2,79 0,03 3,72 0,23 5,57 0,49
1-Hydroxynaftalen 2,59 -0,04 3,09 0,11 4,07 0,29 6,45 0,57
2-Hydroxynaftalen 2,55 -0,05 3,23 0,14 3,77 0,24 5,75 0,50
1-Nitronaftalen 3,21 0,14 4,57 0,38 6,50 0,57 12,56 0,91
2-Nitronaftalen 2,63 -0,02 5,17 0,45 7,22 0,63 14,52 0,98
0,30 T T T 03 [ -2 T T T ]
A, AU "b A, AU
0,2 B ] T
0,15 . :
a
3
B 0’1 - .
PR
0,00 b NS 00 - —— i
0 6 12 18 0 10 20 30 40
t, min t, min

Obr. 1. Chromatogram smési 1-aminonaftalenu, 2-aminonafta-
lenu, 1-hydroxynaftalenu, 2-hydroxynaftalenu (1), 1-nitronafta-
lenu (2), 2-nitronaftalenu (3) a naftalenu (4) v mobilni fazi me-
thanol-voda (65:35) experimentdlné stanoveny (pferusovana cdra)
a teoreticky vypocteny programem ChromSword® (plnd ¢dra), kde a
je2-hydroxynaftalena b je smés 1-aminonaftalenu, 2-aminonaftalenu,
1-hydroxynaftalenu

optimdlni obsah organického modifikdtoru v mobilni fézi.
Experimentdlni ovéfeni vypoctu bylo provedeno méfenim
zavislosti retencnich charakteristik jednotlivych latek na ob-
sahu methanolu (acetonitrilu) v mobilni fazi. V kazdé mobilni
fazi byla také nastfikovdna smés naftalenu a jeho derivatl.
Poté byl teoreticky vypocet upfesnén zaddnim experimentalné
naméfenych retenc¢nich dat.

Pii studiu vlivu pH na separaci je optimalizacni program
ChromSword® schopen zohlednit vliv pH na chromatogra-
fické chovani latek az po zadanf{ alespon dvou hodnot experi-
mentdlné naméfenych pii dvou riznych pH. Proto byly nej-
prve méfeny retence latek pii pH 7, 5 a 3 v mobilni fazi
acetonitril — fosfatovy pufr o daném pH. Naméfend retencni
data byla zaddna do optimalizaniho programu. Z tdajt byla
teoreticky vypoctena zdvislost logaritma retencnich faktord
latek a také zdvislost rozliSen{ limitujictho paru na pH. Z téchto
zavislosti byla nalezena oblast pH, kde by mélo byt rozliseni
limitujictho pdru dostatecné pro jejich oddéleni. Nasledné byl
vypocet experimentdlné ovéten.

Obr. 2. Chromatogram smési 2-hydroxynaftalenu (), 1-amino-
naftalenu a 2-aminonaftalenu (2), 1-hydroxynaftalenu (3), 1-ni-
tronaftalenu (4), 2-nitronaftalenu (5) a naftalenu (6) v mobilni fazi
acetonitril-voda (40:60) experimentalné stanoveny ((gferuéované ca-
ra) a teoreticky vypocteny programem ChromSword™ (plnd ¢dra)

Vysledky

Vl1iv obsahu methanolu na elué¢ni Casy
studovanych ldtek

Na chromatografické chovani latek md rozhodujici vliv
obsah organického modifikdtoru (rozpoustédla) v mobilnf fa-
zi. Pro pocate¢ni experimenty byl zvolen jako organicka sloz-
ka mobilni faze methanol. Nejprve bylo programem Chrom-
Sword® piedpovézeno chromatografické chovéani studova-
nych latek v mobilni fazi methanol-voda. Tento program
navrhl optimdlni obsah methanolu v mobilni fdzi 68 %. Z teo-
retického vypoctu vyplynulo, Ze v této mobilni fazi by nemélo
dojit k separaci vSech slozek délené smési. To bylo experimen-
tdlné potvrzeno méfenim zdvislosti reten¢nich dat analytd na
obsahu methanolu v mobilni fazi. Zjisténé retence ldtek a lo-
garitmy jejich retenc¢nich faktord log k =log [(t; — t\)/ty;] jsou
uvedeny v tabulce I, ze které je patrné, Ze retence vsSech
studovanych ldtek se snizuji s rostoucim obsahem methanolu
v mobilni fazi. Nasledné byl teoreticky vypocet upfesnén
vloZenim experimentdlné stanovenych dat. Obsah methanolu
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Tabulka II

Laboratorni pfistroje a postupy

Vliv obsahu acetonitrilu v mobilni fzi na reten¢ni Casy (fz, min) a logaritmy retenc¢nich faktord (log k) naftalenu, 1-aminonaf-
talenu, 2-aminonaftalenu, 1-hydroxynaftalenu, 2-hydroxynaftalenu, 1-nitronaftalenu, 2-nitronaftalenu

Analyt 9% MeCN
90 85 75 65 55 45 40
tg  logk t logk tg logk ty logk ty logk ty logk t logk
Naftalen 331 0,09 401 023 524 042 743 0,62 11,81 0,86 22,84 1,18 39,39 1,38
1-Aminonaftalen 2,59 -0,13 2,8 -0,04 323 0,10 391 024 521 042 7,84 0,65 1093 0,78
2-Aminonaftalen 2,60 -0,13 2,84 -0,02 3,22 0,10 3,89 024 525 043 8,00 0,66 1097 0,78
1-Hydroxynaftalen 2,57 -0,14 2,67 -0,10 3,09 0,06 374 020 5,00 040 7,87 0,65 11,80 0,81
2-Hydroxynaftalen 2,53 -0,15 2,64 -0,11 299 0,03 351 0,16 457 034 681 0,58 10,04 0,73
1-Nitronaftalen 295 -0,01 346 0,12 432 030 589 049 9,13 0,73 17,22 1,04 29,25 1,25
2-Nitronaftalen 301 0,01 35 0,14 457 034 635 053 10,05 0,78 19,69 1,11 3395 1,31
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Obr. 3. Zavislost logaritmi reten¢nich faktoru naftalenu (1), 2-nit-
ronaftalenu (2), 1-nitronaftalenu (3), 1-hydroxynaftalenu (4), 2-
hydroxynaftalenu (5), 1-aminonaftalenu (6) a 2-aminonaftalenu
(7) na pH

v mobilni fazi byl optimalizovdn na 65 %, kde vSak doslo
k iplnému oddéleni pouze naftalenu a k ¢astecnému oddélen{
1-nitro- a 2-nitronaftalenu (viz obr. 1). SniZenim obsahu me-
thanolu pod 65 % by doslo k netinosnému prodlouZenf reten-
¢nich Casti. Vzhledem k nedostate¢nému oddéleni studova-
nych latek byla ddle separace naftalenu a jeho derivatd stu-
dovédna v mobilni fdzi acetonitril-voda.

V1iv obsahu acetonitrilu na elu¢ni
¢asy studovanych ldtek

V této fazi byla opét nejprve predpovézena separace latek
programem ChromSword®, kterym byl navrzen optimdlni ob-
sah acetonitrilu v mobiln{ fdzi 51 %. Z tohoto teoretického
vypoctu vyplynulo, Ze by nemélo dojit ke zlepSeni separace
latek oproti separaci ve fdzi methanol-voda. Teoreticky vy-
pocet byl opét ovéfovan méfenim retenénich Casti analytd
v zdvislosti na obsahu acetonitrilu v mobiln{ fdzi. Namétfené
hodnoty jsou shrnuty v tabulce II, ze které vyplyvd, Ze retence
vSech latek se snizuje s rostoucim obsahem acetonitrilu v mo-
bilni fazi. Poté byl opét teoreticky vypocet upfesnén vloZenim

Obr. 4. Chromatogram smeési 2-aminonaftalenu (Z), 1-amino-
naftalenu (2), 2-hydroxynaftalenu (3), 1-hydroxynaftalenu (4),
1-nitronaftalenu (5), 2-nitronaftalenu (6) a naftalenu (7) experi-
mentdlné stanoveny (pferusovand ¢dra) a teoreticky vypocteny pro-
gramem ChromSword® (plnd ¢dra) v mobilni fazi acetonitril—fos-
fatovy pufr o pH 2,3 (40:60)

experimentdlné naméfenych dat do optimaliza¢niho progra-
mu. Obsah acetonitrilu v mobilni fdzi byl optimalizovdn na
40 % (viz obr. 2). Z tohoto obrazku je patrné, Ze v této mobilni
fazi oproti plivodni predikci doslo k dplné separaci naftalenu,
1-nitro- i 2-nitronaftalenu a také k ¢astecnému oddéleni 2-hyd-
roxy- a 1-hydroxynaftalenu. Je patrné, Ze po vloZeni naméte-
nych reten¢nich dat doslo ke zpresnéni teoretického vypoctu
optimaliza¢niho programu i kdyz predikce diplného oddéleni
2-hydroxynaftalenu a 1-hydroxynaftalenu nebyla experimen-
tdlné potvrzena. SniZzeni obsahu acetonitrilu pod 40 % by
zpusobilo vyrazné prodlouzeni reten¢nich Casa.

Vl1iv pH mobilni fdze

Vzhledem k tomu, Ze ani v mobilni fazi acetonitril-voda
nedoslo k oddéleni amino- a hydroxyderivatl naftalenu a pro-
toZe tyto latky obsahuji protonizovatelné a disociovatelné

skupiny, byl ddle studovén vliv pH na %ejich separaci. Protoze
optimaliza¢ni program ChromSword™ je schopen zohlednit
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Obr. 5. Chromatogram smési 2-aminonaftalenu (), 1-aminona-
ftalenu (2), 2-hydroxynaftalenu (3), 1-hydroxynaftalenu (), 1-nit-
ronaftalenu (5), 2-nitronaftalenu (6) a naftalenu (7) s 24-min
linedrnim gradientem s obsahem 40 az 70 % acetonitrilu (pH vodné
faze 2,3). PferuSovanou ¢arou je vyznacen profil pouzitého gradientu

vliv pH na chromatografické chovani latek az po zadani ale-
spont dvou hodnot experimentdlné naméfenych pfi dvou riz-
nych pH, byly nejprve méfeny retence latek pti pH 7, 5 a 3.
Vsechna méfeni probihala v mobilni f4zi 40 % acetonitrilu —
60 % fosfatového pufru. S klesajicim pH byl pozorovén vzrist
rozliSeni pikii amino- a hydroxyderivatd, ale k jejich iplnému
oddéleni nedoslo ani pfi pH 3. Namétend retencni data byla
zaddna do optimaliza¢niho programu a z idajt byla teoreticky
nalezena oblast pH 2 az 2,6. Toto rozmezi pH bylo zvoleno
tak, aby rozliSeni vSech separovanych litek bylo dostatecné
a zaroven pH bylo vhodné pro pouzitou kolonu. Tato predikce
byla experimentdlné ovéfena métenim retenci latek pfi pH 2,5,
2,3 a2,0. Vliv pH na chromatografické chovani studovanych
latek zndzornuje obr. 3. Za danych experimentdlnich podmi-
nek bylo zvoleno jako optimdlni pH 2,3, pfi kterém doslo
k oddéleni vsech slozek separované smési naftalenu a jeho
derivatd (viz obr. 4).

Optimalizace gradientu

Zaucelem zkrdceni celkové doby separace latek v mobiln{
fazi 40 % acetonitrilu — 60 % fosfatového pufru o pH 2,3 byl
studovan vliv gradientu acetonitrilu na separaci. Na zdkladé
predbéznych experimentd byl stanoven nasledujici optimaln{
gradient: linedrni 24-minutovy gradient s obsahem acetoni-
trilu od 40 do 70 % (viz obr. 5). Doba analyzy se zkratila
z plivodnich 40 min na 21 minut.

Zavér

K separaci smési naftalenu, 1-aminonaftalenu, 2-aminona-
ftalenu, 1-hydroxynaftalenu, 2-hydroxynaftalenu, 1-nitrona-

Laboratorni pfistroje a postupy

ftalenu a 2-nitronaftalenu byly za pouziti kombinace predikce
chromatografického chovani studovanych latek pomoci pro-
gramu ChromSword® s experimentdlnim ovéfenim ptedpo-
védénych dat navrZeny ndsledujici podminky: kolona LiChro-
spher™ 100 RP-18, 24-minutovy linedrni gradient mobilni faze
s obsahem 40 az 70 % acetonitrilu; pH vodné slozky mobiln{
faze 2,3; pritokovd rychlost mobilni faze 0,5 ml.min" a de-
tekce pii 285 nm.

J. B. dékuje Grantové agentuie Ceské republiky (grant
¢ 203/98/1187). J. Z. dékuje Ministerstvu Skolstvi, mlddeZe
a télovychovy (vyzkumny zdamér 113100002).
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V. Quaiserova, J. Zima, and J. Barek (UNESCO La-
boratory of Environmental Electrochemistry, Department of
Analytical Chemistry, Charles University, Prague): HPLC
Separation of Genotoxic Derivatives of Naphthalene

The following optimised conditions for the separation
of naphthalene, naphthalen-1-amine, naphthalen-2-amine, 1-
and 2-naphthols, and 1- and 2-nitronaphthalenes were found
using a combination of the prediction of chromatographic be-
haviour of the tested substances with ChromSword® (Merck)
optimisation software and experimental verification: LiChros-
pher® column, 24-min linear gradient, acetonitrile (40-70 %) —
phosphate buffer, pH 2.3 (60-30 %), flow rate 0.5 ml.min’,
UV detection at 285 nm.
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Uvod

V dnesni dobé je jednou z nejpouzivanéjsich metod optic-
ké emisni spektrometrie (OES) metoda indukéné vazaného
plazmatu (ICP). Spektrometry ICP-OES jsou provozné ni-
kladné, coz je ddno jednak ndroénym piistrojovym vyba-
venim, jednak vysokou spotfebou pracovnich plynt, obvykle
argonu. SniZeni provoznich ndkladd, tedy predev§im sniZen{
spotfeby argonu, 1ze dosdhnout konstrukénimi dpravami plaz-
mové hlavice pro minimalizaci pratoku plynt. V soucasnych
spektrometrech jsou plazmové hlavice optimalizovdny na-
tolik, Ze dalsi vyrazné sniZeni spotfeby argonu jiZ neni prav-
dépodobné. Zdjem fyziki a analytickych chemiki se nyni
soustfeduje na nové excitacni zdroje, které by umoznily mi-
niaturizaci celého zafizeni a sniZily provozni naklady.

Pracovnici katedry fyzikdln{ elektroniky PfF MU sestrojili
novy typ plazmové hlavice a nazvali ji plazmovou tuzkou,
kterou svym tvarem pfipomind. Toto zafizeni je vyvijeno pro
archeology — tryskajici plazma (plazma-jet) vykazuje velmi do-
bré &istici schopnosti na riizné archeologické artefakty' Tato
plazma byla rovnéz zkousena i jako derivatiza¢ni prostfedl’3.

Nase prdce se zabyva studiem excitacnich vlastnosti trys-
kajici plazmy a moznostmi pouziti radiofrekvenc¢ni plazmové
trysky (RPJ) jako zdroje zafeni v optické emisni spektrometrii.

Experimentalni ¢ast
Chemikdlie

Kalibra¢ni roztoky Li a K byly pfipraveny z komer¢nich
zdsobnich roztokl firmy Analytika, s. r. 0., Praha, o koncen-
tracich 1000 mg.1™". Zasobni roztok 1000 mg.1"! Rb byl pfipra-
ven z pevného RbCl p.a., Fluka, Svycarsko.

Plazmovy plyn argon byl Cistoty 4,6 (99,996 %) firmy
Messer Technogas, Ceskd republika.

Pristroje

Béhem experimentd byly pouzity dva typy generdtord —
nizkovykonovy a vysokovykonovy:

Laboratorni pfistroje a postupy

Nizkovykonovy (nv) generdtor byl sestaven na katedie
fyzikdlni elektroniky a mad pracovni frekvenci 27,12 MHz
a vykon max. 100 W, pficemz dodany vykon vyboje se pohy-
boval v rozmezi 90-100 W.

K tomuto generdtoru byl pouzit ladici ¢len Versa Tuner,
model MFJ-969 firmy MFJ Enterprises, Inc. s maximalnim
trvalym zatizenim (CW) 100 W; pro provoz s modulovanym
generdtorem je piipustny Spickovy vykon 300 W. S timto
tunerem bylo provddéno pfizptisobeni vyboje pomoci dvou
oto¢nych kondenzdtord a jedné ladici civky tak, aby pomér
dodany/odrazeny vykon (pfesnéji SWR — pomér stojatych
vin) byl co nejvétsi. Hodnota SWR by méla byt pokud moz-
no men$i nez 1,5. Méfené hodnoty vykonu byly vétSinou
asi 90-100 W pro dodany vykon a asi 1-4 W pro vykon
odrazeny.

Vysokovykonovy (vv) generdtor byl komer¢ni vyrobek fir-
my International Plasma Corporation, model PM 101. Ge-
nerdtor pracuje na frekvenci 13,56 MHz a mad plynule na-
stavitelny vykon do 1500 W. BéZny doddvany vykon pii
experimentech se pohyboval okolo 150-220 W. Vykon vyboje
(méfeno na ladicim ¢lenu) byl asi 200 W.

K tomuto generdtoru musel byt pouzit vykonnéjsi ladici
Clen, a to Digital Antenna Tuner model HFT 1500 firmy VCI
Vectronics', Valor Enterprises, Inc. Tento ladici ¢len snese
zatizeni az 3000 W, a hodnoty dodaného/odrazeného vykonu
se pohybovaly v rozmezi 150-220/10-30 W.

Zateni plazmatu bylo fokusovdno na vstupni Stérbinu dvo-
jitého miizkového monochromatoru GDM 1000 firmy Carl
Zeiss Jena spojkou f= 80 mm. Spektra byla zaznamendvana
XY zapisovacem K 101.

Schéma kompletniho zafizeni zndzoriuje obr. 1.

Tabulka I
Zdkladni technické parametry obou typi vybojt

Frekvence generdtoru [MHz]) 27,12 13,56
Max. vykon generatoru [W] 100 1500
Max. zatiZzeni ladiciho ¢lenu [W] 300 3000
Max. dodany vykon vyboje [W] 100 250°
Odrazeny vykon [W] ~1-4 ~10-30
Priitok pracovniho plynu — Ar [l.min™"] 0,3-1,2
Vnitfni primér trysky [mm] 0,5-1,5
Material Spicky elektrody mosaz, uhlik
Integracni doba [s] 0,1-1
Pozorovaci méd laterdlni

#Nad 250 W se objevuje nestabilita vyboje

Tryska

Podle piivodnich ndvrhi byla zkonstruovana ponékud od-
lisna verze trysky, kterd umoznovala zavadéni aerosolu vzor-
ku a napojeni na detek¢ni systém. T¢€lo trysky bylo upraveno
tak, aby bylo moZno ménit $picky s riznym vnitfnim pri-
mérem a zavadét aerosol vzorku.

Dile byla vyrobena specidlni teflonova komora s okénky
(obr. 2), kterd brani piistupu vzduchu k vyboji. Pfi pokusech

Tato prace ziskala 3. misto v soutézi o cenu firmy Merck za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analytické chemie 2.2.2000 v Brné
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Obr. 1. Schéma zarizeni radiofrekvencni plazmové trysky; 1 —
ventildtor, 2 — pritokomeér, 3 — zdasobnik s argonem, 4 —cela s vybojem,
5 —ladici ¢len, 6 — radiofrekvencni generdtor, 7 — koaxidlni kabel, 8
— zebrovy chladic¢, 9 — ¢ocka, 10 — filtr, 11 — zesilova¢, 12 — mono-
chromator, 13 — XY-zapisovac

s vybojem v atmosféfe se vyboj z hlediska OES jevi jako
znacné nestabilni, ale horet je schopen.

Vysledky a diskuse

Konstrukéni dpravy a vlastnosti vyboje

Hned na pocatku se ukdzalo, Ze frekvence 27,12 a 13,56
MHz vyzatované z obvodi plazmové trysky pii nedokonalém
impedan¢nim pfizplisobeni zplsobuji znacné ruseni dalsich
elektronickych pfistrojti, které byly umistény v mistnosti
s RPJ. Proto bylo provedeno vf uzemnéni vSech kovovych
soucasti aparatury do spolecného bodu a vstupy zesilovace
signdlu fotondsobice byly odruseny keramickymi kondenzd-
tory. I pfes uvedend opatfeni neni odstinéni dokonalé a pii
Spatném pfizptisobeni vyboje dochdz{ k ruseni méfici apara-
tury. Pfi prvnich experimentech se zjistilo, Ze pfi del$im
provozu dochdzi ke zna¢nému zahiivdni elektrod a proto bylo
nutno elektrody opatfit Zebrovymi chladici s nucenym chla-
zenim ventildtorem. V tomto uspordddni jiZ nedochdzi k pre-
hfivani komory ani pfi nékolikahodinovém provozu.

Pii pouziti vv generdtoru by v§ak vykon nemél prekrocit
300 W — nad tento vykon je uz chlazeni opét nedostatecné
amuze dojit k roztaveni $picky elektrody a vyboj je nestabilni.
Pro experimenty s vykony nad 250 W by bylo nutné provést
upravy zlepsujici chlazeni elektrod. Pro méfeni byly k dispozi-
ci dvé sady vyménitelnych $pi¢ek z mosazi a grafitu o rizném
vnitinim priméru 0,5-1,5 mm. Pfi pouziti mosazné $picky byl
vyboj stabilnéjsi zvlaste pti pouziti vv generatoru. U grafitové
$picky pri zvyseni vykonu generdtoru nad 200 W doslo k jeji-
mu znacnému odprasent, zatim co mosazna $picka zvladla tyto
vykony bez jakéhokoliv pozorovatelného tibytku. Casem viak
iumosazné elektrody dochdzi k postupnému opdleni a vzniku
¢erného povlaku oxidu, jehoZ vEtsi vrstva zpusobuje mirné
zhorSeni stability vyboje.
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Obr. 2. Detail plazmové trysky; 1 — chladic¢, 2 — protielektroda, 3 —
vyboj, 4 — okénko, 5 — vyménitelnd Spicka, 6 — prevlecnd matice, 7 —
teflonovd komiirka, 8 — télo trysky, 9 — ptivod rf energie, 10 — piivod
pracovniho plynu s aerosolem vzorku

Didle byl studovan vliv priméru trysky na tvar vyboje.
Bylo pozorovédno, Ze tento parametr nemd zdsadni vliv na
pramér vyboje. Primér vybojového sloupce je stdle stejny, ale
pfi pouziti trysky s vétSim primérem vyboj nehofi z celého
pruméru trysky, ale na okraji, a to i pfi zvySeni pratoku argonu.
Pii pouziti trysek s malym vnitinim primérem dojde pfi
zvySeni pratoku argonu ke znatelnému syceni vyboje a tento
md tendenci se pohybovat po protielektrodé. Trysky s vétSim
primérem sndsi vyssi priitoky 1épe. Pii pouZiti trysek s vétsim
vnitinim primérem bylo nutno kvili stabilité¢ vykon sniZit na
hodnotu okolo 150 W. Béhem pocdtecnich experimentti byla
rovnéz ménéna vzdalenost mezi elektrodami a ukdzalo se, ze
tento parametr nemd zdsadni vliv na chovani vyboje.

S vv generdtorem (13,56 MHz) se rovnéz sledoval vliv
prikonu na chovani vyboje (s nv generdtorem to nebylo mozné,
nebot ten neumoziioval piikon ménit). Mosazné trysky sndSely
vys$si vykony lépe (u grafitovych vyboj prskal). Pii dal$im
zvySovdani vykonu (nad 200 W) vyboj Castéji prskd, dochdzi
k jeho ,,béhdni* po horni protielektrodé, pripadné mize dojit
k odtavovani elektrody. Pokud se zvysuje vykon, tak je mozné
vyboj ¢dstecné stabilizovat sniZenim priitoku argonu.

Bylo pozorovéno, Ze pfi zvysSeni mnozstvi aerosolu zava-
déného do vyboje, nebo pii zvySeni koncentrace analytu se
snizuje stabilita vyboje, kterou lze do urcité miry korigovat
zvySenim vykonu (u generétoru 13,56 MHz) — coz opét zpQ-
sobuje problémy s chlazenfm a od urcité hodnoty opét pie-
vlddne nestabilita zptisobend pfili§ velkym vykonem, o které
bylo hovoreno vyse.

Zajimavy jev byl pozorovén u vyboje s generatorem 13,56
MHz - pokud do vyboje neni zavadén vzorek, vyboj hoii
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Obr. 3. Signal roztoku obsahujici 1 ppb Li, generator 27,12 MHz
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Obr. 4. Kalibraéni zavislost pro Li, K a Rb, generdtor 27,12 MHz;
1-1Li (670,78 nm), R* = 0,9980; 2 — K (766,49 nm), R = 0,9934; 3 —
Rb (780,02 nm), R* = 0,9982
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Obr. 5. Signal roztoku obsahujici 100 ppb Li, generator 13,56 MHz
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Obr. 6. Kalibracni zavislost pro Li a Rb, generdtor 13,56 MHz. / —
Li (670,78 nm), R* = 0,9940; 2 — Rb (780,02 nm), R* = 0,9861
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pfimo ze stfedu otvoru mosazné $picky a md svétle modrou
barvu. Jakmile se zacne zavadét vzorek, vyboj se zbarvi do
Cervena (coz zpusobuje ptfitomny vodik z vody) a dojde k vy-
chyleni vybojového sloupce z osy trysky a ten pak hoii zcela
na kraji otvoru ve Spic¢ce. Timto jevem vSak nedochdzi ke
zhorSen{ stability vyboje.

Pratoky pracovniho plynu (Ar) se pohybovaly u nv-RPJ
okolo 0,9 L.min™", u vv-RPJ bylo nutno kvuli stabilité pritok
sniZit na 0,3 Lmin~". Pfi vyssich pritocich (nad 0,6 l.min’l) se
zmen$uje stabilita vyboje, ktery prskd a dochdzi k pohybu
horniho konce vyboje po protielektrodé. Pokud se do nv
vyboje nezavadi aerosol, je mozné ]i)rﬁtok argonu rovnéz snizit
az na hodnotu kolem 0,3 L.min . Tento fakt je zajimavy
z hlediska vyuziti vyboje jako opticky emisni detektor pro
plynovou chromatografii.

Celkové lze fici, ze stabilita vyboje je lepsi spiSe pfi niz§ich
pritocich. Tato skutecnost ¢asto Cinila problémy pfi pouZiti
koncentrického zmlzovace, kdy sniZzenim pritoku se rovnéz
sniZi jeho zmlZovaci t¢innost a jak bude uvedeno dile, tento
jev se podepsal dosti vyraznym zpisobem na odezvé roztoki
s nizkou koncentraci. Jako nejvyhodnéjsi se proto ukazuji
zmlzovace, jejichz i¢innost nezdvisi na pritoku nosného ply-
nu (napf. ultrazvukovy).

Nejprve se experimenty provddély s nv generdtorem
(27,12 MHz) a jako zmlzovaci zafizen{ byl pouzit koncentric-
ky zmlzovac. Zde se ukdzalo, Ze vykon vyboje, ktery se
pohyboval okolo 100 W, je nedostatecny, nebot vyboj pfi
styku s aerosolem zhasl. Byl proto zaptjcen ultrazvukovy
zmlzova¢ Cetac U-5000AT" s desolvataci aerosolu. Desolva-
taci aerosolu byla odstranéna vysokd zatéZ vyboje a ten jiz
nezhasinal. Rovnéz tento zmlzovac poskytuje velké mnozstvi
aerosolu, takze se podafilo detegovat i roztoky o velmi nizkych
koncentracich (fddové 10 ppb).

S pouzitim vv generdtoru (13,56 MHz) byl vykon vyboje
(asi 200 W) jiz dostate¢ny a nebylo nutné pouZzivat desolvataci
— byl pouzit koncentricky zmlzovac. Jak je uvedeno dile,
s timto zmlZovacem vSak uz nebylo mozné stanovit ty kon-
centrace alkalickych kovu, které se jinak s pouzitim USN
stanovily velmi dobfe.

Kalibra¢ni krivky

Nejprve bylo zjisténo jakou odezvu poskytuji vybrané
roztoky alkalickych kovli a proméfeny kalibraéni zédvislosti
téchto prvki. Z divodu nizké excitacni energie byl vybrdn
draslik, rubidium a lithium.

Tato méfeni se provadéla s nv vybojem (generdtor 27,12
MHz, vykon vyboje 90-100 W), priitok argonu byl 0,9 I.min™".

Vsechny prvky poskytovaly velice dobré signdly (viz napf.
Li na obr. 3) a kalibracni zdvislosti byly linedrni v pomérné
Sirokém koncentracnim rozsahu (obr. 4). Detek¢ni limity byly
odhadnuty desetkrat (pro Li, K) a tficetkrat (pro Rb) vyssi nez
u AAS. Jejich nizkd hodnota byla rovnéz dana pouZzitim ultra-
zvukového zmlzovace, ktery dava velké mnozstvi aerosolu.

S vysokovykonovym vybojem (generdtor 13,26 MHz, vy-
kon vyboje 150-220 W) se promérfovaly kalibra¢ni zdvislos-
ti lithia a rubidia (obr. 6). Zde jiz doslo k vyraznému posu-
nu kalibracnich kfivek k vyssim koncentracim, coZ je vysvét-
lovdno pouzitim koncentrického zmlzovace. Zde se
odhady meze detekce zvySily o dva resp. o ¢tyii rddy (pro Li
resp. Rb).
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Zavér

Cilem této prace bylo studium vlastnosti nového excitac-
ntho zdroje — radiofrekven¢ni plazmové trysky a jejtho moz-
ného pouziti v OES. Byly provadény konstrukéni dpravy
trysky za ucelem zvySeni stability vyboje. Ddle pak bylo
zkoumdno chovani vyboje s mosaznou a grafitovou elektro-
dou, pfi riznych pritocich plazmového plynu a riznych vyko-
nech budiciho generdtoru. S pouZzitim dvou generdtord o frek-
vencich 27,12 a 13,56 MHz byla studovdna spektra a kali-
bracni zdvislosti vybranych prvka.

Podékovdni patii MSMT, které projektem Laboratore
plazmovych zdrojii pro chemickou analyzu ¢. VS97020 umoz-
nilo vzniknout této prdci. Projekt vyzkumu radiofrekvencni

plazmové trysky je rovnéZ podporovdn grantem Grantové
agentury Ceské republiky ¢. 202/98/0791 a 202/98/0666.

Pouzité zkratky a symboly

AAS atomovd absorp¢ni spektrometrie
ICP  indukéné vdzand plazma

i.d.  vnitini primér

nv nizkovykonovy

OES optickd emisni spektrometrie

rf radiofrekvencni

RPJ  radiofrekvenéni plazmova tryska

Laboratorni pfistroje a postupy

USN ultrazvukovy zmlZovac

vf vysokofrekvencni
\a% vysokovykonovy
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Uvod

Papir je jednim z nejvyznamnéjSich masové vyrabénych
produktd. Soucasnd svétova produkce papiru a lepenky dosa-
huje 300 mil. t, primérnd ro¢ni spotfeba na obyvatele planety
&inf asi 50 kg (cit.!). Spotieba papiru vyznamné charakterizuje
materidln{ i kulturni droven spole¢nosti. Informace o vyrobé
papiru proto nesporné patfi do vyuky chemie. Jsou obvykle
zatazovany do uciva o polysacharidech jako findlni krok tech-
nicky nejvyznamnéjsiho zptisobu chemického zpracovani die-
va. Vyroba papiru navazuje na vyrobu vldknin (pfedevsim
buniciny), kterd ma pievdzné charakter typické chemické vy-
roby. Vlastni vyroba papiru byvd nepravem chdpana jako
proces pouze mechanicky, ackoliv md svij chemismus a,,che-
mizace* této vyroby se neustdle prohlubuje.

Nedostatkem $kolni interpretace vyroby papiru je rovnéz
absence ndzorné demonstrace vyrobniho principu. Pii sloZi-
tosti a ,,neprithlednosti* modernich vyrobnich postupti a zafi-
zeni nebyva zaky dobfe pochopena podstata vyroby papiru ani
pti exkurzich do papiren. Ke zlepSeni ti¢innosti vyuky tématu
vyroba papiru, navrhujeme jednoduché demonstrace zdklad-
ntho vyrobniho principu a na né navazujici hodnoceni né-
kterych vlastnosti ptipraveného papiru. Vyrobu papiru lze bez
zvlastniho vybaveni zndzornit materidlové i ¢asové nendroc-
nymi pokusy, které jsou proveditelné v podminkdch stfedn{
i zakladni $koly*.

Princip vyroby papiru

Technologie vyroby papiru je stru¢né charakterizovdna
napf. v publikaci®, podrobngjsi informace piinasi napf. litera-
tura*®. Proto uvddime jen nezbytnou rekapitulaci zakladnich
principd, jejichZ modelem jsou ndsledujici demonstracni ex-
perimenty.

Papir se vyrabi zplsténim, odvodnénim a vysusenim vlaken
z jejich vodné suspenze zvané papirovina. Papirovina vznikd
mokrym rozvlaknénim a mletim vldknitych surovin (zejména
buniciny) andsledujicim pfiddnim pfisad pro tpravu vlastnosti
papiru. Podstatu papirenskych vldknin tvofi celulosa. Roz-

vldknéni a mleti vlaknin spocivd hlavné v podélném Stépeni

nabotnalych vldken na jemné fibrildrni svazecky, coz lze pfi-
rovnat k rozplétan{ lana az na jemnd vlakénka. Svazecky maji
velky specificky povrch a velké mnozstvi obnazenych hydro-
xylovych skupin v makromolekuldch celulosy (v kazdé gluko-
sové jednotce jsou tfi volné hydroxylové skupiny). Ty v hoto-
vém vysuseném papiru vytvéieji vodikové vazby mezi vlakny
(obr. 1). Rozvldkiovdni a mleti se v soucasnosti provadi
zejména ve vifivych zafizenich pfipominajicich domdci mixér
a v zafizenich, kde suspenze vldken prochdzi mezi rotujicimi disky.

Ptisady do papiroviny se 1i$i podle druhu papiru. Jejich
soucasny sortiment je velmi rozmanity. VétSina papiri obsa-
huje klizidla na bazi ptirodnich pryskyfic ¢i syntetickych 1a-
tek. Pfirodni pryskyfice se na vldkna fixuji pfidavkem siranu
hlinitého, ktery mj. tvori nerozpustné hlinité soli pryskyfic-
nych kyselin a koaguluje volné pryskyfti¢né kyseliny. Klizeni
zvétsuje odolnost papiru proti vodé (hydrofobnost). Mnohé
papiry, hlavné tiskové, obsahuji plnidla (napf. kaolin), kterad
meéni fadu jejich vlastnosti, mj. omezenim mezivldkennych vo-
dikovych vazeb zvysuji poréznost papiru. Pro vyrobu barevnych
papird se ptiddvaji obvykle roztoky barviv, kterd jsou na vldk-
na fixovdna rliznymi fixa¢nimi prostfedky (mj. siranem hlinitym).

Papirovina zfedénd obvykle na 0,5-1 % suSiny natékd na
mokrou ¢ast papirenského stroje. Odvodnéni papiroviny a zpl-
sténi vldken zpravidla probihd na nekone¢ném podélném sité
(analogie pasového dopravniku) s pficnou vibraci, a to nejprve
gravitaci (cezenim), potom pomoci vakua (odsdvanim). Mo-
kry pds papiru se mezi vélci ve styku s plsténou tkaninou
lisuje a potom susi na vyhidtych vdlcich pfi teploté obvykle
pres 100 °C. V suSici ¢dsti papirenského stroje se z papiru
odstrani nejen prebytecnd voda, ale vytvoii se zde zminény
systém mezivldkennych vodikovych vazeb, zndzornény na
obr. 1b. (Vodikovych vazeb v mokrém papiru se icastni voda,
kterd je v obr. 1a zjednoduSené zndzornéna monomolekuldrni
vrstvou.) V suSici Casti stroje se rovnéz dokoncuje proces
kliZeni (po roztaveni ¢dstecek klizidla).

Modelové experimenty k demonstraci
vyroby papiru

V nasich pokusech vldknitou surovinu pfedstavuje fil-
tracni papir. Ten je sloZen pouze z bélené buniciny, tj. prak-
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Obr. 1. Vodikové vazby v papiru; a — mokry papir, b — suchy papir
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od\:zii’eny 3 pll’lile klizidl
filtracni papir izidlo

barvivo NaOH
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Obr. 2. Schéma demonstrace vyroby papiru; 1-2 piiprava papiroviny, 3—5 mokra ¢ast papirenského stroje, 6 — susici ¢ast papirenského stroje

ticky cisté celulosy, je mdlo pevny a snadno rozvldknitelny
a neobsahuje zddné piisady (klizidla, plnidla atd.). Modelem
rozvldkiiovaciho a mleciho zafizeni je domdci mixér. Sito-
vou ¢dst papirenského stroje pfedstavuje Biichnerova ndlevka
s vlozkou z filtracniho papiru a odsavaci baiika s vyvévou,
lisovou ¢dst papirenského stroje piedstavuje dfevény ¢i gu-
movy valecek s filtra¢nimi papiry misto plsténé tkaniny. Mo-
delem susici ¢dsti stroje je laboratorni suSdrna, eventudlné
i volné vysuseni vytvotreného papirového listu (obr. 2).

Didakticka efektivnost pokusi se zvysi, pokud pfipravené
vzorky papiru podrobime ndslednému zkouseni jeho vlast-
nosti. K tomu je nejvhodné&jsi pfipravit vedle zkuSebniho
vzorku i vzorek srovndvaci (napf. klizeny a neklizeny, plnény
a neplnény papir ap.).

Vyzkouseli jsme rizné varianty pokust modelujicich pii-
pravu papiru a hodnoceni jeho vlastnosti, ddle uvddime po-
stupy, které povazujeme za optimdlni z hlediska vystiZzeni
redlnych technickych procesd, snadnosti provedeni i tspory
casu.

Vhodnd plo$nd hmotnost (gramdz) pfipravenych vzorku je
80-120 g.m™ U téchto gramazi Ize bez manipulacnich pro-
blému operovat s mokrym listem pii pouziti vlozky do Biich-
nerovy ndlevky (obr. 2). (Gramdz kolem 120 g.m’2 dokonce

umoziuje pii opatrné manipulaci vyjmout z Biichnerovy né-
levky i bez papirové podlozky mokry list bez jeho poruseni.)
Pro demonstraci rozdild mezi klizenym a nekliZzenym papirem
je vSak vhodnéjsi nizs{ gramdz.

Postup: Vypoctend navazka filtraéniho papiru (cca 0,5—
1,5 g podle rozmért uzité Biichnerovy ndlevky — vhodné jsou
praméry 9—12,5 cm) se rozstitha na malé kousky a rozmicha
v 70-100 cm® vody a po chvili stani se 5 minut rozvlaknuje
v kuchyniském mixéru s noZovym rotorem u dna (hustota
suspenze do 1 % a.s.). Suspenze vldken se prevede do vysoké
kddinky (150-250 cm’) a zfedi na 100-150 cm’. Pfidd se
0,1-0,15 g kaolinu na 0,5 g vldken a dobfe promicha ty¢inkou.
Pridd se 0,3 cm® 0,5% vodného roztoku methylenové modfi
nebo malachitové zelené a po promichdni pryskyfi¢né klizidlo
(disperze prirodni pryskyfice). Davka pro 0,5 g vldken obsa-
huje 10-15 mg pryskyfice (kalafuny). Disperzi pfipravime
rozpus$ténim jemné rozetfené kalafuny v ethanolu za studena
— pro jednu davku 1 cm® ethanolu — a zfedénim stejnym
objemem vody. (Tento postup sice neni v technické praxi
uzivdn, je vSak ze vSech postupd, které jsme vyzkouseli,
nejrychlejsi a pro kvalitativni demonstrace umoZiuje dosta-
tecné zaklizeni vzorkl.) Po dikladném promichdni se zméii
pH-metrem nebo indikdtorovymi papirky hodnota pH papiro-
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viny, ddlezitd mj. pro dobré zaklizeni a vybarveni papiru.
Z byrety se po kapkdch piidava roztok NaOH (c = 0,1 mol.dm™),
az pH suspenze vldken dosdhne hodnoty asi 9. Pak se po
kapkdch pridd roztok Al (SO,); (c =20 g.dm™) do pH asi 4,5.
(Predchozi alkalizace suspenze zajisti, Ze pfidavek Al,(SO,),
bude dostatecny pro fixaci pryskyfice na vldkna.)

Po promichani a asi 2 minutovém stdni se suspenze naleje
na Biichnerovu nédlevku s papirovou vlozkou s nékolikacenti-
metrovym vycnélkem. (Ten usnadni jeji vyjmuti i s vytvo-
fenym mokrym listem bez jeho poskozeni.) Nalitd suspenze
se potiesenim rovnomérné rozvrstvi a po chvili se uvede do
chodu vodni vyvéva pfi postupném zvysovani podtlaku. Kdyz
z ndlevky prestane kapat voda, vyjme se vytvoreny mokry list
papiru i s podlozenou vlozkou. Vlozka s mokrym listem se
vylisuje mezi dvéma filtracnimi papiry opakovanym mirnym
pritlacenim vadlecku. Odvodnény a vyrovnany list mokrého
papiru se opatrné oddéli od mokré podlozky a na suché pa-
pirové podlozce vlozi do susdrny vyhidté na 50-60 °C. SusSar-
na se poté nastavi na 105 °C. Po dosaZeni této teploty se
papir vyjme a pouzije pro piipadné navazujici hodnoceni jeho
vlastnosti. Doporuc¢eny postup suSeni modeluje rezim suse-
ni na papirenském stroji, ktery sleduje mj. optimalizaci me-
chanickych vlastnosti papiru a jeho zaklizeni. Pro kvalitativn{
demonstrace neni nezbytny a mize byt nahrazen vloZzenim
mokrého papiru do susdrny vyhidté na konecnou susici te-
plotu, coz vede k dspoie ¢asu. Jinou moznosti je volné suseni
na vzduchu.

Hodnoceni vlastnosti pripravenych papira

Velmi jednoduse, rychle a bez materidlovych narok mu-
Zeme hodnotit vliv piisady kliZidla a barviva do papiroviny na
vlastnosti papiru.

KliZeni papiru 1ze hodnotit popisovanim inkoustem, které
je zalozeno na rozpijeni a prosakovani inkoustu u neklizeného
papiru. Doporuceny postup je zjednodusenou analogii v pa-
pirndch uzivané orientaéni zkousky zaklizeni’. Pro tcely $kol-
niho pokusu se obejdeme bez specidlnich zkusebnich zafizen{
a inkoustd. Uspokojivé vysledky a jasné patrné rozdily mezi
klizenym a nekliZzenym papirem dosdhneme s bézné dostup-
nymi prostfedky — oby¢ejnym modrym inkoustem a redis-
pérem s hrotem o priméru 0,5-2,5 mm. Vzorek se popise
rovnobéznymi carami o délce asi 5 cm a pak ¢arami pri¢nymi.
Neklizené vzorky i pfi nestandardnich podminkdch zkouSky
ukazuji ve srovndni s kliZzenymi vyrazné rozpijeni a prosako-
vani na druhou stranu, které roste s tloustkou Car. Zietelné je
jiz rozpijeni (tvorba karnky) pfi trvajicim dotyku pera s nekli-
Zenym papirem.

Fixaci barviva na vlaknech mtizeme posoudit pfi namo-
Ceni vysuSeného papiru méné az stfedné syté vybarveného
roztokem methylenové modii nebo malachitové zelené. Ne-
pozorujeme vyrazny barevny vyluh ani barveni bilého fil-
tracniho papiru dotykem namoceného barevného vzorku.

Vliv pridavku plnidla na chemické sloZeni papiru posou-
dime ze stanoveni popela v papiru plnéném i v neplnéném
referentnim vzorku, které 1ze provadét, je-li Skola vybavena
analytickymi vahami. Neplnény papir ma maly obsah popela,
vétsinou niz$i nez 1 % (cit.”). Papiry plnéné kaolinem maj pfi
doporucenych podminkdch pokusu pomérné vysoké zadrzeni
plnidla a obsahuji 10-20 % popela. Pro stanoveni popela
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spalenim papiru na kahanu (resp. v elektrické peci) je tfeba
pouzit aspoti 0,5 g vzorku. Vzorek v porceldnovém kelimku
prikrytém vickem nejprve mirnym plamenem zuhelnime a pak
pii plném zaru kahanu (asi 900 °C) spdlime. Po vychlazeni
v exsikdtoru vazime. Prazdny kelimek predem zvazime po
vyZzihdni za stejnych podminek.

Analogicky miZeme stanovit obsah vody v papiru vy-
suSenim vzorku ve vdZence uzaviratelné vickem v suSarné pfi
105 °C. Vysusené papiry piechovdvané volné na vzduchu
obsahuji vétSinou kolem 5 % vody v zdvislosti na relativn{
vlhkosti vzduchu v mistnosti i na sloZeni papiru. Stanoveni
vlhkosti papiru je vhodné provést soubézné se stanovenim
popela. Tato dvé stanoveni ndm poslouZi jako model chemické
analyzy hygroskopického vzorku, kde musime odlisit vy-
sledek analyzy (napf. obsah popela) ve vzorku vlhkém a po
prepoctu na absolutné suchy vzorek (tato hodnota je vzdy
vyssi). Soucasné obé stanoveni jsou nejjednodus$imi a nend-
roénymi stanovenimi gravimetrického typu.

Zavér

Navrzeny soubor demonstra¢nich experimentl je jedno-
duchym a materidlové nenaro¢nym modelem vyroby papiru
a hodnoceni jeho vlastnosti. Experimenty jsou vhodné pro
Skolni pouziti i pro vysokoskolské cviceni z didaktiky chemie.
Umoziuji provedeni ucitelské, zdkovské nebo jejich kombi-
naci, komplexni provedeni souboru pokusti nebo jeho sou-
casti. Predem pripraveny pokus zhotoveni zkusebniho vzorku
se vSemi piisadami a srovndvaciho vzorku lze provést v jedné
vyucovaci hodiné. Papir bez piisad se zkrdcenym rezimem
suSenfi lze pfipravit za 20 minut. Hodnoceni kliZzen{ a fixace
barviva u pripravenych papirt zabere v ndsledujici hoding jen
nékolik minut. Tyto experimenty jsou obzvldst vhodné jako
paralelni zZakovsky pokus. Stanoveni popela a vlhkosti v pa-
piru je vhodné provést jako 1-2 hodinové zZikovské cviceni.
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M. Kraitr, J. Strofova, and V. Richtr (Department of
Chemistry, Faculty of Education, University of West Bohemia,
Plzeri): Experiments for Paper Manufacture Demonstra-
tion in Chemistry Teaching

Simple experiments for demonstration of paper manufac-
ture and tests of physical and chemical properties of paper are
presented. The experiments are suitable both for secondary
and primary schools as well as for university teaching.
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Ke stiatnim maturitim z chemie

Jako ucitel chemie na gymndziu jsem velmi uvital oznd-
meni, ze termin zavedeni tzv. stitnich maturit se posouva.
Jejich obsah shrnuty v prvni verzi ndvrhu pro vetejnou diskusi
z unora 2000 vypadal hrozivé vzhledem k velkému objemu
znalosti vyzadovanych ve vSech vyucovacich predmétech.
Cilové pozadavky presahovaly rozsah platnych osnov a stan-
dardi uciva pro gymndzia, zahrnovaly ucivo uvadéné jen
v nékterych variantiach pouzivanych ucebnic. Vzhledem k to-
mu, Ze podobné byly zpracovdny cilové pozadavky pro fadu
vyucovacich predmétd, byla by disledkem celkovd zména
ve vyuce na naSich stfednich $koldch smérem k encyklope-
dismu, ktery je jinak ze vSech stran kritizovan. Ministr Skolstvi
se v pfiloze Akademie Lidovych novin vyjadfil, Ze pred zave-
denim statnich maturit bude dostatek ¢asu k tomu, aby byly
zménény ucebni osnovy jednotlivych vyucovacich predméti
tak, aby odpovidaly pozadavkim stitnich maturit. V této si-
tuaci jsem ocenil, Ze se problematikou nové maturity z chemie
chtéji blize zabyvat i Chemické listy.

Koncem kvétna jsme necekané obdrzeli novou verzi
katalogt cilovych pozadavki ke statni maturité — 2. navrh pro
vefejnou diskusi. S potéSenim mohu konstatovat, Ze vécny
rozsah byl v chemii zfetelné redukovan tak, Ze nyni odpovida
rozsahu ucebnich osnov a standardd uciva chemie pro gym-
ndzia a obsahu nejbéZnéjSich ucebnic. Podobny je i prvni
dojem mych kolegyri a kolegti z katalogi cilovych pozadavkd
dalsich vyucovacich pfedméti. V chemii to konkrétné zna-
mend, Ze neni napf. pozadovédna znalost vypoctl na zdkladé
stavové rovnice idedlniho plynu, znalost zdkladi termody-
namiky a stavovych funkci U, H, S, G, znalost rovnovdzné
konstanty K, rovnice autoprotolyzy amoniaku a ethanolu,
prubéhu trimerace (tetramerace) alkinti nebo oxidace anthra-
cenu, coZ byly pozadavky uvedené v ptvodni verzi katalo-
gu cilovych pozadavki ke spolecné Cdsti maturitni zkousky
z chemie. Takto vymezeny rozsah uciva muize tvofit zdklad
pro dalsi diskuse. Je ale tieba, aby byly cilové pozadavky
postupné rozpracovéany detailné az ke konkrétnim znalostem,
které se budou v testech zkouset. Nékde takové vymezend jiz
najdeme (napf. ndzvy sedmi aminokyselin, jejichZ vzorce ma
maturant zndt), jinde takové rozpracovani zatim chybi (vy-
mezeni konkrétnich heterocyklickych sloucenin). Katalog ci-
lovych pozadavki vyvoldva ale fadu dalSich otdzek.

V obecné predmluvé ke katalogtim rdznych predméta je
feceno, ze ,,Obsahem katalogli jsou konkrétni cilové poza-
davky, které jednoznacné stanovi naroky na zaka. Pro zdky
a ucitele musi byt ziejmé, jak mohou téchto cili dosdhnout™.
Avsak tiplnd jednoznacnost a piesnost je v pedagogice asi jen
snem a zdd se, Ze dd hodné priace se mu alespon priblizit.
Miuzeme si kldst napt. ndsledujici otdzky:

— Odpovidd obsah Katalogu cilovych pozadavkd ke spo-
le¢né ¢asti maturitni zkousky jeho ndzvu?

— Jsou dobie vymezeny kategorie cilovych kompetenci
a jasné stanoven jejich vyznam pro novou maturitni
zkousku?

— Jsou cilové poZadavky formulovény logicky a pfesné?

Nazev textu je sice Chemie — katalog cilovych pozadavk
ke spolecné ¢asti maturitni zkousky, ale autoii sami uvadéji,
ze cilové kompetence i tematické okruhy jsou zpracovany pro
maturitni zkousku z chemie jako celek, to je pro jeji spolecnou
¢dst (testy) i profilovou ¢dst (dstni maturitu zajistovanou jed-
notlivymi §kolami). Cilové kompetence jsou dokonce v Uvo-
du charakterizovany jako ,,soubor cilovych zptsobilosti z che-
mie, které by mél Zdk maturujici z chemie ovlddat®. Dodejme,
Ze ziejmé pljde o zpisobilosti, jejichz dosazeni zdk prokdze
u maturity (dstni maturity nebo v pisemném testu), ale také
o zpusobilosti, jejichz dosazen{ Zdk prokdzal napf. jiz tim, Ze
prosel celou stiedni §kolu a k maturité se viibec propracoval
(napf. absolvoval urcity pocet hodin praktickych cviceni
v chemické laboratofi). Jde tedy fici, Ze zde nejde pifimo
o pozadavky k maturitni zkousce, ale o podrobnéjsi rozpra-
covdni zdkladnich pedagogickych dokumentil. Je to svym
zpusobem logicky a potfebny krok, nebof nase u¢ebni osnovy
i standardy uciva jsou formulovdny velmi stru¢né a vymezeni{
cilovych kompetenci v nich je velmi neurcité, ale je namisté
oteviené fici, o co vlastné jde. Takto zpracované cilové po-
zadavky zatim podaji o pfipravovanych maturitnich testech
jen matnou predstavu.

Praveé uvedené potvrzuje ¢lenéni cilovych kompetenci do
ctyt kategorii. Kompetence dvou nejvyssich kategorii vy-
jadfuji hlavné takové pozadavky na zdky, které u maturity
zkouset nejdou. Kategorie C —Pozorovdni a experimentovdn{
(napf. ,,zdk dovede provést zdkladni prace v chemické labora-
tofi*) je ovéfitelnd jen béhem praktické vyuky laboratornich
praci (pfip. pfi praktické maturité na stfedni odborné skole).
Podobné kompetence kategorie D — Komunikace (napf. ,,vy-
hleddvat chemické informace ...v odbornych casopisech,
z hromadnych sdélovacich prostfedkd, internetu) neni dob-
fe ovéfitelnd u maturity. Navic jiZ v ivodnim rozdéleni cilo-
vych kompetenci do kategorii A az D nachdzime rozpory:
V nejnizsi kategorii A md Zdk ,,umét vyjddrit vlastni ndzor na
pouzivani rdznych chemickych poznatkl a metod v praxi* —
nejde zde o schopnost komunikace, ¢ili o kompetenci nejvyssi
kategorie D? M4 kategorie cilovych kompetenci urcity vztah
k typu testovych polozek? Zatim se zdd, Ze vyznam kategorif
je velmi obecny a slouzi predevsim k upfesnéni cili vyuky
jako celku.

Po konkrétnim dopadu na obsah testovych polozek ve
statni maturité¢ se musime opakované ptit i u specifickych
cilt, které vznikly rozpracovanim cilovych kompetenci na
konkrétni obsah uciva. TéZko napf. hodnotit, jak maturant
nakresli model molekuly uhlovodiku nebo derivdtu uhlovo-
diku podle strukturniho vzorce. Pokud se neomezime na néko-
lik nejjednodussich sloucenin, zacne hrat velkou roli to, jaky
md konkrétni zak kreslifsky talent. Navic: jde zde skutecné
o kompetenci typu ,,Pozorovdni a experimentovani*? Sporné
jsou specifické cile v kategorii Komunikace, které vyzaduji
vyhleddvani informaci z odborné literatury a z chemickych
tabulek. Zpracovdni ddaji z odborné literatury by nejspise
mélo charakter referdtu nebo semindrni prace — ale mame néco
podobného k maturité bézné zavadét? Pokud snad ano, pak by
se stejné jednalo o ¢dst Skolni maturity a ne o jeji spolecnou
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¢ast ve formé testu. BéZzné Matematické, fyzikdlni a chemické
tabulky pro stfedni $koly obsahuji z chemie pomérné madlo.
Zdd se, ze fada pozadavkil na vyhleddvéni v tabulkédch by spise
odpovidala odbornym chemickym tabulkdm, které se na gym-
ndziich jako zdkladn{ ucebnice nepouzivaji.

Zavérem lze hodnotit, Ze Chemie — katalog cilovych po-
zadavki ke spole¢né ¢dsti maturitni zkousky, 2. ndvrh pro
vefejnou diskusi, je kvalitné zpracovanym podkladovym ma-
teridlem, ktery vSak zatim nevede piimo k vytvoreni novych
maturit ve formé testd. Je tieba nejdifve vyjasnit, které po-
zadavky se opravdu bezprostiedné vztahuji na spolecnou
(externi) cast maturity (pfipravované testy) a které pozadavky
se tykaji ustnich maturit na Skoldch nebo pribéhu vyuky
chemie béhem celé stiedni Skoly. Je tfeba zvazit vyznam
rozliSovani kategorii cilovych kompetenci pro tvorbu tes-
tovych poloZek a pfipadné jejich tfidéni zpfesiiovat. Je tfeba
velmi konkrétné vymezovat poznatky, které se budou v ma-
turitnich testech objevovat. Pro konkrétni pfedstavu o maturit-
nich testech je nutné poskytnout zakiim rozsahlé ukazky testd
s konkrétni formulaci polozek, vycet cilovych pozadavku je
pro studenty nedostatecnd informace.

Miroslav Melichar,
Gymndzium Sobéslav
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Hnédé uhli a jeho perspektiva

Tézba vysokopopelnatého a vysokosirného hnédého uhli
pro energetické vyuziti pijde do planovaného tdtlumu, nebot
s najetim jaderné elektrarny Temelin se budou odstavovat
elektrarny spalujici hnédé uhli a vyzadujici ndkladné odsi-
fovdni spalin. Nemél by vzniknout Zddny nadbytek elektrické
energie, protoZe se v podstaté jedna o zdménu primdrniho
energetického zdroje pfi vyrobé elektrické energie.

Tézba nizkopopelnatého a nizkosirného hnédého uhli
vhodného jako chemicka surovina pro chemicky primysl by
méla byt regulovdna podle potieb chemického primyslu.

Vyzkum chemického vyuziti uhli byl vS§ak koncem sedm-
desatych a zacdtkem osmdesatych let v CSFR zastaven s odii-
vodnénim, Ze chemické zpracovani uhli bude ekonomické az
tehdy, kdy bude ropa nabizena k prodeji za 45 USD za barel,
a 7e vSechny potfebné organické slouceniny lze syntetizovat
z primdrnich ropnych uhlovodikii. V soucasnosti se barel ropy
nabizi okolo 30 USD/barel a neni dalekd doba, kdy bude
pozadovano 45 USD/barel.

Ve vychodnim Némecku byli vSak proziravéjsi a vyzkum
chemického zpracovani uhli nezastavili, zdokonalovali jak
technologii, tak zafizeni, protoze zpracovanim hnédého uhli
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jako chemické suroviny lze produkovat meziprodukty pro
farmaceuticky primysl, pro vyrobu barviv, pesticidt i poly-
merQ, humdtové koncentrdty mohou slouzit jako hnojivo v ze-
meédélstvi.

Otézka zni: jak napravit chybu? Obnovit vyzkum a vyvoj
chemického zpracovani uhli nebo uvaZovat o koupi licence
a dovozu zafizeni? Moderni chemické zpracovani hnédého
uhli, sestdvajici se z flotace, nékolikastupniové extrakce, pii-
padné superkritické extrakce, riznymi poldrnimi a nepoldr-
nimi extrak¢énimi ¢inidly, s vloZenou hydrogenacni rafinact, je
zajimavd, i kdyz slozitd, technologie respektujici jak ekologii,
tak minimalizujici spotfebu energie.

V soucasnosti je chemicky pramysl CR, ostatng jako vie-
chen priimysl a celé narodni hospodarstvi v ekonomické krizi.

Neexistuje prognéza rozvoje chemického primyslu a pri-
myslu jako celku, ostatné ani nejsou organizovani specialisté,
ktefi by tuto ¢innost provadéli jako poradenskou napt. pro
poslaneckou snémovnu, protoze tyto instituce byly bez roz-
myslu zac¢dtkem devadesatych let zruseny, ackoliv podobné
instituce existuji v SRN, ve Francii, ve Velké Britanii, v USA
i v Japonsku. Musime pouze doufat, Ze se vstupem do Evrop-
ské unie budou znovu zfizeny prognostické narodohospo-
darské ustavy, protoZe jsou pro rozvoj i technicky vyspélych
ndrodnich hospodaistvi dilezité.Vzhledem k tomu, Ze k této
ndpravé mize dojit az v roce 2003 nebo az v roce 2005,
musime si poloZit otdzku jak ddl v souCasnosti roku 20007
Primdrni energetické zdroje a nerostné bohatstvi jsou majet-
kem stdtu, ktery vSak v soucasnosti nema dostatek finan¢nich
prostfedkl na vyzkum a vyvoj a ktery ani nemd k dispozici
modernizované podklady pro prognézu rozvoje jak chemické-
ho, tak priimyslu celkem.

Proto v soucasnosti existuje jedind moznost:zastavit téZbu
nizkopopelnatého a nizkosirného hnédého uhli, které se na-
chdzinapf. v hlubinném dolu Kohinoor, ale zakonzervovat diil
tak, aby jeho téZzba byla obnovitelnd napt. za pét nebo deset
let. Rozhodné nelze doporucit prodej tohoto dolu a jemu
podobnych zdroji do soukromych rukou, aby nedoslo k ex-
portu, velmi nevyhodnému exportu chemické suroviny za
nizkou cenu energetického hnédého uhli. To, ze hlubinné
hnédé uhli z dolu Kohinoor je cenéno jako ménéhodnotné
energetické uhli misto jako chemickd surovina, je pravd pii-
¢ina ekonomické neefektivnosti hlubinného dolu na hnédé uhli.

Véra Dulovd

Je ucelné zabyvat se v CR chemickym vyuZitim uhli?

S ndzorem, Ze bychom se méli vénovat chemickému zpra-
covani nasSeho uhli jako domdci suroviny se setkdvdm dost
Casto. S timto ndzorem nesouhlasim a chci uvést nékolik
divodd.

Zdsoby ropy se skutecné tenci. V poslednich asi 20 letech
byly vycerpané zasoby priblizné¢ kompenzovany novymi na-
lezisti, a tak se celkové zdsoby ropy udrZovaly na ptiblizné
stejné urovni. V soucasné dobé vsak jiz pozorujeme skutecny
pokles zdsob. Nartst cen ropy v poslednich mésicich ne-
povazuji za jev vyvolany poklesem zdsob, pfiCiny fluktuace
cen si netroufdm analyzovat. Takovych cenovych vykyvi
nahoru i doli bylo v poslednich 30 letech nékolik. Jsem
presvédcen, Ze ropa bude hrat v chemii hlavni roli jesté nékolik
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desitek let. Zasoby zemniho plynu vydrzi jesté déle, a tak

chemické vyuziti uhli neni na poradu dne.

Velké firmy vénuji vyzkumu chemického zpracovani uhli
jistou pozornost. Ve skute¢nosti se v§ak uhli zpracovdvd na
chemikdlie pouze v Jihoafrické republice, kde vystavba pri-
myslového komplexu Sasol byla motivovdna embargem na
dovoz ropy. Avsak i po skonceni apartheidu a embarga naropu
je Sasol v provozu a podrobnd studie jeho efektivnosti by byla
velmi zajimava.

V CR byl primyslovy chemicky vyzkum dosti redukovan
a vyvijime malou aktivitu i ve velmi aktudlnich oblastech. N4§
stdt je chudy a prepych vyzkumu chemického zpracovani uhl{
s perspektivou desitek let si asi nemiZzeme dovolit. A i kdyby-
chom méli dost finan¢nich prostiedk, jsou dva dobré diivody
proc¢ se chemickym vyuzitim uhli nezabyvat.

— Piedstava, Ze CR je bohatd na uhli, je nepravdiva. Svétové
zdsoby uhli jsou skute¢né velké, aviak CR ma relativné
malé zdsoby a to je§té¢ mdlo kvalitniho uhli. AZ se nékdy
v budoucnosti rozvine chemické vyuziti uhli, bude to
predevsim tam, kde je levny zdroj kvalitnitho uhli. A to
bohuzel nenf piipad CR. Ostatné v globalizovaném svété
nebude lokalita tak dtilezitd.

— 'V chemickém zpracovdni uhli, podobné jako v pfipadé
ropy, ptjde o velké procesy, které se vyvijeji u silnych
mezindrodnich spole¢nosti. Takové spole¢nosti v CR ne-
mdme a i dnes kupujeme ,.know-how* na takové procesy
jako je katalytické krakovani, polyethylen, polypropylen
apod.

Uz viibec se mi nelibi myslenka Ing. Dulové, Ze téZba uhl{
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na dole Kohinoor je neefektivni, protoZe se uhli prodavd pro
energetické ucely. Kdyby pry se uhli chemicky zpracovavalo,
byla by tézba na tomto dole ekonomickd. Takové odvdzné
tvrzeni by se mélo dolozZit ¢isly. Zatim lze za nejefektivnéjsi
vyuziti uhli asi povazovat zplyiiovani na syntézni plyn, ostatné
na tomto principu je postaven jihoafricky komplex Sasol.
Zplynovani uhli s naslednym paroplynovym cyklem vyroby
elektrické energie se povaZzuje za slibnou cestu uhli do ener-
getiky. Takto byl pfebudovdn i nd$ hnédouhelny kombinat
Viesovd. [ kdyz je tedy dost podkladii na zplyfiovani uhli, nové
vyrobny syntézniho plynu a vodiku se buduji na bazi zemniho
plynu nebo levnych tézkych ropnych zbytka.

V Chemopetrolu Litvinov byla jiz pied 30 lety zastavena
vyroba kapalnych paliv z uhli. Nicméné tam az do roku 1998
existoval relikt z druhé svétové vdlky a to izolace fenold
z hnédouhelného dehtu. Toto chemické vyuziti uhli bylo op-
rdvnéné zruSeno, protoZe ze 100 tis. tun dehtu (ro¢ni produkce)
bylo izolovano 6000 t nekvalitnich fenolt s ohromnou spotie-
bou tepla a s velkou ekologickou zatézi. A po slozitych opera-
cich zistalo 94 % dehtu stdle palivem. I odstaveni ,,fenolky*
se setkalo s ndmitkami zastdncti chemického vyuziti uhli.

Chci se zminit o jednom nadé€jném sméru vyuziti uhli,
predevsim hodoninského lignitu, na vyrobu huméznich prisad
do hnojiv. Aktivity tymu prof. Lapc¢ika z bnénské Techniky
by nemély ujit pozornosti vyrobcti hnojiv.

Jsem prfesvédcen, Ze vyvoj procesli na chemické vyuZiti
uhli nepatif k prioritdm nasich vyzkumnika.

Josef Pasek

KALIFORNSKA BIOTECH COMPANY
s laboratoremi a vyrobou farmaceutickych substanci v Praze
hleda
vedouciho oddéleni Quality Control (Analytickd chemie)
Odborné predpoklady: anglictina a znalost PC nutné.
Pisemné nabidky s profesnim Zivotopisem zaslete na adresu:

Interpharma Praha, a.s., Komoranska 955, 143 10 Praha 12
fax: 02-402 51 44, e-mail: interpha@login.cz
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Osobni zpravy

OSOBNI ZPRAVY

Prof. Ing. Michal Ilavsky, DiSc., ma Sedesatiny

Dne 21. listopadu 2000 oslavi své Sedesdtiny prof. Ing.
Michal Ilavsky, DrSc., bezpochyby jedna z nejvyznamnéjsich
osobnosti soucasné ¢eské makromolekuldrni védy. Narodil se
v Liptovském Petru a po $kolni dochdzce ve VaZci a maturité
v Popradé vystudoval v letech 1957-1962 prazskou Fakultu
technické a jaderné fyziky CVUT se specializaci jadernd
fyzika. Tehdy se pravé dokon¢ovala moderni budova Ustavu
makromolekuldrni chemie CSAV na prazskych Petiindch.
Perspektiva zajimavé price na pracovisti vedeném profesorem
Ottou Wichterlem a samoziejmé také snatek s Marii Mazur-
kovou z vyznamné prazské rodiny zpusobily, Ze v Praze
zakotvil uz natrvalo. V letech 1962—-1966 absolvoval v dstavu
fddnou védeckou aspiranturu, a na Matematicko-fyzikdlni fa-
kult¢ Univerzity Karlovy obhdjil disertacni praci. Ndzev di-
sertace Viskoelastické chovdni esterii kyseliny polymethakry-
lové predznamenal jeho védecké zaméreni i na piisti léta.
Velmi dobre pochopil principy viskoelasticity a obecné rheo-
logie polymert, kterd v Sedesdtych letech prozivala zlatou
dobu neobycejného rozmachu po celém svété. Ilavsky se do
tohoto svétového proudu aktivné zapojil fadou vyznamnych
studif jak v oblasti teorie, tak i pfi promyslenych experimen-
tech, v nichz poprvé u nds pouzil kombinaci rheologického
a Casove zdvislého optického méreni. Jeho odbornd kvalifika-
ce mu brzy otevfela cestu na predni svétova pracovisté rheo-
logie polymert. Z fady zahrani¢nich pobytd si zaslouzi ale-
sponi zminku spoluprdce s profesorem Slonimskym v mos-

kevském Ustavu organokovovych slou¢enin Akademie véd
v letech 1964-65, dlouhodoby pobyt na Syracuse University
v americkém stdté¢ New York (1970-71) a v poslednich letech
pak pobyty v postaveni hostujictho profesora na nékolika
vyznamnych evropskych pracovistich (Max-Planck Institut
fiir Polymerforschung, Mainz; Universitit Ulm; Delft University
of Technology). Vsechny tyto pobyty se posléze zhodnotily
také v radé publikaci v pfednich mezindrodnich ¢asopisech.

V roce 1987 ziskal na Matematicko-fyzikdlni fakult¢ UK
v Praze védeckou hodnost DrSc. a od roku 1994 piisobi na této
fakulté trvale, nejprve jako docent a vedouci katedry makro-
molekuldrni fyziky, od roku 1998 pak ve funkci fddného
profesora. Prof. Ilavsky oviem stile spolupracuje s Ustavem
makromolekuldrni chemie AV CR, kde m4 castecny uvazek.
Na obou téchto pracovistich vychovavd mladé doktorandy,
predndsi a naddle piln€ publikuje. Pravé publikacni aktivita
prof. Ilavského si zaslouzi zvlastni zminku na zavér. Pocet
jeho publikaci dosdhl bezmadla dvou set a cita¢ni index presdhl
¢islo 1000. Prof. Ilavsky tak mize byt vzorem jak efektivné
pldnovat, uskutecnit, interpretovat a ovSem posléze také pu-
blikovat védecky experiment. Ndsledujici zndmé citdty doko-
nale vyjadfuji jeho védeckou strategii:

Work, finish, publish (Michael Faraday). Doing an expe-
riment is not more important than writing (E. G. Boring).

Prejeme tedy jubilantovi i do dalSich let neutuchajici in-
spiraci, pracovni eldn a také pevné zdravi.

Miroslav Raab
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OD RADIKALOVYCH A FOTOCHEMICKY CH
REAKCI K BIOKOMPATIBILNIM LATKAM

VLADIMIR CIRKVA

Ustav chemickych procesii, Akademie véd Ceské republiky,
Rozvojovd 135, 165 02, Praha 6, e-mail: cirkva@icpf.cas.cz

Predndska nositele Baderovy ceny za rok 2000

Vyzkum biokompatibilnich litek! se v posledni dobé stal
hlavnim a progresivnim smérem na poli organické i bioor-
ganické chemie. Snahou je pfipravit vyhodnym zplsobem
nové syntetické latky, které budou mit podobné ¢i srovnatelné
vlastnosti v porovndni s pfirodnimi materidly, pfipadné vlast-
nosti vyhodnéjsi. ZvySend pozornost je vénovdna materidlim
s dobrou propustnosti kysliku, které se mohou stdt vhodnymi
ndhradami pro cévy, tkdné, srde¢ni chlopné a v neposledni
fadé také materidly pro nové kontaktni cocky. Do této oblasti
patii i pfiprava novych krevnich ndhrad ve spojitosti s ne-
dostatkem krve ve svété pro naro¢né operace.

Pouziti fluoru jako modifikujiciho substituentu v biologic-
ky aktivnich molekulach je dobie znamo® U sloucenin s del-
$im fluorovanym fetézcem se projevuje zvySend propustnost
pro plyny ¢i celkové snizeni povrchového napéti. Téchto
fyzikdlné-chemickych vlastnosti bylo vyuzito pfi g)fl’pravé
nékolika novych biokompatibilnich ldtek a materidld’.

Vyzkum s cilem pfipravit nové biokompatibilni litky za-
¢al studiem radikdlovych a fotochemickych adici na fluorova-
né olefiny v systémech s alkanoly*, THF® a 1,3-dioxolany®.
Vedle novych priprav byla studovdna také regioselektivita
reakce, nové bylo objeveno n&kolik efektii”® (stericky vliv,
délka a typ fluorovaného fetézce Ci silny vliv termindlniho

CF4(CF,CF,),CF Y o?s
OH

HO OH
0" CF,(CF,CF,),CF,
HO | o OH
OH OH
OH n=123

Obr. 1. Piiklady novych fluorovanych biotenzidi pro krevni na-
hrady

(@]
CRy(CF,CRy),CF, Y 07 Yg
(@]

OH

CF4(CF,CF,),CF; 0N
0.0
0.0 X
n=1,23 L

Obr. 2. Nové fluorované monomery pro kontaktni ¢ocky
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atomu chloru u chlorfluorpropeni). Pozadovany fluoralkylo-
vy fetézec byl do molekuly zaveden také pomoci epoxidd,
které byly pfipraveny novou selektivni metodou”'’, Reak-
tivita'' t&chto epoxidi byla vyuZita pfi syntéze novych bio-
kompatibilnich tenzidd pro krevni ndhrady (obr. 1) a amfifil-
nich monomert pro kontaktni cocky s vysokym transportem
kysliku (obr. 2).
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KVANTOVA CHEMIE II; VOLBA METOD
PRO URCENI STRUKTURY A VYPOCTY
REAKTIVITY

ZDENEK HAVLAS, MARTIN LEPSIiK
a JIRL VONDRASEK

Ustav organické chemie a biochemie, Akademie véd Ceské
republiky, Vyzkumné centrum struktury a dynamiky komplex-
nich molekulovych systémii a biomolekul, Flemingovo n. 2,
166 10 Praha 6

Hledéni specidlnich bodi na energetickych hyperplochdch
poskytuje informaci o struktuie a energii stabilnich struktur
a o reaktivité. Vzhledem k mnozstvi kvantové chemickych
metod je nutné zndt jak jednotlivé aproximace ovliviuji kva-
litu predpovédi a jak jsou pocitacoveé narocné.

Predndska bude ilustrovat pouziti nejdilezitéjsich metod
véetné téch, které zahrnuji korelacni energii, a vybér bdze na
kvalitu vysledkd u dimeru vody. Tento model zahrnuje jak
silné, tak i slabé vazby a je dostatecné maly na to, aby bylo
mozné pouZzit i velice pfesnych metod a velkych bdzi. Vysled-
kem bude ukdzat, jaké metody jsou vhodné pro urcenf struk-
tury s ohledem na pozadovanou piesnost. Zarovenl bude uka-
zano, jak rychle roste vypocetni ndrocnost se zvySujici se
kvalitou vypocti. Vypocty metodami DFT, HF, MP2, MP4,
CCSD a CCSD(T) s bazemi od malych az po ndro¢né (aug-cc-
-pVTZ) budou porovnany s pfesnymi experimentalnimi hod-
notami.

V prednasce budou zrekapitulovany pouzité zakladni poj-
my z kvantové chemie. Vypocty reaktivity jsou mnohem né-
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sedlovych bodd, ale budou probrany i specifické problémy
s volbou metod a jako ukdzku uvedeme nékteré kroky pii
feSeni fotochemické reakce.

STECHIOMETRICKE REAKCE ZIRKONACYKLU
A KATALYZA KOMPLEXY PALLADIA A NIKLU

MARTIN KOTORA

Katedra organické chemie, Prirodovédeckd fakulta, Univer-
zita Karlova, Albertov 6, 128 43 Praha 2

Rozvoj metalocenovych polymeracnich katalyzator pod-
nitil rovnéz zdjem o vyvoj novych metodologii pro syntézu
cyklopentadienti a fulvend. Pffimd reak¢ni cesta k jejich pii-
pravé by mohla spocivat v [24+2+1] cykloadici alkinii nebo
v ko-cykloadici alkinti s jinymi nenasycenymi slouceninami.
Tomuto jisté pfimocarému a atraktivnimu pfistupu byla vSak
zatim vénovana minimalni pozornost a to vzbudilo nas zdjem
o tuto oblast.

Vhodnou vychozi latkou pro syntézu cyklopentadiend se
ukdzaly byt zirkonacyklopentadieny, které 1ze snadno pfipra-
vit redukcf zirkonocenu v pfitomnosti alkind. Prvni metoda je
zaloZena na reakci zirkonacyklopentadiend s propinodty za
nizkych teplot a ddvd pentasubstituované cyklopentadieny'.
Druh4 a obecnéjsi je zaloZena na reakcei alkind s 3-haloprope-
nodty v pfitomnosti CuCl a poskytuje jak penta-, tak i hexa-
substituované cyklopentadieny (schéma 1)°. Tyto reakce mo-
hou byt formdlné povazovany za [2+2+1] cykloadice. Ackoliv
tyto reakce umoznily pfipravit fadu cyklopentadienti s rizny-
mi funkénimi skupinami, nutnost pouZzit stechiometrického
mnozstvi zirkonocenu si vynutila nalézt metodu vyzadujici
pouziti pouze katalytického mnozstvi ptechodného kovu.

Tento tikol se podaftilo vyfesit prechodem od pouziti slou-
Cenin zirkonia k reakcim katalyzovanym slouc¢eninami Ni
aPd. To umoznilo vyvinout nejen Zddanou metodu pro piipra-
vu pentasubstituovanych cyklopentadiend, ale také novou me-
todu pro piipravu pentasubstituovanych fulvent. Pfiprava cy-
klopentadient spo¢iva v reakci alkind s halopropenodty v pii-
tomnosti katalytického mnoZstvi NiBr, a Zn jako reduk¢niho

R R
R =-COOR R _
Qﬂ -— . ZrCp,
R COOR R
R R
R
= CuCl
X COOR
R RR
R COOR
R
Schéma 1
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R—R
R_L NiBr,
j:>ﬂ +
R COOR  Zn, MeCN
R =\
X COOR
Pd(OAc), | 292505
MeCN
R

RJ:>_\
R COOR
R

¢inidla®. Toto byla viibec prvni katalytickd metoda pro piipra-
vu pentasubstituovanych cyklopentadienti. Navic se zjistilo,
Ze pribéh reakce zdvisi na nasledujicich faktorech: pfitomnost
fosfinovych ligandd, teplota a charakter halogenu v pouZzitém
halopropenodtu. K dal§im zméndam doslo pfi pouZiti palladio-
vych katalyzdtort, kdy se ukdzalo, Ze misto cyklopentadient
jsou jedinym produktem reakce fulveny. Ukdzalo se, Ze kata-
lytické mnozstvi Pd(OAc), v ptitomnosti Ag,CO, jako bdze
efektivné katalyzuje reakce rizné substituovanych alkin s vi-
nyljodidy nesoucimi elektrondonorové i elektronakceptorové
substituenty. Tato reakce tak umoznila pfipravit celou fadu
rtzné substituovanych fulvenu.

Schéma 2
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ORTHO-EFEKT NEZNAMY-ZNAMY

JIRI KULHANEK

Katedra organické chemie, Fakulta chemicko-technologickd,
Univerzita Pardubice, n. Cs. legii 565, 532 10 Pardubice,
e-mail: jiri.kulhanek@upce.cz

Ortho-efekt patff mezi nepfili§ oblibené problémy, které
fesi organicko-fyzikdlni a korelac¢ni chemici. Strohé konsta-
tovani odlisného chovdni substituentd v poloze ortho a tedy
nemoznost popisu tohoto chovani Hammettovou rovnici zna-
menala pro ortho-substituované derivaty benzenu odsunuti na
pokraj zdjmu chemikl 30. let. Jisté oziveni v tomto smyslu
znamenala az 70. 1éta, kdy se na strankédch odbornych ¢asopist
objevily prace pokousejici se popsat pravé chovani ortho-
derivitt. Ortho-substituce se vyznacuje natolik specifickymi
projevy v porovndni se substituci v jinych polohdch, Ze se pro
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néj vzil pojem ortho-efekt. Vyraz efekt neni zcela presny,
nebot ortho-efekt v sobé zahrnuje efektl vice. I z tohoto dii-
vody byly u¢inéné pokusy popisu ortho-efektu nepfilis uspésné.

Problematiku ortho-efektu 1ze fesit metodicky rozdilnymi
postupy. Jeden je zaloZen na principu modelovém, druhy pak
na principu chemometrickém. Jako model byla zvolena histo-
ricky osvédcend substituovand benzoova kyselina. V pfipadé
modelovém pak pievdzné s alkylyl’3 jako substituenty, pro
odstranéni dalSich specifickych interakci. Pfi tomto feSeni
byly stanoveny hodnoty disociacnich konstant jak v nevod-
nych rozpoustédlech, tak v plynné fazi. Byla provedena sepa-
race polarniho a sterického efektu jednotlivych alkylskupin
a analyzovdna konformace piislusnych ortho-derivata.

Pii chemometrickém principu*® byla rovnéz na modelu
substituované benzoové kyseliny nalezena jako nejvyznam-
nim centrem intramolekuldrni vodikova vazba a stericka inter-
akce prostfednictvim solvatacnich obald. Pfi uréitych kombi-
nacich chemické struktury reakéniho centra a substituentu
muze dochdzet i ke vzniku chemické vazby a uzavieni kruhu.
Vsechny uvedené interakce jsou navic ovlivnény rozpoustéd-
lovymi efekty.

Prdce byla podporovdna Grantovou agenturou CR, ¢islo
grantu 203/98/0602.
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RADIOIMUNOANALYZA A METODY PRIBUZNE

LADISLAV LESETICKY

Katedra organické a jaderné chemie, Prirodovédeckd fakulta,
Univerzita Karlova, Albertov 2030, 128 40 Praha 2, e-mail:
lesetic @natur.cuni.cz

1. Ndzvoslovi a klasifikace metod
Definice a vymezeni metod. Satura¢ni analyza
Radioreagen¢ni metody
Z divodi predevsim historickych se pro analytické me-
tody, které vyuzivaji jednak radioaktivné (nebo jinak)
znacenou slouceninu, jednak imunochemickou reakci po-
uzivaji rizné, Casto ne zcela prihledné terminy (RIA, EIA,
IRMA, ELISA...).
Kompetitivni a nekompetitivni vazebnd analyza

2. Princip ,,vazebné analyzy* (binding assay, ligand assay)

Plenarni prednasky

2.1. Znacena sloucenina — zptisoby znaceni. Vyhody
a nevyhody znacek. Volba radionuklidu
2.2, Antigen (A,) a hapten. Imunisace
2.3. Protildtka A,). Polyklondlni a monoklondln{
protilatky
3. Hlavni varianty
3.1. Metoda znaceného ligandu. Soucasnd inkubace.
Sekven¢ni inkubace. Vytésiiovaci analyza
3.2. Metoda znaceného ligatu. Sendviovd analyza
s ligandem nebo ligatem na pevné fazi
3.3. Radioreceptorovd analyza
4. Provedeni analyzy
4.1. Inkubace
4.2. Separace volné a vazané frakce
4.3. Méfeni (radioaktivity)
4.4. Vypocet vysledku, interpretace
4.5. Automatizace. Vyhled do budoucna

SYNTEZA C,-SYMETRICKYCH NERACEMICKYCH
1,I’-BINAFTYLOVYCH DERIVATOV )
SUBSTITUCNYMI REAKCIAMI V POLOHACH 2,2’

MARTIN PUTALA

Katedra organickej chémie, Prirodovedeckd fakulta, Univer-
zita Komenského, Mlynskd dolina, 842 15 Bratislava, Sloven-
skd republika, e-mail: putala@fns.uniba.sk

Axidlne chirdlne 1,1’-binaftylové derivdty su pre svoje
vynimocné stereochemické vlastnosti predmetom §irokého
zdujmu. Pocet prdc venovanych $tidiu ich syntézy, vlast-
nosti a vyuzitia ro¢ne presahuje 200. Osobitnd pozornost
je sustredend na C,-symetrické 2,2’-substituované 1,1’-bi-
naftylové derivaty, ktoré su az na urc¢ité vynimky (ktoré budu
diskutované) konfiguracne dostatocne stile.

Vyuzitie tychto derivdtov je podmienené tiez ich Tahkou
dostupnostou v enantiomérne Cistom stave ako aj moznostou
Struktirnych modifikacii. Ako neracemické je ich mozné pri-
pravit troma zdkladnymi metédami': 1) stereoselektivnym
couplingom dvoch 2-substituovanych naftalénovych jedno-
tiek v polohdch 1; 2) Stiepenim racemickych binaftylovych
derivdtov na stereoizoméry ziskané nestereoselektivnym cou-
plingom dvoch naftalénovych jednotiek (tento pristup je vhod-
ny pre derivaty obsahujice poldrne skupiny); 3) stereokon-
zervativnymi substituénymi reakciami v polohdch 2,2’ inych
Tahko dostupnych neracemickych 2,2’-substituovanych 1,1’-
-binaftylovych derivatov.

Poslednd uvedend metdéda je vyznamnd najmaé pre syntézu
takych derivatov, ktoré nie su priamo dostupné prvymi dvoma
metédami. Rovnako moze predstavovaf vhodnejsiu, alterna-
tivnu cestu k niektorym inym neracemickym 2,2’-substituo-

Qo . QO

Codcos

neracemicky [ 11
Schéma 1
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Tabulka I

Stereokonzervativita substitu¢nych reakcii v polohdch 2 a 2’
na C,-symetrickych neracemickych 1,1°-binaftylovych deri-
vdtoch

I Kat. M I SV Lit
X (¢inidld) Y

Substitucie bisdiazénovej soli

Ny - K SeCN sk 2
N; HgBry K Br sk 3
N; Hgly K 1 sk 3
Cez organokovové intermedidty

Br (1, BuLi) Cl PPh, r 4
Br (1, BuLi) CLF SiR, er 5
Br (1, BuLi; 2, CuBr,) Bin ér 6
Br (1, BuLi; 2, CpO) Cp sk 7
Prechodnymi kovmi sprostredkované reakcie

OTf Ni/dppe H PPh, sk 8
OTf Ni/dppe H AsPh, sk 9
OTf Pd/dppp (CO/MeOH) CO,Me sk 10
OTf Ni/dppe Mgl Me sk 11
1 Ni/dppe Mgl Me sk 12
I Ni/dppe ZnMe Me sk 12
I Pd/AsPh, SnMe, Me r 12
I Pd/dppt ZnCl Fe sk 13
I Pd/dba B(OH), Fc r 13
I Pd/PPh, SnMe, Fc r 13
1 Pd/dppf ZnCN CN sk 14
I Cul/Pd/PPh; K CN er 14
Presmyk

O-CS-NMe, S-CO-NMe, sk 15

SV —sterochemicky vysledok, sk — sterokonzervativne (miera
zachovania sereogénnej informdcie >90 %), ¢r — Ciasto¢na
racemizdcia, r — racemizdcia (miera zachovania sereogénnej
informdcie <10 %), Bin — Y,Y = 1,1’-binaftalén-2,2’-diyl,
CpO - 3,4-dialkylcyklopent-2-én-1-6n, Cp — Y = 3,4-dialkyl-
1-hydroxycyklopent-2-én-1-yl, Fc — Y,Y = ferocén-1,1’-diyl

vanym 1,1’-binaftylovym derivdtom. Avsak substiticia v po-
lohdch 2 a 2’ vyzaduje osobitnd pozornost, aby sa nedoslo
k racemizdcii, kedZe zanikd a vznikd vézba v polohdch, kde
stérické odpudzovanie tychto substituentov je rozhodujtce pre
konfigura¢nu stabilitu. Jedna sa tak o stereochemicky aspekt
substitu¢nych reakcii funkcionalizovanych arénov, jedinecny
pre tieto binaftylové derivaty.

Ako vhodné substraty 7, na ktorych bola sledovana stereo-
konzervativita substitu¢nych reakcii v polohdch 2 a 2’, boli
pouzité bisdiazéniova sol (X = Nj), bistriflit (X = OTY),
dibromid (X = Br) a dijodid (X = I). Vysledky su zhrnuté
v nasledovnej tabulke. Diskutovany bude aj pravdepodobny
mechanizmus — konfigura¢nd stabilita intermedidtov a z toho
vyplyvajuci stereochemicky vysledok reakcif.

Tdto prdca bola podporovand grantami 1/7013/20 VEGA
SR a UK/1528/97, /3904/98, /3724/99, /79/2000, /80/2000.
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NUKLEOFILNI AROMATICKE

DENITROCYKLIZACNI REAKCE A JEJICH MISTO
V SYNTEZE HETEROCYKLICKYCH SLOUCENIN

STANISLAV RADL

Vyzkumny iistav pro farmacii a biochemii, Kourimskd 17,
130 60 Praha 3, e-mail: radl@vufb.cz

Je obecné zndmo, Ze vhodné aktivovand nitroskupina ma-
Ze slouzit jako odstupujici skupina pfi reakci s fadou nukleo-
fild. Pokud reakce probihd intramolekuldrné, dochdzi k tvorbé
nového kruhu. Proto se tato verze obvykle oznacuje jako
nukleofilni denitrocyklizacni reakce. Obecné 1ze tuto reakci
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zndzornit jako preménu / na /1. Protoze odstupujici nitrosku-
pina je ve vychozi latce / vdzdna na aromatickém nebo hete-
roaromatickém jadre, byvd v oznaceni této reakce pouzivano
i adjektivum aromatick4d.

Reaktivita nitroskupiny v téchto reakcich je obvykle srov-
natelnd nebo vyssi nez reaktivita odpovidajicich chlorderi-
vatd, nékdy je ale dosazeno i reaktivity odpovidajici reaktivité
ptislusnych fluorderivatl. Jako nukleofily X slouzi hlavné
anionty O, S, RN, vzdcnéji i karbanionty. Vyhodnost denitro-
cyklizaéni strategie vétSinou netkvi v samotném cyklizacnim
stupni, ale ve snadnosti syntézy prislusného meziproduktu,
ktery je podroben cyklizaénimu stupni. Casto totiZ pfitomnost
nitroskupiny odstupujici ve stupni nukleofilni cyklizace je
nutnd pro provedeni piedchdzejiciho stupné, ktery svym sil-
nym elektronegativnim plisobenim vlastné umoziuje.

Dosud popsané piiklady denitrocykliza¢nich reakci zahr-
nuji tvorbu péti¢lennych, Sesti¢lennych, ale vyjime¢né i sedmi
a osmiclennych heterocykli. Nékteré typy denitrocyklizac-
nich reakci jsou preparativné vyuzivdny jiz delsi dobu, i kdyz
obvykle nejsou metodou volby. Jednd se hlavné o Turpinovu
metodu syntézy fenoxazinl /Va a o obdobnou syntézu feno-
thiazint /Vb.

I ptes jednoduchost provedenti, a ¢asto i vyhodnost vycho-
zich surovin, jsou denitrocykliza¢ni reakce pomérné madlo
probddany. Kromé Turpinovy reakce, kterd byva zahrnuta do
obsdhlejsich kompendii zabyvajicich se heterocyklickou che-
mif, syntéza ostatnich heterocyklli dostupnych touto metodi-
kou neni odpovidajicim zplisobem zpracovédna ve formé pre-
hledd. Nekteré tyto reakce jsou zahrnuty do obséhlejsiho pie-
hledu zabyvajicim se obecné syntetickymi metodami, v nichz
se uplatiiuje participace ortho-substituovanych benzenovych
derivatd'. Stru¢né byla tato problematika shrnuta v minire-
view?. Kromé& komplexniho literarniho piehledu denitrocykli-
zacnich reakci prfedndska zahrnuje také podrobnéjsi zkuse-
nosti ziskané na pracovisti autora tykajici se jednak syntézy
analog antibakteridlnich chinolonti (napiiklad 3-oxo-3H-py-
1‘1'd0[3,2,l-k,l]phenoxazim‘i3 V a 7-oxo-7H-pyrido[1,2,3-d,e]-
[1,4]benzoxazint* V1), jednak syntézy derivatd chindolinu’.
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Predndska by méla prispét k lepsi informovanosti o této
reakci chemikiim, aby ve vhodnych piipadech tuto reakci
zahrnuli do okruhu metodik zvazovanych pii planovani syn-
tézy.
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HETEROPENTALENY - STRUKTURA,
REAKTIVITA, APLIKACE

JIRI SVOBODA

Ustav organické chemie, Vysokd skola chemicko-technologic-
kd, Technickd 5, 166 28 Praha 6, e-mail: Jiri.Svoboda @
vscht.cz

Diheteropentaleny jsou aromatické heterocyklické slouce-
niny se dvéma péticlennymi kruhy, ve kterych je v kazdém
kruhu jeden atom uhliku nahrazen heteroatomem, nejcastéji
N, O, S, Se, vzdacnéji Te a P (cit.l). Formalné lze odvodit Ctyfi
zdkladni struktury s centrdlni C—C vazbou (I-1V) izolelek-
tronické s 10m-elektronovym dianiontem pentalenu (V).

Informace o jednotlivych ¢lenech této skupiny jsou velmi
nevyviazené, vyplyvaji predevS§im z rozdilné stability hete-
rocyklickych systému. Teoretické aspekty aromaticity byly
zkoumadny jen okrajové. Pouze nékteré zdkladni slouceniny se
podafilo syntetizovat.

V posledni dobé se pozornost upird k vyuziti téchto pla-
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ndrnich elektronové bohatych sloucenin v oblasti materidlové
chemie. V pfednasce budou diskutovany nékteré zajimavé
aspekty chemie ptredev§im 1,4-diheteropentalend véetné je-
jich vyuzZiti jako potencidlnich ferroelektrickych kapalnych
krystald.
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CHEMIE A BIOLOG}CKA AKTIVITA
FLAVONOLIGNANU ZE Silybum marianum

DANIELA WALTEROVA® a VLADIMIR KREN"

“Ustav lékai'ské chemie a biochemie, Lékaiskd fakulta, Uni-
verzita Palackého, Hnévotinskd 3, 775 15 Olomouc, e-mail:
walter @ tunw.upol.cz, "Mikrobiologicky iistav, LaboratoF bio-
transformact, Akademie véd Ceské republiky, Videriskd 1083,
142 20 Praha 4, e-mail: Kren@biomed.cas.cz

Silybum marianum je vice nez dvé tisicileti zndma4 1éciva
rostlina pouzivand v tradicni medicin€ k 1é¢bé rady jaternich
onemocnéni. Standardizovany extrakt ze semen S. marianum,
silymarin, deklarovany v rtiznych zemich jako 1€k nebo po-
travni doplné€k, obsahuje 70-80 % silymarinového komplexu
(smés flavonolignani silybinu, silychristinu, silydianinu, iso-
silybinu, dehydrosilybinu a nékolika flavonoidd, napf. taxi-
folinu) a 30-20 % polymernich a rizné oxidovanych poly-
fenolickych sloucenin. Hlavni komponenta silymarinového
komplexu, silybin (3,5,7-trihydroxy-2-[3-(4-hydroxy-3-me-
thoxyfenyl)-2-(hydroxymethyl)-1,4-benzodioxan-6-yl]-4-
-chromanon), je smési dvou diastereomert v piiblizném po-
méru 1:1.

Poznatky o biologické aktivité flavonolignand pochdzeji
z ¢etnych farmakologickych studii uskute¢nénych predevsim
se silymarinem a silybinem'. U¢inky in vivo zahrnuji hepa-
toprotektivni efekt vici akutni i chronické intoxikaci experi-
mentdlnimi, primyslovymi a pfirodnimi toxiny i poskozen{
jater nékterymi 1éky, hypolipidemicky a hypercholesterolemicky
efekt, omezeni lipoperoxidacnich pochodt pfi experimentdl-
nim diabetu, inhibici indukovanych zanétlivych a prolifera-
tivnich procest. V tadé in vitro experimentli byla demon-
strovdna schopnost silymarinu a silybinu zhaset radikdly, do-
kumentovény antioxida¢ni vlastnosti a cytoprotektivni ic¢inky
v riznych modelech bunééného poskozeni, popsdn inhibi¢n{
vliv na aktivity oxygenas a peroxidas. Byl prokdzdn stimulac-
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ni efekt silybinu (a silychristinu, nikoliv silydianinu a isosily-
binu) na aktivitu RNA polymerasy I vedouci k akcelerované
syntéze ribosomdlni RN A a bunéénych proteind. Byla demon-
strovdana kompetitivni vazba silybinu na estradiolovy receptor
a jeho prfima interakce s proteinovymi i lipidovymi kompo-
nentami bunéénych membran.

Na nasem pracovisti jsme se zaméfili na studium biologic-
ké aktivity dal§ich komponent silymarinového komplexu (¢is-
tych flavonolignani silychristinu, silydianinu, isosilybinu, de-
hydrosilybinu, polymerni fenolické frakce) a glykosylova-
nych derivata silybinu, které byly pfipraveny” s cilem zvySit
rozpustnost a biodostupnost, eventudlné modifikovat ti¢innost
vychozi latky. V porovndni se silybinem, event. i silyma-
rinem, byla vyhodnocena schopnost uvedenych slouc¢enin zha-
Set radikaly, inhibovat lipoperoxidaci buné¢nych membran,
studovadn jejich cytoprotektivni i¢inek vii¢i chemicky induko-
vanému bunéénému poskozeni hepatocytu a vliv na expresi
a aktivitu vybranych izoforem cytochromu P450.

Pres rozsdhlé znalosti o biologické aktivité silymarinu
a jednotlivych flavonolignand neni detailni mechanismus te-
rapeutického ucinku silymarinu objasnén. Vysledky klinic-
kych experimentt se silymarinem jsou nejednoznacné a obtiz-
né vyhodnotitelné (zv14té u alkoholikii)’. Rozdily v biologic-
ké aktivité jednotlivych komponent silymarinu a studovanych
derivdtt silybinu budou diskutovdny v souvislosti s otdzkou
budouciho uplatnéni silymarinu jako nutraceutika ¢i terapeu-
tického pripravku a perspektivy vyuziti ¢istych flavonolig-
nand, event. derivatl pripravenych jejich modifikaci v 1écbé
jaternich onemocnéni.

Autori dékuji Grantové agentuie CR za podporu projektu
303/98/04 14.
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FEROMONY DRUHU Homo sapiens
JAN ZDAREK

Ustav organické chemie a biochemie, Akademie véd Ceské
republiky, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6, zdarek@uochb.
cas.cz

Béhem kmenového vyvoje lidského druhu ziskaly domi-
nantni tlohu pii dorozumivani podnéty zrakové a sluchové,
coz do znac¢né miry souvisi se zménou zplisobu pohybu — ze
¢tyfnohého stromového zZivocicha se vyvinul dvounohy vzpii-
meny tvor. Chemickd komunikace, kterd je ptivodnim zptiso-
bem dorozumivani mezi organismy a dodnes prevladd u drtivé
vétsiny ostatnich tvort od kvasinek po savce, pozbyla béhem
antropogenese dominantni vyznam a v souvislosti s tim se
redukovaly i ¢ichové schopnosti ¢lovéka. U moderniho c¢lo-
véka lze dokonce pozorovat spole¢ensky podminéné tendence
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aktivné potlacovat vlastni biologické olfaktorické signdly (deo-
doranty), popiipadé je nahrazovat umélymi (parfémy). Zna-
mend to tedy, Ze lidé uz postradaji schopnost vysilat a pfijimat
socidlni chemické zpravy a Ze tedy chemické signdly ztratily
v biologii ¢lovéka jakoukoliv komunikaéni dlohu? Védecky
podloZeny vyzkum této problematiky zacal teprve zacdtkem
sedmdesatych let a dodnes na tuto otdzku nemdme zcela uspo-
kojivou odpovéd. Existuji ovSem indicie, Ze tomu tak neni a Ze
se ani ¢lovek v podstaté nevymykd z obecné platné zavislosti
organismi na vnitrodruhovych chemickych komunikaénich
prostfedcich zvanych feromony.

Termin poprvé pouzili Karlson a Liischer' v roce 1959 pro
oznaceni latek vysilanych do prostfedi jednim Zivocichem
aovlivitujicich chovani nebo fyziologické reakce jiného jedin-
ce téhoz druhu. Do té doby se jim nejcastéji fikalo ektohormo-
ny. Podle zptisobu plisobeni rozliSujeme feromony spoustéce
(vnimajf je smyslové organy, stimuluji ndhlé zmény chovani)
a feromony puisobky (ptsobi prostiednictvim neuroendokrin-
nich organt, vyvoldvaji dlouhodobé fyziologické zmény).

Predstava, Ze i ¢lovék vydava feromony, je drazdivd, ale
dikazy dlouho chybély. Biologické testy na lidskych subjek-
tech jsou obtizné a moznosti komeréniho vyuziti, popt. zne-
uzit{ takovych latek svadéji k tomu, aby vysledky vyzkumu
byly utajovany. Teprve v poslednim desetileti doslo v této
oblasti vyzkumu k urCitému prilomu, takze dnes mizeme
existenci lidskych feromont poklddat za prokdzanou, i kdyz
o jejich biologické uloze panuji stdle jen dohady. Lidské télo,
podobné jako téla ostatnich Zivocichd, vyddvd do prostied{
emanace pochdzejici z rtiznych jeho ¢ésti. Jsou to predevsim
sekrety rliznych typt koznich Zldz (potni, apokrinni, tukové),
jejichz smés predstavuje pro kazdého jedince specifickou
gichovou peget. Zldzy jsou zvl4st koncentrovany na uréitych,
¢asto ochlupenych mistech (podpazdi, pubicka krajina, okol{
prsnich bradavek, horni ret). Biochemické sloZeni sekretd
zdvisi na faktorech genetickych, hormondlnich, metabolic-
kych, potravnich, psychickych, socidlnich i environmentdl-
nich. Je logické, Ze kozni sekrety byly podrobeny jako prvni
badatelské skrutin€ s cilem objasnit jejich moZnou komuni-
kaéni funkci. Vysledkem byla identifikace rtiznych steroid-
nich latek — vomeroferinti—, jez poskytly podklady pro syntézu
vice nez 1200 analogii®.

S vyzkumem struktury biologickych ldtek musi jit ruku
v ruce i studium jejich funkce a s tim souvisejicich receptord.
Dalsim tkolem bylo proto patrdni po orgdanu, pomoci néhoz
by mohl ¢lovék feromony vnimat. Savci k tomu vétSinou
(ikdyZz ne vyluén€) pouzivaji tzv. vomeronasalni organ (VNO,
Jacobsonlv orgdn). Je to mald tubuldrni struktura dstici do
nosni dutiny, kterd je vystland receptorovymi butikami napoje-
nymi na akcesoricky ¢ichovy lalok mozku a pfedni ¢ast hypo-
thalamu — neuroendokrinniho centra fidictho fadu podvédo-
mych ¢innosti souvisejicich s reprodukci a chovdnim. Jsou to
tedy zcela jiné oblasti mozku nez na jaké je napojen Cichovy
epitel nosu (Cichovy lalok). U dospélého ¢loveéka byl VNO do-
neddvna povazovdn za nefunkéni vyvojovy rudiment, i kdyz
byla jeho existence zndma uz od zacdtku 18. stoleti. Te-
prve pied nékolika lety byl publikovén experimentdlni dikaz,
Ze pusobeni vomeroferinu PDD (pregna-4,20-dien-3,6-dionu)
na VNO clovéka vyvoldvd zmény v jeho autonomnim ner-
vovém systému a v periodicité vylu¢ovani neurohormont hy-
pofyzy regulujicich hladinu 2ensk)70h3 i muiskych4 pohlav-
nich hormond, a Ze tedy existuje potencidalné funkcni spojent
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mezi VNO, hypothalamem, hypofyzou a gonddami i u ¢loveé-
ka. Anatomicky diikaz pro existenci nervového spojeni mezi
VNO a mozkem clovéka vsak zatim chybi, stejné jako chybi
anatomicky diikaz samotné existence akcesorického ¢ichového
laloku. Objev by v akademické obci patrné ziskal na veétsi pie-
v lukrativnich kosmetickych a farmaceutickych firmach propagu-
jicich vyuziti lidskych feromonti v obou odvétvich. Popsané vy-
sledky ovSem nic nevypovidaji o tom, zda clovek skutecné po-
uziva tento hypoteticky akcesoricky systém pro vnimdni a zpra-
covani chemickych signdlti vyluovanych jinymi jedinci svého
druhu.

Existuje ov§em celd fada nepiimych experimentdlné pod-
lozenych dikazt pro existenci chemickych komunikaénich
vazeb mezi prislusniky lidského druhu. Bylo napf. dokdzano,
Ze matka rozeznd vlastniho novorozence po ¢ichu stejné jako
kojenec ddva piednost viini prsu nebo podpazdi vlastni matky
pred viinémi matek cizich. Identifikac¢ni funkce télnich emana-
ci byla demonstrovdna i u dospélych lidi. Nejprtikaznéji byl
vliv pfedpoklddanych feromont prokdzéan v téch piipadech,
kdy ovliviiuji reprodukéni fyziologii jinych osob téhoz nebo
opacného pohlavi, coz jsou ucinky dobfe zndmé a jiz diiv
prozkoumané u riiznych savcir’.

Nejdéle znamym a zatim asi nejpropracovanéjsim piikla-
dem mozné feromonové komunikace u ¢lovéka je tzv. ,,dor-
mitory effect”, jehoz podstatou je obecné zndmy poznatek, Ze
se menstruacni cykly obyvatelek zZenskych ubytoven po urcité
dobé spolecného pobytu synchronizuji. Nékdy se oznacuje téz
jako McClintock’s effect, podle McClintockové, kterd prvni
tento Uc¢inek jesté jako studentka psychologie experimentdlné
prokdzala a vysledky publikovala v ¢asopise Nature jiz v roce
1971 (cit.%). Pozdéji na zdkladé vysledki studia reprodukéniho
chovdni potkanti vypracovala model zaloZeny na alternativ-
nich dc¢incich dvou hypotetickych feromont, jednoho, ktery
prodluzuje, a druhého, ktery zkracuje faze ovaridlnich cyklu.
Zcela neddvno platnost modelu ovéfila (ve spoluautorstvi
s Sternovou’) i u ¢lovéka. Badatelky zjistily, Ze vymé&sky koz-
nich Zlaz z podpazdi Zen, které jsou ve folikuldrni fizi men-
strua¢niho cyklu (tj. na jeho zacatku), zkracuje folikularn{ fazi
prijemkyn, zatimco emanace ziskané béhem ovulace darkyn
folikularni fdzi pfijemkyn prodluzuje; spoluptisobeni obou
faktorti pak vede k synchronizaci menstruaénich cyklt. Doka-
zaly tim, ze tékavé latky jednoho clovéka ovliviuji prostied-
nictvim neurohormondlnich mechanismt biologicky rytmus
ovulace jiného jedince a lze je proto povazovat za lidské
feromony. Jejich skutecnd biologicka dloha (selektivni vyhod-
nost pro preziti) vSak neni zfejmd. Jinym experimentdlné
doloZenym piikladem lidského feromonu—ptisobku jsou muz-
ské podpazni sekrety, které menstruacni cyklus Zen zpra-
videlfiuji®.

Kromé steroidnich vomeroferinti byly ve vyméscich koz-
nich 7ldz a v moci nalezeny 16-androsteny (ptivodné identifi-
kované jako kanci feromon So-androst-16-en-3ai-ol a Soi-an-
drost-16-en-3-on), které u Zen ovliviujici frekvenci interakci
s muzi’. Daldim potencilnim zdrojem lidskych feromonii jsou
vagindlni sekrety. Ty obsahuji smés nizSich mastnych kyselin,
které u opic stimuluji pareni (feromon kopulin), u cloveka vsak
jednoznacné vysledky neposkytly.

Studium funkce smyslovych bunék VNO ¢lovéka na mo-
lekuldrni drovni nepfineslo zatim jednoznacné zaivéry'o. Po-
dafilo se sice nalézt dva lidské geny velmi podobné gentim,
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které koduji receptorové proteiny ve VNO potkana, problém
jeale v tom, Ze lidské geny obsahuji sekvence, jez by produko-
valy zkrdcené receptorové proteiny a ty by byly pravdépodob-
né nefunk¢ni. Jsou to tedy pseudogeny.

Objev feromonové komunikace u ¢lovéka mize mit dale-
kosdhlé praktické disledky. Identifikované aktivni slozky tél-
nich emanaci nebo jejich syntetické analogy vomeroferiny,
které by byly s to ovlddat reprodukéni fyziologii v nanogra-
movych mnozZstvich prostiednictvim pifimého plisobeni na
hypothalamus, slibuji byt prijatelnou alternativou hormondln{
antikoncepce pfed menopauzou nebo hormonalni substituce
po menopauze, prostfedkem k manipulaci hladiny pohlavnich
hormont pfi 1é€bé rakoviny prostaty nebo prsu, nahradou za
antidepresiva a jiné 1éky na dusevni poruchy nebo predmen-
struacni syndrom, popi. mohou pomadhat pii 1écbé obezity.
Neni proto divu, Ze uZ vznikly spolecnosti, které se vyzkumem
lidskych feromont zabyvaji komerénim zpisobem a Ze hod-
nota jejich akcif i ro¢ni obrat jejich produktti dosahuji tcty-
hodnych cisel. A to je pravé jeden z divodl, pro¢ se na
publikované vysledky v této oblasti musime divat maximalné
kritickym pohledem.
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HETEROCYKLICKA ANALOGA INKRUSTOPORINU

JIRT KUNES, VOJTECH BALSANEK,
MARCEL SPULAK a MILAN POUR

Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceutickd fa-
kulta, Univerzita Karlova, Heyrovského 1203, 500 05, Hradec
Krdlové, e-mail: balsanek @ faf.cuni.cz

Pripravili jsme sérii analo§ antifungdlniho sekundarniho
metabolitu (-)inkrustoporinu'* (/) s thienylovym jadrem v po-
loze 3 s cilem zjistit vliv zavedeni heteroarylového zbytku na
antimykotickou aktivitu.

o)
2
3| 01
4 i
I 5y
\

1. LDA

(0]
Het Het
o, 0" 1.LioH OH
2. allylbromid 2. H*
Het |

"

o 1.LDA Q
1 HBr Het 2. PhSeCl Het
2. Na,CO; o 3. MCPBA | o)
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Racemické 5-methyl-3-thienyl-5 H-furan-2-ony (11, I1]) jsme
pripravovali podle schématu 1A.

Vzhledem k vys$si antimykotické aktivité halogenovanych
derivatt v fadé 5-methyl-3-fenyl-5H-furan-2-ond jsme rovnéz
pripravili bromované thienylderivaty. Methylestery pfislus-
nych thienyloctovych kyselin jsme bromovali za riiznych pod-
minek do 1., 2. a 3. stupné. Tyto methylestery jsme vyse
zminénym zplsobem pfevedli na laktony /7 a 1.

Pripravené latky byly testovany na antimykotickou aktivi-
tu. Ze zjisténych aktivit vyplyvad, Ze ndhrada fenylu izosternim
thienylem jakoZ i substituce thienylového jadra halogeny ne-

Prdce byla podporovdna granty 27/1999/B GA UK a VS
97124.
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o.-AMINOKYSELINY S ORTHOGONALNE
ANELOVANYM OLIGO-(OXYETHYLENOVYM)
MAKROCYKLEM A JEJICH ANHYDRODERIVATY

JIRI ZAVADA®, MARTIN BELOHRADSKY*
a IVANA CISAROVA®

“Ustay organické chemie a biochemie, Akademie véd Ceské

Schéma 1A republiky, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6, e-mail: martinb @
o 0 uochb.cas.cz, "Katedra anorganické chemie, Pridodovédeckd
s fakulta, Univerzita Karlova, Hlavova 2030, 128 40 Praha 2
ol ST\ o
e\ I \
21/ Z/ = V ramci grantového projektu se zabyvame aminokyseli-
I 2 1 nami, které obsahuji jako novy strukturni prvek crownethero-
vy makrocyklus, orthogondlné anelovany k amino a karboxy
Z,=-H; 5-Br Z,=-H;2,5-Bry; 2,4,5-Br, skuping. Toto uskupeni kombinuje schopnost aminokyselin
/T \ NaOH (KOH) 7@
(@] OTs HO NH
e }&
o OTs HO o dioxan/80°C
n
n=1-3 1HCI(aq)
2. ZCl/NaHCO43
dioxan/H,O
O/—\):><NH-Z NaOH/NaHCO4/CH;CN/H,0 O/_\a NH-Z
QO O COOH NaClO, TEMPO QO Q: —OH
Schéma 1B n n
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koordinovat ptechodové kovy se schopnosti crownli kom-
plexovat kationty alkalickych kovi a kovt alkalickych ze-
min. Nyni byly pfipraveny zdkladni mono-o-aminokyseli-
ny s tfemi rizné velkymi crownetherovymi jednotkami. Kli-
¢ovymi kroky pfi jejich piiprave jsou makrocykliza¢ni reakce
ditosyldtu oligoethylenglykolu s chranénym tris(hydroxy-
methyl)aminomethanem a oxidace vznikajictho aminoal-
koholu za katalyzy nitroxylovym radikdlem TEMPO (sché-
ma 1B).

Ze ziskanych aminokyselin byly pfipraveny standard-
nim postupem pres chranény dipeptid odpovidajici dioxopipe-
raziny, u nichz o¢ekdvame zajimavé samoskladebné vlast-
nosti.

ANTIMYKOBAKTERIALNI AKTIVITA
NA JADRE SUBSTITUOVANYCH
FENYLGUANIDINIUMNITRATU

KAREL PALAT’, GABRIELA BRAUNEROVA",
MILAN SLOSAREK" a JIRI JANOTA"

“Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceutickd
fakulta, Univerzita Karlova, Heyrovského 1203, 500 05
Hradec Krdlové, e-mail: braunero@faf.cuni.cz, palat@faf.
cuni.cz, "Stdtni zdravomi iistav, Srobdrova 48, 100 42 Pra-
ha 10

V ramci systematického vyzkumu antimykobakteridlnich
latek na nasi katedie byla pfipravena série substituovanych
fenylguanidiniumnitratd /. Tyto slouCeniny byly pfiprave-
ny reakci substituovanych fenylamoniovych soli s kyanami-
dem'? v taveniné za vzniku substituovanych fenylguanidi-
nd. Jejich okyselenim byly ziskdny pfislusné guanidinium-
nitraty.

1. NH,CN
R NHp HCl ——— NH-G-NH, HNO,
2. HNO, .

1
R = alkyl, alkylsulfanyl, alkyloxy

Latky byly testovany na antimykobakteridlni aktivitu proti
kmentm Mycobcterium tuberculosis, M. kansasii, M. fortui-
valy antimykobakteridln{ aktivitu fddové jednotek az desitek

-1
pmol.l™.

Nase prdce byla podporena vyzkumnym zdmérem MSM
111600001 Ministerstva Skolstvi a mlddeze CR.
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MONO- A BIS[(PERFLUORALKYL)ETHYL]-
CYKLOPENTADIENY JAKO INTERMEDIATY
PRO FLUOROFILNI KATALYZATORY

TOMAS BRIZA®, JAROSLAV KVICALA?,
OLDRICH PALETA® a JAN CERMAK"

“Ustav organické chemie, Vysokd $kola chemicko-technolo-
gickd, Technickd 5, 166 28 Praha 6, e-mail: kvicalaj @vscht.
¢z, "Ustav chemickych procesii CSAV, Rozvojovd 135, 165 02
Praha 6

Komplexy prechodnych kovii s cyklopentadienovymi li-
gandy obsahujicimi jeden polyfluoralkylovy fetézec nejsou
dostatecné fluorofilni pro pouziti ve fluorovych dvoufazovych
systémech'% Cilem nai syntézy proto byly cyklopentadieny
substituované dvéma polyfluoralkylovymi fetézci. Prvni me-
todou vychdzejici z radikdlové adice na alkenylcyklopentano-
ly jsme ziskali modelové [(perfluoralkyl)ethyl]cyklopente-
ny I, vzhledem k vedlej$im reakcim vSak nebylo moZzné ziskat
bispolyfluoralkylované produkty. Druhd metoda vyuZzivajici
primé nukleofilni substituce cyklopentadienylovym aniontem
poskytla Zddané mono- a bis[(perfluoralkyl)ethyl]cyklopenta-
dieny I a I1l.

11
1

CFS(CFZ)"/\/@\/\ (CF,),CF,

n=35709 m

Prdce byla provedena za podpory grantu GA CR 203/99/
0135.
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CESTA K HETEROCYKLICKYM ANALOGUM
PROTITUBERKULOZNE AKTIVNICH DERIVATU
3-ARYL-2H-1,3-BENZOXAZIN-2,4-DIONU

KAREL WAISSER, OTAKAR BURES
a HYNEK DOSTAL

Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceutickd fa-
kulta, Univerzita Karlova, Heyrovského 1203, 500 05, Hradec
Krdlové, e-mail: bures@faf.cuni.cz, waisser@faf.cuni.cz

Derivaty 3-aryl-2H-1,3-benzoxazin-2,4-diont lze pova-
Zovat za perspektivni Sirokospektré antimykobakteridlni slou-
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Ceniny. Vliv substitu¢nich obmén na vdzaném fenylu v polo-
ze 3 je jiz znam'. K dofedeni zbyva vliv substitu¢nich analog
v cyklu B addle vliv jinych heteroatomt. Z velké Cdsti se jednd
o nepopsané slouceniny. Pii pfipravé jejich heterocyklickych
analog jsme uvazovali o uplatnéni podobnych postupt jako
u derivati 3-aryl-2H-1,3-benzoxazin-2,4-diont’. Potkali jsme
se vSak s fadou potiZi. Pii piipravé derivatd chinazolinu®, na
rozdil od derivatl benzoxazinu, nejdiive vznikaly 2-[(ethoxy-
karbonyl)amino]benzanilidy, které byly ndsledné termicky
cyklizovdny na 3-fenylchinazolin-2,4(1H,3H)-diony. Pii po-
kusech o ptfipravu analogickych derivati pyrido[2,3-e]-1,3-
-oxazin-2,4-diont reakce za podobnych podminek neprobéhla
a 3-[(ethoxykarbonyl)oxy]pikolinanilidy vznikali teprve po
prevedeni hydroxyskupiny vychozich pikolinanilid na anion
(pomoci NaH). Ndslednd termickd cyklizace do teploty 280 °C
neprobihala. Na dalSich modifikacich postupl pracujeme.

Prdce byla podporovdna granty GA UK 234/2000/BCH,
FRVS 1304/G/2000 a projektem MSMT MSM 11600001.

LITERATURA
1. Waisser K., etal.: Arch. Pharm. Pharm. Med. Chem. 331,
3 (1998).

Wagner G., et al.: Pharmazie 27, 161 (1996).

Waisser K., et al.: Collect. Czech. Chem. Commun. 64,
1902 (1999).

2.
3

VAZEBNE VLASTNOSTI )
ACETYLCHOLINESTERASY INHIBOVANE
FLOUROORGANOFOSFATY

JIRE CABAL, JIRI PATOCKA, JIRT BIELAVSKY
a JIR[ KASSA

Katedra toxikologie, Vojenskd lekarskd akademie, 500 01
Hradec Krdlové, e-mail: cabal@pmfhk.cz, patocka@ pmfhk.
cz, bielavsky @pmfhk.cz, kassa@pmfhk.cz

Vojensky vyznamné organofosfaty, sarin, soman a cyklo-
sin zpiisobuji fosforylaci aktivniho mista acetylcholinestera-
sy. Kovalentni navdzani organofosfitu na enzym je pficinou
zmény vazebnich vlastnosti pro dalsi latky vstupujici do aktiv-
niho mista enzymu. Bylo sledovéno, jak uvedené organofos-
faty méni afinitu Sesti vybranych reaktivéitorti fosforylova-
né acetylcholinesterasy se strukturou pyridiniumaldoximu.
Zmeény afinity byly kvantifikovdny jako pomér disociacnich
konstant enzym-reaktivatorového komplexu fosforylovaného
a intaktntho enzymu.

Sarinem zptisobené zmény afinity byly nevyrazné v ramci
jednoho fddu a zfejmé i bez zietelného vlivu struktury reakti-
vdtori. Soman ovlivnil vSechny disociacni konstanty vyrov-
nanym cca pétindsobnym ndrtistem jejich hodnoty. S ohledem
nato, Ze uvedené tii organofosfaty se od sebe 1isi pouze tvarem
a velikosti O-alkyl skupiny, lze z toho usuzovat, Ze pinakoly-
lovd skupina somanu je jiZ tak objemnd, Ze sniZuje afinitu
vSech reaktivdtori bez ohledu na jejich strukturu. Znacné
selektivni bylo pisobeni O-cyklohexylové skupiny cyklosinu
a to jak ve skupin€ novéjsich reaktivétord s vysokou afinitou
k enzymu (HLo-7, HI-6, BI-6), tak ve skupiné tradi¢nich
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reaktivatora (2-PAM, obidoxim, MMC-4). U reaktivatord ne-
soucich karboxamidovou skupinu doslo ke sniZeni afinity jen
u HLo-7 o vice jak fad. U 2-PAM zptisobil cyklosin pokles
afinity téméf o dva fddy, prestoze 2-PAM m4d z testovanych
reaktivdtorti nejmensi molekulu. Roli zde zfejmé hraje to, Ze
2-PAM je mezi testovanymi reaktivatory jediny monokvarter-
ni latkou. Zajimavého vysledku bylo dosazeno u MMC-4,
ktery md z pouzitych reaktivatori nejmensi afinitu k intaktni-
mu enzymu. Je-1i v§ak enzym fosforylovdn cyklosinem, vzriis-
td afinita tohoto reaktivdtoru o vice jak dva fady. Pfitomnost
cyklosinu v aktivnim misté enzymu zfejmé zlepSuje vzdjem-
nou kompatibilitu povrchu enzymu se strukturou reaktivatoru.

SKALARNI SPIN-SPINOVA INTERAKCE
PRES VODIKOVE VAZBY

JIRI CZERNEK® a MICHAL CAJAN®

“Oddeéleni specidlnich a bioanalogickych polymeri, Ustav
makromolekuldrni chemie, Akademie véd Ceské republiky,
Heyrovskeého n. 2, 162 06 Praha 6, e-mail: czernek@imec.
cas.cz, "LaboratoF struktury a dynamiky biomolekul a Kated-
ra organické chemie, Prirodovédeckd fakulta, Masarykova
univerzita, Kotldrskd 2, 611 37 Brno

Koncepce vodikovych vazeb byl doneddvna chdpéna' jako
elektrostatickd interakce mezi donorem protonu XH a akcep-
torem Y, jez spolu vytvdfeji vodikovy mustek XH- - -Y.
Nicméné nejmodernéjsi techniky nukledrni magnetické rezo-
nance jsou pro celou fadu systémul schopny urcit velikost
skaldrnich spin-spinovych Stépicich konstant Jy, a J,, svéd-
¢ici o kovalentnim charakteru vazby. Od uvodniho sdéleni
prezentovaného S. Grzesiekem na X VIII. Mezindrodni konfe-
renci magnetické rezonance biologickych systémt v Tokiu
v srpnu 1998 byly uvedené interakce predmétem usilovného
experimentdlniho i teoretického studia. V pfednich chemic-
kych Casopisech lze nalézt asi tficet praci (véetné piehledu,
napf. cit.?), které se touto problematikou zabyvaly. Stanoveni
a analyza skaldrnich spin-spinovych interakcf totiZ nemad pou-
ze koncep¢ni vyznam spocivajici v dikazu kovalentniho cha-
rakteru vodikovych vazeb. Tim, Ze méfeni Stépicich konstant
Jyy a Jyy umoZiiuje pifmou detekci vodikovych vazeb v jed-
notlivych reziduich biomolekul ve vodnych roztocich, 1ze od
nich o¢ekdvat praktickou pomoc pii feSeni problémi struktur-
ni biologie®. Jako nejdileZit&jsi se jevi moznost uréit hodnotu
vzdalenosti X-Y (pfipadné thlu X-H-Y ¢i dalsich geometric-
kych charakteristik) pro vybrany fragment makromolekuly
v roztoku.

Soucasti prednasky je prehled biologicky zajimavych sys-
témii, pro néz byly J, a J,studovany, a uvedeni principu pii-
slusnych NMR experimenti. Poté je diskutovdna ?roblemati—
ka intermolekuldrnich (formdlné) tfivazebnych 31p_5N a dvou-
vazebnych *'P-"H §tépicich konstant v systému N-H- - -O™—P.
Tyto skaldrni spin-spinové interakce byly neddvno popsany*
u komplexu lidského proteinu Ras p21 s GDP. Jelikoz ab
initio kvantové chemicky piistup SOS-DFPT dokdZe spoleh-
livé popsat spin-spinovou interakéni sit i v relativné rozmér-
nych systémech, napf. v anhydrodeoxythymidinech’, pouzili
jsme jej pro vypocet® zminénych J oy @ Jpy. Vypolty byly
provedeny pro modely sklddajici se z vybraného rezidua bil-
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koviny a vhodného esteru kyseliny fosfore¢né. Shoda SOS-
-DFPT hodnot pro model s naméfenymi daty byla v pripadé
Proto byla teoreticky prozkoumdna zdvislost J,y a Jp, na
vzdélenosti N-O a thlu P-O-H. Vysledky ukazuji na zna¢nou
citlivost §té€picich konstant viici zméndm obou geometrickych
parametrd, coZ v sobé skryva velky potencidl pro feSenf tiiroz-
mérné struktury komplexi bilkovin s fosfaty.

Prdce byla podporovina grantem AV CR 14/96K (reg. ¢.
K2055603).
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MAPOVANI STRUKTURY
1-FLUOR-1-LITHIOALK-1-ENU V ROZTOKU

JIRI CZERNEK®, JAROSLAV KVICALA”,
RICHARD HRABALS, STANISLAV BOHM"
a OLDRICH PALETA"

“Oddeéleni specidlnich a bioanalogickych polymeri, Ustav
makromolekuldrni chemie, Akademie véd Ceské republiky,
Heyrovského n. 2, 162 06 Praha 6, e-mail: czernek@imec.cas.
¢z, "Ustav organické chemie, ‘LaboratoF NMR spektroskopie,
Vysokd skola chemicko-technologickd, Technickd 5, 166 28
Praha 6

Znalost struktury 1-fluor-1-lithioalk-1-ent (FLE) v rozto-
ku, %'iZ Ize zkoumat metodami °C NMR (cit.l) a '’F NMR
(cit.”) a ab initio kvantové chemickymi pfistupy, je Zddouci
pro lepsi pochopent jejich reaktivity.

Jsou prezentovany vysledky systematického kvantové
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chemického studia charakteristik klastra 1-fluor-1-lithioethe-
nu, cis- a trans-1,2-difluor-1-lithioethenu a 1,2,2-trifluor-1-
-lithioethenu se tfemi molekulami dimethyletheru (DME).
Byly urceny geometrie klastrd kombinaci B3LYP/6-31+G*
metody s Onsagerovym modelem na trovni dipélu® a HE/6-
-31+G* piistupem, ddle MP2(Frozen)/6-31+G** interak¢ni
energie FLE s DME a vybrané NMR parametry metodou
SOS-DFPT-IGLO. Ditiraz je kladen na popis vlivu jednotli-
vych atomt fluoru v molekule FLE na hodnoty "F a "*C
chemickych posund. Vypoctené chemické posuny atom fluo-
ru jsou konfrontovdny s nasimi experimentalnimi daty. Pro
trans-1,2-difluor-1-lithioethen budou diskutovany interakén{
energie s 1-4 molekulami DME a energetické rozdily mezi
rtiznymi konfiguracemi rozpoustédla.

Prdce byla podporovdna grantem GA CR ¢ 203/99/1630
a AV CR 14/96K (reg. ¢. K02055603).
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STRUKTURA AROMATICKYCH AMIDU
A JEJICH KONFORMACNI CHOVANI

MICHAL CAJAN®" JAROSLAV KOCA®"
a IVAN STIBOR®
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nické chemie, Pridodovédeckd fakulta, Masarykova univerzi-
ta, Kotldiskd 2, 611 37 Brno, e-mail: cajan @ chemi.muni.cz,
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Amidicka funk¢ni skupina Casto tvoii zdklad neutrdlnich
ligandi schopnych komplexovat aniony. Jednoduché aroma-
tické amidy odvozené od benzanilidu do této skupiny beze-
sporu patii také'.

Experimentdlni i teoreticky popis interakci v komplexu,
prokdzal pfitomnost vodikové vazby mezi anionem a amidic-
kym vodikem>’. Teoretické studie navic naznacuji nezane-
dbatelny vliv bezprostfedniho okoli vazebného mista (amidic-

repulse
v

v
atrakce

''''' - fepulse

Obr. 1. Intramolekuldrni nevazebné interakce v molekuliach benzanilidi a jejich konformacni dusledky
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kého vodiku), tedy substituentti v ortho polohdach obou aroma-
tickych jader. Toto okoli mtize komplexaci ovlivnit dvojim
zpusobem. Predevsim se jednd o interakci molekuly s anio-
nem, kterd mutize byt v zdvislosti na charakteru té€chto substi-
tuentl atraktivni nebo repulsivni. Druhym faktorem jsou in-
tramolekuldrni nevazebné interakce projevujici se mezi cen-
trdlni amidickou skupinou a na ni vdzanymi aromatickymi
jadry, resp. substituenty v jejich ortho polohdch. Tyto neva-
zebné interakce v molekule samotného amidu zpisobuji, ze
konformer odpovidajici globdlnimu energetickému minimu
vzdy nenti, jak by bylo mozné predpoklddat, plandrni. Nekteré
z téchto interakci a jejich konformacni disledky jsou nazna-
¢eny na obr. 1. Bylo zji$téno, Ze komplexacni vlastnosti amidu
jsou mimo jiné zna¢né zavislé pravé na mite této neplanarity4.
Ptesny popis intramolekuldrnich interakci v molekule ligandu
je tedy pro studium struktury a vlastnosti jeho komplexnich
sloucenin zcela nezbytny.

V soucasné dobé je béZné dostupnd celd fada metod mole-
kulového modelovini. Ne vSechny jsou ov§em schopny zmi-
néné jevy, napf. interakce -H- - -H-, spravné charakterizovat.
Prezentovdny a porovndny budou moZznosti celé Skdly teore-
tickych metod (molekulovd mechanika, semiempirické kvan-
tové chemické metody, DFT, ab initio kvantové mechanické
metody). Vzdjemné kvalitativni srovnani uvedenych metod
bude doplnéno i experimentdln{ strukturni studii.
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SYNTEZA GLYKOSIDU DAIDZEINU

IVAN CERNY®, PAVEL DRASAR?,
VLADIMIR POUZAR?, OLDRICH LAPCIK"
a RICHARD HAMPL"

“Ustay organické chemie a biochemie, Akademie véd Ceské
republiky, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6, e-mail: cerny @
uochb.cas.cz, bEndokrinologicky ustav, Ndrodni 8, 116 94
Praha 1

Isoflavonoidy piestavuji potravni faktory s mirné estro-
gennimi Ucinky, pfitomné v nékterych lusténindch, zejména
v s6ji. Zdjem o tyto latky je motivovan jejich pozitivnim pti-

COOH
00
OH

HO
OH

Kratké prednasky a postery

sobenim pfi nékterych onkogennich ¢i imunitnich procesech,
diskutuje se i vliv na kardiovaskuldrni choroby. Tyto latky se
Casto vyskytuji vdzané ve formé glykosidl a v této formé se
i metabolizuji.

Ukolem bylo provéfit dosud publikované postupy piipra-
vy matec¢nych isoflavonoidil a pfipravit synteticky standard
glukuronidu daidzeinu pro testovani imunoanalytickych sys-
témd. Nejprve byly pfipraveny vhodné chranéné derivaty da-
idzeinu. Byly zkouseny skupiny esterového typu a silylované
derivdty. Vlastni glykosylace byla pak nejprve testovdna na
piipravé D-glukosidu' a ziskané poznatky byly vyuZity pfi
ptipravé cilového D-glukuronidu.

Podporovdno grantem GA CR 203/99/1456.
LITERATURA

1. Lewis P., Kaltia S., Wihild K.: J. Chem. Soc., Perkin
Trans. 1 1998, 2481.

STEROIDNI OLIGOMERY RETEZENE AMIDICKOU
VAZBOU

IVAN CERNY, MILOS BUDESINSKY,
PAVEL DRASAR a VLADIMIR POUZAR

Ustav organické chemie a biochemie, Akademie véd Ceské
republiky, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6, e-mail: cerny@
uochb.cas.cz

Spojovani steroidnich jednotek do vétsich molekulovych
struktur predstavuje cestu k agregdtim svou velikosti srov-
natelnym s buné¢nou membrdnou, a tedy pouZitelnym napf.
k vystavbé modell iontovych kandll. Syntéza téchto ltek je
do zna¢né miry ovlivnéna jejich vlastnostmi, zejména rozpust-
nosti a ta je zdvisld na zplGsobu vazby mezi jednotlivymi
jednotkami steroidd. Cilem modelové studie bylo vypracovat
metodu schopnou pripravit molekulu sloZzenou az ze Ctyft
steroidnich jednotek spojenych linedrné v polohdch 3 a 17
amidickou vazbou.

Jako zédklad byla pouzita etienova kyselina (33-hydroxy-
androst-5-en-17-karboxylova kyselina), kterd po pfevedeni na
methyl ester a nékolikastupiiovou transformaci' poskytla ana-
log s azidoskupinou v poloze 3. Aktivace karboxyskupiny
jako aktivni ester s N-hydroxysukcinimidem pak poskytla z4-
kladni stavebni jednotku, kterd byla opakované kondenzovana
s aminokomponentou vzniklou redukci azidoskupiny tetra-
hydridoboritanem sodnym v pfitomnosti Ni soli. Jako posled-
ni byl pfipojen vzdy aktivni ester ethienové kyseliny. Tim byly
pfipraveny modelové di, tri a tetrasteroidy, jejichZ vlastnosti
budou ddle studovany.

Podporovdno grantem 4/91 UOCHB a COST OC D12.20.
LITERATURA

1. Freiberg L. A., Cole W.: US 3,246,018 (Cl. 260-397.1),
April 12, 1966; Chem. Abstr. 64, 19725 (1966).
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PRIPRAVA DIASTEREOMERNE CISTYCH
1-BUTYLFENYLFOSFINO-1’-
-OXAZOLINYLFERROCENU

DUSAN DRAHONOVSKY*, PETR STEPNICKA"®
a DALIMIL DVORAK®

“Ustav organické chemie, Vysokd $kola chemicko-technolo-
gickd, Technickd 5, 166 28 Praha 6, "Katedra anorganické
chemie, Prirodovédeckd fakulta, Univerzita Karlova, Hlavova
2030, 128 40 Praha 2

V fad& dsp&nych chiralnich ligandt (Z)! a (II)* pouzitel-
nych pro palladiem katalyzovanou asymetrickou allylovou
substituéni reakci byla syntetizovéana strukrura (II)° nesouci
dvé stereogenni centra. Problém se ziskanim diasteromerné
Cistych ligandu (I11) byl tdspésné vyfesen syntézou pies chi-
ralni oxazafosfolidin (/V) a fosfinit (V).

0 ! o
<. <2
Fe N7g Fe ,N7*R
S " S
Ph
11 11
1. n-Buli
Ph, O PN 2HOH BH
b 3. MeOH, H,S0, I
H38 ‘N ’Me —_— MeO’P‘”Ph
Me Bu
v \4
° 1. sec-BuLi °
S e S
N ’ N
Fe R 3.EtLNH Fe R
Y
Ph
111
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2. (a) Zhang W., Yoneda Y., Kida T., Nakatsuji Y., Ikeda
I.: Tetrahedron: Asymmetry 9, 3371 (1998); (b) Park J.,
Quan Z., Lee S., Ahn K. H., Cho Ch.: J. Organomet.
Chem. 584, 140 (1999); (c) Drahonovsky D., Stépniéka
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KINETIKA A MECHANISMUS
INTRAMOLEKULARNIHO ATAKU KARBANIONTU
NA SKUPINY -NO, A -COOR

KATERINA DUDOVA, MAREK JANIK
a PETR SIMUNEK

Katedra organické chemie, Univerzita Pardubice, n. Cs. legit
565, 532 10 Pardubice, e-mail: katerina.dudova@seznam.cz,
p.simunek @email.cz

Byla pfipravena fada 2,4-dinitro-6-substituovanych chlorben-
zent. Jejich reakei s methylthioglykoldtem za piitomnosti tri-
ethylaminu byly ziskdny vychozi litky I, které byly didle
pouzity pro studium kinetiky cykliza¢nich reakci v bazickych
methanolickych pufrech na konec¢né produkty /1, I11.

COOMe
R=Me,i-Pr,Br,NO,  $71 ,
R N~o
s coome u
R NO,

L e
\ MeOOC

NO, / S 11
I HO NO,
R = COOH, COOMe

NO,

Vsechny litky byly identifikovany pomoci '"H NMR spek-
trometrie. Kinetickd méfeni byla provddéna pomoci UV VIS
spektrofotometrie pii 25 °C za podminek reakce pseudoprv-
niho fadu. Byl sledovdn vliv substituce na benzenovém jadre
a slozeni methanolickych pufrti na rychlost cykliza¢nich reak-
ci. V piipadé 6-methyl, isopropyl, brom a nitro derivatu byl
kone¢nym produktem cyklicky N-oxid /I. Pokud substituen-
tem na benzenovém jadie v poloze 6 byla karboxylova ¢i
methoxykarbonylova skupina byl z konec¢né reakéni smési
izolovdn namisto oc¢ekdvaného cyklického N-oxidu produkt
111, ktery vznikl atakem karbaniontu na danou karboxylovou
(resp. methoxykarbonylovou) skupinu (tj. Dieckmannovou
kondenzaci).

Prdce byla podporovdna vnitinim grantem Univerzity
Pardubice 1G 300048.
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KALIX[4]PYRROLY A PORFYRINY SE STEROIDNI
SUBSTITUCI V meso-POLOHACH JAKO NOVE _
KOMPLEXACNI CINIDLO NA CUKRY VE VODE

S FLUORESCENCNIMI VLASTNOSTMI

MYKHAYLO DUKH', VLADIMIR POUZAR?,
IVAN CERNY*, MAREK URBANSKY?,
VLADIMIR M. KRAL a PAVEL DRASAR®

“Ustay organické chemie a biochemie, Akademie véd Ceské
republiky, 166 10 Praha 6, "Vysokd skola chemicko-tech-
nologickd, 166 28 Praha 6

Byla ptipravena serie kalix[4]pyrrolt (meso-oktaalkylpor-
fyrinogent) a porfyrinti a zkoumadny jejich fyzikdlné chemic-
ké vlastnosti, které by vedly k moznosti jejich praktického
vyuziti jako sensorovych elementt. Byla nalezena velmi za-
jimava asociacni konstanta u porfyrinu substituovaného v me-
so-poloze nechrdnénou cholovou kyselinou viicéi sacharidim
ve vodném prostiedi dosahujici hodnot az 104-10° M™". Da-
lezité je, ze tato komplexacni schopnost je doprovazena vy-
znamnou fluorescencni spektrdlni charakteristikou, kterad
predurcuje tuto skupinu ldtek jako fluorescencni receptory.

Prdce byla podporovdna GA CR, granty ¢. 203/97/0695,
301/98/K042, grantem UOCHB AV CR ¢ 04/91 a v rdmci
projektu COST ¢. OC D12.20.
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(2000).
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DraSar. P.: Calix[4]pyrroles and porphyrins with steroidal
moieties in meso positions; novel fluorescence receptors.
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European Colloquium on Heterocyclic Chemistry XIX,
Aveiro: A-37, 2000.

Drasar P., Dukh M., Urbansky M., Cerny I., Pouzar V.,
Kral V. M.: Chem. Listy 93, 747 (1999).

SYNTEZA PYRROLOVYCH MAKROCYKLU
S KOMBINOVANYMI SUBSTITUENTY .
V meso-POLOHACH, STEROIDNICH KALIXFYRINU

MYKHAYLO DUKH', VLADIMIR POUZAR’,
VLADIMIR M. KRAL®, IVAN CERNY*
a PAVEL DRASAR®

“Ustav organické chemie a biochemie, Akademie véd Ceské
republiky, 166 10 Praha 6, besokci Skola chemicko-tech-
nologickd, 166 28 Praha 6

Nova skupina makrocyklickych latek — kalixphyriny;
strukturné latek pribuznych porfyrintim a kalixpyrrolim byla
popsédna v letoSnim roce!. V ndvaznosti na tyto prace byla
vypracovdna syntéza kalixfyrint obsahujicich rtizné druhy
substituentd v meso-polohdch makrocyklu. Kysele katalyzo-
vand kondenzace cholest-4-en-3-onu s pyrrolem poskytne 3,3-
-di(pyrrolyl)-cholest-4-en, ktery, opét za kyselé katalyzy po-
skytuje s pentafluorobenzaldehydem a ndsledné pisobenim
DDQ kalix[4]fyrin substituovany symetricky ,kiizem* ve
dvou meso-polohach pentafluorofenylovou skupinou a v zby-
lych dvou je spiro-anelovan cholest-4-en. Jde o prvou syntézu
spiro-anelovanych cyklickych kalixfyring.

Podporovdno grantem 4/91 UOCHB a COST OC D12.20.
LITERATURA

1. Krdl V., Sessler]. L., Zimmerman R. S., Seidel D., Lynch

V., Andrioletti B.: Angew. Chem., Int. Ed. Engl. 39, 1055
(2000) a citace tam uvedené.

2. Dukh M., Cerny 1., Urbansky M., Pouzar V., Kril V. M.,
Drasar P.: Chem. Listy, Symposia 93, s63 (1999).
3. Dukh M., Pouzar V., Cerny I., Urbansky M., Krdl V. M.,

Drasar P.: Chem. Listy 94, 797 (2000).
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STRUKTURA A DYNAMIKA DNA GUANINOVEHO
KVADRUPLEXU GGGGTTTTGGGG RESENA
METODAMI MOLEKULOVEHO MODELOVANI

EVA FADRNA®, NADA SPACKOVA”,
JIRI SPONER" a JAROSLAV KOCA®

“Laborator struktury a dynamiky biomolekul, Pfirodovédeckd
fakulta, Masarykova univerzita, Kotldrskd 2, 611 37 Brno,
e-mail: evaf@chemi.muni.cz, jkoca @ chemi.muni.cz, "Biofyzi-
kdlni tistav, Akademie véd Ceské republiky, Krdlovopolskd
135, 612 65 Brno, e-mail: spackova@ibp.cz, sponer@ibp.cz

Molekuly deoxyribonukleové kyseliny mohou nabyvat
ruznych tvarti, kromé znamych kanonickych duplext (A, B,
Z) to mohou byt napiiklad kvadruplexy tvofené sekvencemi
bohatymi na guanin (G-DNA)'~. Tyto motivy se vyskytuji
v genomu v oblastech genové regulace a v telomerickych se-
kvencich. Prikladem je struktura, kterd je tvofena dvéma fe-
tézci DNA usporadanymi tak, Ze tvori guaninovy kvadruplex
(stem), jehoz stfedem prochdzi kandl, a jeho konce jsou pre-
klenuty dvéma thyminovymi smyckami. Geometrie kva-
druplexu byla potvrzena rentgenovou krystalografii' a NMR
(cit.%) a ukdzala riizné moznosti uspofadani thyminovych smy-
cek.

Molekulové modelovdni pomoci programu AMBER vy-
chézelo z rentgenové struktury'. Molekulovd dynamika zahr-
nujici PME vyjddreni elektrostatickych interakci ukdzala sta-
bilitu guaninového stemu, k niZ je nezbytnd pfitomnost Na*
ionttl v kanalu®’. Konformaéni chovani nejflexibilngj§i ¢dsti
molekuly, tedy thyminovych smycek, bylo podrobenu studiu
pomoci programu CICADA*”,

Metodika CICADA nalezla fadu konformert, mezi ni-
mi nizkoenergetické konformace thyminovych smycek, stabi-
lizované siti vodikovych vazeb. Stabilita vybranych konfor-
merd byla studovdna molekulovou dynamikou v explicitnim
solventu. Analyza MD trajektorii sledovala variabilitu konfor-
macniho chovdni thyminovych smycek a jejich vliv na trans-
port iontli do/z kandlu prochdzejictho kvadruplexem.

Nejnovéjsi vyvoj vyzkumu kvadruplext ukazuje dilezi-
tost pozndni mechanismu transportu iontd, coz mize prispét
k pochopeni genové regulace a jejiho selhdvani.
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SYNTEZA 4-ALKYL-2-FLUOR-BUT-2-EN-4-OLIDU;
NEOBVYKLA REGIOSELEKTIVITA RADIKALOVE
ADICE ETHERU A PODEZRENI NA 1,3-PRESUN
VODIKU

JAN HAJDUCH, STANISLAV BOHM
a OLDRICH PALETA

Ustav organické chemie, Vysokd Skola chemicko-technolo-
gickd, Technickd 5, 166 28 Praha 6

Fluorované butenolidy mohou slouzit jako syntetické in-
termediéty”. U 4,4-dialkyl-2,3-difluor-but-2-en-4-olidi (/)
jsme nalezli>> zajimavou reaktivitu ve vztahu k tvrdym a mék-
kym nukleofiltim, zahrnujici vinylovou substituci fluoru a no-
vy presmyk® Tyto reakce byly vyuZity v syntézdch analogt
prirodnich latek™?, jako jsou napf. disacharidy, kyselina tetro-
novda a nukleosidy.

S ohledem na butenolidy typu I 1ze ocekdvat zajimavé
chemické i biochemické vlastnosti u cilovych butenolidd V,
které v urcité strukturni variaci predstavuji analoga vitaminu
C. Jednim ze stupiitl syntézy butenolidii V je radikdlovd adice
etherti na methyl-trifluorakryldt. B€hem vyvoje syntézy jsme
zjistili neobvyklou regioselektivitu této adice vzhledem
k ethertim, kterd mize byt vysvétlena 1,3-pfesunem vodiku
v primdrné generovaném etherovém radikalu. Adukty 7V byly
prevedeny ve dvou stupnich na cilové butenolidy V.

R—CH,—O0—R? + CF,=CF—COOMe

11 11

linn_

F,—CHF—CO,Me
R'—CH—O0—R?
v
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KAPLING SUBSTITUOVANYCH
6-HALOGENPURINU
S 1,4-BIS(TRIBUTYLCIN)BENZENEM

MARTINA HAVELKOVA a DALIMIL DVORAK"

Ustav organické chemie, Vysokd skola chemicko-technolo-
gickd, Technickd 5, 166 28 Praha 6

Dvé molekuly purinu spojené v poloze 6 1,4-fenyleno-
vym zbytkem pfedstavujianalogii Watson-Crick duplexu.
Byla vypracovdna metoda ptipravy téchto ldtek zalozend
na Stilleho kaplingu' 1,4-bis(tributylcin)benzenu s 6-halo-
genpuriny. Pfitom, podle reakénich podminek vznikaji v pii-
tomnosti Pd-katalyzdtoru kromé poZzadovaného produktu /
i slouceniny /7 a III v rizném poméru.

X SnBu,

N

‘e
or -
NS

N N

Lpn SnBu,
X=Cl,| [Pd]-kat.
DMF, 80°C

SnBu,

%5

I 1

Prdce byla provedena s podporou grantu 203/00/0036 GA CR.
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KONFORMACNI ANALYZA )
METHYLTETROFURANOSIDU POMOCI
MOLEKULOVE DYNAMIKY

HELENA HEISSIGEROVA a IVAN RAICH

Ustav chemie pFirodnich ldtek, Vysokd Skola chemicko-tech-
nologickd, Technickd 5, 166 28 Praha 6, e-mail: hhelenka @
yahoo.com, Ivan.Raich@vscht.cz

Prace se zabyva studiem konforma¢niho chovani methyl-
-0l- a B-D-erythro- a -threofuranosidi s vyuzitim molekuldrni
dynamiky na drovni molekulové mechaniky.

Byly provedeny molekuldrni dynamické simulace studo-
vanych latek ve vakuu a ve vodném roztoku. Vodny roztok byl

Kratké prednasky a postery

modelovan pomoci krychlové periodické buriky vyplnéné mo-
lekulami TIP3P vody. Simulace o délce 51 ps byly provddény
za konstantni teploty 300 K, objemu a poctu ¢éastic (NVT).
Sbéru dat predchdzel zahiev systému z 0 na 300 K a 10 ps
ekvilibrace. Simulace byly provddény s pouzitim programu
HyperChem s implementovanym silovym polem MM+. Z na-
sbiranych dat byly spocitiny vSechny zajimavé strukturni
parametry, zastoupeni jednotlivych konformaci a jejich ¢aso-
vé ndvaznosti. Pomoci dvou tvarti Karplusovy rovnice byly
spocitdany vicindlni interakéni konstanty, které byly porovnany
s experimentdlnimi NMR daty.

Pro porovnani a zhodnoceni vlivu rtiznych experimental-
nich podminek na vysledky simulace byly provedeny dals{
50 ps simulace navazujici na zakladni 51 ps simulace. Takto
byl testovdn vliv vychozi struktury a délky simulace. Ddle
byly porovnany vysledky simulaci solvatovanych a nesolva-
tovanych systémt.

Pro ndzornéjsi porovndni vysledkt simulaci s experimen-
talnimi daty byly provedeny ab initio vypoéty NMR a IC
parametrd pro studované latky pomoci programu Gaussian
98W. Ddle byly vysledky simulaci porovnany s daty ziskanymi
metodou systematického mapovani konformaéniho prostoru .
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SYNTEZA A REAKTIVITA SUBSTITUOVANYCH
S-(1-FENYLPYRROLIDIN-2-ON-3-YL)-
-ISOTHIOURONIOVYCH SOLI

LUDMILA HEJTMANKOVA®, . )
VLADIMIR MACHACEK" a MILOS SEDLAK"

“VUFB a.s., Koutimskd 17, 130 00 Praha, vufb.pce @world
online.cz, "Katedra organické chemie, Univerzita Pardubi-
ce, n. Cs. legii 565, 532 10 Pardubice, e-mail: Vladimir.
Machacek@upce.cz, Milos.Sedlak@upce.cz

Reakci substituovanych 3-brom-1-fenylpyrrolidin-2-ond'
s thiomoc¢ovinou, 1-methylthiomocovinou a 1,3-dimethylthio-
mocovinou byly pfipraveny odpovidajici isothiouroniové so-
li 1. Zjistili jsme, Zze v mirné alkalickém prostfedi se uvoliuje
badze, jejiz aminoskupina intramolekuldrné nukleofiné atakuje
amidicky karbonyl pyrrolidinového cyklu pficemz dochézi

@§ﬁR

2

2, T

11

R': H, 4-NO,, 4-Cl, 4-OCH,, 3-CF, R’ R H, CH,
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k jeho otevieni a vzniku substituovanych iminothiazolidinont /7.
Latky obsahujici iminothiazolidinovy cyklus piedstavuji far-
maceuticky vyznamnou skupinu perordlnich antidiabetik’.

Z'HNMR sgekter je patrné, Ze iminothiazolidinon b (R":
4-NO,, R% H, R*: CH,) se v roztoku dimethylsulfoxidu nacha-
zi ve formé dvou tautomert lisicich se exocyklickou dvojnou
vazbou C=N, tautomer s exocyklickou dvojnou vazbou pak
existuje ve formé dvou geometrickych izomert s rozdilnou
konfiguraci methylskupiny.

Dale jsme podrobnéji studovali kinetiku vzniku iminothia-
zolidinont I7a (R": 4-NO,, R*: H, R*: H), IIb, Iic (R": 4-NO,,
R%: CH,, R*: CH,) pfi teploté 25 °C v tris(hydroxymethyl)ami-
nomethanovych pufrech (pH 7,1; I = 1 mol.I""), kde jsme
zjistili, Ze reakce je specifiky bazicky katalyzovana a hodnoty
rychlostnich konstant aproximovanych na nulovou koncentra-
ci pufru jsou pro jednotlivé derivdty nasledujici: Ila: k =
(1,60£0,13) 107 s, IIb: k = (1,12£0,09) 107 s™, Ile: k =
(2,21+0,11) 102 s, Pfi studiu reaktivity dalSich isothiouro-
nivych soli /d (R': 4-OCH,, R* H, R*: CH,) a e (R": 4-C1, R*:
H,R* CH,;) jsme zjistili, Ze v tomto piipadé€ je vznik substituo-
vanych iminothiazolidinont /Id a Ile obecné bazicky kataly-
zovan. Z uvedeného vyplyva, ze kinetika i mechanismus vzni-
ku iminothiazolidinononti // jsou silné zdvislé na substituci
vychozich isothiouroniovych solf 1.

LITERATURA

1. Sedldk M.: Chem. Listy 93, 734 (1999).
2. Akarawa K., et al: Chem. Pharm. Bull. 45, 1984 (1997).

SYNTEZA A CYTOSTATICKA AKTIVITA 6-ARYL-
A 6-BENZYLPURINOVYCH NUKLEOSIDU

MICHAL HOCEK™, ANTONIN HOLY?,
IVAN VOTRUBA* a HANA DVORAKOVA”

“Ustay organické chemie a biochemie, Akademie véd Ceské
republiky, 166 10 Praha 6, e-mail: hocek@uochb.cas.cz, bra-
borator NMR spektroskopie, Vysokd skola chemicko-tech-
nologickd, 166 28 Praha 6

Neddvno byla v nasi laboratofi objevena nova skupina
cytostatickych latek — substituované 6-fenylpurinové ribonu-
kleosidy'. Strukturng-aktivitni studie ukdzaly, Ze z této skupi-
ny latek pouze 6-(4-substituované fenyl)purinové ribonukleo-
tidy vykazuji vyznamnou cytostatickou aktivitu in vitro proti
nékterym bunéénym kulturdm leukemii a nadort (IC4,=0,45—

X
R
NZ N
Gy
N N
HO o N7 N\
D
N~ N
OH OH Y o
OH Y

R = aryl, hetaryl, benzyl; X = H, F, OCH;; Y = OH, H; Y’ = H, OH
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10 umol.I™"), zatimco 6-fenylpurinové béze i 2-amino-6-fenyl-
purinové nukleosidy jsou neaktivni. V tomto piispévku bude
prezentovano rozsifeni této studie na dal$i 6-aryl(substituo-
vané fenyl-, naftyl- a hetarylderivdty) a substituované 6-ben-
zylpurinové ribonukleosidy a rovnéz studie vlivu modifikace
na cukerné ¢asti (pfiprava 2’- a 5’-deoxyribonukleosidti a acy-
klonukleosid®). Syntézy spocivaly v piipravé vhodnych chra-
nénych nukleosidii odvozenych od 6-chlorpurinu nasledované
,.cross-coupling® reakcemi s arylboronovymi kyselinami” ne-
bo organozine¢natymi reagenty”. Cytostatickd aktivita uvede-
nych latek bude také predmétem diskuse.

Tato prdce byla podporovina GA CR, grant 203/00/0036.
LITERATURA

1. Hocek M., Holy A., Votruba I., Dvordkova H.: J. Med.
Chem. 43, 1817 (2000).

2. Havelkova M., Hocek M., Cesnek M., Dvoidk D.: Synlett
1999, 1145.

3. Hocek M., Masojidkovd M., Holy A.: Collect. Czech.
Chem. Commun. 62, 136 (1997).

ANTIMYKOBAKTERIALNE UCINNE DERIVATY
3-ARYL-2H-1,3-BENZOXAZIN-2(3H)-2,4-DIONU

KAREL WAISSER?, PAVEL HOLY?, JIRf GREGOR
a JARMILA KAUSTOVA®

Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceutickd
fakulta, Univerzita Karlova, Heyrovského 1203, 500 05 Hra-
dec Krdlové, waisser@faf.cuni.cz, holy@faf.cuni.cz, °Krajskd
hygienickd stanice, Partyzdnské n. 7, 728 92 Ostrava

Derivity 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2(3H)-2,4-diond jsou
antimykobakteridlné aktivni slouceniny. Aktivita vzristd s ri-
stem lipofility a elektronakceptornich vlastnosti substituentti
na fenylu v poloze 3. Cilem této prace bylo ziskané rovnice
z piedchozi studie' dopInénim skupiny o dalii latky zp&tn&
ovéfit a vysledky pouZzit k upfesnéni parametrd a, b a ¢ v re-
gresni rovnici log (1/MICyyy obacterium)) = @-C + b.T + ¢. Pro
tento tucel byly pripraveny latky ze skupiny salicylanilidi
a 3-feny1—2H—1,3-benzoxazin-2(3H)-2,4-diom°11.

Antimykobakteridlni aktivita (MIC) in vitro byla stanove-
na vici kmentim M. tuberculosis CNCTC My 331/88, M.
kansasii CNCTC My 235/80, M. avium CNCTC My 330/88
a klinicky izolovanému kmeni M. kansasii 6509/96 na KHS
v Ostravé. Regresni rovnice QSAR byly vypocteny multi-
regresnim programem vytvofenym v Microsoft Excel prof.
p- Klemerou. Hodnoty Hammetovych konstant ¢ a hydroféb-
nich substituentovych konstant 7t byly pievzaty z literatury>>,

Prdce byla podporovdna grantem GA UK 234/2000/BCH/
FaF a FRVS 1304/G/2000 a vyzkumnym zdmérem VZ MSM
11160000 1.

LITERATURA
1. Waisser K., et al.: Collect. Czech Chem. Commun. 64,

1902 (1999).
2. Kuchai M., Rejholec V.: VyuZiti kvantitativnich vztahii
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mezi strukturou a biologickou aktivitou, str. 51, 85. Aca-
demia, Praha 1987.

3. Hansch C., Leo A., Hoekman D.: Explorig OQSAR. Hy-
drofobic, Electronic and Steric Constants. ACS, Wa-
shington D.C. 1995.

VLIV N-SUBSTITUCE NA PRUBEH SOLVOLYZY
N-(2-HYDROXY ETHYL) KARBAMATU

OLDRICH HRABIK, JAROMIR MINDL,
JAROMIR KAVALEK a VOJESLAV STERBA

Katedra organické chemie, Univerzita Pardubice, n. Cs. legii
565, Pardubice 532 10, e-mail: oldrich.hrabik@upce.cz

N-Hydroxyalkylkarbamaty jsou biologicky aktivni{ latky,
které nachazeji vyuziti jako pesticidy. Substituované alkyl-,
nebo aryl-N-(2-hydroxyethyl)karbamaty (/) cyklizuji na sub-
stituované 2-oxazolidony (II), nebo podléhaji hydrolyze a na-
sledné dekarboxylacina N-alkyl-, nebo N-arylethanolaminy (/11),

R' I
|
0 OH N —5
l H,0 I
l 1
R 1. Ho/oH MO~
e
1 2.-CO, e
Jiii

kde R'=H, CH,, Pha R?= alkyl, nebo aryl.

Reakce pro piipad R! = CHj;, Ph probihd v alkalickém
vodném prostredi tzv. ,,concerted” mechanismem, a to bez
ohledu na odstupujici R

Pro piipad, kdy R' = H dochazi u arylestert i alkylestert
k hydrolyze mechanismem E1cB pfes N-(2-hydroxyethyl)iso-
kyanat, ktery ndsledné hydrolyzuje na alkalicky N-(2-hydro-
xyethyl)karbamat, nebo cyklizuje na N-substituovany 2-oxa-
zolidon.

LITERATURA

1. Sugimoto H., Yonaga M., Karibe N., Limura Y., Nagato
S.: EP 468187 (C1 C07-D265/18), 1990; Chem. Abstr.
116, P 23643 (1992).

NEW AND SURPRISING STRUCTURES OF SOME
ORGANOTIN(IV) COMPOUNDS

ROMAN JAMBOR’, ALES RUZICKA?, )
IVANA CISAROVA®, and JAROSLAV HOLECEK®

“Department of General and Inorganic Chemistry, Faculty
of Chemical Technology, University of Pardubice, Student-
skd 95, 532 09 Pardubice, Czech Republic, e-mail: jamborini
@atlas.cz "Department of Inorganic Chemistry, Faculty of
Science, Charles University of Prague, Albertov 6, 128 43
Prague 2, Czech Republic

In our lab, it was studied, within the investigation of bio-
logical and catalytic properties of organotin(IV) compounds,

Kratké prednasky a postery

the ability of this type of compounds to increase their coordi-
nation number from usually four to five or six due to formation
of one or more donor-acceptor connection(s) between the cen-
tral tin atom and the donor atom(s) presented at the other part
of molecule. The formation of this type of intramolecular bond
is accompanied with the changes of different NMR spectra
parameters in different types of solvents (8(15N), &(119Sn),
J(119Sn,15N)) (Ref.") and in the solid state (§(119Sn)) (Ref.2).
All this parameters can be taken as direct or non-direct proofs
of donor-acceptor bond and its strength. The most reliable
verification of this connection is the X-ray diffraction on single
crystal, which can give us the realistic scan of molecule. We
have prepared and characterized a lot of compounds with
potential donor-acceptor N-Sn intramolecular connection(s)
with 4 different ligands (C,N-chelating), but only three of them
are structurally other than we expected. These different com-
pounds are derivates of one of so called ,,pincer” ligands
(2,6-bis(dimethylaminomethyl)benzene).

N(CHs)2

R

e R2

R'? = Ph,Bror S N R
2,6-CH,(CH,N(CH,),), R®
N(CHs),

The research was supported by Grant Agency of Czech
Republic (grant no. 203/00/0920) and the Ministry of Educa-
tion of Czech Republic under the project LN 00A28.
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Collect. Czech. Chem. Commun. 63, 977(1998).
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CHROMOLITH™ - ZACATEK NASTUPU
MONOLITICKYCH KOLON

MILAN KALINA

Merck spol. s r.0., 251 01 Jazlovice-Ricany, kalina@merck.cz

V soucasné dobé jsou patrné snahy vyrobcti o zvladnu-
ti tzv. monolitické technologie vyroby kolon. Z dtvodu
podilu na trhu se tyto snahy koncentruji zejména v oblasti
kolon na bdzi silikagelu. Kolona Chromolith™ je sériové
vyrdbénou kolonou tohoto druhu vibec.

Chromolith™ je kolona vyrobend tzv. monolitickou tech-
nologii, tzn. Ze staciondrni fdze se nesklddd z individudlnich
Castic, nybrz Ze je to ,,ty¢ka*, majici uréitou porézni strukturu
a z ni vyplyvajici vyhodné fyzikdlné chemické vlastnosti.
Takovdto ,,monolitickd* kolona, na rozdil od ,,¢dsticovych®,
nebo ,,sypanych* kolon, vynikd mechanickou stabilitou a vy-
bornou prtichodnosti pro mobilni fdzi. Diky zcela unikdtn{
porézni struktufe umoziuje pouziti nékolikandsobné vyssich
pritokd ve srovndni s klasickymi kolonami. Vysledny zpét-
ny tlak se presto pohybuje v akceptovatelnych mezich 80—
120 bar.

Chemické vlastnosti jsou totozné se sorbentem Purospher
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Chromolith Performance RP-18e, 100-4,6 mm

0,0 35 7,0
Gradient: Mobilni faze:
¢as [min]  pratok [ml.min'l] Methanol/pufr pH 3,0 (30/70)
0-2
2-3 2-5
3-6 5

[-blokdtory:

1. Bisoprolol-hemifurate 6. Celiprolol

2. Pindolol 7. Carazolol

3. Nadolol 8. Bisoprolol

4. Pafenolol
5. Metoprolol

9. Alprenolol
10. Propanolol

RP-1 8e. Prenositelnost metod je tedy optimdlni, ve vétsing
piipadd je tieba jen mirné korigovat reten¢ni Casy. Vlastnosti
nové staciondrni faze maji zajimavy dusledek: koncentra¢n{
gradient, vyrazné¢ zpomalujici sériové analyzy, l1ze do jisté
miry nahradit pritokovym gradientem, neovliviiujicim Cas
sériové analyzy rekondicionaci kolony.

SYNTEZY NOVYCH PERFLUORALKYLOVANYCH
AMFIFILNICH LATEK S POLYETHEROVOU
HYDROFILNI CASTI A STUDIUM JEJICH
HEMOKOMPA TIBILITY

ROBERT KAPLANEK®, MILAN KODICEK", )
KATERINA DANKOVA®, IVANA FERENCIKOVA,
KAREL KEFURT® a OLDRICH PALETA®

“Qstav organické chemie, "Ustav biochemie a mikrobiologie,
“Ustav chemie prirodnich ldtek, Vysokd skola chemicko-tech-
nologickd, Technickd 5, 166 28 Praha 6

Perfluoralkylované amfifilni latky vykazuji jedinecné
vlastnosti jako tenzidy v oblasti pfipravy nékolikafdzovych
a nékolikaslozkovych koloidnich systémi obsahujicich emul-

CHS(OCHZCHZ)mO/\'/\CFZ(CFZCFZ)HCF3

Y
Y
O\/‘\/CFZ(CcmFz)nCQ
H——OH
HO——H
H——OH Y=H,OH
m=2,46
CH,OH i
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ze perfluorovanych uhlovodikd pro prenasece kysliku (umé-
lou krev), gely propustné pro kyslik, nosice 1é¢iv apod.’

S ohledem na vySe uvedené aplikace jsme syntetizovali
novy typ amfifilnich litek, a to derivatti monomethylovanych
polyetherti, uréenych pro studium vlastnosti zahrnujici testy
hemokompatibility. Ldtky jsme pfipravili reakcemi mono-
etherii s perfluoralkylovanymi epoxidy” a radikdlovymi adi-
cemi perfluoralkyljodidii na allylethery'. Vysokd hemokom-
patibilita novych polyetherovych sloucenin je porovnédna s de-
rivdtem xylitolu jako standardem.

Prdce byla podporovdna grantem ¢ 203/98/1174 GA CR.
LITERATURA

1. Riess J. G., Greiner J., v knize: Carbohydrates as Or-
ganic Raw Materials Il (Descotes G., ed.), str. 209. Wein-
heim, New York 1993 — a reference tamtéZz uvedené;
Krafft M. P., Riess J. G., Biochemie 80, 489 (1998).

2. Cirkva V., Paleta O., Améduri B., Boutevin B.: J. Fluor.
Chem. 84, 53 (1997) a reference tamtéz uvedené.

STEREOKONZERVATIVNA KYANACIA
1,I’-BINAFTYLOVYCH 2,2’-DIELEKTROFILOV

AKO ALTERNATIVNA METODA PRIPRAVY
HOMOCHIRALNEHO
1,1’-BINAFTYL-2,2’-DIKARBONITRILU

A NASLEDNE TRANSFORMA CIE KYANO SKUPINY

PETER KASAK a MARTIN PUTALA"

Katedra organickej chémie, Prirodovedeckd fakulta, Univer-
zita Komenského, Mlynskd dolina CH-2, 842 15 Bratislava,
Slovenskd republika, e-mail: kasak@pobox.sk, putala@fns.
uniba.sk

Kyanodehalogendcia (kyandcia) arylhalogenidov a aryl-
triflitov katalyzovand komplexami prechodnych kovov
(Pd, Ni)' je efektivnou, synteticky vyznamnou reakciou. 1,1’-
-Binaftylové 2,2’-dielektrofily predstavujui elektrénovo cias-
tocne obohateny, stéricky vyrazne tieneny substrat (zvlast
objemny substituent v orto-polohe). Navyse substiticia v po-
lohdch 2,2’ neracemickych C,-symterickych 1,1°-binaftylo-
vych derivdtov je osobitne zaujimavad s ohladom na zacho-
vanie stereogénnej informécie v priebehu reakcie’.

Zo Studovanych 1,1’-binaftylovych 2,2’-dielektrofilov 1
(cit.®) boli najlepsie vysledky pozorované pri kyandcii dijodi-
du /b. Optimalizdciou podmienok ndjdend kombindcia kyanac-
ného ¢inidla, katalyzdtora a rozpustadla [Zn(CN),, Pd(dppf),,
DMF] bola rozhodujica ako pre vytazok (94 %), tak aj pre

QO Q0

X __MCN | CN
cogisilcog

1 11
a X =N, b: X =1, ¢: X =Br, d: X =OTf
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©© HLCHO
@@ @@ CHO

COOH _2a
COOH

1l v
a: 1) NaOH, t b: 1) SnCl,, HCI
2)H* 2)H,0, t

zachovanie stereogénnej informdcie (92 % e.e.) ziskaného
1,1’-binaftyl-2,2’-dikarbonitrilu /1. Podrobnejsie budu disku-
tované podmienky a vysledky jednotlivych pokusov.

Dinitril /1 bol nédsledne tspesne premeneny3 na prislusnud
dikarboxylovt kyselinu /17 a dialdehyd IV vo vysokych vytaz-
koch (84-87 %).

Prdca bola podporovand grantami 1/7013/20 VEGA SR
a UK/80/2000.

LITERATURA
1. Brandsma L., Vasilievsky S. F., Verkruijsse H. D.: Ap-
plication of Transition Metal Catalysts in Organic Syn-
thesis, str. 149. 1998.

Putala M.: Enantiomer 4, 243 (1999).

Kasdk P., Putala M.: Collect. Czech. Chem. Commun. 65,
729 (2000).

w

REDISTRIBUCE CHRANICICH ACETALOVYCH
SKUPIN PRI REAKCICH KATALYZOVANYCH
LEWISOVYMI KYSELINAMI U SACHARIDOVYCH
ACETALU

KAREL KEFURT*, SARKA BAMBASOVA®,
LUKAS SNABL?, BARBORA VYMETALIKOVA®
KATERINA BUCHALOVA® a OLDRICH PALETA"

“Ustav chemie pfirodnich ldtek, e-mail: karel.kefurt@vscht.
cz, bUstay organické chemie, Vysokd Skola chemicko-tech-
nologickd, Technickd 1905, 166 28 Praha 6, e-mail: oldrich.
paleta@vscht.cz

Pii reakcich sacharidl parcidlné chranénych acetalovymi
skupinami byla v piitomnosti katalyzdtori typu BF;.Et,0
a Mg(ClO,), pozorovdna zajimava ,,vedlejsi“ aktivita vedouci
k produkttim jednak zcela zbavenych acetalovych skupin, jed-
nak zcela ,,doacetalovanych az k maximalnimu poctu chra-
nicicich skupin v molekule.

Tento jev jsme konstatovali také pfi zahfivani samotnych
roztokl 1,2-O-isopropyliden-o-D-glukofuranosy (1), 1,2-O-
-isopropyliden-a-D-xylofuranosy (ZI), 2,4-O-ethyliden-D-ery-
thritolu (Z1I) a 1,3-O-ethyliden-D-threitolu (/V) k mirnému re-
fluxu rozpoustédel (diisopropylether, tetrahydrofuran, 1,2-di-
methoxyethan) po dobu nékolika hodin za pfitomnosti 5-9
mol.% vyse uvedenych katalyzdtord. Vedle vychozich nezmé-
nénych derivati /-IV byly z reak¢nich smési izolovany 1,2;
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RO
. RO/,
o R
H
o O
AV o
I: R= II: R=H
V: R = =C(CH,), VI: R ==C(CH,),

RO
RO
ROCH, O
RO @307\ CH, - cH,
1I: R=H IV: R=H

VII: R ==CHCH, VIII: R=CHCH,

5,6-di-O-isopropyliden-o.-D-glukofuranosa (V), 1,2;3,5-di-O-
-isopropyliden-a-D-xylofuranosa (VI), 1,3;2,4-di-O-ethyliden-
erythritol (VII) a 1,3;2,4-di-O-ethyliden-D-threitol (VIII) ve
vytézcich 7-37 %, a odpovidajici volné sacharidy, D-glukosa,
D-xylosa, erythritol a D-threitol. V soucasné dobé je tato reakce
hloubéji studovdna s cilem zjistit mozny mechanismus a dui-
vod vzniku takovéto rovnovihy.

Tato prdce souvisi s vyzkumem podporovanym grantem
GA CR ¢ 203/98/1174.

2D-SPE S POUZITIM AUTOMATU ASPEC XL

V OFF-LINE SPOJENI S LC-ESI-MS PRO STUDIUM
FLAVONOIDNICH GLYKOSIDU V ROSTLINNEM
MATERIALU

BORIVOJ KLEJDUS, VLASTIMIL KUBAN
a DAGMAR VITAMVASOVA

Ustav chemie a biochemie, Mendelova zemédélskd a lesnickd
univerzita, Zemédélskd 1, 613 00 Brno, e-mail klejdusb@
seznam.cz

V posledni dobé se stdle vice vyuzivd kombinace sepa-
racnich a obohacovacich technik, které zajistuji predkoncen-
traci sledovanych analyti a pfipadné i odstranéni nezddoucich
komponent z analyzovaného materidlu. Pevné misto v této
oblasti zaujim4 extrakce na pevné fazi (Solid Phase Extraction
— SPE). Klasické sorbenty jako je modifikovany silikagel C18
nebo C8 maji fadu omezujicich faktort. Radu téchto limituji-
cich faktord eliminuji hydrofilné-lipofilni kopolymery na bézi
N-vinylpyrrolidinu a divinylbenzenu. Strategie 2D-SPE me-
tody spocivd v adjustaci vzorku a pfedevsim v promyvacich
krocich, kde vhodnou tipravou pH hodnot podle typu analytu
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(kyselé, bazické, neutrdlni) a optimalizaci koncentrace orga-
nického rozpoustédla dosadhneme maximalni selektivity sepa-
race sledovaného analytu.

Spojeni LC-ESI-MS patif v soucasnosti k nejpouzivanéj-
$im on-line systémtm pro detekci sekundédrnich metabolitd.
Cilem této prace bylo navrhnout kombinovanou metodu pro
identifikaci flavonoidnich glykosidi. 2D-SPE byla provedena
na automatickém systému Gilson ASPEX XL a ndslednd iden-
tifikace byla provedena v off-line spojenim se systémem LC-
-ESI-MS. Flavonoidni glykosidy byly identifikovdny na zd-
kladé hmotnostnich spekter a UV spekter a jejich ndsledné
konverzi na zndmé flavonoidni glykosidy a jejich aglykony.

Tato prdce vznikla za podpory grantu MSMT CR, & VS-
-97014.

SYNTEZA A ANTIMYKOBAKTERIALNI AKTIVITA
DERIVATU BENZAZOLU

JAN KOCI’, VERA KLIMESOVA®
a JARMILA KAUSTOVA®

“Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceutickd
fakulta, Univerzita Karlova, Heyrovského 1203, 500 05 Hra-
dec Krdlové, koci@ faf .cuni.cz, "Ndrodni referencni labora-
tor pro Mycobacterium kansasii, Krajskd hygienickd stanice,
Partyzdnské n. 7, 728 92 Ostrava

Vyzkum predpokldadanych biologicky aktivnich latek ve-
dlo k poznatku, Ze alkylsulfanyl derivdty heterocyklickych
sloucenin vykazuji vyraznou antimykobakteridlni aktivitu'~.
Z tohoto diivodu byla syntetizovana fada alkylsulfanyl deri-
vatd benzimidazolu se substituci v benzylové ¢dsti molekuly.
Pripravené latky byly testovdany na riizné kmeny mykobakte-
rif. Vysledky QSAR studie této fady vedly k zdvéru, Ze ucinek
je ovlivnén elektron akceptorovymi substituenty na benzylové
¢asti molekuly, a proto byly pfipraveny derivdty obsahujici
trifluormethyl skupiny, které zpravidla vyrazné¢ modifikuji
chemické vlastnosti a bioaktivitu organickych sloucenin (li-
pofilita, Hammetova konstanta). Dal§i obména molekuly se
tykd heterocyklické ¢ésti. Jednd se o izosterni ndahradu -NH-
skupiny za -S-. RozloZeni elektronové hustoty a lokace HO-
MO orbitalti derivdti benzimidazolu a benzothiazolu budou
diskutovdny vzhledem k biologickému udcinku obou skupin

latek.
rs—on{f

HET = benzimidazol, benzothiazol

R = H, 4-Cl, 3-Cl, 2-Cl, 4-F, 3-F, 2-F, 4-Br, 3-Br, 4-CH,, 3-CH,,
4-OCH,, 3-OCH,,4-NO,, 3-NO,, 2-F-6-Cl, 3,4-Cl,, 3,4-F,, 3,5-(NO,),,
2,4-(NO,),, 2-F-6-NO,, 4-CF,, 3-CF,, 3,5-(CF,),, 4-CN, 3-CN, 4-
-CSNH,, 3-CSNH,

R

Prdce vznikla za podpory grantové agentury Univerzity
Karlovy grant & 21/1999/B/CH, GA CR 203/99/0030, vyzkum-
ného zaméru MSM 111 60000 1.
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PRIPRAVA (35)-1-JOD-3-METHY LHEPTAN-3-OLU

VACLAV KOZMIK, KATERINA DUDOVA
a JIRE SVOBODA

Ustav organické chemie, Vysokd skola chemicko-technologic-
kd, Technickd 5, 166 28 Praha 6, e-mail: Vaclav.Kozmik@
vscht.cz

V ramci systematického vyzkumu v oblasti chemie prosta-
noidd byl v nasi laboratofi vypracovén v neddvné dobé€ inovo-
vany zpﬁsob] syntézy racemického Misoprostolu. V soucasné
dobé, v souladu s doporuc¢enimi svétové zdravotnické organi-
zace WHO o 1é¢ivech, bylo nasim cilem piipravit opticky Cisty
jediny dcinny enantiomer Misoprostolu /, a to (8R,11R,12R,
16S5)-15-deoxy-16-hydroxy-16-methylprostaglandin E,.

Misoprostol /

Klicovymi meziprodukty pro syntézu zddaného Misopro-
stolu 7 jsou pak komeréné dostupny opticky aktivni Coreyho
alkohol II a (35)-1-jod-3-methyl-heptan-3-ol /II. Cilem této
prace bylo vypracovat efektivni postup piipravy opticky ak-
tivniho (35)-1-jod-3-methyl-heptan-3-olu /I1.

/\/y\/l
<::|vOH HO II'CHs

(35)-1-jod-3-

(-) Coreyho alkohol 11 -methylheptan-3-ol 71/
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PRIPRAVA MODIFIKOVANYCH CYKLODEXTRINU
S PRIPOJENYMI KARBOXYLOVYMI SKUPINAMI

TOMAS KRAUS, MILOS BUDESINSKY
a JIRI ZAVADA®

Ustav organické chemie a biochemie, Akademie véd Ceské
republiky, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6

Cyklodextriny pfitahuji pozornost svymi schopnostmi
komplexovat jiné molekuly uvniti chirdlnich kavit. Jejich
chemickou modifikaci lze tyto vlastnosti zdsadné ovliviio-
vat, napf. selektivitu komplexace nebo rozpustnost vznik-
lych aduktéi. Rada modifikovanych cyklodextrint nagla
uplatnéni nejen v laboratofich (fize pro plynnou nebo
kapalinovou chromatografii), ale i v primyslu.

OsOH OR!
Q o
RO R°0
OR OR?
OFn=s, 7 OFn=7
I: R=Me 1v: R'=R>=R’= CH,COOH
II: R=Ac V: R!'=R’=CH,COOH; R’ = alkyl
l: R=H VI: R*=R’ = CH,COOH; R' = alkyl

Vypracovali jsme metodiku pro ptipravu selektivné per-
modifikovanych cyklodextrinti nesoucich karboxylové funk-
ce. Oxidace primdrnich hydroxylovych skupin o- a B-cy-
klodextrind, chrdanénych v polohdch O(2) a O(3), 2,2,6,6-te-
tramethylpiperidin-1-oxylem (TEMPO) poskytla piislusné
karboxylové kyseliny strukturnich typt 7, IT a po odstranén{
chrédnicich skupin (Ac) také typu I11.

Karboxymethylaci byly vneseny karboxylové funkce na
primdrni i sekundarni rim kavity. Nejprve byly vybrané polo-
hy selektivné etherifikovany allylovymi skupinami, které byly
ndsledné oxida¢nimi reakcemi transformovany na karboxy-
methylové funkce. Timto postupem byly pfipraveny latky
strukturnich typt IV, V, VL

REAKCE EPIMINODERIVATU
1,6-ANHYDRO- B --HEXOPYRANOS
S NUKLEOFILNIMI CINIDLY

JIRT KROUTIL, TOMAS TRNKA
a MILOSLAV CERNY

Katedra organické chemie, Prirodovédeckd fakulta, Univer-
zita Karlova, Albertov 6, 128 43 Praha 2, e-mail: kroutil@
natur.cuni.cz

Epiminoderivaty 1,6-anhydro-B-D-hexopyranos pied-
stavuji vhodné modelové slouceniny pro studium reaktivity aziri-
dinového kruhu predevsim z ddvodu vysoké konformacni rigidity
6,8-dioxabicyklo[3.2.1]oktanového skeletu'. Byla pﬁpravenaz'3
série 4 N-benzyl a 4 N-p-toluensulfonylepiminoderivatt 1,6-
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B (6]
4 a o
o} -~
72% -
OBn BnO NR G
NHR
R=Ts a
69%
o)
o
Br
NHR

R=Bn OBn

a: (n-Bu),NBr + NH,Br / toluen, var

-anhydro-f-D-hexopyranos konfigurace D-allo, D-galakto a D-
-manno a byla studovana® regioselektivita otevieni aziridi-
nového kruhu pfi jejich reakcich s nukleofilnimi ¢inidly (chlo-
ridovy, bromidovy, jodidovy a azidovy anion, benzylamin,
benzylalkohol a ®-toluenthiol). Regioselektivita otevieni az-
iridinového kruhu, tj. vznik produktu frans-diaxidlniho nebo
trans-diekvatoridlniho otevieni aziridinového kruhu zavisela
na poloze a orientaci aziridinového kruhu vuci 6,8-dioxabi-
cyklo[3.2.1]oktanovému skeletu, typu N-substituentu a po-
uZitém nukleofilu.

N-p-Toluensulfonylepiminoderivaty byly otevirdny trans-
-diaxidlné podle Fiirstova-Plattnerova pravidla bez ohledu na
druh nukleofilu a konfiguraci epiminu. N-Benzyl-epimino-
derivaty poskytly produkt frans-diaxidlnitho otevieni aziri-
dinového kruhu pii svych reakcich s azidem zatimco pfi reak-
cich s bromidem a jodidem naopak vznikaly produkty trans-
-diekvatoridlniho otevieni. Tento rozdil v regioselektivé byl
vysvétlen a byl navrzen mechanismus tvorby produkti trans-
-diekvatoridlntho otevfeni aziridinového kruhu. Reakce N-
-benzylepimini s benzylaminem, benzylalkoholem a w-tolu-
enthiolem neprobihaly vibec.

Tato prdce vznikla za podpory MSMT CR (projekt ¢. VS
96 140).
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STUDIUM REAKCII 3-FORMYLCHROMONOV
S ANILIDMI KYSELINY ANTRANILOVEJ

LENKA KUBICOVA®, MARGITA LACOVA,
KATARINA KRALOVA®
a JARMILA CHOVANCOVA®

“Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceutic-
kd fakulta, Univerzita Karlova, Heyrovskeho 1203, 500 05
Hradec Krdlové, e-mail: kubicova@faf.cuni.cz, *Katedra or-
ganickej chémie a “‘Chemicky ustav, Prirodovedeckd fakulta,
Univerzita Komenského, Mlynskd dolina, 842 15 Bratislava,
Slovenskd republika, e-mail: lacova@fns.uniba.sk, kralova @
fns.uniba.sk

3-Formylchromény (1), ako aj antranilanilidy (I7), ponu-
kaju zaujimavé moznosti vyuzitia v organickej syntéze *, ako
aj v aplikdciach pri vyskume biologickych aktivit**, Vdaka
trom elektrondeficitnym centrdam 3-formylchromény reaguji
za velmi miernych podmienok s aminmi. Vysledkom st vo
vicSine pripadov nové typy dusikatych heterocyklickych zli-
Cenin s potencidlnou biologickou aktivitou.

Zistili sme, Ze konecnym produktom reakcie latok 7 a II si
derivaty 1H,3H-2-(4H-4-o0x0-3-benzopyranyl)-3-fenyl-4-china-
zolinénu (/11). Studovali sme dan reakciu paralelne v dvoch
odlisnych médidch (etanol, xylén) za rdznych experimentdl-
nych podmienok s cielom zachytif intermedidty reakcie. Z lit-
eratury je zname, ze v reakcidch 3-formylchromoénov sa etanol
chovd ako nukleofil, ktory sa aduje do polohy 2 benzopy-
ranového systému a ndsledne umoziuje otvorenie pyranového
kruhu. V etanole vznika stabilny adukt troch komponent (zlu-
¢enin 7, II a etanolu) za miernych podmienok (0 °C). Adukt sa
v roztoku rychlo meni a prebieha ndslednd reakcia s otvore-
nim pyranového kruhu. Intermediaty sa podarilo izolovat ako
stabilné zliceniny a dokdzat pomocou NMR-spektier. V xylé-
ne reakcie prebiehaji inym mechanizmom. Produkt /11 sa tvor{
v oboch reak¢nych médiach po jednohodinovom refluxe. Lat-
ky III mierne inhibovali syntézu chlorofylu u rias Chlorella
vulgaris.

R?
el
(@)
| N
R CHO
NH

O 2
1 11
R2
R'= H; CH;; CL; Br
R*= CH,; CI; Br (e}
| N O
R?
O HN
111
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_Prdca vznikla za podpory grantov 1301/G/2000 FRVS:'
MSMT CR, 1/7262/20 VEGA MS SR a 1/5085/98 VEGA MS
SR a projektu MSM 111600001 MSMT CR.
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PRIPRAVA A REAKCE SILYLOVANYCH
FLUORLITHIOMETHANU

JAROSLAV KVICALA®, JIRI CZERNEK",
RICHARD HRABAL®, OLDRICH PALETA?,
STANISLAV BOHM?® a IVANA BARTOSOVA®

“Ustav organické chemie, “Laboratoi NMR spektroskopie CL,
Vysokd skola chemicko-technologickd, Technickd 5, 166 28
Praha 6, e-mail kvicalaj@vscht.cz, *Oddéleni specidlnich
a bioanalogickych polymeri, Ustav makromolekuldrni che-
mie, Akademie véd Ceské republiky, Heyrovského n. 2, 162 06
Praha 6

Silylova skupina stabilizuje fluorlithiomethany /I natolik,
Ze jsou schopny existence za nizké teploty a mohou byt vyuzi-
ty jako stavebni bloky'. Vychozi (fluormethyl)silany I jsou
dostupné rtiznymi metodami v zdvislosti na struktuie fluor-
methylu'. Silylova skupina umoziiuje fluoridovym iontem
katalyzované adice na karbonylovou skupinu®. V piedndsce
budou uvedeny jednotlivé typy piiprav vychozich fluorsi-
lant 7, diskutovdna stabilita silylovanych fluorlithiomethani
IT a uvedeny ptiklady obou typt transformaci. Experimentaln{
data budou porovndna s tudaji ziskanymi poc¢itacovymi meto-

dami.
/ \

/S|>< R” ><

X X7 N

1.)F/ 1 /i &
2.E

X =H, Br, Cl,F; Y = H, Br, Cl; R = Me, Ph, t-Bu

Y Buli
R ’
F

Prdce byla provedena za podpory grantu GA CR 203/99/
1630.
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NOVA NUKLEOFILNI FLUORACNI CINIDLA
NA BAZI HYPERVALENTNICH SLOUCENIN
KREMIKU

JAROSLAV KVICALA?, PETR MYSIK?,
OLDRICH PALETA? JITKA MORAVCOVAP®,
HANA CHODOUNSKA®, JAN SAREK!

a JIRI KLINOT*

“Ustav organické chemie, *Ustav chemie prirodnich ldtek,
Vysokd skola chemicko-technologickd, Technickd 5, 166 28
Praha 6, e-mail: kvicalaj@vscht.cz, “Ustav organické chemie
a biochemie CSAYV, Flemingovo n. 2, 162 10 Praha 6, Kate-
dra organické chemie, Prirodovédeckd fakulta, Univerzita
Karlova, Albertov 6, 128 43 Praha 2

Reakci TBAF se substituovanymi fluordimethylsilany
jsme pripravili tetrabutylamonium-fenyldifluordimethylsili-
kondt (la)' a tetrabutylamonium-butyldifluordimethylsiliko-
nét (Ib). Tyto slouceniny byly studovéany nizkoteplotni '°F
NMR spektroskopii a vyuzity jako fluoracni ¢inidla pro mode-
lové a pfirodni organické slouceniny s aktivovanou hydroxy-
lovou skupinou. Novd fluoracni ¢inidla budou porovndna
s ¢inidly bézné pouzivanymi (TBAF, DAST, TASF).

/(&/\/\/
F BU4N+
Me,, | _
Si—R
Me” |
F I

R = Ph (Ia), 68 %
R = Bu (Ib), 66 %

Prdce byla provedena za podpory grantu GA CR 203/00/
1232.
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KONFORMACNI ANALYZA )
METHYLGLYKOFURANOSIDU POMOCIT
MOLEKULOVE MECHANIKY

JULIA LUDIKOVA a IVAN RAICH

Ustav chemie piirodnich ldtek, Vysokd skola chemicko-tech-
nologickd, Technickd 5, 166 28 Praha 6, e-mail: Julia. Ludikova
@vscht.cz, Ivan.Raich@vscht.cz

Prace se zabyva simulaci konformac¢niho chovani mono-
sacharidi v faddch methyl-o- a B-D-erythrofuranosidd a me-
thyl-o.- a B-D-threofuranosidi a methyl-5-deoxy-o.- a 3-D-ara-
binofuranosidid na trovni molekulové mechaniky.
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Pti hleddni konformaci s nejnizsi energii byl problém lo-
kdlnich minim feSen systematickym mapovanim konformac-
niho prostoru, vychdzejicim z 3D sité vstupnich konformaci,
lisicich se konformaci furanosového kruhu a torznimi uhly
exocyklickych substituentli. Pro zachovéni sité€ byly energe-
tické minimalizace provadény s ¢dstecné fixovanou geometrif
furanosového kruhu studovanych ldtek. Pro vypocty u tetro-
furanosidd byla pro porovnani vyuzita silovd pole MM3(92),
MM3(96) a CFF91/Discover, vypocty u arabinofuranosidi
byly provedeny v silovém poli MM3(96). Vypoctené energe-
tické profily byly zndzornény ve formé 3D konturovych map
v polarnich konformacnich soufadnicich (fizovy dhel pseudo-
rotace, amplituda zprohybani) podle Cremera a Poplea'. Nej-
nizsi hodnoty energii byly zjiStény samostatnymi optimaliza-
byly tplné relaxované. Verifikace pouzitych modelovacich
metod se provadéla konfrontaci experimentdlnich NMR dat
studovanych latek a dat vypoctenych na zdkladé nalezenych
modelt. Interakéni konstanty v NMR spektrech byly pocitany
podle dvou odlisné formulovanych tvart obecné Karplusovy
rovnice>? pro energeticky nejvyhodnéjsi rotamery jednotli-
vych konformert na zdkladé jejich Boltzmannovych populaci.

Z nalezenych shod vyplyvd, Ze molekulovd mechani-
ka predstavuje uzite¢ny nastroj pfi konformacni analyze a in-
terpretaci NMR dat u velmi flexibilnich furanosovych sacha-
rida.
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SROVNANI CHEMOPROTEKTIVNI AKTIVITY
CHALKONU, DIHYDROCHALKONU
A HOMOISOFLAVONOIDU

KAMILA LUNEROVA? DAGMAR VESELA?,
RENATA KUBINOVA?, PETR BARTOS",

EMIL SVAJDLENKA?, BARBORA FRANKOVA?,
PAVEL JIRSA? a VACLAV SUCHY*

“Ustav pFirodnich 1é¢iv, *Ustav chemickych léciv, FaF VFU
Brno, Palackého 1-3, 612 42 Brno, e-mail: kristkovak @vfu.cz

Homoisoflavonoidy (/1) jsou prirodni litky fenolického
charakteru, které byly izolovdny z rostlin Eucomis bicolor,
Muscari comosum, Dracaena cinnabari, Scilla scilloides ajl.
V rostlindch vznikajl’1 z chalkonti (/) a dihydrochalkond (7).
U vsech tif uvedenych typu litek byla zjisténa chemoprotek-
tivni aktivita®”.

Predlozend price se zabyvd srovndnim antioxidacni a che-
moprotektivni aktivity jednotlivych typt téchto latek. Testo-
valy se jednak piirodni homoisoflavonoidy a chalkony izolo-
vané z D. cinnabari a jednak latky pfipravené synteticky.

Izolace se provadély sloupcovou chromatografif na silika-
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gelu a polyamidu a precistény pomoci HPLC. Syntéza chal-
konitl vychdzi z vhodné substituovanych 2-hydroxyacetofeno-
nd, které kondenzaci s aromatickymi aldehydy poskytuji chal-
kony. Po redukci na dihydrochalkon ndsleduje za pfitomnosti
sodiku a mravencanu ethylnatého cyklizace na piislusny ho-
moisoflavonoid®. Sledovala se schopnost inhibice lipoperoxi-
dace a ddle schopnost inhibice bioaktivacniho izoenzymu cy-
tochromu P450 1A1 ethoxyresorufin-O-deethylasy (EROD).

Z vysledkd vyplyvd, ze pro chemoprotektivni aktivitu je
rozhodujici rozlozZeni substituenti na kruhu A a pfitomnost
dvojné vazby o, u chalkont a dihydrochalkond a pfitomnost
hydroxylovych skupin v polohdch 5, 3’a 4’ u homoisoflavo-
noidd.
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OXIDACE ALKOHOLU ENZYMOVYM SYSTEMEM
FEROMONOVE ZLAZY LISAJE TABAKOVEHO

ANNA LUXOVA a ALES SVATOS

Ustav organické chemie a biochemie, Akademie véd Ceské
republiky, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6, luxova@uochb.
cas.cz

Vyuziti enzymatické katalyzy v organické syntéze patii jiz
mezi standardni postupy organické chemie. V poslednim ob-
dobi se repertodr dostupnych enzymovych systéma pro synté-
zu roz§itil o mnoho novych typt, jako jsou napf. aldolasy
a Diels-Alderasy, nicméné nemdme k dispozici enzym, ktery
by byl pouzitelny k oxidaci alkoholl na aldehydy.

Konec¢nym krokem biosyntézy fady hmyzich sexudlnich
feromont je oxidace primdrnich alkoholl na aldehydy. U liSa-
je tabakového (Manduca sexta) dochédzi k oxidaci hexadec-
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-11-en-1-olt a hexadeca-10,12-dien-1-0lG na odpovidajici al-
dehydy. Tato pfeména je katalyzovdna enzymovym oxidac-
nim systémem lokalizovanym ve feromonové Zldze motyla na
spodni ¢dsti abdomenu. Z predbéznych vysledki bylo patrné,
Ze vypreparovany abdomen jak v intaktni, tak v homogenizo-
vané formé katalyzuje oxidaci riiznych alkohold, a proto jsme
zacali studovat stabilitu enzymu a jeho subtrdatovou specifici-
tu.

Studovany enzymaticky systém je za in vitro podminek
(hexan/fosfatovy pufr) velmi robustni s tepelnou stabilitou do
50 °C (teplotni optimum 25 °C) a je mozné jej recyklovat (5x).
Jeho substratova specificita byla uréena na rtznych alkoho-
lech: 7) s linedrnim nerozvétvenym fetézcem, 2) nenasycené,
3) s aromatickym jadrem v postrannim fetézci, 4) sekunddrni.
Zjisténé poradi reaktivity 3>1>2>>4 je urcitym piekvapenim.
Dalo se pfedpoklddat, Ze primdrni alkoholy (skupina 1) budou
oxidovdny nejlépe, nebot jsou strukturné blizké nativnim fe-
romonovym substratim. Primédrni alkoholy 1ze selektivné oxi-
dovat ve smési se sekunddrnich alkoholy nebo primarni alko-
holovou skupinu v pfitomnosti sekundarnich a tercidrnich al-
koholovych skupin v molekule.

U enzymového systému nyni ur¢ujeme jeho zakladni bio-
chemické charakteristiky a pokusime se o jeho izolaci a po-
drobnéjsi strukturni charakterizaci.

SLOZENI LIPIDU V TUKOVEM TELESE RUZNYCH
DRUHU CMELAKU

ANNA LUXOVA, ALES SVATOS,
OLDRICH HOVORKA, KAREL STRANSKY
a IRENA VALTEROVA

Ustav organické chemie a biochemie, Akademie véd Ceské
republiky, Flemingovo n. 2, Praha 6, 16600, luxova@uochb.
cas.cz

V ramci studia biosyntézy lipidickych slozek znackova-
cich feromont samcti nékolika druhti rodu Bombus jsme
se zabyvali analyzou sloZeni extraktd jejich tukovych téles.
K analyze jsme pouzili techniku spojeni plynovéd chromato-
grafie — hmotnostni spektrometrie. Polohy dvojnych vazeb
v nenasycenych slozkdch byly ur¢eny analyzou hmotnostnich
spekter jejich aduktl s dimethyldisulfidem.

Zajimavym poznatkem je piredevsim druhové specifické
sloZzeni majoritnich mastnych kyselin deponovanych v tuko-
vém télese ve formé triglyceridii. Slozeni hlavnich nasycenych
a nenasycenych mastnych kyselin s fetézcem od 12-ti do 18-ti
uhlikt se 1i$i pfedevS§im procentudlnim zastoupenim a polo-
hou dvojnych vazeb u nenasycenych kyselin. Tyto tidaje o slo-
Zeni tukové zdsoby budou porovndny se sloZenim extraktil
labidlni zldzy jednotlivych druht ¢melakd.

Prdce byla provedena za podpory grantu GA CR 203/
98/0453.
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15N NMR SPECTROSCOPY OF PURINE
DERIVATIVES

RADEK MAREK®, JAROMIR TOUSEK",
JIRI BRUS¢, LAJOS KOVACS®,
and DANA HOCKOVA®

“Laboratory of Biomolecular Structure & Dynamics, bDepart-
ment of Theoretical and Physical Chemistry, Faculty of Scien-
ce, Masaryk University, Kotldrskd 2, 611 37 Brno, Czech
Republic, email: rmarek @ chemi.muni.cz, “Institute of Macro-
molecular Chemistry, Academy of Sciences of the Czech Re-
public, Heyrovského n. 2, 162 06 Prague, Czech Republic,
Department of Medicinal Chemistry, University of Szeged,
Dom tér 8, H — 6720 Szeged, Hungary, ‘Institute of Organic
Chemistry and Biochemistry, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Flemingovo n. 2, 166 10 Prague, Czech
Republic

N’-Substituted analogues of natural purine nucleosides
have been extensively studied for their biological activity,
especially as anticancer and antiviral compounds'. N’-Nucleo-
side analogues have been studied less frequently?, often in
context with N7/N°-glycosyl transfer®. 1N isotope is a very
sensitive NMR probe for studying structure and its changes in
nitrogen containing compounds.

The "N NMR parameters of adenine® and guanine deri-
vatives in DMSO dg solutions were studied by gradient inver-
se techniques®. The prlnc1pal components of chemical shield-
ing tensors for selected compounds were determined by solid-
-state ""’N' NMR and/or ab initio quantum chemical calcula-
tions’ (X—ray geometry and Gaussian94).

o1 N
:;[ /> 31 9 >
o, «<—N o, —
474.6 350 6 401.5 l330 5
Y
G 0,

r

calc. 268.7 ppm calc. 233.3 ppm
exp. 256.5 ppm exp. 234.6 ppm
X: N=CH-NMe,; Y: CH,CF,

The results indicate that N-3 nucleus is more shielded in
the N9-isomer than that in the N7-isomer® and the change of
isotropic chemical shift (~20 ppm) is predominantly associa-
ted with the change of component G,, tangential to the ring
(~ 60 ppm)’.

This work was supported by the Ministry of Education of
the Czech Republic (VS 96 095, CEZ:J07/98:143100005), the
Grant Agency of the Czech Republic (203/99/0311, 203/98
/P026), and grant OTKA T 22551 to L.K.
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PRIPRAVA 2,8’-DISUBSTITUOVANYCH BINAFTYLU
LUDEK MECA a STEPAN VYSKOCIL

Katedra organické chemie, Pridodovédeckd fakulta, Univer-
zita Karlova, Hlavova 2030, 128 40 Praha 2, e-mail: Imec @
natur.cuni.cz, stepanv@natur.cuni.cz

Chirdlni 2,2’-disubstituované derivaty 1,1’-binaftylu patii
mem nejuspésnéjsi ligandy pouZivané v asymetrické kataly-
ze'. Nesymetricky substituované binaftyly (napi. MOP I, cit.?
NOBIN 77, cit.*) &asto poskytuji lepsi vysledky nez pfl’sluéné
symetricky substituované slouceniny.

2,8’-Disubstituované derivéty 1,1’-binaftylu by mohly byt
vybornymi chirdlnimi ligandy, protoZe koordinovany atom
kovu je vdzan jesté bliZe k chirdlnimu binaftylovému systému
nez v obdobném komplexu 2,2’-derivatd (obr. 1). 2,8’-Disub-
stituované binaftyly jsou také méné nachylné k racemizaci nez
8,8 -derivdty. Bude predstavena syntéza 8-brom-2’-methoxy-
-1,1’-binaftylu /Il a 8-difenylfosfino-2’-methoxy-1,1’-binaf-
tylu IV.

‘ ‘ OMe ‘ ‘ OH Qe
segeeh

1 11 IIl: X =Br
IV: X = PPh,
X--M M
/‘ I’

O

J=

2,2 8,8’ 2,8

Obr. 1.

LITERATURA

1. Noyori R.: Asymmetric Catalysis in Organic Synthesis.
Wiley & Sons, New York 1994.
2. UozumiY.,HayashiT.:J. Am. Chem. Soc. /13,9887 (1991).



Chem. Listy 94, 1039 — 1068 (2000)

Smrcina M., Poldkovd J., Vyskocil S., Kocovsky P.: J.
Org. Chem. 58, 4534 (1993). Pouziti NOBINu: Carreira
E.M.,, SingerR. A.,Lee W.:J. Am. Chem. Soc. /16, 8837
(1994).

PRIPRAVA O°-DERIVATU GUANINU
JAKO STANDARDU PRO DIAGNISTIKU
POSKOZENI DNA

JAN NOVAK a IGOR LINHART"

Ustav organické chemie, Vysokd skola chemicko-technologic-
kd, Technickd 5, 166 28 Praha, e-mail: igor.linhart@vscht.cz

Poskozeni DNA alkylujicimi ldtkami Ize diagnostiko-
vat detekei prisluSnych derivdtd purinovych basi v mo-
¢i a nukleotidovych derivatl v leukocytech vysoce citlivy-
mi analytickymi metodami. U lidi exponovanych styrenu
jsou vyznamnymi indikdtory poskozeni O°-derivity guan-
inul. V préci je popsédna ptiprava téchto derivdti metodou
aktivace 2-amino-6-chlorpurinu 1,4-diazabicyklo[2.2.2]ok-
tanem?. Vznikly 2-amino-6-(1-azonia-4-azabicyklo[2.2.2]-1-
-oktyl)purin (,,DABCO-purin®) reaguje snadno s 1-fenylethan-
-1,2-dioldtem sodnym za vzniku dvou regioizomernich pro-
duktii, 0%-(1-fenyl-2-hydroxy-ethyl)guaninu (o-adukt) a O%-
(2-fenyl-2-hydroxyethyl)guaninu (B-adukt) v poméru 1:2.
Jednotlivé regioizomery lze izolovat pomoci HPLC, avsak
v roztoku opét izomerizuji, jak to bylo popsdno u analogic-
kych guanosinovych derivatd. Struktura pfipravenych latek
byla ovéfena NMR, UV a hmotnostnimi spektry.

Prdce byla podporovdna granty MSM 223100001 Minis-
terstva Skolstvi CR a 313/99/1460 GA CR.

LITERATURA

1. Vodicka P., Vodickovd L., Trejblovd K., Srdm R. T,
Hemminki K.: Carcinogenesis 15, 1949 (1994).

2. Lembicz N. K., Grant S., Clegg W., Griffin R. J., Heath

S.L., Golding, B. T.: J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1 1997,
185.

PRIPRAVA 7-ALKYLPYRROLOJ[3,2-]PYRIMIDINU
REDUKTIVNI CYKLIZACI ]
6-KYANOMETHYL-5-NITROPY RIMIDINU

MIROSLAV OTMAR, MILENA MASOJIDKOVA
a ANTONIN HOLY

Ustav organické chemie a biochemie, Akademie véd Ceské
republiky, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6, e-mail: otmar@
uochb.cas.cz

Synteticky pfistup, ktery se ukdzal byt pomérné univerzal-
nim, 1ze dobfe ilustrovat ndsledujicim prikladem. Reakce 2,4-
-bis(benzylamino)-6-brommethyl-5-nitropyrimidinu s nad-
bytkem kyanidu draselného poskytla piislusny 6-kyanome-
thylderivat. Stejny produkt byl prekvapivé ziskdn i z dale-
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ko sndze dostupného 2,4-bis(benzylamino)-6-dibrommethyl-
-5-nitropyrimidinu. Benzylaci aktivni methylenové skupiny
tohoto kyanomethylderivatu vznikl 2,4-bis(benzylamino)-6-
-(2-fenyl-1-kyanoethyl)-5-nitropyrimidin (). Jeho reduktivn{
cyklizace poskytla hydrochlorid 7-benzyl-2,4-bis(benzylami-
no)-5H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidinu ({I). Struktura pfipravova-
nych litek byla ovéfena NMR, MS a elementdrni analyzou.
Produkt /7 patii do skupiny derivatt slozek nukleovych kyselin
trividlné nazyvanych 9-arylmethyl-9-deazapuriny, z nichz né-
které se vyznacuji silnou schopnosti selektivné inhibovat pro-
liferaci T-lymfocytu.

Prdce byla podporovdna grantem GA CR 203/96/K001.
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STUDIUM MOLEKULARNE DYNAMICKEHO
CHOVANI ENZYMU CDK2 A KOMPLEXU
CDK2/ROSCOVITIN

MICHAL OTYEPKA®, ZDENEK KRIZ¢,
MIROSLAV STRNAD” a JAROSLAV KOCA*®

“Katedra anorganické a fyzikdlni chemie, Pridodovédeckd fa-
kulta, Univerzita Palackého, tr. Svobody 26, 771 46 Olomouc,
e-mail: otyepka@risc.upol.cz, "LaboratoF riistovych reguldto-
rii, Pridodovédeckd fakulta, Univerzita Palackého a UEB,
Slechtitelii 11, 783 71 Olomouc, “LaboratoF struktury a dy-
namiky biomolekul, Pfidodovédeckd fakulta, Masarykova uni-
verzita, Kotldrskd 2, 611 37 Brno

Studium dynamického chovdni enzymt na molekuldrni
urovni vede v fade piipadi k lepSimu pochopeni mechanismu
piislusné enzymové reakce, inhibice enzymu ap. Cilem prace
bylo studovat chovdni jednoho z kontrolnich enzymd bunéc-
ného cyklu, cyklin-dependentni kinasy 2 (CDK2), kterd kon-
troluje prechod mezi fazemi G1/S bunécného cyklu a replikaci
DNA'a jeho komplexu s purinovym inhibitorem 6-(benzyl-
amino)-2R-[[1-(hydroxymethyl)propyl]amino]-9-isopropylpu-
rinem (roscovitinem). V soucasnosti se intenzivné studuji
nové moznosti umélé inhibice cyklin-dependentnich kinas,
nebot bylo prokdzdno, Ze umélé inhibitory mohou hrét klico-
vou roli v terapii onemocnéni souvisejicich s deregulaci zmi-
nénych enzymd, napf. pi terapii nadorovych onemocnéni>*,
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Piispévky vybranych rezidui k vazebné energii roscovitinu k CDK2, vdw zna¢i Van der Waalsovsky piispévek a el. stat. je

prispévek elektrostaticky

Reziduum el. stat. vdw Reziduum el.stat. vdw
keal.mol”! keal.mol ™! kcal.mol™! keal.mol!

lys 9 —1,488 -0,287 glu 81 -3,075 —0,428
ile 10 -0,923 -6,063 phe 82 -3,085 -3,532
glu 12 1,259 -0,729 leu 83 -5,876 -2,964
val 18 -0,040 -3,261 lys 84 0,632 -1,667
ala 31 -0,405 -1,966 gln 85 -0,225 -2,387
lys 33 1,910 -1,753 asp 86 0,186 -2,433
val 64 0,136 -1,407 gln 131 -2,067 —1,147
phe80 0,244 -2,749 aspl45 -1,759 -1,297

Ze srovnéni chovani volného enzymu CDK2 a jeho kom-
plexu s inhibitorem CDK2/Ros. plyne, Ze vneseni inhibitoru
do aktivniho mista neovlivni zdsadnim zpisobem chovani
enzymu. Rmsd primérnych struktur volné CDK2 a komplexu
CDK2/Ros. &ini 1,6 A. Ze srovnani teplotnich faktort vypoé-
tenych ze simulaci neni patrny zZadny zdsadni rozdil v chovani
enzymu, pouze velmi vyrazné poklesne teplotni faktor u his-
tidinu 84 u komplexu CDK2/Ros oproti volnému enzymu.

Dile byly analyzovany primérné energetické prispévky
jednotlivych rezidui enzymu k vazebné energii inhibitoru (ta-
bulka I).

Prdce byla podporovdna granty 31703013 UP Olomouc,
V896095 MSMT. Za vypocetni cas dékujeme Superpocita-
covému centru v Brné.
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METHYL-3,3,3-TBIFLUORPYRUYAT
JAKO STAVEBNI BLOK: SYNTEZY
o, -TRIFLUOROMETHYL-BUTANOLIDU

JIRT PALECEK, BOHUMIL DOLENSKY,
JAROSLAV KVICALA a OLDRICH PALETA

Ustav organické chemie, Vysokd skola chemicko-technologic-
kd, Technickd 5, 166 28 Praha 6, jiri.palecek@vscht.cz

V tadé biologicky aktivnich pfirodnich sloucenin lze na-
1ézt y-laktonovy kruh. Trifluomethylova skupina je pouzivdna
jako modifikujici substituent v medicidlni chemii, proto jsme
syntetizovali 2-trifluormethylované butan-4-olidy jako slou-
Ceniny s potenciondlni bioaktivitou.

Vyvinuli jsme dvé syntetické cesty (které jsou odlisné od
diive uzitych postupi'), ve kterych jsme pouzili methyl-tri-
fluorpyruvat 7 jako stavebni blok. Prvnf{ cesta je zaloZena na
aldoliza¢ni reakci® I a poskytuje a-hydroxy-y-ketoestery /1,
které jsou transformovany ve dvou stupnich na o-hydroxybu-
tanolidy /1. Druhad cesta vyuziva Wittigova ¢inidla IV pfipra-
vend z o-halogenketond. Je zajimavé, Ze o.,B-nenasycené ke-
toestery V poskytuji prevlddajici pfiznivé (E)-izomery, ktery
jsou transformovény k produkttim VI ve dvou stupnich.
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SYNTEZA DERIVATU 2-FENYLIMIDAZOLU
PATRIK PARIK a JIRI KULHANEK

Katedra organické chemie, Fakulta chemicko-technologickd,
Univerzita Pardubice, n. Cs. legii 565, 532 10 Pardubice,
e-mail: Patrik.Parik@upce.cz, Jiri.Kulhanek@upce.cz

Strukturni skelet 2-fenylimidazolu byl pro studium reak-
tivity jeho substitu¢nich derivatl vybrdn zdmérné z divodu
své blizké podobnosti se skeletem benzoové kyseliny. Navic
systém umoziiuje studovat substituci jak na fenylovém, tak
i na heterocyklickém jadre. Pro dalsi vyzkum byly zvoleny
substituenty typu acyl nebo dialkylhydroxymethyl (alkylaryl-
hydroxymethyl) v poloze 4 imidazolového kruhu a v 0-poloze
benzenového jadra.

Reakei 1,2-dichlorethylenu s acetylchloridem a ndsledné
s methanoldtem sodnym byl pfipraven 3-chlor-4,4-dimetho-
xy-2-butanon, ktery s benzamidin hydrochloridem kondenzu-
je na zadany 4-acetyl-2-fenylimidazol'. Tento derivét byl po-
droben Grignardové reakci s rozmanitymi Grignardovymi ¢i-
nidly s cilem pfipravit odpovidajici chirdlni alkoholy, které
tak poskytly informaci o stereochemii studované reakce.

Reakci 2-formylbenzoové kyseliny s glyoxalem a amo-
niakem byla pfipravena kyselina 2-(2-imidazolyl)benzoova.
Cyklizaci chloridu této kyseliny byl ziskdn imidazo[2,1-a]iso-
indol-5-on”. Reaktivita karbonylové skupiny byla analogicky
studovdna prostfednictvim Grignardovy reakce a byla tak pfi-
pravena série 2-(o-acylfenyl)imidazold.

_ Autori deékuji Ministerstvu Skolstvi, mlddeZe a télovychovy
Ceské republiky za financni podporu (Vyzkumny zameér CI
MSM 253 100001 ).
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PROTITUBERKULOZNI DERIVATY
3-BENZYL-2H-1,3-BENZOXAZIN-2,4(3H)-DIONU

MILAN PERINA®, IVA BOUDOVA?,
JARMILA KAUSTOVA" a KAREL WAISSER*

“Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceutickd
fakulta, Univerzita Karlova, Heyrovského 1203, 500 05, Hra-
dec Krdlové, e-mail: perina@faf.cuni.cz, "Narodnt referencni
laborator pro mycobacterium Kansasii, Krajskd hygienickd
stanice, 728 92 Ostrava, e-mail: khsova@ha-vel.cz

V predchozich pracich"2 bylo zjisténo, Ze substituované
3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diony maji antimykoba-
kteridlni (antituberkuldézni) aktivitu. Cilem této prdce bylo
pripravit latky obdobné, v poloze 3 substituované benzylsku-
pinou, a zjistit, zda se jednd o antimykobakteridlné uc¢inné lat-
ky. Syntéza byla provedena reakci z vychoziho substituo-
vaného N-benzylsalicylamidu s ethylchloroformidtem v pro-
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Substituenty z pohledu benzoxainu:

X=H;6-Br;6-Cl; 6,8-Cl,; 6-Me; 6,8-Br,; 7-MeO; 6-NO,; 7-Cl; 8-MeO;
6-MeO; Y = H; 4-Cl; 4-Me; 4-F

stfedi pyridinu. Skupina CH, zvySuje lipofilitu, coz vede
prevdzné ke sniZeni rozpustnosti.

Struktura pripravenych litek prekrystalovanych prevazné
ze smési ethanol-aceton byla ovéfena IC spektry, NMR spek-
try a elementdrn{ analyzou. Pripravené latky jsou v soucasné
dobé testovany na antimykobakteridlni aktivitu proti Myco-
bacterium tuberkulosis, M. avium a M. kansasii.

Prdce byla podporovdna granty ¢. 234/2000/BCH GA
UK, ¢ 1304//G/2000 GA FRVS a projektem MSMT MSM
11600001.
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MOZNOSTI REGIOSELEKTIVNI PRIPRAVY
SULFATU ISOFLAVONOIDU

VLADIMIR POUZAR?, IVAN CERNY?,
OLDRICH LAPCIK" a RICHARD HAMPL"

“Ustay organické chemie a biochemie, Akademie véd Ceské
republiky, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6, e-mail: pouzar@
uochb.cas.cz, hEndokrinologick)? ustav, Ndrodni ti. 8, 116 94
Praha 1

Kysele katalysovanou kondenzaci' kyseliny 4-hydroxyfe-
nyloctové a resorcinu byl pfipraven deoxybenzoinovy mezi-
produkt, ktery byl reakci s orthoformidtem ethylnatym? pie-
veden na cilovy daidzein v celkovém vytézku pres 40 %.
Acetylaci daidzeinu byl ptipraven 7,4’-diacetdt, ktery pfi hy-
drolyze za mirnych podminek poskytl odpovidajici 7-mono-
acetdt ve vysokém vytézku. Regioizomerni 4’-monoacetat byl
ziskan selektivni acetylaci za chladu. Pozice chranicich skupin
byla urcena rozborem NMR spekter. Pii pouziti stericky na-
ro¢n€jsi izobutyrylové chranici skupiny byly ziskdany analo-
gické derivity.
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Pro regioselektivni pifpravu sulfatd daidzeinu je mozno
aplikovat obecny postup® vyuZivajici sulfatace volné hydro-
xylové skupiny zvoleného monoacetdtu a ndsledné selektivni
hydrolyzy acetdtové chranici skupiny. U vSech pfipravenych
latek byly také studovany jejich chromatografické vlastnosti
v zdvislosti na struktufe.

Prdce byla podporovdna grantem GA CR & 203/99/1456.
LITERATURA
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KONSTRUKCE VAZANYCH ACIDITNICH FUNKCI
NA ORTHO-SUBSTITUOVANYCH ANILINECH A
N-METHYLANILINECH JAKO INDIKATORECH

OLDRICH PYTELA®, JIRI KULHANEK®,
EVA JIRASKOVA® a TATJANA NEVECNAP

“Katedra organické chemie, Univerzita Pardubice, 532 10
Pardubice, e-mail: oldrich.pytela@upce.cz, jiri.kulhanek@
upce.cz, ’Katedra anorganické a fyzikdini chemie, Univerzita
Palackého, 771 46 Olomouc, e-mail: JIRASKOVA @ prfaw.
upol.cz, NEVECNA @prfaw.upol.cz

Bylo syntetizovdno 15 substitu¢nich derivatd anilinu a N-
-methylanilinu se substituenty methyl, methoxy, chlor, nitro
a s prevazujici substituci v poloze ortho. Spektrofotometricky
byly zméteny hodnoty log / v kyseliné sirové, chloristé a me-
thansulfonové. Byl navrZen novy algoritmus pro konstrukci
aciditnich funkci umoziiujici soucasné a nezavisle konstruo-
vat aciditni funkce v riznych prostiedich za podminky shody
hodnot pK stejnych indikdtorti v danych prostiedich. S pouzi-
tim tohoto algoritmu byly z naméfenych hodnot log I v uve-
denych prostfedich konstruovany tzv. vdzané aciditni funkce
a vypocteny hodnoty hodnoty pK,. Vysledné aciditni funkce
a hodnoty pK, byly ve velmi dobré shodé s literaturou.

Tato prdce byla podporena Grantovou agenturou Ceské
republiky grantem ¢. 203-97-P095.
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KONFORMACNI ANALYZA o
METHYLTETROFURANOSIDU S VYUZITIM
VYPOCETNICH METOD

IVAN RAICH, JULIA LUDIKOVA
a HELENA HEISSIGEROVA

Ustav chemie piirodnich ldtek, Vysokd skola chemicko-tech-
nologickd, Technickd 5, 166 28 Praha 6, e-mail: Ivan.Raich
@vyscht.cz

Klasické pouziti Karplusovy rovnice! pro zji$téni konfor-
mace nevede v pripadé flexibilnich derivati sacharidt s fura-
nosovym kruhem ke konzistentnim vysledkiim. Ponékud lepsi
vysledky ddava matematické feSeni rovnovahy N- a S-konfor-
mer(, av§ak nejvétsi perspektivu maji v tomto sméru modelo-
vacf studie zaloZené na molekulové nebo kvantové mechanice.

Na piikladu methyltetrofuranosidii obecného vzorce I (R
= H, OMe; R? = OMe, H; R® = H, OH; R* = OH, H) jakoito
nejjednodussich neredukujicich sacharidii s furanosovym kru-
hem je porovndno pouziti jednak systematického mapovan{
konformacniho prostoru pomoci molekulové mechaniky a ab
initio vypoctd, jednak pouZziti molekuldrni dynamiky. Kromé
spravnosti jednotlivych modeld posuzované podle shody vy-
poctenych a experimentdlnich vicinalnich interakénich kon-
stant jsou porovnany i casové a dalsi naroky pouzitych metod.
Z nalezenych shod vyplyva, ze modelovaci studie predstavuji
uziteny ndstroj pfi konformacni analyze a interpretaci NMR
dat u flexibilnich furanosovych sacharidu.

(6] R’
R?
R?
OH R I
LITERATURA
1. Haasnoot C. A. G., de Leeuw F. A. A. M., Altona C.:

Tetrahedron 36, 2783 (1980).

STRUCTURAL STUDIES
OF BENZO|[c]JPHENANTHRIDINE ALKALOID FREE
BASES BY NMR SPECTROSCOPY

PAVLINA SECKAROVA?, JIRI DOSTAL®,
ROGER DOMMISSES, and RADEK MAREK**

“Laboratory of Biomolecular Structure & Dynamics, Faculty
of Science, Masaryk University, Kotldrskd 2, 611 37 Brno,
Czech Republic, e-mail: pavlina@ chemi.muni.cz, rmarek@
chemi.muni.cz, "Department of Biochemistry, Faculty of Me-
dicine, Masaryk University, Komenského n. 2, 662 43 Brno,
Czech Republic, e-mail: jrdostal @med.muni.cz, “Department
of Chemistry, University of Antwerp RUCA, Groenenborger-
laan 171, B — 2020 Antwerpen, Belgium, e-mail: dommisse @
ruca.ua.ac.be

Quaternary benzo[c]phenanthridine alkaloids (QBA) are
widely distributed in the Papaveraceae, Fumariaceae and Ru-
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taceae families'. These alkaloids show considerable biological
activity, for example antimicrobial and anti-inflammatory.

In the presence of OH™ anion QBA (/) are converted into
6-hydroxyderivatives called pseudobases (/I), which may chan-
ge to bimolecular aminoacetals (/1) by elimination of H,0O
molecule. Free bases of alkaloids chelerythrine, sanguilutine,
sanguirubine, chelirubine, chelilutine, sanguinarine, nitidine,
and fagaronine were studied by 'H- and '*C-NMR spectrosco-
py (1D and 2D techniques). Pseudobases (6-hydroxyderivati-
ves) are found the only products of alkalization of the quater-
nary benzo[c]phenanthridine alkaloids in DMSO-d; solutions
using sodium carbonate. This observation differs from the
measurements of preparative free bases measured in CDCl,
solutions>, under the conditions where the structures of bi-
molecular aminoacetals were unequivocally confirmed.

Chemical shifts of benzo[c]phenanthridine free bases in
DMSO-d, solutions as well as the results observed for CDCl,/
D,0 systems will be presented.

This work was supported by the Ministry of Education of
the Czech Republic (VS 96 095, CEZ:J07/98:143100005).
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ANTIOXIDACNI PRINCIPY ROSTLINNEHO DRUHU
Scutellaria baicalensis

HANA PAULOVA, HANA BOCHORAKOVA,
JIRI SLANINA, JAN TRNA a EVA TABORSKA

Biochemicky iistav, Lékarskd fakulta, Masarykova univerzi-
ta, Komenského n. 2, 662 43 Brno, e-mail: taborska @med.
muni.cz

Scutellaria baicalensis patii do Celedi Labiateae a fadi se
k nejzndméjSim IéCivym rostlindm ve Vychodni Asii. Extrak-
ty z jejtho kofene se pouZzivaji proti zdnéttim, alergiim, hyper-
cholesterolemii a ke sniZeni krevniho tlaku. Z kotene S. baica-
lensis bylo izolovédno 5 flavonoidi: baicalein (1), wogonin (I1),
oroxylin (II), wogonin glukuronid (/V) a baicalin (V). Anti-
radikdlovy tcinek flavonoidd byl hodnocen na zakladé reakce
se stabilnim 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazylovym (DPPH) radika-
lem' a schopnost flavonoidii vychytavat hydroxylovy radikal
byla stanovena pomoci detekce hydroxylaé¢nich produkti ky-
seliny salicylové metodou HPLC?. Vyrazny antiradikdlovy
ucinek vic¢i DPPH vykdzal pouze baicalin a baicalein. Hy-
droxylové radikdly byly vychytdvdny baicalinem a wogonin
glukuronidem, které ve srovndni s kyselinou askorbovou byly
3% ucinn&jsi.

I R'=H, R>=OH, R’=OH
I R'=0CH, R’=OH, R'=H

1 R'=H, =~ R’=OH, R’= OCH,
VI R'=0CH,, R’=O-glukoronyl, R’=H
v R'=H, = R’=0-glukoronyl R’=OH

Prdce byla provedena s podporou grantu FRVS 896/2000
a 886/2000.
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ANTIRADIKALOVA AKTIVITA
CAFFEOYLCHINOVYCH KYSELIN
Z Cynara cardunculus

JIR[ SLANINA®, HANA PAULOVA®,
HANA BOCHORAKOVA?, OTAKAR HUMPA"
a EVA TABORSKA®

“Biochemicky iistav, Lékarskd fakulta, Masarykova univerzita,
Komenského n. 2, 662 43 Brno, e-mail: jslanina@med.muni.
cz, "Katedra organické chemie, PFirodovédeckd fakulta, Ma-
sarykova univerzita, Kotldrskd 2, 611 37 Brno

Dvé polyfenolické kyseliny, 1,3-dicaffeoylchinova kyse-
lina (cynarin, /) a 1,5-dicaffeoylchinova kyselina (1), byly izo-
lovany z listt arty¢oku kardového (Cynara cardunculus L.,
Asteraceae). Caffeoylchinové kyseliny jsou obsazeny v nék-
terych potravindch rostlinného pivodu (napt. jablka, brambory,
kdava) a vykazuji mimo jiné antioxida¢ni, antihepatotoxické
a hypocholesterolemické ucinky. Dicaffeoylchinové kyseliny
inhibuji replikaci viru HIV-1 v netoxickych koncentracich
ireverzibilni inhibici HIV integrasy'. Piedpoklada se, Ze me-
chanismus cytoprotektivni i antiretrovirové aktivity souvisi
s redoxnimi vlastnostmi téchto sloucenin'. Zjistili jsme, e
schopnost zhdSet stabilni radikdl 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl
klesala v fadé: II (ECy, = 2,8 umol.I") > 7 (3,9 pmol.I'") >
chlorogenovi kys. (5,0 umol.1™") > kdvovd kys. (5,8 wmol.I™")

a byla vyssi nez u askorbové kys. (EC5,= 10,3 umol.1™).

OMQOH
o}

5 OH OH

4

1

Prdce byla provedena s podporou grantu GA CR (grant
303/00/D062).
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MOLECULAR STUDY ON THE CARCINOGENICITY
OF O-NITROANISOLE AND O-ANISIDINE,
CARCINOGENS WITH UNKNOWN MECHANISM

MARIE STIBOROVA?, MARKETA MIKSANOVA?,
and EVA FREI"

“Department of Biochemistry, Charles University, Albertov
2030, 128 40 Prague 2, e-mail: stiborov@prfdec.natur.cuni.
¢z, "Department of Molecular Toxicology, German Cancer
Research Center, 69 120 Heidelberg

The study is aimed at elucidation of the mechanism of
carcinogenicity of two important industrial pollutants, o-nitro-
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anisole and o-anisidine. An industrial accident in the Hoechst
company in Germany caused a large-scale leakage of one of
these carcinogens, o-nitroanisole, and subsequent regional
contamination. As a result, researchers in countries of Euro-
pean Union started to address in particular the following
research problems: (i) the toxicity and carcinogenicity of this
compound, (i7) the metabolic pathway of o-nitroanisole, and
(iii) the persistence of residues of this compound and/or its
metabolites in the environment after the accident. The research
interest in o-anisidine has similar grounds as in the case of
o-nitroanisole. The US National Cancer Institute ranks o-ani-
sidine as the potentially most effective carcinogen of the
urinary bladder, very dangereous also for humans. We first
concentrate on the search for the most effective enzyme sys-
tems, catalyzing the oxidative and reductive metabolic path-
ways, and on the characterization of the products formed. The
potential of the metabolites to form adducts with nucleic acids
is also tested. The major route of metabolism of o-nitroanisole
in vitro is its cytochrome P450-dependent oxidative demethy-
lation to o-nitrophenol. Next two metabolites are the C-hydro-
xylated derivatives of the o-nitrophenol. Oxidation of o-ni-
troanisole seems to be its detoxication pathway. The reduc-
tion of this carcinogen (catalyzed by xanthine oxidase) led to
formation of DNA adducts. o-Anisidine is a good substrate
for peroxidases, which convert it to reactive metabolites bind-
ing to DNA. Diimine, directly determined in our laboratory
as a product of o-anisidine oxidation by peroxidases, is the
major reactive intermediate binding to deoxyguanosine in
DNA. The results indicate that both compounds are genotoxic
carcinogens binding covalently to DNA after enzymatic acti-
vation.

Supported by the Grant Agency of the Czech Republic
(grant 203/99/1003).

ANALYSIS OF THE SILKWORM MOTH
[PHEROMONE BINDING PROTEIN-PHEROMONE]
COMPLEX BY ELECTROSPRAY IONIZATION-MASS
SPECTROMETRY

N!*:]L J. OLDHAMb, HEINZ BREERS,
JURGENVKRIEGEBC, MICHAL HOSKOVEC?,
and ALES SVATOS?

“Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, Academy
of Sciences of the Czech Republic, Flemingovo n. 2, Praha 6,
166 10, svatos@uochb. cas.cz, "MPI for Chemical Ecology,
Carl-Zeiss-Promenade 10, D-07745 Jena, Germany, “Institute
of Physiology, University of Stuttgart-Hohenheim, Garben-
strasse 30, D-70593 Stuttgart, Germany

Lipophilic pheromone molecules enter the antennal sen-
silla (sensory hairs) through cuticular pores, where they come
into contact with the aqueous lymph that surrounds the recep-
tor (nerve) cells. Here they are solubilized by a pheromone
binding protein (PBP; a small (<20 kDa), water-soluble lipid
binding protein), and transported through the lymph to the
nerve cell membrane. The pheromone receptor itself resides
in this membrane and is of the G protein-coupled type. Acti-
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Fig. 1.

vation of the receptor, therefore, stimulates a secondary mes-
senger cascade and ion channel opening, thereby generating
a receptor potential.

A [PBP-pheromone] complex has been observed in the gas
phase using electrospray-mass spectrometry (ESI-MS) under
non-denaturing conditions. Bombykol ((10E,12Z)-hexadeca-
-10,12-dien-1-0l), the sex attractant of the silkworm moth,
Bombyx mori, can be seen (Fig. 1) bound to the B. mori
antennal pheromone binding protein (BmPBP). The method
allows a uniquely unambiguous assessment of odorant bin-
ding protein specificity. In conclusion, the non-denaturing
ESI-MS technique is a powerful tool for unambiguous assess-
ment of the specificity of interactions between odorant mole-
cules and olfactory binding proteins.

Plans exist to extend this methodology to develop a com-
petitive binding assay and to study the binding of pheromone
analogues synthesized in our laboratory.

1,5-DIHYDRO-4H-[1]BENZOPYRANO[4,3-6 [PYRIDIN-
-4,5-DIONY NEBO 4-HYDROXY-5H-
-[1IBENZOPYRANOI[4,3-6]PYRIDIN-5-ONY?

JAN SVETLIK a VIKTOR KETTMANN

Katedra farmaceutickej analyzy a nukledrnej farmdcie, Far-
maceutickd fakulta, Odbojdrov 10, 832 32 Bratislava, e-mail:
svetlik@fpharm.uniba.sk

Trojslozkova heterocyklizace 2-hydroxybenzaldehydd s 4-
-hydroxy-6-methyl-2 H-pyran-2-onem v piitomnosti octanu amo-
nného predstavuje novou metodu syntézy substituovanych
1,5-dihydro-2-methyl-4H-[4,3-b]pyridin-4,5-diont [ (cit.").
V rdmci série téchto sloucenin jsme pozorovali jisté spektralni
zvlastnosti, které nds pfivedli k detailnéj$imu studiu moleku-
larni struktury obdrZenych produkti. V piipadé 7-methoxy
derivétu I byly ziskdny krystaly vhodné pro rentgenostrukturn{
analyzu. Touto metodou bylo zjiSténo, Ze se vlastné jednd
0 4-hydroxy-7-methoxy-2-methyl-5H-[1]benzopyrano-[4,3-
-b]pyridin-5-on, tedy izomer typu /1. Je nutné podotknout, Ze
hydroxyl v poloze 4 je zapojen do intramolekuldrni vodikové
vazby s pfilehlym kumarinovym karbonylem, jak patrno nejen
z urCenych vzddlenosti zicastnénych atomi a orientace OH
skupiny, nybrz i vlnoctu pasu C=0. Tento vysledek byl dile
konfrontovdn s kvantovochemickymi vypocty (AM1, PM3),
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1 11

které zcela zfetelné poukazuji na termodynamickou preferenci
tautomeru /7 (AAH,; = 12 keal.mol™).

Pomoci zminéné struktury I 1ze 1épe pochopit a interpre-
tovat nékteré ,,abnormalni“ jevy v IR a NMR spektrech téchto
heterocyklickych sloucenin. Zdroven lze konstatovat, Ze zkou-
mané latky kromé tuhé faze existuji i v roztoku jako 4-hydro-
xypyridinova forma.

Prdce byla provedena za podpory grantu GA SR ¢. 1/5014/
98 a ¢. 1/5201/98.

LITERATURA
1.

Svétlik J., Pronayovd N., Hanu§ V.: J. Heterocycl. Chem.
37,395 (2000).

KINETICKA STUDIE KYSELE KATALYZOVANE
HYDRATACE 0. -ALKYL STYRENU

S DURAZEM NA VYHODNOCENI
SUBSTITUCNIHO EFEKTU ALKYLU

JAN SVOBODA a OLDRICH PYTELA

Katedra organické chemie, Fakulta chemicko-technologic-
kd, Univerzita Pardubice, n. Cs. legii 565, 532 10 Pardubice,
e-mail: Jan.Svoboda@upce.cz, Oldrich.Pytela@upce.cz

Byla piipravena fada o-alkylstyrent s alkyly methyl, ethyl,
propyl, isopropyl, butyl, sec.butyl, isobutyl, terc-butyl a precis-
tén byl rovnéz nesubstituovany styren. Identita pfipravenych
styrenti byla ovéfena 'H NMR spektroskopif a ¢istota HPLC
chromatografii. Na pripravené radé latek byly zméreny kine-
tiky hydratace katalyzované kyselinou sirovou. Méfeni kinetik
bylo provadéno spektrofotometricky pii 25 “C. Zavislost zmé-
ny absorbance na ¢ase byla vyhodnocena jako ndslednd reakce
optimaliza¢nimi postupy a byly ziskdny pozorované rychlost-
ni konstanty. Ze zdvislosti pozorovanych rychlostnich konstant
na aciditni funkci byly vyhodnoceny katalytické rychlostn{
konstanty. Rovnéz byla zméfena infracervend spektra. Ziska-
né vysledky byly interpretovéany z hlediska substitu¢nich efektti.

Tato prdce byla podporena granty 203/98/0602 GA CR
a 1G 300032 Univerzity Pardubice.

LITERATURA
1. Deno N. C., Groves P. T., Saines G.: J. Am. Chem. Soc.
81,5790 (1959).

Deno N.C.,KishF. A., Peterson H. J.: J. Am. Chem. Soc.
87,2157 (1965).

2.



Chem. Listy 94, 1039 — 1068 (2000)

LIPOFILNI N-[2-HYDROXYIMINO-2-
-(PYRIDIN-2-YL)ETHYL]-TRIALKYLAMONIOVE
SOLI - NOVE NOSICE IONTU PRECHODNY CH
KOVU PRES KAPALNOU MEMBRANU

JAN SN[!DRKAL Jr., RADEK CIBULKA,
FRANTISEK HAMPL a FRANTISEK LISKA

Ustav organické chemie, Vysokd skola chemicko-technologic-
kd, Technickd 5, 166 28 Praha 6, e-mail: smidrkaj@vscht.cz

Lipofilni N-[2-hydroxyimino-2-(pyridin-2-yl)ethyl]-trial-
kylamoniové soli byly pripraveny z odpovidajicich ketond
reakei s hydroxylaminem za pfitomnosti Ni** ionti, které che-
lataci stabilizovaly vznikajici oxim. Pfipravené ligandové ten-
zidy byly pomoci kineticky fizeného transportu ionti pres
kapalnou membrédnu testovdny jako extrakéni Cinidla iontd
prechodnych kovt (Cu(I), Ni(II) a Pd(I)) do organickych
rozpoustédel. Rychlost, ucinnost a selektivita transportu je
zdvisld na struktufe jejich trialkylamoniové skupiny, zejména
pak na délce a poctu hydrofobnich alkylovych fetézct.

1. NH,OH.HCI
rt X pyridin, D 4
I, Ni(NO,), R
I‘:l-—R2 N—R?
]
le} CH, 2. EDTA NOH CH,

R'=CH,R R’=R

THIOSALICYLANILIDY S ANTIALGALNI
AKTIVITOU

LENKA KUBICOVA?, KATARINA KRALOVA",
AGATA FARGASOV4® a MARTIN SUSTR®

“Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceutickd fa-
kulta, Univerzita Karlova, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec
Krdlové, e-mail: sustr@faf.cuni.cz, bChemicky ustav, Priro-
dovedeckd fakulta, Univerzita Komenského, Mlynskd dolina,
842 15 Bratislava, e-mail: kralova@fns.uniba.sk, ‘Katedra
Zivotného prostredia, Chemickotechnologickd fakulta, Slo-
venskd technickd univerzita, 812 37 Bratislava, e-mail: agata
@chtf.stuba.sk

Salicylanilidy a thiosalicylanilidy mohou v zavislosti na
substituci vykazovat Siroké spektrum biologickych aktivit.
V ramci vyzkumu novych potencidlnich antituberkulotik byla
metodou podle Wagnera' pfipravena série 14 thiosalicylanili-
dii (1), substituovanych v thioacylové (R' = H; 5-Br; 5-Cl)
i anilidové (R?) &4sti molekuly.

Inhibi¢ni d¢inek 7 na produkci chlorofylu byl studovén ve
staticky kultivovanych algdlnich suspenzich Chlorella vulga-
ris (7 dni, svételny rezim 16 h svétlo/8 h tma, pH 7,2, koncen-
trace chlorofylu na zacatku pokusu 0,5 mg dm™). Slouceniny
I inhibovaly produkci chlorofylu v algdlni suspenzi, hodnoty
polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace (ICy,) se pohybovaly v roz-
mezi od 1,28 (R' = H; R* = 4-Br) do 14,26 pmol.dm™ (R' =
Br;R>= 4-CH,). Inhibi¢nf aktivita / zavisela na hydrofobnim
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parametru T a Hammettovych konstantdch o substituenti R
a R% Vztah struktura—aktivita lze vyjadfit regresni rovnici:

log(1/1C5) = 0,698(0.350) (m,), — 0,038(x0,009) (G,), —
—-1,815(+0,750) (6,,), + 0,278(+0,055)7, — 0,151(+0,102)5, +
+ 5,404 (+0,053)

r=0,946; s =0,099; F = 13,700; n = 14

Vysledky antialgdlni aktivity / jsou v souladu s vysledky
ziskanymi pfi studiu inhibice fotosyntetického pfenosu elek-
tronu v chloroplastech $pendtu substituovanymi salicylanili-
dyz. Inhibi¢ni d¢inek salicylanilidd je vyvoldn jejich interakci
s intermedidtem D”, tj. s tyrosinovym radikdlem na 161. pozici
v proteinu D, na donorové strané fotosystému 2 (cit.%). Anti-
algdlni aktivita 5-nitro- a S5-fluorsalicylanilidi zdvisi na para-
metrech T a G jednotlivych substituentii’,

Prdce byla podporovdna  granty 1301/G/2000 FRVS
a 1/7262/20 VEGA_MS SR a vyzkumnym zdmérem MSM
111600001 MSMT CR.
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ANTIMYKOBAKTERIALNI
5-CHLORTHIOSALICYLANILIDY

MARTIN SUSTR?, LENKA KUBICOVA®,
JARMILA KAUSTOVA" a KAREL WAISSER®

“Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceutickd
fakulta, Univerzita Karlova, Heyrovského 1203, 500 05 Hra-
dec Krdlové, e-mail: sustr@faf.cuni.cz, "Krajskd hygienickd
stanice, Partyzdnskeé n. 7, 728 92 Ostrava

Thiosalicylanilidy byly v minulosti vyvijeny zejména jako
anthelmintika', aviak neddvno byla u nich gopséna také vy-
znamnd antimykobakteridln{ aktivita in vitro®. Mezi cyklicky-
mi derivadty thiosalicylanilidd byly nalezeny vysoce ucinné
antimykobakterialn{ latky se Sirokym spektrem aktivity, 3-
-aryl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithiony a 3-aryl-4-thioxo-
-2H-1,3-benzoxazin-2(3H)-ony". Substituci chlorem v poloze
6 bylo v uvedenych skupindch latek dosazeno dalsiho zvySeni
aktivity4.

5-Chlorthiosalicylanilidy (/), rizné substituované v anili-
dové casti molekuly (R), byly syntetizovany z odpovidajicich
5-chlorsalicylanilidi po pfevedeni na 6-chlor-3-fenyl-2H-1,3-
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-benzoxazin-2,4(3H)-diony reakci s estery kyseliny chlormra-
venci. Jejich tavenim se sulfidem fosforecnym vznikly smési
6-chlor-3-fenyl-4-thioxo-2H-1,3-benzoxazin-2(3H)-ont a 6-
-chlor-3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithiond, které al-
kalickou hydrolyzou poskytly 5-chlorthiosalicylanilidy.

Antimykobakteridln{ aktivita / byla testovdna mikrometo-
dou in vitro na semisyntetické Sulové paidé proti Mycobacte-
rium tuberculosis, M. kansasii a M. avium. Aktivita I vyjadre-
nd jako minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byla ur¢ovdna
po 14 nebo 21 dnech inkubace pfi teploté 37 °C a pH 7,0.
Vsechny I byly silné dcinné proti vS§em sledovanym kme-
nim, minimdln{ inhibi¢ni koncentrace (MIC) nejaktivnéjsich
I (R, MIC 14d/21d [pumol dm™)) byly proti M. tuberculosis
CNCTCMy 331/88:4-isoC;H,, 1/1; (INH, 0,5/1); proti M. kan-
sasii CNCTC My 235/80: 4-F, 4-C,H, 4-isoC;H,, 8/8; (INH,
>250/>250), proti M. kansasii 6509/96: 4-C,Hs, 4/4; (INH,
4/4) a proti M. avium CNCTC My 330/88: 4-C,H,, 16/16;
(INH, 250/250). Urc¢itym prekvapenim vsak je, Ze / vétSinou ne-
dosahovaly uc¢innosti 6-chlor-3-fenyl-4-thioxo-2H-1,3-ben-
zoxazin-2(3H)-ond a 6-chlor-3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4-
(3H)-dithionii”.

Prdce vznikla za podpory grantu FRVS 1 301/G/2000,
grantu GA CR 203/99/0030 a vyzkumného zaméru MSMT CR
MSM 111600001.
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EFEKTIVNI SYNTEZA SUBSTITUOVANYCH
HELICENU A JEJICH DERIVATU

FILIP TEPLY, ADRIAN KOLLAROVIC,
IRENA G. STARA”, IVO STARY" a DAVID SAMAN

Ustav organické chemie a biochemie, Akademie véd Ceské
republiky, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6, e-mail: stary@
uochb.cas.cz, stara@uochb.cas.cz

Rada uspé&snych aplikaci nepiirodnich chirilnich slou-
¢enin vedla v posledni dobé ke zvysenému zdjmu o chemii
heliceni. Nezbytnou podminkou pro vyuziti téchto latek je
jejich snadnd dostupnost. Pred ¢asem jsme publikovali novou
metodu syntézy tetrahydrohelicenti a helicend zaloZzenou na
intramolekuldrni [2+2+2] cykloizomeraci aromatickych triinQ
za katalyzy Co(I) nebo Ni(0) (cit.]’z). Tento nefotochemicky
zpusob piipravy vykazuje znacnou flexibilitu a umoziuje
pripravit sérii produktt s péti, Sesti a sedmi ortho- -konden-
zovanymi karbocykly nebo heterocykly.

Kratké prednasky a postery

MeO

Y

Il 11

R
0‘ lla R=TfO
1Ib CO,Me
D O Ille NH,
O’ 1rd PPh,

Funkcionalizované tetrahydroheliceny (/) a (II) lze ziskat
z CH,;O-substituovanych aromatickych triind v dobrém vy-
tézku. Aromatizace latky (/I) a ndslednd konverze na triflat
(Illa) predstavuje snadnou cestu k substituovanym [6]helice-
num (/11b—-d).

Tato prdce byla podporovina GA CR (grant ¢ 203/99/
1448).
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TVORBA (1)?-ALLYLAMINO)KARBENOVY CH_
KOMPLEXU PRI REAKCI N,N-DIALLYLAMIDU
KARBOXYLOVYCH KYSELIN

S KARBONYLATOVYMI ANIONTY
PRECHODNYCH KOVU

TOMAS TOBRMAN a DALIMIL DVORAK"

Ustav organické chemie, Vysokd skola chemicko-technologic-
kd, Technickd 5, 166 28 Praha 6

Chelatované (n*alkenyl)karbenové komplexy piechod-
nych kovii jsou intermedidty pfi intramolekuldrni cyklopropa-
naci a dalgich cyklizaénich reakcich karbenovych komplexi
prechodnych kovii!. Tyto cheldty se vétsinou pfipravuji ter-
mickou nebo fotochemicky iniciovanou cyklizaci karbeno-

com  ~ (CO),,_1MM)
’u\ J/ nebo JL

o “
J 1. M(CO), >
e~ > RN RN

H 2. Me,SiCl ﬁ ﬁ

M=Cr,W,n=5

R

M=Fe,N=4
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vych komplexd, které nesou dvojnou vazbu v postrannim
retézci.

Reakcei karbonyldtovych aniontti chromu, wolframu a Ze-
leza s N,N-diallylamidy karboxylovych kyselin v pfitomnosti
trimethylchlorsilanu®® viak v nékterych piipadech vznikaji
chelatované komplexy pfimo. Byla studovdna zdvislost vzni-
ku chelatovaného a nechelatovaného karbenového komplexu
v zdvislosti na struktufe amidu a povaze prechodného kovu.

_ Prdce byla provedena s podporou grantu 203/00/1240 GA
CR.
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NORSANGUINARINE - QUANTUM CHEMICAL
CALCULATIONS OF THE CHEMICAL SHIFTS

JAROMIR TOUSEK®, RADEK MAREK",
JIRT DOSTALY, JIRI SLAVIKY, N
ROGER DOMMISSE', and VLADIMIR SKLENAR™

“Department of Theoretical and Physical Chemistry, hDepart-
ment of Organic Chemistry, ‘Laboratory of Biomolecular
Structure & Dynamics, Faculty of Science, Masaryk Univer-
sity, Kotldrskd 2, 611 37, Brno, e-mail: tousek @ chemi.muni.
cz, “Department of Biochemistry, Faculty of Medicine, Ma-
saryk University, Komenského n. 2, 662 43, Brno, “Department
of Chemistry, University of Antwerp RUCA, Groenenborger-
laan 171, B — 2020, Antwerp, Belgium

Norsanguinarine is tertiary benzo[c]phenanthridine alka-
loid of very weak basicity found in some plant species of the
Papaveraceae, Fumariaceae and Rutaceae families. It was
isolated as minor alkaloid from Argemone albiflora Hornem."
and A. mexicana L.

The aim of this work is to find out the most appropriate
(CPU time, agreement with the experimental results) method
for the calculation of the chemical shifts of the benzo[c]phe-
nanthridine alkaloids. The calculations were performed for the
norsanguinarine, because it has rigid structure and calculations
are not complicated by the presence of several conformers.
The calculation of chemical shifts consists of the two main
steps: the geometry optimisation and the calculation of the
chemical shifts for the optimised structure. The following
methods were used for the geometry optimisation: molecular

OO

~-N
(0]

o

o

)

(0]
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mechanics (MM3 method), semiempirical quantum chemical
method AMI1 and ab initio methods (RHF/6-31G, RHF/6-
-31G**). The chemical shifts were computed by DFT me-
thod, with B3LYP functional at the 6-31G** and 6-31G level
(GIAO approach).

It can be concluded from the performed calculations, that
the use of molecular mechanics and the AM1 method for the
geometry optimisation does not provide satisfactory results.
The significant improvement is achieved when the geometry
is optimised by the ab initio methods. The results also show,
that the incorporation of polarization functions is very impor-
tant for the geometry optimisation and also for the chemical
shifts calculations. Very good results with acceptable CPU
time requirements are achieved when the geometry is optimi-
sed by the RHF/6-31G** method and B3LYP/6-31G** me-
thod is used for the chemical shifts calculations.

Experimental values were measured on Bruker Avance
DRX-400 and DRX-500 spectrometers3. Calculations were
performed with the Gaussian 94* software installed on the
Power Challenge SGI computer with the R10000 processor in
Supercomputing centre in Brno.

This work was supported by the Ministry of Education of
the Czech Republic (VS 96 095, CEZ:J07/98:143100005).
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NOVE LUPANOVE A 180.-OLEANANOVE
DERIVATY S CYTOTOXICKYMI UCINKY

MILAN URBAN, JAN SAREK, JIRI KLINOT
a IVA TISLEROVA

Katedra organické chemie, Prirodovédeckd fakulta, Univer-
zita Karlova, Hlavova 2030, 128 40, Praha 2, e-mail: murban
@natur.cuni.cz

V neddvné dobé¢ byla ndmi nalezena vysokd cytotoxickd
aktivita u skupiny triterpenoidnich kyselin a ketokyselin lupa-
nové fady', které by bylo mozné v budoucnu vyuzit jako
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1
Acm = H,C-O-CO-CH,

Do ¢

R',R% R}

=kyslikaté funkénf skupiny

cytostatika. Proto bylo vyvijeno velké usili nalézt esterovou
skupinu, kterd spojuje vyhody esteri a pfitom nesniZuje cyto-
toxickou aktivitu jako n-alkylestery. Na nékolika strukturné
odlisnych kyselindch se ukazala vhodnd derivatizace Acm
(acetoxymethyl) skupinou? I, kterd byla fadové i¢inn&jsi nez
methylesterova a také nez volny karboxyl.

Dile byl studovén vliv strukturnich modifikaci kruhu A
kyseliny betulinové na cytotoxicitu. Zejména pfikondenzova-
ni pyrazinového kruhu a oxidaéni §tépeni kruhu A. Také byla
zkoumdna moznost derivatizace kruhu A allobetulinu, jez ve-
dla k piipravé 2-azidoallobetulonu® a neobvyklého bis(triter-
penoidniho) eniminoketonu® obecného vzorce II. Viechny
nové slouceniny, pfipravené v rdmci této prace, byly testovany
na in vitro cytotoxickou aktivitu. Struktury vSech pfiprave-
nych sloucenin byly potvrzeny 1D a 2D NMR spektry.

_ Prdce byla financovdna z grantit GA CR 203/00/1549, GA
CR 203/00/1232, GA UK 226/2000 a za prispéni MSMT pro-
Jekty VS 96140, LB 98233.
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PRIPRAVA CYKLICKYCH DIDEPSIPEPTIDOVYCH
ANALOGU ALAPTIDU

JARMILA VINSOVA a RICHARD NAGEL

Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceutickd fa-
kulta, Univerzita Karlova, Heyrovského 1203, 500 05, Hradec
Krdlov, e-mail: vinsova @faf.cuni.cz

Modifikace molekuly spirocyklického dipeptidu Alaptidu
cyklo(L-alanyl- 1-amino-1-cyklo-pentankarbonyl) (VUFB 15754)"
vede k syntéze substituovanych morfolin-2,5-dioni. K cykli-
zaci bylo pouzito dvou zakladnich piistupt®:

I. tvorba amidické vazby

X-AA + HA-OR — X-AA-HA-OR —

— AA-HA-OR — cyklo(AA-HA)

IL. tvorba esterové vazby

HA-OY + AA-OR — HA-AA-OR — cyklo(AA-HA)

X...N-chrénici skupina, Y...O-chrdnici skupina, AA...o-ami-
nokyselina, HA...o-hydroxykyselina, R...methyl, ethyl, ben-
zyl.

Z nich vyplyva rozdilnd ptiprava linearniho didepsipepti-
du, kterym je bud O-aminoacyl-o-hydroxykyselina nebo N-
-(o-hydroxyacyl)-o-aminokyselina. Pfi jejich pfipravé byly
aplikovany metody pouzivané v bézné peptidové chemii
s rozdilnymi vysledky. Byly vyzkouSeny rtizné chrénici sku-
piny jak pro aminoskupinu (Cbo, Boc, FMOC, acetyl) tak pro
hydroxyskupinu (ferc-BuO), jejichZ odbourdvani (hydrogeno-
lyza, kyseld hydrolyza, basickd hydrolyza) vedlo vétSinou ke
smésici produkti. Rovnéz tak byla modifikovana nékterd ak-
tivacni (ONSu, ONp, OpCp) a kondenzac¢ni ¢inidla. (DCC,
CDI, SOCl,, BOP)®. Zatimco dipeptidy cyklizuji bez obtiz,
vétSinou spontdnné Castecnou aktivaci linedrniho dipeptidu,
u linedrniho depsipeptidii jsme se se snadnou cyklizaci neset-
kali. Naopak pfi izolacich dochdzi velmi snadno k otevirani
vzniklého morfolin-2,5-dionového cyklu. V ptispévku budou
porovndny oba pouzité piistupy a prezentovany nami ziskané
vysledky.

Prdce vznikla za financni podpory grantu UK 24/
1998BCH/FaF a Vyzkumného zaméru MSM 111 6 0000 1.
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Redakce Chemickych listi vyhovéla zadosti predstaviteli CSBMB a zvefejiiuje piispévek, ktery mél byt zafazen do Sborniku
XVIL biochemického sjezdu v ¢isle 8/2000 Chemickych listd.

ENZYM S AMINOPEPTIDASOVOU
A CHORIOLYTICKOU AKTIVITOU Z JIKER
PSTRUHA DUHOVEHO

JAKUB KRONOVETR™", JANA BARTHOVA®?
a TOMISLAV BARTH"

“Katedra biochemie, Prirodovédeckd fakulta, Univerzita Kar-
lova, Albertov 6, 128 43 Praha 2, *Ustav organické chemie
a biochemie, Akademie véd Ceské republiky, Flemingovo
ndm. 2, 166 10 Praha 6

Pfi hleddni novych analogl opioidnich hormonti, majic{
antistresovy vliv na zrajici jikry rybl, se naskytla otdzka jejich
stability vii¢i proteolytickym enzymim? nachdzejicich se
v misté dcinku peptidd, tedy v kultivaénim médiu, kde jikry
zraji. Pouzitim chromogennich substrati pro aminopeptidasy
jsme v ném detegovali pfitomnost enzymu §tépiciho alanin-4-
-nitranilid. Alanin aminopeptidasa s M, 36 500 byla pomoci
srazeni ve vysoce ¢isténé mQ vodeé a ndsledné chromatografii
na koloné Superdex S-75 izolovédna ze samotnych jiker pstruha
duhového (Oncorhynchus mykiss). Nabojové rozdilné mole-
kuly (p/ 5,8-7,7) tohoto enzymu jsou tvofeny dvéma podjed-
notkami spojenymi disulfidickymi mistky. Cistota alanin
aminopeptidasy byla potvrzena SDS elektroforézou a sekve-
naci od N-konce, kde bylo nalezeno ndsledujici pofadi amino-
kyselin: 'EVNAVKCSMV RDTLTTENNK KYQIN®. Pii
zjisfovani pribuznosti proteind v databdzi SwisProt byla nale-
zena téméi stoprocentni identita s isekem vitelogeninu® (za-
¢inajictho aminokyselinou v pozici 1385) vySe zminéného
organismu.

Vitellogenin je prekurzor hlavnich vajecnych proteini,
které jsou zdrojem potravy v raném stadiu vyvoje jikry vejco-
rodych zivocCichtl. Je syntetizovdn v jdtrech, sekretovan do
krve a transportovdn endocytosou do rostoucich oocytt, kde
je Stépen na mensi produkty . Tento enzym muze byt jednim
z téchto produkti. Syntéza vitellogeninu je indukovana estro-
geny. Obsah vitellogeninu v krvi samct muze tedy slouZit
k detekci estrogenové kontaminace vody. Zadnd enzymova
aktivita nebyla dosud u tohoto zdsobniho proteinu ani jeho
rozpadovych produktl pozorovdna.

Jako substrét byl pouzit i chorion (obdlka jikry), kde jsme
zaznamenali plisobenim enzymu uvolfiovdni peptidi (M,
1 000-2 000) a proteind (M, kolem 30 000 a 70 000). Test na
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zjisténi ptritomnosti endopeptidasové aktivity pouzitim vyse-
molekuldrnich substrati jako je veprovy insulin, hovézi séro-
vy albumin a 4-nitroanilidové substraty pro trypsin a chymo-
trypsin byl vSak negativni.

Z inhibi¢nich studii pfi pouziti alanin-4-nitroanilidu jako
substratu vyplyva, Ze se pravdépodobné jednd o enzym z ro-
diny metalloproteas.

V soucasné dobé hledime vhodny umély substrit enzymu,
se kterym bude mozno provadét kinetické studie.

Struktura vitellogeninu a umisténi sekvence aminopepti-
dasy:

signalni peptid
1 15

lipovitellin I phosvitin
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lipovitellin II

1145 u 1659

1385/1533"
alanin aminopeptidasa

* s nejveétsi pravdépodobnosti C-koncovad aminokyselina

10389 EVNAVKCSMV RDTLTTFNNK  KYKINMPLSC
YQVLAQDCTT ELKFMVLLKK DHASEQNHIN
VKISDIDVDL ~ YTEDHGVIVK ~ VNEMEISNDN
LPYKDPSGSI ~ KIDRKGKGVS  LYAPSHGLQE
VYFDKYSWKI KVVDWMKGQT CGLCGKAD'!%%9

Zvyraznéné useky byly potvrzeny N-koncovou sekvenaci
nebo sekvenaci nékterych tryptickych §tépl. V uvedeném
poradi aminokyselin se nevyskytuje ani motiv pro N-glykosi-
dickou vazbu (NXT ¢i NXS) ani doména urcujici pfislu§nost
k rodiné metalloproteas (HEXXH).

Tato prdce vznikla za podpory grantu S 4055006
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