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Jubilejni minisymposium k 70. vyroci zaloZeni
UOCHB

V letosnim roce si Ustav organické chemie a bioche-
mie (UOCHB) pripomind 70 let od svého zaloZeni. Jeho
historie se zacala psat po druhé svétové vdlce na Fakulté
chemické Ceského vysokého uceni technického v Praze.
Tehdy se kolem prof. Frantiska Sorma zformovala skupina
védcii, kterd se vroce 1951 prestéhovala do budovy na
Flemingové ndmésti, sidla nové vytvoreného Ustiedniho
ustavu chemického. V neoklasicistni budové projektované
pro zemédeélsky vyzkum se natrvalo zabydlela chemie.
Chemicky ustav se 1. ledna 1953 zaclenil do nové vzniklé
Ceskoslovenské akademie véd pod ndzvem Ustav organic-
ké chemie CSAV. Toto datum je dnes povazovdno za den
vzniku UOCHB.

Ve stredu 8. listopadu se v rdamci letosnich oslav
70. vyroci zalozeni UOCHB uskutecnilo Jubilejni mini-
symposium, které pripomnélo diileZité momenty ze Zivota
ustavu. Vzpominkové predndsky si do hlavniho sdlu
UOCHB prislo poslechnout mnoho byvalych i soucasnych
zaméstnancii a navstévnikii z fad verejnosti. Programem,
ktery naplnil celé odpoledne, provazela tiskova mluvci
UOCHB Veronika Sedldckova.

Ucastniky minisymposia privital Feditel UOCHB
prof. Jan Konvalinka. Uvodni predndska Dr. Marcely
Krecmerové byla vénovana chemii nukleosidii — vyzkum-
po jeho zalozZeni a které nejvice prispélo k slavé a prospe-
rité tohoto ustavu. Vyzkum nukleovych kyselin a jejich
slozek inicioval Frantisek Sorm, na jehoz prdci v 60. le-
tech uspésné navdazal Dr. Alois Piskala. Pribéh tohoto
védce ziistdva verejnosti témer nezndmy, trebaze se jednd
o0 objevitele mimoradné ucinnych 5-aza analogii pyrimidi-
novych bazi, které dodnes pomdhaji pri lécbé onemocnéni
krvetvorby. Dosud nejvétsim vispéchem UOCHB je beze-
sporu vyvoj acyklickych nukleosidfosfondtu, které byly
poprvé popsdny prof. Antoninem Holym a belgickym viro-
logem Erikem De Clercqgem v roce 1986. Tyto slouceniny
predstavuji vyznamnou skupinu léciv, kterd se uplatiuje
PpFi 16¢bé riznych onemocnéni virového puvodu. Nekolik
latek tohoto typu ze skupiny Antonina Holého bylo uvede-
no na trh americkou firmou Gilead Sciences. Mezi tyto
latky patii i tenofovir, ktery je veleiispesnym prepardtem
pro prevenci a lécbu HIV/AIDS a slouzi také k 1écbé chro-
nické hepatitidy B. Vyzkum chemie nukleosidii a nukleoti-
dii v UOCHB 1ispésné pokracuje i dnes. Dalsi predndska
Jubilejniho minisymposia byla vénovand dvéma duilezitym
spektralnim technikam slouZicim ke strukturni charakteri-
zaci organickych sloucenin. Historii hmotnostni spektro-
metrie (MS) a spektroskopie jaderné magnetické rezonan-
ce (NMR) v UOCHB shrnuli ve svych prispéveich
doc. Josef Cvacka a doc. Martin Dracinsky. Zminéné tech-
niky se v ustavu zacaly rozvijet na pocatku Sedesatych let
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a UOCHB dodnes patri mezi dillezitd centra téchto metod
u ndas. Ndsledovala predndska o pocdtcich a rozvoji che-
mie steroidnich ldtek v UOCHB. Prof. Pavel Kocovsky
ukdzal vyznamné milniky v chemii steroidnich skeletii
a pripomenul cilenou syntézu mnoha zajimavych latek,
napr. strofanthidinu, estronu, kanciho feromonu nebo
analogu brassinolidu triolonu, ktery je dnes komercné
dostupny jako stimuldtor ristu rostlin. Predndsku doplné-
nou radou fotografii a osobnich vzpominek uzavrel zmin-
kou o soucasném vyzkumu neurosteroidii. Dalsi dvé pred-
nasky Jubilejniho minisymposia se uskutecnily prostrednic-
tvim vzdaleného pripojeni ze Spojenych stati. Dr. Michal
Lébl pripomenul dlouholety vyzkum peptidii v UOCHB
predndskou nazvanou ,, Uspéchy a promrhané Sance pep-
tidové chemie®. Zminil pribéh prof. Josefa Rudingera,
talentovaného vedouciho skupiny peptidi, ktery usiloval
o chemickou syntézu biologicky aktivnich hormonii. Josef
Rudinger byl blizko syntéze oxytocinu, nicméné americky
biochemik Vincent du Vigneaud byl rychlejsi a v roce
1955 ziskal za prvni syntézu polypeptidového hormonu
Nobelovu cenu. Josef Rudinger se svym tymem pozdeji
vyvinul metodu pro priimyslovou vyrobu oxytocinu, kterou
v roce 1958 zahdjila spolecnost Léciva. Syntézou, biolo-
gickymi ucinky a fyzikdlné-chemickymi viastnostmi hor-
monti produkovanych neurohypofyzou se pak ddle zabyva-
la Fada skvélych védeii v UOCHB. Ve druhé predndsce
prendsené do konferencniho sdlu z USA se Dr. Peter Strop
ohlédl za pocdtky strukturni biologie v UOCHB a Ustavu
molekuldrni  genetiky (UMG). Predstavil prvni snahy
o pokroky v technikach a disciplindch, které dnes umoziu-
Ji studovat strukturu proteinit a objasnovat jejich funkce
v dillezitych biologickych procesech. Rec byla o prvotich
snahdch produkovat rekombinantni proteiny pomoci izolo-
vanych a syntetickych genii, prvnich proteinech syntetizo-
vanych na pevné fazi, pocdatcich znaceni proteinii a mole-
kulovém modelovani i o prvnich proteinovych strukturdach
vyreSenych pomoci NMR a rentgenové krystalografie.
V predndsce zavzpominal na vynikajici vyzkumniky a véd-
ce, kter'i u pocatki strukturni biologie v UOCHB a UMG
stali. V predposledni predndsce minisymposia pripomnéla
prof. Irena Valterova dalsi z hlavnich vyzkumnych smeérii,
a to prirodni latky. Nejprve hovorila o vyzkumu rostlin-
nych terpenickych latek. Dulezitym objevem bylo odhaleni
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derivatu, které vedlo k patentovani a komercializaci
Dermazulenu, lécivé masti na popdleniny a kozni porané-
ni. Koncem Sedesdtych let se v UOCHB zacal rozvijet
vyzkum hmyzich hormonii. Pozornost se soustiedila na
analogy juvenilniho hormonu, ktery byl znam od ticatych
let jako ldtka regulujici vyvoj hmyzu. Vychozi strukturou
pro mnoho juvenoidii syntetizovanych v UOCHB byl
Juvabion — prvni analog juvenilniho hormonu objeveny
Dr. Karlem Slamou v papiru vyrobeném ze dreva jedle
balzamové. Pozdeji se zacala resit i vyzkumna témata
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souvisejici s chemickou komunikaci hmyzu. Chemii spole-
cenského hmyzu se UOCHB vénuje dodnes. Jubilejni mini-
symposium vyvrcholilo predndSkou doc. Martina France,
ktery se za minulosti UOCHB ohlédl oc¢ima nezavislého
historika. Jeho predndska nazvana ,, Velkolepd vize Fran-
tiska Sorma a Jeji realizace. Ustav organické chemie
a biochemie AV CR v proméndch ¢asu* pripomnéla histo-
rii ustavu prostiednictvim osudit a osobnosti Frantiska
Sorma, otce zakladatele UOCHB. Frantisek Sorm byl
predstaven jako mimoradny védec se skvélymi organizac-
nimi schopnostmi, ktery se snazil budovat UOCHB jako
respektované centrum védeckého vyzkumu s dirazem na
praktickou vyuZitelnost védeckych vysledkii. Frantisek
Sorm soucasné zastdval Fadu vrcholnych funkci véetné
predsedy CSAV, clena Ustiedniho vyboru Komunistické
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strany Ceskoslovenska a poslance Ndrodniho shromdzde-
ni CSSR. V roce 1968 hlasoval proti vstupu vojsk Varsav-
ské smlouvy na vizemi Ceskoslovenska a politické diisledky
na sebe nenechaly dlouho cekat. Byl zbaven vedeni
UOCHB, funkce predsedy CSAV a pozdéji, po dosazeni 60
let, musel odejit do penze. Zdkladni smérovant vistavu vSak
ziistalo zachovdno a UOCHB dodnes tézi z odkazu Fran-
tiska Sorma.

Jubilejni minisymposium bylo prijemnym a zajima-
vym vzpominanim na doby minulé a snad i inspiraci pro
dalsi generace védcii a vyzkumnikii. Prejme UOCHB mno-
ho dalsich uspésnych let!

Josef Cvacka

Uziti tohoto dila se fidi mezinarodni licenci Creative Commons Attribution License 4.0 (https:/creativecommons.org/licenses/
by/4.0/legalcode.cs), kterd umoznuje neomezené vyuziti, distribuci a kopirovani dila pomoci jakéhokoliv média, za podminky
fadného uvedeni nazvu dila, autord, zdroje a licence.
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Cestné élenstvi Ceské spolecnosti chemické
za prikladnou reprezentaci Ceské chemie

a biochemie na mezindrodnim i vnitrostdtnim
foru bylo udéleno RNDr. PhDr. Zderikovi
Hostomskému, CSc., dr.h.c.

Dr. Hostomsky je Spickovym mezindrodné uzndvanym
biochemikem a vynikajicim odbornikem v oblasti vyvoje
novych léciv. Je autorem vice nez 90 publikaci s vice nez
4800 citacemi bez autocitaci, H-index 34. Vystudoval bio-
chemii na Prirodovédecké fakulté a pozdeji dejiny filosofie
na Filozofické fakulté Univerzity Karlovy v Praze. Po
skonceni vojenské sluzby pusobil v Ustavu molekuldrni
genetiky CSAV, mj. v laboratori Vdclava Pacese, zaméru-
Jici se v té dobé na technologie sekvenovini DNA. V roce
1983 obhdjil kandidatskou praci ,,Sekvencni analyza ge-
nomu bakteriofagii PZA, ¢15 a ¢29° a ziskal titul CSc.
Béhem své aspirantury (tehdejsi formé dnesniho doktor-
ského studia) se zacal zajimat o postupy syntézy oligo-
nukleotidii a jejich moznosti pri konstrukci syntetickych
genii a uzce spolupracoval se skupinou Jiriho Smrta
z Ustavu organické chemie a biochemie CSAV. Jejich
spoluprace vyustila v synteticky gen kodujici proenkefalin.
Vroce 1985 odjel do Spojenych statit americkych na rocni
staz v Kalifornském technologickém institutu (Caltech).
Po navratu do Prahy pak i s rodinou v roce 1987 emigro-
val zpét do Kalifornie. Pripojil se k biotechnologické spo-
lecnosti Agouron Pharmaceuticals zamérené na raciondl-
ni vyvoj léciv na zdkladeé znalosti struktur cilovych protei-
nit. V roce 2000 se stal vykonnym reditelem ve Vyzkum-
ném centru rakoviny firmy Pfizer, kde se soustiedil na
onkologicky vyzkum. Nékolik z jeho projektii vyustilo
v léciva schvdlend americkou a pozdéji i evropskou léko-
vou agenturou: jednim z nich je nelfinavir (Viracept),
Jjeden z prvnich inhibitoru proteasy z viru HIV, ucinnych
v boji proti AIDS, dodnes pouzivany v léceni AIDS u déti;
dalsim je cela trida protindadorovych [éciv, tzv. PAARP
inhibitori (jako je rucaparib (Rubraca)). V roce 2012 se
stal sedmym reditelem Ustavu organické chemie a bioche-
mie (UOCHB) AV CR a tuto funkci vykondval az do roku
2022. V soucasné dobé je zastupcem reditele UOCHB pro
mezindrodni vztahy a hlavnim resitelem a védeckym koor-
dindtorem Narodniho institutu virologie a bakteriologie
v ramci projektu Exceles NPO financovaného Evropskou
unit.

www.chemicke-listy.cz

Pri svém puisobeni jak )
v zahranici, tak i v CR pri-
kladnym  zpiisobem  repre-
zentoval — cCeskou  chemii
a biochemii a velmi ucinné
a efektivné podporoval akti-
vity Ceské spolecnosti che-
mické v oblasti mezindrodni
spoluprace, organizace nej-
riznéjsich  vedeckych — akci,
konferenci a kongresii i v ob- |
lasti  vydavani  casopisu |
Chemické listy.

Vzhledem k mimordd-
nym kvalitam a vyznamné
roli Dr.  Hostomského pri
reprezentaci Ceské chemie na mezindrodnim i vnitrostdt-
nim foru mu bylo udéleno Cestné clenstvi Ceské spolec-
nosti chemické. K predani prislusného diplomu doslo na
mimoradné kvalitni mezindrodni konferenci vénované
70. vyroci zalozeni UOCHB, ktery patii beze sporu
k nasim Spickovym védeckym ustaviim. Necitim se povoldn
hodnotit tento vynikajici ustav a jeho mezindrodné uznd-
vané vystupy, avsak musim jednoznacné konstatovat, Ze
madlokterd Ceskad instituce tolik prispéla k dobrému vnima-
ni chemie jako veédecké discipliny Sirokymi vrstvami nasi
populace a k popularizaci chemie zejména mezi nasi mld-
dezi. A s radosti mohu konstatovat, Ze vynikajicich vysled-
kit se tomuto ustavu dari dosahovat i diky ndarocné, ale
féerové a pratelské atmosfére, k niz Zdenék Hostomsky
vyznamnou mérou prispél a prispiva. A tak rad blahopreji
Zdenkovi k tomuto prestiznimu ocenéni, ustavu k jeho
70. vyroc¢i a vSem jeho zaméstnanciim preji radost z dalsi
prdce pro Ceskou chemii a biochemii a drzim jim palce,
aby si i v dnesni slozité dobé dokazali udrzet pratelskou
atmosféru, kterd je tim nejlepsim katalyzdtorem vedeckych
uspéchii. A podékovat celému UOCHB za jeho vydatnou
podporu viech aktivit Ceské spolecnosti chemické, jejimz
praktickym vyjadrenim jsou i ¢lanky v tomto cisle naseho
Casopisu, které reprezentuji sice jenom malou, ale dle
mého ndzoru velmi zajimavou cdst védeckych aktivit
UOCHB.

Jiri Barek
Predseda Odborné skupiny analytické chemie
Ceské spolecnosti chemické
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by/4.0/legalcode.cs), ktera umoziuje neomezené vyuziti, distribuci a kopirovani dila pomoci jakéhokoliv média, za podminky
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Redaktor éasopisu Chemické listy

prof. Ing. Frantisek Svec, DrSc.

z Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy
v Hradci Kralové ziskal Cenu Neuron 2023
za celoZivotni piinos védé v oboru chemie

Prof. Ing. Frantisek Svec, DrSc. absolvoval inenyr-
ské studium v oboru chemie makromolekuldrnich latek na
VSCHT Praha v roce 1965, v roce 1969 ziskal titul CSc.
(dnesni ekvivalent Ph.D.) na téze skole a v témze oboru
av roce 1987 ziskal titul DrSc. na Ustavu makromoleku-
ldrni chemie tehdejsi CSAV. V letech 1969—1976 piisobil
Jako asistent na VSCHT Praha, v letech 1976-1992 na
Ustavu makromolekuldrni chemie CSAV a pozdéji AV CR
v Praze. V letech 1992—1996 puisobil na Cornell Universi-
ty, Ithaka, NY, USA, a v letech 1997-2014 na University
of California, Berkeley, CA, USA, kde v letech 2005-2014
zastaval prestizni funkci Feditele oddéleni v nanotechno-
logickém ustavu Molecular Foundry v Lawrence Berkeley
National Laboratory. Soucasné piisobil jako hostujici
profesor na Univerzité v Innsbrucku (2003—2006), Beijing
University of Chemical Technology (2013-2017) a Gwan-
gju Institute of Science and Technology (2013-2017). Od
roku 2017 dosud piisobi na Farmaceutické fakulté Univer-
zity Karlovy v Hradci Krdlové, nejprve jako Klicovy za-
hranicni vedecky pracovnik a nyni jako védecky pracov-
nik. Je vedoucim redaktorem prestizniho casopisu Journal
of Separation Science, casopisu Separation Science Plus
a ¢lenem redakcni rady mnoha vyznamnych mezinarod-
nich casopisii z oblasti separacnich ved. Je nositelem rady
vyznamnych oceneni (napr. Dr.H.C. z Umea University,
Svédsko, ACS Award in Chromatography, zlatd medaile
A. J. P. Martina od UK Chromatographic Society, zlatd
medaile Univerzity Karlovy atp.).

Mimorddné rozmanitd védeckd cinnost prof. Svece
zahrnuje vyvoj novych separacnich médii v riuznych tva-
rech a formdtech pro ruzné separacni mody napr.
v proteomice ¢i metabolomice, pro porézni polymerni
monolitické kolony, mikrofluidni a kapilarni systémy
a rizné membrdanové techniky. Je autorem vice nez
500 publikaci, 80 prehledovych referdtii ¢i kapitol
v monografiich, 3 monografii a 75 patentii. Je nejcitova-
nejsim veédcem na Univerzit¢ Karlove a jednim
z nejcitovanéjsich ceskych védcii (vice nez 36 000 citaci,
H-index 106). Prednesl stovky pozvanych predndsek ve
vice nez 50 zemich. Navic je vynikajicim ucitelem a propa-
gdtorem modernich separacnich metod. Rozhovor s nim
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v Casopise Univerzity Karlovy FORUM vystizné charakte-
rizuje osobnost nového lauredta i jeho ndzory a postoje
a rozhodné stoji za precteni (https.://www.ukforum.cz/en/
uk-forum/9000-v-cesku-se-neuci-jak-napsat-kvalitni-
odborny-clanek-rika-nejcitovanejsi-vedec-uk).

Zndm profesora Svece osobné jiz vice nez 35 let a po
celou tuto dobu prikladné reprezentoval ceskou chemii na
mezindarodnim foru, vzdy ochotné a uspésné pomdhal pri
rozvijeni spoluprdce cCeskych chemikii s vyznamnymi insti-
tucemi, kde pracoval ¢i které reprezentoval. Zvlasté bych
chtel zduraznit jeho vsestrannou podporu mezindrodnim
aktivitim Ceské spolecnosti chemické zejména v oblasti
analytické chemie a jeho aktivni prdci v casopise Chemic-
ké listy i v dobé, kdy se rada kolegii vyhybd publikovani
v ceském jazyce a jeho kultivovani a udrzovani. V mych
ocich je to jasny ditkaz, Ze chemici s nezpochybnitelnym
odbornym kreditem se rozhodné nemusi bat publikovat
v Chemickych listech a naopak je k tomu timto verejné
vyzyvam.

Podle mého ndzoru viechny vyse uvedené skutecnosti
Jasné dokazuji, e prof. Svec si Cenu Neuron 2023 v plné
mire zaslouzil.

Je mou milou povinnosti poblahoprdt na tomto misté
také prof. Ing. Michalu Holcapkovi, Ph.D. z Katedry
analytické chemie Fakulty chemické technologie Univerzity
Pardubice, ktery ziskal prestizni Cenu Neuron 2023 za
propojeni védy a byznysu za uspésny transfer védeckého
patentu do komercniho svéta a zaloZeni spin-off spolecnosti
Lipidica orientované na komercni realizaci jeho ndpadu, jak
z jedné kapky krve detegovat rakovinu slinivky.

Jako predsedu Odborné skupiny analytické chemie
Ceské spolecnosti chemické mé opravdu tési, Ze tato dvé
Spickovad ocenéni $la letos do oblasti analytické chemie,
kterd si to nepochybné zaslouzi stejné jako oba vynikajici
laureati.

A v neposledni radé chci podékovat nadaci Neuron
(https://www.nfneuron.cz) za podporu vynikajicich chemi-
kit pusobicich v nasi republice. Tato neobycejné zdsluznd
aktivita nepochybné zvysuje prestiz védy v nasem stdté
a vzbuzuje zdjem mladé generace o prirodni i technické
me délat, chceme-li, aby nds stat mél odpovidajici posta-
veni v téchto oblastech. Nas casopis se rozhodnée vrati ke
v§em ocenénym z oblasti chemie a k jejich vynikajicim
vysledkiim.

Jiri Barek
Predseda Odborné skupiny analytické chemie
Ceské spolecnosti chemické
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Sormidda

Pro mnoho lidi, nasich i cizincu, ustav Na cvicisti,
pozdéji na Flemingové nameésti, byl predevsim akademik
Sorm, ktery se od roku 1962 stal predsedou Ceskosloven-
ské akademie ved av této funkci ziistal az do roku 1969.
Ja jsem akademika Sorma poprvé vidél koncem roku
1957, kdy mé k nému na pohovor poslal mij skolitel do-
cent Hordk. Ten o této prilezitosti ekl i absolventovi nasit
fakulty, Lubosi Starkovi, a tak jsme v predpokoji cekali
dva. Sorm si pro oddéleni steroidii vybral mé, nemél bych
na to ale byt nezaslouzené pysny: Sorm védel, Ze casto
prvini zaméstnani nastavi adeptu normy chovani, které pak
Je tézké prekondvat. Mimochodem, ten netispesny kandidat
byl uz tou dobou zaméstnancem Vyzkumného ustavu endo-
krinologického, ktery pozdéji vedl jako jeho reditel.

Ja jsem prisel rovnou z univerzity, a univerzity vidy
byly prostiedim nejvys demokratickym. Proto mé prekva-
povalo, jakou uctu k nému projevovali mi novi $éfové,
vedouci oddéleni Dr. Cerny a jeho zdstupce Ing. Fajkos,
oba doktori ved. Mluvili o ném a titulovali ho jako Profe-
sora. Prichazel do kazdého tymu aspon jednou tydné
a vzdy se ptal na experimentalni pokroky minulého tydne.
Jakmile laborantky zpozorovaly, Ze prisel Séf. zacaly ho-
recné utirat prach. Sam jsem zazil, Ze pri zkouseni jednou
zpozoroval zaprdseny kousek mého stolu. Stacilo, Ze ho
Jen Stitive prstem setrel a pristé uz jsem si daval na Cistotu
Vetsi pozor.

Dr. Cerny zvaval Sorma na oslavy oddéleni pri kula-
tych vyrocich, tedy pri sepsani 50., 100. a 150. publikace.
Prichazel rad a dokazal se prirozené veselit. Jednou né-
kdo na mejdan prinesl pravé cerstvé maodni hula-hup.
Vzpominam si, jak se jako vSichni ostatni snaZil udrzet
kruh hula-hupu v idedlni poloze, ale na jeho kulatém bris-
ku kruh nevydrzel vic nez ctyri otocky. Neuspéch ho ale
presto neodradil a se smichem to zkousSel znova a znova.

Ja jsem jako zacdtecnik byl pridélen ke koncicimu
aspirantu s tim, ze pozdeji budu pokracovat v jeho projek-
tu. 'V té dobé si Sorm uvédomil, Ze k zatim nedostupnym
kortikoidiim miize vést nejen totdlni syntéza, ale ze mohou
byt pripraveny i parcidlni syntézou z jinych 18-substi-
tuovanych latek: tedy z alkaloidit rodu Holarrhena anti-
dysenterica. Tak nechal objednat suchou kiiru Holarrheny,
a to rovnou 900 kg! Kde se ale takové mnozstvi miize vii-

www.chemicke-listy.cz

bec extrahovat? Diky své pozici Sorm snadno zorganizo-
val miij pobyt v tovarné Galeny v Komarove u Opavy, kde
Jjsem extrakci provedl s pomoci tamniho persondlu. Mym
tkolem bylo uhlidat obsluhu ve dvou sméndch, aby zahus-
fovani extraktu termolabilnich alkaloidii neurychlovala
zvySenim teploty. Separaci kyslikatych a bezkyslikatych
alkaloidii jsem pak realizoval v poloprovozu vysocanského
Vyzkumného ustavu lécivych rostlin. Nakonec jsem ziskal
asi kilogram kyslikatych alkaloidii, z nichz kolega Labler
izoloval holarrhimin a jeho derivaty. A z petroletherové
frakce jsem ja po methylaci ziskal 3,5 kg krasné krystalic-
kého bilého konessinu. Jeste mam par gramiit schovanych.
Tyto suroviny jsme pak pouzivali delsi dobu pro pripravu
18-substituovanych analog steroidnich hormonii. Jeden
zmych produktii jsme na biologické testy poslali firmé
Smith, Kline and French. Za 2g ldtky jsme ziskali
2000 US $. Ustav mi pak za né dal zvldstni odménu —
360 K¢s! To bylo radosti!

V Sormové Zivoté kritickou roli sehrdal rok 1968.
Sorm jako ¢len parlamentu hlasoval proti stalému umisté-
ni okupacnich vojsk v republice. Takovych lidi bylo jen
par a ucinek byl témer okamzity: trebaze podle stanov
akademik nemohl byt své funkce dozivotné zbaven, Sorma
sesadili a smél pracovat uz jen jako dichodce na nasem
ustavu. Sedel v malické kanceldri Dr. Herouta, kde jsem
ho jednou navstivil a pozadal o podpis na svém novém
rukopise. Vysvétlil mi, zZe bude lepsi, kdyz jeho jméno na
mé publikaci nebude.

Poslechl jsem, ale stejné to moc nepomohlo. Nakonec
Jjsem si vyslouzil dlouhy pohovor v budove nynéjsi Ko-
mercni banky vedle Prasné brany. Tenkrdt to ovSem neby-
la banka a z téch pohovorii rozhodné neodchdazeli ucastni-
ci s usmévem na rtech. Naopak.

A Sormova rodina? Sormitv syn mél umélecké ambi-
ce, chtél byt socharem. V té dobé ale nejdriv musel projit
Jinym prijimacim Fizenim, v némz hlavni otazkou byla role
akademika Sorma. Mlady Sorm neprosel, nebyl totiz scho-
pen pochopit, Ze mél svého otce oznacit za nepritele statu.
Opakované.

Rok 1968 byl prilezitosti, mnozi byvali kolegové toho
wuzili, ale do Prahy se dnes uz vraceji jen na navstévu.
Skoda.

Alexander Kasal,
UOCHB AV CR
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by/4.0/legalcode.cs), ktera umoziuje neomezené vyuziti, distribuci a kopirovani dila pomoci jakéhokoliv média, za podminky
BY

fadného uvedeni nazvu dila, autord, zdroje a licence.
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ROZMANITOST SPEKTROSKOPIE RAMANOVY OPTICKE AKTIVITY

Clanek je vénovan 70. vyroci zaloZeni Ustavu organické chemie a biochemie AV CR v Praze.

PETR BOUR

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i, F lemingovo nam. 2, 166 10 Praha, Ceskd republika
bour@uochb.cas.cz

Doslo 18.8.23, pfijato 10.10.23.

Spektroskopie Ramanovy optické aktivity (ROA) je pomérné vzacna vzhledem k experimentalni narocnosti a Casto
pracné interpretaci spekter. Piesto se neustale rozviji a v posledni desetileti vyzkum v tomto sméru pfinesl podstatné zdo-
konaleni experimentalnich a teoretickych metod. S tim bylo ziskdno mnoho novych poznatki o struktufe a chovani mole-
kul a jejich interakcich se svétlem. V ¢lanku se pokusime podat stru¢ny piehled nasich i obecnych zkusenosti s touto meto-
dou. Ukazuje se, ze ROA spektroskopie poskytuje unikatni informace o molekulach, je vhodna nejen ke stanoveni absolut-
ni konfigurace molekul, ale i jejich optické Cistoty, zkoumani konformacnich stavt a elektronové struktury.

Klicova slova: Ramanova opticka aktivita, rezonance, cirkularné-polarizovana luminiscence, simulace spekter

Obsah 1. Uvod

1. Uvod, historie Uvahy o optické aktivitg, rozdilném chovani pravo-

2. Fyzikalni principy a souvislosti Ramanovy optické a levotoCivé kruhové polarizovaného svétla v chiralnim
aktivity prostredi, se v souvislosti s Ramanovym rozptylem objevi-

3. Priklady nerezonan¢ni spektroskopie ly kritce po jeho objeveni'?. Prvni pokusy s optickymi

4. Magnetickd rezonan¢ni méfeni v plynech izomery molekul ale nebyly uspé&sné, vysledky se zpravi-

5. Chiralni rozptyl v kombinaci s povrchovym dla ukéazaly jako nereprodukovatelné, vysvétlitelné chyba-
Ramanovym zesilenim mi, artefakty méfeni’>. Dnes vime, Z¢ Ramanova optické

6. Rezonancni Ramanova opticka aktivita a interference aktivita (ROA) pravdépodobné ani nebyla tehdej$imi pii-
s cirkularnim dichroismem stroji zachytitelna.

7. Cirkularné polarizovana luminiscence »Moderni“ ROA spektroskopie se zrodila v 60. letech

8. Zaveér 20. stoleti, nejprve ve formé& dtikladnych teoretickych

uvah®’. Ale ani v nasledujicich letech nebyly experimen-
talni pokroky piimocaré, a ,,vysledky* byly zahy ptipsany
nepiesnostem piistroji®’. Za prvni ROA spektra se pova-
zuji data z roku 1973 pro 1-fenylethanol a I-fenyl-
ethylamin'’.

Prof. RNDr. Petr Bour, DSc. studoval Matematicko-fyzikdlni fakultu Univerzity Karlovy
v Praze, titul CSc. ziskal na UOCHB vroce 1993. Absolvoval védecké stize v USA, Kanadé
a Norsku, zabyva se teorii a experimentdlni metodologii souvisejici s optickou spektroskopii.
V soucasné dobé je vedoucim skupiny Biomolekuldrni spektroskopie na Ustavu organické chemie
a biochemie Akademie véd CR, a profesorem na Ustavu analytické chemie Vysoké skoly chemicko
technologické v Praze. Publikoval 240 praci v odbornych casopisech.
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Metoda se dlouhou dobu drzela v n€kolika specializo-
vanych laboratofich (napt. prof. Barrona (Glasgow)',
Nafieho (Syracuse)'? a Huga (Freiburg)'®). W. Hug je také
povazovan za ,otce” prvniho komeréniho ROA spektro-
metru firmy Biotools, dostupné¢ho zhruba od roku 2005.
Céstecn& vlivem historickych nahod, napiiklad osobnich
kontaktl s dal$im prikopnikem vibraéni optické aktivity,
prof. Keiderlingem (Chicago), se metoda relativné brzy
objevila i v Praze na Univerzité Karlov&', poté na Vysoké
skole chemicko-technologické'®, Ustavu organické chemie
a biochemie AV CR'® a Univerzit¢ Palackého
v Olomouci'”.

V Ceské republice je proto vyzkum v tomto sméru
relativné ,,pfedimenzovan® (ROA se ovSem stala rychle
popularni i v jinych zemich, napt. v Polsku, Belgii nebo
Japonsku). Jeden ze svétovych odbornikti na experimental-
ni aspekty ROA, J. Kapitan (Univerzita Palackého, Olo-
mouc), dokonce v soucasnosti vyviji se svymi spolupra-
covniky vlastni komeréni verzi ROA spektrometru'”.

Béhem casu si tato spektroskopie nasla uplatnéni
zejména pii studiu ,,biomolekul®, jako jsou cukry, peptidy,
bilkoviny, nukleotidy a nukleové kyseliny'?. Velkou po-
zornost vzbudilo i ureni absolutni konfigurace brom-
chlorfluormethanu'®, Piikladem unikatni informace, kterou
je mozné ziskat pouze touto metodou, je analyza konformac-
ntho  chovani  deuterovaného  neopentanu  (2,2-di-
methylpropan)'. Objevily se riizné ,,odridy* experimentd,
jako ROA zesilena na kovovych povrsich®®*', vzbuzena
agregaci karotenoidi®, indukovana aplikaci magnetického
pole”, méfend v plynném stavu®* nebo za podminek
,rezonance“ pro barevné vzorky®. Mimo standardniho
laseru o vlnové délce 532 nm se experimentuje s excitaci
ultrafialovou® nebo v blizké infragervené oblasti*’. Pro

Tabulka I
Zjednoduseny ptehled chiroptickych metod
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chemiky je ur¢ité zajimavd moznost pfesné stanovit po-
moci této metody enantiomerni piebytek™ a uvazuje se
i 0 jejim pouziti jako diagnostické metody v lékaistvi®’.
Samostatnou kapitolou jsou dva jiné jevy, mimo vlastni
vibra¢ni ROA, které 1ze také sledovat pomoci ROA spek-
trometru: cirkularng polarizovana luminiscence (CPL)*
a kombinace elektronového cirkularniho dichroismu
(ECD) s Ramanovym rozptylem cirkularné-polari-
zovaného zafeni (ECD-Raman)".

Pomérné unikatni pro spektralni metodu je uzké sepé-
ti ROA a kvantové-chemickych vypocta. Polohy, intenzity
a znaménka spektralnich past lze pfifadit struktufe na
zékladé empirickych vztahti’”; daleko univerzalngjsi je ale
interpretace spekter na zaklad¢ jejich ,,ab initio® simulaci.
Ty navic poskytuji dopliikkové informace o studovanych
systémech. Vypocetni metody a experiment se v tomto
sméru vzajemné dopliovaly, inspirovaly a podnécovaly.
Teoretickymi milniky bylo napf. zavedeni Londonovych
orbitali do vypo&ti™, coz odstranilo zavislost vysledki na
zvoleni soufadné soustavy, spojeni simulaci s ,,rychlymi‘
vypodty zaloZenymi na teorii elektronové hustoty™, a pie-
nos vibra¢nich parametrd umoziujici simulovat vibraéni
spe%(stra proteint i jinych systémd az o desitkach tisic ato-
mu”.

2. Fyzikalni principy a souvislosti

Pro predstavu o moznostech a omezenich ROA je
uzitecné zafadit ji mezi ostatni spektroskopické metody
vyuzivajici chiralitu molekul a cirkularné-polarizované svét-
lo (tab. I). Jako forma vibracni optické aktivity (VOA),
ROA zkouma vibra¢ni prechody. Ty je mozné sledovat

Chiroptickd metoda

Pro elektronové prechody

Pro vibrac¢ni prechody

Vyuzivajict prirodni chiralitu:
Opticka rota¢ni disperze (ORD)

Cirkuléarni dichroismus (CD)
metoda

Cirkularng polarizovana luminiscence
(CPL)

standardni, vétS§inou nahrazena ECD

elektronicky CD (ECD), standardni

zacina byt komeréné dostupna

VORD, zndma, ne moc rozsirena™

vibraéni cirkularni dichroismus
(VCD), pozorovan poprvé v roce 1974
(cit.>®), komerén& dostupny po roce
1997

neznama

Ramanova opticka aktivita (ROA) neznama pozorovana od r. 1973 (cit.'%), komer-
cializovana od roku 2005 (cit.*")

Chiralita buzend magnetickym polem:

Magneticka ORD Faradaytv efekt nepouziva se

Magneticky cirkularni dichroismus

Magneticka CPL

Magneticka ROA pozorovana®

MCD, pomérné ¢asta metoda

dostupna, spiSe ojedinéla

Magneticky VCD (MVCD), pozoro-
van od r. 1984 (cit.*"), teoreticky popis
2018 (cit.*?), pouzivan vzacné
neznama

pozorovana pro absorbujici vzorky®*

i plyny*’
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1 pomoci jiné chiroptické metody, vibracniho cirkuldrniho
dichroismu (VCD)®. Vii&i ndmu ROA nabizi v&tsi rozsah
vibraénich frekvenci (napt. 50-4500 cm™)'” a pohodIngjsi
praci s vodnymi roztoky. Ty jsou tradi¢né problematické
v infracervené spektroskopii, tedy i pro VCD, nebot’ voda
siln¢ absorbuje infracervené zareni. Ramanuv signal vody
je pomérné slaby. Naopak, vyhodou VCD jsou mensi na-
roky na ¢istotu vzorku. Fluorescenéni pozadi v Ramanove
spektru zpiisobené necCistotami mize zcela znehodnotit
ROA experiment, nebot’” ROA Sum je zhruba umérny od-
mocnin¢ Ramanova signalu. VCD technika je také po
experimentdlni a  teoretické  strance  jednodussi,
a ,,pfemira®“ informace v ROA spektru mutize byt i rusiva.
Typickym ptikladem je sekundarni struktura proteind dana
konformaci hlavniho peptidového fetézce. Ta se ve VCD
projevuje specifickym tvarem past tzv. amidu I (z velké
&asti valenéni vibrace karbonylové skupiny, ~1650 cm™).
V ROA je amid I mén¢ specificky, a do spekter zasahuji
i postranni peptidové fetézce komplikujici jejich interpre-
taci. Spolecnou nevyhodou VCD a ROA je potieba velké-
ho mnozstvi vzorku (zpravidla vice nez 1 mg) a velkych
koncentraci (idealnd >10 mg ml ™).

Oproti elektronovym chiroptickym metodam (ECD,
ORD, CPL) vibracni spektra poskytuji zpravidla vice roz-
liSenych past, tedy vice nebo alespoi 1épe Citelnou infor-
maci. Také interpretace VOA spekter pomoci kvantove-
mechanickych vypocti je jednodussi. Ty jsou notoricky
pomalé a nespolehlivé pro excitované elektronové stavy,
zatimco vibracni spektra zpravidla vyzaduji jen popis za-
kladniho elektronového stavu molekuly. Dalsi vyhodou
VOA je ,lokalita” vibracnich interakci, vyhodna pro urce-
ni struktury spekter. Elektronova spektra pro jednu a tu
samou molekulu/skupinu daleko vice zavisi na okoli, napf.
na rozpoustédle.

Magnetické analogy chirdlnich spektroskopii jsou
zajimavé v tom, Ze jsou univerzalné pouzitelné, tj. i nechi-
ralni molekuly davaji chiralni signal. To mize byt dilezité
tovym staviim, a rozliSeni pasi splyvajicich pti pouziti
metod necitlivych k polarizaci svétla.

Kdyz se vratime k vlastni ROA, mizeme rozlisit né-
kolik druhti experimentii. Spektrum § ziskame vzdy jako
odezvu detektoru, S(w) = Iz — I, kde ® je Ramantv posun
frekvence (zpravidla v cm™) a Iy, intenzity pro pravo/
levotogivé polarizované svétlo. Uhel mezi dopadajicim
a analyzovanym paprskem muze byt rtizny, nejcastéji 0°
(doptedny rozptyl), 90°, nebo 180° (zpétny rozptyl). Navic
vzorek mize byt ozafovan nepolarizovanym svétlem,
a rozdil Iz — I;, detegovan na vystupu (modulace cirkularni
polarizace na vystupu — scattered circular polarization,
SCP), nebo stiidave pravo- a levoto¢ivym svétlem, a dete-
govana celkova intenzita (kruhova polarizace na vstupu,
incident circular polarization, ICP). Pfi kontrole vstupni
(horni index) i vystupni (dolni index) polarizace mizeme
méfit rozdil ve fazi (I —I; kruhova polarizace, dual cir-
cular polarization, DCP;) i opa¢nou kombinaci (I, —15,
DCPy). Diky komercializaci se pod ,,ROA spektrem*
zpravidla mini SCP (180°) experiment, ale pfi srovnavani
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riznych prament je tfeba druh spektra zkontrolovat.
U jednotlivych druhti experimentt se lisi i celkova Rama-
nova intenzita, definovana jako /I + /;.

Pomér ROA a Ramanovych intenzit (normalizovany
rozdil kruhové-polarizovanych intenzit, normalized circu-
lar intensity difference, CID) je zpravidla maly, CID ~107*,
a méfeni i na modernich pfistrojich mize byt obtizné
a zdlouhavé (hodiny, dny). Slabé signaly mohou byt pte-
hluseny artefakty. Pokud je to mozné, je dobré ovéfit, ze
optické antipody, enantiomery, davaji ,,zrcadlové obrace-
na“ spektra, tj. ROA pasy stejné intenzity ale opacného
znaménka. Dilezité je také uvédomit si, ze Sum v ROA
signélu je pfiblizn¢ timérny odmocniné Ramanova signa-
lu. Pokud je tedy napt. pozadi v Ramanové spektru vyso-
ké, typicky vlivem fluorescencnich necistot nebo flu-
orescence zkoumané latky, snadno muze piekazit ROA
experiment.

Pro experimentovani s riznymi excitacnimi vlnovymi
délkami (A) je dulezité, ze intenzita Ramanova signalu je
umérnd A * a u ROA je to dokonce A~°. V komerénim pii-
stroji se pracuje s vinovou délkou 532 nm. Pokud bychom
provadéli méteni s 785 nm laserem jako v laboratofi prof.
Unna®’, signal by pak byl (785/532)> ~7krat slabsi. Nao-
pak, ultrafialovy ROA spektrometr prof. Barrona a Dr.
Kapitana s vinovou délkou 244 nm zesili signal (532/244)°
~50krat (cit.*®). V poslednim piipadé ale mize dochazet
k rozkladu vzorku a jinym parazitnim jevim. V tomto
smyslu je vinova délka 532 nm rozumny kompromis.

Jako excitacni zdroj se tedy pouziva vyhradné mo-
nochromatické zatreni laseru. Podle klasické predstavy
svétlo molekulu polarizuje, indukuje v ni elektrické prou-
dy, a molekula jako anténa se stava zdrojem Ramanova
signalu, ktery se deteguje. NahliZeno z jiné strany, miiZe-
me si také pfedstavit, Ze molekula pohlti kvantum elektro-
magnetického zateni, foton, a vypusti jiné. Pro simulace
ROA spekter musime spocitat polarizovatelnost molekuly
a jeji vibracni energie, coz je dnes tloha dobie zvladnuta
v kvantové-chemickych programech, napf. v Gaussianu®’.

3. Priklady nerezonanéni ROA spektroskopie

Nerezonan¢ni ROA se rozumi spektroskopie vzorkl
neabsorbujicich excitacni laserové zafeni. Sem patii pre-
vazna vétSina dosavadnich experimentil. Jako ptiklady
pouziti uvadime tii aplikace, urceni konformerti valinomy-
cinu, simulace spekter globularnich proteint, a pokrocilou
analyzu ROA spekter.

Valinomycin je flexibilni molekula a napf. NMR
spektroskopie neni schopna rozlisit signaly jednotlivych
konformaci. ROA spektrum je prosty soucet sub-spekter
vSech komponent ve smési. NMR a ROA jsou jedny
z mala metod vhodné ke studiu molekul v roztoku, a tento
piipad dobie doklada ,konkurenceschopnost™ optickych
metod. V nasi praci’® jsme zjistili, Ze v roztoku, stejné
jako v krystalu, ptevlada nesymetricka konformace, kde
cast peptidového fetézee zaujima tzv. f-turn (obr. 1). Tuto
formu neni mozné piimo detegovat pomoci NMR. V ROA
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draselny komplex ,haramek”

Jvrtule®

,haramek", nesymetricky

v methanolu
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Obr. 1. Pfiklad konformeru valinomycinu, jeho ROA spektra méfend v methanolu a dioxanu, a komplex s draselnymi ionty méfeny

v methanolu, podle cit.*®

spektrech je také dobfe vidét sbaleni molekuly do komplexu
s draselnymi ionty, zejména u pasti v okoli 1320 cm™.

Na globularnich proteinech byla z hlediska vyvoje
metodologie zajimava predev§im jejich velikost. Piima
simulace spekter kvantové-chemickymi metodami nebyla
mozna. Proto jsme aplikovali metodu pienosu vibra¢nich
parametri®’. Krystalova struktura byla znama; zkoumané
proteiny jsme proto rozlozili do mensich fragmenti

Konkavalin A (46% p-list)

o ~100 atomech, na kterych jsme pomoci dalSich drob-
nych vypocetnich trikli mohli s vysokou pfesnosti spocitat
silové pole a intenzitni parametry. Ty byly pfeneseny zp&t
na puvodni protein, pro ktery tak bylo mozné generovat
Ramanovo i ROA spektrum. Z obr. 2 vidime, ze simulace
pomérné vérné experiment reprodukuji. Napft. jsou schop-
ny zachytit rozdily mezi strukturou proteinu zaloZenou na
B-listu (konkavalin A) a a-Sroubovice (albumin). Podobna
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Obr. 2. Ukazka shody simulovanych a exgerimentélm’ch Ramanovych a ROA spekter dvou globularnich proteini, konkavalinu A

a lidského sérového albuminu, podle cit.’
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presnost simulaci byla dosud mozné jen u malych mole-
kul. Trik s pfenosem vibracnich parametri umoziiuje po-
sunout presné simulace vibracnich spekter k systémim
o desitkach tisic atomt, kde zacina byt limitujicim fakto-
rem diagonalizace silového pole.

Prvotni simulace ROA, a obecné vibracnich spekter,
meély k realité dost daleko. Rozdil mezi experimentalnimi
a vypoctenymi frekvencemi Casto zabrarioval i zékladnimu
pfifazeni pozorovanych spektralnich past, velkd chyba
byla i v intenzitach. U tzv. biomolekul i jinych systému
presné simulace spekter Casto jest¢ komplikuje jejich fle-
xibilita a polarita. Ve vzorku je pfitomno mnoho konfor-
maci, které siln¢ interaguji s rozpoustédlem, zpravidla
s vodou. Modern¢jsi vypocetni postupy zalozené na spoje-
ni klasické a kvantové mechaniky (multi-scale methods)
ale dokazi realnou situaci zohlednit i pro tyto piipady.
Pokud pak vétfime simulovanym spektrim, miizeme do
nich rozlozit spektra experimentalni; koeficienty rozkladu
pak piimo udévaji zastoupeni slozek ve vzorku®’. Neddvno
jsme na piikladu modelovych nukleotidi tento postup
jesté rozvinuli a rozkladem experimentalnich spekter zis-
kali celou konformacni mapu, tj. zavislost volné energie
na vybranych soufadnicich v molekule (obr. 3, cit.*!).
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4. Magneticka rezonan¢ni méfeni v plynech

vvvvvv

pro roztoky. Dosdhnout meftitelné koncentrace v plynu je
obtizné a pro nativni ROA signal se to povedlo jen pro
methyloxiran®®. Jeho signal byl srovnatelny s falesnymi
signaly od stény kyvety. Abychom eliminovali artefakty,
behem méfeni jsme nechali plyn uniknout. Signal kyvety,
ktera neménila polohu, byl stale stejny, a dal se tak Iépe
odecCist. Méfeni ma vyznam pro kalibraci vypocetnich
metod, Casto aplikovanych ve vakuu, nebo pro zkoumani
interakce s rozpoustédlem™. Methyloxiran s teplotou varu
34 °C je ovSem vyjimecna chiralni molekula.

Zajimavy byl také pokus, kdy se plynny NO, nacha-
zel v magnetickém poli®. NO, ma lichy pocet elektroni
a je to tedy paramagnetickd molekula. Magnetické pole

vvvvv

sorbuje excitacni laserové zareni, coz vSechno spolu
s vybérovymi pravidly pro rota¢né-vibra¢ni prechody vede
k silnému ROA signélu (obr. 4), ktery bychom tak mohli
oznalit jako (para)magnetickou rezonancni rotacné-
rozliSenou ROA. Spektra tak odrazi zajimavé vlastnosti
molekuly, jako jsou jednotlivé slozky polarizovatelnosti,
které by bylo obtizné zjistit jinymi metodami.

I tak byla experimentalni ROA spektra NO, zatiZzena
velkym Sumem. Prvni uvahy naznacovaly, Ze podobny
vysledek nemiizeme oc¢ekavat u diamagnetickych molekul.

Soufadnice (7)) okamZitych MD
geometrii a jejich spektra §;

¥ Oblast odpovidajici néjakému

konformeru
Experimentalni spektrum §

= )= s )

AG, = Zdaga.i

Mapa energie

¢, = exp(-AG, / kT ‘ f(d) :.[(S _Zn:ciSl )2dv — min
i=1

Zq. - funkee baze, sin, cos

Mapa pravdépodobnosti

AG(y. 7)=>d.g.(y.7) PU.2)~exp(-AG(y. 1)/ kT)

Idealizované geometrie a prisluina
spektra s; (=1..n)

Minimalizace

=d,

Integrace

[ PO )y

O

Pravdépodobnost
vyskytu

konformeru

Obr. 3. Schéma postupu pii rozkladu experimentalnich spekter do teoretickych. Ve vypocetnim modelu se snazime pokryt cely pro-
stor vybranych soutadnic, nasledna analyza pak poskytne oblasti s nejvétsimi pravdépodobnostmi vyskytu molekuly, podle cit.*!
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Obr. 4. Méfeni v magnetickém poli a ROA spektra plynného
NO,, experiment (modie) a simulace (Cerné, s vyznaCenymi
jednotlivymi prechody), podle cit.”

Vzdyt jejich magneticky moment je zhruba 2000krat men-
§i nez u paramagnetickych. Proto bylo ptekvapenim, ze
diamagnetické plynné halogeny (Cl,, Br,, 1) za stejnych
podminek vykazovaly podobné silné ROA pasy™. Vysvét-
lenim bylo to, ze u Ramanova rozptylu v rezonanci se
siln¢ uplatriuji i excitované elektronové stavy molekul,
a ty uz u halogeni paramagnetické jsou. Ony ,,virtualni*
energetické hladiny, které se kresli v ucebnich textech
ozfejmujicich Ramantiv rozptyl, jsou v tomto ptipadé vel-
mi hmatatelné.

5. Chiralni rozptyl v kombinaci s povrchovym
Ramanovym zesilenim

Ramantv signal molekul v blizkosti povrchli kovii
(nejcastéji Ag, Au, Cu) a jinych materiali mize vzrast az
o nékolik tadd. Standardni zesileni se udavaji v rozsahu
10*-107, nékteré prameny oznamuji zesileni az ~10"%, kdy
Ize Gdajn& zaznamenat signal jediné molekuly*. Proto se
mnoho pracovist’ véetné nasi laboratofe pokusilo prozkou-
mat podminky, za kterych by se dala méfit i povrchove-
zesilena ROA (SEROA, surface-enhanced ROA). Podle
naseho teoretického modelu by to bylo mozné*, nékteré
prace to viak vylucuji*. Je pravda, Ze experimentalni pra-
ce v tomto sméru jsou ¢asto podezielé, autofi se nenama-
haji s ovéfenim pomoci méfeni s opanymi enantiomery
nebo s vysvétlenim naméfené¢ho signalu. Odstrasujicim
ptikladem je SEROA ,,spektrum® nechiralniho adeninu®’.
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Ptesto jsme reprodukovatelné SEROA spektra ziska-
li, diky principu ,,velitel a vojaci® (sergeant and soldiers).
Chiralni vinna kyselina sama poskytuje velice slaby povr-
chové-zesileny Ramaniiv signal. Pokud se ale na stiibrny
povrch navaze merkaptopyridin, molekula se silnym sig-
nalem, vinna kyselina ovlivni jejich orientaci, coz vede
k méfitelnému ROA signalu (obr. 5, cit.*"). Enantiomery
davaji opacné signaly a metoda funguje pro rizné
L.velitele (vinna kyselina, alanin, arginin)
a ,,vojaky* (2-merkaptopyridin, 4-merkaptopyridin).

Nameéteny SEROA signal tak jasn¢ zachycuje mole-
kularni chiralitu, ale je ¢asto jen imérny Ramanovu spek-
tru. To pon¢kud snizuje mnozstvi informace, ktera se z n¢j
da vycist. Také pivod ROA intenzit neni jasny, mize se
jednat o rezonan¢ni ROA (koloidy silné absorbuji laserové
zateni) nebo efekt pramenici v elektronovém cirkuldrnim
dichroismu vzorku.

6. Rezonanéni ROA a interference
s cirkularnim dichroismem

Mimo zesileni na kovovych povr$ich Ramantv signal
také neobycejné vzroste za podminek tzv. rezonance. Zna-
mena to, Ze vzorek absorbuje excitatni zafreni, energie
fotonu zareni je blizkd nebo rovna rozdilu energii néja-
kych stavii v molekule. Pro excita¢ni délku 532 nm zhruba
uprostied viditelného spektra k tomu zpravidla dochazi
u barevnych vzorki. K zesileni ale mize dojit 1 v tzv.
prerezonan¢nim ptipadé, kdy se v blizkosti excita¢ni frek-
vence nachazi néjaky elektronovy piechod (absorpéni
pas). Hranice mezi rezonanci a prerezonanci neni nijak

&
LR
= b

-
&d &4
&e &4

ROA ROA
5e+5 kyselina D-vinna u H JM ‘ l 5e+5
0 - 0
-5e+5I v

500 1000 1500 200 500 1000 1500 2000
v/cm'! v/cm?

kyselina L-vinna | _ga+5

Obr. 5. SEROA spektra 2-merkaptopyrimidinu na stfibrnych
Koloidech za p¥itomnosti - a L-vinné Kyseliny, podle cit.”!
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Obr. 6. Zjednodusené schéma ROA experimenti. V piipadé
prerezonance je signal vétsi, v rezonan¢nim piipadé asto prevla-
da jedno znaménko. 7w je excitaéni energie laseru

déna, intenzita Ramanova signdlu mize vzrist jen o tro-
chu, nebo az 1000x (obr. 6).

Jesté zajimavgjsi je, ze také CID, pomér ROA a Ra-
manovych intenzit, se zpravidla v rezonanci zvétsi. Muze-
me si to predstavit tak, ze onen elektronovy rezonujici stav
»preda® svoji chiralitu (elektricky a magneticky moment)
molekulové polarizovatelnosti, na které ROA intenzita
zavisi. V piipadé tzv. limitni rezonance s jednim elektro-
novym stavem (single electronic state, SES)* dokonce
Casto dochazi k tomu, ze CID je tmérny poméru elektro-
nového cirkularniho dichroismu a absorpce pro vinovou
délku excitacniho zafeni. Tvary ROA a Ramanovych
spekter jsou pak az na eventuelni opacné znaménko iden-
tické.

Jednoznaménkova ROA, opacnd nez ECD, se Casto
povazuje za indikator rezonance. Neni to uplné piesné, ale
napf. v tzv. ROA indukované agregaci (AIROA, aggrega-
tion induced ROA) to u karotenoidl a odvozenych barviv
funguje velice dobie. Molekuly karotenoidt jsou piiblizné
symetrické, a tedy nepfili$ chiralni, a jejich ROA spektra
v roztoku jsou az neméfitelné slaba. Za jistych podminek,
napf. kdyZz vzroste polarita rozpoustédla, agreguji, jejich
absorp¢ni pas se posune ,,do rezonance™ s excitacnim zare-
nim, a objevi se silny jednoznaménkovy ROA signal®.

Mnoho experimentatori se nicméné absorbujicim
vzorklim radé¢ji vyhnulo. Vzorky se mohou neimémeé za-
hrivat, rozkladat, a fluorescence miize ptehlusit Ramantv
a tedy 1 ROA signal. Nemén¢ nepiijemné bylo to, Ze se pii
zaznamenavani ROA spekter ¢asto objevovaly zvlastni
jevy. V roce 2019 jsme s prof. Y. Xu (Edmonton) publiko-
vali studii, kde u roztokd barevného niklového komplexu
byly vidét i ROA pésy nechiralnich rozpoustédel™. Tento
»nevysvétlitelny” ukaz jsme piitkli tomu, ze komplex
polarizuje rozpoustédla ve svém okoli a piedava jim tak
svou chiralitu.

Tato teorie se sice ukazala jako v mnohém nespravna,
ale jiz po roce nas piivedla ke skute¢né pticing: cirkularni-
mu dichroismu®'. ECD, rozdilna absorpce levo- a pravoto-
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Civeé polarizovaného svétla, u absorbujicich vzorkl zputso-
bi, ze excitujici laserové zafeni je mirn¢ kruhové polarizo-
vané. To se ucastni Ramanova rozptylu. Pfitom se jeho
polarizace méni, ale obecné zlstava nenulova. Rozptyleny
Ramantv paprsek je také modifikovan, pokud vzorek vy-
kazuje cirkularni dichroismus i pro ptislusné vinové délky.
Vysledné ROA spektrum, rozdil intenzit pravo- a levotoci-
vé polarizace, obsahuje tedy dvé slozky: ,,skute¢nou’ re-
zonanéni vibraéni ROA chiralni molekuly a signal prame-
nici z kombinace ECD a polarizovaného Ramanova roz-
ptylu (,,ECD-Raman®). Dobrou zpravou ale je, ze pfi zna-
losti ECD a absorpcnich spekter se daji obé slozky separo-
vat (obr. 7, cit’'). Tim se otevira moZnost méfit
,,skute¢nou‘ molekularni ROA v rezonanci.

ECD-Raman slozku v totalnim signalu méfeném na
ROA spektrometru miizeme povazovat za nezadouci arte-
fakt, ale i za zpUsob, jak alternativné zaznamenat cirkular-
ni dichroismus molekul. Druhou moznosti se napt. zaby-
vala studie vénovand komplexacnim vlastnostem a pieno-
su chirality u komplexu vanadu®. Pro praktické pouZiti je
dobré uvédomit si, ze u ECD-Ramanova efektu je pomér
CID (na rozdil od pravé ROA nebo RROA) zavisly na
koncentraci a délce kyvety, resp. optické draze excitacni-
ho a rozptyleného paprsku. Zaostiime-li laser na predni
sténu kyvety (pfi zpétném rozptylu), tj. minimalizujeme-li
optickou drahu, ECD-Ramanova slozka témét vymizi, atd.
Pii studiu kobaltamind, derivatd vitaminu B;,, nékteré
latky dokonce vykazovaly opa¢né znaménka ROA a ECD-

Ir-1IL
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i
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—— CHCl,

excitacni laser

pred korekcei

Cclr*l
3000 —— toluen

.
—— CHaCl,

g I.\._LJJ‘.J
200 400 600 800 1000120014001600
v/em?
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Obr. 7. MéFeni chiralniho kobaltového komplexu®'. a) ROA
ziskana ve dvou rozpoustédlech, pfed a po korekei na ECD. Ne-
korigovana spektra obsahuji pasy rozpoustédel, po korekci ziska-
me vibracni ROA vlastniho komplexu. b) kombinace ECD,
RROA a Ramanova rozptylu kruhové polarizovaného zateni pii
méfeni barevnych vzorkd, ¢c) Ramanova spektra
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Obr. 8. ROA spektrum derivatu kobaltaminu zavislé na polo-
ze kyvety, podle cit.*’. Optickou drahu miZeme zhruba rozdélit
na Cast odkud se sbird Ramaniv signal (L) a ¢ast, kde dochazi
k cirkularnimu dichroismu (L)

Ramanovych pasi. Vysledné znaménko se pak dalo ladit
posouvéanim vzorku (obr. 8)*.

7. Cirkularné polarizovana luminiscence

Pokud tedy pfijmeme myslenku, ze kazdy signal zis-
kany na ROA spektrometru nemusi nutné souviset
s molekularni vibra¢ni ROA, nepiekvapi nas, ze tak mize-
me méfit i cirkularné-polarizovanou luminiscenci (CPL)
molekul. Z praktického hlediska se méteni CPL na ROA
nebo konvenénim CPL spektrometru lisi. ROA spektrome-
tr poskytuje silngjsi excitacni zafeni, a tak je mozné zazna-
menat slabé luminiscencni signdly, jinak neméfitelné.
Také diky propracované detekci kruhové-polarizovanych
slozek zareni je mozné zaznamenat CPL s velmi malym
CID pomérem. Na druhé strané, interval vinovych délek
detegovanych na ROA spektrometrech je omezeny a exci-
taéni frekvence je fixni. U spektrometru firmy Biotools
s excitacni délkou 532 nm je rozsah Ramanovych frekven-
ci zhruba 200-2400 cm™, coz odpovida 507-610 nm.

Podobné jako u ECD-Ramanova efektu, v prvotnich
studiich byly CPL a (skute¢né) ROA péasy zaméniovany.
Typickym piikladem jsou lanthanové komplexy, napf.
obsahujici europium. U téch se totiz predpokladalo, Ze
dojde k rezonan¢nimu zesileni, a tak luminiscence, ktera
je zpravidla silngj$i nez Ramanova intenzita, nevzbudila
podezieni®*. CPL a ROA pasy viak lze ve spektru celkem
dobie odlisit. Pokud je moZzné ziskat alesponi Ramanova
spektra pii rtiznych excita¢nich vinovych délkach, pravé
Ramanovy a ROA pésy ,,zlstanou na misté®, tj. jejich
Ramantiv posun odpovidajici vibra¢nim frekvencim se
v Ramanové¢ spektru neméni. CPL pasy zase ,,zlistanou na
misté* pokud jde o absolutni vinovou délku, ale rozdily
vzhledem k riiznym excita¢nim délkam budou jiné, a tedy
dojde k jejich posunu v Ramanové spektru. Jinou moznos-
ti je méfeni tzv. stupné cirkularity (degree of circularity,
DOC), ktery zjednodusen¢ feceno fika, jak moc si mole-
kula pamatuje polarizaci budiciho zareni. Méfeni je velmi
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rychlé, srovnatelné s méfenim Ramanova spektra. Zatimco
pro molekuldrni ROA je DOC tadové jedna, pro CPL je
DOC rovné nule.

Na moznost méfeni CPL pomoci ROA spektrometru
jsme upozornili v ptipadé komplexu obsahujiciho cesium
a europium®. Ten byl zajimavy jesté neoby&ejné vysokym
pomérem CID, blizkym jedné. Molekula tak velice efek-
tivné konvertuje jakékoliv zafeni do kruhové polarizova-
ného. I u jinych piipadd jsou hodnoty CID u CPL zpravi-
dla vyssi nez u ROA, coz je dano rozdilnou fyzikalni pod-
statou obou jevil. Naplno se vyhoda méteni CPL na ROA
spektrometru projevila v piipadé indukované chirality
lanthanovych komplext. Ty v rozsahu meéfitelnych vl-
no¢tt poskytuji mnoho luminiscenénich pasu, na rozdil od
s malou §itkou. Indukovana CPL spektra jsou také neoby-
&ejné citliva®® na okoli, ¢ehoz lze vyuzit k detekci mole-
kul, jako jsou cukry nebo nukleové kyseliny. Srovnani
ROA/Ramanovych spekter dvou proteini a CPL/
luminiscenénich signali komplexu [Eu(DPA);]*" v jejich
pritomnosti je na obr. 9 (DPA je kyselina dipikolinova,
pyridin-2,6-dikarboxylova). Ackoliv se oba proteiny pfilis
nelisi, rozdily jsou patrné ve vSech spektrech a nejvice
v indukované CPL.

8. Zavér
Ramanova optickd aktivita je velice flexibilni meto-

da, poskytujici unikatni informace o studovanych moleku-
lach. Interpretace spekter je z velké Casti zalozena na

N
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Obr. 9. Ramanova a ROA spektra lidského (I) a slepi¢iho (1)
lysozymu, a luminiscenéni a CPL spektra komplexu
[Eu(DPA)]>" méfena za jejich p¥itomnosti, vpravo struktura
obou bilkovin, podle cit.*’
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kvantové-chemickych simulacich. Jak jsme se pokusili
ukdzat na uvedenych ptikladech, ROA je zpravidla pouZzi-
vana ke konformacnim studiim transparentnich roztoki
chiralnich latek. V posledni dobé se také objevilo nékolik
variaci této techniky, kazda prinasi mnohé obtize, ale také
nové moznosti umoziujici nam lépe pochopit svét mole-
kul a jejich interakce se svétlem.

Seznam zkratek

CPL circular polarized luminescence, cirku-
larné polarizované luminiscence

CID circular intensity difference, pomér
ROA a Ramanova signalu

DOC degree of circularity, stuper cirkularity

DPA dipikolinova kyselina

ECD/VCD/MCD  elektronovy/vibracni-magneticky cir-
kularni dichroismus

ICP/SCP/DCP incident/scattered/dual circular pola-
rization, cirkularni polarizace na vstu-
pu/vystupu/dudlni

MD molekulova dynamika

NMR nuklearni magnetickd rezonance

ORD opticka rotacni disperze

ROA Ramanova optické aktivita

AIROA aggregation-induced ROA, ROA indu-
kovana agregaci

RROA rezonan¢ni ROA

SEROA surface-enhanced ROA, povrchové
zesilena ROA

VOA vibra¢ni optick4 aktivita
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P. Bout (Institute of Organic Chemistry and Bioche-
mistry, CAS, Prague, Czech Republic): Variability of the
Raman Optical Activity Spectroscopy

Spectroscopy of Raman optical activity (ROA) is
rather rare because of its experimental demands and diffi-
cult interpretation of the spectra. Yet it is further develop-
ing and in the last decade we witnessed significant im-
provement of the experimental and theoretical methods.
This brought about new knowledge regarding structure
and behavior of molecules, and their interactions with
light. We give a brief summary of the experience we and
others obtained with this method. It appears that ROA
spectroscopy gives unique information about molecules,
suitable for determination of the absolute configurations,
but also for studies of conformations and electronic struc-
ture.

Keywords: Raman optical activity, resonance, circularly-
polarized luminescence, spectra simulations
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ALE VHODNYMI VLASTNOSTMI PRO LECBU OBEZITY, DIABETU 2. TYPU
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Ackoli jedinci s obezitou neustile pfibyva, dostupnost u€¢inné neinvazivni 1éc¢by je stale mald. Slibnymi prostfedky
pro 1é¢bu obezity jsou anorexigenni neuropeptidy s ptisobnosti v mozku. Jejich dopravu do mozku ale komplikuje jejich
mala stabilita a omezena schopnost piekonat hematoencefalickou bariéru.

Nedavno objevené anorexigenni neuropeptidy, jako peptid uvoliujici prolaktin, pfedstavuji novy smér ve vyvoji anti-
obezitnich latek. Neuropeptidy jsou uvolfiovany a ptisobi pfimo v oblastech mozku regulujicich pfijem potravy, ale obecné
neprochazeji hematoencefalickou bariérou po perifernim podani. Nam se podafilo navrhnout a syntetizovat stabilni palmi-
toylované analogy tohoto neuropeptidu, které mély po perifernim podani prodlouzeny akutni anorexigenni ucinek v mysich
a potkanech. Opakované periferni podani palmitoylovanych analogt peptidu uvoliujiciho prolaktin vedlo k dlouhodobému
antiobezitnimu a antidiabetickému ucinku u hlodavci s obezitou navozenou vysokotukovou dietou a s inzulinovou rezis-
tenci. Dokazali jsme, Ze lipidizace by mohla byt G¢innou cestou, jak dosahnout Zzadouciho centralniho G¢inku peptidu po
jeho perifernim podani pro 1écbu obezity a vyplyvajicich komplikaci, jako je diabetes 2. typu.

Vedle vysokého véku jsou pro Alzheimerovu nemoc rizikovymi faktory diabetes 2. typu a obezita. Proto latky snizuji-
ci koncentraci glukosy v krvi a/nebo s anorexigennimi G¢inky jsou potencialné neuroprotektivni. Nase skupina sledovala
vztah mezi obezitou, diabetem 2. typu a patologickymi jevy pii Alzheimerové nemoci a zkoumala, zda by originalni palmi-
toylované analogy peptidu uvoliiujiciho prolaktin mohly piisobit prospésné proti neurodegeneraci v nékolika mysich mode-
lech alzheimerovské patologie. Ukézali jsme, Ze tyto lipidizované analogy jsou potencidlné neuroprotektivni latky, které
v mySich modelech Alzheimerovy nemoci zlepSuji prostorovou pamét, zvySuji neurogenezi, synaptogenezi a potlacuji
neuroinflamaci a dva hlavni znaky Alzheimerovy nemoci, hyperfosforylaci proteinu tau a vznik plaki amyloidniho
B-peptidu.

Kli¢ova slova: peptid uvoliyjici prolaktin, PrRP, anorexigenni neuropeptid, lipidizace, leptin, obezita, inzulinova rezistence,
prediabetes, Alzheimerova nemoc

Obsah 1. Uvod
1. Uvod Obezita, nadmérnd télesnd hmotnost s pirebytkem
2. Obezita a soucasna antiobezitika tukové tkang, je dusledkem energetické nerovnovahy, kdy
3. Peptid uvoliyjici prolaktin a antiobezitni u¢inky jeho energeticky ptijem prevySuje energeticky vydej. Obezita
lipidizovanych analogi vznika snaze u jedinct s dédi¢nou predispozici k hromadé-
4. Antidiabetické ucinky lipidizovaného peptidu ni tukové tkané pti pozitivni energetické bilanci. Nadmér-
uvolnujiciho prolaktin na télesna hmotnost je definovana na zaklad¢ indexu téles-
5. Neuroprotektivni u¢inky lipidizovaného peptidu né hmotnosti (body mass index, BMI). Obezita s sebou
uvoliiujiciho prolaktin pfinasi zvySené riziko kardiovaskuldrnich onemocnéni,
6. Zaver poruch metabolismu lipidi a pfedevsim prediabetu. Podle

svétové zdravotnické organizace zemiou kazdy rok vice
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nez 4 miliony lidi v ddsledki komplikaci spojenych
s nadvahou C¢i obezitou, a proto je nutné hledat uc¢innou
neinvazivni terapii obezity'.

2. Obezita a soucasna antiobezitika

V Cervnu 2013 byla Americkou Iékaiskou asociaci
obezita prohldSena za nemoc, kterd vyzaduje prevenci
a 1é¢bu. Pro farmakology a vyrobce 1€kt to byl nejen pod-
nét k vyvoji novych 1¢ékd, ale i k rozsifeni indikace 1¢kt
proti diabetu 2. typu (T2D), které zpisobovaly mirny uby-
tek télesné hmotnosti. A tak jiz v prosinci 2014 americky
Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv a Evropska lékova
agentura schvdlily liraglutid, 1€k proti T2D pod ndzvem
Victoza, ve vyssi davce pro lécbu obezity pod nazvem
Saxenda. Liraglutid je peptidovy agonista receptoru pro
glukagonu podobny peptid 1 (glucagon-like peptide 1,
GLP-1), ktery podporuje sekreci inzulinu z pankreatu pii
zvySené koncentraci glukosy v krvi. Vy$8i davka liragluti-
du v Saxend¢ mé anorexigenni Ucinek, tedy tlumi chut’
k jidlu a navozuje pocit sytosti. Nevyhodou liraglutidu je
nutnost podévat jej denné injekéné. Novy analog GLP-1
semaglutid, s komerénim nazvem Ozempic, ktery se poda-
va injek¢éné pouze jednou tydné pro 1écbu T2D, se od roku
2017 podava ve vyssi davce jako antiobezitikum Wegovy.
Vsechna zminéna 1é¢iva vyvinula a vyrabi danska firma
Novo Nordisk. Zcela novym antiobezitikem je tirzepatid,
agonista receptorti pro inzulinotropni polypeptid zavisly
na glukose (glucose-dependent insulinotropic polypeptide,
GIP) a pro GLP-1. Tirzepatid je produktem firmy Eli Lilly
a slibuje jestd vétsi ibytky hmotnosti nez Wegovy?.

Pro farmakologické snizeni piijmu potravy se nabize-
ji krom¢ analogii GLP-1 a GIP, hormont produkovanych
gastrointestinalnim traktem, i analogy dalSich anorexigen-
nich, sytost navozujicich peptidd, ¢i antagonisté orexigen-
nich peptidi, které naopak ptirozené stimuluji chut k jidlu.
V periferii jsou to napf. analogy peptidu YY (PYY) ¢i
cholecystokininu (CCK), které jsou také vyluCovany ve
stfevé, nebo antagonisté orexigenniho peptidu ghrelinu,
kterému se téz fika hormon hladu a ktery je vylucovan
v zaludku. V centralnim nervovém systému (CNS) jsou
pak syntetizovany anorexigenni i orexigenni neuropeptidy,
které pasobi na své receptory v mozkovych centrech regu-
lujicich pfijem potravy. Analogy téchto anorexigennich
neuropeptidi mohou byt nadéjna cilena antiobezitika bez
zavaznych  vedlejsich uginkd’. Komplexni schéma
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RNDr. Lenka Maletinskd, DSc. vystudovala Prirodovédeckou fakultu Univerzity Karlovy, obor
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anorexigennich i orexigennich peptidi, které se fyziolo-
gicky ucastni regulace ptijmu potravy, jsou znazornény na
obr. 1. Vroce 2013 probéhla klinickd studie s analogem
anorexigenniho neuropeptidu a-melanocyty stimulujiciho
hormonu (a-MSH) vyvinutym ve firmé Novo Nordisk.
Ackoli absence o-MSH nebo MCA4R, receptoru pro
a-MSH, zptisobuje u mysi obezitu a potkani a miniprasata
vykrmeni vysokotukovou dietou po opakovaném podavani
zminéného analogu a-MSH zhubli, u jinak zdravych muzi
s nadvahou se uc¢inek substance na télesnou hmotnost ne-
projevil®. T pies tyto pocate&ni nezdary patii analogy neu-
ropeptidii na seznam potencialnich antiobezitik.

3. Peptid uvoliujici prolaktin a antiobezitni
ucinky jeho lipidizovanych analogu

V nasi laboratofi jsme pied deseti lety zacali zkoumat
anorexigenni neuropeptid nazvany jeho objeviteli peptid
uvoliiujici prolaktin (prolactin-releasing peptide, PrRP)’.
Uvolnovani prolaktinu G¢inkem PrRP bylo v nékolika
in vivo studiich vylouceno, ale nazev peptidu zistal.

PrRP je linearni peptid o 20 nebo 31 aminokyseli-
nach. PrRP20 a PrRP31 maji srovnatelnou biologickou
aktivitu i afinitu k receptoru oznacovanému jako GPR10.
Vazou se i k receptoru pro neuropeptid FF (NPFF2R), ale
s mens$i afinitou. GPR10 a NPFF2R se nachazeji v mozku
v oblastech regulujicich pfijem potravy a jejich aktivace
vede k anorexigennimu uginku®’. Velkou nevyhodou pro
farmakologické vyuziti PrRP i jinych neuropeptidd je
vedle jejich malé stability v krvi hlavné nutnost jejich
podani do mozku pro jejich anorexigenni ucinek, nebot
v ptirozené form¢ neprochazeji po perifernim podani
hematoencefalickou bariérou.

Liraglutid a semaglutid jsou kvali vysSi stabilité
v krvi lipidizovany, k modifikovanému peptidovému fe-
tézci GLP-1 maji pfipojenou amidovou vazbou mastnou
kyselinu®. Ve farmakologii se peptidy lipidizuji proto, aby
se v krvi navazaly na albumin, a tak se zvysila jejich odol-
nost proti proteolyze a zpomalila se jejich jinak rychla
renalni filtrace. Kromé toho 1ze piedpokladat, ze lipidizo-
vany peptid muze projit z krve ke svym receptorim v hy-
potalamu takzvanymi fenestrovanymi ¢astecné propustny-
mi kapilarami nebo pfes pienasece v buitkdch hematoen-
cefalické bariéry. Abychom zvysili stabilitu a dostupnost
PrRP, stejné jako jeho propustnost do mozku, lipidizovali
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Obr. 1. Schéma vzijemnych vztaht mezi centralnimi a perifernimi faktory regulujicimi p¥ijem potravy (ptevzato z Mikulaskova
aspol.?). PIné &ary ukazuji stimulaéni uginek, ¢arkované &ary inhibi¢ni u¢inek. PYY — peptid YY, PVN — paraventrikularni jadro,
LHA — lateralni hypotalamicka oblast, ARC — nucleus arcuatus, NTS — nucleus solitarius, CRH — kortikoliberin, TRH — thyrotropin
uvolniujici hormon, PrRP — peptid uvolnujici prolaktin, MCH — hormon koncentrujici melanin, NPY — neuropeptid Y, AgRP — peptid
podobny agouti, CART — kokainem a amfetaminem regulovany transkript, POMC — pro-opiomelanokortin, CCK — cholecystokinin,

GLP-1 — glukagonu podobny peptid 1

jsme PrRP mastnymi kyselinami riazné délky’. PrRP31
jsme dali prednost pred PrRP20 kvili lepsi rozpustnosti
jeho lipidizovanych analogli. PrRP31 s kyselinou palmito-
vou pfipojenou na prvni aminokyselinu peptidového fetéz-
ce, palm-PrRP31, nebo jedendctou aminokyselinu peptido-
vého fetézce pres riizné linkery, palm''-PrRP31 ¢&i palm''-
PEG-PrRP31 (obr. 2A) se ukazaly jako nejucinngjsi lipidi-
zované analogy”'’, nebot prokazaly afinitu k receptoru
GPRI10 a ucinnost jeho aktivace v bunkdch CHO-K1 sta-
biln¢ transfekovanych timto receptorem podobnou ptiroze-
nému PrRP31. Afinitu k receptoru NPFF2R a schopnost
aktivovat tento receptor mély tyto palmitované analogy
PrRP dokonce nékolikrat vys$i nez ptirozeny PrRP31
(cit.'"). Tyto analogy jsou tudiz tzv. dualni agonisté
(signifikantné aktivni na dvou receptorech, GPRI10
a NPFF2R). U téchto analogti byla také prokazana zvysena
stabilita v potkani plazmé. Nejdulezitéj$im zjisténim vSak
byla skute¢nost, Ze subkutanni injekce palm-PrRP31,
palm''-PrRP31 ¢&i palm''-PEG-PrRP31 hladovym mysim
(obr. 2B)”'* nebo potkaniim s volnym piistupem k potravé
(obr. 2C)"* signifikantné snizila pifjem potravy, zatimco
pfirozeny PrRP takovy Gcinek nemél. Zaroveil se po sub-
kutinnim podani palm-PrRP31 nebo palm''-PrRP31
v nucleu arcuatu, paraventrikularnim jadru hypotala-
mu a v nucleu solitariu, oblastech regulujicich pfijem po-
travy, signifikantné zvysila aktivace neurond, ktera se
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projevuje narlGstem proteinového produktu genu casné
odpoveédi cFos (cit.”'*'?).

Kdyz jsme analogy palm''-PrRP31 podavali opako-
vané nékolik tydni mys$im s obezitou navozenou vysoko-
tukovou dietou, kterd simuluje béznou lidskou obezitu
znadmérného pifjmu vysokoenergetické stravy, mysi
snizily piijem potravy (obr.3A), télesnou hmotnost
(obr. 3B), mnozstvi tuku a krevni hladinu hormonu lepti-
nu, produkovaného tukovymi buiikami®'®. Stejny efekt
palmitovaného PrRP na snizeni piijmu potravy a télesné
hmotnosti byl pozorovan iu potkant s obezitou navoze-
nou vysokotukovou dietou'*. Koncentrace leptinu v krvi
se zvySuje pii sytosti a dava tak do mozku signal
k produkei anorexigennich neuropeptidii. Na druhé strané
je koncentrace leptinu v krvi umérna mnozstvi télesného
tuku, a tak dochdzi u obéznich jedincti navzdory piebytku
leptinu k tzv. leptinové rezistenci.

Farmakologicky zajimavym zji§ténim byl trvaly
hmotnostni tbytek zptisobeny dvoutydennim podavanim
palm''-PrRP31 mysim s obezitou navozenou vysokotuko-
vou dietou, ktery pretrval jesté dva tydny po ukonceni
1écby. Soucasné byla zachovana i zvysena signalizace
leptinu v hypotalamu'!. Takovy tinek antiobezitika je
vyznamny vzhledem k tzv. jo-jo efektu, kvili kterému
mize po ukonCeni 1é¢by dojit k rychlému navratu
k piivodnimu stavu.
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Obr. 2. A/ Struktura nejuc¢innéj$ich palmitoylovanych analogii PrRP31 a jejich anorexigenni G¢inek B/ v hladovych mySich

a C/ potkanech s volnym pristupem k potravé po perifernim podani (pevzato z Mikulagkova a spo

1.2 a Prazienkova a spol.'’). Data

byla vyhodnocovana pomoci jednocestné analyzy rozptylu s naslednym Bonferroniho testem. Vyznamnost byla *P < 0,05, **P < 0,01
a ***p < 0,001 oproti fyziologickému roztoku ¢i pufru PBS. Palm — palmitovany, y-Glu — kyselina gamma-glutamova, PEG — poly-

ethylenglykol

4. Antidiabetické ucinky lipidizovaného PrRP

Kromé tbytku hmotnosti jsme zjistili 1 dal8i vyznam-
ny uc¢inek palmitovaného PrRP. Potkani s obezitou navo-
zenou vysokotukovou dietou uc¢inkem opakovaného poda-
vani palmitovaného PrRP nejen snizili svou hmotnost, ale
zlepsila se i jejich citlivost ke glukose, tedy ucinnost,
s jakou se glukosa prenasi z krve do tkani, pfedevsim sva-
14", Chronické podavani palmitovaného PrRP zlepsilo
citlivost ke glukose i u potkanit SHROB (spontanné hy-
pertenznich  obéznich nebo Koletského potkant)
s ptfiznaky prediabetu, ale neovlivnilo jejich vyraznou
obezitu, kterd je disledkem spontanni mutace genu lepti-
nového receptoru’”’. U tzv. Zuckerovych diabetickych
potkanti (ZDF), ktefi jsou obézni kvili jiné spontanni mu-
taci genu leptinového receptoru a maji rozvinuty T2D,
dlouhodobé podavany palmitovany PrRP nevykazal ani
antiobezitni, ani antidiabeticky G&inek'®. T&lesnou hmot-
nost palmitovany PrRP tedy snizuje, jen pokud mutize byt
aktivovéana leptinové signalizace, coz je mozné pii b&ézné
obezit¢ vzniklé v disledku piejidani nebo konzumace
vysokoenergetické stravy. Palmitovany PrRP je G¢inny pfi
prediabetu s mirnou hyperglykémii, kdy je pfisun glukosy
do tkani zavislych na inzulinu (pfedev$im svalll) snizen
kvili mirné inzulinové rezistenci.
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Inzulinova rezistence ma podobny princip jako rezis-
tence leptinova. Ackoli koncentrace inzulinu v krvi je
vysoka, ucinnost inzulinu je nizka a koneénym vysledkem
je zvySena koncentrace glukosy v krvi a nedostate¢ny
prisun glukosy do tkani. Ve svalech nedostatek glukosy
znamena nedostatek substratu pro vyrobu zasobniho gly-
kogenu. Navic inzulinova rezistence zapfi¢iiiuje nadmeér-
nou aktivaci enzymu GSK-3 (kinasa 3 glykogensynthasy),
ktery je enzymem inzulinové signaliza¢ni drahy v cilové
buiice a ktery fosforyluje glykogensynthasu. Protoze gly-
kogensynthasa je fosforylaci deaktivovana, snizi se nako-
nec syntéza glykogenu ve svalech i nedostate¢nou kataly-
tickou u¢innosti tohoto enzymu.

5. Neuroprotektivni ucinky lipidizovaného
PrRP

Inzulinova rezistence se projevuje nejen ve svalech,
ale i v mozku, pfedevsim v neuronech, kde rovnéz umoc-
fuje kinasovou aktivitu GSK-3, jejimz vyznamnym sub-
stratem je strukturni protein tau. Tento protein se va-
ze k mikrotubulim a pfispiva tak ke stabilizaci neuronové-
ho cytoskeletonu. Protein tau je na nékolika desitkach mist
fyziologicky fosforylovan rtiznymi kinasami a defosfory-
lovan fosfatasami. GSK-3 nanes$tésti fosforyluje protein
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Obr. 3. Utinek analogii PrRP31 palmitovanych v pozici 11 u my3i s dietou indukovanou obezitou na A/ p¥ijem potravy a B/ hmot-
nost mysi (pievzato z Prazienkové a spol.'?). Data byla vyhodnocovana pomoci jednocestné analyzy rozptylu s naslednym Bonferroniho
testem. Vyznamnost byla **P < 0,01 a ***P < 0,001 oproti fyziologickému roztoku

tau pravé na epitopech nezbytnych pro jeho vazbu
k mikrotubuliim, a proto je jeji nadmérna aktivace neza-
douci'®. Kdyz se hyperfosforylovany protein tau odpouta
od mikrotubuld, vytvaii parova Sroubovicova vldkna, a ta
dale agreguji v toxické neurofibrilarni spleti, které se na-
chazeji u pacientll s Alzheimerovou chorobou
(Alzheimer’s disease, AD).

V posledni dobé¢ se intenzivné studuje pficina Castéj-
$iho vyskytu AD u jedinctii s T2D. Zuckerovi fa/fa potkani
maji rozvinutou inzulinovou rezistenci, a proto jsme pied-
pokladali, Ze jejich silnd periferni inzulinova rezistence se
projevi i v neuronech v mozku, kde by mohla vést k pato-
logické hyperfosforylaci proteinu tau. N4§ predpoklad se
ukazal jako spravny, Zuckerovi potkani méli sniZenou
aktivitu inzulinové signalni drahy v hipokampu, Ccasti
mozku zasadni pro uceni a pamét’. Tato inzulinova rezis-
tence v hipokampu je pfi¢inou nadmérné aktivace GSK-3,
kinasy fosforylujici protein tau, a nasledné patologické
hyperfosforylace tohoto proteinu. Tyto patologické jevy se
ocekavané jesté zvyraznily ve vySSim stati potkand, nebot’
u AD je zasadnim rizikovym faktorem stafi'’.

Vhodnym modelem s prediabetem a predpokladanou
centralni inzulinovou rezistenci pro sledovani G¢inka pal-
mitovaného PrRP byly mysi s tzv. obezitou navozenou
glutamatem, ktera se navodi mysim brzy po jejich naroze-

ni  opakovanym injikovanim  glutamatu  sodného
(monosodium  glutamate, MSG), ktery  vyluéné
v hypotalamu zplGsobi nadmérnou excitaci neurond

anasledné 1éze. Ty jsou pak priCinou poruchy kontroly
pfijmu potravy a z ni plynouci mohutné obezity a predia-
betu. Nejdiive jsme prokazali, ze tyto obézni prediabetické
myS$i maji v hipokampu soucasné snizenou inzulinovou
signalizaci i zvySenou patologickou hyperfosforylaci pro-
teinu tau. Po dvou tydnech subkutanniho podavani palmi-
tovaného PrRP pillro¢nim myS$im s obezitou navozenou
MSG jsme zjistili zlepseni inzulinové signalizace a snizeni
patologické fosforylace proteinu tau'®.
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Modelem patologické fosforylace proteinu tau jsou
THY-Tau22 mysi, které v neuronech CNS maji vlozeny
gen lidského mutovaného proteinu tau nachylného
k hyperfosforylaci na epitopech relevantnich s AD. Dvou-
meésicni subkutdnni infuze palmitovaného PrRP od sedmi
meésict véku zlepSila t€émto mySim prostorovou pamét’
v bludisti Y a snizila hyperfosforylaci hipokampalniho
proteinu tau na nékterych vyznamnych epitopech. Kromé
toho se v hipokampu zvysila koncentrace proteinu postsy-
naptické hustoty PSD95, takze se da piedpokladat zlepSeni
synaptické plasticity'’. Mechanismus pozitivniho t&inku
palmitovaného PrRP na tau patologii v tomto modelu ale
zatim nezname.

Kromé& hyperfosforylovaného proteinu tau a jeho
naslednych intracelularnich agregatt je znamkou AD tvor-
ba extracelularnich senilnich plakt B-amyloidniho peptidu
(AP), ktery se vystépuje z amyloidniho prekurzorového
proteinu (APP). Mutace v lidském APP a rovnéz presenili-
nu 1 (PS1), které byly zjistény u pacientl s Casnym zacat-
kem AD, byly vyuzity v my$im modelu dvojité transgen-
nich mysi APP/PS1, u kterych jsou oba mutované proteiny
produkovany v neuronech CNS. Presenilin je soucasti
v-sekretasy, enzymu, ktery §tépi APP, avySe zminéné
mutace podporuji St€peni APP na toxicky Af. Dvoumé&sic¢-
ni podavani palmitovaného PrRP APP/PS1 mySim od
sedmi mésict veéku snizilo v hipokampu vyskyt AB plakd
i aktivovanych mikroglii a astrocytt, nositelti chronického
zanétu. Zaroven se v hipokampu zvySila koncentrace
doublekortinu povazovaného za ukazatel neurogeneze®.
Navazujici prace demonstrovala podobny tGcinek palmito-
van¢ho PrRP v mozecku, kde snizoval incidenci AP plakt
i mikroglii*'. Mechanismus sniZeni neuroinflamace a zvy-
Seni neurogeneze ucinkem palmitovaného PrRP je pied-
métem dalsiho studia.

Palmitované analogy PrRP tedy potvrdily neuropro-
tektivni u€inky v nékolika mysich modelech neurodegene-
race.
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Obr. 4. Schéma potencialni ilohy PrRP a jeho analogi v regulaci pfijmu potravy a neurodegeneraci a jejich interakce s leptinem
a cholecystokininem (CCK) (prevzato z Kunes a spol.”). ARC — nucleus arcuatus, NTS — nucleus solitarius, PVN — paraventrikularni
jadro, VLM — ventrolateralni medula. CART — kokainem a amfetaminem regulovany transkript, POMC — pro-opiomelanokortin, PrRP —

peptid uvoltiujici prolaktin

6. Zavér

Lipidizace anorexigenniho neuropeptidu PrRP vedla
ke stabilizaci peptidu a dale k moznosti centralniho G¢inku
po perifernim podani. Afinita k receptoru GPR10 zGstala
zachovana a afinita i aktivita na receptoru NPFF2R se
signifikantné zvysila, takZze mizeme latky povazovat za
dualni agonisty, nebot oba receptory pfispivaji
k biologickému u¢inku palmitovaného PrRP.

Palmitované analogy PrRP31 prokézaly silny anti-
obezitni, antidiabeticky 1 neuroprotektivni cinek
v mySich a potkanich modelech. Dilezitou podminkou
jejich ucinku je neporusena leptinova signaliza¢ni draha
v bunice. Schéma ucinkd palmitovanych analogi PrRP je
na obr. 4. Latky maji tedy znacny terapeuticky potencial
avroce 2017 byla podepsana licencni smlouva s firmou
Novo Nordisk, kde probiha dalsi vyvoj latek.

Tato prdce byla podporena Akademii véd Ceské re-
publiky (RVO:67985823 and RVO:61388963), projektem
Ndrodniho programu obnovy CarDia (Programme EXCE-
LES, ID Project No. LX22NPOS5104 — Funded by the Eu-
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ropean Union — Next Generation EU) a vyzkumnym gran-
tem od firmy Novo Nordisk.
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B. ielezné, A. Pacesova, V. Strnadova, J. Kunes,
and L. Maletinska (Institute of Organic Chemistry and
Biochemistry, CAS, Prague, Czech Republic): Prolactin-
Releasing Peptide, a Peptide with an Improper Name,
but Proper Biological Activity for Obesity, Type-2 Dia-
betes, and Alzheimer’s Disease Treatment

Obesity is an escalating epidemic, but an effective
non-invasive therapy is still scarce. For the obesity treat-
ment, anorexigenic neuropeptides represent promising
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tools, but their delivery from the periphery to the brain is
complicated because peptides have a low stability and
limited ability to cross the blood-brain barrier.

Recently discovered anorexigenic neuropeptides,
such as prolactin-releasing peptide, represent new trends
in development of anti-obesity agents. They are released
and acting directly in brain areas regulating food intake,
but generally do not cross the blood-brain barrier if ad-
ministered peripherally. We succeeded to design stable
palmitoylated analogs of this neuropeptide with a pro-
longed acute anorexigenic effect after peripheral admin-
istration as shown in mice and rats. Repeated peripheral
administration of the lipidized prolactin-releasing peptide
analogs resulted in long-lasting anti-obesity and antidia-
betic effects in rodent models of diet-induced obesity and
insulin resistance. We proved that lipidation might be an
effective way to transmit the desired effect to the central
nervous system after peripheral administration, for a po-
tential treatment of obesity and related complications such
as type2 diabetes.

Besides the advanced age, type 2-diabetes and obesi-
ty were shown to be risk factors for Alzheimer’s disease;
therefore, compounds with glucose-lowering and/or ano-
rexigenic properties were proposed to be neuroprotective.
In our group, we studied a possible crosstalk between obe-
sity, type-2 diabetes and Alzheimer’s-like pathology. We
also investigated if our novel palmitoylated analogs of
prolactin-releasing peptide could have beneficial effect on
neurodegeneration in several mouse models of Alzhei-
mer’s-like pathology and their age-matched wild type
controls. We demonstrated that these lipidized analogs are
potentially neuroprotective substances improving spatial
memory, neurogenesis, synaptogenesis and attenuating
neuroinflammation and two hallmarks of Alzheimer’s
disease, i.e., tau hyper-phosphorylation and B-amyloid
plaques in different mouse models of Alzheimer’s-like
neurodegeneration.

Keywords: prolactin-releasing peptide, PrRP, anorexigen-
ic neuropeptide, lipidation, leptin, obesity, insulin re-
sistance, prediabetes, Alzheimer’s disease
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Testy membranové permeability patii spolecné s testy metabolické stability a stanovenim rozpustnosti mezi zakladni
pilife casnych fazi vyvoje novych 1é¢iv. Pro vétSinu terapeutickych indikaci je potieba, aby latka na své cesté k cilové tkani,
receptoru, enzymu pickonala i nékolik biologickych bariér, aniz by se pfitom extenzivné biotransformovala. K vySetfovani
permeability je k dispozici fada nastroji, své nezastupitelné misto zde maji bunééné testy. Nejcastéji se pouzivaji zjedno-
dusené dvoukompartmentové systémy, tzv. ,,Transwelly*, kde je na pomezi obou oddili nosi¢ s umélou lipidovou dvou-
vrstvou nebo monovrstvou tésné priléhajicich bunék. K dispozici jsou i mnohem sofistikovangj$i nastroje, kokultury vice
bunécnych typi, pfipadné 3D dynamické modely na Cipu, jejich SirSimu pouziti vSak brani ¢asovd i finan¢ni narocnost.
V zakladnich testovacich cyklech, kde se pracuje s velkym mnozstvim latek, se proto nejcastéji uplatiuje Caco-2 nebo
MDCK test.

Klicova slova: ADME, permeabilita, absorpce, biologicka dostupnost, Caco-2, hematoencefalicka bariéra, MDCK

Obsah vani s vysokou propustnosti (High-Throughput Screening,
HTS)'. To, co byvalo doménou velkych farmaceutickych

1. Uvod firem, je dnes moZzné realizovat na fadé¢ akademickych
2. Vypodetni piistupy k predikci permeability pracoviSt. V kombinaci se snadnou dostupnosti knihoven
3. PAMPA — indikator pasivniho transportu latek — at’ uz mensich knihoven origindlnich latek, jakou je
4. Caco-2 — predikce perordlni biodostupnosti napf. UOCHB knihovna ¢itajici k dnesnimu dni okolo
5. Modely permeace pres hematoencefalickou bariéru deviti tisic latek nebo fadoveé vétSich komerénich kniho-
6. Zaveér ven — dochazi pribézné k identifikaci velkého mnozstvi
latek, které vykazuji vysokou aktivitu vici zvolenému

B zasahovému mistu s cilem ovlivnit patofyziologické pro-

1. Uvod cesy v organismu. Vznika tak potfeba vybrané molekuly

dale filtrovat. Druhym krokem ve vyvoji je obvykle ovéte-

V poslednich desetiletich jsme byli svédky vyznam-
ného roz§ifeni miniaturizace a automatizace v procesu
systematického vyhledavani bioaktivnich latek, tzv. testo-

ni biologické aktivity nezavislou, tzv. ortogonalni meto-
dou, optimaln¢ bunéénou (pokud nebyl bunécny test pri-
marni metodou). Vyrazny pokles aktivity pii pfechodu na

PharmDr. Helena Mertlikovd-Kaiserovd, Ph.D. je absolventkou Farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy, kde rovnéz ziskala doktordt. Béhem néj se vémovala problematice

kardiotoxicity antracyklinovych cytostatik a moZnostmi jeji prevence pomoci nizkomolekuldrnich
i chelatoru Zeleza. Cast doktorskeho studla stravzla na Maastrlchtske umverzzte thzozemz V roce
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N chemie v rdamci cilenych programii lékového vyzkumu, predevsim se zamérenim do onkologie,

https://doi.org/10.54779/chl120230739
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celobunéénou urovedl miliZze upozornit na latky
s potencidlnim problémem, jakym je napf. extenzivni bio-
transformace nebo obtizny prostup latky pfes membrany.
Rozklicovani téchto mechanismi pouze na zakladé biolo-
gické aktivity neni piimocaré a pro syntetické optimaliza-
ce struktury je nedostacujici. Proto se do zakladniho testo-
vaciho cyklu projektt Iékového vyzkumu (obr. 1) zafazuje
baterie testi definujicich chovani latky v organismu,
tj. Absorpci — Distribuci — Metabolismus — Eliminaci,
zkracend ADME (cit.?). Tyto metody zahrnuji piedeviim
metabolickou stabilitu, membranovou permeabilitu a roz-
pustnost, a to na urovni in vitro. Pouziti experimentalnich
zvifat ma byt striktné vyhrazeno pro jednotky latek, které
uspésné prosly vSemi pifedem stanovenymi testy ,,ve zku-
mavce®. Soubor jednotlivych parametri a jejich hrani¢ni
hodnoty jsou projektové specifické s ohledem na zamysle-
ny zpusob podéni, misto ucinku, nutnost bioaktivace pii-
padnych proléciv apod. Obvykle jsou shrnuty v dokumen-
tu oznacovaného jako CDTP (Candidate Drug Target Pro-
file), kde je zohlednéna nejen vlastni aktivita molekuly
vuci zasahovému mistu v primarnim a sekundarnim scree-
ningu, ale také soubor zadanych vlastnosti ADME
s ohledem na zamysleny zpuisob podani (peroralné c¢i
parenteraln¢).

Absorpci latek podminuji pfedevsim vlastnosti defi-
nované v tzv. biofarmaceutickém klasifika¢nim systému
(BCSY’, ktery tfidi latky na zakladé rozpustnosti a permea-
bility, ptipadné také disoluce (uvoliiovani z IéCivého pti-
pravku) do ¢ty tiid (I-IV), obr. 2. Tento systém slouZzi
k predikci peroralni biodostupnosti a umoziuje za podmi-
nek definovanych v evropské normé ICH M9 (cit.") vyne-
chat bioekvivalen¢ni studie in vivo za predpokladu, zZe
existuji robustni in vitro data dokladajici vySe uvedené
vlastnosti substance. Optimalni biologickou dostupnost
a dobrou korelaci in vitro a in vivo G¢inku (IVIVC) lze

Vazebnost na
plazmatické
proteiny

Inhibice CYP450
hERG

Mikrosomalni a

Permeabilita
Caco-2/MDCK
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ocekavat u latek zarazenych ve tfid¢ I, naproti tomu tfida
IV bude vykazovat nejmensi korelaci IVIVC. U ttid 1I-1V
je mozné zlepSeni vlastnosti pomoci vhodné technologické
formulace 1é¢iva (napf. liposomalni enkapsulace, disper-
gace apod.).

Metabolickou stabilitu a rozpustnost je mozné vyset-
fovat pomérné rychle a s nizkymi naklady, coz je pro dy-
namické projekty lékového vyzkumu naprosto zasadni.
Rozpustnost ve vodnych roztocich se v drtivé vétsing pii-
padi stanovuje tzv. kinetickou metodou (ze zasobniho
DMSO roztoku), kterd mé proti fyziologicky relevantnéjsi
termodynamické rozpustnosti (z prasku) tu vyhodu, ze
kromé rychlosti provedeni spotfebovava vyznamné mensi
mnoZstvi testované latky’. Metabolicka stabilita je charak-
terizovana predevsim stabilitou latky v jaternich mikroso-
mech a v plasm&®’. Diky dostupnosti kvalitnich komerg-
nich enzymovych preparatl odpada diive béznd nutnost
zdlouhavé izolace preparatii z zivocisSnych tkani — pre-
vazn¢ laboratornich mysi a potkant — a zvySuje se vypo-
védni hodnota testd. Dale k ni pfispiva i spojovani vzorki
z desitek jedinct (tzv. pooling), kdy vysledny smésny
vzorek mnohem lépe reprezentuje realnou populaci. Spe-
cializované firmy vyznamné zvysily Sirokou dostupnost
diive vzacného materidlu — dnes neni problém za rozum-
nou cenu sehnat i lidské, opi¢i nebo psi mikrosomy,
z jaterni, ale i stfevni nebo ledvinové tkané, pfi¢emz testo-
vani na minimélné¢ jednom nehlodavéim modelu je dnes
bézné vyzadovano jiz v ranych fazich vyvoje. Podobné
principy jsou uplatiiovany i pfi hodnoceni stability latek
v plasmé. Je znamo, Ze napt. mysi plasma ma vyssi hydro-
lasovou aktivitu proti jinym species®.

V dal$im textu bych se rdda soustiedila predevsim na
testy slouzici k hodnoceni schopnosti latek prochazet pres
biologické bariéry. Paleta permeacnich testi je velice §iro-
ka v zavislosti na tom, zda sledujeme primarné absorpci

Navrh struktury a
jeji syntéza

Zachyt biologické
aktivity

Rozpustnost

plasmaticka

Farmakokinetika
in vivo

stabilita

pH 7,4

Obr. 1. Typizované schéma projektu lékového vyzkumu v ¢asné fazi, jehoz zaklad tvori opakovani (iterace) nékolika zakladnich

testd
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Obr. 2. Cty¥i téidy biofarmaceutického Kklasifikaéniho systé-
mu zaloZené na kombinaci rozpustnosti a permeability latek

latek ve stfeveé, prostup pies hematoencefalickou bariéru
mozku nebo piechod pies kizi (transdermalni terapeutické
systémy). Drtiva vétSina téchto testi zahrnuje bunécné
modely, mnohdy vyzadujici i né€kolikatydenni pfipravu.
Jedna se tedy o pokrocilejsi, materidloveé i Casové naroc-
néjsi testy. Jejich hodnota je vSak natolik vysoka, Ze byvaji
v nékteré své formé zatazovany jiz do velmi ranych fazi
testovani potencialnich 1é¢iv.

2. Vypocetni pristupy k predikci permeability

Podobné jako pro fadu dalsich parametrt, i pro vySet-
fovani permeability byly vyvinuty rizné vypocetni piistu-
py, znichz vétSina vyuziva kvantitativni vztahy mezi
strukturou a permeabilitou (QSPR)’. Zasadnim faktorem
v téchto studiich je lipofilita, charakterizovana rozdélova-
cim koeficientem oktanol-voda — logP. Prediktivni hodno-
ta t€chto modell je vyznamné zavisla na struktufe kon-
krétni latky, coZz mirné sniZuje jejich hodnotu pro praxi.
Presngjsi, ale vypocetné naro¢né&jsi in silico techniky vyu-
Zivaji molekularni dynamiku'®, kdy umoziiuji vémé od-
hadnout pasivni permeacni profil latek a obecné dobie
koreluji s empirickymi testy typu PAMPA (viz nize). Po-
pis aktivnich transportnich mechanismi sice vypocetni
aplikace umoziuji také, ale v praxi byvaji ¢asto v rozporu
s realitou pozorovanou experimentaln&'' a opatrnost pii
interpretaci softwarem generovanych dat z bunéénych
testll je rozhodné namisté. S dal$im rozvojem umélé inteli-
gence budou bezpochyby in silico modely postupné dale
vylepSovany.
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3. PAMPA - indikator pasivniho transportu

Nejjednodussi in vitro permeacni test je zalozeny na
pasivni difuzi latky skrze uméle pfipravenou membranu
usazenou na poréznim filtru. PAMPA (Parallel Artificial
Membrane Permeability Assay) piedstavuje dvoukompart-
mentovy systém, zasazeny obvykle do 96jamkové destic-
ky, kdy se testovana latka aplikuje do spodni donorové
Casti a membrana s akceptorem se umisti pfes ni a spolec-
né vytvoii tzv. sendvi¢. Inkubace mize nebo nemusi zahr-
novat michani, to nicméné zabrariuje tvorbé nefyziologic-
kych koncentra¢nich gradienti. PAMPA test ve své nej-
jednodussi podobé je tvofen kompartmenty o stejném pH
a je oddélen jednoduchou membranou napt. na bazi hexa-
dekanu (bez pfitomnosti fosfolipidi) nebo dodekanu,
vnémZ je rozpu§tén dioleylfosfatidylcholin'?. Postupem
Casu doznal i PAMPA test fady zmén, at uz jde
o sofistikovangjsi sloZeni lipidové vrstvy (negativni naboj)
nebo pouziti pufrii o rizném pH v jednotlivych kompart-
mentech, coz 1épe vystihuje situaci v organismu. Kombi-
nace specifickych podminek lipidového slozeni a pH dala
vzniknout modifikacim, jako jsou PAMPA-GIT, PAMPA-
HEB nebo skin-PAMPA, napodobujici prostup pies stiev-
ni, hematoencefalickou, resp. kozni bariéru. Vysokou re-
produkovatelnosti mezi experimenty se vyznacuji komerc¢-
ni predpfipravené zamrazené desticky (naptf. Corning®
Gentest™ Pre-coated PAMPA Plate System), které jsou
po ekvilibraci pfi laboratorni teploté pfipraveny rovnou
k pouziti, coz Setii Cas a umoziuje veétsi flexibilitu
v planovani experiment.

Nespornou vyhodou PAMPA proti bunéénym testim
je vysoka propustnost (throughput). Déle je to vyssi odol-
nost vici rozpoustédliim, coz umoziuje testovani vyssich
koncentraci latek. To je obzvlast vyhodné v ptipadech,
klad mizeme uvést mnohé latky steroidniho charakteru,
které typicky $patné ionizuji pii pouziti elektrospreje’?,
ktery je v souCasnych hmotnostnich spektrometrech nej-
Castéji vyuzivanym iontovym zdrojem. Pfi pouziti testova-
cich koncentraci obvyklych v bunéénych testech (jednotky
uM), se v disledku nedostatecné ionizace latek v akcep-
torovém kompartmentu snadno dostaneme pod detekéni
limit analytické metody.

Vzhledem k absenci proteinovych transportéri ve
vSech téchto modelech neumoziiuje PAMPA posouzeni
aktivniho transportu, ktery maze byt v nékterych pfipa-
dech prevazujicim zptisobem vstupu latek do buriky. Mno-
hé latky mohou byt naopak proteinovymi pienaseci aktiv-
né vypuzovany proti sméru koncentraéniho gradientu ven
z buriky. Pfes to vSechno predstavuje PAMPA uzite¢ny
test v pfipadech, kdy je potfeba rychle a s nizkymi nakla-
dy otestovat velké série latek.
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4. Caco-2 test — predikce peroralni
biodostupnosti

Zlatym standardem v oblasti hodnoceni membranové
permeability zistava Caco-2 test, ktery je hojné vyuzivany
i ve firemnim farmaceutickém vyzkumu. Uspotadani ex-
perimentu je ve své podstate podobné jako v ptipadé
PAMPA testu. Na rozdil od né& neni donorova
a akceptorova ¢ast systému oddélena umélou membranou,
ale permeabilnim nosi¢em oznacovanym téz jako kultivac-
ni vlozka (insert). Na ni je nanesena suspenze epitelidlnich
sttevnich bun¢k odvozenych od adenokarcinomové bunéc-
né linie Caco-2, jez za urCitych podminek vytvofi souvis-
lou monovrstvu s charakteristickymi vlastnostmi'*. Teprve
pak je tento tzv. , Transwell” (obr. 3) kompletni. Pouziti
neomezené se délici buné¢né linie umoziuje snadnou pro-
pagaci bunék v potfebném mnozstvi, chybi ji v§ak fenotyp
terminaln¢ diferencovanych enterocyti. Po naneseni na
nosi¢ je proto nutné buniky volbou vnéjSich podminek
primét k diferenciaci. Diferencovana buiika se polarizuje,
tzn. lze rozlisit jeji apikalni ¢ast (A, fyziologicky smérem
do stfevniho lumen) a bazolateralni ¢ast (B, fyziologicky
smérem do krevniho fecisté). Unikatni vlastnosti obou
bunéénych pdlti pak umoziuji sledovat transport latek
v jednom i druhém sméru (A-B, B-A). Pokud je transport
ve sméru B-A vyznamné vétsi nez A-B, signalizuje to, Ze
testovana latka je substratem tzv. efluxnich pump', coz je
jedna z Castych pficin nizké biodostupnosti latek po pero-
ralnim podani.

Diferencia¢ni protokoly

Caco-2 buiiky Ize diferencovat né€kolika zpiisoby.
Pokud buiiky ponechame dortst do konfluence (tj. stavu,
kdy je porostla cela plocha kultiva¢ni nadoby), pak zhruba
po 21 dnech diferencuji spontanné. Nevyhodou tohoto
pristupu je nutnost pravidelné vymény zivného média
v obou kompartmentech systému (3x do tydne). To s se-
bou nese kromé Casové a finan¢ni zatéZe i zvySené riziko
kontaminace. Takto utvofend monovrstva je ale vysoce
kvalitni a navzdory neptiznivému ¢asovému hledisku je
vyuzivéna i vétSinou komercnich firem. Aby se takto pfi-

Apikalni
kompartment

Bazolateralni
kompartment
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pravené buiky vyuZzily na maximum, byly publikovany
i snahy o recyklaci monovrstev po vymyti testovanych
latek a jejich op&tovné vyuziti pro navazny experiment'®.
Jelikoz je priprava bun¢k pro Caco-2 transportni experi-
ment opravdu zdlouhava, byly vyvinuty i uzivatelsky pfi-
jemnéjsi, zkracené protokoly. Komeréné dostupnym fese-
nim je napf. souprava BioCoat® HTS 1.0 um Caco-2
Assay System od firmy Corning. Kromé potiebného plas-
tiku dostane uzivatel i sadu médii vhodnych pro nasazeni
bunék na inserty a pro naslednou diferenciaci. Diky pouzi-
ti suplementu MITO+ patentovaného slozeni je dosazeno
diferenciace bun¢k do 3 dni. Pfestoze existuji publikace
poukazujici na srovnatelné vysledky 3denni zrychlené
a2ldenni spontanni diferenciace'’, fada laboratori dava
prednost standardnimu protokolu s odkazem na vyrovna-
néjsi vysledky takto provedenych testd. Nevyhodou ko-
mercni soupravy je, Ze po pridani suplementu do diferen-
cia¢niho média ma toto kompletni médium garantovanou
stabilitu pouze 3 tydny. Pro mensi laboratofe s nizsi pro-
pustnosti je obtizné médium béhem této doby spotiebovat.
Postupné klesajici mnozstvi rustovych faktori v médiu
muze byt jednou z pti¢in variability.

Dalsi moznosti zrychlené diferenciace je inkubace
Caco-2 bunék snizkou (submikromolarni) koncentraci
puromycinu. Tento protokol byl popsan v roce 2013 Sevi-
nem'® a diferenciace zde trva 6-7 dnd, coz je stale velmi
pfizniva doba proti standardnimu postupu. Na rozdil od
komer¢nich souprav uvedenych vySe je puromycinova
diferenciace dostupnéjsi. Limitujicim faktorem pak ztsta-
va uZz jen cena plastiku, ktera ovSem také neni zanedbatel-
na — ¢astené idiky omezenému poctu vyrobci na trhu.
Navzdory své jednoduchosti a rychlosti se puromycinova
varianta protokolu pfili§ nerozsifila, i kdyz minimalné
jedna z evropskych firem komeréné dodavajicich ADME
data, jej adoptovala.

Kvantitativni hodnoceni permeace latek
Vlastni transportni experiment trva zpravidla dvé
nebo tii hodiny (nékdy se provadi i ¢asova zavislost). Za-

¢ind aplikaci roztoku latky o definované koncentraci do
apikalniho  (donorového)  kompartmentu,  pficemz

Vlozka (insert)

Monovrstva bunék nebo
umél3a lipidova dvojvrstva

Mikroparézni membrana

Moiné umisténi dalsich bunéénych typl v kokulturdch

Obr. 3. Obecné schéma Transwellového permeac¢niho systému



H. Mertlikova-Kaiserova

v bazolaterdlnim (akceptorovém) kompartmentu je Cisty
transportni pufr. V ¢ase 0 se z donoru ihned odebere vzo-
rek pro pozd¢jsi stanoveni pocatecni koncentrace latky Cp,
Na konci inkubace se odebere vzorek z obou kompartmen-
ti. Ve vSech vzorcich se stanovi koncentrace parentni
latky, nejcastéji metodou LC/MS. Vypocet permeacniho
koeficientu Py, je pak definovan rovnici:
Py, =(d0/d0)/Cy * A

kde dQ/dr vyjadiuje rychlost priniku latky pres buriky, C,
je koncentrace v donorovém kompartmentu v ¢ase 0 a 4 je
plocha filtru (monovrstvy). Efluxni index je pak vyjadien
pomérem (P, B-A) / (P A—B). Soucasti vystupu kaz-
dého permeacniho testu je obvykle i informace o vytéz-
nosti (%). Ta je definovana jako pomér celkové koncentra-
ce latky na konci pokusu (v donoru i akceptoru) a pocatec-
ni koncentrace latky do pokusu vlozené. Pokud je vytéz-
nost velmi nizka, mize to signalizovat nizkou rozpustnost
latek, jejich metabolizaci pii prichodu bunéénou mono-
vrstvou nebo adsorpci na plastik. Tyto procesy je mozné
dale vysetrovat specifickymi postupy, ale s vyjimkou roz-
pustnosti se to rutinné nedéld. K vytéznosti je ale dobré
ptihlédnout pfi interpretaci dat, kdy vyrazné nizka hodnota
ponékud oslabuje vypovédni hodnotu testu.

Kontrola kvality

V piipad¢ bunécnych permeacnich testli je mnohem
vic nez u jinych ADME testti dulezita kontrola kvality.
Obvykle je vicestupnova, jelikoz i drobna nedokonalost
bunééné monovrstvy bude mit zasadni vliv na hodnotu
permeacniho koeficientu (Pyp,). Dobrou laboratorni praxi
je pouzivat buiiky v rozmezi urditych pasazi'® — hranice
neni jasn¢ dand, nekteré laboratofe pouzivaji nizsi pasaze,
jiné vyssi, ale vzdy plati, Ze pro konzistentni vysledky je
dobré se drzet pravidla, Ze zhruba po 20 pasazich se buriky
obmeéni.

Po probéehlé diferenciaci Caco-2 bunék se zpravidla
hodnoti transepitelialni odpor (tzv. TEER) v kazdé jednot-
livé jamce. K tomuto ucelu slouzi specialni elektrody,
znichz jedna je zanofena do kapaliny v apikalni ¢asti
a druha v bazolateralni ¢asti. Nepo§kozena monovrstva se
spravné vytvofenymi tésnymi spoji (tight junctions) ma
vysoky odpor, tedy nizkou konduktivitu. Hodnota TEER
zohlednuje také velikost plochy, na které burky rostou,
mezni hodnoty pro kvalifikaci jamky se v literatufe 1isi,
pripadné nejsou uvedeny viibec, vyrobci souprav uvadéji
jako minimum hodnoty 250-350 Q cm?. Dal$im marke-
rem integrity monovrstvy je mira permeace fluorescenéni
sondy typu Lucifer Yellow (LY), kterda za normalnich
okolnosti pies Caco-2 buriky neprochazi. Pokud ano, je to
znamka paracelularniho transportu, tedy priichodu mezi-
bunéénym prostorem mezi buitkami’®. Tento test se nej-
Cast&ji provadi ex post po probe¢hlém transportnim experi-
mentu a zachyti tak i pfipadné toxické ucinky latek na
buniky, které hodnoty permeaéniho koeficientu kompromi-
tuji. Vyhodou je, ze prostup LY je mozné rychle a poho-
din¢ metit béznymi destickovymi CteCkami. Nekteré
protokoly pfidavaji LY pfimo do transportniho experi-
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mentu spolu s testovanymi latkami, ¢imz se Setfi cas
a piipadné problémy se okamzité vizualizuji, na druhou
stranu nelze zcela vyloucit interferenci s transpor-
tovanymi latkami. Poslednim krokem v kontrole kvality
je zatazeni alespon dvou (Iépe tii) referen¢nich latek,
u nichz je permeacni koeficient znam a naméfené hod-
noty lze porovnat s tabelarnimi hodnotami. Obvykle
se voli latka s nizkou propustnosti (napf. atenolol,
Py <1-10°cms™') a latka s vysokou propustnosti (nap.
propranolol, Py,,> 10-10° cm's ™). V pripads, vysetfovani
obousmérného transportu se pak pridavaji referencni latky
sruzné¢ vysokymi hodnotami efluxniho indexu (napf.
chinidin, digoxin)"?.

Navzdory obecnym pokrokiim v automatizaci a mini-
aturizaci, Caco-2 test ve svém nejobvyklejsim formatu je
ve vetsing laboratofi stale provadén ve 24jamkovém for-
matu. Z velké Casti je to dano tim, ze 24jamkovy format
umoziuje manudlni méfeni TEER pomoci malého a ceno-
v¢ dostupného laboratorniho ohmmetru. Méteni v mensich
jamkach uz vyzaduje specidlni a nakladné&jsi pfistrojové
vybaveni (EVOM™ Auto, ECIS® TEER96). Vyhodou je,
ze tyto systémy umoziiuji méfeni TEER v realném case.
Obecné byvaji data z vétsich jamek robustnéjsi, mimo jiné
i diky tomu, Ze maji mensi tendenci k okrajovym efektim.
Ne kazda laboratof zabyvajici se ADME profilovanim ma
také k dispozici robotické dispenzacni systémy, které eli-
minuji lidsky faktor pfi praci s vicejamkovymi destickami
(zaména vzorkd, poskozeni monovrstvy Spickou).

Navzdory snaham o standardizaci protokold, Caco-2
test je pfiznacny znacnou variabilitou mezi jednotlivymi
pracovisti’!, coZ je déno predevim rozdily v kultivaénich
podminkach (¢islo pasaze, pouzitd média a suplementy...)
a riznymi zdroji bunék.

5. Modely permeace pi‘es hematoencefalickou
bariéru

Mezi nejcastéj$i feSené problémy pii vyvoji 1éCiv
patii 1 otazka jejich prostupu pres hematoencefalickou
bariéru (HEB). At uz jde o efekt Zadouci, pro centralné
pusobici 1é¢iva nebo naopak nezadouci, v piipadé sedativ-
nich uc¢inkt 1é¢iv cilenych na periferii (typicky napf. anti-
histaminika 1. generace). HEB tvoii vysoce selektivni
bariéru mezi kapilarni vaskulaturou a mozkovou tkéni.
Jejim  zékladem je vrstva endotelidlnich bunék
v kapilarnim lumen, jez se odliSuji od endotelialnich bu-
nék na periferii tim, Ze k sobé tésné priléhaji a postradaji
transcelularni pory, tzv. fenestrace. Endotelialni bunky
jsou obklopeny vrstvou pericytl, kontraktilnich bunék
v kapilarni bazalni membrané a z mozkové strany jsou
k bazalni membrané pfipojeny vybézky astrocyti. Cely
tento komplex tvofi tzv. neurovaskularni jednotku. Z vyse
uvedeného popisu je zjevné, ze jakykoli in vitro model
HEB jen obtizn¢ vystihne komplexitu bariéry in vivo, pti-
¢emz kokultury vice buné¢nych typd, a predev§im pak
dynamické modely typu organy na Cipu se situaci in vivo
priblizuji nejvice. Jde vSak o modely komplikované, fi-
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nancné, Casoveé i technicky narocné, proto si své misto
v akademickém i pramyslovém lékovém vyzkumu drzi
i podstatné jednodu$si metody evaluace prostupu pies
HEB. Limitace jednotlivych modeld je zapotiebi mit vzdy
na zieteli pfi interpretaci dat.

MDCK test

Oblibenym modelem je dalsi =z modifikaci
Transwellového systému, technicky velmi podobného
Caco-2 testu. Namisto monovrstvy stievnich epitelidlnich
bun¢k jsou vSak pouzity psi ledvinové epitelidlni bunky
(MDCK) — bud'to ve variant¢ MCDK I pochazejici z nizké
pasaze nebo MDCK 1I z vysoké pasaze (lisi se hodnotou
TEER, kterd je vyrazné vy$si u MDCK )*.. Navzdory
svému puvodu se linie stala standardem ve screeningu
latek (ne)prostupujicich ptes HEB. Nejcastéji se pouziva
jeji castecné humanizovand modifikace MDCK-MDRI1
(cit.”), kde je genetickou modifikaci psi P-glykoprotein
(P-gp) nahrazen jeho lidskou variantou. Vyssi uroveil ex-
prese P-gp je jednim zhlavnich rozdild mezi Caco-2
a MDCK-MDRI, dal§im rozdilem je tésnost bariéry (na
niz usuzujeme z relativné vyssich hodnot P,,, v Caco-2
modelu proti MDCK modelu). Jakykoli in vitro model je
vSak tadové propustnéjsi nez HEB in vivo. Existuji studie
poukazujici na identické fazeni latek dle permeability
v modelech MDCK, Caco-2 i mozkovych endotelidlnich
bun&k**. Pokud je tedy primarnim cilem porovnani latek
mezi sebou a nikoli absolutni hodnota Py, nehraje volba
konkrétniho modelu velkou roli. Je obtizné najit
v literatufe védecké opodstatnéni masového rozsifeni
MDCK testu jako optimalniho modelu permeace pfes
HEB. MiiZzeme hypotetizovat, ze za tim stoji pfedevSim
fakt, Zze stouto linii se dobfe pracuje — diferenciace je
rychlejsi nez v piipadé Caco-2 bunék (5 vs. 21 dni), buniky
nevyzaduji specialni média, a proto jde o metodu vhodnou
pro screeningova pracovisté, kterymi prochazi velké
mnozstvi latek, pro jejich ramcové roziazeni do jednotli-
vych permeacnich kategorii.

Endotelidlni buniky a jejich kokultury

Fyziologicky relevantn&j$im in vitro modelem HEB
jsou bud’to primarni endotelialni buiiky izolované z mozku
laboratornich hlodavci nebo jesté 1épe lidské mozkové
mikrovaskularni buiiky (\BMEC)®. Jejich nevyhodou je
omezena moznost propagace in vitro a z toho vyplyvajici
vysoka cena. Z tohoto diivodu byla vytvorena fada imorta-
lizovanych endotelialnich buné¢nych linii (lidskych i zvi-
tecich), jez si do zna¢né miry ponechavaji vlastnosti pri-
marnich kultur (markery tésnych spojd, exprese pienaSe-
¢t). Jejich nevyhodou je, ze proti primokulturdm jsou
piece jen propustngjsi’’. Jelikoz endotelidlni buiiky tvori
pouze jednu (byt klicovou) soucast HEB, vyssi hodnotu
témto modelim pfidava kokultivace s dalsimi bunéénymi
typy (astrocyty, pericyty). Ty mohou byt umistény bud'to
na spodni stran¢ insertu nebo na dn¢ akceptorové komurky
(obr. 3). Prislibem do budoucna je také mozné §irsi vyuziti
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diferencovanych indukovanych pluripotentnich bun¢k
(iPSC)*, které mohou byt diferencovany jak do endoteli-
alni, tak do astrocytarni linie. Patrné i vzhledem
k vysokym nakladiim zatim neni dostatek studii, které by
(ko)kultury bunék odvozenych od iPSC dostatecné valido-
valy.

Mikrofluidni ¢ipy (,,HEB na ¢ipu*)

Doposud popsané modely reprezentuji statické 2D
systémy. V poslednich letech dochéazi k dramatickému
rozvoji dynamickych tfidimenziondlnich (3D) modeld
typu mikrofluidnich &ipa®. V mikrokapilarach &ipt je
mimikovan tok krve a plisobeni smykovych sil na bariéru,
ktera timto upeviniuje tésné spoje. Endotelialni buiky na
¢ipech navic mohou tvofit tubularni struktury kolem vniti-
niho povrchu kanalku. Do dne$ni doby byla vyvinuta fada
modifikaci HEB na ¢ipu a tyto jsou k dostani i komer¢né.
Pro rutinni testovani permeace latek ptes HEB tyto pokro-
¢ilé modely nejsou piili§ vhodné, jejich hlavni vyuziti je
a do budoucna zfejmé i bude v zdkladnim vyzkumu rtiz-
nych patologii CNS (napf. Alzheimerova choroba, poru-
chy angiogeneze)?’, piipadn& pouze pro ovéieni permeabi-
lity pfes HEB pro uzkou skupinu latek v navaznosti na
diive provedené jednodussi testy.

Lékovy vyzkum je zavodem o to, kdo bude prvni
v cili, v ranych fazich tedy potfebuje predevsim nastroje,
které lze snadno zaclenit do screenovaci kaskady a urych-
lit tak proces identifikace ,,lead compound* neboli mole-
kuly s optimalnimi vlastnostmi dle vyty¢eného CDTP.
A to i za cenu zna¢ného zjednoduseni pfirozené kompliko-
vaného modelu.

6. Zavér

Vseobecné rozsiteni in vitro permeacnich testi, jakoz
i dalsich ADME charakteristik a jejich zafazeni do Cas-
nych fazi vyvoje 1é¢iv vyznamné snizilo spotiebu labora-
tornich zvitfat, jez byla v minulosti jedinym relevantnim
modelem pro hodnoceni biologické dostupnosti latek. Ani
sebelepsi in vitro test vSak nedokaze plné nahradit kom-
plexitu celého organismu. Slouzi pouze jako jakysi pied-
filtr, ktery ma z testli na zvitatech vyloucit latky, u nichz
se da predpokladat, ze by in vivo selhaly. Teprve u latek,
které prosly stanovenymi in vitro testy s dobrym vysled-
kem, Ize uvazovat o prvnim podani zvifeti. Neni vyjim-
kou, Ze i takovato nadéjna latka ve farmakokinetickych,
distribu¢nich a/nebo toxicitnich studiich in vivo selze, nasi
povinnosti vSak je témto situacim v co mozna nejveétsi
mife aktivné piedchazet a nepouzivat laboratorni zvifata
predcasné a bezmyslenkovité.

Seznam zkratek
BMEC endotelialni bunky mozkovych kapilar

Caco-2  buné¢na linie odvozena od kolorektalniho
adenokarcinomu (epitelidlni buriky)
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CDTP  cilovy profil kandidatniho 1é¢iva, soubor

pfedem vytyCenych vlastnosti 1é¢iva, kterych

chceme dosahnout a rozhodovacich kritérii

CNS centralni nervovy systém

CYP450 cytochrom P450, hlavni enzymovy systém
podilejici se na metabolismu 1é¢iv

DMSO  dimethylsulfoxid

iPSC indukované pluripotentni kmenové burky;

dediferencované buriky ze somatickych bunék

schopné volbou podminek diferencovat

na rizné bunééné typy

draslikovy iontovy kanal, ¢asty cil kardio-

toxicky ptsobicich 1é¢iv

LY Lucifer Yellow, fluorescenéni sonda

MDCK (Madin-Darby) psi ledvinové epitelialni buriky

MDR mnohocetna Iékova rezistence, resp. membranové

pfenasece, jejichz aktivita k ni vede

transepitelidlni elektricky odpor, parametr

tésnosti bunééné monovrstvy

hERG

TEER
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H. Mertlikova-Kaiserova (Institute of Organic
Chemistry and Biochemistry, CAS, Prague, Czech Repub-
lic): The Role of Permeation Assays in Preclinical Drug
Discovery

Membrane permeability assays — together with meta-
bolic stability and solubility assays — belong to the essen-
tial tools of early drug discovery process. In most thera-
peutic indications, a drug needs to pass several biological
barriers to exert its desired effect to a target tissue, recep-
tor, enzyme, without significant decay. There are numer-
ous models available allowing us to evaluate compounds
permeability, with cellular assays being particularly use-
ful. Most frequently, these assays are based on
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a ,, Transwell* system, where two compartments are sepa-
rated by a filter bearing either artificial membrane or
a monolayer of tightly connecting cells. More sophisticat-
ed permeability assays have been developed during the
last decade, e.g., co-cultures of relevant cell types or 3D
microfluidics on a chip. However, their high costs and
time-consuming preparation prevent their widespread use.
In basic drug development screening cycles Caco-2 and
MDCK assays remain the gold standard.

Keywords: ADME, permeability, absorption, bio-
availability, Caco-2, blood-brain barrier, MDCK
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Tento text je druhou ¢asti prehledového ¢lanku o pokrocich hmotnostni spektrometrie pii charakterizaci dvojnych
a trojnych vazeb v acylovych fetézcich lipidd metodami LC-MS a piimou ionizaci kapalnych vzorkl za atmosférického
tlaku. Je vénovan vyuziti epoxidace, tvorbé adukti vznikajicich z acetonitrilu pfi chemické ionizaci za atmosférického
tlaku, fotodisocia¢nim reakcim a technikdm disociace iontli po interakci s elektrony.

Klicova slova: dvojna vazba, epoxidace, fotodisociace, fragmentace, hmotnostni spektrometrie, lipidy, strukturni analyza,

trojna vazba
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1. Epoxidace dvojnych vazeb

Metody zalozené na epoxidaci dvojné vazby byly
pavodné vyvinuty pro GC-MS (cit."). Pozdgji byly uprave-
ny i pro analyzy v kapalné fazi, ¢imz se jejich pouzitelnost
rozsifila na netékavé lipidy, jako jsou napt. glycerofosfoli-
pidy. Epoxidace lze provadét chemickou derivatizaci pied
MS analyzou® >, nizkoteplotni plazmou®® nebo elektroche-
mickymi reakcemi®'’. Pro Setrnou epoxidaci dvojnych
vazeb se cCasto pouzivd kyselina meta-chlorperoxy-
benzoova (m-CPBA)**. Reakce s m-CPBA je rychld, pro-
biha s vysokym vytézkem a minimem vedlejSich produkti.
Epoxidovou skupinu Ize $té€pit pomoci kolizn¢ indukované

R4
MS +/-
RINOR, O&/RZ .

disociace (CID) za vzniku charakteristické dvojice frag-
mentll odpovidajicich alkenu a aldehydu, které se lisi
0 15,9949 Da (schéma 1). Krom¢ diagnostickych produk-
tovych iontd jsou pozorovany fragmenty odpovidajici
ztraté polarni Casti lipidu nebo ztraté acylového fetézce.
Produkty epoxidace lze v zavislosti na struktufe lipidu
detekovat v kladném nebo zadporném modu elektrosprejo-
vé ionizace (ESI). Epoxidace pomoci m-CPBA byla vyu-
zita pfi analyze mastnych kyselin, fosfolipidii a lysofosfo-
lipidi®. Pozici dvojné vazby v glycerofosfolipidech lze
uréit v zaporném ionizaénim médu pomoci MS* (cit.?).
V MS? jsou vytvofeny zaporné nabité ionty epoxidova-
nych mastnych kyselin, jejichz nasledné stépeni v MS?
kroku poskytuje fragmenty uréujici polohu dvojnych va-
zeb. U analyzy polynenasycenych mastnych kyselin je
tieba optimalizovat reak¢éni podminky tak, aby se zabrani-
lo epoxidaci dvou nebo vice dvojnych vazeb, protoze
spektra vicenasobné epoxidovanych latek se obtizné inter-
pretuji. Zang aspol.* piedstavili kyselinu peroctovou
(PPA) jako alternativni derivatiza¢ni ¢inidlo pro epoxidaci
dvojnych vazeb. V porovnani s m-CPBA se reakéni smés
po pouziti PPA 1épe Cisti. Dal$im alternativnim epoxidac-
nim ¢inidlem je kyselina chlorozlatita. Pti ESI v pfitom-

Schéma 1. Epoxidace, ionizace a CID epoxidovanych lipidovych ionti
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nosti kyseliny chlorozlatité dochazi k epoxidaci dvojnych
vazeb a tvorbé diagnostickych aldehydovych ionti’.

Elektrochemické metody nebo metody vyuzivajici
plasmu obvykle nevedou k neuplné epoxidaci. Vyhodou je
vsak jejich jednoduchost, rychlost a moznost usporadani
on-line. Epoxidace pomoci nizkoteplotni plazmy vyvinuta
pro nenasycené mastné kyseliny® byla pozdgji aplikovana
na viechny hlavni tiidy fosfolipida®. Epoxidaci 1ze rovnéz
provadét piimo v iontovém zdroji pro ESI, pokud je spre-
jovaci jehla udrzovana pii zaporném napéti dostatecné
vysokém k vytvoreni korénového vyboje’. Kromé epo-
xidace vznikaji i peroxidované formy lipidd, jejichz frag-
mentacni spektra 1ze rovnéz vyuzit pro lokalizaci dvojnych
vazeb. Elektrochemickou epoxidaci nenasycenych lipi-
di 1ze fidit pomoci napéti vlozeného na emitor béhem
elektrosprejové ionizace’. NanoESI s neinertnimi kovovy-
mi elektrodami Ize vyuzit k epoxidaci nenasycenych mast-
nych kyselin v krevni plazmé'.

2. Adukty vytvorené pii chemické ionizaci
za atmosférického tlaku v piritomnosti
acetonitrilu

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) je
vhodna pro méné polarni a nepolarni lipidy, které jsou
pomoci ESI obtizn¢ ionizovatelné. Pfi APCI se uplatiiuje
fada chemickych procest, které jsou primarné vyuzivany
k ionizaci analytd. Nekteré zté€chto reakei lze vSak
s vyhodou vyuzit pro chemickou derivatizaci nenasyce-
nych lipidd. Piikladem jsou reaktivni ionty vznikajici
z acetonitrilu, které se mohou adovat na dvojné a trojné
vazby lipidi. Reakéni produkty poskytuji fragmentacéni
spektra, ktera jsou vhodna pro lokalizaci nasobnych vazeb
v alifatickych fetézcich lipida.

V klasické chemické ionizaci (CI) pfi pouZiti acetoni-
trilu jako reakéniho plynu vznikd (l-methylenimino)-1-
-ethenyl (H,C=N'=C=CH,). Tato latka reaguje s nenasy-
cenymi sloudeninami za vzniku adukti [M + 54]°, které
poskytuji fragmenty charakterizujici polohu dvojné vaz-
by'"*'2. Reakce se obvykle provadi v hmotnostnich spek-
trometrech s iontovou pasti s vnitini ionizaci, kde zminéné
reaktivni ionty vznikaji iontové-molekulovou reakci mezi
C,H,N" a neutralnim acetonitrilem'>', Diagnostické frag-
menty jsou pozorovany bud’ ve spektrech MS'*">'7 nebo
ve spektrech MS? po kolizni aktivaci aduktd [M + 54]°
(cit."2%). Adukty [M + 54]" Ize generovat za atmosféric-
kého tlaku pomoci APCI-MS s vyuzitim helia jako nebuli-
zaéniho plynu®’. Pfi APCI za béznych podminek s dusi-
kem jako nebulizaénim plynem vznikaji odli$né ionty.
Namisto iontu se sudym poétem elektrontt C;H,N" vznika
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radikalovy kation C;HsN™, ktery reaguje s nenasycenymi
lipidy. Reakéni produkty typu [M + 55]™ pak pii kolizni
aktivaci poskytuji intenzivni fragmentové ionty, které
umoziuji charakterizovat polohu dvojné ¢i trojné vazby.
Experimenty a teoretické vypolty naznacuji, ze adukty
lipidd s dvojnou vazbou jsou derivaty 2-methyl-1-
-pyrrolinu, které vznikaji (3+2) cykloadi¢ni reakei
s N-methylidem acetonitrilu (H;C-C'=N'=CH,), viz sché-
ma 2. Pfi CID se tyto derivaty $§tépi otevienim kruhu
a naslednou eliminaci alkylového radikalu. Vznikaji dva
diagnostické fragmenty, které predstavuji St€peni na kazdé
stran¢ puvodni dvojné ¢i trojné vazby (obr. 1). Fragment
alfa obsahuje lipidovou funkéni skupinu, zatimco frag-
ment omega charakterizuje druhou ¢ést fetézce s konco-
vou methylovou skupinu. Vyhodou urcovani poloh dvoj-
nych a trojnych vazeb pomoci acetonitrilu v APCI je jed-
noduchost této metody. Jedinou podminkou je pfitomnost
acetonitrilu v iontovém zdroji, kterou 1ze snadno zajistit
prostfednictvim mobilnich fazi obsahujicich acetonitril.
Metoda byla pouzita k objasnéni struktury mnoha nenasy-
cenych lipidi, véetné methylesterd kyseliny stearové
(FAME, cit.®*?"%) hydroxy-FAME®, voskovych este-
ra*®, dioldiestera™ nebo triacylglycerol®.

Adukty odvozené od acetonitrilu 1ze vyuzit pro lipidy
s riznym usporadanim dvojnych ¢i trojnych vazeb. Jestli-
Ze jsou nenasycené vazby v fetézci od sebe relativné dale-
ko, kazd4 z nich poskytuje intenzivni diagnostické frag-
menty. Pokud jsou vSak dvé nebo vice nasobnych vazeb
blizko sebe, fragmenty odpovidajici Stépeni pied prvni
a za posledni nasobnou vazbou byvaji ve spektru intenziv-
néjsi. Tyto fragmenty jsou uzitecné pro odvozeni uspora-
dani dvojnych a trojnych vazeb v polynenasycenych fetéz-
cich. Vychazi se ze skutecnosti, Ze hmotnost polynenasy-
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Obr. 1. CID MS? spektrum aduktu [M + 55]™ vzniklého reak-
ci oleylstearatu (WE 18:1 (n-9)-18:0) s N-methylidem acetoni-
trilu v APCI zdroji. Piepracovano podle cit.®

N+- N+.
2 . z AN
R“’\/R + /CQN:\\ —_— ﬁ + {_2/
R R R' g2

Schéma 2. PFedpokladané schéma reakce dvojné vazby s N-methylidem acetonitrilu v APCI zdroji
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cené Casti Tfetézce se 1iSi pro riznd usporadani ndsobnych
vazeb. Napftiklad usporddani s dvéma dvojnymi vazbami
oddélenymi  methylenovou  skupinou  (,,methylene-
interrupted) odpovida oblast zahrnujici prvni az posledni
dvojnou vazbu elementdrnimu slozeni CsHg, zatimco
u dvou konjugovanych dvojnych vazeb je to C4H4. Proto
lze uspofadani nasobnych vazeb odhalit porovnanim hod-
noty parametru MBR (multiple bond region) vypoc¢teného
z hmotnosti nejintenzivngjSich fragmentti a prekurzoru se
seznamem teoretickych MBR hodnot*®. Obvykle jsou de-
tekovany i fragmenty indikujici jednotlivé dvojné vazby
v polynenasyceném systému, které jsou uZzite¢né pro po-
tvrzeni lokalizace vSech nasobnych vazeb. Dvojné a trojné
vazby lze rozliSit pomoci satelitnich iontd, které vznikaji
fragmentaci na vzdalenéj$ich vazbach uhlik—uhlik. Satelit-
ni ionty u dvojné vazby jsou vyrazné¢ mén¢ intenzivni nez
diagnostické ionty a lisi se od nich o 14 Da. Naopak sate-
litni ionty trojné vazby jsou obvykle velmi intenzivni. Od
diagnostickych fragmentt se 1i§i o +15 Da, takze je lze ve
spektrech snadno najit*® (obr. 2).

Nenasycené vazby ve slozenych lipidech mohou byt
pfitomny ve dvou nebo vice fetézcich. Dalsi fragmentace
diagnostickych ionti nesoucich funkéni skupinu (alfa frag-
menty) pomaha urcit, kde se nenasycena vazba v molekule
nachazi. Napfiklad dvojna vazba v mononenasycenych
voskovych esterech mize byt ptitomna v kyselinové nebo
alkoholové &asti. Pokud se z alfa fragmentu pti MS? odsté-
puje mastna kyselina, nachazi se dvojna vazba
v alkoholové ¢asti. Naopak, pokud se odstépuje alkohol, je
dvojna vazba soudasti kyselinového fetézce®®. S rostoucim
poétem alifatickych fetézcti v molekuléch lipida**** jsou
16** jsou spektra jednoznaéné interpretovatelnd pro mole-
kuly s jednim nenasycenym fetézcem, nebo dvéma ¢i tre-

HiC

Chem. Listy /17, 747-754 (2023)

mi identickymi nenasycenymi fetézci. ProtoZze se kazda
nasobnd vazba projevuje diagnostickymi a satelitnimi
ionty, mohou byt hmotnostni spektra triacylglycerolt vel-
mi komplexni. Pokud fetézce obsahuji dvojné vazby
ve stejné poloze od koncového methylu, jsou ptislusné
fragmenty ve spektrech intenzivnéjsi a signaly ve spek-
trech 1ze snaze korelovat se strukturou (obr. 3). Pokud se
pro relativné velké lipidy, jako jsou triacylglyceroly nebo
1,2-diol  diestery, pouzivda hmotnostni spektrometr
s iontovou pasti, mohou byt hmotnosti omega fragment
pod spodnim limitem hmotnostniho rozsahu analyzatoru.
Ackoli omega fragmenty nejsou nezbytné pro stanoveni
polohy dvojnych vazeb, jsou uzitecné pro potvrzeni navr-
zenych struktur. Proto je pro fragmentaci aduktti vyhod-
né&jsi pouzivat pristroje s kolizni celou.

V APCI dochézi k reakci nabitych acetonitrilovych
Castic (iontd) s neutralni molekulou lipidu. Tento pfistup
se tak principidlné 1i§1 od metod vyuzivajicich ESI, které
jsou zaloZeny na modifikacich lipidovych iontli neutralni-
mi reaktanty (napf. pfi ozonem indukované disociaci
(OzID) nebo Paterno-Biichiho reakci). Adukty odvozené
od acetonitrilu jsou vynikajicim nastrojem pro lokalizaci
dvojnych a trojnych vazeb v neutralnich lipidech a vhodné
dopliyji portfolio metod zalozenych na ionizaci elektro-
sprejem.

3. Fotodisociace nenasycenych lipidi

Prvni studie fotodisociace malych ionti spadaji do
70. let 20. stoleti***’. V poslednich letech se fotodisociace
ultrafialovym zétfenim (UVPD) stala dulezitou metodou
pro strukturni analyzu lipida a dalSich biologickych mole-
kul*®. UVPD spektra lipidii obsahuji specifické fragmenty,
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Obr. 2. CID MS? spektrum aduktu [M + 55] ** vzniklého reakei methylesteru kyseliny stearové (FAME 18:1 n-9"®) s N-methylidem

acetonitrilu v APCI zdroji. Pfepracovano podle cit.”
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Obr. 3. CID MS? spektrum aduktu [M + 55]™ vzniklého reakei di-o-linolenin-dokosahexaenoinu (TG 18:3 (n-3)_18:3 (n-3) 22:6
(n-3)) s N-methylidem acetonitrilu v APCI zdroji. Pfepracovano podle cit.**

které umoznuji uréit polohy nasobnych vazeb, methylo-
vych vétveni, hydroxylovych skupin, cyklopropanovych
modifikaci nebo sn- pozice acylovych fetézci v acylglyce-
rolech. UV zafeni mize aktivovat disocia¢ni mechanismy
prostiednictvim excitovanych stavii, nebo vyvolat radika-
lové tizenou disociaci (radical-driven dissociation, RDD).
Schopnost UVPD rozlisit cis/trans izomery dvojné vazby
je vSak omezena kvuli izomerizaci dvojné vazby po ab-
sorpci UV fotonu™.

UV zafeni mize vyvolat RDD vytvofenim radika-
lovych ionti z molekul se sudym poctem elektronti.
Metody zaloZené na této mySlence vyvinula skupina
S. I. Blanksbyho'*™ a R. R. Juliana™. Lipidy lIze deriva-
tizovat bud’ nekovalentng*®*, nebo kovalentng*'™** &inidly
obsahujicimi aryl-jodovou vazbu $tépitelnou UV zatenim
za vzniku radikali. Po interakci prekurzoru s fotony
o vlnové délce 266 nm se odstépuje jodovy radikal za
vzniku radikal-kationtu a sekundarnich fragmentt. Neko-
valentni komplexy mohou vznikat s 4-jodbenzoatem nebo
4-jodanilinem (glycerofosfolipidy, sfingomyeliny a tri-
acylglyceroly)*, nebo 4-jodbenzoyl-18-crown-6 etherem
(fosfatidylethanolaminy, fosfatidylseriny)**. Nasledna CID
fragmentl s lichym poctem elektronti vede k radikalove
fizenému $té€peni vazby uhlik—uhlik podél acylového fe-
tézce, coz se projevi sérii ztrat alkylového radikalu nebo
alkenu. Vzdalenost mezi sousednimi piky je u jednodu-
chych vazeb 14 Da, zatimco vzdalenost mezi piky 12 Da
identifikuje misto dvojné vazby. Kovalentni derivaty
mastnych kyselin 1ze vytvorit esterifikaci 4-jodbenzyl-
alkoholem*'. Po ozafeni produktu UV zafenim o vlnové
délce 266 nm eliminuji sodné adukty téchto derivati ato-
marni jod. Nésledna CID iontd [M + Na — I]*" poskytuje
fragmenty nesouci informace o poloze dvojné vazby.
Vyrazn¢ vys$s$i ucinnosti fotofragmentace se dosahuje
u N-(2-aminoethyl)-4-jodbenzamidovych (NIBA) derivati
mastnych kyselin®, které vykazuji téméi tplnou konverzi
prekurzorového iontu [M + Na]' na kationtovy radikal
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[M + Na — I]". Derivaty pro RDD lze rovn&z navrhnout
tak, aby se maximalizovala intenzita prekurzorovych ion-
ti. Toho lze docilit zavedenim permanentniho néboje,
jako je tomu u derivati 1-(3-(aminomethyl)-4-jodfenyl)
pyridin-1-ia (4-I-AMPP")**,

U vyse popsanych RDD metod se vyuziva UV zareni
k tvorbé radikalovych ionti, které po migraci radikalové-
ho mista poskytuji diagnostické fragmenty. Pro strukturni
analyzu lipidd ma vsak také velky vyznam UVPD, ktera
vyvolava fragmentace pfimo z excitovanych stavi. Skupi-
ny J. S. Brodbeltové a G. E. Reida zkoumaly UVPD lipidi
pfi vinové délce 193 nm, kdy dochézi ke vzniku charakte-
ristickych iontd vhodnych pro lokalizaci dvojnych vazeb
v acylovych fetézcich®. Fotoexcitované ionty podléhaji
1,2-eliminacim® (schéma 3). Ob& vazby uhlik—uhlik sou-
sedici s dvojnou vazbou se §tépi a vznikaji dva produktové
ionty lisici se 0 24,0000 Da (hmotnost dvou atomii uhliku)
(obr. 4). Tento zptisob fragmentace je nezavisly na poloze
a typu naboje. Pro UVPD lipidd v pozitivnim modu lze
pouzit jak protonované molekuly’®* tak adukty
s lithiem™**’_ sodikem® *” nebo draslikem***”. Fragmen-
tace adukti alkalickych kovl poskytuje intenzivnéjsi dia-
gnostické produktové ionty, pravdépodobné v disledku
men3i pohyblivosti iontu kovu ve srovnani s protonem®”.
Diagnostické fragmenty dvojné vazby se tvofi také ze
zdporné nabitych prekurzora*®*, napf. u jedno- i dvojna-

Ry

H R, *
{/Q‘l_/ lﬂ, {R,f”a] Y

Ry

_ Re' :H+ R

Schéma 3. Reakce dvojné vazby vyvolané absorpci UV fotonu
vedouci ke vzniku dvou produktovych ionti lisicich se 0 24 Da
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Obr. 4. UVPD (193 nm)-MS? fosfatidylcholinu PC 16:0/18:1
(9Z). Piepracovéno podle cit.*’

sobné deprotonovanych kardioliping*. Vzhledem ke slozZi-
té struktufe téchto lipidd je k lokalizaci dvojnych vazeb na
vSech acylovych fetézcich nutnd fragmentace ve dvou
krocich (CID/UVPD). U fosfolipidi 1ze k urceni poloh
dvojnych vazeb vyuzit zaporn€ nabité prekurzory. Zatim-
co se kyseliny fosfatidové, fosfatidylethanolaminy, fos-
fatidylseriny a fosfatidylinositoly deprotonuji snadno,
zaporn¢ nabité ionty fosfatidylcholint lze ziskat po pfi-
davku mravencanu. VSechny fosfolipidy pak v UVPD
poskytuji dvojice diagnostickych fragmentovych ionti**.
UVPD lze vyuzit kurceni poloh dvojnych Vazeb
i v polynenasycenych acylovych fetézcich, protoze kazda
nasobna vazba poskytuje zminéné diagnostické ionty.
Intenzity diagnostickych ionti je mozné pouzit k uréeni
relativnich koncentraci polohovych izomerd dvojnych
vazeb ve smésich®®. Navzdory omezené citlivosti lze
UVPD pouiit také ve spojeni s kapalinovou chromato-
grafii**~'. Nedavno byly metodou RPLC-UVPD kvantifi-
kovany fosfolipidy obsahujici izomerni polynenasycené
mastné kyseliny’'.

Chem. Listy /17, 747-754 (2023)

UVPD v komeréné dostupnych hmotnostnich spek-
trometrech pracuje pii 213 nm. Tyto piistroje 1ze vyuzit
obdobnym zptsobem jako laboratorni prototypy spektro-
metri vyuzivajici fotony o vlnové délce 193 nm, protoze
i pfi této vinové délce dochézi k prekryvu s absorpénimi
pasy nenasycenych lipidd. UVPD pfi 213 nm v kombinaci
s vysokoenergetickou kolizn¢ indukovanou disociaci
(HCD) v MS® umozituje napi. kompletni strukturni analy-
zu esterd hydroxymastnych kyselin (FAHFA)®. Pro
UVPD se také pouziva zareni vysSich vlnovych délek,
jako je 266 nm. Energie fotond vsak jiz neni dostatecné
vysoka na to, aby doslo k jejich absorpci na dvojnych
vazbach®.

4. Disociace nenasycenych lipidi indukovana
elektrony

Disociace organickych iontli po jejich interakci
s elektrony ma bohatou historii sahajici az do konce 70. let
20. stoleti. Prvni fragmentace organickych iontd pomoci
elektronti byly provadény v celach pro iontovou cyklotro-
novou rezonananci pomoci techniky znamé jako EIEIO
(electron impact excitation of ions from organics)®®. Za-
jem o elektrony indukovanou fragmentaci jednonasobné
nabitych iontl se v posledni dobé zvysil v disledku uve-
deni nového komeréniho hmotnostnitho spektrometru
Q-TOF s EID (cit.”). Jako fragmentaéni cela je zde pouzi-
ta radiofrekven¢ni iontova past, ktera umoziiuje nezavislé
manipulace s elektrony a ionty™".

Vyuziti EID lze v analyze nenasycenych lipida de-
monstrovat na piikladu fosfolipidd, které 1ze pomoci této
fragmenta¢ni techniky velmi podrobné charakterizovat®’.
Protonované prekurzory fragmentuji za vzniku iontd cha-
rakteristickych pro polarni funkéni skupiny fosfolipida.
Dale dochazi k regioizomerné specifické ztraté acylovych
fetézcll a Stépeni vazeb uhlik—uhlik v alifatickych fetéz-
cich. Fragmentacemi alifatického fetézce vznikaji ionty se
sudym a lichym poctem elektronti, které tvori série iontd
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Obr. 5. EID (10 eV)-MS? spektrum lysofosfatidylcholinu LPC 18:1 (9Z) ve srovnani s &asti EID spektra LPC 18:0. Pfepracovano

podle cit.”’
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lisicich se o 14 Da. Pokud je v fetézci pfitomna dvojna
vazba, intenzity fragmentll urcujici pozici dvojné vazby
tvoii profil ve tvaru pismene V (obr. 5). Pro interpretaci
spekter lipidl s vyS§im poc¢tem dvojnych vazeb byl navr-
Zen automaticky dekonvoluéni program®’.

Interakce s vysokoenergetickymi elektrony (>20 eV)
v ICR cele®® umoziiuji podrobngjsi pohled na fragmentaci
fosfatidylcholinii. St&peni vazeb uhlik—uhlik v nasycenych
diacylfosfatidylcholinech formalné vede ke ztraté alkanu.
U nenasycenych fosfatidylcholinti jsou pozorovany pro-
duktové ionty s lichym pocétem elektrond, které odpovidaji
homolytickému §tépeni fetézci, a ionty se sudym poctem
elektroni odpovidajici neutrdlni ztrat¢ alkani. Kromé
lokalizace polohy dvojné vazby nabizeji EID fragmenty
také rozlideni stereoizomera™. Cis/trans geometrie ovliv-
fuje intenzitu fragmentl sousednich vazeb uhlik—uhlik.
Trans izomery vykazuji zvySené intenzity dvou iontl se
sudym poctem elektrond liSicich se o 24,0000 Da, tj. pik
Hztraty vodiku® v misté (n—X-1) a pik ,,zisku vodiku*
v misté (n—X+1) (obr. 6).

Lokalizace dvojnych vazeb pomoci EID byla dosud
vyuzita pro charakterizaci lipidd nékolika t¥id, vetné fos-
folipida®’, sfingolipida® a triacylglycerola®'. Na pocatku
byla téinnost EID pomérné nizka, coz vyzadovalo primé-
rovéani signalu po relativné dlouhou dobu, a délka sbéru
dat omezovala pouziti EID ve spojeni s kapalinovou chro-
matografii. Neddvny technologicky pokrok vSak zlepsil
aginnost EID ve spektrometru typu QqTOF (cit.®®). Zvyse-
na citlivost nyni umoziuje provadét strukturni lipidomiku
zalozenou na EID ve spojeni s kapalinovou chromatogra-
fii. Alternativni moznost separace komplexnich vzorkl
lipidd pfi spojeni s EID nabizi diferen¢ni iontovad mobilita
(DMS)® 2.

Disociace s prenosem naboje (charge transfer dissoci-
ation, CTD) je aktivacni technika, ktera generuje spektra
podobna spektrim EID (cit.*"). Pii této metodd interaguji
analyzované ionty s vysokoenergetickymi (keV) ionty
helia. Rozsahlé sté€peni podél acylovych fetézet lipida
poskytuje spektra s diagnostickymi fragmenty pro lokali-
zaci dvojnych vazeb.

n-8 n-7

.-CH,-CH,-CH=

CH-CH
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5. Zavér

V poslednich letech jsme svédky rychlého rozvoje
metod strukturni analyzy lipidd. Nové postupy jsou Casto
zalozeny na vyuziti novych derivatizacnich reakci a netra-
di¢nich zptsobech aktivace iontd. Vyvoj v oblasti struk-
turni analyzy je pohanén technologickymi novinkami
v hmotnostni spektrometrii a dostupnosti ptistroji se stale
se zlepSujicimi parametry. Molekuly lipidd tak 1ze charak-
terizovat podrobngji a identifikovat je na niz$ich koncen-

vvvvvv

z klicovych pozadavkli na nové metody je jejich jednodu-
ché integrace do lipidomickych pracovnich postupt, coz
vyzaduje snadnou a jednoznacnou interpretaci spekter
a kompatibilitu s chromatografii. Interpretace spekter slo-

vvvvvv

(napt. EID, UVPD) miize byt velmi naro¢na. Lipidomic-
ké ptistupy se proto neobejdou bez rychlych a spolehli-
vych pocitacovych programii pro automatické vyhodno-
covani dat.

Prace byla podporena projektem Narodni institut pro
vyzkum metabolickych a kardiovaskularnich onemocnéni
(Program EXCELES, ID: LX22NPO5104) — Financovano
Evropskou unii — Next Generation EU.
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This text is the second part of a review article on
advances in mass spectrometry for characterizing double
and triple bonds in lipid acyl chains by LC-MS and direct
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devoted to epoxidation, forming adducts from acetonitrile
during atmospheric pressure chemical ionization, photo-
dissociation, and electron-ion reaction-based dissociations.
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Tento ¢lanek se zamé&fuje na roli strukturni biologie ve vyvoji malych molekul, slouZicich jako ligandy proteind, které
by mohly byt v budoucnosti vyuzity jako 1éky. Pro ziskavani strukturnich informaci o proteinech jsou vyuzivany
experimentalni metody, které nasledné umoznuji virtualni screening rozsahlych knihoven latek. Nalezené ligandy jsou déle
experimentalné ovétovany, pii¢emz strukturni biologie hraje klicovou roli v jejich dal$im zdokonaleni. Cilem je vyvinout
ligand s vysokou afinitou a specifitou, ktery by se mohl stat ucinnym léCivem. Nasleduje optimalizace téchto latek
z hlediska chemie a farmakologie. Cely tento proces je ilustrovan na piikladech z nedavné minulosti, jako jsou kinasy
lipidd, stimulator interferonovych genti (STING) a virové methyltransferasy.

Klicova slova: antivirotika, kinasa lipidd, STING, methyltransferasa, virus
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1. Uvod

Strukturni biologie hraje stale vétsi roli v navrhu
1éciv. Krystalografie, kryo-elektronovd mikroskopie
(kryo-EM) a nuklearni magnetickd rezonance (NMR) se
vyuzivaji k ziskavani struktur biomakromolekul, zejména
proteint a jejich komplexd. Tyto experimentalné ziskané
struktury se dale pouzivaji ve virtudlnim prohledavani
velkych knihoven latek, které ¢asto obsahuji desitky milio-
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ni sloucenin, za ucelem nalezeni vhodnych kandidatd
ovliviyjicich (nejcastéji inhibujicich) funkci cilového
proteinu. Aktivity takto nalezenych latek jsou poté experi-
mentalné ovérovany a latky jsou dale chemicky a farma-
kologicky optimalizovany. Tento postup piedstavuje za-
klad pro racionalni ndvrh novych léciv.

Zde se zaméfime na roli strukturni biologie ve zdoko-
nalovani ligand za ucelem ziskani uzite¢nych chemic-
kych nastroji nebo sloucenin charakterizovanych vysokou
afinitou a specifitou, které budou vhodnymi kandidaty na
budouci 1é¢iva. Tento proces bude ilustrovan medicinsky
vyznamnymi piiklady, jako jsou kinasy lipidd, které jsou
nezbytné pro replikaci ur€itych virti, stimulator interfero-
novych gent (STING), ktery je klicovym hra¢em vrozené
imunity, a virové methyltransferasy, které viry pouzivaji
k oklamani vrozené imunity. Vysoce specifické ligandy
pro tyto proteiny byly neddvno vyvinuty na UOCHB
i s pomoci strukturni biologie.

Mgr. et Mgr. Evien Boura, Ph.D. vystudoval obor fyzikdlni chemie a obor molekuldarni biologie
a genetika na prirodovedecké fakulte Univerzity Karlovy, kde v roce 2008 ziskal i titul Ph.D. pod
vedenim profesora Obsila. Ctyiii roky pracoval na americkém Ndrodnim distavu zdravi (NIH)
v Bethesde, kde se venoval mimo jiné vyzkumu bunécného transportu a viru HIV pomoci metod
strukturni biologie, jako je makromolekuldarni krystalografie. Od roku 2012 vede skupinu zamérujict
se na vyzkum RNA virii a vyvoj léciv na Ustavu organické chemie a biochemie Akademie véd CR.
Publikoval pres 100 praci v odbornych c¢asopisech.

https://doi.org/10.54779/ch120230755
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2. Lipidové kinasy

Lipidové kinasy jsou zodpovédné za tvorbu fosfory-
lovanych lipidd z jejich nefosforylovanych nebo méné
fosforylovanych prekurzord, ¢imz méni chemické slozeni
a naboj cilové membrany. Kromé toho slouzi fosforyla¢ni
stav nékterych lipidd, jako jsou fosfatidylinositolfosfaty
(PIP), jako ,biologicka adresa* pro danou membranu,
ktera je rozhodujici pro fizeni kritickych bunéénych proce-
si. Modulaci fosforyla¢niho stavu PIP fidi kinasy lipida
fadu bunéénych dé&ju, véetné bunééného rustu, diferencia-
ce a vnitrobunééného transportu. Kromé toho se tyto kina-
sy podileji na regulaci dynamiky membran a transportu
vezikull. PIP jsou kli¢ové lipidy produkované tiidou kinas
lipidd zvanych fosfatidylinositolkinasy. Nékteré PIP také
funguji jako druzi poslové pfi pienosu signalu. Jak jiz bylo

vvvvvv

mahat definovat identitu rtiznych bunéfnych membran.
Zde je uvedeno nékolik piikladi: plazmaticka membrana
je bohatd na fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP2), endo-
somy na fosfatidylinositol-3-fosfat (PI3P) a membrana
Golgiho aparatu na fosfatidylinositol-4-fosfat (PI4P)
(podrobny piehled viz cit."). Tyto PIP vznikaji piisobenim
specifickych kinas. PI4P je produkovan fosfatidylinositol-
-4-kinasami (PI4K) na povrchu membrany (obr. 1). Lidé
maji Ctyfi tyto enzymy: 1) PI4KA, ktera produkuje PI4P na
plazmatické membrané, kde je PI4P dale fosforylovan na
PIP2; ii) PI4KB, kterd je zodpovédna za syntézu ~50 %
zisob  PI4P na membranidch Golgiho systému; iii)
PI4K2A, kterd syntetizuje zbylych 50 % PI4P Golgiho
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systému a také produkuje PI4P na endosomech pfi jejich
zrani; iv) PI4K2B, kterd je po vétSinu Casu v neaktivni
formé& v cytosolu a jeji fyziologicka role je stale nejasna™.

Mnoho 1ékaisky vyznamnych virt, jako je virus he-
patitidy C (HCV) a mnoho rtiznych virti ze skupiny pikor-
navird, napf. enteroviry, poliovirus (virus détské obrny),
coxsackieviry nebo rhinoviry, ,,zneuziva“ PI4K, protoze
ke své replikaci vyzaduji membrany bohaté na PI4P. Uka-
zalo se, ze téméf vSechny tyto viry vyuzivaji PI4KB,
s vyjimkou nékolika kmend HCV, které vyuzivaji PI4KA
(cit.™®). Tato skute&nost postavila PI4K do centra védecké-

Obr. 1. Struktura PI4K2A na membrané. Kinasa je zakotvena
na lipidové dvojvrstvé. Kotvici zbytky kyseliny palmitové jsou
modelovany. ATP se nachazi v blizkosti membranovych N- a C-
lalokd, které jsou zbarveny oranzové, resp. azuroveé

cytoplazma

x

kinasova domena: '

GOLD doména
ACBD3

- .ACBD-doriéna
LT ACBDS

Obr. 2. Proteinovy komplex kotvici PI4KB na membranu. Model zaloZeny na strukturnich datech (Klima a spol.)*
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Obr. 3. Schéma mista virové replikace. Riizné virové proteiny remodeluji membranu a rekrutuji PI4KB, coz vede ke vzniku membrany
bohaté na PI4P a cholesterol. Nésledn& virova polymerasa, 3D, syntetizuje nové molekuly RNA, které jsou pak zabaleny do virioni

ho zkoumani a struktury téchto enzymu byly brzo dostup-
né’ "', Byla charakterizovana také architektura hetero-
komplexi kinasy PI4KB. Ta tvofi komplex s proteinem
ABCD3, ktery sidli v Golgiho aparatu'? a je dilezity pro
membranovou lokalizaci PI4KB — ACBD3 pfipoutava
PI4KB k membrané Golgiho aparatu. Doména Q (bohata
na glutamin) ACBD3 se vdze na N-koncovy helix PI4KB
s nanomolarni afinitou’. Pozd&ji se ukazalo, e PI4KB
vytvaii vysoce flexibilni heterokomplex PI4KB:Rabl1:
ACBD3 (obr. 2) a pti fosforylaci PI4KB zahrnuje komplex
také protein 14-3-3 (cit.'*'). Je zajimavé, e interakce
s 14-3-3 je konzervovana od kvasinek az po &lovéka'’.

Pikornaviry manipuluji s t€émito komplexy zalozeny-
mi na PI4KB. Sta¢i jim k tomu maly protein 3A. Tento
protein 3A interaguje s ACBD3 a je schopen rekrutovat
kinasu PI4KB na membranu (+RNA viry se vzdy replikuji
na membranové organele, obr. 3)'*'®. Strukturni analyza
ukazala, ze proteiny 3A z riznych pikornavird se omota-
vaji kolem GOLD domény proteinu ACBD3. Jelikoz 3A
ma transmembranovy helix, dochazi k ukotveni ACBD3
na cilové membrané a naslednému navazani PI4KB. Pred-
pokladalo se, ze enzymovy produkt PI4KB, lipid PI4P,
specificky rekrutuje virové polymerasy'’. Pozd&ji se vak
ukazalo, ze za vazbou virovych polymeras na membranu
nestoji konkrétn& PI4P, ale spide zaporny naboj obecnd'®.
Dalsi vyznamnou vlastnosti PI4P je jeho schopnost byt
vyménén za jiny lipid, napt. fosfatidylserin (PS)'** nebo
cholesterol”®. Tento piiklad ilustruje dalsi dévod, pro¢
nékteré viry ,,unaseji” PI4KB. Konkrétn¢ se jedna o viry,
které vyzaduji pro svou replikaci membrany s vysokym
obsahem cholesterolu®.

Kdyz byla PI4KB identifikovana jako cil pro vyvoj
antivirotik, zacalo hledani jejich inhibitort. Siroce pouzi-
vany pik93 je nanomoldrnim inhibitorem PI4KB, avSak
postrada selektivitu a inhibuje i jiné kinasy, naptiklad
PI3K. Na zaklad¢ informaci publikovanych o vysoce ucin-
ném inhibitoru T-00127-HEV1 jsme spoluvyvinuli selek-
tivni slougeniny proti PI4KB (cit.”). Tyto slouceniny jiz
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vykazovaly aktivitu v submikromolarnim rozmezi v enzy-
movych testech in vitro a v mikromoldrnim rozmezi proti
coxsackieviru B3 (CVB3), lidskému rhinoviru (HRV)
a viru hepatitidy C genotypu 1b (HCV 1b)*. Dillezita je
skutecnost, ze krystalové struktury jak pik93, tak slouceni-
ny 49 (cit.*®) vazané na PI4KB byly k dispozici’*®. Tyto
strukturni informace byly vyuzity a byly navrzeny hybrid-
ni slouceniny, jako je napt. 35 (obr. 4) nesouci vlastnosti
obou matefskych sloucenin, tedy pik93 a 49 (obr. 4).
Funkéni a strukturni charakterizace odhalila, ze zplsob

a §
C-lalok U .
Ty ":.",’:
helikalni N
doména {.72 4

< vazebné misto
pro ATP

ad $
¢
) N

i pik93 49 35

Obr. 4. PI4KB a jeji inhibitory. a) Kinasova doména PI4KB se
sklada z N-koncového laloku (oranzova) a C-koncového laloku
(azurova), které jsou v tésném kontaktu se Sroubovicovou domé-
nou (zelend). Vazebné misto pro ATP se nachazi mezi N- a C-
koncovym lalokem. b) Zleva doprava: superpozice inhibitort
pik93, 49 a 35 v misté vazby ATP; struktury PIK93, 49 a 35.
Barevné rozliseno podle atomt, pficemz uhlik je bily, dusik mod-
ry, sira zluta a kyslik ¢erveny
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Obr. 5. Fluorescenéni inhibitory PI4KB. K vysoce specifickému inhibitoru PI4KB byly kovalentné pfipojeny fluorofory fluorescein

(znazornéno zelené¢) nebo kumarin (zndzornéno modie)

vazby se podle ocekavani podoba zplisobu vazby pik93
a slouceniny 49 (obr. 4). Zaroven byla potvrzena aktivita
v jednociferném nanomolarnim rozsahu v enzymovych
testech a silnd (ECso < 100 nM pro vSechny slouceniny)
antivirova aktivita proti CVB3, HRV1 a HCV 1b (cit.>").
Diulezitym poznatkem je, Zze tyto slouceniny prokazaly
vyjimecnou specifitu viici PI4KB, pfi¢emz neukizaly zad-
nou rezidudlni aktivitu proti celému spektru lidského kino-
mu, tedy vici vSem kinasdm pfitomnym v lidskych bui-
kach®’.

Dalsim vyznamnym vyuzitim, které strukturni infor-
mace umoziuji, je specifickd tuprava studovanych mole-
kul. Krystalové struktury PI4KB s nékolika inhibitory
odhalily pozice uvnitt inhibitoru, kam Ize pfipojit funkéni
skupinu, aniz by doslo k naruSeni vazby ligandu. V tomto
ptipadé byl k sulfonamidové c¢asti piipojen fluorofor
(obr. 5), ¢imz vzniklo specifické fluorescenéni znaceni
PI4K, které lze pouzit ke stanoveni hodnot Ky in vitro
nebo pii zobrazovani zivych bundk®.

3. Virové methyltransferasy modifikujici
cepicky RNA

Lidska mRNA nese na svém 5’ konci tzv. ¢epicku.
Tato Cepicka je chemicky tvofena N7-methylovanou
guaninovou bazi, ktera je spojena s 5’ koncem RNA po-
moci trifosfatového mostu. Tato struktura se oznacuje jako
cap-0 (z anglického cap — Cepicka). U vyssich eukaryot,
véetné ¢loveéka, mize byt ribosovy kruh prvniho a druhého
nukleotidu RNA methylovan také v 2 poloze ribosy, ¢imz
vznika cap-1 (prvni ribosovy kruh methylovany) a cap-2
(prvni a druhy kruh methylovany) (obr. 6). Tyto Cepicky
RNA jsou dulezité pro stabilitu RNA, export RNA
z buné¢ného jadra a jsou také nezbytné pro ucinnou
translaci RNA (cit.??). Nedavno byly popsany dalsi vzacné
nekanonické Cepicky, jako jsou NAD nebo dinukleosidové
polyfosfaty’®*!, ale jejich biologicky vyznam, zejména
u vird, je tfeba jeste urdit’>,
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Methylace RNA-Cepicek byla alespoil Castecné obje-
vena diky virim**. Brzy se ukazalo, Ze témé&i viechny
rodiny virtt musi chranit 5’ konec své RNA. Ne vSechny
viry vSak ¢epi¢ku pouzivaji; napiiklad pikornaviry kova-
lentné pftipojuji svij protein 3B (znamy také jako Vpg,
viral protein genome-linked), ktery slouzi jako primer —
pfesnéji feeno proteinovy primer — pro syntézu pozitivni-
ho (+) i negativniho (-) vlikna RNA (cit.”).

Podobné jako u cloveka je i u virové RNA (VRNA)
Cepicka vyznamna pro translaci virové RNA, pfinejmen-
$im u nékterych virovych rodin a v ur€itych fazich virové
infekce. Dal$im vyznamnym diéivodem pro opatieni VRNA
¢epickou je nutnost obrany uspé$ného viru proti vrozené
imunit&’’. Ve skute¢nosti existuje mnoho receptori pro

HG @
@<,” NH
P
0 N NJ\NHz
oo—g—o o
¢'?‘:o' OH OH
Os. .0
60 5
o
0. .0 O.
Pl CHs,
o B
o
o O.
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Obr. 6. RNA opatiena methylovanou ¢epi¢kou. Methylova
skupina na guaninové bazi je zvyraznéna modie, methylové sku-
piny na prvnim a druhém ribosovém kruhu jsou zvyraznény Cer-
vené. B znaci bazi
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Obr. 7. Rozpoznavani neuplné methylované ¢epicky RNA zprostiedkované proteinem IFIT1. a) Krystalova struktura IFIT1 s RNA
cap-0 zalozena na PDB ID 5w5h. b) Detail vazebného mista IFIT1 s vyznacenim pozic, kde by methylované kruhy ribosy vytvarely ste-

rické kolize. Pievzato a upraveno z Nencka a spol.*®

rozpoznavani pathogennich vzori (PRR, z angl. pathogen
recognition receptor), které mohou detekovat VRNA, vcet-
né RNA bez ¢epicky ¢i RNA s netplnou ¢epickou. Napfi-
klad interferonem indukované proteiny s tetratriko-
peptidovymi repeticemi (IFIT) rozpoznavaji vVRNA a va-
Zou se na ni a inhibuji tak translaci a replikaci viru
(obr. 7). Dalsim ptikladem je RIG-I (z angl. retinoic acid-
inducible gene I), ktery je kritickym PRR ve vrozeném
imunitnim systému, odpovédny za detekci vVRNA. RIG-I
je aktivovan v pritomnosti dvouvlaknové RNA a spousti
signalni kaskadu, kterd vede k produkci interferont typu I
a prozanétlivych cytokind, coz je nezbytné pro G¢innou
protivirovou imunitni odpovéd>’.
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Obr. 8. Syntéza ¢epi€ky RNA u koronaviri. Pievzato a uprave-
no z Nencka a spol.*®

Nékteré viry, zejména virus chiipky, ,.kradou” RNA
epitky z bun&énych RNA a vazou je na vVRNA (cit.*").
Vétsina virt, véetné nebezpecnych rodin virti s pandemic-
kym potencidlem, jako jsou flaviviry, poxviry
a koronaviry, vSak ma vlastni enzymy pro syntézu Cepicek
a enzymova drdha jejich syntézy je podobna lidské
(obr.8). Mezi tyto enzymy patii N7- a 2'-O-
methyltransferasy (MTasy) a mohou byt kovalentné spoje-
ny s polymerasou®' nebo s ni kolokalizovat*’. Proto je
pravdépodobné, ze inhibice virovych MTas by ucinila
virus zranitelnym vici vrozené imunitni odpovédi, coz by
mohlo vést k odstranéni viru nebo pfinejmensim
k asymptomatické infekei.

3.1. Inhibitory koronavirovych methylransferas

Koronaviry, véetné nechvalné znamého SARS-CoV-2,
maji dvé RNA MTasy: nspl4, kterd methyluje guaninovou
bazi v poloze N7 za vzniku cap-0, a nspl6, kterd v kom-
plexu se svym aktiva¢nim proteinem nsplO methyluje
prvni ribosovy kruh pocatecniho nukleotidu RNA, coz
vede ke vzniku cap-1. Oba tyto enzymy jsou povazovany
za slibné cile pro antivirotika, coz vedlo k vyznamnému po-
kroku v navrhu inhibitorii od zacatku pandemie COVID-19
v nasi i dalgich laboratofich™*~*. Vyznamnou roli sehré-
la strukturni biologie. Pouzili jsme homologni model
SARS-CoV-2 nspl4, ktery vykazuje velkou podobnost se
SARS-CoV nspl4 (v té dobé jesté nebyla k dispozici krys-
talova struktura SARS-CoV-2 nspl14), coz vedlo k objevu
novych derivati S-adenosylhomocysteinu (SAH) s modifi-
kacemi na adeninové nukleobédzi. Tyto slouceniny byly
syntetizovany a testovany in vitro, pticemz byl odhalen
jejich pozoruhodny inhibi¢ni potencial v jednociferném
nanomolarnim rozsahu viéi vySe zminovanému enzymu.
NaSe modely interakci téchto inhibitorG s nspl4 G¢inné
vysvétluji, jak aromaticka slozka v poloze 7 u analogl
SAH piispiva k jejich aktivite®® (obr. 9).

Podobné vypocetni studie naznacila existenci kryptic-
kych kapes v koronavirové MTase nsp16 (cit.’®). Nejprve
byla pomoci vysoce vykonného screeningu identifikovana
slouCenina 5a, kterd byla nasledné¢ krystalizovana
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Obr. 9. Inhibitory MTsy SARS-CoV-2 nsp14 odvozené od SAH (z angl. S-Adenosyl-L-homocysteine). Velké aromatické substituenty
v poloze 7-deaza jsou zvyraznény modfe, aminokyselinova ¢ast je zvyraznéna cervené

nsp10

Obr. 10. Krypticka kapsa v proteinu SARS-CoV-2 nspl6.
Vazebné misto S-adenosylmethioninu a krypticka kapsa jsou
zvyraznény. Detailni pohled na kryptickou kapsu ukazuje kova-
lentni vazbu mezi malou inhibi¢ni slouceninou 5a a zbytkem
Cysl155

s komplexem nsp16/nsp10. Pozoruhodné je, ze byla pozo-
rovana v kapse v té€sné blizkosti aktivniho mista enzymu
(obr. 10). S vyuzitim této strukturni informace byly vyvi-
nuty derivaty, které rovnéz pusobily jako alosterické inhi-
bitory™.

4. STING, vrozena imunita a poxviry

V posledni dobé se na vSech kontinentech rychle
roz$itil novy virus opicich nestovic neboli mpox virus
(MPXV)®. Tato epidemie pravdépodobné souvisi s ukon-
¢enim ockovani proti pravym nestovicim, které bylo ucin-
né nejen proti pravym nestovicim, ale i proti jinym poxvi-
rim, coz zabranilo celosvétovému $ifeni MPXV. Nicméné
rychlé $iteni viru MPXV ukazuje, jak snadno mtze vznik-
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nout nova pandemie, ktera by ohrozila nase zivoty i svéto-
vou ekonomiku.

Poxviry jsou DNA viry, které se replikuji v cyto-
plazmé. Jejich rozsahly genom kdduje cely mechanismus
replikace DNA a zpracovani RNA, v¢etné mechanismu
pro modifikaci virové RNA &epickou® 2. DNA by se
v cytoplazmé neméla vyskytovat a jeji pritomnost v ni
svédci o infekei DNA virem. Dvouvldknova (dsDNA) je
detekovana cGAS-STING signalni drahou. Protein cGAS
(syntasa cyklického GMP-AMP nebo cGAMP) detekuje
dsDNA a syntetizuje cyklicky dinukleotid cGAMP, ktery
aktivuje protein STING (stimulator interferonovych gent)®.
To nasledné vede k expresi interferonem indukovanych
gend, coz v burice vyvola antivirovy stav. Jako protivahu
této draze koduji poxviry neobvyklou nukleasu zvanou
poxin, ktera rychle degraduje cGAMP (cit.**%). V posled-
ni dob& bylo na UOCHB vyvinuto mnoho agonisti
STING (cit.**7*), z nichZ n&které jsou odolné viigi §tdpeni
poxinem (obr. 11).

4.1. Poxvirové methyltrasferasy a jejich inhibitory

Poxvirové MTasy jsou rovnéz povazovany za bona
fide cile pro léciva. Krystalova struktura 2'-O-MTasy
MPXYV, VP39, odhalila dutinu v té€sné blizkosti adeninové
baze S-adenosylmethioninu (SAM), kterou lze vyuzit
k piipravé G&innych inhibitora”. Byly pouzity dva piistu-
py: 1) vyhledavani inhibitort VP39 ve velké knihovné
latek a i1) navrh inhibitord zaloZeny na krystalové struktu-
fe VP39. Oba piistupy ptinesly submikromolarni inhibito-
ry, které vyuzivaly tuto dutinu, a je zajimavé, ze nékteré
z téchto inhibitort,, napt. TOS507 (obr.9), mély stejnou
chemickou strukturu jako nanomolarni inhibitory proti
SARS-CoV-2 MTase nspl4 (cit.””). Tyto vysledky ilustru-
ji, Ze stejnd sloucenina muze cilit na rizné enzymy (N7-
a 2-0-MTase) z nepiibuznych vir. V§echny tyto inhibito-
ry obsadily vazebné misto pro SAM a tudiZz nemohou
ovliviiovat vazbu RNA na enzym VP39 (cit.”®). Pokusy
s Zivym virem v nasi laboratofi na tGrovni biologického
zabezpeceni stupné 3 ukdzaly, Ze tyto slouceniny acinné
blokuji replikaci viru MPXV (cit.”").



E. Boura

O
NfJ\NH
<
0\&“ N/)\NHZ
N P NH,
HO (o]
| N SN
O=P-0OH </ |
: >
o=p O OH
OH
Eukraryoticky ligand STINGu
2’ 3'-cGAMP

Obr. 11. Ligandy STING. Vlevo: pfirozeny ligand cGAMP. Vpravo:

Stépeni poxinem

5. Budouci vyvoj

Strukturni biologie bude mit pfi navrhovéni inhibito-
ri i nadéle zdsadni vyznam. Ocekdva se vSak vyznamny
posun smérem k in silico metodam diky pokroku v oblasti
umélé inteligence (AI). AlphaFold 2 jiz vynika
v predpovidani struktury proteinti a v blizké budoucnosti
se ocekava nastup Al, kterd dokaze presné predpovidat
vazbu ligandl. Takové umélé inteligence by byly piinosné
zejména tam, kde je generovani experimentalnich krysta-
lovych struktur velmi naro¢né. Napiiklad zatimco identifi-
kace inhibitorl virovych polymeras, at’ uz jakoukoli meto-
dou, je pom&mé piimocara’®!, ziskani jejich krystalové
struktury mize byt velmi naro¢né, protoze je tieba pfipra-
vit krystaly ternarniho komplexu, ktery obsahuje také
RNA a jeji sekvence musi byt optimalizovana. V takovych
situacich jsme se diive ¢asto spoléhali na modely odvoze-
né z potitatovych simulaci®.

Dalsim ptikladem jsou vnitiné neuspofadané protei-
ny, nebo takové, které obsahuji dobie slozené domény
propojené neuspoiadanymi segmenty, jako je napiiklad
koronavirovy protein N. Strukturni biologie je schopna
tyto proteiny charakterizovat, ¢asto pomoci kombinace
metod, jako je rozptyl rentgenového zareni pod malym
tthlem (SAXS) a poéitadovych simulaci® — jak bylo ne-
davno ukézano na proteinu N (cit.**) — coZ vede k ziskani
tisicti strukturnich modeli. Tyto struktury jsou nasledné
seskupeny do nékolika skupin, neboli klastri. V této ob-
lasti by uméla inteligence mohla hrat neocenitelnou roli,
a to identifikaci klastru vhodného pro vazbu 1é¢iva a na-
vrhem slouéeniny, kterd by byla schopna ,,uzamknout”
protein v fyziologicky neaktivni konformaci.

Stejné jako v mnoha jinych védnich oborech se oce-
kavé, ze Al zméni a zdokonali tradi¢ni postup navrhovani
1é¢iv na zdklade struktury. Nicmén¢ experimentalni struk-
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Priklad ligandd pFipravenych na UOCHB, které jsou odolné vii&i

tury budou vzdy nezbytné k ovéteni vysledkl in silico;
nikdo by se nepoustél do nakladného vyvoje 1€k pouze
na zékladé¢ predpovédi umélé inteligence s 90 az 95%
presnosti.

Tento vyzkum byl financovan z projektu Ndarodniho
ustavu virologie a bakteriologie (program EXCELES,
¢. projektu LX22NPO5103) — financovaného Evropskou
unii — Next Generation EU. Deékujeme také RVO:
61388963.
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E. Bouia (Institute of Organic Chemistry and Bio-
chemistry, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Prague, Czech Republic): Structural Biology in Anti-
viral Research — A Story Illustrated by the Tales of
Lipid Kinases, STING and Viral Methyltransferases

This article focuses on the role of structural biology
in the development of small molecules that serve as pro-
tein ligands, which could potentially be used as drugs in
the future. Experimental methods are utilized to obtain
structural information about proteins, which then allow for
virtual screening of extensive libraries of substances. The
discovered ligands are further experimentally verified,
with structural biology playing a crucial role in their re-
finement. The goal is to develop a ligand with high affini-
ty and specificity, which could become an effective medi-
cine. This is followed by the optimization of these sub-
stances from a chemical and pharmacological standpoint.
The entire process is illustrated with examples from the
recent past, such as lipid kinases, the stimulator of inter-
feron genes (STING), and viral methyltransferases.

Full text English translation is available in the on-line
version.

Keywords: antivirals, lipid kinase, STING, methyltrans-
ferase, virus
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Rektor Vysoké Skoly chemicko-technologické v Praze vyhlasuje, ve smyslu § 49 odst. 5 a 6 Zakona 111/1998 Sb.,
pfijimaci fizeni pro akademicky rok 2024/2025 do nasledujicich doktorskych studijnich program( uskute¢riovanych na

fakultach VSCHT Praha:

Fakulta chemické technologie
Studijni programy:

Studijni programy typu double degree (dvoji diplom)
ve spolupraci se zahrani¢nimi vysokymi Skolami:

Fakulta technologie ochrany prostredi

Studijni programy:

Studijni program typu double degree (dvoji diplom)
ve spolupraci se zahrani¢nimi vysokymi Skolami:

Fakulta potravinarské a biochemické technologie
Studijni programy:

Studijni programy typu double degree (dvoji diplom)
ve spolupraci se zahrani¢nimi vysokymi kolami:

Chemie a chemické technologie

Chemie a technologie materiall

Chemie

Bioinformatika

Konzervacni védy v péc€i o hmotné kulturni dédictvi
Léciva a biomaterialy

Chemie a chemické technologie
Chemie a technologie materialli
Chemie

Chemie a technologie ochrany Zivotniho prostfedi
Energie a paliva

Chemie a technologie ochrany zivotniho prostfedi

Mikrobiologie

Biotechnologie

Chemie a technologie potravin
Biochemie a bioorganicka chemie
Potraviny a pfirodni produkty
Biotechnologie 1&Civ

Biotechnologie
Biochemie a bioorganicka chemie

764



Fakulta chemicko-inzenyrska

Studijni programy: Chemické a procesni inzenyrstvi
Chemie
Molekularni chemicka fyzika a senzorika
Méreni a zpracovani signald v chemii
Léciva a biomaterialy

Studijni programy typu double degree (dvoji diplom)
ve spolupraci se zahrani¢nimi vysokymi Skolami: Chemické a procesni inZzenyrstvi
Chemie

VSechny doktorské studijni programy typu double degree (dvoji diplom) ve spolupraci se zahrani¢nimi vysokymi
Skolami jsou uskutecnovany prezencni formou.

V8echny ostatni doktorské studijni programy jsou uskute€fiovany formou prezenéni nebo kombinaci prezencni
a distancni formy.

Standardni doba studia v DSP je ¢&tyfi roky. V doktorskych studijnich programech uskutecriovanych v ¢eském jazyce
muze student studovat s podporou stipendia po celou standardni dobu studia v prezenéni formé.

VSechny inzerované doktorské studijni programy s vyjimkou programu Konzervaéni védy v péc¢i o hmotné kulturni
dédictvi jsou akreditovany rovnéz pro uskutecfiovani v anglickém jazyce.

PFihlasky ke studiu v pfedepsaném formulafi v&etn& povinnych piiloh, uvedenych na webovych strankach VSCHT
Praha (studuj.vscht.cz), a doplnéné posudkem zdravotni zpUsobilosti ke studiu ve zvoleném oboru dizertacni prace
podavejte nejpozdéji do 15. dubna 2024.

Pro studijni programy typu double degree je vyhlasen prvni termin pro podavani pfihlasek do 29. inora 2024.

765



SOUTEZ

na logo Skoly hmotnostni spektrometrie — 2. kolo

Sekce hmotnostni spektrometrie SSIMM vyhlasuje souté? na navrh loga Skoly hmotnostni spektrometrie.

Skola hmotnostni spektrometrie:

O} {0

ks,

Vyukova akce poradana Spektroskopickou spolecnosti Jana Marka Marci uréena pro zacinajici i zkusené
odborniky v oblasti hmotnostni spektrometrie.

Podminky soutéze:

— Pouzita grafika musi mit jasnou souvislost s hmotnostni spektrometrii (napf. spektrum, piky, elektrosprej,
kvadrupdl apod.). Grafiku (jeji vhodnost pro logo, souvislost s hmotnostni spektrometrii apod.) Ize béhem
pfipravy navrhu konzultovat se Zadavatelem.

—  Néazev lze pouzit ve formé ,Skola hmotnostni spektrometrie®, , Skola MS“, nebo (nejméné preferovana varianta)
,MS Skola“.

— Nebudou pouzity barevné prechody.

—  Pokud bude navrh v barevném provedeni, bude zpracovdna i Cernobild verze.

—  Logo musi byt univerzalné pouZzitelné v riiznych velikostech (web, tasky, propagacni predméty...).

Logo by podle Géastniki 24. Skoly MS mélo byt:

Jednoduché, minimalistické, zapamatovatelné, srozumitelné, rozpoznatelné, nadcasové, elegantni, vystizné — na
prvni pohled souvisejici s hmotnostni spektrometrii, barevné, ale ne pfilis.

Format:

Ndvrh bude odevzddan v elektronické podobé ve formé vektorové grafiky a soucasné ve formé ndhledu v pdf
souboru, kde bude logo zobrazeno ve dvou velikostech (velké, v priiméru aspori 15 cm, a malé, v priméru cca 2
cm). Pokud je barevné feseni jiné nez ¢ernobilé, odevzdd soutézici taktéz cernobilou mutaci loga.

Termin:

Soutézni navrhy je nutno dorucit na adresu tajemnika Spektroskopické spole¢nosti IMM Tomase Vasiny
(immss@spektroskopie.cz) nejpozdéji do 29. inora 2024.

Cena pro vitéze:
Penézita odména 20 000,- K¢.
Dalsi podminky:

Vyhlasovatel si vyhrazuje pravo nevybrat Zzadny z predloZenych navrhi a neudélit cenu.
Autor vitézného navrhu davd SSIMM souhlas k plnému vyuZziti dila a pfenechava jim veskera prava z dila plynouci.
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