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Chemické listy v roce 2004

Letosni rok mé poucil, Ze detailni pldnovdani Chemickych
listit miiZe byt snadno zboreno. Diivod je jednoduchy — casopis
si na sebe sdam nevydéld, myslim tim prijmy z predplatného
a komercnich priloh, takZe je a bude odkdzdn na sehndni
dodatecnych financnich zdrojii, myslim tim osobni nasazent
lenii predsednictva CSCH a redakéniho kruhu CHL (coZ se
miiZe i nemusi podarit).

Predstava, jak budou vypadat CHL v roce 2004, je jednak
vydavatelskd, jednak financni. Ta prvni pocitd s vyddnim 12
cisel, z toho 4 clenskych (bulletinovych) a s vyddvdnim pa-
ralelnt edice Symposia (zatim je potvrzen sbornik konference
»Supramolekuldrni chemie “, poradatelé: doc. Pavel Drasar,
doc. Vladimir Krdl). Predpokldddme, Ze do cisla 5/2004 bude
zanoren sbornik konference Sigma-Aldrich, 7/2004 bude ze-
médélske cislo, 8/2004 bude tvorit sbornik 56. Sjezdu chemic-
kych spolecnosti v Ostrave, 10/2004 bude vénovdno Zivotnimu
prostiedi, do 11/2004 budou zanoreny ,, Liblice“ a 12/2004
bude monotématicky vénovdno farmacii. Se Svazem chemic-
kého priimyslu CR jedndme o vytvofeni rubriky priimyslové
chemie. Od 2. ctvrtleti pristiho roku se bude zalamovdni
provddet v redakci, coz zjednodusi a zlevni vyrobu, protoZe se
usetii jeden vyrobni mezicldnek.

V loriskéem prosincovém iivodniku jsem napsal, Ze oce-
kdvdm vyrazny ndstup barevnych priloh. Nestalo se tak. Snad
jsou autori rozcarovdni, a my s nimi, jak vychdzi barevnd
priloha na jejich laserové ¢i bublinkoveé tiskdrné a jak pak
vyjde na eukalyptovém papire Chemickych listii. Je to opét
otdzka penéz, na kridovy papir nemdme, ale budeme jednat
o technickych vylepSenich, které by barvu vice zpristupnily.

Mdm dojem, Ze dluZim vysvétleni vyvoje nast edicni poli-
tiky od letosniho dubnového Cisla. Zacdtkem roku se zddlo byt
vSe riiZové a neotresitelné, ale pak jsme se dostali do svizelné
finanéni situace neudélenim instituciondlni podpory MSMT
CR. Diisledkem toho bylo napsdni iivodniku do cisla 4/2003,
kde jsme se rozhodli nabidnout cleniim zbyld dvé bulletinovd
¢isla (7 a 10) za predplatné. Ohlas na predplatné byl mini-
madlni, za to vSak v ¢ervenci prisla spousta telefondtii a dotazii,
co je s ¢lenskou sedmickou? Po Fadé diskusi jsme se sjednotili
v ndzoru, Ze je dost dobrych ditvodii opét rozesilat bulletinovd
¢isla vSem cleniim, ovSem kde na to vzit? Financné jsme si
odlehdcili vyddnim cisla 6/2003 jako sborniku konference Bio-
trans Olomouc 2003, které uhradili poradatelé (piivodné jsme
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pldanovali jeho zarazeni do edice Symposia). Tim se zase
dostdavdam k penéziim, ale bez téch to ddl nejde a nepiijde.
Redukovali jsme rozsah bulletinu, sniZili ndklady, vymenili
technickou redaktorku a predsednictvo Spolecnosti rozhodlo
promitnout financni schodek alesporit z¢dsti do clenského pri-
spévku. Dovolte mi, abych ocenil mimorddné usili nekterych
nasich priznivcii ziskat dodatecné financni zdroje pro Che-
mické listy. Prof. Jirimu Hanikovi dékuji za jeho vytrvalé
Jjedndni se Svazem chemického priimyslu CR. Ddle dékuji panu
Fediteli UOCHB AV CR Dr. Zdeiiku Havlasovi za realizaci
myslenky tzv. strdankovného. Panu Ing. Paviu Svarcovi, gene-
rdinimu Fediteli Unipetrolu a.s. a prezidentovi SCHP CR
a ostatnim generdlnim rediteliim spolecnosti Chemopetrol a.s.
Litvinov, Ceskd rafinérskd a.s. Litvinov, Kaucuk a.s., Lovo-
chemie a.s., Aliachem a.s., VUOS a.s. a VUANCH a.s., dekuji
za poskytnuti jednordzové financni dotace. Financni schodek
z jara letoSniho roku se ndm tak podarilo vyrovnat. Jak vSak
ddl? Abychom jesté vice CHL postavili na vilastni nohy, roz-
hodli jsme se od pristiho roku vybirat poplatek za podékovdni
grantovym agenturdm. Vérim, Ze autori prijmou toto opatieni
s pochopenim a podpoii nds. Problémy Chemickych listi,
zvldste ty financni, se v historii casopisu opakuji. Dokonce
i zakladatel a prvni Séfredaktor, prof. Karel Preis, financoval
urcitou dobu Chemické listy ze svého. To vsak ode mé téZko
miiZete ocekdvat.

Nechme ale ji7 penéz a vénujme se urcitym zdarim, které
nds letos potkaly. Impaktni faktor, ktery je zverejiiovdn v dub-
nu za uplynuly rok, opét zaznamenal riist. Od roku 1998
(IF=0,108) mdme stoupajici tendenci a za rok 2002 jsme
dosdhli hodnoty IF=0,336, coZ je na casopis, ktery vychdzi
prevdiné v cestiné a slovenstiné, pozoruhodny vykon. Také
mdm radost z toho, Ze spontdnni priliv rukopisit do redakce
nevysychd a tak mdme, minimdlné na puil roku dopredu, co
tisknout.

Chemické listy jsme dovedli, snad zddrné, do konce roku
2003. Miij dik patii pani redaktorce Ing. Radmile Rdpkové,
pdniim redaktoriim, sekretaridtu CSCH — Ing. Markét¢ Bld-
hové a Ing. Janu Simdnkovi, piedsednictvu CSCH, Ing. Ja-
roslavu Kahovcovi a vSem dalsim spolupracovnikiim, autoriim
a priznivetim. Vdm, ctendrim, preji veselé svdtky vdnocni
a mnoho uspéchii v roce 2004.

Bohumil Kratochvil
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1. Uvod

vyvinuta celd fada reakci pro tvorbu vazeb C-C (adice, cyk-
loadice, nukleofilni substituce atd.). OvSem az do zacatku
sedmdesdtych let nebyla k dispozici obecna metodika pro
tvorbu vazeb C-C mezi sp ¢i sp~ uhlikovymi centry.

Teprve rozvoj reakci katalyzovanych komplexy niklu ¢i
palladia mezi elektrofilem (obvykle alkyl/arylhalogenidem ¢i
sulfondtem) a nukleofilem (obvykle organokovem, popft. al-
kenem) umoznil opravdovou revoluci v organické syntéze
(Schéma 1). Pro tuto obecnou a efektivni metodiku tvorby C-C
vazeb je zaveden anglicky termin cross-coupling'. Protoze
neexistuje vystizny a obecné prijimany cesky ekvivalent, bude
pro tento typ reakci v celém clanku pouzivéan anglicky vyraz.

R'—X + R2-M R'—R? + M-X

Schéma 1

2. Mechanismy a katalyzatory

Dle mechanismu rozdélujeme cross-coupling reakce do
dvou hlavnich tfid: a) ,.klasické™ cross-couplingy probihajici
mechanismem: oxidativni adice, transmetalace a reduktivni
eliminace? (Schéma 2) a b) Heckova reakce probihajici me-
chanismem: oxidativni adice, inserce a reduktivni eliminace
(Schéma 3). Reaktivita odstupujici skupiny X klesd v potadi
I > OTf >> Br >> Cl, ¢ehoz se dd s vyhodou vyuZivat pii
chemoselektivnich reakcich. Vhodné organokovy pro trans-

X = halogen, OTf, OTs, OMs ...
M = ZnX, SnBus;, B(OH)3, AIR; ...
R, R' = alkyl, alkenyl nebo aryl

R—M

MX
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Pd(0)L, R—P(Ij(”)—x X = halogen, OTf, OMs ...
1
baze ﬂx R, R' = alkyl, alkenyl nebo aryl
R
H—Plg IN—X inzerce alkenu N\
d(IN
- e
-eliminac
p-e H:, L
1
H Pd(IN—X
L
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Obr. 1. Priklady nékterych modernich ligandia

metalaci mohou byt odvozeny od celé fady kovl a budou
detailné probirdny dile.

Cross-coupling reakce mohou byt katalyzovany Sirokym
spektrem komplexd Pd(0) ¢i Ni(0), které jsou citlivé na pii-
tomnost kysliku (reakce je nutno provadét v inertni atmosfére).
Nejpouzivanéjsim Pd(0) katalyzatorem je Pd(PPh,),, ktery
je v krystalickém stavu pomérné stabilni a pii —20 °C pod
Ar vydrzi mnoho mésicti, zatimco Ni(PPh,), je extrémné cit-
livy. Casto se vyuzivd i stabilni komplex Pd(dba),, popi.
Pd,(dba),.CHCI, (dba = dibenzylidenaceton) s pfidavkem fosfi-
nového ligandu. Velml vyhodné je pouziti stabilnich komple-
xti Pd(II), popi. Ni(I) (napi. Pd(PPh,),Cl,, PdCl,, Pd(OAc),,
Ni(PPh;),Br,), ze kterych vznikd aktivni Pd(0) komplex re-
dukci prebytkem organokovu, fosfinu ¢i trialkylaminu.

Aktivita katalytického systému je vyznamné ovlivnéna
charakterem ligandt. Kromé stardardniho PPh, se velmi ¢asto
s Uspéchem vyuZzivaji elektronové bohatsi ¢i sterlcky branéné
fosfiny (P(furyl);, P(tolyl);, P(tert-Bu),), popi. trifenylarsin.
S vyhodou jsou také pouzivany bidentdtni ligandy na bdzi
difosfint (1,2-bis(difenylfosfanyl)ethan (dppe), 1,1’-bis(di-
fenylfosfanyl)ferrocen (dppf) ¢i 2,2’-bis(difenylfosfanyl)-1,1°-
-binaftalen (binap)), dusikatych heterocyklt (bipyridin, fe-
nanthrolin), aminofosfin (2-(difenylfosfanyl)-2’-(dimethyl-
amino)bifenyl) ¢i P-C koordinujici (2-(dicyklohexylfosfanyl)-
bifenyl) (Obr. 1). Velice aktivni jsou i ligandy na bazi hetero-
cyklickych karbend generovanych z kvartérnich imidazolium-

-halogenidi. V né&kterych specidlnich piipadech lze pouzit
i ,,bezligandové* katalyzatory typu PdCl,, Pd/C, popt. Ni/C.
Prestoze je tato oblast pfedmétem intenzivniho vyzkumu
a je znamo nékolik tisic prikladd, vybér vhodného katalytic-
kého systému (prekurzor + ligand) pro novou cross-coupling
reakci byvd Casto problematicky a, nefunguje-li analogie s re-
akcemi podobnych systému, je nutnd pracnd optimalizace.
Nastésti jsou v dnesni dobé komer¢né dostupné celé serie uzi-
tecnych ligandu, které se daji koupit i v saddch vhodnych pro
systematické i kombinatoridlni testovédni. Pro vét§inu béZnych
reakci ovSem lze pouzit bud Pd(PPh,), nebo Pd(PPh,),Cl,.

3. Obecné metody pripravy
organokovovych ¢inidel

V soucasné dobé jsou komercné dostupné velké serie
organostannant, boronovych kyselin a rovnéz roztoky mnoha
Grignardovych, organozinec¢natych a hlinitych ¢inidel. Presto
je uzitecné shrnout zdkladni typy metod jejich piipravy.

a) dehydrometalace ndsledovand transmetalaci

BuLi MX,

R-H R-Li R-MX,,_¢

(MX,, = ZnCl,, B(OR')s, SnR', atd.)

b) dehalometalace ndsledovana transmetalaci

BuLi MX,

R-hal R-Li R-MXp1

(MX,,= ZnCl,, B(OR)5, SnR', atd.)

c) oxidativni adice na aktivovany kov

*

R-M-hal

R-hal (M = Mg, Zn, Mn atd.)

d) hydrometalace nenasycenych systému

HMX, R
H  MX,

R————

(MX,, = AIR'5, SnR's, B(OR'),, ZrCp,X atd.)
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e) karbometalace nenasycenych systéma

R"MX,, R H
R——= —
R" MX,,

(MX,, = Cu, AIR'5, SnR's, B(OR), atd.)
f) cross-coupling reakce

X,M-MX,,

R-hal R-MX,

Pd kat. (MX, = SnR'3, B(OR'),)

4. ,/Klasické cross-coupling reakce

4.1. Cross-coupling reakce
organokuprdtt

Reakce organokuprati s alkylhalogenidy zpravidla ne-
pottebuji katalyzu a v minulosti to byla v podstaté jedind
pfimd metoda pro cross-coupling. Je moZno pouzit Gilma-
novy lithiokuprdty R,CuLi (ze kterych se ale pienese pouze
jedna R skupina) nebo smésné kuprdty napi. R(2-thienyl)
CuLi nebo RCu(CN)Li (pokud je R skupina drahd ¢i obtizné
dostupnd)®.

4.2. Cross-coupling reakce
Grignardovych ¢inidel
(Kumada-Tamao-Corriu)

Reakce Grignardovych ¢inidel s alkyl-, alkenyl- a arylha-
logenidy katalyzované komplexy Ni byly v roce 1972 prvni
obecnéji pouzitelnou aplikaci cross-coupling reakei®. Jeji ne-
vyhodou je vysokd reaktivita a nizkd chemoselektivita Grig-
nardovych ¢inidel. V lofiském roce byla vyvinuta efektivni
metoda cross-coupling reakci organohofecnatych ¢inidel kata-
lyzovanych komplexy Zeleza’.

NiCl,(dppe
2(dppe) RR

R-hal + R'-MgX

R = alkyl, alkenyl, aryl
R' = alkyl, alkenyl, aryl

4.3. Cross-coupling reakce
organozinec¢natych ¢inidel
(Negishi)

Pd-katalyzované reakce organozinecnatych cinidel jsou
jednou z nejpouzivangjsich cross-coupling reakci®. Jsou velmi
obecné (vhodné pro alkyl-, alkenyl- i arylskupiny) a vysoce
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efektivni. V nékterych pripadech jsou organozinecnatd ¢inidla
ptili§ reaktivni a netoleruji pfitomnost nékterych funkénich
skupin.

Pd kat.

R-hal + R-R'

R = alkyl, alkenyl, aryl
R' = alkyl, alkenyl, aryl

R-ZnX

4.4. Cross-coupling reakce stannant
(Stille)

Stilleho reakce je dalsi Siroce pouzivanou metodou vhod-
nou zejména pro cross-couplingy aryl- a alkenylstannant s aryl-
¢i alkenylhalogenidy’. Alkylové skupiny se z cinu transme-
taluji pomérné neochotné, ¢ehoz se vyuziva u aryl- ¢i alke-
nyl(tributyl)stannand standardné pouzivanych k selektivnimu
zavedeni alkenylovych ¢i arylovych skupin. Vyhodou je tole-
rance k pfitomnosti vétSiny funkénich skupin. Nevyhodou je
toxicita stannant, které je rovnéz relativné obtizné oddélit
z reakénich smési.

Pd kat.
R-R'

R-hal + R'-SnBus

R = alkenyl, aryl
R' = alkenyl, aryl

4.5. Cross-coupling reakce
organoboran a boronovych
kyselin (Suzuki-Miyaura)

Reakce alkenyl- ¢i arylboronovych kyselin nebo jejich
esterd s alkenyl- ¢i arylhalogenidy katalyzované komglexy
palladia v pfitomnosti bdze (Suzuki-Miyaurova reakce)” jsou
jednim z nejvyznamnéjSich typi cross-coupling reakci. Jsou
vhodné zejména pro couplingy sp’-hybridizovanych center.
Vyhodou je nizkd toxicita vznikajicich bordtd a tolerance
k funk¢nim skupindm. Reakce jsou Casto provddény i ve vod-
nych smésich. Méné vyuZivané jsou cross-coupling reakce
trialkylborant’, které oviem lze pouZit i pro zavedeni alky-
lovych skupin.

Pd kat.
R-R'

R-hal + R-B(OH),

baze

R = alkenyl, aryl
R' = alkenyl, aryl

4.6. Cross-coupling reakce
organokfemicitych ¢inidel
(Hiyama)

Cross-coupling reakce pentakoordinovanych halosilikati

vzniklych reakcf silanti ¢i halosilanti s aktivitorem (vétSinou
tetrabutylamonium-fluorid, TBAF), tzv. Hiyamova reakce'”,
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jsou dalsf alternativni metodou. Tato reakce je relativné obec-
nd (reaguji alkyl-, alkenyl- i arylsilany) a vyhodou jsou ne-
toxické vedlejsi produkty (silikdty). Praktické vyuziti zatim
nedosahuje vyznamu Suzukiho nebo Stilleho reakce. Aplikace
této metody je vyhodnd zejména pro zavedeni perfluoralky-
lovych skupin'".

Pd kat.
R-R'

R-hal + R-SiX3

TBAF
SiX5 = SiMes, SiMe,F, SiMeF,,
SiMeCl,, SiF3, SiMe,OH

R = alkyl, alkenyl, aryl
R' = alkyl, alkenyl, aryl

4.7. Cross-coupling reakce organokovi
odvozenych od dalSich prvki

Organokovy odvozené od celé fady dalsich prvki jsou
rovnéz pouZzitelné pro cross-coupling reakce. Nejvyznamnéjsi
jsou trialkylhliniky, které jsou Casto pouZivany pro zavedeni
jednoduchych alkylovych skupin (Me, Et, Pr). Organozirko-
nicité slouceniny se pouzivaji ve specidlnich ptipadech v kas-
kadeé s hydrozirkonaci alkynt. Organokademnaté, rtutnaté ¢i
thallné reagenty jsou také obcas pouzivdny, ovsem jejich
nevyhodou je silnd toxicita. Ostatn{ prvky maji jen velmi maly
vyznam.

4.8. Cross-coupling reakce alkynt
(Sonogashira)

Sonogashirova reakce'? termindlnich alkynd s aryl- nebo
alkenylhalogenidy je v podstaté specidlnim piipadem cou-
plingu in situ vzniklych alkynylkuprdtd. Reakce probihd za
palladiové katalyzy v ptitomnosti médnych soli a baze (ze-
jména sekunddrnich a tercidrnich aminti). Vzniklé aryl- ¢i
alkenylacetyleny jsou mnohostranné vyuzitelné intermediaty,
a proto je Sonogashirova reakce jednou z nejpouzivanéjsich
aplikaci cross-coupling reakci.

Pd kat.
R-hal + H——R' R———R'
Cul, baze
R = alkenyl, aryl
R' = alkyl, alkenyl, aryl, silyl

4.9. Cross-coupling reakce sp’-sp°

Pres obrovsky rozvoj metodiky cross-coupling reakci stéle
zlstdva problémem obecnd a jemnd metodika pro palladiem
katalyzované couplingy mezi dvéma sp’ centry. U alkylovych
zbytkl s B-vodiky totiz ¢asto dochézi k B-eliminaci, kterd kon-
kuruje transmetalaci ¢i reduktivni eliminaci v katalytickém cyk-
lu. Usp&inym fesenim byly aplikace niklem katalyzovanych
reakcf alkylmagnesium- nebo alkylzinkhalogenidl v pfitom-
nosti alkent (4-fluorstyrenu ¢i butadienu), které se koordinuji
k Ni a zabraiiuji nezadouci p-eliminaci'” a palladiem kataly-
zované reakce alkylborand. Standardné se pouZzivdji couplingy
organokuprdtd, u kterych k vedlej$im reakcim nedochdzi.
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4.10.Cross-coupling reakce
arylchlorida

Arylchloridy jsou obecné méné reaktivni nez bromidy
a jodidy a u neaktivovanych (elektronové bohatych) aromati
vétSinou za standardnich podminek reakce neprobihaji. Pro-
blematicky je zejména prvni krok — oxidativn{ adice. Teprve
v posledni dobé s rozvojem stericky branénych a elektronové
bohatych fosfinovych a pozdéji zejména karbenovych ligandi
byly vypracovdny obecné metodiky pro cross-coupling aryl-
chloridi'®. Nejcast&ji pouzivané ligandy jsou P(tert-Bu);, 2-
-(difenylfosfanyl)-2’-(dimethylamino)bifenyl, 2-(dicyklohe-
xylfosfanyl)bifenyl a 1,3-diarylimidazolové karbeny.

5. Dalsi typy C-C cross-coupling reakci

5.1. Cross-coupling reakce s inzerci
a B-eliminaci (Heck)

pu cross-coupling reakci, které probihaji s inzerci nenasy-
ceného systému (v podstaté jde o karbopalladaci dvojné vazby
ndsledovanou B-eliminaci). Reakce alkent (mono- ¢i disubsti-
tuovanych ethylenti) s aryl- nebo alkenylhalogenidy probihaji
za katalyzy Pd(0) v pfitomnosti baze, ktera regeneruje kata-
lyzator'. Velmi ¢asto je nutno pouZit stifbrné nebo thallné soli
jako aditivum. Stereo- i regioselektivitu 1ze ovliviiovat volbou
katalytického systému, bdze a aditiva. Vzhledem k tomu, Ze
k témto reakcim neni nutno predem generovat organokov
a pouzivaji se stabilni alkeny, je Heckova reakce §iroce po-
uzivana pii syntéze komplexnich molekul a v intramolekuldrni
variant€ i v mnoha kaskddovych procesech.

R = alkenyl, aryl
R-hal R'= COOR",

CN, aryl, alkyl

R = alkenyl, aryl

R' = alkyl, alkoxy

+ bidentatni ligand a
TIOAc

5.2. Karbonylace

Karbonylace probihd formalné podobnym mechanismem
(Schéma 4): oxidativni adice, inzerce CO, nukleofilni substi-
tuce a regenerace katalyzdtoru.

Reakce se provddéji za pretlaku CO. Nukleofilem mohou
byt alkoholy za vzniku estert, aminy za vzniku amidd, popf.
organokov za vzniku ketonii (karbonylaéni cross-coupling)'®.
Alternativou ke karbonyla¢nimu cross-couplingu jsou piimé
couplingy chloridd kyselin s organokovy (Zn, Sn, B), které
rovnéz poskytuji ketony. Karbonylace jsou rovnéz velmi casto
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R—X
Pd(O)L, L
. R-Pd)—X X = halogen, OTs, OMs ...
oxidativni adice L
-HX R = alkyl, alkenyl, aryl
Nu = OR, NRR', RM
inzerce CO Co
k
H-P(li(ll)*x lr
L RCO—Pd(I)—X
I L
R-C—Nu

Nu-H
Schéma 4

uplatiiovany pii kaskddovych reakcich a pfi totdlnich syn-
tézach komplexnich litek.

6. C-X cross-coupling reakce

(Hartwig-Buchwald)

Aromatické nukleofilni substituce probihaji celkem dobie
u aktivovanych (elektronové chudych) aryl- a zejména he-
tarylhalogenidd. Bézné arylhalogenidy ovSem s nukleofily
nereaguji ani za drastickych podminek. Proto byla v minulosti
tvorba aryl-O, aryl-S ¢i aryl-N vazeb velmi komplikovanou
zdlezitosti. AZ s rozvojem cross-coupling reakci a zejména
s novymi generacemi bidentdtnich, stericky branénych a elek-
tronové bohatych ligandd byly vyvinuty efektivni metody
piipravy diar%/letherﬁ, sulfidd a amint, tzv. Hartwig-Buchwal-
dovy reakce'"!® Jedn se o reakce arylhalogenidii s alkoholy,
fenoly, thioly ¢i aminy v pfitomnosti soli Pd(II) a ligandu
(napft. P(tert-Bu),, 2-(difenylfosfanyl)-2’-(dimethylamino)bi-
fenyl, 2-(dicyklohexylfosfanyl)bifenyl, 1,3-diarylimidazolo-
vé karbeny) a baze.

7. Arylace karbonylovych slouc¢enin

Pd kat.
R-X-R'

R-hal + R-XH

ligand, baze

R = aryl
R' = alkyl, aryl
X=0,8,NH

a-Arylace karbonylovych slouc¢enin (ketond, esterd, chra-
nénych aminokyselin) a nitrild byly rovnéz vyvinuty Hart-
wigem a Buchwaldem a probihaji za obdobnych podminek
jako C-X cross—couplin%y (jednd se v podstaté o analogickou
reakci s C-nukleofily)". Rovnéz zde se uplatiiuji moderni
ligandy a jako bdze Ize pouzit napi. K;PO, nebo sodnou stil

hexamethyldisilazanu (NaHMDS). Tyto neddvno vyvinuté
reakce nepochybné najdou vyznamné uplatnéni pfi syntéze
ddlezitych typa latek, napf. arylacetdtt a arylglycinu.

o R
Ar-hal + T
-

piiklady vhodnych substrat:

/]/ij EtOOC\/COOEt Ph2C=N\/COOEt
o)

CH3CH,NO,

O _R" Pd kat.

ligand, baze Ar R

CH3;COO#-Bu

8. Zavéry

Po vice nez dvaceti letech intenzivniho rozvoje jsou dnes
cross-coupling reakce jednim z nejmocnéjSich ndstrojii mo-
derni organické syntézy a jsou Siroce vyuzivany pfi syntéze
komplexnich sloucenin véetné fady biologicky aktivnich latek
(priklady vyuZiti v syntéze purinovych derivatd z nasi labora-
tofe viz. cit.”* ). V posledni dobé byly také aplikovédny cross-
-coupling reakce na pevné fazi*® a s jejich pomoci pripraveny
knihovny latek. S rozvojem vysoce efektivnich katalytickych
reakci a netoxickych organokovl se zvySuje i prumyslové
vyuziti téchto reakci.
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Zavér

1. Uvod
V druhé poloviné minulého stoleti prosly membranové
separacni procesy prudkym rozvojem a zacaly se vyuZivat
v praxi. AZ do této doby byla membranova véda (membrano-
logie) jen tzkym oborem fyzikdlnich véd s dlouhou historif,
ale omezenou praktickou aplikaci. Vzdyt Fickovy zdkony
byly publikovany v poloviné 19. stoleti, van’t Hoffovy osmo-
tické zakony jsou znamy od roku 1887, ale s reverzni osmdzou
jako technologickym procesem ziskdvani ultracisté vody se
setkdvdame az v Sedesdtych letech minulého stoleti. Donnan
sva studia o distribuci vysokomolekularnich a nizkomoleku-
larnich nabitych ¢éstic polopropustnou membranou publiko-
val v roce 1911, praktické vyuziti dialyzy k odstranéni toxic-
kych litek z krve (hemodialyzu) demonstroval Kolff v roce
1944. Velkého celosvétového uplatnéni doznala dialyza az
v poslednich tficeti letech.

O tom, Ze gumova pryz propousti v rizné mife kyslik
a dusik, se presvédcil Thomas Graham jiz v roce 1866, poly-
mernich membrdn se vSak k déleni plynnych smési zacalo
technologicky vyuzivat az od konce sedmdesdtych let minu-
Iého stoleti. Filtraci, jako klasicky membrdnovy proces oddé-
leni tuhych latek od kapalin, znali jiZ stafi Egyptané, nicméné
nejriznéjsich piirodnich nebo syntetickych latek v podobé
membran rGznych struktur a tvarG se k déleni kapalnych
i plynnych smési zacalo technologicky pouzivat v relativné
neddvné dobé. Diivodi bylo a je mnoho. Podstatné jsou vSak
divody ekonomické a ekologické. Energetickd krize z pocatku
sedmdesdtych let si vynutila vyvoj a pouziti energeticky méné
ndro¢nych technologickych procesti obecné, tedy i separac-
nich procest. I laik pochopi, Ze ziskat dusik ze vzduchu
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pomoci separacni polymerni membrdny je energeticky pod-
statné vyhodnéjsi nez pouziti kryogenni metody, tzn. jeho
zkapalnéni s ndslednou destilaci. Elektrolyza NaCl s pouzitim
iontové vyménnych membrdn pfedstavuje az 25 % usporu
elektrické energie proti klasické amalgdmové metodé, kterd je
navic neekologicka.

Vedle ekologickych diivodi pro vznik novych membrano-
vych technologii jsou pfic¢inou rychlého rozvoje membrano-
vych separacnich procest také pozadavky chemického, petro-
chemického, farmaceutického i potravinaiského primyslu.

Zvysujici se nedostatek surovin je ekonomickym davo-
dem pro Usili o jejich lep$i vyuZiti a o znovuziskdni cennych
latek napft. rekuperaci vzdcnych kovi, zpétnym ziskdvanim
vodiku a jinych plynt z ,,odplynti“, opétnym ziskdvdnim
barviv, rozpoustédel, ptirodnich ldtek, bilkovin, enzymti a po-
dobné. To vede také k vyzkumu, vyvoji a vyrobé dostatec¢-
né vykonnych a efektivnich separa¢nich membrdn a moduld
pro membranové separacni procesy. Ty lze vyuzit k ochrané
ovzdusi separaci par organickych latek ze vzduchu, k ¢istén{
odpadnich vod, k ziskdvdni pitné vody odsolovanim morské
vody a pro zajisténi zvySujicich se ndroki na zdravotni nezd-
vadnost potravin.

Rozvoj elektrotechnického priimyslu v sedmdesatych le-
tech minulého stoleti byl podminén vyvojem reverzné os-
motické technologie ziskani ultracisté vody. Rovnéz rozvoj
biotechnologii obecné neni mozny bez rozvoje membrdno-
vych separacnich procesu.

Srovndme-li klasické separacni metody — destilaci, krys-
talizaci, extrakci, sorpci ¢i srdZzeni ndsledované filtraci ¢i
odstifedovanim —s membrdnovymi separacnimi metodami, 1ze
fici, Ze membrdnové procesy déleni, zkoncentrovani ¢i ¢isténi
jsou v mnohych piipadech rychlejsi, ucinn€jsi a levnéjsi.
Pochopitelné je nékdy vyhodné kombinovat klasické metody
s membranovymi metodami, nebof zdlezi také na objemu
délené smési, ndrocich na stupen rozdéleni a Cistotu rozdéle-
nychlatek. Velkd vyhoda membrdnovych separacnich procesi
spocivd v tom, Ze separace probihd za nizkych teplot a déle-
nym ldtkdm citlivym na vyssi teplotu nehrozi tudiZ zména
nebo rozklad a hlavné, Ze separace nevyZzaduje piidavek jinych
latek.

Tento prehledny clanek je vénovan déleni smési plynt
a par polymernimi membranami jako jednomu ze zdkladnich
separacnich procesu.

2. Typy separa¢nich membran

Separacni membrdnou je pasivni nebo aktivni bariéra od-
délujici dvé faze a umoznujici selektivni transport jednotli-
vych slozek délené smési membradnou jako disledek rozdilné
rychlosti jejich transportu membranou. Rychlost transportu
zdvisi na velikosti hnacich sil, pohyblivosti a koncentraci
jednotlivych slozek v membrané. Hnacimi silami mohou byt
gradienty chemického potencidlu (tlaku a koncentrace), elek-
trického potencidlu, teploty a tthového zrychleni. Separac¢ni,
tzn. semipermeabilni nebo permselektivni membrdny se kla-
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rozdéleni membran

/\

podle pivodu podle morfologie
prirodni umélé iontové asymetrické porézni neporézni
/ \ / \ vyménné / \ (homogenni)
organické anorganické organické kompozitni integrdlni / \
(polymerni) kapalné tuhé

/

sloZené z porézni podlozky
o tloustce 50 az 150 um

a velmi tenké neporézni
povrchové vrstvy (tzv.

N\

s porozitou klesajici

tak, Ze vznikne neporézni
povrchova vrstva o tloustce
0,1-1 wm ze stejného materidlu

skinu) z jiného materidlu
o tloustce 0,1-1 um

Obr. 1. Klasifikace separa¢nich membran

sifikuji podle ptivodu a morfologie tak, jak je zndzornéno
na obr.1.

Separa¢ni membrdny mohou byt ve formé plochych listil
(tabularni), trubic (tubuldrni), vinutych spirdl nebo dutych
vldken. Pro kazdy membranovy separacni proces je charakte-
risticky fyzikdlni princip transportu nebo zadrZeni. Separac¢ni
membrana musi mit urcité specifické vlastnosti, tzn. dostatec-
nou mechanickou a chemickou stdlost, hlavné vSak dostatec-
nou propustnost (vykon) a délici schopnost (selektivitu).

3. Mechanismus transportu plyni
a par membranou

Propustnost, jako transportni vlastnost polymernich systé-
md, spocivd v prenosu hmoty skrze polymerni membrinu
vlivem gradientu chemického potencidlu, teploty a tlaku, pti-
padné vlivem vnéjsiho silového pole. Mechanismus tohoto
procesu je slozity a zavisi predevs$im na charakteru membrany
a pronikajicf latky'.

U poréznich materidli miize mit mechanismus pienosu
hmoty, v zdvislosti na velikosti port, charakter molekuldrniho
(Knudsenova) toku nebo lamindrniho (Poiseuillova) toku?.
Predmétem nasi pozornosti budou nadédle izotropni, neporézn{
polymerni materidly, nebof pii déleni smési plynti a par se
pouzivaji membrany asymetrické kompozitni nebo asymetric-
ké integralni s neporéznim skinem (viz obr.1) Mechanismus
transportu plynil a par skrze tyto membrdny lze popsat tzv.
rozpustnostné-difuznim modelem'*=. Tento model piedpo-
kladd, Ze transport je sumou nékolika ndslednych krokt. Nej-
prve dochdzi k sorpci ldatky na povrchu membrany a jejimu
rozpouSténi v membrdné. Pak ndsleduje aktivovana difuze
latky membranou a posléze desorpce z povrchu na druhé strané
membrany.

S touto piedstavou o mechanismu propustnosti pfisel jiz
v roce 1866 Thomas Graham na zdkladé studia propustnosti
kaucukovitych materidlti pro plyny. Kvantitativné tuto pro-
pustnost popsal v roce 1879 Wroblewski pomoci Fickova
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Obr. 2. Schéma membranové separace

difuzniho zdkona a Henryova zdkona o rozpustnosti a jeho
predstavy plati v podstaté dodnes.

Cetné Barrerovy price ze ¢tyficatych let minulého stoleti
predstavuji podstatny piinos k problematice mechanismu pie-
nosu hmoty v polymernich materidlech®’. Pozd&jsi studie
struktury makromolekuldrnich latek piispély k dal§imu objas-
néni tohoto mechanismu a urceni zdvislosti propustnosti po-
lymert na jejich sloZeni, struktufe, fizovém stavu, orientaci
a dal$ich vlastnostech.

Jak je patrno z obr. 2, smés latek, které membranou nepro-
chdzi, tvoii tzv. retentdt (nebo koncentrat), naopak smés pro-
nikajicich ldtek (tzv. permeantli) se obecné oznacuje jako
permedt. Tok latky membrdnou je disledkem piislusné hnaci
sily, kterou v piipadé déleni smési plynt a par je gradient tlaku
nebo koncentrace.

3.1. Difuze v polymernich membrdndch
Budeme-1i pfi difuzi plynt nebo par v polymernich ma-

teridlech povazovat polymer za rozpoustédlo a difundujici
plyn nebo pary za rozpusténé latky, lze tento difuzni proces
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popsat jedinym parametrem a to difuznim koeficientem plyn-
né nebo parni slozky. Vektor hustoty molarntho difuzniho
toku slozky i (J,) je totiZz vzdy vztaZen k urcité referencni
rychlosti® v,
Ji=ci (V= Vi) (1)
kde c; je moldrni koncentrace slozky i, v, je vektor makro-
skopické rychlosti slozky i vzhledem k nehybnym soufadni-
cim jako primérnd rychlost vSech molekul slozky i v daném
misté. JestliZze vektor referencni rychlosti v je rychlost roz-
poustédla (tzn. polymeru), kterd je pfi experimentu evidentné
nulovd, pak hustota moldrniho difuzniho toku polymeru je
podle (/) rovnéz nulova a hustota moldrniho difuzniho toku
slozky i je
(2)

Ji=cy,
apodle 1. Fickova zdkona’ za konstantni teploty T a tlaku p

Ji = —D(Cl-)VCi [T’ P] (3)
kde V je vektorovy diferencidlni operdtor nabla, D(c;) je kon-
centracné zdvisly difuzni koeficient slozky i vzhledem k ne-
hybnému polymeru.

Omezime-li se v dals$im textu pouze na jednorozmérnou
(ve sméru osy z), jednoslozkovou, staciondrni difuzi v izotrop-
nich a neporéznich polymernich membranach za stdlého tlaku
a teploty, pak misto vektori lze pouzit jejich absolutnich
hodnot a vztah (3) prepsat na tvar

J=D(e) ? (7. p] 4)
Z

kde J je hustota moldrniho difuzniho toku, uddvajici latkové
mnozstvi plynu (par) proslé jednotkovou plochou membrany
za jednotku ¢asu, dc/dz je gradient moldrni koncentrace plynu
v membrané.

Dosazenim do rovnice kontinuity8 pro nereagujici systémy
I1ze pro nestacionarni jednosmérnou difuzi psat

dc 0 dc

—=—D — =0 T, 5

ot az{ (c)az} 7.7l ©)
resp. pro konstantni difuzni koeficient

dc d%c

—=D— T, 6

e [T, p] (6)

kde t ve vztazich (5) a (6) je Cas.

V souvislosti se vztahy (5) a (6) je nutno poznamenat, Ze
v polymernich systémech jsou difuzni koeficienty plynt ob-
vykle konstantni na rozdil od difuznich koeficientli par or-
ganickych latek. Uvazujeme-1i difuzi membranou tloustky /
o stalych povrchovych koncentracich plyni (par) ¢, a c,, (¢, >
¢,), pak po dosaZeni staciondrniho stavu, kdy se koncentrace
plynu v membréné s ¢asem neméni [dc/dtT = 0], musi podle
vztahu (5) platit
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9
0z

dc

3 (7)

{D(c) } =0

Dvoji integraci vztahu (7) pro pocatecni a okrajové pod-
minky (¢c=c¢,proz=0ac=c,proz=1,T2=0)akombinaci se
vztahem (4) dostdvdme pro hustotu staciondrniho difuzniho
toku J; vztah

Y p(ede=pl 4=
A ljD(c)dc D( l ) (8)

<

kde integralni difuzni koeficient D je definovdn vztahem

— 1 !

D= _[D(c)dc (9)
G —6 c,

Ze vztahu (8) a (9) plyne, Ze pro ¢, =0

D_. =D+e 2 (10)
! de,

Pro konstantni difuzni koeficient D = D je koncentrace
plynu (par) v membrané linedrni funkef z

c=c1+(cz_cljz (11)
a analogicky jako v (8) plati, Ze
J = D(—cl N CZ) (12)

Jak jiz bylo uvedeno, difuzni koeficient zavisi — kromé na
teploté¢ a tlaku — obecné také na koncentraci ¢, piipadné
v anizotropnich materidlech i na poloze z.

Pokud je difuzni koeficient funkei i Casu, pak se difuze
nefidi Fickovymi zdkony a jednd se o tzv. nefickovskou difuzi.
Pokud difuzni koeficient explicitné na poloze nezavisi, mize-
me vztah (5) pfepsat na tvar

)

|

P1i dostate¢né malych koncentra¢nich zméndch, kdy hod-
nota dD/dc je ve srovndni s D mald, Ize druhy ¢len na pravé
strané rovnice (/3) zanedbat a diferencidlni difuzni koeficient
povazovat za konstantni stfedni hodnotu. V redlnych systé-
mech nenf hustota difuzniho toku imérnd gradientu koncen-
trace difundujici latky, nybrz gradientu chemického potencid-
Iu, proto odvozené vztahy plati pouze v téch systémech poly-
mer—plyn nebo polymer—pdry, které se chovaji idedlné.

a2
7%

dc
9z

9D(c)
dc

de_

01

(13)

Dc)
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3.2. Propustnost polymernich membrdn

Prtichod plynt nebo par skrze neporézni polymerni mem-
branu vyvolany difuzi se nazyva propustnost. Jestlize difun-
dujici plyn (pary) se v polymerni membrané rozpousti za
vzniku velmi zfedéného roztoku, Ize tento systém povazovat
za idedlni a podle Henryova zdkona vyjadiit koncentraci plynu
v membrané ¢ jako linedrni funkci vnéjsiho rovnovdzného
tlaku p vztahem

c=Sp (14)

Konstanta imérnosti S je tzv. koeficient rozpustnosti. Po
dosazeni vztahu (7/4) do (4) dostaneme pro hustotu difuzniho
toku

Jdp
-_p|lP 1
J P(az) (15)

kde P je koeficient propustnosti (permeability) definovany
vztahem

P=DS (16)

Koeficient propustnosti je tedy souc¢inem difuzniho koefi-
cientu a koeficientu rozpustnosti (sorpce). Obecné je funkci
teploty a tlaku.

Pro transportni parametry (P, D, S) obecné plati, Ze hod-
noty koeficientl propustnosti a difuze se zvysuji s rostouci
teplotou, u koeficientu rozpustnosti (sorpce) neni zavislost na
teploté jednoznacnd. Je tieba zdiraznit, Ze transportni para-
metry, charakterizujici prenos plynu (par) skrze polymerni
membranu, zavisi nejen na vlastnostech difundujici latky, ale
i vlastnostech polymeru.

Integraci vztahu (/5) pro poc¢atecni a okrajové podminky
(p=p, ptiz=0ap=p,piiz=1[) v case T=0 apo upravé
ziskdame pro koeficient P

p=—= (17)
D= P

kde J je staciondrni hustota difuzniho toku plynu, / je tlousStka
membrdny, p,, p, jsou stilé, rovnovazné tlaky plynu (nebo par)
po obou strandch membrény (p, > p,).

Experimentdlné bylo dokdzano, Ze ani difuzni koeficient,
ani koeficient rozpustnosti v redlnych systémech polymer—
plyn nejsou konstantni, jak vyzaduje predpoklad ideality. Ne-
idealita se projevuje predevsim v nelinedrnim vzriistu rozpust-
nosti plynu s jeho tlakem.

Koeficient propustnosti P uddvd mnozstvi latky v mo-
lech nebo m? za standardnich podminek (STP), j. pii teploté
273,15 K a tlaku 101,325 kPa, proslé jednotkovou plochou
membrdny za jednotku casu pfi jednotkovém gradientu tlaku
a mé rozmér mol.m s .Pa! nebo m*(STP).m '.s\.Pa”".

V americké a anglické literatufe se vSak propustnosti
dodnes vyjadiuji s rozmérem cm3(STP).cm'1.s" .(cm H )'1,
nebot Barrer definoval P jako difuzni tok plynu (par) v em®.s™!
(méfeno za standardnich podminek) skrze membrdnu o plo-
$e 1 cm?, kdy Ap md hodnotu 1 cm Hg a tloustka membrany
[=1cm.

Referaty
3(STP 3
] Barrer: 107]0 CInZ(—)Crn = 7,5‘10718 w =
cm” s (cm Hg) m-~ s Pa

—3.346.10716 1ol m

m- s Pa

Koeficient rozpustnosti vyjadiuje mnozstvi plynu (par)
v m® (mé&feno za standardnich podminek) rozpusténé v 1 m’
rozpoustédla (polymeru) za parcidlniho tlaku 1 Pa a pri udané
teplot&, proto ma rozmér Pa™'.

Experimentdlni stanoveni transportnich parametrt P, D
a S je v membranologii vyznamné z hlediska teoretického
i praktického. Koeficienty propustnosti se obvykle stanovuji
diferencidlni nebo integrdlni permeacni metodou, koeficienty
difuze lze ziskat bud z permeacnich nebo sorpcnich expe-
rimentdlnich dat'™'"". Jednou z metod stanoveni koeficien-
tu rozPustnosti (sorpce) je pouZziti McBainovych spirdlnich
vizek .

K pochopeni vlastniho mechanismu propustnosti je nutno
oddélené zndt difuzni koeficient, koeficient propustnosti i roz-
pustnost plynu (par) v polymeru, zdvislost téchto veli¢in na
teploté, tlaku, charakteru plynu, na typu, struktute, fyzikdlnim
stavu polymeru a na dalSich faktorech*'*'% Napiiklad nase
experimenty prokdzaly, Ze pii prichodu smési par organic-
kych litek membrdnou dochdzi k vzdjemnému ovliviiovani
propustnosti jednotlivych slozek smési a vyslednou hodnotu
difuzniho toku smési nelze predpovidat z difuznich toku jed-
notlivych istych latek!.

Pfi transportu plynu nebo par organickych latek zvl4steé
polymery ve skelném stavu se sorpce téchto latek v polymeru
nefidi jen Henryovym zdkonem, ale i Langmuirovou nebo
Flory-Hugginsovou izotermou (viz obr. 3).

U polymert ve skelném stavu dochézi k tzv. dvoji sorpci
(dual sorption mode)* > kdy celkovd koncentrace plynu
(par) v membrdné je sumou dvou piispévkil

c=c +c¢, (18)

Prvni ¢len ve vztahu (/8) je totozny se vztahem (/4)
a pfedstavuje rozpousténi latky v membrané podle Henryova
zdkona, druhy ¢len, odpovidajici Langmuirové izotermé, vy-
jadfuje sorpci latky v mikropdrech nebo defektech membréany

bp (19)

c,=a
1+bp

kde p je tlak plynu (par), a, b jsou konstanty. Souhrnné tedy

-

Henry

P

Langmuir Flory-Huggins

Obr. 3. Typy sorpcnich izoterem
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bp

c=Sp+a
P 1+bp

(20)

Lze dokazat, Ze i pii dvoji sorpci za vysokych tlakti (b p >> 1)
je hustota difuzniho toku plynu (par) ddna také vztahem (/5).
Pti nizkych tlacich (b p << 1) je hustota difuzniho toku plynu
(par) ve staciondrnim stavu

st

kde koeficient propustnosti P je tentokrat sou¢inem efektivni-
ho difuzniho koeficientu a koeficientu rozpustnosti S. Efektiv-
ni difuzni koeficient je definovan vztahem

el

Na zdkladé linedrni nerovnovazné termodynamiky'® lze
pro propustnost plynu nebo par ve viceslozkovych systémech
(1 —polymer, 2 a 3 — difundujici slozky) s ohledem na platnost
vztahu (15) psat

9»

0z (20

DS
S+ab

(22)

J d

H= aiz2 P 8_1? 2
J d

J,=—Py, —81;2 ~ Py, _ai 3 (24)

kde P,, a P,; jsou vlastni koeficienty propustnosti a Py; a P,
jsou kfizové koeficienty propustnosti slozek 2 a 3.

3.3. Selektivita membrdny

Délici schopnost (tzv. selektivita)'” membrany se kvanti-
tativné nejCastéji vyjadfuje pomoci separacniho faktoru o
definovaného vztahem

(s
/0

kde y; a y; jsou moldrni zlomky slozek i a j v permedtu (plynnd
fdze 2) a ve vstupni smési (plynnd faze 1).

Vzhledem k platnosti Daltonova zdkona p, = y, p, kde p je
celkovy tlak, p, je parcidlni tlak slozky 7, a skutecnosti, Ze
pomér hustot moldrnich difuznich tokt slozek je roven poméru
moldrnich zlomki téchto slozek v permedtu

|

mizeme vztah (25) pro separaéni faktor upravit na vyraz

o, i) (25)

)
G

J.

]

:

£ 2
7 (26)
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(27)

Na zédkladé vztahu (15), (16) a (I17) mizeme pro pomér
J;/ J; psit

= (o)

J;
—+=T;| — (28)
oY 2 /.
% 1= (p, / pj )
kde
D. S.
r,= D5 (29)
D; S,
Jestlize tlaky plynnych slo%ek ve VStu]?I’;l/ smési jsou pod-
statné vySSinez A ) p 2 ) Z -
yS8inezv permedtu | p; ', p;’ >> p;”’, p;”’ |, cOZV pra

xi téméf vzdy plati, pak tzv. idedlni separacni faktor je dan po-
mérem koeficientli propustnosti jednotlivych plynnych slozek

(30)

4. Zavér

Tento prehledny Cldnek se zabyva problematikou mem-
branového déleni smési plynti a par. Jsou uvedeny typy se-
paracnich membran a popsdn mechanismus transportu plynt
a par neporéznimi polymernimi membrdnami. Déle jsou defi-
novdny transportni parametry plynti a par v polymernich mem-
brandch, které zdvisi na teploté, tlaku, charakteru plynu, na
typu, struktufe, fyzikalnim stavu polymeru a na dalsich fakto-
rech. Diskuse vSech téchto faktorti ovliviiujicich propustnost,
difuzi a sorpci plynt a par v polymernich membradndch pie-
kracuje ramec tohoto ¢lanku. Praktické vyuziti polymernich
membran pro separaci smési plyni a par bude pfedmétem
dalsiho prehledného ¢lanku.

Tato prdce vznikla za podpory GA CR (grant & 104030388)
a MSMT (grant ¢. 223400008).
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1. Uvod

Studium modelovych systémi biologicky aktivnich latek
hraje vyznamnou roli jak v pozndvani biologickych procest,
tak ve vyvoji novych reakcnich ldtek pro organickou syntézu,
provdadénou za mirnych podminek obvyklych v zZivém pro-
stiedi. Jednoduché slouceniny vhodné struktury dokdzi napo-
dobit procesy biologickych faktort' a jejich ¢astou vyhodou
je, ze jsou stabilnéjsi, snadnéji pristupné a podstatné levné&jsi.
3,5-Di-terc-butyl-1,2-benzochinon (DTBBQ), sloucenina je-
jizreaktivitou se zabyvame, je v nékterych svych typech reakci
modelovou ldtkou pyridoxalu, jehoZ prekurzorem je pyrido-
Xin, vitamin B Uloha vitaminu B je pro zivé procesy ne-
smirné dilezitd. Pisobi jako koenzym pro enzymy dulezité
v biosyntéze, metabolismu a regulacnich funkcich. Jako ko-
faktor se ucastni fady enzymatickych transformaci zahrnuji-
cich také biosyntézu a metabolismus aminokyselin. V této
oblasti bylo nalezeno 12 typt reakci?, z nichZ vzhledem k té-
matu tohoto ¢ldnku jsou nejaktudlnéjsi oxidativni deamina-
ce a transaminace (pfeména aminokyseliny na ketokyselinu),
C—C-stépeni v o, 3-poloze aminokyseliny (dealdolizace), o,3-
-eliminace, je-li v B-poloze elektronegativni substituent a de-
karboxylace aminokyseliny v o-poloze.

Autor pro korespondenci
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Doposud bylo zjisténo, ze DTBBQ napodobuje pyridoxal
v oxidativni deaminaci primdrni aminoskupiny vdzané na
sekunddrnim uhliku, kterd vede k tvorbé ketond™, tépeni
C—C vazby u vicindlnich aminobenzylalkoholt’, retroaldolo-
vé reakci s tryptofanem(’ a dekarboxylaci aminokyselin’. Pfe-
hledny ¢ldnek je koncipovan Sifeji, vedle zminénych reakc{
zahrnuje souhrnné reakce DTBBQ se slou¢eninami majicimi

ve své molekule aminoskupinu.

2. Charakteristika 3,5-di-terc-butyl-1,2-
-benzochinonu

3,5-Di-terc-butyl-1,2-benzochinon tvoii temné cervené jeh-
licovité krystaly dobie rozpustné ve vsech organickych roz-
poustédlech. V UV-Vis spektru md charakteristické absorpcni
maximum s vlnovou délkou A, 402 nm (€ = 821) (méfeno
v methanolu)*, coz dovoluje jeho snadnou a rychlou detekci.
Rentgenové spektrum® molekuly DTBBQ ukazuoje narozdilné
délky vazeb karbonylu, C1-O1 = 1,217(3).10""m, C2-02 =
1,214(3).107'° m; délky vazeb odpovidajici dvojnym vazbdm
jsou pro C3—C4 1,340(4).107 m, pro C5-C6 1,344(4).10"% m,
u jednoduchych C-C vazeb se pohybuji mezi 1,439
a1,554(5).10"° m. Uhel C1-C2-C3 je 118,3(2)" a C2-C1-C6
je 118,7(2)°. Nami optimalizovand geometrie molekuly DTBBQ
(obr. 1) vykazuje podobnost vzhledem k délkdm dvojnych
a jednoduchych vazeb a uddvd hodnoty ndbojti na atomech
chinoidni struktury®. Toto elektronové rozloZeni je zodpovéd-
né za typy reakci, kterym DTBBQ podléha.

3. Metody pripravy

DTBBAQ byl ziskdn oxidaci celé fady vychozich sloucenin.
K preparativni pripravé se vSak hodi pouze nékteré z nich,
z nichZ nejvhodnéjsi a nejcastéji pouzivanou slouceninou je
3,5-di-terc-butylbenzen-1,2-diol. Jako ¢inidla slouzi oxid olo-
vicity, oxid stfﬂarnylo, di-terc-butylperoxid za katalyzy chlo-
ridu bis(trifenylfosfin)ruthenatého'!, manganistan draselny za
podminek fazového pfenosuu, oxid selenicity vdzany na po-
lystyrenu'® nebo kyslik za katalyzy chloridu Zelezitého na
silikagelu jako nosi¢i'*. Katalytické a fotochemické metody

1,357 1476

Obr. 1. Geometrie molekuly 3,5-di-terc-butyl-1,2-benzochinonu
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vedou vétsinou ke slozitym smésim, kde vedle DTBBQ vzni-
kaji produkty §tépeni kruhu'>; pro ilustraci uvadime schéma 1.
Jinou vhodnou vychozi latkou se osvédcil 2,4-di-terc-bu-
tylfenol pfi pouziti dimethyldioxiranu16 (schéma 2). Z dalsich
vychozich sloucenin Ize jmenovat isomerni 3,5-di-ferc-butyl-
fenol'”, 2-amin0-3,S-di-terc-butylfenol'8, 2.4,6-tri-terc-butyl-
anilin'®, 2,4-di-terc-butyl-6-[(dimethylamino)methyl]fenol®’,
2,4,6—tri—terc—butyl—4—nitlro—cyklohex21—2,5—dien—l—on21 a 4-azi-
d0—2,4,6—tri—terc—butyl—cyklohexa—Z,5—dien—1—0n22.

4. Reaktivita

DTBBQ vykazuje bohatou a mnohostrannou reaktivitu,
jejimz zdkladem je obecnd reaktivita o-chinond. Reaktivita se
tykd na jedné strané karbonylovych skupin, na druhé strané
zbyvajicich uhlikt chinoidniho systému. Vyznamnou roli hra-
ji objemné ferc-butylové skupiny (s van der Waalsovymi
polomeéry 3.43. 107%m)’ v poloze 3 a 5, které ovliviiuji v mno-
ha ptipadech pribéh reakci. Obecné zamezuji reakcim v po-
loze 4 a zptisobuji preferenci nukleofilnich atakt do polohy 1
a 6. Dlsledkem je vysokd selektivita, napf. reakce primdrn{
aminoskupiny s karbonylem v poloze 1 a sirnych nukleofilti
v poloze 6 (cit.”). Jindy na zdkladé piislu§ného mechanismu
dochdzi k reakcim na dvou centrech DTBBQ, napf. na obou
karbonylech nebo na C1 karbonylu a sousednim uhliku v po-
loze 6 (cit.?*). Konjugovany m-elektronovy uhlikovy systém
se podili na fadé 1,2- a 1,4-adi¢nich reakcich. Je zajimavé, ze
objemné terc-butylové skupiny nezabrani pribéhu Dielsovy-
-Alderovy reakce”?. Cyklicky systém se zicastiuje adi¢né-
-eliminacnich a oxida¢né-redukénich reaked.

DTBBQ hraje casto sekunddrni dlohu v tom, Ze reaguje
s primdrnim reakénim produktem. Prevazné jde o oxidacni
a dehydrogenacni procesy, pficemz DTBBQ piejde na 3,5-di-
-terc-butylbenzen-1,2-diol. Piikladem je §t€épeni C—C vazby

OH 0
oX. + N
0 +
OH o) ’ o
(0]
(0]
=~ 0 I
+ (e} +
N (0]
(0]

Schéma 1
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u vicindlnich aminoalkohold, ke kterému dochdzi teprve v dru-
hé fazi reak¢niho sledu pisobenim druhé molekuly DTBBQ
na benzoxazolin vznikly v prvni fazi reakce’.

4.1. Reakce s primdrnimi aminy

Primdrni aminoskupina reaguje selektivné na stericky mé-
né stinéném karbonylu v poloze 1 za vzniku chinonmonoimi-
nu. Podle substituce na dusiku casto dochdzi k naslednym
reakcim predevSim k preméné chinoidni struktury na termo-
dynamicky vyhodnéjsi strukturu aromatickou.

Primdrni aminoskupina vdzand na primdrni uhlik reagu-
je s DTBBQ v prvnim stupni na nestdly chinonmonoimin,
ten se spontdnné presmykuje sigmatropnim mechanismem na
Schiffovu bdzi. V pfipadé nadbytku DTBBQ (DTBBQ/amin
v poméru 2:1) nebo za piistupu vzdusného kysliku je ko-
ne¢nym produktem benzoxazol, ktery vznikd dehydrogenaci
benzoxazolinu existujictho v rovnovaze s Schiffovou bazi
(schéma 3).

Takto zreagovala napf. aminoskupina benzylaminu® a etha-
nolaminu®. U ethan-1,2-diaminu se produkty reakce ponékud
lisi. U ruskych autort k cyklizaci nedoslo a ziskanym produk-
tem byl N,N’-bis(3,5-di-terc-butyl-2-hydroxyfenyl)ethan-1,2-
-diamin®’ (schéma 4). Novéjsi prz’lce28 popisuje odlisny vysle-
dek reakce stejnych komponent, kde vznikl 2-amino-4,6-di-
-terc-butylfenol v 75% vytézku. Autofi ¢lanku reprodukci
reakce za stejnych podminek ziskali smés aminofenolu, mod-
rého 2,4,6,8-tetra-terc-butylfenoxazin-1-onu a 5,5°,7,7 -tetra-
-terc-butyl-2,2’-bi(benzoxazol)u7 (schéma 4).

4-(1,2,3 ,4-Tetrahydro-9H-3-karbolin-1-yl)-butylamin (na-
zlinin) reaguje s DTBBQ slozitym mechanismem. Za ztrity
dusiku primdrni aminoskupiny ptsobenim DTBBQ dochdz{
k cyklizaci a za tcasti sekunddrni aminoskupiny vznikd ena-
miniovy kation. Ten redukci borohydridem dal 1,2,3,4,6,7-he-
xahydro-12H,12bH-indolo[2,3-a]chinolizin. ProdlouZeni re-

OH o OH (0] 0
(I)>< o OH o} 0]
O_> + + (0] +
Schéma 2
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akéni doby a pouziti prebytku DTBBQ vedlo k cykloadici
dalsi molekuly DTBBQ? (schéma 5).

U primdrnich amind, které maji aminoskupinu vdzdnu na
sekunddrnim uhliku je prvni krok reakce s DTBBQ stejny jako
v pfipadé primdrnich amind s aminoskupinou vdzanou na
primdrn{ uhlik. Vznikly chinonimin pfesmykne na Schiffovu

Referaty

bazi, kterd je hydrolyzovédna na piislusny keton (schéma 6).
Tato tzv. Coreyho reakce’ je analogii oxida¢ni deaminace
zpusobené pyridoxalem. Ekvimolarni mnozstvi aminu s DTBBQ
reaguje v polarnim rozpoustédle (napt. ethanol, methanol—te-
trahydrofuran 6:1) za laboratorni teploty. Reakce je provdzena
vznikem intenzivné zbarveného 2,4,6,8-tetra-terc-butylfeno-

N-CH,-R N=CH-R
+ HN-CH-R —>=

Schéma 3
(0]
HZN\/\NH + 2
(0]
N
~
(0]
Schéma 4
(o]
NH, o
NH
\ —_—
N
H
(0]
+ o
Schéma 5
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xazin-1-onu jako vedlej$tho produktu. Tento modry vedlejsi
produkt, pfipadné dalsi vysoce barevné neidentifikované pig-
menty, vznikd reakci DTBBQ s 2-amino-4,6-di-terc-butylfe-
nolem vzniklym rozkladem Schiffovy baze, nebo prfipadné
vzdusnou oxidact, a proto je vhodné provadét reakci v atmo-
sféfe dusiku. Piikladem pouziti Coreyho reakce je reakce
DTBBQ s cyklopentylaminem, cgfklohexylaminem, cyklo-
heptylaminem a 2-aminobutanem™".
Je zajimavé, ze reakce 1,2,3,4-tetrahydro-2-naftylaminu
s DTBBQ k oxidativni deaminaci nevede. Dochazi k cyklo-
kondenzaci Schiffovy bdze a dehydrogenaci na 9,11-di-terc-
-butyl-S,6-dihydro-7H—benzo[c]fenoxazin3 ! (schéma 7).
Vicindlni aminoalkoholy reaguji s DTBBQ za §tépeni C—C
vazby mezi uhliky nesoucimi aminoskupinu a hydroxyskupi-
nu. Reakce L-threo-2-amino-1-[4-(methylsulfanyl)fenyl]pro-
pan-1,3-diolu a 2-amino-1-fenylpropan-1,3-diolu pii pouziti
DTBBQ a aminoalkoholu v poméru 2:1 poskytla v dobrém
vytézku piislusné benzaldehydy spolu s 2-(hydroxymethyl)-

1 1
R R
o 1 _N—CH , N=_,
.R R R
+ HNCH_ —— - . .
o R 0 OH
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-5,7-di-terc-butylbenzoxazolem®, ktery byl pfipraven také re-
akci DTBBQ s 2-aminoethan-1-olem) (schéma 8).

Ke §tépeni C—C vazby dochdzi pravdépodobné ptisobenim
druhé molekuly DTBBQ pri dehydrogenaci benzoxazolinu
na benzoxazol. Autofi*? navrhli jako intermediat nasledujici
komplex (schéma 9), v némz jsou DTBBQ a benzoxazolin
vzdjemné vazdny dvéma vodikovymi vazbami. V piipadé, ze
hydroxyskupina neni vdzdna na benzylovy uhlik, ke Stépen{
nedochdzi.

3-Fenylserin reaguje jednak mechanismem charakteristic-
kym pro vicindlni aminoalkoholy, ktery vede ke $tépeni C—C
vazby, jednak mechanismem charakteristickym pro aminoky-
seliny, ktery vede ke vzniku benzoxazolového derivétu (viz
ddle) (schéma 10, cit.*?).

Reakci DTBBQ s aminokyselinami, napf. alaninem, fenyl-
alaninem, 2-aminoadipovou kyselinou a s cefamycinem C
(cit.*®) vznikly produkty piipominajici reakci DTBBQ s pri-
marni aminoskupinou vdzanou na primarnim uhliku. Nékoli-

NH
R

o~

RZ

+
OH

Schéma 6
H
(0] H,N N
+ —
° "
Schéma 7

OH OH
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0 OH © OH
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N OH
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kastupnovy reakéni mechanismus zahrnuje vznik chinonimi-
nu, Schiffovy baze a cyklizaci na pfislusny benzoxazolin za
odstépeni oxidu uhlic¢itého béhem dehydrogenace druhou mo-
lekulou DTBBQ a vzniku 2-substituovaného benzoxazolu
(schéma 11). I kdyZ nékteré diony a-aminokyseliny oxidativ-
né¢ deaminuji na aldehydy tak zvanou Streckerovou degra-
dac1’34, butan-2,3-dion, cyklohexan-1,2-dion, 1,2-naftochinon,
1,2-benzochinon a 4-terc-butylbenzochinon podobnou reakci
neposkytuji.

Reakce leucinamidu v§ak vede ke vzniku 1,4-benzoxazi-

0 nu, pro jehoz vznik autofi* navrhuji nasledujici mechanismus
(schéma 12).
Schéma 9 U nékterych derivdtd a-aminokyselin, jako jsou estery,
amidy a dipeptidy, u kterych je dekarboxylace vyloucena,
OH
OH N
O HN ~ o
+ o COOH
o COOH
OH 0]
N N OH N OH
— + o + o)
COOH
OH
Schéma 10
09
RecyNo R
D “CH
© coo- _N I
+ H,NCH "
2 N —_— _
o R A -CO,
OH
i
N N
r DTBBQ \>_R
O -2H o}
Schéma 11
con—( M £
o} N =2 0 N CONH
+ H,N j ?H‘_/ AN
o} e} (6] o}
Schéma 12
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probihd s DTBBQ oxidativni deaminace za vzniku derivatd
o-ketokyselin (schéma 13, cit.”).

Vyjimku tvoii dipeptidy majici N-koncovy glycin. Jejich
reakce s DTBBQ probihd podobné jako u primdrnich ami-
nd substituovanych primdrn{ alkylskupinou, tj. za vzniku 5,7-
-di-terc-butylbenzoxazoll substituovanych v poloze 2 (sché-
ma 14, cit.7).

U peptidii majicich jesté dal$i reaktivni skupiny jako napi.
u y-glutamylcysteinylglycinu dochdzi nukleofilné adi¢nim me-
chanismem ke vzniku pyrokatecholového derivdtu. Thiolova
skupina se aduje do polohy 6, ¢dste¢né stericky stinéné terc-
-butylovou skupinou, aniz dochazi ke konkuren¢nim reakcim

Referaty

jako jsou oxidace —SH na —SS— nebo reakce primdrni amino-
skupiny za vzniku benzoxazolového derivétu® (schéma 15).

Primarn{ aminoskupina 1-fenylcyklopropylaminu, v némz
je vdzdna na tercidrni uhlik, zahajuje reakci nukleofilni adic{
na karbonyl DTBBQ v poloze 1. Cyklopropanovy kruh chi-
noniminu se otevird za recyklizace, kterd vede ke smési dihy-
dro-1,5-benzoxazepinu a azaspiro[4.5]dekatrienonu36 (sché-
ma 16).

Aromatickd primdrni aminoskupina 2-amino-4,6-di-ferc-
-butylfenolu reaguje s Cl-karbonylem DTBBQ v ethano-
lu, pfipadné v pfitomnosti pyridinu, na chinonimin jako pri-
mérni produkt®’. V naslednych pieméndch vznika 1-hydroxy-

o R
0 o R N /l\
/l\ = H COOH
HN
-+ 2 —_— R —_—
o \T/M\H COOH o
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N P
N N COOH
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2,4,6,8-tetra-terc-butylfenoxazin-10-ylovy radikal, ktery za
piistupu vzduchu ddva modry 2,4,6,8-tetra-terc-butylfenoxa-
zin-1-on jako koneény produkt®®*® (schéma 17). Stejny pro-
dukt vznikd vzdu$nou oxidaci 2-amino-4,6-di-terc-butylfe-
nolu*® a reakei smési DTBBQ a 3,5-di-terc-butylbenzen-1,2-
-diolu s 25% vodnym amoniakem®!. V posledni reakci se
uplatiiuji oxida¢né redukéni rovnovahy mezi chinoniminem
a pyrokatecholem. Vznik téchto tmavé modrych derivata cas-
to doprovdzi oxidativni deaminace aminokyselin a peptidd
a znepifjemiuje ¢isténi produktd.

2-Aminobenzen-1-thiol reaguje s DTBBQ podobné jako

Schéma 16

Referaty

v-glutamylcysteinylglycin prednostné SH-skupinou v poloze
6 za vzniku 3-[(2-aminofenyl)sulfanyl]-4,6-di-terc-butylben-
zen-1,2-diolu. V pfitomnosti druhé molekuly 2-aminobenzen-
-1-thiolu a FeCl, pii prodlouZeni reak¢ni doby vznikd linedrné
anelovany pétijaderny chinoidni produkt** (schéma 18).

Pti reakci amidinu s DTBBQ se tcastni oba dusiky. Tak
z benzamidinu vznikl kaskddou chemickych piemén 5,7-di-
-terc-butyl-2-fenylbenzoxazol*, kdyz se jeden z dusiki odsté-
pil jako nestdly nitren (:NH), ktery pripadné dimeruje na
diimid (HN=NH) (schéma 19).

Hydrazid 4-methylbenzen-1-sulfonové kyseliny reaguje

OH

(0] /
OH 0
+ + NH,
OH
Schéma 17
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s Cl-karbonylovou skupinou DTBBQ za vzniku tosylhydra-
zonu™* (schéma 20).

3-Nitrobenzimidhydrazid zahfivanim v ethanolu zreago-
val s DTBBQ vSemi dusiky na 5,7-di-terc-butyl-3-(3-nitrofe-
nyl)benzo[e][1,2,4]triazin45 (schéma 21).

Reakci 2-hydrazino-2-methylpropanové kyseliny s DTBBQ
vznikl nejprve prislusny hydrazon, ktery sigmatropnim pie-

smykem presel na stabiln€jsi methyl-2-[(E)-2-(3,5-di-terc-bu-

Schéma 18

Referaty

tyl-2-hydroxyfenyl)diazenyl]-2-methylpropanoat*®. Mechanis-
mus piresmyku je podobny shora diskutovanym piresmykim
chinoniminti na Schiffovy baze, pticemz hnaci silou pfemény
je energie ziskand aromatizaci (schéma 22).

1,2-Didehydrobenzen vznikly z 2-aminobenzoové kyseli-
ny reaguje s DTBBQ Dielsovou-Alderovou reakci za vzniku
1, 12—di-terc—butyltricyklo[6.2.2.02’7] dodeka-2,4,6,11-tetraen-
-9,10-dionu*’ (schéma 23).

@NHZ
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4.2. Reakce se sekunddrnimi aminy aminoskupinu. Tak z piperazinu nebo morfolinu zahiivanim

ve vodé vznikaji bliZze neobjasnénym mechanismem N,N’-

Reakce DTBBQ s latkami nesoucimi sekunddrni amino- -bis(3,5-di-terc-butyl-2-hydroxyfenyl)piperazin a 2,4-di-terc-
skupinu jsou méné obvyklé nezli s latkami nesoucimi primarn{ —butyl-6—morfolinofenol48 (schéma 24).

0 HNn XCOOCHs COOCH,
L )( CH,OH N Now
| f
COOH o iy — .
Schéma 22

Schéma 23
™y
o NJ OH
+ HN NH () —>=
(0] __/ \ OH
o
N
OH
Schéma 24
H H
o N N
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(0]
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(0]
+
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Je zajimavé, Ze 3,4,5,6-tetrahydro-3(2-piperidinyl)pyridin
(tetrahydroanabazin) zminénou reakci neposkytuje, podléha
[4+2] cykloadici® (schéma 25).

Reakce s tetrahydrokarbazolem vede rovnéz k adici na
dvojnou vazbu enaminu, nikoli k reakci sekunddrni amino-
skupiny® O (schéma 26).

Analogicky reaguje i 2,5-dimethylpyrrol, i kdyZ v tomto
pifipadé jde o dvojnou vazbu aromatického kruhu. Vznikd
tricyklicky 6,8-di-ferc-butyl-2,9a-dimethyl-3a,9a-dihydro-3H-
-[1,4]benzodioxino[2,3-b]pyrrol’’ (schéma 27).

4.3. Reakce s tercidrnimi aminy

Terciarni aminoskupina do reakce s DTBBQ obvykle ne-
vstupuje, ale aktivuje mnohé transformace v jejim sousedstvi.
Tak napt. methylovd skupina 4-brom-N,N-dimethylanilinu se
ucastni reakce za vzniku 2-{[(4-bromfenyl)methylamino]me-
thoxy}—4,6—di—terc—buty1fenolu52 (schéma 28).

Pokud je aminoskupina v sousedstvi trojné vazby, napo-
mdhd svym elektronovym pdrem konjugaci elektronti s ndsob-
nou vazbou, na které dochazi k adici. Napriklad reakei s 1-(di-

Schéma 27

Schéma 28

Schéma 29

Schéma 30
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isopropylamino)-2-fenylacetylenem vznikaji pfi adici £ a Z
izomery®? (schéma 29).

Tercidrni aminoskupina se vyskytuje také casto v kombi-
naci s fosforem. Do reakci se zapojuje vzdy fosfor, za tvorby
riiznych cheldtd. Napt. N*.N*N° N-tetraethyl-1,6a-dihydro-
pyrrolo[3.4-d][1,3,2]diazafosfol-4,6-diamin reaguje s DTBBQ
oxidativné adi¢énim mechanismem za vzniku komplexniho
aniontu®* (schéma 30).

V literatuie lze nalézt celou fadu podobnych reakei®>” 6

1

Prdce vznikla za financni podpory grantu GACR 203/01/
0442, FRVS 2261(2002) a MSM 11600001.
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Characteristics of 3,5-di-tert-butyl-1,2-benzoquinone, stu-

died as a pyridoxal-mimicking substance, is given. Its rich re-
actions remind of the general reactivity of o-quinones. Atten-
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1. Uvod

Pocet nddorovych onemocnéni stdle stoupd. V soucas-
nosti v rozvinutych stitech predstavuji druhou hlavni pfi-
¢inu smrti za kardiovaskuldrnimi onemocnénimi. Existuji
predpoklady, Ze v nejblizsi dobé odsunou kardiovaskuldrn{
umrti a stanou se hlavni pfiCinou, nebot preventivni i tera-
peutické postupy jsou u kardiovaskuldrnich chorob stéle efek-
tivnéjsi. Jiz nyni onemocni v rozvinutych stitech nékterym
typem malignity v priibéhu Zivota kazdy tfeti jedinec a u po-
loviny z postizenych je nddorové onemocnéni hlavni pri¢inou
smrti.
probiha ve tfech relativné dobte charakterizovanych etapach:
iniciaci, promoci a progresi. Dlouhou dobu se predpoklddalo,
Ze kancerogeneze je predevsim vysledkem mutagenniho (ge-
notoxického) plisobeni xenobiotik (napf. nitrosamind, onko-
vird, UV zdfeni). Pozdéji se ukdzalo, Ze vyvoj nddoru je
podporovdn i epigenetickymi (negenotoxickymi) ucinky 14-
tek. Tato xenobiotika méni expresi gent vedouci ke zméndm
parametrd proliferace, diferenciace a programované bunécné
smrti — apoptdzy. Uéinkem cizorodych litek mohou byt ovliv-
nény hladiny hormont, signdlnich molekul a pfimo regulace
transkripce a translace. Expozice negenotoxickym kanceroge-
nem se tak projevuji pfedev$im v promocni fazi kanceroge-
neze zvysenou proliferaci transformovanych bunék, inhibici
apoptozy a mezibunécné komunikace, tedy procesi reguluji-
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cich bun&ény rist'. Buiiky ztrdci svou schopnost udrzovat
homeostasu a ziskdvaji moZnost rozvoje kancerogennich pro-
cest. Ukdzalo se, Ze rozvoj kancerogeneze je ziejmé spjat se
zménami interceluldrnich a intraceluldrnich cest pienosu sig-
nalu a bunénych pohybi v cilovych tkanich?,

Jednim z biomarkerti promoce kancerogeneze je inhibice
mezibunééné komunikace zprostfedkované mezerovymi spoji
(gap junctional intercellular communication — GJIC). Tyto
spoje hraji dulezitou integrujici roli v udrzovani homeostasy
v organismu. Jde o kandlky zajiStujici koordinaci aktivity
sousedicich bunék; jimi je v dané tkdni fizen rlst, vyvoj
a diferenciace bunék. Vzhledem k dileZitému postaveni GJIC
ve fyziologickych procesech neni piekvapujici, Ze jejich po-
ruseni je spojovano s mnoha patologickymi procesy, ke kte-
rym patfi napf. chronickd srde¢ni onemocnéni, osteoporo-
za, epilepsie, artritida, poruchy imunity a také mnoho druhd
zhoubnych nddorovych onemocnéni. Inhibice (tzv. down-re-
gulace) mezerovych spoju je integrujicim znakem tkdnového
poskozeni®.

V rostlinné fiSi byla objevena rada ldtek, které patii mezi
vyznamné tumorové inhibitory podilejici se na otvirdni meze-
rovych spojl. Jsou to zejména sekunddrni metabolity ze sku-
piny flavonoidd, resveratrol, nékteré karotenoidy, retinoidy
a ginsenosidy.

2. Mezerové spoje

Aby se mohl mnohobunécny organismus rychleji pfizpt-
sobovat zménam zivotniho prostfedi, byl vytvoren systém,
ktery umoziiuje skupindm propojenych bunék vzdjemnou ko-
ordinaci svého chovdni a bunéénou odpovéd na mimobunécné
stimuly. Tuto koordinaci umoziuji specializované mezibu-
nécné kandlky, zvané mezerové spoje (gap junctions). Tyto
kandlky jsou pfitomny u v§ech mnohobunéénych organismi,
a to témef ve vSech tkdnich. Vyjimku tvoi{ buniky kosternich
svalll a krevni elementy. Funkéné jde o totozné struktury, lis{
se na molekuldrni drovni strukturnich bilkovinnych kom-
ponent. Mezerové spoje usnadiiuji pifimou vyménu iontd a niz-
komolekuldrnich ldtek o molekulové hmotnosti mensi nez
2000 Da (napt. Ca>*, cAMP, glutathion), ale i nékterych dal3ich
molekul do velikosti 1,5 nm (napf. aminokyselin, cukri, nu-
kleotidii). Vyména se uskuteéiiuje z cytoplazmy do cytoplaz-
my mezi sousedicimi bunkami.

Z funkéniho hlediska patii mezerové kandlky spolu s che-
mickymi synapsemi mezi komunikac¢ni spoje, které zprostred-
kovavaji pienos chemickych nebo elektrickych signdli mezi
interagujicimi bunikami.

Mezibunécné spoje jsou citlivé ke spoustécim signdliim ze
zivotniho prostfedi (napt. polycyklickym aromatickym uhlo-
vodiktim), které mohou zablokovat bunéénou komunikaci
uzavienim mezerovych kandlkf. Toto potla¢eni GJIC nastane
do nékolika minut po vystaveni ucinkiim xenobiotik a je
reverzibilni. Na zdkladé tady in vitro a in vivo studii bylo
zjisténo, zZe naruseni GJIC se pravdépodobné podili na vzniku
nadoru’.
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Funkce mezerovych spojt:

udrZovani homeostasy v tkdnich (rychld distribuce Zivin,
iontl, tekutin a signdlnich molekul, podilejicich se na
modulaci bunécného ristu, apoptozy a diferenciace);
elektrické spojeni (mezerové spoje slouzi jako elektrické
synapse u elektricky excitovatelnych bunék, napt. neuro-
nd, srde¢nich myocytd, bunék hladkého svalstva);

Tim se podileji na regulaci:

tkdanové odpovédi na hormony (GJIC zvySuji schopnost
tkdné rychle reagovat na vnéjsi stimuly);

embryondlniho vyvoje (mezibunécnd cesta pro chemické
a elektrické signdly potiebné pro embryondlni vyvoj).

a)

b)

9
d)

2.1. Struktura mezerového spojeni

Mezibunééné kandlky obratlovci jsou sloZeny z bilkovin
nazyvanych konexiny. Ve tkdnich savci bylo dosud identifi-
kovdno 15 genti pro konexiny®. Sest konexini se sdruZuje
do proteinového kandlku zvaného konexon. Jde v podstaté
o kandlek v cytoplazmatické membrané buiiky, ktery se tésné
priblizuje (na vzdélenost 2-3 nm) ke konexonu sousedni buii-
ky, aby spole¢né vytvofily kontinudlni priichod pro hydrofilni
molekuly. Konexinovy protein pieklenuje membranu ctyfi-
krdt a vytvafi tak strukturu pfipominajici tvarem pismeno M,
ptricemz aminové a karboxylové konce proteinu jsou umistény
v cytoplazmé. Domény prochédzejici membranou jsou kritic-
kymi determinanty spravného umisténi konexinu. Asociaci
tietich transmembrdnovych domén konexind, které obsahu-
ji velké mnozstvi hydrofilnich aminokyselin, vznikd vnitin{
,,sténa‘ poru.

Struktura ¢tyf transmembranovych domén, dvou mimobu-
nécnych smycek i aminového konce je u vsech konexind do
zna¢né miry zachovdna. Vice odlisné jsou v ostatnich usecich,
které se nachdzeji v cytoplazmé. Tyto useky se ticastni regu-
lace vzniku a permeability kandlku. Skladani konexinu i inter-
akce konexin—konexin a konexon—konexon se uskuteciuji
disulfidovymi vazbami, interakci hydrofébnich ¢asti Proteinﬁ,
ale i pomoci dalSich, dosud ne zcela objasnénych sil .

Konexiny (Cx) se li$1 molekulovou hmotnosti vyjadienou
v kDa (napt. Cx32, Cx43), uspordddnim aminokyselin a roz-
dilnou délkou karboxylového konce’. Exprese konexinil je
bunécné, tkanové a vyvojové specifickd, ve vétsiné tkan{
dochdzi k expresi vice riznych konexind. Prehled nékterych
hlavnich konexini a jejich lokalizace v organismu je uveden
v tabulce I.

Neoplastické buiiky maji mezerovych kanalki méné nebo
mensi velikosti, exprimuji méné konexinu ve srovndni se
zdravymi buiikami'. Defekty GJIC se objevuji na riznych
urovnich. Nadorové buiiky mohou bud postradat funkéni (per-
meabilni) mezerové spoje anebo maji funkéni homologni GJIC
(pouze v nadorové tkdni), ale nejsou schopny vytvorit fungu-
jici kandlek s nenadorovou butikou (heterologni GJIC). Nado-
rové buiiky jsou tak vyvédzany z homeostatické kontroly rtstu
a nemohou komunikovat s okolnimi buiikami®.

2.2. Regulace mezerovych spoju
a endogenni moduldtory

Pocet a velikost mezerovych spojl zdvisi na bunééném
cyklu, fyziologickém stavu organismu/tkdné a vlivu faktord
zivotniho prostiedi’.
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Tabulka I
Prehled nejzndméjsich savcich konexind a jejich lokalizace
vV organismu

Konexin  Tkan

Cx26 hepatocyty, pankreas, endometrium
Cx30 mozek, kiize

Cx30.3 ktze

Cx31 kidze, placenta

Cx31.1 ktze

Cx32 hepatocyty, ledviny, pankreas
Cx33 varlata

Cx37 plice, vaje¢niky, endotel

Cx40 endotel, hladké svalstvo, myokard, plice
Cx43 epitel, srdce, déloha, mozek

Cx45 ledviny, ktize

Cx46 ¢ocka

Cx50 C¢ocka

Transport latek mezerovymi spoji se déje pasivni difuzi
a je regulovan vratkovym mechanismem. Selektivita a per-
meabilita kandlku zavisi na typu konexinu tvofictho mezerovy
spoj’. Je zndmo asi 15 typt konexinti s molekulovou hmotnosti
0d 26 do 57 kDa (cit.*). Konexiny byly nalezeny nejen u savci
a dalSich obratlovct, ale také u bezobratlych, jako je napf.
medtza ¢i nezmar. Podobné struktury, zndmé jako plazmodes-
mata, byly nalezeny u rostlin. Mnoho bunék exprimuje vice
neZ jeden typ konexinu. Prvni klonovany konexin 43 byl
objeven u bunék srde¢niho svalstva. Tento typ bunek expri-
muje také konexiny 40, 45 a 46. V parenchymatickych bun-
kéch jsou exprimovany piedevsim konexiny 32 a 26 (cit.").

Mechanismy regulace mezerovych spoji nejsou doposud
plné objasnény. Nejvice informaci o sestavovdni téchto kandl-
kit je shromdzdéno pro konexin 43 (cit.”). Sest podjednotek
konexinu 43 oligomerizuje v Golgiho aparitu a jsou transpor-
tovany do plazmatické membrany. V této fazi jsou konexony
uzavieny, aby nedochdzelo k tniku bunéénych komponent
nebo vstupu mimobunécnych slozek. V plazmatické membra-
né jsou pak konexony sousedicich bunék pritahovédny silami,
které nejsou doposud plné objasnény. Koncové ¢4sti konexo-
nd se k sobé piipoji a vytvori kompletni mezerovy kandlek.
Nasledné kandlky agreguji do vétSich shluki (tzv. plaku),
oteviou se a propoji vnitfni prostiedi sousedicich bungk®.
Posloupnost téchto dvou poslednich stuprit je vSak diskutabil-
ni. Souhra mezi utvarenim otevienych kandlki a agregaci Casti
kandlkd do plaku je zplisobena fosforylaci konexinu 43 nej-
méné na dvou mistech. Kinasou provadéjici tuto fosforylaci je
s nejvétsi pravdépodobnosti proteinkinasa A (cit."). Fosfory-
lace zvySuje agregaci konexoni, permeabilitu kandlkl a sta-
bilitu konexinu 43. Utvéren{ kandlkt vyzaduje také patfi¢nou
bunécnou adhezi. Zdd se, ze zv1dsté dilezitymi molekulami
umoziujicimi tuto adhezi jsou transmembranové vazebné pro-
teiny kadheriny”.

Otevirdni a zavirani mezerovych kandlku je fizeno néko-
lika riznymi mechanismy. Jde o reverzibilni pfechod mezi
otevienou a uzavienou konformaci kandlku, ktery mize byt
vysledkem nekovalentnich (napf. elektrostatickych nebo van
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der Waalsovych sil) nebo kovalentnich (napt. fosforylace)
modifikaci struktury kandlku. Vritkovdni miZze byt fizeno
i farmakologicky nebo pomoci extra- i intraceluldrnich me-
digtora®.

Mechanismy regulace mezerovych spoji zahrnuji zejmé-
na vliv nizké koncentrace vodikovych iontt ¢i vyssi hladinu
vapenatych iontl v bunce, rozdil napéti mezi kanailky10 nebo
pisobeni volnych radikdla'!. Vysoké bundené hladiny radikd-
14 snizuji permeabilitu mezerovych kandlk{. Tento mechanis-
mus je pravdépodobné slozity. Radikdly mohou pifmo ovliv-
fovat konexiny a dal$i plazmatické komponenty (napf. lipi-
dy), aktivovat proteinkinasu C a také mohou regulovat hladinu
vépenatych iontd v burice'?

Zajimavé poznatky prichazeji predevsim ze studif fizen{
vratkovani fosforylaci. Mnoho proteinkinas ma schopnost fos-
forylovat konexiny a tfm ménit jejich tercidrni strukturu, kterd
podmifiuje otevieni nebo uzavieni kandlku. Jediny konexin,
ktery nemuze byt fosforylovan, je Cx26 (cit.). Aktivace pro-
teinkinasy A indukuje fosforylaci konexinu 32 a konexinu 42
na serinovych zbytcich karboxylového konce kanalku lokali-
zovaného v cytoplazmé. Tato fosforylace je spojena se zvySe-
nim poétu mezerovych kandlki a jejich prichodnosti'”.

Fosforylace konexini je vSak také predpoklddanym me-
chanismem tc¢inku mnoha negenotoxicky ptsobicich kance-
rogenl. VétSina nddorovych promotord, které byly dosud
prozkoumadny (vice nez 100 slou¢enin), ma schopnost snizovat
permeabilitu nebo zcela uzavirat mezerové spoje v testech in
vitro i in vivo. V mnoha piipadech jde o bunéc¢né-specificky
ti¢inek'.

Nejlépe je prostudovana inhibice mezerovych spojt ptiso-
benim forbolesterti, jakym je napt. forbol-12-myristdt-13-ace-
tit (PMA) (I). PMA uzavird mezerové spoje v celé tadé
bunécnych kultur'. Inhibi¢ni ucinek PMA spoc¢iva v akti-
vaci proteinkinasy C (PKC), kterd ndsledné fosforyluje kone-
xin 43. ZvySeni hladiny celkové PKC mize citlivost bunék
zvysit. Pomoci specifickych inhibitorG rtiznych isoenzymu
PKC bylo zjisténo, Ze za fosforylaci konexinu 43 odpovidd
predevsim isoenzym PKCa (kalcium-dependentni proteinki-
nasa C) (cit.4).

Kromé primé fosforylace konexinu 43 proteinkinasou C
(cit.") existuje jesté druha mozna draha regulace konexinu 43
v buiice vystavené PMA. Trosko a Ruch'® ve své studii popsali
nepiimou fosforylaci konexinu 43 proteinkinasou C. Tato
fosforylace je zprostfedkovand kinasami regulovanymi mimo-
bunécénymi signdly (ERKs), které patii do Sir$i skupiny pro-
teinkinas aktivovanych mitogeny (MAPKSs). ERKs jsou ak-
tivovdny mitogeny, stresem a také jiz zminovanym PMA.
Podileji se na buné¢ném rustu, diferenciaci, odpovédi na stres
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a na dalsich fyziologickych funkcich buiiky'®. Cilovymi mis-
ty EEKS jsou cytosolové proteiny a jaderné transkripcni fak-
tory .

Ptikladem dals{ latky podilejici se na inhibici mezibunéc-
né komunikace je fenobarbital. Byly provadény testy in vivo
a vysledky ukazuji, Ze fenobarbital blokuje konexin 32 loka-
lizovany v hepatocytech, ale neovliviiuje konexin 43 nachd-
zejici se zejména v epitelidlnich buikach a fibroblastech.
Mechanismem inhibice GJIC je snizeni hladiny mRNA pro
konexin 32 (cit.l3).

Pesticid DDT [1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorofenyl)ethan]
blokuje GJIC v epitelidlnich bunikdch i hepatocytech. DDT
zpusobuje rychlou inhibici permeability mezerovych spoji
s ndslednou internalizaci a degradaci v lysozomech. Internali-
zace a degradace se vSak tykd pouze epitelidlnich bunék
exprimujicich Cx43, u Cx32 nebyly tyto ticinky pozorovdny.
Z dalsich pesticidi Bﬁsobl’ inhibici GJIC napf. dieldrin, hep-
tachlor nebo lindan'’,

Téz aktivace nékterych onkogeni (v-Src nebo v-Ha-Ras)
je spojovdna s inhibici GJIC. Produkt Src genu je zodpovédny
za fosforylaci tyrosinovych zbytkti konexinu 43, coz vede
k uzavirdni mezerovych spoji'®.

Pritomnost fady ristovych faktord napf. epidermdlniho
rustového faktoru (EGF) ¢i fibroblastického ristového fakto-
ru, vede k inhibici GJIC. Inhibice souvisi s fosforylaci kone-
xinu 43 na serinovych zbytcich proteinkinasami aktivovanymi
mitogeny (MAPKSs) (cit.'). EGF stimuluje MAPKSs v zdvis-
losti na délce pisobeni a ddvce. EGF téz stimuluje fosfolipasu
C, jejimz ptisobenim vznikaji druzi poslové inositol-1,4,5-tri-
fosfét a diacylglycerol, ktefi stimuluji uvolnéni intraceluldrni-
ho védpniku a aktivaci PKC (cit.2).

Pocetnou skupinu inhibitor mezerovych spoji také tvori
hibici vykazuji zejména PAHs s relativné malymi molekula-
mi, jako jsou fluoranthen, fenanthren, fluoren?’.

Na druhé strané téz existuje celd fada latek podilejicich
se na stimulaci GJIC. Obnoveni permeability mezerovych
spoju v tumorovych buiikdch mtize vést k navrdceni regulace
rustu, a tak k redukci nddorového bujeni. Mechanismus ucin-
ku téchto latek neni zatim zcela jasny, ale nejcastéji jde,
podobné jako u mechanismu inhibice, o ovlivnéni konexint
32 a 43. Je zajimavé, Ze fada téchto latek pati{ mezi antioxi-
danty (napf. resveratrol, superoxiddismutasa, polyfenoly ze-
leného Caje), ddle jsou to latky ovliviiujici signalni pfenos
a aktivitu n&kterych proteinkinas (cCAMP) (cit.!). Obnovy GJIC
se mohou ucastnit téZ antionkogennf latky, které snizuji akti-
vaci onkogen podilejicich se na inhibici GJIC v nddorové
transformovanych buiikdch. Piikladem je lovastatin®, thalido-
mid* ¢i 2-fenylethylester kyseliny kavové®, Antionkogenn{
efekt byl g)ozorovén téZ u dexamethazonu na potkanich hepa-
tocytech' .

Prevence inhibice GJIC béhem promoc¢ni faze kanceroge-
neze a obnoveni mezibunécné komunikace po naddorové kon-
verzi mize byt zdkladem chemoprevence.

2.3. Experimentdlni metody
méfeni funkcnosti

Inhibice GJIC in vitro ve vhodné modelové bunécné linii
je povazovdna za parametr detekujici velmi pravdépodobné
tumor-promo¢ni vlastnosti testované latky.
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Modulace mezerovych spojii miZe byt méfena nékolika
zpusoby. Nejcastéji je to sledovani transportu barviva kandlky
metodou SL/DT (scrape loading/dye transfer)®. Sleduje se
prunik nizkomolekuldarniho fluorescen¢niho barviva mezero-
vymi kandlky od mista fezu skalpelem. Barvivo je schopno
prochézet pouze témito kandlky. Délka jeho transportni drahy
zavisi na prichodnosti kandlkd, kterd je ovlivnéna expozici
testovanym ldatkam.

Alternativou k metodé SL/DT je sledovéni priniku fluo-
rescencniho barviva, které difunduje mezerovymi kandlky po
mikroinjekci do vybranych bungk?.

Dalsi moznosti je detekce konexinti. Western blot je tech-
nika slouzici k urenf typu, mnozstvi a velikosti post-translac-
nich zmén (napf. fosforylace) konexind. Po elektroforetické
separaci konexinti v gelové matrici nasleduje elektroforeticky
prenos z gelu na membranu. Tato matrice je pfistupnéjsi pro
metody vyuzivajici imunosorbentl s navdzanym enzymem.
K identifikaci typu konexinu se vyuzivaji specifické proti-
latky*’.

Semikvantitativni metoda RT-PCR (reverse transcription
polymerase chain reaction — reverzné transkripni polymera-
sovd fetézovd reakce) je velmi citlivd pro analyzu mRNA.
Slouzi pro studium regulace transkripce®’. Imunofluorescen-
¢ni technika znaceni konexind piimo zobrazuje mezerovy
kandlek. Fixované builky jsou znaceny krdli¢imi polyklondl-
nimi protilatkami proti ur¢itému typu konexinu. Nasleduje
lokalizace komplexu antigen—protildtka pomoci IgG proti krd-
li¢i protildtce; IgG je znaceno zelenym fluorescencnim pro-
teinem, ktery umozni ptimou fluorescenéni detekci’®.

Analyza FRAP (fluorescence redistribution after photo-
bleaching) je vhodna pro studium bunécného individua uvnitt
populace. Buiniky se obarvi karboxyfluorescein diacetitem
a po selektivnim odbarveni butiky pisobenim laseru se sleduje
prunik fluorescencni barv;/ ze sousednich znacenych bunék
zpé&t do odbarvené buiiky?’.

Existuji také dalsi méné pouzivané metody, napf. sledova-
ni priniku radioaktivniho metabolitu, metabolickd kooperace
bunék s enzymatickym deficitem v urcitych metabolickych
drahdch nebo méfeni elektrické vodivosti mezerovych ka-
nalkd.

3. Vnitini a vnéjsi vlivy na kvalitu
mezibunécéné komunikace

V organismu se mohou vyskytnout rizné typy nddorového
bujeni. I pfi jejich variabilité existuji urcité spolecné znaky.
Kancerogenni buiiky nereaguji na kontaktni inhibici ristu,
vymykaji se homeostatické kontrole okolnich bunék, nejsou
schopny termindlni diferenciace, dochdzi u nich ke zvysen{
proliferace a naopak k inhibici apoptickych procesﬁzg. V pri-
béhu dalsiho ristu tumoru podléhaji buriky opétovnym geno-
typovym a fenotypovym zméndm. S t€émito bunécnymi proce-
sy tuzce souvisi modulace klicovych bunéénych pochodi:
signdlni transdukce, aktivace transkripém’ch faktorti, modu-
lace komponent bunééného cyklu atd.

Promotory kancerogeneze ptisobi na celou fadu klicovych
bun&nych procesi’:

— modulaci hladin endogennich extraceluldrnich signdlnich
molekul, indukci nebo inhibici enzymi biosyntézy a me-
tabolismu téchto litek (predevsim cytochromu P450);
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— oxidaéni poskozeni membrdnovych lipidd, nukleovych
kyselin a intraceluldrnich proteinti;

— zménu bunéénych signdlnich drah a genové exprese (mo-
dulace cytosolovych a jadernych receptort a aktivity dal-
Sich transkripcnich faktorti, aktivace proteinkinas);

— epigenetické efekty na DNA (methylace, acetylace apod.).
Modulace buné¢nych pochodl promotory kancerogeneze

mize vést jednak ke stimulaci bunécné proliferace, zménam

diferenciace a apoptdzy bunék anebo k inhibici mezibunééné
komunikace.

4. [Exogenni modulitory
mezibunééné komunikace

Latky blokujici i¢inky nddorovych promotort a stimulu-
jici mezibunéénou komunikaci v nddorovych buikdch jsou
velmi rGznorodé a zahrnuji dietni komponenty, hormony,
vitaminy a lé¢iva. Vzhledem k tomu, Ze buiiky nddoru jsou
velmi heterogenni a vytvareji subpopulace bun¢k s riznymi
typy poskozeni, neni mozné, aby pouze jedna latka dcinné
modulovala mezibuné¢nou komunikaci v celém nddoru. Proto
jenutné kombinovat jednotlivé latky stimulujici GJIC, piipad-
né i s daldimi terapeutickymi metodami'. Vhodné je hledat
stimuldtory mezibuné¢né komunikace mezi latkami biogenni-
ho ptivodu, které jsou soucdsti bézné stravy clovéka.

Latky pfirodniho plivodu patii v soucasnosti mezi jedny
z nejvice prozkoumanych inhibitord promo¢ni fiaze nddorové-
ho bujeni. Efekty té€chto liatek mizeme rozdélit na dvé skupiny.
Jednak jsou to ldtky, které mohou blokovat inhibi¢ni dc¢inek
promotort na GJIC (tabulka IT). Mechanismus pasobeni téch-
to latek neni zatim zcela objasnén, ale Casto jde o latky se
silnym antioxidacnim ucinkem, ktery by se pravdépodob-
né¢ mohl podilet na regulaci GJIC. Kromé latek rostlinného
plivodu jsou to napf. superoxiddismutasa nebo N,N’-difenyl-
-1,4-fenylendiamin (DPPD) (cit."). Druhou skupinu tvoii latky
schopné indukovat GJIC v nddorovych buiikéch (tabulka III).
Obnoveni mezibunécné komunikace v nadorovych buikdch
je pomérné slozitd otdzka, ale i presto byli v rostlinné iSi
nalezeni uspéSni zdstupci.

Flavonoidy jsou hojné rozsifenou skupinou piirodnich po-
lyfenolii. Rada z nich vykazuje silné antioxida¢ni dcinky, je
zndma téz jejich antivirova, antibakterialni, antimutagenni a pro-
piipisuje prominentni role v prevenci nidorovych onemocnéni*.

V experimentech in vitro byla testovdna fada flavonoidd,
z nichz nejucinnéj$imi stimuldtory GJIC byly shleddny apige-
nin (/]) nachdzejici se v celé rade 1é¢ivych rostlin (pt. Achillea
millefolium, Ginkgo biloba, Glycyrrhiza glabra) a tangeretin
(III) pfitomny zejména v citrusech. Bylo zjiSténo, Ze oba
zabranuji inhibici GJIC v hepatocytech potkant indukovanou
tumorovymi promotory PMA a 2-ferc-butyl-4-methylfenolem
(BHT) (cit.*'). Stimulace GJIC apigeninem je spjatd s ovliv-
nénim mnozstvi mRNA pro konexin 43, a to stimulacf trans-
kripce konexinu 43 anebo stabilizaci mRNA.

Tangeretin neovliviiuje mnozstvi mRNA pro konexin 43,
stimulace GJIC se pravdépodobné déje translacnim nebo post-
-transla¢nim mechanismem™.

Dalsimi flavonoidy testovanymi jako mozné stimuldtory
GIJIC byly naringenin, myricetin®' a chrysin?’, avsak jejich
stimula¢ni tucinky se neprokdzaly.
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Tabulka II
Latky pfirodniho pivodu preventivné zabranujici inhibici GJIC zpisobené kancerogeny
Kancerogen Blokujici ldtka Bunécéna tkan Konexin Lit.
BHT apigenin, tangeretin jaterni epitelidlni buniky potkant Cx43 30,31
DDT resveratrol, o-tokoferol, epikatechin  jaterni epitelidlni buniky mysi a potkant Cx32,Cx43 3233
H,0, epikatechin, ginsenosid Rb, jatern{ epitelidlni buriky potkanti Cx43 34,35
Lindan a-tokoferol potkani myocyty Cx43 36
Fenobarbital a-tokoferol jaterni epitelidlni bunky mys{ Cx32 37
PMA apigenin, epikatechin, ginsenosid jaternf epitelidln{ buriky potkant, Cx43 30,31,
Rb,, karotenoidy, retinoidy, fibroblasty mysi a kieckd 32,34,
resveratrol, tangeretin 37
Pentachlorfenol  extrakt ze zeleného Caje mysi jatra Cx26,Cx32 38
Tabulka IIT
Latky ptirodniho pivodu stimulujici GJIC v normdlnich nebo neoplastickych buikéch
Bunécna tkan Latka Konexin Lit.
Lidské bronchidlni epitelidlni buiiky kyselina retinova Cx32 39
Lidské fetdlni fibroblasty lykopen, kyselina retinova Cx43 40
Lidsky neuroblastom kyselina retinova Cx43 41
Lidsky karcinom prostaty lykopen Cx43 42
Mysi sarkom, mysi fibroblasty retinoidy, karotenoidy Cx43 43
Ras-transformované jaterni epitelidlni 2-fenylethylester kyselina kdvové Cx43 24
buriky potkant
Jaterni epitelidlni buriky potkanti o- a B-karoten, lykopen Cx26, Cx32 44
Lidské kozni fibroblasty vitamin Dy Cx43 45
OH
OH
HO 0 o
" OH
OH
11 I v

Bohatym zdrojem polyfenolt tzv. katechind je zeleny ¢aj
(Camellia sinensis). Obsahuje celou $kalu latek s chemopro-
tektivni aktivitou pasobicich proti rozvoji fady nddort. Pro-
tektivni efekt je zprostfedkovan zejména silnou antioxida¢ni
aktivitou ¢ajovych polyfenold, které jsou schopny redukovat
superoxidovy a hydroxylovy radikal. Slozky caje jsou schop-
ny, kromé inicia¢ni, ovliviiovat také promoc¢ni fdzi kancero-
genniho procesu. Snizuji proliferaci bunék, podporuji mezi-
bunécnou komunikaci, inhibuji telomerasu, indukuji apoptézu
az mnoha dalsich d¢inki byla popsdna i inhibice angiogeneze.
Také zvysuji hladinu nékterych enzymi a indukuji cytochrom
P450, coz hr%je ddlezitou roli v buné¢né detoxikaci nékterych
kancerogeni™®.

Kang a spol.34 sledovali vliv epikatechinu, epikatechin-
-gallatu a epigallokatechin-galldtu na uzavieni mezerovych
spojli vyvolané PMA a H,0O, v potkanich epitelidlnich bur-

nékolik zminek o antikancerogennich tucincich testovanych
katechinti, pouze epikatechin (/V) obnovoval permeabilitu
PMA nezli H,0,. Epikatechin brani fosforylaci konexinu 43
v bunééné linii WB-F344 s vysokou hladinou mezerovych
spojti tvofenych konexinem 43 (cit.*). Jind studie potvrzuje
téz preventivni icinek epigallokatechin-galldtu a epikatechin-
-galldtu na uzavieni mezerovych spojti indukovanych dal§im
modelovym inhibitorem DDT v buiikich WB-F344, jehoz
efekt souvisi s fosforylaci konexinu 32 i 43 (cit.*®).

Vliv zeleného caje na GJIC byl rovnéz studovan in vivo®®,
Modelovym tumorovym promotorem byl v tomto pripadé
pentachlorfenol (PCP), ktery byl aplikovan mys$im po dobu
2 tydnt. PCP zptisobuje oxida¢ni poskozeni jaterni DNA spo-
jené s redukei poctu konexindl 32 v jaterni tkdni. Extrakt ze
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zeleného Caje byl mysim aplikovdn v infuzi po dobu 3 tydna.
Soucasnd aplikace PCP a ¢ajového extraktu vykazovala niZs{
inhibici mezibunééné komunikace. Autofi se t€Z domnivaji,
Ze inhibice mezerovych spoji miize byt vyvoldna oxida¢nim
stresem zpusobenym PCP a aplikace antioxidantt tak chran{
konexiny pfed oxidacnim poskozenim.

V soucasnosti je velice diskutovanou ldatkou trans-resve-
ratrol (V). Jde trihydroxystilben patfici mezi rostlinné fytoale-
xiny. Vyskytuje se ve vysoké koncentraci v oplodi hroznt révy
vinné (Vitis vinifera), fadé druhd zeleniny a ofechach. Vyka-
zuje silné antioxida¢ni a antimutagenni d¢inky, pasobi proti-
zanétlive, zabrafiuje agregaci trombocytﬁso. Antikancerogenni
efekt je zptsoben inhibici celé fady marker( ucastnicich se
procesu kancerogeneze®'. Resveratrol blokuje proliferaci pro-
myelomatézni bunécné linie HL-60 a indukuje diferenciaci
myelomonocytdrniho fenotypu. Inhibuje nékolik biomarkerd
indukovanych PMA jako je proteinkinasa C, inhibuje cyklo-
oxygenasu-2 a vyvoldvd tvorbu volnych radikdld v nddo-
rovych buitkdach HL-60 (cit.*®). Resveratrol je silnym inhibi-
torem cytochromu P450 (izoformy 1Al) zodpovédného za
oxidativni metabolismus mnoha kancerogent. Indukuje enzy-
my II. faze detoxikace jako jsou NAD(P)H nebo chinonoxi-
doreduktasa™. Vliv resveratrolu na GJIC byl sledovén v nena-
dorové bunécné linii WB-F344 in vitro. Uzavieni mezerovych
spoju bylo vyvoldno dvéma typy promotord kancerogeneze
PMA, jak uz bylo zminéno; jeho dc¢inek souvisi s fosforylaci
konexinu 43 a DDT, ktery zptsobuje sniZeni hladiny fosfo-
rylované formy konexinu 43. Resveratrol v koncentraci nad
10 uM statisticky vyznamné zpotlaéoval inhibici GJIC vyvola-

nou obéma typy pr0m0t0r1°13 .
OH
o g

OH

Ara-Glu==0Q
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AN AL X _COOH

\%/)

Referat

Dalsi ldtkou pifrodniho ptivodu, kterd vykazuje antitumo-
rogenni aktivitu, je ginsenosid Rb,. Ginsenosidy jsou sekun-
ddrni metabolity ze skupiny triterpenoidnich saponinti, izolo-
vané z Panax ginseng (Araliaceae). Zejména ginsenosidy Rb,
Rb, ¢i Re jsou oznacovdny jako antikancerogeny, ale jejich
mechanismus ucinku nebyl plné objasnén. U celé fady ginse-
nosidi byl studovan vliv na GJIC. Pouze ginsenosid Rb, (VI)
jevil tumorprotektivni ucinek na mezerové spoje inhibované
PMA a H,0, v epitelidlnich buiikich WB-F344 (cit.**). Na-
opak fada ginsenosidd napf. Rd,, Rh,, Ra, inhibovala GJIC
v lidské endotelidlni bun&éné linii (HUVEC)™®.

Vyznamné antikancerogenni ptisobeni vykazuji také karo-
tenoidy. Jde o velkou skupinu piirodnich lipofilnich pigmentd
nachdzejicich se zejména v ovoci, zeleniné, 1€¢ivych rostli-
nich, ale sekundarné se vyskytujicich i v Zivociiné ¥isi**.
V organismu jsou karotenoidy metabolizovany 15,15’ -dioxy-
genasou na retinoidy, roz§tépenim dvojné vazby v poloze 15.
Jak karotenoidy, tak retinoidgf ovliviiuji mezibunécnou komu-
nikaci skrze mezerové spoje 3. Strukturné rozdilné karotenoi-
dy maji rozdilné ucinky na GJIC. Karotenoidy s Sesticlennym
kruhem jsou obvykle dvakrat aktivnéjsi nez jejich péticlenné
analogy. Poloha a charakter substituenttl na Sesticlenném kru-
hu se zdaji mit maly vliv na jejich aktivitu®®.

Zhang a spol.‘L testovali vliv karotenoidti na chemicky
indukovanou neoplastickou transformaci v mysich fibroblas-
tech 10T1/2. Nejsilnéjsi stimulace GJIC se projevila u o-to-
koferolu, ale také u B-karotenu, kanthaxanthinu, luteinu, lyko-
penu a a-karotenu.

Studie Stahla a Siese®’ potvrzuje stimulaéni d¢inek B-ka-
rotenu, kanthaxanthinu a navic pfipojuji echinenon, krypto-
xanthin a 4-hydroxy-B-karoten jako schopné induktory GJIC
v mysich fibroblastech. Zejména kanthaxanthin, nachazejic{
se v motskych plodech a nékterych houbéch, a jeho rozklad-
né produkty (zejména kyselina 4-oxoretinova, VII), stimuluji
GIIC a expresi konexinu 43 mRNA*. Dal3 price poukazuje
zv14sté na lykopen obsazeny v rajcatech, melounech a rostlin-
nych olejich jako potencidlni inhibitor nidorového bujeni®’.

vl

i /\/@
HO 0

HO
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Konzumace rajéat a rajéatovych produktii byla epidemiologic-
ky spojovdna s preventivnim uc¢inkem proti rakoviné pro-
staty. Studie in vitro potvrzuji tento predpoklad, lykopen jed-
nak stimuluje mezerové spoje*, déle ptisobi na bun&eny rist
a v kombinaci s a-tokoferolem inhibuje proliferaci bunék kar-
cinomu prostaty40.

Vliv nékterych karotenoidi na mezerové spoje byl testo-
vdn i in vivo. B-Karoten (VIII) a lykopen (IX) ucinkovaly
v zdvislosti na ddvce. V ddvce 50 mg.kg ' télesné vahy vyvo-
lavaly inhibici GJIC, zatimco ddvka 5 mg.kg ™' vedla ke stimu-
laci GJIC v jaterni tkdni laboratornich potkanii**.

Dalsi ldtkou pfirodniho pavodu, u které byl zjistén stimu-
la¢ni efekt na GJIC, je 2-fenylethylester kyseliny kdavové (X)
(CAPE)**. CAPE je aktivni slozkou propolisu vykazujiciho

zjisfovan vliv CAPE na tumorové jaterni GJIC-deficientn{
buriky transformované ras onkogenem (WB-ras2). Vysledky
ukazuji, ze CAPE regeneruje mezerové spoje na zdkladé fos-
forylace konexinu 43. Normalnf lokalizace mezerovych spojt
v plazmatické membrdné WB-ras2 bunék byla sledovdna treti
den po aplikaci této latky v koncentraci 5 pg.ml™".

Mezi dalsi biogenni inhibitory promoce kancerogeneze
patfi také vitamin D, (cholekalciferol) stimulujici GJIC v linii
lidskych koznich fibroblasti 161BR (cit.*). Vitamin E (o-to-
koferol) brzdi inhibici GJIC navozenou volnymi kyslikovymi
radikdly, DDT, lindanem i fenobarbitalem v jaternich epite-
liailm’lch bunkdch mysi a potkant a déloznich myocytech pot-
kani .

5. Zavér

Vzhledem k tomu, Ze v dnesni dobé existuje velké riziko
vzniku nadorovych onemocnéni, rozviji se snaha o nalezen{
novych, bezpecnych ldtek s chemopreventivni aktivitou. Po-
zornost se také obraci do oblasti pfirodnich latek, z nichZ fada
md schopnost modulovat GJIC. Stimulace GJIC v nddorovych
burikdch md nékolik uzitecnych terapeutickych dcinkt zahr-
nujicich snizeni bunééné proliferace, vzrust diferenciace, zvy-
Seni schopnosti apoptdzy a téZ podporu radiacni terapie a che-
moterapie. [ kdyz je zde stéle jesté fada nevyresenych otdzek,
zdd se, ze prevence inhibice GJIC muZe byt jednou z moznost{
raciondlni preventivni terapie nddorového bujeni.
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Seznam zkratek

Ara arabinosa
CAPE 2-fenylethylester kyseliny kavové
Cx konexin

1175

Referat
DDT 1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorofenyl)ethan
DPPD N,N’-difenyl-1,4-fenylendiamin
ERKs kinasy regulované mimobunéénymi signdly
FRAP (fluorescence redistribution after photobleaching)
GJIC (gap junctional intercellular communication) —
mezibunécnd komunikace mezerovymi spoji
Glu glukosa
HUVEC lidskd endotelidlni bunécna linie
MAPKs kinasy aktivované mitogeny
PAHs polycyklické aromatické uhlovodiky
PCP pentachlorfenol
PKC proteinkinasa C
PMA forbol-12-myristdt-13-acetat
RT-PCR reverzné transkripcni polymerasovd fetézovd re-
akce
SL/DT  (scrape loading/dye transfer)

H. Forejtnikova and R. Kubinova (Department of Natu-
ral Drugs, Faculty of Pharmacy, University of Veterinary and
Pharmaceutical Sciences, Brno): Natural Compounds as
Stimulators of Gap-junctional Intercellular Communica-
tion

Both epigenetic and mutagenic events influence the pro-
cess of carcinogenesis. Any mutagenic event irreversibly al-
ters the genomic information of the cell. Epigenetic activities
of compounds do not damage genes directly, but they can alter
the gene expression. The most important consequences inclu-
de alteration of cell proliferation, differentiation, or apoptosis.
One of them, which apparently link to the promotion of
carcinogenesis is the inhibition of gap-junctional intercellular
communication (GJIC) in vitro. These gap junctions allow
ions and low-molecular-weight molecules to move between
coupled cells, thereby facilitating synchronization of electro-
tonic or metabolic cooperation. Transient down-regulation by
endogenous or exogenous chemicals can bring about adaptive
or maladaptive consequences depending on circumstances.
Tumor promotors (e.g. DDT) and growth factors reduce GJIC,
whereas anticarcinogens and growth inhibitors (e.g., flavono-
ids, resveratrole, carotenoids) enhance GJIC. Prevention of
inhibition of GJIC could be an important chemopreventive
strategy of cancer therapy.
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1. Uvod

Pyrolyzou uhlovodikii (ethylenovou pyrolyzou) se ozna-
Cuje tepelny rozklad celého spektra ropnych frakcei na nizko-
molekuldrni alkenové produkty, predevsim ethylen a propy-
len. Rozkladné pyrolyzni reakce probihaji hlavné radikdlovym
mechanismem. ProtoZe rozkladné reakce jsou velmi rychlé
a silné endotermnt, je pro dokonalé, selektivni §tépeni surovi-
ny tieba dodat do reakéni smési v kratkém casovém intervalu
zna¢né mnozstvi tepla. Pyrolyzni reaktory jsou proto kon-
struovdny jako tenké trubky s velmi vysokym prtitokem reak-
¢ni smési ohfivané radiaci v komofe se zhavymi spalinami.
Piipadné zvySeni produkce primyslové jednotky zpracova-
nim vétstho mnozstvi surovin pfi zachovani ptivodniho ob-
jemu pyrolyznich reaktord a ptvodni konverze surovin vy-
zaduje zvySit zatizeni reaktord (a tim zkratit dobu zdrZzen{
pyrolyzované smési v reaktorech) a zdroven zvysit teplotu
v reaktorech. Zdkladem feSenf intenzifikace pyrolyzni jednot-
ky je proto zména architektury pyrolyznich vlasenek s cilem
komory.

Pyrolyza ropnych frakefi je zdkladnim procesem petroche-
mického primyslu. Na tzemi Ceské republiky je jedind vy-
znamnd ethylenovd jednotka v Chemopetrolu Litvinov a. s.,
kterd byla uvedena do provozu v roce 1980. Jednotka zahrnu-
jici deset pyrolyznich peci byla postavena na zdkladé projektu
firmy Lummus s kapacitou 453 kt ethylenu ro¢né a s vyso-
kou flexibilitou z hlediska vyuzivanych surovin (recyklovany
ethan, LPG — zkapalnéné rafinérské plyny, primarni benziny,

petrolej a nafta). Ndhrada petroleje destila¢nim zbytkem z hy-
drokrakovani vakuovych destilatti (HCVD) si vyzadala dpra-
vy konvekénich c¢dsti poloviny pyrolyznich peci. Kapacita
jednotky se tak snizila asi na 428 kt ethylenu ro¢né. Poslednim
vyznamnéjsim zdsahem do ptivodniho projektu byla v roce
1994 celkova rekonstrukce jedné z peci pouzivané pro pyro-
lyzu HCVD firmou Chempex Brno. Maximadlni vyroby 466 kt
ethylenu ro¢né bylo dosazeno v roce 1999.

Vzhledem k intenzifikaci a modernizaci ethylenovych jed-
notek v sousednich zemich nemohl ani Chemopetrol, pokud
nechtél pozbyt svého postaveni v regionu, ddle odkladat zvy-
Seni kapacity své jednotky. V souvislosti s vystavbou novych
vyroben polyolefint byla proto na rok 2000 napldanovéana prvn{
etapa intenzifikace a modernizace ethylenové jednotky. Vy-
bérovym fizenim, které probéhlo v roce 1999, byla pro inten-
zifikaci ur¢ena mezindrodni firma TECHNIP — COFLEXIP
(dfive KTI). Planovand kapacita ethylenové jednotky po ukon-
¢eni prvni etapy intenzifikace byla stanovena na 485 kt ethy-
lenu pfi fondu pracovni doby 8000 hodin.

2. Produkce ethylenu v zapadni
a stiedni Evropé

Z prehledu o souc¢asném stavu a moznostech vyroby ethy-
lenu v zdpadni a stiedni Evrop&' (obr. 1) je patrné zcela
dominantni postaveni vyrobcli z Beneluxu a Némecka, ktef{
tézi z logistickych vyhod spojenych s vysokou kapacitou jed-
notek. Trojice nejvétsich evropskych producentti (Enichem,
Dow Chemicals a BASF) ma své velké ethylenové jednotky
situované v blizkosti velkych piistavi (Antverpy, Rotterdam,
pristavy v Itdlii), dalsi vyrobci umistuji ethylenové jednotky
do blizkosti velkych pfistavii nebo do mist s dobrou dopravni
dostupnosti, napt. Porifi. Zna¢nd kapacita spolu s intenzifika-
ci jednotek umoziuje producentiim z téchto zemi ziskat témeért
padesdtiprocentni podil na produkovaném mnozstvi ethylenu.
Vice nez tfetina ethylenu pak pfipadd na Velkou Britdnii,
Francii a zemé jizni Evropy. Stfedoevropsky region produkuje
mnozstvi ethylenu srovnatelné s vyrobci z Rakouska a zemf{
severni Evropy. Az na vyjimky je ethylen v zdpadni a stfedni
Evropé vyrabén pyrolyzou primdrnich benzini. Soucasné zpo-
malovani hospoddiského ristu v Evropé se promitlo i do
produkce ethylenovych jednotek. Meziro¢ni nardst produkce
ethylenu byl tak zaznamendn pouze britskymi, némeckymi
a sttedoevropskymi vyrobci. Neni bez zajimavosti, ze v rela-
tivnim ndrGstu mnozstvi vyrabéného ethylenu predstihli stre-
doevropsti producenti némecké vyrobce.

Ethylenova jednotka Chemopetrolu Litvinov pati{ v po-
rovndni s evropskymi jednotkami mezi vétsi zafizeni. Mezi
vice nez Sedesati zapadoevropskymi a stfedoevropskymi jed-
notkami zaujimd v souc¢asné dobé litvinovskd jednotka sedm-
ndcté misto z hlediska dosahované kapacity. I kdyz produkéni
moznosti jednotky Chemopetrolu Litvinov nedosahuji v evrop-
ském méfitku nejvyznamnéjSich jednotek belgickych, nizo-
zemskych a némeckych, v prostoru stfedni Evropy jde o zafi-
zeni s nejveétsi kapacitou. Zcela unikdtni je vSak moZnost
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Obr. 1. Soucasny stav vyroby ethylenu v zapadni a stredni Evropé. Prvni tidaj — pocet jednotek, tidaj v zavorce — podil na celkové produkci regionu

zpracovavat s vyjimkou plynovych kondenzatti vSechny v sou-
Casnosti vyuzivané suroviny. Vyhodou jednotky je také jeji
propojeni 137 km dlouhym ethylenovodem s ethylenovou
jednotkou v némeckém Bohlenu (nedaleko Lipska).

3. Intenzifikace ethylenové jednotky
v Chemopetrolu Litvinov

Ethylenova jednotky Chemopetrolu Litvinov byla pii svém
uvedeni do provozu vybavena celkem deseti pyrolyznimi pe-
cemi. Pfed zahdjenim ptipravnych praci pro prvni etapu inten-
zifikace bylo zfejmé, Ze dosavadni pece nedisponuji dostatec-
nou provozni rezervou pro dosazeni cilové ro¢ni kapacity
485 kt ethylenu. Na zdkladé provedenych studii bylo rozhod-
nuto rekonstruovat Ctyfi pece zpracovavajici primdrni benzin.

Uprava téchto peci piedstavovala hlavni ndplii intenzifikace
jednotky. Cilem ostatnich praci bylo odstranéni technologicky
uzkych mist zjiSténych pfedchozimi studiemi, které by zne-
moznily dosdhnout planované vyroby ethylenu. Napft. ptivod-
ni vodni pracka zajistujici chlazeni plynnych produktt pyro-
lyzy vstupujicich do sdni prvniho stupné kompresoru by pfi
zvySseni kapacity svym vykonem nezajistila jejich dostate¢né
ochlazeni. Nedostatecny vykon pracky se podafilo odstranit
jeji rekonstruket, kterd zahrnovala demontdz pavodnich pater,
prodlouzeni hlavové cdsti kolony a predevSim montaz tif
vrstev orientované vyplné a pridavného vymeéniku pro doda-
te¢né snizeni teploty chladici vody zavddéné na vrchni lo-
Ze vyplné. Ddle byly vyménény opotiebované hnaci turbiny
kompresoru plynnych produktd pyrolyzy a kompresoru ethy-
lenového chladictho okruhu. Také problémy s nedostatecnou
kapacitou demethanizéru (separace methanu z plynnych pro-
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duktd pyrolyzy), kterd by pfi provozu na maximdlni vykon
vedla k zahlcovani kolony, byly odstranény instalaci pfidavné
kolony — predemethanizéru. Predemethanizér odleh¢il ptivod-
nimu zatizeni rozdélenim proudu plynnych produkti. Vyse-
vrouci uhlovodiky tak odchdzeji pfimo do deethanizéru (sepa-
race ethanu z plynnych produktti), zatimco proud bohaty na
methan je zavddén predchozi technologickou cestou do de-
methanizéru. Technologie ethylenové jednotky byla rovnéz
rozsitena o jednotku, kterd odstranuje z vodiku zbytky metha-
nu a zajiStuje tak zdroj Cistého vodiku pro hydrogena¢ni
procesy.

3.1. Rekonstrukce pyrolyznich peci

Pyrolyzni pec piedstavuje zafizeni, jehoz vykon je limito-
vén celou fadou faktorti. Kazda pyrolyzni pec (obr. 2) se sklddd
z konvekeni a radiacni ¢dsti. V radiacni ¢dsti je umisténa
soustava pyrolyznich reaktorti — vldsenek, ve kterych probihd
vlastni $tépeni suroviny. Vysokd teplota v radia¢ni komofte je
zajisfovdna spalovdnim topného plynu. Spaliny o vysoké tep-
loté odchdzeji do konvekeni ¢dsti pece, kde pieddvaji své teplo
postupné smési suroviny a procesni pdry, vyrobené supervy-
sokotlaké pdre, napdjeci vodé a samotné suroviné. Tah v peci
zajistuje ventildtor koufovych plyni, ktery odsava spaliny do
kominu. Produkty pyrolyzy jsou ochlazovdny v kotlich na
odpadni teplo (TLE - transfer line exchanger), kde predavaji
své teplo napdjeci vod¢, kterd se preméiiuje na supervysoko-
tlakou paru. Napdjeci voda predehtdtd v konvekeni casti pece
vstupuje do parniho bubnu, ktery ma zaroven funkci zdsobni-
ku napdjeci vody a vyrobené supervysokotlaké pary. Supervy-
sokotlakd pdra odchdzi z parniho bubnu na prehrdti do kon-
vekéni ¢dsti pece a odtud do parovodu. Ndsledné chlazeni
reak¢ni smési je zajisténo jejim zkrdpénim pracim olejem.
Ochlazend smés pak opousti pec soustavou hrani¢nich armatur
umoznujicich odpojeni pece od ostatniho zafizeni ethylenové
jednotky.

Z pivodnich deseti pyrolyznich peci bylo devét vybaveno
reaktory typu Lummus SRT III, zbyld, pouzivana na pyrolyzu
recyklovaného ethanu, byla osazena reaktorem typu Lummus
SRT I. Podstatou rekonstrukce pyrolyznich peci byla vyména
vldsenek umisténych v radiacni ¢4sti pece za nové vldsenky
typu Gradient Kinetics GK6 spojend s tpravou stropu a pod-
lahy radia¢ni ¢dsti pece. Vyznamnym pfinosem byla montdz
Venturiho trubic zajistujicich stejny pratok kazdou ze 48
samostatnych vldsenek. Odlisny tvar vlasenek spolu s jinou
soustavou vodicich ty¢i si vyzddal montdz novych zavési
radiacni sekce a pfechodovych potrubi a rovnéz instalaci
novych privlaki ve sniZzeném stfedovém kandlu dna radiacn{
Casti pece. Provddéné tpravy byly spojeny se zdsahem do
nosné konstrukce pece, demolici a obnovou vyzdivky radia¢ni
¢asti pece, upravou potrubi rozvodu topného plynu a instalaci
novych prvkd méfeni a regulace. Modifikaci pyrolyznich pec{
bylo rovnéz zabezpeceno dalsi zvyseni flexibility ethyleno-
vé jednotky z hlediska zpracovani surovin. Jedna z rekon-
struovanych peci je po vybaveni novymi regulacnimi ventily
na potrubi fedici pdry schopna zpracovdvat plynovy olej v
mnozstvi o tietinu vy$§im neZ pred rekonstrukei. U jiné rekon-
struované pece bylo umoznéno zpracovavat smésny nastiik,
tedy smés plynného propanu, LPG a kapalného primérniho
benzinu.

Rekonstruované pyrolyzni pece v§ak nedosahovaly tepel-
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Obr. 2. Schéma pyrolyzni pece

ného vykonu a objemu vyroby garantované kontraktorem.
Proto bylo nutno provést dalsi upravy — vyménu vsech spod-
nich hotdki, vyménu Cdsti bocnich hofdkd, montdz vétsich
obéznych kol ventildtorti kourovych plynti a vsazeni mezikusu
do koufovodu nad kominovou klapkou zabezpecujici jeji plné
otevieni. ZlepSeni prestupu tepla v konvekéni ¢dsti pece bylo
docileno omytim vnéjsi strany potrubi a Zeber potrubi vsech
prehifvaki umisténych v konvekci. Jed notlivé dpravy pyro-
lyznich peci byly provéfovdny provoznimi testy spojenymi se
vzorkovanim horké reak¢ni smési na vystupu z reaktoru. In-
tenzifikace peci byla poté ukon¢ena garan¢nimi testy a oficidl-
nim pievzetim peci. Po pfevzeti jsou rekonstruované pyrolyz-
ni pece zatézovany obvykle blizko svého maximdlniho vyko-
nu. Provoz peci je fizen systémem vyssiho fizeni?, uvedenym
do provozu v roce 2001.

3.2. Pyrolyzni reaktor typu
Gradient Kinetics GK 6

Rozsdhlym vyzkumem a hodnocenim provoznich zkuse-
nosti bylo potvrzeno, Ze vytézky zadanych produktt pyrolyzy
ovliviiuji vlastnosti pouzité suroviny, technologicky rezim
zafizeni a geometrie (usporddani) vlasenek pyrolyzn{ pece3.
Vyvoj uzivanych typl pyrolyznich vldsenek vychdzi ze z4-
kladniho pozadavku dodat dostatecné mnozstvi tepla do suro-
viny uvnitf trubkového reaktoru. Tento poZadavek vedl k pre-
chodu od dlouhych jednoduchych vldsenek velkého priméru
(napt. Lummus SRT 1) k soustavam rozvétvenych vlasenek
o proménném priméru trubek (Lummus SRT 11, cit.*) a dale
k soustavdm jednoduchych U-trubek mensiho praméru, po-
ptipadé az ke zcela rovnym krdtkym trubkdm malého priméru
u tzv. milisekundovych peci.

Zdkladem rekonstrukce pyrolyznich peci byla ndhrada
dosavadniho reaktoru typu Lummus SRT III pyrolyzni v14-
senkou typu Gradient Kinetics GK 6. Nové zavedeny typ
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predstavuje v soucasnosti nejucinngjsi systém s rezimem po-
dobnym milisekundovym pecim (naptiklad Lummus SRT V
a SRT VI, poyfl’padé predchozi typ vlasenek Gradient Kine-
tics GK 5, cit.>%). Rozdil geometrie pfedchoziho anového typu
reaktoru intenzifikovanych peci je zndzornén na obr. 3. Z ob-
rdzku je patrné, Ze ptivodni uspofddédni trubek (rozvétveny
systém 4-2-1) o rGzném priméru je nahrazeno soustavou
8 U-trubek stejného priiméru polovi¢ni délky. Jediny vystup
z vldsenek je zabezpecen soustavou Y-kusd, spojujicich vzdy
dvé sousedni trubky. Mechanickd stabilita celého systému
v radia¢ni komore je zajiSténa sloZitou soustavou zdvési a vo-
dicich ty¢i. Cely systém je tak mnohem stabilnéjsi nez sta-
ry typ reaktoru s jednim zavésnym okem a dvojici vodicich
ty¢i. Vzhledem k tomu, Ze pivodni pocet Sesti nastiikova-
nych proudd suroviny zlstdva nezménén, tvoii novy reakto-
rovy systém soustava 48 samostatnych U-trubic. Kazda z téch-
to trubic je vybavena Venturiho trubici spojenou se vstupnim
kolektorem spolecnym vzdy pro Ctvefici vldsenek. Uspora-
ddni vldsenek uvnitf radia¢ni komory je obdobné plivodni-
mu projektu — vystupni potrubi umisténé na podélné ose ra-
diacni sekce je napojeno na vstup do kotle na odpadni teplo,
avsak na rozdil od plivodniho typu reaktoru je udrzovdno
vlastni dvojici zdvést. Jednotlivé Ctvefice U-trubic kazdého
z proudt jsou umistény symetricky s podélnou osou radiacn{
komory.

Porovnéni vybranych technologickych parametrd obou
typt reaktord je uvedeno v tabulce I. Hodnoty v tabulce jsou
vzhledem k uzavieni dohody o utajeni mezi Chemopetrolem
a kontraktorem normovany na ptvodni typ reaktoru SRT III.
Uvedend data potvrzuji vyhody nového typu reaktoru. Pfi
polovi¢ni délce a mensim priméru trubek vykazuje novy
reaktor nejenom krat$i dobu zdrZeni pyrolyzované smési, ale
i o tfetinu vétsi teplosménnou plochu. Doba zdrzeni reakéni
smési v reaktoru dosahuje méné neZ dvou tfetin doby zdrZen{
v reaktorovém systému SRT III. Maximalni trvale provozo-
vany ndstiik ukazuje zplsob, jakym bylo dosazeno zvyse-
né kapacity ethylenové jednotky — pfi provozu tfi intenzi-
fikovanych peci predstavuje zvySeni prosazeni asi 85 % ka-
pacity ptivodni pece, pii provozu vSech Ctyf intenzifikovanych
peci pfedstavuje zvySeni vice neZ 100 % kapacity neinten-
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Obr. 3. Pyrolyzni vlasenky typu SRT III (a) a GK 6 (b)
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zifikované pece. V provozni praxi je vzhledem k riznym
feSeni pouzité kontraktorem vsak ve vsech pripadech umoz-
nuje navySeni produkce pfi menSim poctu provozovanych
pyrolyznich peci. Zavedeni téchto typli reaktoru spojené s re-
konstrukei peci je tak kromé vystavby zcela nové pece je-
dinym zptisobem jak navysit produkci jednotky. V porovnan{
s vystavbou nové pece je to vSak pristup méné investicné
ndro¢ny.

Pro ilustraci zdkladnich vlasnosti nové a puvodni vla-
senky byly pocitacové simulovédny teplotni a tlakové profily
a distribuce vytézkt v obou typech reaktort (obr. 4 az 6). Pro
simulacni vypocty byl pouzit matematicky model pyrolyzy
uhlovodikii vyvinuty na Ustavu organické technologie Vy-
soké $koly chemicko-technologické v Praze’. Teplotni profil
podél vlasenek u obou porovndvanych reaktord v zavislosti na
dobé zdrZzeni ukazuje obrdzek 4. U reaktoru GK 6 je dobfe
patrny strmé&jSi ndrtst teploty a podstatné kratsi celkova do-
ba zdrZeni v porovndni s reaktorem SRT III. Relativné krat-
kd vldsenka typu GK 6 s méné ohyby a Y kusy nez vldsen-
ka typu SRT III vykazuje pfi srovnatelnych rychlostech prou-
déni reakéni smési podstatné nizsi tlakovou ztrdtu (obr. 5).
Nizsi tlak ve vldsence GK 6 tak sniZuje vliv neZddoucich
kondenzac¢nich reakci a v konecném disledku se tak podili
na vyssich vytézcich plynnych produktd pyrolyzy na tkor
nezddoucich vyssich nenasycenych a aromatickych uhlovo-
dikt. Na obr. 6 jsou vyneseny hodnoty vytézkl vybranych
produktd pyrolyzy na konci vldsenek. Pfi béZném provoznim
rezimu je zejména produkce ethylenu a propylenu vyssi u re-
aktoru GK 6 nez u puvodniho typu SRT III. Vyssi vytézek
butadienu a vyrazné nizsi vytézek benzenu ve vldsence GK 6
je predevsim disledkem potlaceni cykloadicni reakce butadie-
nu s ethylenem, jejiz kone¢nym produktem je benzen.

4. Provoz rekonstruovanych peci

Po ukonceni garancnich testdl jsou rekonstruované pece
provozovany s maximdlnim zatiZenim. Po uvedeni vSech peci
do provozu se vSak objevila urcitd provozni omezeni, kterd
nebyla pfed intenzifikaci uvazovana. Jde zejména o problémy
s regula¢nimi ndstiikovymi ventily a fyzické opotiebeni ma-
teridlu trubek konvekénich édsti peci. Nejvice problému bé-
hem dvouletého pouzivani intenzifikovanych peci zptsobila

prokazatelné vyssi citlivost zafizeni na mimorddné provozni
stavy. Pfi nouzovych odstavenich ethylenové jednotky spoje-

Tabulka I
Relativni hodnoty parametr reaktoru GK 6 (vztaZené na
reaktor SRT III) pro pyrolyzu primdrnich benzint

Parametr Hodnota
Délka vlasenky 0,50
Teplosménnd plocha vldsenky 1,4
Primérnd doba zdrzeni (vldsenka v¢etné TLE) 0,61
Primérnd vystupni rychlost z vldsenky 0,64
Maximadlni provozovany nastiik 1,3
Maximiln{ provozni teplota +20 °C
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nych s vypadkem dodavky energii doslo k dplnému zaneseni
nékolika U-trubic rekonstruovanych peci uhlikatymi isadami,
které vznikly rychlym ochlazenim vldsenek. Uvolnéné tsady
nebylo mozno odstranit oxidaci, pece musely byt ochlazeny,
vlasenky roziiznuty a mechanicky vyc¢iStény. Nebezpeci zane-
seni vldsenek 1ze vSak castecné potlacit oxidacemi vldsenek
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Obr. 4. Teplota reakéni smési 7 v zdvislosti na dobé zdrzeni ¢
ve vlasenkach GK 6 (/) a SRT III (2)
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Obr. 5. Celkovy tlak P reakéni smési v zavislosti na dobé zdrZzeni ¢
ve vlasenkach GK 6 (/) a SRT III (2)

30
y, hm.%
20 +
NIl B NI e D 1 ﬁ
CH, GH, CH, CHy CH, CH,

Obr. 6. Vytézky vybranych produkti (y) pii pyrolyze primarniho
benzinu ve vlasenkach GK 6 (H) a SRT III ()
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pokazdé, méni-li se typ suroviny nastfikované do pece. Vyraz-
nou zmeénou proSel také zplsob vlastni oxidace vlasenek.
V porovnani s postupem uzivanym u peci s pivodnim typem
reaktoru jde o komplikovany a delsi postup sklddajici se z né-
kolika etap. Optimalizace procesu oxidace si proto vyzadala
dalsi investice do nového rozvodu procesniho vzduchu spoje-
ného s montdzi analyzétoru spalin na spole¢ném potrubi pro
odvod produktii oxidace.

5. Zavér

Rekonstrukce Ctyf pyrolyznich peci umoznila dosahnout
plénovanou cilovou kapacitu 1. etapy intenzifikace ethyleno-
vé jednotky Chemopetrolu Litvinov. ZvySeni prosazovaného
mnozstvi suroviny a zavedeni smésného ndstfiku na jedné
z peci rovnéz zvysilo flexibilitu ethylenové jednotky.

Novy typ reaktoru Gradient Kinetics GK 6 pouzity pii
rekonstrukci peci predstavuje kvalitativné odlisnou technolo-
gii v porovndni se stdvajicimi pyrolyznimi vldsenkami typu
Lummus SRT III. Vyssi vykon rekonstruovanych peci je vSak
spojen se znacnou citlivosti zafizeni na mimofddné provozni
stavy.
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J. Dosko¢il, Z. Bélohlav, T. Herink and P. Zamostny
(Chemopetrol Co,. Litvinov and Institute of Chemical Techno-
logy, Prague): Improvement of Pyrolysis Reactors in Che-
mopetrol Co. Litvinov

The results of intensification of pyrolysis reactors in Che-
mopetrol Litvinov are evaluated. The reasons for intensifica-
tion are analyzed on the basis of current production of ethylene
in Western and Central Europe. Basic technological descrip-
tion of equipment and the performed modifications are given.
Special attention is paid to comparison of original pyrolysis
reactors SRT III and new reactors GK 6. A comparison of basic
construction parameters is supplemented by the results of
simulation calculations performed for both reactors using
a mathematical model. Finally, complex evaluation of the
intensification results is given.
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50 LET VUFB - 50 LET CESKEHO VYZKUMU A VYVOJE VE FARMACII

MIROSLAV KUCHAR a ZDENEK NOVOTNY

Vyzkumny iistav pro farmacii a biochemii, U Kabelovny 130,
102 01 Praha 10
e-mail: kuchar@vufb.cz

Doslo 5.11.03, pfijato 18.11.03.

Klic¢ovd slova: Zentiva, vyzkum

Vyzkumny tstav pro farmacii a biochemii (VUFB) vznikl
vr. 1951 z Vyzkumného a kontrolniho dstavu Spofa, ktery byl
vytvoren z vyzkumnych pracovist nékolika vyrobnich zdavodd
prevdzné v prazskémregionu. V témze obdobi byla dokoncena
vystavba nové budovy v Koufimské ul. v Praze — Vinohra-
dech, kde byl provoz ustavu zahdjen 28. listopadu 1951.
Postupné byly vybudovany dalsi pobocky v Rosicich a Ko-
ndrovicich, kam se soustfedily pfedevsim aktivity souvisejici
s hodnocenim toxicit 1éCiv véetné chovu pokusnych zvitat.
V 1. 1967 se VUFB spojil s Vyzkumnym tstavem 1é¢ivych
rostlin v Praze — Hloubétiné. V 50. a 60. letech se ustav
profiloval jako vyznamné a prakticky jediné stfedisko vy-
zkumu a vyvoje humdnnich 16¢iv pro farmaceuticky primysl
v tehdejiim Ceskoslovensku. Po roce 1989 se v Ceské repub-
lice postupné ménila organizace farmaceutického primyslu
a majetkoprdvni vztahy ve farmaceutickych firmdch a tyto
zmény se zakonité projevily i ve statutu VUFB a v charakteru
jeho cinnosti. Proces privatizace zahdjeny v r. 1993 vytvo-
fenim akciové spolecnosti a ukonceny v r. 1998 zaclenénim
VUFB jako dcefinné spole¢nosti do a.s. Lé&iva, zménil vy-
razné strukturu ustavu z hlediska profesniho i persondlniho,
ale soucasné ji priblizil potfebam moderni farmaceutické spo-
le¢nosti, zabyvajici se vyvojem a vyrobou generik s vysokym
inova¢nim potencidlem.

Obdobi rozvoje ustavu je spjato s fadou vyznamnych
védeckych a vyzkumnych pracovnikd, kteff se svoji ¢innost{
zaslouzili o vynikajici povést Ustavu nejen v tuzemsku, ale
i v zahrani¢i. Uvédomuji si nedokonalost kazdého jmenné-
ho seznamu, nicméné bych chtél v této souvislosti zminit
M. Protivu, M. Semonského, V. Trcku, Z. Budésinského,
J. Trojanka, J. Korbla a dlouholetého feditele ustavu O. Né-
mecka. Témeér po celou existenci ustavu se dafilo udrzovat
krok se svétovymi trendy vyzkumu a vyvoje, nejen z hlediska
odborné drovné, ale i po strdnce organizace fizeni vyzkum-
nych a vyvojovych aktivit. Tzv. maticovy model fizeni s ho-
rizontdlnim vedenim projektl a vertikdlnim fizenim ¢innosti
byl postupné zdokonalovan jiz od pocétku 70. let. Metodické
piistupy k vyzkumu a vyvoji prosly ve svétovém méfitku
v druhé poloviné 20. stoleti neobycejné rozsahlou a zdsadn{
modernizaci vSech ¢innosti poc¢inaje syntetickymi pfistupy
a konce biologickym hodnocenim. Pfes nepfizen tehdy exis-
tujicich ekonomickych bariér se VUFB dokézal vyrovnat
s rozvojem instrumentdlnich analytickych metod, s riznymi
typy laboratornich praxi i s raciondlnimi piistupy ke zpraco-
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vani experimentdlnich dat s pouzitim statistickych metod.
Teprve druhd polovina 80. let spojend s masivnim vyuzitim
vypocetni techniky na vSech drovnich vyzkumu a vyvoje
a s rozvojem genového inZenyrstvi v piipravé i biologickém
hodnoceni novych 1é¢iv vedla ke ztraté kontinuity se svétovou
drovni vyzkumu a vyvoje. Byl to pfedev§im rozvoj mate-
matickych metod molekulového modelovani, ktery oteviel
cesty k pochopeni mezimolekulovych interakci a ktery se
nepodafilo v ceském farmaceutickém vyzkumu zachytit.

Vynikajici trovei vyzkumné &innosti VUFB dokumentu-
je skute¢nost, Ze v pritb&hu uplynulych 50 let bylo ve VUFB
objeveno 33 origindlnich 1éciv, jejichZ seznam je uveden
v tabulce 1. Z nich bylo 31 do r. 1990 zaregistrovdno a 2 jsou
v soucasné dobé v rizném stadiu vyvoje. Pfehledné jsou tyto
vysledky shrnuty v tabulce II. Za toto obdobi bylo pfipraveno
a biologicky hodnoceno vice nez 20 000 novych latek. Rela-
tivné vysoka tispésnost vyzkumu a vyvoje ve VUFB je vyjad-
fena pfiznivym pomérem mezi poc¢tem biologicky hodnoce-
nych litek a 1é¢iv, kterd prosla uspésné klinickym zkouSenim.
Lze ji do jisté miry vysvétlit tim, Ze vyzkum byl zaméien
prevdzné na léCiva s odvozenou strukturou — tedy na tzv.
,me-too™ 1é¢iva — a rovnéz jejich klinické vysledky nebyly
podrobeny tvrdym podminkdm volného trhu. Pokud se vsak
podafilo odhadnout nejnovéjsi trendy v mechanismu dcinku,
po pripadé vyznamné zlepsit terapeuticky index, byla ziskdna
1é¢iva, kterd naSla uplatnéni i na zahrani¢nich trzich (viz
tabulka II). Piikladem je kardiovaskuladrn{ 1é¢ivo metiprano-
lol, jehoz lékovou formu pod ndzvem Torrat vyrdbéla fir-
ma Boehringer Mannheim. Za hlavni obdobi jeho existence
(1971-1993) bylo metipranololu proddno celkem za 11,2 mld
K¢, z toho za 541,4 mil. DEM (9,7 mld K¢) v zemich EU.
Neméné vyznamnym a ekonomicky jesté uspésnéjSim pre-
pardtem je antidepresivum Prothiaden s aktivni substanci do-
sulepin, jejimz vyluénym zahrani¢nim vyrobcem lékové for-
my byla anglickd firma Boots. V obdobi 1968 az 1994 bylo
zpracovano do lékové formy celkem 196 tun substance a cel-
kovy obrat ¢inil 19,52 mld K¢. Béhem nejproduktivnéjsiho
desetileti 1980-1989 ptedstavovaly celkové trzby v prepoctu
12,37 mld K¢, z toho 12,09 mld v zahranici. RozloZeni prodejt
na tuzemsky a zahrani¢ni trh ukazuje, jak je dlezité s 1é¢ivem
proniknout na rozsdhlejsi teritorium. Celkem 7 origindlnich
lé¢iv VUFB — predeviim formou licenci — se uplatnilo na
zahrani¢nich trzich. Zatim posledni origindlni ldtkou, kterd
byla poskytnuta formou licence do zahranici, je flobufen, ktery
zavdadi na trh francouzska firma Virbac jako antireumatikum
pro veterindrn{ tcely.

Po celou dobu dosavadni existence byla ve VUFB véno-
véna rozsdhld pozornost vyvoji generik. Pfed rokem 1989 byl
tento vyvoj stimulovdn spiSe politickymi pozadavky, které
smétfovaly k maximadlni, avSak nikdy nedosazené nezavislosti
na zdpadnich trzich. ZvIast vyrazné se tyto snahy projevily
v 70. a 80. letech, kdy bylo vyvinuto celkem 108 Iékovych
forem generik a vypracovdany syntetické postupy pro 49 sub-
stanci. Vysledky vyvoje generik za toto obdobi podle hlavnich
terapeutickych skupin jsou shrnuty v tabulce III. Relativné
vysoky pocet téchto projektt a predevsim procenta jejich rea-
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Seznam origindlnich lé¢iv vyvinutych ve VUFB v letech 1951-2001

Cislo Aktivni latka Obchodni nazev Biologicka d¢innost Vyrobce®
1 Mephenhydramin Alfadryl antihistaminikum
2 Mebrophenhydramin Bromadryl antihistaminikum
3 Ethyl biskumactat Pelentan antikoagulans Léciva
4 Hexasonium jodid Thiospasmin spasmolytikum
5 Trimekain.HCl Mesokain lokdlni anestetikum Léciva, Slovakofarma
6 Kebuzon Ketazon protizanétlivy Léciva
7 Benzododecinium bromid Ajatin desinficiens Slovakofarma
8 Terlipressin Remestyp vasokonstrikt. Ferring
9 Sulfamethoxydin Sulfamethoxydin antibakteridln{
10 Karbopendecinium bromid Septonex desinficiens Slovakofarma, Léciva
11 Tribuzon Benetazon protizanétlivy
12 Medosulepin Methiaden antihistaminikum Léciva
13 Bisulepin Dithiaden antihistaminikum Léciva
14 Dosulepin Prothiaden antidepresivum Boots, Léciva
15 Lisurid Lysenyl inh.prolaktinu Léciva
16 Tergurid Mysalfon inh.prolaktinu Léciva
17 Metipranolol Trimepranol antiarytmikum Slovakofarma
18 2-aminotridekan hydrogen adipdt Septisan desinficiens Slovakofarma
19 Oxyprothepin mesylat Meclopin tbl neuroleptikum Léciva
dekanodt Meclopin inj. neuroleptikum Spofa
20 Heparinoid S Heparoid venofarmakum Léciva
21 Aprotinin Antilysin antifibrinolytikum Spofa
22 Clorothepin Clothepin neuroleptikum
23 Tropesin Repanidal antireumatikum
24 Jopargin Jaritin antifungdlni
25 Pankensan Altab-Test diagnostikum
26 2-aminotridekan undecylenat Myco-decidin antimykotikum Galena
27 Isofloxythepin Fluothepin neuroleptikum
28 Pipethiaden Migrenal antimigrenikum
29 Lysin salicylat Dolorosan analgetikum
30 Metipamid Hypotylin diuretikum Léciva
31 Metazosin Kenosin antihypertensivum
32 Flobufen" antireumatikum Virbac
33 Alaptid® hojeni ran Bioveta

“Stav na trhu v r. 1998; v r. 1998 tsp&sné dokonceno klinické zkouseni v indikaci reumatoidnf arthritida, nyni jako veterinarni
piipravek francouzské firmy Virbac; ¢ jako veterindrni piipravek firmy Bioveta

lizace (téméf 77 % u lékovych forem a vice nez 65 % u sub-
stanci) nelze povaZovat za zcela objektivni kritérium drovné
téchto generickych obmén, nebot o realizaci ¢asto rozhodova-
lo pouze sniZeni tzv. devizové zdtéZze na ndkup zahrani¢niho
1é¢iva. Nicméné fada z nich obstdla i v konkuren¢nim prostied{
trzni ekonomiky a nachdz{ uplatnéni i na souasném tuzem-
ském trhu [éCiv. Mezi nejuspésnéjsi patii protizanétlivé 1éc¢ivo
a analgetikum Ibuprofen, jehoz trzni potencidl se pohybuje
nad 200 mil. K¢ ro¢né a rovnéz hepatoprotektivum Flavobion
a vasodilatans Enelbin s rocnimi trzbami nad 100 mil. K¢.
Zminéné tii prepardty jsou v portfoliu a.s. LéCiva a dokumen-
tujf irokou a dlouholetou spolupraci Lé¢iv s VUFB. Dokazuje
to i skutecnost, Zze v soucasném portfoliu a.s. LécCiva je vice
nez 40 lékovych forem, které byly vyvinuty ve spoluprici
s VUFB. Mezi aktivnimi substancemi zpracovanymi v tch-
to lékovych formach je i 7 origindlnich latek VUFB véetné jiz

Tabulka II ;
Origindlni 1é¢iva vyvinutd ve VUFB v obdobi 1951-1998 dle
terapeutickych skupin

Terapeutickd skupina Registr. % Zahr.*
CNS 6 17,6 1
KVS a venofarm. 7 20,6 2
Antialergika 4 11,8 1
Protizanétlivé 5 16,2 2
Chemoterapeutika 6 17,6 -
Ostatni 5 16,2 -
Celkem 33 100 6
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 Preparaty uplatnéné v zahranici, obvykle formou licence
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Tabulka IIT

Vyvoj generik ve VUFB v letech 1971-1991
Terapeuticka skupina Lékové formy Substance

VyVOj realizace VYVOj realizace

Protizdnétlivé a analgetika 20 14 9 5
KVS 26 21 12 9
CNS 8 6 6 2
Chemoterapeutika 16 12 10 8
Antialergika 6 5 3 2
GIT 7 6 2 1
Cytostatika 3 1 2 0
Hormony 9 7 1 1
Ostatn{ 13 11 4 4
Celkem 108 83° 49 32"

realizovdno celkem 76,9 %; Prealizovano celkem 65,3 %

zminéného dosulepinu. Kromé predchozich tii jesté dalsi ¢ty-
fi preparity presdhly rocnim obratem 100 mil. K¢. Rovnéz
v portfoliu dal$ich ceskych a slovenskych farmaceutickych
firem je dosud fada preparat origindlnich i generickych, které
byly vyvinuty ve VUFB. U origindlnich Ié¢iv jsou soucasni
vyrobci uvedeni v tabulce I. Prepardty vyvinuté ve VUFB tedy
nemalou mérou prispivaly po celou dobu jeho dosavadni
existence k celkovému obratu ¢eského a slovenského farma-
ceutického priimyslu.

V neposledni fadé je tieba vyzdvihnout i vyznamnou roli
VUFB ve vychové fady odborniki, kteii se uplatnili a uplat-
fiuji v rtiznych oblastech farmacie v Ceské republice. Od
podzimu 2000 VUFB otevielo novou kapitolu své historie,
nebof svoji ¢innost preneslo do aredlu a.s. LéCiva. Véfime, Ze
VUFB v novych podminkéch navize na své predchozi dspé-
chy a vyrazné pfispéje k dal§imu rozvoji své matei'ské firmy.

Dalsi konsolidace farmaceutického primyslu se nezasta-
vuje ani v soucasné dobé. V 1été roku 2003 doslo k integraci
spole¢nosti Léciva a Slovakofarma, pfi niz vznikla novd sku-
pina Zentiva. Jeji soucdsti je i VUFB, pied kterym jsou tak
nové tkoly vzhledem k silnému postaveni chemické vyroby
ve Slovakofarmé a drazu kladenému na rozvoj vyroby aktiv-
nich farmaceutickych substanci ve skupiné.
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M. Kucha¥ and Z. Novotny (VUFB a.s., Prague): Fifty
years of the Research Institute for Pharmacy and Bioche-
mistry

The Research Institute for Pharmacy and Biochemistry
(VUEB) officially started its activities in 1951 as the successor
of the Spofa Research and Control Institute. In the fifties and
sixties of the last century, the Institute acquired the profile of
a prestigious and actually the only centre of research and
development of human pharmaceuticals for the then Czechos-
lovak pharmaceutical industry. The research of the Institute
was focused on substances acting on the central nervous
system, blood circulation and coagulation, inflammatory pro-
cesses, microbial infections and cancerostatics. The remarkab-
le position of VUFB in research and development of pharma-
ceuticals is evidenced by the fact that 31 original human drugs
have been approved for commercialization. Seven of them
enjoyed a good reputation on foreign markets and were licen-
sed. The antidepressant dosulepin referred to as Prothiaden
and cardiovascular substance metipranolol referred to as Tor-
rat found general appreciation on the European market. Priva-
tization of the Institute starting in 1993 was completed in 1998
by incorporating of the VUFB into Lé¢iva Inc.
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HLOUBKOVE PROFILY LABILNICH KOVOVYCH SPECIES
V SEDIMENTECH A JEJICH IN SITU MERENI TECHNIKOU
DIFUZNIHO GRADIENTU V TENKEM FILMU

PAVEL DIVIS’, HANA DOCEKALOVA,
VERONIKA SMETKOVA

Ustav chemie a technologie Zivomiho prostiedi, Fakulta chemic-
kd, Vysoke uceni technické v Brné, Purkyriova 118, 612 00 Brno
e-mail : divis@fch.vutbr.cz

Doslo 26.6.2003, piijato 13.10.2003.
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1. Uvod

Stanoveni chemickych forem kovii (species) v ptirodnich
voddch, sedimentech a pidéch je stdlou vyzvou pro environ-
mentdlni analytiky. Nejvyznamnéjsi roli z toxikologického
hlediska hraji labiln{ species, které jsou mobilni v Zivotnim
prostfedi, jsou pfijimdny organismy a prechdzeji tak snadno
do potravnich fetézct.

Jednim z vyznamnych mist akumulace toxickych ldtek
produkovanych vyrobou jsou fi¢ni a sladkovodni sedimen-
ty.V posledni dobé je vénovana velkd pozornost méfeni kon-
centracnich gradient kovovych species na fizovém rozhran{
voda—sediment. Toto rozhrani je frekventovanym mistem, kde
se propojuji geochemické cykly mnoha prvki a kde dochézi
k fadé chemickych a biologickych procesﬁl . Kovové ionty mo-
hou byt béhem téchto procesti uvoliiovdny z oxidd, hydroxidd
a soli, kde jsou vdzany, nebo z rychle se oxidujici organické
hmoty sedimentu. Nésledny tok elektronti a tibytek organické
slozky v sedimentu maji za ndsledek zménu koncentracnich
gradienttl kovi v sedimentu, soucasné se zménou gradientu
pH, oxida&né-redukéniho potencidlu a daliich parametri’. Ke
zméndm forem kovi dochdzi ve velmi jemném hloubkovém
rozpé&ti (1-2 mm) a zmény gradientii jsou velmi ostré>*.

Pro vypocet uvoliiovdni kovi ze sedimentu a jejich toku
do okolni vodné fize je proto nutné zméfit hloubkové profily

kovi s dostate¢né vysokym rozliSenim. Znalost téchto toka je
dualezita pro studium kolobéhu prvkil v zZivotnim prostiedi
a k odhadu mozné kontaminace vod starymi zdtéZemi uloZe-
nymi v sedimentech v pfipadé zmén podminek, ke kterym
dochdzi béhem stfiddni ro¢nich obdobi nebo béhem nenadd-
lych uddlosti, jako jsou povodné.

V pribéhu odbéru vzorku sedimentu’ a jeho zpracovani
centrifugalcl6 nebo lisovanim’® pred vlastnim analytickym
stanovenim dochdzi k chemickym zmé&ndm vedoucim k chyb-
nym zavéram pii interpretaci naméfenych vysledki’'°. Tento
zévazny problém lze obejit tzv. mé&fenim in situ''. K méfeni la-
bilnich species in situ v sedimentech byly pouzity iontové se-
lektivni elektrody a rtizné typy mikroelektrod'>"”. Mikroelek-
trody jsou vSak velmi subtilni, prdce s nimi je obtiznd a i u ko-
mer¢né doddvanych elektrod neni jednozna¢ny ndvod k jejich
pouziti. Kromé toho nejsou dostatecné citlivé a jsou rovnéz
omezeny poctem stanovitelnych prvkd. Dialyza, béZné pouzi-
vand metoda k méteni koncentraci kovti in situ v pérové vodeé
sediment'*!> vyzaduje dlouhy &as k ustaveni koncentradni
rovnovahy a nedosahuje pozadovaného rozliseni a citlivosti.

Tato prace predstavuje novou techniku in situ, zndmou pod
zkratkou DGT (diffusive gradients in thin films)'S, kterd je
schopna méfit piimo koncentrace labilnich forem kovi ve
voddch'”™", hmotnostni toky ionti kovii v pérovych vodéch
sedimenti®® a ptd®'?2 a jeji pouziti pfi mé&keni hloubkovych
profild a tokl vybranych kovl v rybni¢nim sedimentu.

2. Teoreticka ¢ast

Technika DGT vyuzivd dvou vrstev hydrogelu. Prvni vrs-
tva gelu obsahuje specificky iontoméni¢ (Chelex-100) s vaza-
nymi funk&nimi skupinami kyseliny iminodioctové®, druhd
vrstva iontové permeabilniho hydrogelu s pfesné definovanou
tloustkou piekryva prvni vrstvu. Oba gely jsou spolecné se-
vieny ve vzorkovaci jednotce (obr. 1) tak, Ze jen iontové

T ——

Obr.1. Vzorkovaci jednotka DGT

Pavel Divi§ ziskal 2. misto v soutézi o nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analytické chemie O cenu firmy Merck 28.1.2003

v Pardubicich.
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Obr.2. Schéma ulozeni gelii ve vzorkovaci jednotce DGT (cit.”)

permeabilni gel pfichdzi do styku s vnéj$im roztokem. Toto
experimentdlni uspofdddni je ukdzano na obr. 2. lonty z roz-
toku difunduji pfes svrchni gel k iontoménici zachyceném ve
spodni vrstvé, kde jsou imobilizovdny sorpci na funkénich
skupindch tak dlouho, dokud neni kapacita iontoménice na-
sycena. Transport iontd je fizen koncentratnim gradientem
vzniklym na iontové permeabilnim, difuznim gelu tloustky Ag.
Aby se zabrdnilo pfipadnému mechanickému poskozeni gelu,
je gel chranén z vnéjsi strany vhodnym membranovym filtrem,
ktery klade stejny odpor difuzi iontd kovu jako difuzni gel.

Je-li koncentrace kovu v roztoku konstantni, pak téz kon-
centracni gradient ztistdvd konstantni. V gelu tloustky cca
1 mm se tak ve velmi krdtké dobé nékolika minut ustavi
linedrni koncentracni gradient. Tok iontl F se pak iidi I. Fic-
kovym zdkonem difuze:

F=A_g (1)

kde c je koncentrace iontu v roztoku, D je difuzni koeficient
iontu v difuznim gelu, ktery md prakticky stejnou hodnotu jako
v &isté vode® (pro bézné ionty prechodnych prvki cca (5-8)x
107 %cm?s™). Tok je téZ definovén jako mnoZstvi sorbovaného
iontu M , proslé difuzni plochou A po dobu expozice ¢ :

M

F=—
A.t

(2)

Tok iontd kovu a ndsledné i koncentrace iontti ¢ v rozto-
ku in situ mize byt vypoCtena z nasorbovaného mnozstvi
kovu M, stanoveného po eluci iontoméni¢ového gelu vhod-
nou analytickou metodou, napf. atomovou absorpéni spek-
trometrii s elektrotermickou atomizaci (ET AAS), atomovou
emisni spektrometrii s induk¢né vdzanym plazmatem (ICP
AES), pfipadné¢ metodou hmotnostni spektrometrie s induk-
¢né vdzanym plazmatem (ICP MS). Technika DGT tak mii-
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iontoménicovy gel

sediment

koncentrace

vzdalenost

Obr.3. Schématické znazornéni koncentra¢niho gradientu kova v
difuznim gelu a v pérové vodé sedimentu’’

Ze byt pouzita k monitorovani koncentraci labilnich forem
kovt in situ v fekdch, jezerech, ocednech, zdrojich pitnych
vod, primyslovych odpadnich voddch a jinych kontaminova-
nych tocich, kde je zajisténo dostatecné konvektivni promi-
chdvani.

Sonda DGT automaticky hromadi ty kovové species, které
se difuzi pres vrstvu difuzniho gelu dostanou z méfeného
roztoku k iontoménici tak dlouho, dokud nedojde k vycerpani
kapacity iontoménice, coz je pro uvedené usporadani a apli-
kaci sondy v Cistych prirodnich voddch az po dobu nékolika
mésici'”. Tak je moZno pohodlng uréovat koncentrace celé
fady kovti fddové v jednotkdch 10712 g.1""'s presnosti jednotek
procent za soucasné kontroly toku iontd a nezdvislosti vzor-
kovani na hydrodynamice vzorkovaného systému. Ziskané
koncentrace jsou koncentrace primérné za dany ¢as expozice
alépe vypovidaji o stavu sledovaného systému nez koncentra-
ce zjiSténé po jednordzovém odbéru. Vybér pouzitého ionto-
ménice a kvality a tloustky difuzniho gelu urcuje, které species
budou po aplikaci sondy zachyceny a zmé&feny>. Velikost
pori difuzniho gelu urcuje omezeni velikosti species. Pouzi-
tim DGT sond s riiznou velikosti péra v difuznim gelu je tedy
mozno odlisit od sebe velké a malé komplexy®. Na funkéni
skupiny iontoménice se vazou volné kovové ionty a frakce
kovt, které jsou vdzany v tzv. labilnich komplexech, tj. kom-
plexech schopnych disociace. Labilitu kovovych komplexi,
které obsahuji jako ligandy prevazné fulvenové kyseliny a hu-
minové kyseliny, je mozno zvysit vybérem iontomeénice s veétsi
sorpcni schopnosti. PouZivany iontoménic¢ Chelex-100 s funk-
¢nimi skupinami kyseliny iminodioctové je pfirodnim ligan-
dim dostatecné silnym konkurentem. Labilita komplexi je
ur¢ena i kineticky. DGT sonda zachyti ty species, které v pra-
béhu difuze gelem staéi disociovat. Cas ¢ potiebny pro difuzi
je ddn rovnici (3) (cit.!7):

= — (3)

Pro tloustku gelu 0,5 mma D = 7.10%cm% s jet=2min.
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Species, které jsou sondou DGT zachyceny, jsou tedy dany
tloustkou difuzniho gelu a rychlosti difuze. Téchto faktl 1ze
pouzit pro urcovdni jednotlivych forem kovid (species) ve
vodnych systémech®.

V nepromichdvanych systémech, kde transport iontli pro-
bihd pouze difuzi, napf. v pérovych voddch sedimentd a pid,
se koncentrace v blizkosti difuzniho gelu sniZuje s rostouci
dobou expozice (viz kiivka 2 na obr. 3), pokud nejsou ionty
soucasné dopliiovany do roztoku z tuhé faze®’ . Proces difuze
mize byt komplikovén slozitou strukturou tuhé faze. Koncen-
tracni profily, a tedy aktudlni koncentrace iontd u povrchu gelu
v daném casovém okamziku, jsou definovany II. Fickovym
zakonem difuze ve tvaru:

dc 9%c

%« _pcc 4
ot dx2 “

a to za predpokladu platnosti linedrni difuze. Pro zvolené
okrajové podminky je mozné numericky feSit uvedeny vztah.
V kazdém Casovém okamZziku miZe byt vypocitdn odpovida-
jict tgzk iontt kovu z aktudlniho gradientu u povrchu gelu (x = 0)
(cit.”®)

aC([,X)

e (5)

Fuy=D-

Sonda DGT pak méfi stiedni hodnotu toku, kterd maze
byt vgypoétena integraci rovnice (4) pro dobu expozice (0, f)
(cit.?%). Mnozstvi iontd, které dosdhnou iontomé&nié v piipadé
procesu fizeného jen difuzi, je mnohem mensi nez v ptipadé
s dokonalym michdnim (kfivka 3, obr.3).

Miru dopliiovéni iontl z tuhé faze sedimentu do pérové
vody lze zjistit soucasnou aplikaci dvou jednotek DGT s roz-
dilnou tloustkou difuzni vrstvy Ag, a Ag, (kde Ag, > Ag,).
Z rovnice (1) a (2) Ize vypoctem ziskat dvé koncentrace c,,
ac,,.Stav, kd; ¢,/ ¢, =1, pak miize byt oznacen jako piipad
1 (obr. 3) (cit. 9) Zde dochdzi k plynulému dopliiovéni iontt
z tuhé faze sedimentu do pérové vody a koncentrace iontd
v pérové vodé sedimentu piilehlé k jednotce DGT se tedy
béhem doby expozice jednotky DGT nesnizuje. Ptipad 2
(obr.3), kdy je proces vymény iontli mezi tuhou fazi a pérovou
vodou pomaly a nezabréni snizovédni koncentrace iontd v p6-
rové vode v blizkosti jednotky DGT, mtizeme identifikovat,
jestlize c,; # c,,, avSak podil téchto koncentraci je mensi nez
podil tlousték difuznich vrstev Ag, aAg, (c,,/ ¢, <Ag,/ Ag,)™.
V piipadé 3 (obr.3), kdy v tuhé fazi nejsou pritomny zadné
vymény schopné kovy, Ize predpokladat, Ze F, = F,, nebot
ionty budou k jednotce DGT difundovat celou Sitkou sedimen-
tu a efekt difuzni vrstvy tak bude zanedbatelny. Za téchto
podminek je tedy podil koncentraci c,; a c,, roven podilu
tloust€k difuznich vrstev Ag, a Ag, (c,, / ¢, = Ag, / Ag,), jak
vyplyvi ze vztahu (1) (cit.”).

Mefeni technikou DGT odrazi koncentraci labilnich forem
kovi v pérové vodé sedimentu, rychlost jejich dopliiovéani do
porové vody z tuhé faze sedimentu a téz rychlost jejich trans-
portu v sedimentu. Tyto faktory mohou znac¢né ovliviiovat
uvolnovani toxickych kovii vdazanych v sedimentu do okoln{
vodné fize.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Pfiprava geld a sond
pro DGT techniku

Difuzni gel i gel obsahujici specificky iontoménic¢ byly
pripraveny na bdzi polyakrylamidového hydrogelu za pouziti
15 0bj.% akrylamidu (Boehringer) a 0,3 obj.% agarosového
sifovadla (DGT Research Ltd., UK). Do 10 ml roztoku pro
ptipravu gelu bylo pfiddno 70 pl 10% inicia¢niho roztoku
peroxosiranu amonného (Sigma-Aldrich) a 20 pl katalyza-
toru TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin) (Sigma-
-Aldrich). Do roztoku pro pfipravu iontoménicového gelu
byly jesté pridany 2 g Chelexu-100 (Na-forma, zrnéni 200—
400 mesh, Bio-Rad). Po dokonalém promiseni na tiepacce
byla smés nalita (pipetovana) mezi dvé skla oddélena teflono-
vou f6lif o definované tloustce a ponechdna v susarné po dobu
45 min, kde pii teploté 42+2 °C doslo k polymeraci. Poly-
merace iontoméni¢ového gelu probihala pomaleji s mens$im
mnozstvim inicidtoru a katalyzdtoru ve vodorovné poloze, aby
se ¢dstecky iontoménice mohly usadit na jedné strané tenké
vrstvy. Vzniklé gely byly hydratovdny v ultra ¢isté vodé 24
hodin, nez nabobtnaly do stabilni tloustky. Byly vyrobeny
difuzni gely o tloustce 0,4 a 1,2 mm a iontoménicovy gel
o tloustce 0,4 mm. Plastovym noZem byly z hydratovanych
geld vyfiznuty pruhy o velikosti 16 x 2,7 cm, které byly vlo-
zeny do vzorkovacich jednotek DGT (DGT Research Ltd., UK)
a prikryty membrdanovym filtrem (Pall Corp., USA) (obr.2).
Pripravené vzorkovaci jednotky byly pted vlastni aplikaci do
sedimentu umistény do uzaviené zdsobni nadoby s ultracistou
vodou upravenou systémem Ultraclear (SC Barsbtell, SRN),
kterd byla probubldvana dusikem (Linde, CR). V této nddobé
byly ponechdny celkem 24 hodin, aby se z gelu odstranil
veskery kyslik, ktery by mohl zplisobovat oxidaci kovovych
ionti Fe>*a Mn?*v gelu a zvySovat tak m&fené vysledky.

3.2. Pfiprava sedimentu

Vzorek rybni¢niho sedimentu byl v objemu 10 litra ode-
bran 15.8.2002 ze dna rybnika Ochoz v katastru obce Netin,
okres Zddr nad Sézavou po vypusténi rybnika. Odbér byl
proveden do hloubky 10-15 cm, sediment byl uloZen do
plastovych vzorkovnic a prenesen do laboratore, kde byl zpra-
covan. Ze sedimentu byly pomoci sita o velikosti ok 2 mm
oddeéleny veétsi casti (zbytky rostlin, stébla, kofinky) a uprave-
ny vzorek sedimentu byl uloZen do sklenéné 1dhve. Nad sedi-
mentem byla ponechdna asi 3 cm vrstva rybnicni vody. Lahev
se sedimentem byla uloZena do tmy a ponechdna v klidu po
dobu 10 tydnt, aby v sedimentu mohly probéhnout pifslusné
reakce.

3.3. Aplikace vzorkovacich
jednotek DGT

Pripravené vzorkovaci jednotky byly vynaty ze zdsobni
nddoby a okamzité¢ béhem nékolika sekund kolmo zanofeny
do pfipraveného sedimentu, kde byly ponechdny po dobu
48 hodin. Po vyjmuti byly jednotky DGT oplachnuty destilo-
vanou vodou a rozebrdny. Gel s iontoméni¢em byl nakrdjen
plastovym noZem na plétky o Sifce 0,5 cm. Jednotlivé platky
byly pfeneseny do polyethylenovych vialek (Brand, SRN),
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prelity 1 ml ziedéné kyseliny dusiéné (ML Chemica, CR)
a byly louZeny po dobu 24 hodin.

3.4. Stanoveni prvkd v eludtech

V eludtech byl stanoven obsah majoritnich prvka (Fe
a Mn) po predchozim zfedéni roztokid atomovou absorpén{
spektrometrii plamenovou technikou na piistroji Varian Spec-
trAA 30 a obsah stopovych prvki (Cd a Pb) technikou elek-
trotermické atomizace na pristroji Perkin-Elmer 4110 ZL za
pouziti vybojek s dutou katodou nebo bezelektrodovych vy-
bojek a za bézné doporucovanych podminek. Kalibrovdano
bylo metodou ptidavkl s pouzitim certifikovanych standard-
nich roztoktit ASTASOL (Analytika Praha).

4. Vysledky a diskuse

Do pripraveného rybni¢niho sedimentu byly vlozeny mé-
fici jednotky DGT s rdznymi tlouStkami difuzni vrstvy (Ag, =
1,2 mm, Ag, = 0,4 mm). Sledovény byly prvky mangan a Ze-
lezo, nebot oxidy a sulfidy téchto kovu hraji dilezitou roli
v geochemickém cyklu fady prvki, a olovo s kadmiem ja-
ko zdstupci toxickych kovi. Hloubkové profily jednotlivych
kovt byly ziskdny vynesenim vypocitanych zdanlivych kon-
centraci ¢, a c,, proti hloubce sedimentu. Nulovd hloubka byla
urcena polohou fazového rozhrani voda—sediment.

Tésné pod fdzovym rozhranim voda—sediment bylo na-
lezeno maximum koncentrace manganu 0,39 mg.l™” (Ag =
1,2 mm) a 0,18 mg.l’] (Ag = 0,4 mm) (obr.4). V této hloubce
ziejmé dochazi k redukci MnO, na Mn** amonnymi ionty*°,
které mohou vznikat pfi oxidaci organické hmoty spojené
s redukef sirant®!. Koncentrace manganu s hloubkou dale
klesd, coz je pravdépodobné zpisobeno oxidaci Mn?*a Zpét-
nou tvorbou mélo rozpustného MnO,.

Od hloubky 4 cm se jiZ koncentrace Mn?*vyrazn& neméni
a pohybuje se kolem 0,20 mg.1"' (Ag =1,2 mm) a 0,10 mg.1 !
(Ag =0,4 mm). Tonty Mn** jsou v této hloubce patrné vazany
sulfidy v nerozpustném MnS. Z podilu zddnlivych pramér-
nych koncentrac{ Mn2+ca( 1/ Cog )= 2,3 je patrné, Ze kinetika
procesu uvoliovani iontd Mn~" z tuhé fize sedimentu do
porové vody je v hloubce 0-5 cm pomald, zatim co v hloubce
5-14 cm jsou ionty Mn** do pérové vody sedimentu dopliio-
vany pomérné rychle (¢, 5)/ ¢, 4= 1,44). Naméfené koncen-
trace Mn** 1ze v tomto piipadé interpretovat jako primérné
koncentrace iontt Mn?*na povrchu vzorkovaci jednotky DGT
béhem doby expozice, nebo jako integrované hodnoty toku
jontd Mn?* ze sedimentu do DGT jednotky.

Koncentrace zZeleza od fdzového rozhrani voda—sediment
nartstd azZ do hloubky 1,5 cm, kde bylo naméfeno maximum
koncentrace Zeleza 3 mg.l™' (Ag=1,2 mm) a 1,8 mg.1"! (Ag =
0,4 mm) (obr. 5). Toto maximum urcuje hranici tzv. Fe-R
z6ny*?%, z6ny redukce Zeleza, kde jsou oxidy (oxid-hydroxidy)
vyuzivdny jako substrdt pro oxidaci organické hmoty bakte-
riemi*, S piibyvajici hloubkou klesa koncentrace 7eleza a7 na
hodnoty 0,9 mg.1"' (Ag = 1,2 mm) a 0,7 mg.1"' (Ag = 0,4 mm).
Pokles koncentrace Zeleza je zpisoben redukei pfitomnych
siranii na sirovodik®*, ktery vaze Zelezo v nerozpustném FeS.

Podil zddnlivych priimémych koncentraci Fe™* ¢, | 5 /¢, 4=
1,9 naznacuje, Ze kinetika uvoliiovéni iontt Zeleza ze sedimen-
tu a jejich dopliovéni do kapalné faze je v hloubce 0-5 cm
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pomald. Naproti tomu v hloubce 6—14 cm je patrné, Ze zde do-
chézi k dostatecné rychlému dopliiovani iontd Fe z pevné do
kapalné faze sedimentu (podil koncentraci Fe** Ca1.2/Ca0.0J€
v rozmezi této hloubky roven hodnoté 1,16) a namérené
koncentrace Fe?* mohou byt interpretovany jako koncentrace
jonti Fe®* v pérové vodé sedimentu.

Obsah olova v pérové vode studovaného sedimentu byl
nizky. Vys$8i koncentrace olova byly naméfeny v hloubce
0-5 cm (obr.6), v praiméru 0,5 pg. 1" (Ag=1,2mm)a 0,2 pug.1™!
(Ag = 0,4 mm). V hloubce 6-14 cm se koncentrace olova
pohybovaly kolem 0,05 ug.I™! pro obé tloustky difuzniho gelu.
Vyssi koncentrace olova v hloubce 0-5 cm je patrné zptisobe-

2
hloubka, cm e
i, |
6 1
-10 R
14 + |
0,0 0,2 0.4 0,6
c¢(Mn), mg.l_1

Obr.4. Hloubkovy profil manganu; 4 tloustka difuzni vrstvy 0,4 mm,
A tloustka difuzni vrstvy 1,2 mm, teplota vody 21,3 °C, pH 6,7
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Obr.5. Hloubkovy profil Zeleza; € tloustka difuzni vrstvy 0,4 mm,
A tloustka difuzni vrstvy 1,2 mm, teplota vody 21,3 °C, pH 6,7
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na oxidaci sulfidického materidlu v téchto hloubkdch, coz
vede k poklesu hodnot pH v sedimentu®. Jednoduchy ion Pb*
je v oblastech s niz§im pH stabilni*® a miiZe se tak vyskytovat
volné v pérové vodé sedimentu. Naproti tomu v hloubce
6—14 cm mize dochdzet k pfeméné pritomnych sulfidi na
hydrogensulfidy, coz ma za ndsledek zvySovani hodnot pH
(cit.®). Tonty Pb** se v tomto pripadé nenachdzeji volné v p6-
rové vodé sedimentu, ale jsou vdzdny v nerozpustny PbS.
Podil zdanlivych primé&mych koncentraci Pb** Cat1.2y/Ca0.)=
2,5 v hloubce 0-6 cm naznacuje, Ze v sedimentu dochdzi stejné
jako u Zeleza pouze k Caste¢nému dopliiovani iontd olova
z tuhé do kapalné faze sedimentu. Naproti tomu v hloubce

hloubka, cm

2|

-10 ¢

~14 ¢t

00 02 04 06 08
c(Pb), ug.l”!

Obr.6. Hloubkovy profil olova; 9 tloustka difuzni vrstvy 0,4 mm,
A tloustka difuzni vrstvy 1,2 mm, teplota vody 21,3 °C, pH 6,7

2

hloubka, cm

ot

6 I

-10 |

-14

0,00 001 002 003
¢(Cd), mg.I"

Obr.7. Hloubkovy profil kadmia; 4 tloustka difuzni vrstvy 0,4 mm,
A tloustka difuzni vrstvy 1,2 mm, teplota vody 21,3 °C, pH 6,7
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7-14 cm je patrné, Ze zde dochazi k dostatecnému dopliiovan{
iontd Pb”* z tuhé do kapalné faze sedimentu (podil vypocita-
nych koncentraci Pb* Car.y! Caayi€ vV TOZmMeEZI t€to hloubky
roven hodnoté 1,17) a naméfené koncentrace Pb>* mohou byt
v t&chto hladinach interpretovany jako koncentrace ionti Pb**
v pérové vodé sedimentu.

Koncentrace kadmia od fazového rozhrani voda—sediment
pozvolna témér linedrné klesd s pribyvajici hloubkou z 21 na
10pgl ! (Ag=1,2mm)az10na2pg.l"! (Ag=0,4 mm) (obr.7).
Podil zddnlivych primérnych koncentraci ¢, 5,/c,.4) = 2.7
ukazuje, Zze v pevné fazi sedimentu nejsou vdazany zadné
vymény schopné ionty kadmia a k dopliovani iontli kadmia
do porové vody prilehlé k jednotce DGT dochazi pouze difuzi
z pérové vody ve vzddlenéjSich vrstvach sedimentu.

5. Zavér

DGT technika pfedstavuje nove a dynamicky se rozvijejici
trend pro piimé méfeni koncentraci labilnich forem kovi pii
kontrole zZivotniho prostiedi. V predlozené praci byla pouzita
na zméfeni hloubkovych profilti majoritnich kovt (Fe a Mn)
a stopovych toxickych prvkii (Cd a Pb) v rybni¢nim sedimentu
s rozliSenim 0,5 cm. Paralelnim pouzitim dvou vzorkova-
cich DGT jednotek s rtznou tloustkou difuzniho gelu (0,4
a 1,2 mm) byly uréeny hloubkové vrstvy sedimentu, kde do-
chdzi k rychlému uvoliiovani studovanych kovl z tuhé fize
sedimentu do pdérové vody a vrstvy, v nichz jsou kovy pevné
vdzdny. Vysledky spolu se znalostmi dal$ich parametrti, jako
je pH, oxidac¢né-redukéni potencidl, obsah aniontd (sirany,
dusi¢nany, sulfidy) umozni odhadovat procesy probihajici
v sedimentu.

Oproti vétsiné pouzivanych metod pro métfeni hloubko-
vych profili kovli v sedimentech md technika DGT fadu
vyhod. Méfici jednotka DGT je velmi jednoduché zafize-
ni, které pracuje in situ, prekoncentruje analyty, je soucasné
multielementdrni (tj. umoZiuje stanoveni vice prvkd vedle
sebe) a poskytuje dostate¢né rozliSeni. Jde tedy o velmi nad¢j-
nou techniku pro studium kolobéhu prvkd ve vodnych systé-
mech. Nové moznosti pro studium dal$ich analytil a jejich
species otevird vybér sorpénich médii a modifikace difuzniho
gelu.

Tato prdce vznikla za financéni podpory MSMT — projekt
G4/912/2003 FRVS.

Seznam symboli

2

A expozi¢ni plocha, cm

c, koncentrace iontd na povrchu jednotky DGT, ug.l’1

C,p» € zddnlivé primérné koncentrace iontli na povrchu
jednotky DGT, p,lg.l’1

c koncentrace iontt v pérové vodg, pg.1™!

D difuzni koeficient iontl v gelu, cm>s™!

DGT  difuzni gradient v tenkém filmu

F tok iontd (flux) do jednotky DGT, pg.cm s

M mnozstvi (hmotnost) sorbovanych iontd, ug

t doba expozice, s

Ag tloustka difuzni vrstvy, cm
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P. Divis, H. Doc¢ekalova, and V. Smetkova (Department
of Environmental Chemistry and Technology, Faculty of Che-
mistry, University of Technology, Brno): In situ Measure-
ment of Depth Profiles of Labile Metal Species in Se-
diments by Technique of Diffusive Gradients in Thin Films

The technique of diffusive gradients in thin films (DGT)
presents a new approach in in-situ measurement of trace metal
species in environmental systems. Using the DGT technique,
trace metals are measured by their accumulation on a selective
chelating resin after passage through a well-defined diffusive
gel layer. The layer used in this work has an open structure
that allows free diffusion of inorganic labile species and some
organic metal complexes. Accumulated metals are subse-
quently analyzed after elution the resin layer with a known
volume of acid solution by F AAS for major metals (Fe, Mn)
and electrothermal AAS for trace metals (Cd, Pb). The depth
profiles in an artificial lake sediment with 0.5 cm resolution
for major and trace metals, obtained using two DGT units with
different thickness of diffusive gel layer (0.4 and 1.2 mm) are
discussed. Reliable depth profiles of trace metals in sediments
are essential for studies of pollution, trace metal cycling and
processes occurring in sediments.
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STANOVENI HLADINY ACETYLCHOLINU
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Uvod

Kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekci je
rychlou, selektivni a citlivou metodou pro stanoveni hladin
acetylcholinu (ACh) a cholinu (Ch) v tkdnich a mikrodialyza-
tech!™®. Detekci ACh a Ch umoziiuje pouziti postkolonového
reaktoru, ktery obsahuje imobilizované enzymy cholinoxida-
su a acetylcholinesterasu (AChE) (cit.6). Maximalni d¢innosti
danych enzymi je dosazeno pfi teplotdch v rozmezi 35 °C az
37 °C a pH v rozmezi 8,0 az 8,5.

V predlozené praci byly cholin a acetylcholin nejprve
rozdéleny na analytické koloné s reverzni fazi. Poté byl acetyl-
cholin hydrolyzovan imobilizovanou AChE na cholin a octo-
vou kyselinu a cholin enzymaticky oxidovan imobilizovanou
cholinoxidasou na betain a peroxid vodiku (obr. 1) ve vyse
uvedeném reaktoru. Peroxid vodiku byl detegovdn ampero-
metricky.

Tato metoda byla vyuZita ke srovndni i¢inku dvou reakti-
vétorit AChE, obidoximu a oximu HI-6, v kombinaci s atro-
pinem, vici vysoce toxickému organofosfitu (OF) somanu
(3,3-(dimethylbuten-2-yl)-methylfosfonofluoridat), jenz
predstavuje nejvetsi nebezpeci pro ¢lovéka v pripadé pouziti
chemickych zbran{ za vdle¢né situace nebo pii teroristickych
akcich. Ireverzibilni inhibice AChE s ndslednou akumulaci

acetylcholinesterasa

ACh na perifernich i centrdlnich cholinergnich synapsich vede
k nadmérné stimulaci cholinergniho nervového systému, jez
je pokladana za hlavni mechanismus toxického dcinku téch-
to nox . Soucasnd antidotni terapie otrav OF slou¢eninami
obvykle spocivd v kombinovaném podani anticholinergni l4t-
ky (nejc¢astéji atropin) a oximu (obvykle pralidoxim, obidoxim
madéného ACh na muskarinovych cholinergnich receptorech,
zatimco oximy, latky s nukleofilnimi vlastnostmi, obnovuji
aktivitu inhibované AChE defosfonylaci enzymu’’. Reakti-
vaéni tc¢innost oximd je obvykle hodnocena méfenim aktivity
AChE po intoxikaci OF slouceninou a ndsledné antidotn{
terapii’. Nicméné stanoveni hladiny ACh se ukazuje jako
presnéjsi metoda vyhodnoceni terapeutické ucinnosti oximu,
protoZze pravé akumulace ACh na cholinergnich synapsich
zpusobuje nadmérnou stimulaci cholinergniho nervového sys-
tému, jez je odpoveédnad za akutni toxické uc¢inky OF sloucenin.
Proto je tato fdze otravy téZ nazyvana ,akutni cholinergni
krize*.

Jedno z nejvyznamnéjsich poskozeni zplisobené otravou
somanem je degenerace mozkové tkané v oblasti hippokampu,
jenz tvoii morfologicky substrat pro kognitivni funkce. Proto
také naruSeni kognitivnich funkei jako je pozornost, uceni
a pamét patii mezi nejCastéjsi centralni piiznaky akutni otravy
OF slouc¢eninami’. Metoda HPLC spojend s elektrochemickou
detekci byla proto vyuzita ke stanoveni hladin ACh v hippo-
kampu somanem otrdvenych potkant za tic¢elem vyhodnocen{
terapeutické i¢innosti vybranych oximi (obidoxim, oxim HI-6).

Experimentalni ¢ast
Pristroje a zatfizeni

Chromatograficky systém byl sestaven z gradientového
cerpadla SpectraSERIES model P200 (Spectra-Physics, Fre-
mont, USA), vysokotlakého ddvkovace s 10 pl smyckou mo-
del 7125 (Rheodyne, Cotati, USA), analytické kolony ACH-
-3(RP-POLY/C18; 5 um), 150 mm x 3 mmi.d. (ESA, Bedford,
USA), za ni umisténého reaktoru se zakotvenou tuhou fazi,
naplnéného imobilizovanymi enzymy cholinoxidasou a ace-
tylcholinesterasou (ESA, Bedford, USA) a multielektrodo-
vého detektoru s analytickou celou a platinovou pomocnou
elektrodou Coulochem II, model 5040 (ESA, Bedford, USA).

CH,COOCH,CH,N"(CH,), + H,0O
acetylcholin

HOCH,CH,N"(CH,), + 2 O, + H,0
cholin

cholinoxidasa

HOCH,CH,N*(CH,), + CH,COO
cholin

HOOCCH,N*(CH,), + 2 H,0,
betain

Obr. 1. Schéma hydrolyzy acetylcholinu na cholin a kyselinu octovou a enzymatické piemény cholinu na betain a peroxid vodiku

*  Autor pro korepondenci
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Homogenizace byla provddéna na homogenizatoru X 520
CAT (SRN).

Chromatogramy byly zpracovany Chromatografickou sta-
nici pro Windows (CSW), verze 1.7 (Data Apex, Praha, Ceskd
republika).

Mobilni fize obsahovala 100 mmol.1™" hydrogenfosforec-
nanu sodného, 2 mmol.l™! natrium-oktyl-sulfatu a 0,005 %
antimikrobidlniho c¢inidla MB. Kone¢né pH bylo nastave-
no na 8,0 koncentrovanou (850 g.1™!) kyselinou trihydrogen-
fosforecnou®. Fize byla vakuové filtrovana filtrem 0,45 um
HV (Millipore, Bedford, USA). Priitok mobilni fize byl
0,35 ml.min™", teplota 35 °C. Kolona byla kondicionovana
mobilni fdzi nejméné 10 hodin pfed pouzitim. Potencidl pra-
covni elektrody byl +500 mV.

Chemikadlie

Vsechny pouzité chemikalie byly Cistoty p.a. nebo pro
HPLC. Cholin-chlorid (Ch) a acetylcholin-chlorid (ACh) byly
ziskdny od firmy Fluka, antimikrobidlni ¢inidlo MB od ESA
(Bedford, USA); kyselina fosfore¢nd, kyselina chloristd, 3-
-(dimethylamino)propan-1-ol a ethyljodid od firmy Merck.
Ethylhomocholin (internf standard, ISTD) byl pfipraven zndi-
mym postupem'. Pro piipravu mobilni fize a roztokd stan-
dardl byla pouzita voda ¢isténd reverzni osmézou (Aqua 50,
Goro, Ceskd republika ).

Pifiprava standardd

Zasobni roztoky standardnich latek Ch, ACh a ISTD (kaz-
dy 0,3 mg.ml™) byly piipraveny v 0,1 mol.I"" kyselin& chlo-
risté a uchovdvany pfi =70 °C 1 tyden. Pracovni roztoky
(15-3000 ng.ml™") byly piipravovany kazdy den fed&nim za-
sobnich roztoka 0,1 mol.I”! kyselinou chloristou.

Piiprava vzorku

Mozek potkana byl ihned po vyjmuti zmrazen kapal-
nym dusikem a uchovdvan v mrazicim boxu pii —70 °C do
dalsitho zpracovdni. Vypreparovany hippokampus byl zvi-
Zen a preveden do sklenéné centrifugacni zkumavky obsahu-
jici 1 ml1 0,1 mol.I"" kyseliny chloristé s obsahem 2100 ng
ISTD. Po homogenizaci a centrifugaci pti 4 000 g po dobu
10 min byla reak¢ni smés filtrovana filtrem Millipore (0,45 wm).
10 pl supernatantu bylo ndsledné davkovano do HPLC sys-
tému.

Koncentrace ACh a Ch byly stanoveny metodou kalibrac-
ni kiivky.

Biologicky experiment

Samci potkana kmene SPF o hmotnosti 160-200 g byli za-
koupeni od VUFB Kondrovice, rozd&leni do skupin po 6 zvita-
tech a intoxikovani i.m. subletdlni ddvkou somanu (60 pg.kg™,
75 % LDy), ktery byl ziskdn od Vojenského technického
ustavu v Zemianskych Kostolanech (Slovensko). Za jednu
minutu po otravé somanem byla potkanim podédna i.m. kom-
binace jednoho ze zvolenych oximi s atropinem v ddvkdch
odpovidajicich 2 % hodnoty LDy (cit.').

Potkani byli usmrceni dekapitaci 1 h nebo 24 hodin po
poddni somanu a jejich mozky byly po vyjmuti ihned zmraze-
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ny v kapalném dusiku. Pokus na zviteti byl povolen piislusnou
Etickou komisi LF UK a VLA JEP v Hradci Krédlové.

Statistické zpracovdni vysledki

Ziskané experimentdlni idaje byly srovnavény s kontrol-
nimi udaji ziskanymi od kontrolnich potkand, kterym byl
misto somanu a antidot poddvdn fyziologicky roztok ve stej-
ném objemu. Statistickd vyznamnost byla pocitdna nepdro-
vym Studentovym #-testem na hladin€ vyznamnosti 95 % (P <
0,05) (cit.").

Vysledky a diskuse

Typické chromatogramy roztok standardd ACh, Ch aISTD
v kyseliné chloristé a chromatogramy stejnych substanci ve
vybranych ¢astech mozku potkana jsou uvedeny na obrazku 2.
Linedrni odezva kazdého standardu byla nalezena v koncen-
tra¢nim rozmezi 0,15-30 ng/10 pl (r> 0,998, n = 6). Detekeni
limit (S/N = 3) byl 0,15 ng/10 pl. Analytickd vytéznost pro
kazdou substanci byla vypoc¢tena porovndnim jejich koncen-
traci nalezenych v homogendtu vzorku hippokampu s pfida-
nym zndmym mnozstvim detegovanych substanci s jejich
koncentraci ve vzorcich obsahujicich stejné mnozstvi téchto
substanci v kyseliné chloristé v témze objemu. Relativni vy-
téznost 2100 ng.ml™" ACh, Ch a ISTD z homogenitu hippo-
kampu byla 89,8 + 1,8 %,93,4+2,8% a91,6 1,6 % (pramér +
smérodatnd odchylka, n =9).

Srovndni kontrolnich a experimentdlnich hladin ACh ve
vybrané ¢asti mozku potkana po 1 a 24 hodinidch po otravé
somanem a ndsledné antidotn{ terapii je zndzornéno na obr. 3.
Zatimco soman zpusobil statisticky vyznamné zvySeni hladi-
ny ACh v hippokampu potkana za 1 hodinu i 24 hodin po
otravé (P <0,01), akumulaci ACh zptsobenou somanem oxim

a
800 -
U, mV
400 + |
O | 4
0
b T
800 |- 5
2
U, mV S
400 -
O | -
0 5 10

t, min

Obr. 2. Chromatogram standardnich vzorku o koncentraci 7 ng/
10 pl (a) a extraktu tkané hippokampu (b); ACH - acetylcholin,
EHC - ethylhomocholin, CH — cholin.
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Obr. 3. Zmény koncentrace acetylcholinu (primér + smérodatna
odchylka) v hippokampu potkana za 1 h a 24 h po i.m. podani so-
manu a antidotni terapie. Prvni sloupec predstavuje kontrolni hod-
noty, druhy sloupec nelé¢enou otravu somanem, tieti sloupec otravu
somanem lécenou oximem HI-6 a atropinem a ¢tvrty sloupec hodnoty
koncentrace acetylcholinu po otravé somanem léfené obidoximem
a atropinem. Statistickd vyznamnost: “p< 0,01; P < 0,001.

HI-6 v obou sledovanych ¢asovych intervalech zcela elimino-
val. Naproti tomu obidoxim eliminoval somanem navozenou
akumulaci ACh teprve 24 h po otravé. V akutni fazi otravy (1
h po poddni somanu) byla hladina ACh v hippokampu potkana
v pfipadé otravy somanem lécené atropinem a obidoximem
jesSté vyssi nez v piipadé€ nelécené otravy (P < 0,001), jak je
patrné z obr. 3.

Nase vysledky potvrdily, ze oxim HI-6 je schopen elimi-
novat somanem zptsobenou akumulaci ACh nejen na perife-
rii, ale také v mozku'®!% Zda se tedy, Ze oxim HI-6 je scho-
pen prfi systémovém podani v lidskych davkach proniknout
do mozku ptes hemato-encefalickou bariéru v koncentraci
schopné vyvolat terapeuticky ucinek zabranujici statisticky
vyznamnym zpsobem centrdlnim toxickym d¢inkim soma-
nu'®. Na druhé stran& v soucasnosti pouZzivany obidoxim je
v ddvkach odpovidajicich 2 % hodnoty LD, nejen prakticky
neschopen eliminovat somanem indukovanou akumulaci ACh
béhem akutni fize otravy (do 1 h po expozici somanu)'®'2 ale
dokonce akumulaci ACh a tim i hyperstimulaci cholinergniho
nervového systému jesté vice zvyraziluje ve srovndni s nelé-
¢enou otravou somanem. To odpovidd difve publikovanym
vysledkim dokumentujicim, Ze obidoxim, je-li pouZit jako
antidotum proti otravé somanem, miize paradoxné zvysit in-
tenzitu somanem vyvolanych akutnich klinickych cholinerg-
nich priznakl vcetné klinickych projevi neurotoxicity“. To
znamend, Ze obidoxim rozhodné neni vhodnym oximem pro
terapii akutnich otrav somanem, nebot je terapeuticky neucin-
ny a navic snizZuje pozitivni terapeuticky pfinos atropinu,
s kterym je obvykle poddvan'*. Mé&l by proto byt nahrazen
oximem HI-6, ktery se jevi jako relativné ticinny oxim, zabra-
nujici v pripadé akutni subletdln{ otravy somanem akumulaci
ACh a ndslednym klinickym cholinergnim pﬁ’znakﬁmm’]5 16

Zavér

Kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekei
vyuzivajici elektrochemicky detektor Coulochem II se ukaza-
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la jako dostatecné citlivd metoda k detekci zmén hladin ACh
v mozku vyvolanych somanem, které nejpfesnéji prokdzi ne-
jen samotnou expozici organismu inhibitorim AChE jako jsou
organofosfaty vcetné somanu, ale pomohou i odhadnout z4-
vaznost expozice, prognézu akutni otravy a efekt pouZité
antidotni terapie.

Autori dékuji Ing. J. Bielavskéemu za syntézu ethylho-
mocholinu a pani I. Jezkové a J. Petrové za technickou spolu-
prdci.
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M. Bielavska and J. Kassa (Department of Toxicology,
Purkyné Military Medical Academy, Hradec Krdlove, Czech
Republic): Determination of Acetylcholine and Choline
in the Rat Hippocampus by HPLC with Electrochemical
Detection

A rapid, selective and sensitive method for simultaneous
determination of acetylcholine and choline in the rat hippo-
campus was developed. Hippocampus samples with an inter-
nal standard were deproteinized with perchloric acid. After
homogenization, centrifugation and filtration, the supernatant
was directly injected into an isocratic HPLC system with
electrochemical detection and a post-column enzyme reactor.
The response to the detected substances was linear in the range
0.15-30 ng/10 pl. Total recovery of the method was higher
than 90 %. The method was used for the determination of
acetylcholine in the hippocampus of rats poisoned with Soman
and treated with a combination of atropine and an oxime
(obidoxime or oxime HI-6).
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1. Introduction

In this paper we would like to deal with the application of
chiral nonracemic sorbents in HPLC separation of stereoiso-
mers using a circular dichroism detector.

Sorbents for separation of stereoisomers by HPLC, in
addition to Il)ossible achiral constituents like silica, are chiral
nonracemic, i.e., they are composed of one type of chiral
molecules, the excess of which exhibits one sense of chirality.
Thus, (+)-poly(trityl methacrylate) on SiO, is an example of
such a sorbent. It contains molecules of the chiral polymer, the
excess of which exhibits one sense of chirality, namely the one
corresponding to dextrorotation. These polymer molecules are
on a matrix of SiO, fixed only by physical interactions but not
chemically. Contrary to pure silica, chiral nonracemic sorbents
may retain one of the enantiomers more strongly than the other
one, thus causing their separation. Such a property found many
applications', particularly in chemistry and pharmacy.

In addition to the usual UV detector, polarimeters 45 and,
to some extent, circular dichrographs®”® have been used in
HPLC when optically active components of a substrate mix-
ture were analysed. Although polarimetry is preferred in pre-
parative separations®, circular dichroism (CD) has the advan-
tage of furnishing on-line spectra’ in analytical HPLC, the
latter method being practically excluded’ for polarimetry.
Usually CD and UV detections use the same flow-through cell
to monitor differential absorbance AA (the differential absor-
bance is defined by the equation AA =A,—A_, where A and A,
are absorbances for left (1) and right (r) circularly polarized
light) and absorbance A at the same time at the same wave-
length. The circular dichrograph provides additionally both
qualitative and quantitative information since only chiral com-
ponents are monitored, including their signs of AA at the
chosen wavelength.

This article presents the above analytical methods by
applying them to several mixtures of stereoisomers formed by
1,3-dipolar cycloadditions'®™'2 Thus, base-line separated and
overlapped peaks as well as on-line CD spectra were measured
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and evaluated with respect to chemical purity, the number of
stereoisomers, their relative proportions and their overall cha-
racterization.

2. [Experimental part

HPLC was carried out using the system LC-10AD from
Shimadzu Austria. Columns Chiralpak OT(+) (250 mm length,
4.6 mm in diameter) and Chiracel OD-H (150 mm length,
2.1 mm in diameter) were from Diacel Co., Himeji, Japan. The
temperature of the columns was +4 °C. The detector'® Jasco
CD-1595 of Jasco International Co., Tokyo, Japan, provided UV
(absorbance A) and circular dichroism (differential absorbance
AA) intensities in arbitrary units at a fixed wavelength between
220 and 420 nm. The flow-through cell has a path length of
25 mm and a volume of approximately 20 pl. The connection
to a computer (Fig.1) was accomplished using the Chromatog-
raphy Data System CLASS-VD 5.02 of Shimadzu Austria.

* Analog/digital
Converter

Two-channel recorder

Fig.1. Experimental set-up for HPLC with UV and circular di-
chroism detection. The output of absorbance A and differential
absorbance AA as a function of retention time or retention volume is
fed to a two-channel recorder and/or to a computer

The cycloadducts'* investigated were: Illa, yellowish crys-
tals, m.p. 166—168 °C; I1Ib,b’ white crystals, m.p.132-137 °C,
after recrystallization from petroleum ether/ethyl acetate at
—20 °C, m.p. 135-136 °C; Illc,c’ + I1ld,d’, yellow-orange oil.

However, for the investigation of cycloadduct15 Va,a’;
weakly yellow crystals, m.p. 125-126 °C, recrystallized from
diethyl ether, a pump L 6000A, Merck-Hitachi, Darmstadt,
Germany, was used and the temperature of the Chiralpak
OT(+) column was adjusted to +15 °C. In this particular case,
the computer program SEPP for WINDOWS®'®!7 served to
record the experimental chromatograms.

The retentions of the stereoisomers are given as retention
factors k = (t — t,)/t;, where t and ¢, are the retention time and
the dead time, or k = (v —v,))/v,, where v and v, are the retention
volume and the dead volume.
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Dependences of differential absorbance AA on retention
factors k and differential absorbance AA on wavelengths A
(ranging between 220 and 420 nm) are shown in Figure 2.

Column
Circular
Chromatogram Dichrogram
Circular
Dichrograp
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0 VoS
-8 Stop
2580m e Rlow

Fig. 2. Measurement of differential absorbance AA as a function
of retention factor k and differential absorbance AA as a function
of wavelength A, using the set-up of Fig.1. The column contains a
nonracemic sorbent; the injected substrate may be racemic (as shown)
or nonracemic. See the text for procedure

The diagram AA = f(A) and the deconvolution of the
experimental chromatogram AA = f(v) (Fig. 3) were obtained
by the computer program SEPP for WINDOWS®!6:17
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Fig. 3. Separation of cycloadducts from Scheme 3 (3 pg) in n-hexa-
ne:propan-2-ol, 9:1, on (+)-poly(trityl methacrylate)/SiO, (Chiralpak
OT(+)). Flow 0.5 ml/min, wavelength of detection 250 nm. Upper
part: Experimental chromatograms A = f(v) and AA = f(v) (full line
UV detection, dotted line CD detection). Lower left part: Diagram AA
= f(A), resulting in the ratio AA / A. Lower right part: Computer
deconvolution (see text) of the experimental chromatogram AA =f(v),
using the ratio AA / A obtained
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Approximate on-line CD spectra AA = f(A) (Fig. 4) were
obtained by stopping the chromatographic flow on the peaks
of stereoisomers.

Figures 3 and 4 will be further discussed later in this paper.
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Fig. 4. On-line CD spectra of the cycloadducts Va,a’ from Sche-
me 3, obtained for peaks at k = 0.7 and 1.1 in Fig. 3 (upper part) after
flow stop

3. Results and discussion

Two base-line separated peaks

In the case of intramolecular 1,3-dipolar cycloaddition, an
azomethine ylide is generated by the reaction of aldehyde /a
with amine /la to give only racemic cycloadduct /7la (Sche-
me 1). This was reflected by two HPLC peaks with opposite
signs in the CD detection (Fig. 5). Although the presence of
other probable stereoisomers peaks hidden in the main peaks
cannot be easily excluded, the above stated assumption of the
single racemate existence is correct, given by the excellent
sensitivity® of the detector, because the crystals used for ana-
lysis represented the whole crop of the cycloaddition reaction
and had not been worked up in any respect. From Fig. 5 it
follows that optical purity can be determined if a nonracemic
instead of a racemic sample is investigated.

In some cycloaddition reactions, (—)-menthol was used
as a chiral auxiliary because it was assumed that its steric
requirements cause shielding of one side of the dipole (Fig. 6)
and the reaction therefore shows facial selectivity.

6.0
AV]

3.0

0.0

t, min

Fig. 5. Separation of enantiomers of cycloadduct /7la (12 pg) in
n-hexane:propan-2-ol, 9:1, on (+)-poly(trityl methacrylate)/SiO,
(Chiralpak OT(+)). Flow 0.5 ml/min, wavelength of detection 267 nm,
full line UV detection, dotted line CD detection
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Fig. 6. Structures of (-)-menthol and the related azomethine ylide

However, '"H NMR and HPLC showed that the selectivity
is very low, probably due to the rather long distance between
the introduced auxiliary and the generated azomethine ylide.
The reaction of aldehyde Ia with amine /Ib affords peaks of
two diastereomers /1Ib,b’ (Scheme 2) in a UV intensity ratio
of 1.08:1 (Fig. 7, upper part; peaks at k=0.1 and 1.6, respectively).

In principle, the UV absorption coefficients € of diastereo-
mers may be unequal; in the present case, however, the inten-
sities were taken as good approximations for the relative
concentrations. With reference to any other stereoisomers, the
statements given above for /lla are also true for the crystals of
I1Ib,b’ because these had not been worked up before the first
measurement. Recrystallization, however, yields one of the
two diastereomers only (Fig. 7, lower part).

Two overlapped peaks

The intermolecular 1,3-dipolar cycloaddition of the azo-
methine ylide generated from the phenanthridinium salt /V in
the presence of base with dimethyl fumarate results in only
two diastereomers Va and Va’ (Scheme 3).

They were found as the product after recrystallization as
shown by 'H NMR and HPLC (Fig. 3, upper part). In this case
partial overlap of the HPLC peaks was observed. It has been
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Fig. 7. Separation of cycloadducts according to Scheme 2 in n-
-hexane: propan-2-ol, 4:1, on tris[N-(3,5-dimethylphenyl)carbamo-
yl]cellulose/SiO, (Chiracel OD-H). Flow 0.2 ml/min, wavelength of
detection 267 nm. Upper record: 9 g of cycloadducts before recrys-
tallization, lower record: pure diastereoisomer after recrystallization
from petroleum ether/ethyl acetate at —20 °C (full line UV detection,
dotted line CD detection)

shown>®71¢ that overlapped peaks of enantiomers can be de-

convoluted by using double detection, i.e. by UV and CD. This
approach treats overlapped peaks as the sum of their two
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components (which means their difference upon CD detection
because of the unequal signs of the present enantiomers). In
addition, the ratio AA/A at the wavelength of detection is
required for such deconvolutions. These ratios can be deter-
mined from a g)lot of a chiroptical property, e.g. AA, versus the
absorbance®*!® We obtained a AA = f(A) plot (Fig. 3, lower
left part) and its computed deconvolution of the experimental
chromatogram AA = f(v) for Va and Va’ (Fig. 3, lower right
part). This deconvolution shows that the HPLC technique
described in the present article is not only useful in base-line
separations such as in Fig. 5 and 7 but can be applied to
overlapped peaks, too.

The diastereomers Va and Va’ behave in a way similar to
enantiomers, apparently, because the remote (—)-menthy] substi-
tuent has no significant influence on the UV and CD absorptions.

On-line circular dichroism spectra

Upon UV detection at one wavelength in HPLC, it is pos-
sible to obtain spectra for some wavelength region during the
whole chromatographic run by a technique called UV diode-
-array detection. In a similar way, circular dichrograms AA =
f(X) have been measured’ (Fig. 2) during stops of the chroma-
tographic flow (or even without such a stop). This on-line
procedure can be accomplished by injection of a racemate,
whereas the usual measurement of CD spectra (“off-line”
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200°C
X =CO,Me

Scheme 4
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technique) requires a pure or enriched enantiomer. Using
a mixture of diastereomers Va and Va’, we obtained their
on-line spectra (Fig. 4). They show better characterizations of
stereoisomers than the signs of differential absorbances or
angles of rotation obtained in HPLC separations, both of which
refer to a single wavelength only. Together with further CD
information on this class of compounds, these CD spectra may

serve for the determination of relative configurations. Their
6 k=24 k=29 8
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Fig. 8. Separation of cycloadducts //lc,c’ + Illd,d’ (11 pg) in n-
-hexane:propan-2-ol, 9:1, on (+)-poly(trityl methacrylate)/SiO, (Chi-
ralpak OT(+)). Flow 0.5 ml/min, wavelength of detection 267 nm (full
line UV detector, dotted line CD detector)

id, a’
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mirror image relationship again shows that the diastereoiso-
mers Va and Va’ behave in a way similar to enantiomers.

Four base-line separated peaks

An intramolecular 1,3-dipolar cycloaddition of aldehyde
Ib with amine IIb resulted in four stereoisomers Illc,c’,d,d’
(Scheme 4).

They were detected by "H NMR and HPLC (Fig. 8). The
intensities of their peaks are in the ratio 4.06:4.01:1.03:1 (from
low to high retention factors in Fig. 8). No other stereoisomers
were detected; the oil prepared by this cycloaddition reaction
was measured immediately without any work-up. The tenta-
tive assignments given were obtained in the following way:
Diastereomers Illc and Illc’ show similar intensities becau-
se, disregarding the remote (—)-menthyl substituent, they are
enantiomers; the same is true for diastereomers I71d and I11d’.
The higher intensities at k = 2.4 and 2.9 were assigned to
Illc,c’, because we managed to separate them from /11d,d’ and
identify them by NMR.

4. Conclusion
HPLC is shown to be useful for the analysis of the stereo-
isomers formed by 1,3-dipolar cycloadditions. NMR spectro-
scopy usually furnishes more information on stereostructural
details than HPLC, particularly via vicinal coupling constants
and the nuclear Overhauser effect. On the other hand, HPLC
on chiral nonracemic sorbents, unlike usual NMR, distingui-
shes between enantiomers and, using CD detection, permits
structure assignment. In particular, the HPLC technique was
applied to cycloadducts with the following results:

No impurities, e.g. regioisomers, were detected in the
products of synthesis.

The number of stereoisomers was determined and their
relative proportions were measured via HPLC intensities.

Each stereoisomer was characterized by its retention factor,
the sign of its CD differential absorbance at one wavelength or
its on-line CD spectrum between 220 and 420 nm. All the
information was obtained by using synthetic mixtures of the
stereoisomers. However, pure or enriched compounds are requi-
red when CD is measured without a combination with HPLC.

The present experiments were carried out with a commer-
cial UV/CD instrument connected to HPLC, which means that
the concentration in the detector cell is normally unknown.
Therefore, the differential absorption coefficient Ae = AA/c.l
(I — path length in the cell, ¢ — concentration) cannot easily be
determined. Ae is usually obtained with CD spectrometers if
the sample in known concentration is filled into the cell
directly (“off-line” technique), not via chromatographic flow.
However, most common CD instruments can be adapted for
HPLC (on-line technique) using a commercial kit. Therefore,
the instrumental situation and the results presented above
might encourage organic stereochemists to add HPLC with
CD detection to the analytical tools they already use.

We are grateful to Mr. O. Humpa for measuring 2D-NMR
spectra, to Mrs. N. Kastner- Pustet for some diagrams and to
Mr. R. Wiirdinger, Jasco Deutschland GmbH, for kind loan
of a CD-1595 to the Regensburg laboratory. We thank the
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Johann Gottfried Herder for a visiting professorship.
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J. Pospisil®, M. Travni¢ek?, A. Mannschreck®, and
M. Potacek® (“Department of Organic Chemistry, Masaryk
University, Brno, Czech Republic, "Department of Organic
Chemistry, University of Regensburg, Regensburg, Germa-
ny): HPLC on Chiral Nonracemic Sorbents with Circular
Dichroism Detection: Stereoisomers Formed by 1,3-Di-
polar Cycloadditions

The stereoisomers of several 1,3-dipolar cycloadducts were
analysed without previous preparative separation by HPLC on
chiral nonracemic sorbents. This technique contributed signi-
ficantly to the chemical purity checking, to the determination
of the number of stereoisomers present, to the measurement of
their relative proportions and to their characterization by re-
tention factors and circular dichroism (CD) properties. In
addition to a usual UV photometer, the detection was carried
out with a CD instrument at a fixed wavelength or, on stopping
the chromatographic flow, between 220 and 420 nm. The
present method is proposed as a supplementary analytical tool
in organic stereochemistry.
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Recenze

RECENZE

C.-H. Wong (Ed.):

Carbohydrate-based Drug Discovery

1. vydani — srpen 2003, 948 stran, 2 dily, pevnd vazba, ISBN
3-527-30632-3 — Wiley-VCH, Weinheim, cena 349.— Euro /
516.— SFR.

Prirucka, kterd se stane dennim chlebem cukernych che-
mikd, ale i odbornikid navrhujicich syntetické postupy, nové
Iéky a materidly. Kniha prof. Wonga, ¢lena US National
Academy of Sciences, autora Enzymes in Synthetic Organic
Chemistry a Catalysis from A to Z : A Concise Encyclopedia,
je jedine¢nym zdrojem soudobych vyzkumd v oblasti chemie
a biochemie sacharidii se zvldstnim zfetelem na sacharidy
s farmaceutickym pouzitim. Piispévky vice nez 80 ptfednich
svétovych odbornikii z knihy ¢inf ve svém oboru vycerpdvajici
nepostradatelnou pomticku. Vysokd hodnota knihy je umoc-
néna kvalitnim ptehledem literatury a rejstiiky. Ilustrace jsou
prevazné kvalitni, pokud je tieba i barevné. Reprezentace
chemickych struktur je plné€ v souladu s ndzvoslovnymi poza-
davky na sacharidy i stereochemii.

Fakt, Ze sacharidy hraji dstfedni roli v metabolismu, roz-
pozndni mezi buiikami a obrané proti patogendm, ¢ini z této
kategorie chemickych latek, z nichz dnes jiZ jen ¢ast je ,,pfirod-
niho pGvodu®, nepfebernou studnici poznani, syntetickych
zdroji a vyzev pro organickou chemii, biochemii a ptibuzné
obory. Jiz jen proto, aby si bylo mozno tento nepieberny
potencidl uvédomit (kdyZ ne pouZit), jsme ziskali expertni
dilo, které prinasi v kostce posledni stadia pokroku v této ob-
lasti z pohledu nejpovolanéjsSich a na Spickové trovni. Je zfej-
mou zdsluhou redaktora, Ze kniha md i prehledny a velmi po-
uzitelny charakter. Komplexni pohled na 35 obtiZné separova-
telnych aspekti chemie sacharidd zabird kromé syntetické
strategie a taktiky i informace o jejich biologické funkci a moz-
ném pouziti ve vyvoji novych terapeutik i piistupu k jejich
designu. Unikdtnost knihy 1ze vidét v tom, Ze pfinasi na velmi
rozumné plose necelych 1000 stran mimotfadné mnozstvi in-
formaci z oblasti chemické syntézy sacharidt, jejich biosyn-
tézy a metabolismu, analyzy, buné¢né funkci a jejich posta-
veni ve vyvoji novych 1ékovych substanci a prepardtu.
Zejnich témat: syntéza slozitych sacharidd, chemie sialové ky-
seliny, syntéza oligosacharidii na pevné fazi, v roztoku a s po-
moci polymernich nosi¢ti, enzymatickd syntéza oligosachari-

Chi-Huey Wong (Ed.) BWILEY-VCH
Carbohydrate-based
Drug Discovery

da, glykopeptidi a glykoproteind, glykosylace, konforma¢ni
analyza, ,,C-glykosidy* a podobné slouceniny, syntetickd ana-
loga lipidu A pro 1éceni sepse, vakciny s polysialovou kyseli-
nou, vakeiny se syntetickymi cukry, antithrombotika zaloZend
na syntetickych oligosacharidech, sekvenovani oligosachari-
dd a glykoproteintl, analytické techniky pro charakterizaci
a sekvenovani glykosaminoglykani, syntetické multivalentni
cukerné ligandy jako efektory a inhibitory biologickych pro-
cest, glykosyltransferasové inhibitory, interakce RNA s ami-
noglykosidy, pfirodni glykosidy, inhibitory sulfotransferas
s malymi molekulami, terapie rakovinnych metastdz s pouZzi-
tim cukr@, N-acetylneuraminova kyselina a jeji derivdty jako
mimetika a protichfipkové prostfedky, vyvoj novych 1ékd
s pouzitim sacharidi, boj s bakteridlnimi infekcemi a mnoho
dalsich dulezitych témat.

Jak piSe prof. Wong, lze se jen tésit, Ze tato (excelentni)
kniha bude pomdhat vSem, ktef{ se zajimaji o zminéné téma-
tiky, a Ze pomiZe vyvijet strategie pro vyvoj novych Iéki, ze-
jména téch, jejichz aktivita souvisi s rozpoznanim sacharida.

Pavel Drasar
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Odborna setkani

ODBORNA SETKANI

Instrumental Methods in Analysis

Neustdly rast poctu dzce specializovanych konferenci za-
méfenych na jednotlivé analytické techniky zatlacuje do po-
zadi vyznam Sirokospektralnich konferenci, pokryvajici vétsi
celky analytické chemie. Piesto fada z nich md i dnes co fici
analytickému chemikovi, zvlasté pedagogovi z oblasti vyso-
kych $kol, bez ohledu na jeho vlastni odbornou specializaci.
V ptikladné mife to plati o konferenci Instrumental Methods in
Analysis, kterd probéhla ve dnech 23.-27. zdfi 2003 v Tessa-
lonikdch. Diky vhodné volbé kvalitnich prednasejicich mohl
ucastnik skute¢né ziskat dobry piehled o pokrocich zejména
v oblasti prutokovych metod analyzy, senzort, elektroana-
lytickych technik i vybranych technik separacnich. Stranou
nezlstala ani problematika speciace, bioanalytické chemie,
zabezpecovani a kontroly kvality achemometrie. Vice nez 100
vesmes kvalitnich posterti, rozsdhly sbornik (vice nez 800
stran) a pfijemnd atmosféra vytvorend neobycejné pohostin-
nymi organizdtory jen podtrhuji celkové pfiznivy dojem z této
konference. Z hlediska ceského tcastnika je pfijemné konsta-

1199

tovdni, Ze Ceskd analytickd chemie byla na této konferenci
diistojné zastoupena v tstnich i vyvéskovych sdélenich. Ugast
zastupce Ceské spole¢nosti chemické na této konferenci by-
la umoznéna jednak grantem Ministerstva Skolstvi, mladeze
a télovychovy Ceské republiky v ramci projektu INGO LA
034 (2003) (reprezentace ¢eské analytické chemie ve Federaci
evropskych chemickych spole¢nosti), jednak laskavou podpo-
rou firem Merck s.r.0. Praha, Janssen-Cilag CR, Polarosensors
s.r.o. Praha a ChromSpec, Praha. Je milou povinnosti autora
podékovat vySe uvedenym organizacim a firmam za jejich
pochopeni a podporu aktivit Ceské spolecnosti chemické a od-
borné skupiny analytické chemie. VSechny konferen¢ni mate-
ridly jsou k dispozici na nize uvedené adrese.

Jiri Barek,

zdstupce Ceské spolecnosti chemické v DAC FECS
Katedra analytické chemie PFF UK,

Albertov 2030, 128 43 Praha 2

tel: 221 951 224, fax: 24913538,

e-mail: Barek@natur.cuni.cz
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Zpravy

ZPRAVY

Soutéz o ,,Zlaty CHEMTEC 2003

V rdmci mezindrodniho chemického veletrhu CHEMTEC
2003 byla jako kazdoro¢né vyhldSena organizdtorem veletrhu,
INCHEBOU Praha, s.r.o., soutéz o ,,Zlaty CHEMTEC 2003°.
Expondty, pfihldSené do soutéze, zhodnotila odbornd komise,
jmenovand generdlnim feditelem INCHEBY Praha, s.r.o. na
zdkladé navrhu Svazu chemického primyslu CR. Odbornd
komise zasedala ve sloZeni: prof. Ing. Jif{ Hanika, DrSc., doc.
Ing. Ladislav Svoboda, CSc., Dr. Ing. Ludék Pitra, Ing. Jaro-
slav Zeleny, CSc. a Ing. Miroslav Necas, CSc. a udélila
ocenéni ZLATY CHEMTEC 2003 bez udéni pofadi témto
expondtim:

CADDY - roboticky manipuldtor vzorkovych desticek pro
DNA analyzator MegaBACE
vystavovatel: 'WATREX PRAHA, spol. sr. o.
vyrobce: WATREX PRAHA, spol.s r.o.

Reflexni odév pro hasice TOK-200-25-1I/T — odév vyrobeny
ze skelného vldkna, pokoveny, umoznujici praci v prostie-
di do 200 °C a v ohni do 30 sekund
vystavovatel: CHTNC
vyrobce: NIIEMI Moskva, RF

Vysledky soutéze byly slavnostné vyhldseny na spolecen-
ském ,,Veceru s ¢eskou chemii*.
Karel Voldrich

Prestizni cenu Ceska hlava 2003

ziskal za celozivotni dilo

profesor Zdenék Herman

z Ustavu fyzikdlni chemie Jaroslava Heyrovského AV CR

¢len Ceské spolecnosti chemické.

Srdecné blahopfejeme!
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XIX. sjezd

Ceské spolecnosti pro biochemii a molekuldrni biologii
a Slovenské spolo¢nosti pre biochémiu a molekulovu bioldgiu pri SAV

OLOMOUC 31. srpna az 3. zdii 2004

pod zastitou

prof. MUDr. et PhDr. Jany Macdkové, CSc.,
rektorky Univerzity Palackého

Misto kondni: Umélecké centrum Univerzity Palackého (Jezuitsky konvikt).
Ubytovdni: Hotel Flora (cca 1100 K¢/noc véetné snidané) a studentské koleje (120 Ké/noc).
Zajisténi obédl a vecefi v menze po 50 K¢.

Sekce:

Proteomika a enzymologie

Biochemie sacharidu a lipida

Molekuldrni procesy v burtice, regulace a signalizace

Bioenergetika a biomembrany, fotosyntéza

Biotechnologie a potravindiskd biochemie

Klinickd biochemie, pathobiochemie a imunochemie
Xenobiochemie a sekunddrni metabolismus

Nukleové kyseliny, proteosyntéza, aplikovand molekuldrni biologie

PN RE LD =

Plendrni predndsky (30 min vcetné diskuse) a plakatovd sdéleni (1 m x 1 m).

Ucastnicky poplatek: Clenové spole¢nosti 2000 K&, ne¢lenové 2500; studenti
a doktorandi 1000 K¢. Prihlaska po terminu +500 K¢.

Terminy: Prihlasky, ubytovani, stravovani, abstrakta a tihrada tucastnického
poplatku do 30.4.2004.

Veskeré podrobnéjsi informace naleznete na webové strance:
http://prfholnt.upol.cz/biochhp/sjezd2004, ktera bude zprovoznéna
od 1.12.2003.

Prihlasovani, véetné abstrakti, se povede ddle pouze elektronicky!!

prof. RNDr. Pavel Peg, CSc.
predseda organiza¢niho vyboru Sjezdu
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56. sjezd chemickych spolecnosti

Ostrava
6.—10. zdari 2004

Porddajici organizace

Asociace ¢eskych chemickych spole¢nosti
Asocidcia slovenskych chemickych a farmaceutickych spolo¢nosti
ve spoluprdci s
VSB-Technickou univerzitou a Ostravskou univerzitou

Sekce sjezdu

Chemie uhli, produkti jejich zpracovéani a chemie uhlikatych materidl
Analytickd chemie a chemometrie

Anorganickd chemie

Organickd, bioorganickd a farmaceutickd chemie
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Potravinarskd chemie

Chemie zivotniho prostiedi, rizikové latky v chemii a jejich likvidace
Fyzikdlni chemie a chemicka fyzika

Makromolekuldrni chemie a technologie polymert

Chemické vzdélavani, chemicka informatika a historie chemie
Petrochemie

Jadernd chemie

Chemie a struktura materidl

Primyslovd chemie

Organizacni vybor
Predseda: Doc. Ing. Petr Panek, CSc., rektor OU, petr.panek@osu.cz
Mistopredseda: Doc. Ing. Bofivoj Fiala, CSc., MARBO A.P.S., vrbovskysfp@quick.cz
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Organizacni tajemnik: RNDr. Viclav Slovék, Ph. D., FMMI VSB-TU,
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Kontaktni adresa: vaclav.Slovak@vsb.cz



CESKA SPOLECNOST CHEMICKA
CZECH CHEMICAL SOCIETY

vydavd ve spolupréci
s Vysokou $kolou chemicko-technologickou v Pra-
ze, s Ceskou spole¢nosti primyslové chemie
a Ustavem organické chemie a biochemie, Akade-
mii véd Ceské republiky za finanéni podpory Nada-
ce Ceského literdrniho fondu

published in cooperation
with Institute of Chemical Technology in Prague,
Czech Society of Industrial Chemistry, Institute of
Organic Chemistry and Biochemistry, Academy of
Sciences of the Czech Republic with financial assis-
tance of the Czech Literary Foundation

CHEMICKE LISTY

CHLSAC 97, 1 — 526 (2003)

Vedouct redaktor

Editor

B. KRATOCHVIL

Redakcni kruh

Editorial Board

J. BAREK, Z. BELOHLAV, P. DRASAR, J. HETFLEJS, P. HOLY, P. CHUCHVALEC,
J. PODESVA, P. RAUCH, J. VOLKE

Zahranicni a oblastni redaktori

Foreign and Regional Editors

F. SVEC (USA), L. OPLETAL (Hradec Kréalové)

Redakcni rada

Advisory Board

E. BORSIG, M. CERNA, L. CERVENY, E. DIBUSZOVA, J. HANIKA, J. CHURACEK,
I. KADLECOVA, J. KAS, J. KOUBEK, T. MISEK, J. PACAK, V. PACES,
0. PALETA, V. RUZICKA, 1. STIBOR, V. SIMANEK, R. ZAHRADNIK

Vykonnd redaktorka

Editorial Assistant

R. RAPKOVA

Rocnik 97 (2003)

Volume 97 (2003)

Listy chemické, ro¢nik 127 — Casopis pro priimysl chemicky, roénik 113

Str. 1 — 526

ISSN 0009-2770






Obsah roc¢niku 97 (2003) Volume Contents 97 (2003)

Uvodniky Editorials
50. vyroci zalozeni Slovinské chemické spolecnosti (V. Kaucic) . . . . . . . . . 1
Dlouhd cesta k novému léku (P. Holy) . . . . . . . . . e 81
100 let chromatografie (J. Barek) . . . . . . . e e 133
Viazeni ¢tendii (V. Simdnek) . . . . . . . 181
Cestina v chemii (J. Podesva) . . . o o o o o e 245
Vizeni &tendii (V. Kien, V. Simdnek) . . . . . . ... 325
Co potiebuje zemé&d€lsky vyzkum od chemikl (P. Kalac) . . . . . . . . . . e 527
Dvojitd $roubovice slavi padesatiny. Co bude ddl? (F. Svec) . . . . . . . . . ... 528
Chemie 21?7 (P. Ménovd) . . . . . . . . v i i e e e e e e e e e e e e 919
Zivotn{ prostiedi a chemie (J. Barek) . . . . . . . . e 975
Chemické vzdélani (P. Drasar) . . . . . . . . . . . e e e e e e e e e e 1051
Chemické listy v roce 2004 (B. Kratochvil) . . . . . . . . . . 1144
Referity Review Articles
M. Zdbransky, V. RuZicka a A. Malijevsky: Odhadové metody tepelnych kapacit ¢istych kapalin . . . . . ... ... ... 3
K. Svoboda, M. Hartman, O. Trnka a J. Cermdk: Vysokoteplotni palivové &lanky, vhodna paliva

amoznosti jejich vyuZiti . . . . . . . L L 9
L. Vitek, L. Sedldckovd, P. Branny a T. Ruml: Metabolismus bilirubinu a zptsoby eliminace

JEhOtOXICILY . o o o o e 24
P. Bouchal a I. Kucera: Dvourozmérna elektroforéza v proteomice: principy a aplikace . . . . . .. ... ... ... ... 29
J. Rotschovd: Postradiacni stdrnuti implantdt z vysokomolekuldrniho polyethylenu . . . . . . ... ... ... ... ... 83
L. Kvasnickovd, Z. Glatz a V. Kahle: Kapildrni elektrochromatografie . . . . . . .. .. .. ... ... . ... ...... 86
P. Frycdk, K. Lemr, T. Adam a R. HuSkovd: Diagnostika vybranych dédi¢nych metabolickych

poruch tandemovou hmotnostni spektrometrii s vyuZitim modernich ioniza¢nich technik . . . . . .. ... .. .. .. 93
E. Smolkovd-Keulemansovd: 100. Vyro&i objevu chromatografie. Zivotadilo M. S. Cvéta . . . . . ... ... ..... 134
M. Rehdkovd, M. Mikula, M. Ceppan a B. Malec: Proces starnutia a hodnotenia stability grafickych zobrazeni . . . . . . 140
M. Blazsek: Prehlad analytickych metéd na stanovenie polyéterovych antibiotik . . . . . . . .. .. ... ... .. ... 146
J. Kupec, K. Charvdtovd a M. Kresdlkovd: Biopolymery jako plnivav plastech . . ... .. ... ... .. ....... 155
J. Pridal: Membranové technologie a vodni hospodafstvi — vybrané otdzky a nové

publikované informace . . . . . ... L L 160
C. Sdndorfy: Remembering the Old Times of Theoretical Chemistry . . . . . ... ... ... .. ... ... ...... 182
M. Kroulikovd, M. Fusek a T. Ruml: Kathepsin D a jeho vztah k onkogenezi . . . . ... .. .. ... ... ....... 192
J. Huclovd a R. Karlicek: On-line dprava vzorku v neseparacnich pritokovych metodach . . . ... .. ... ... ... 246
L. Obalovd a B. Bernauer: Katalyticky rozklad oxidudusného . . . . . . .. .. . ... .. ... . 255
M. Rehdkovd, S. Cuvanovd, Z. Gavalovd a J. Rimdr: VyuZitie prirodného zeolitu typu klinoptilolitu

v agrochémii a polnohospoddrstve . . . . . . . . . L e e e 260
I. Lorinczovd, V. Jancovicovd a M. Ceppan: Hydrofobizicia povrchovych polymérnych vrstiev UV Ziarenim . . . . . . 265

B. Klejdus, D. Stérbovd, P. Stratil a V. Kubdri: Identifikace a charakterizace isoflavont
v rostlinnych extraktech za pouziti kombinace HPLC s hmotnostnim detektorem
s diodovym polem (HPLC-DAD-MS) . . . . . . . e 530



M. Modriansky, K. Valentovd, V. Prikrylovd a D. Walterovd: Ptirodni latky v prevenci onemocnén{

travictho traktu . . . . . o 540
A. Lebeda, I. DoleZalovd, K. Valentovd, M. Dziechciarkovd, M. Greplovd, H. Opatovd a J. Ulrichovd:

Biologickd a chemickd variabilita maky ajakonu . . . . . . . . ... Lo 548
A. Kasal: Steroidy na zacdtku jedenadvacdtého stoleti . . . . . . . . .. ... L o Lo 921
M. Hartman, O. Trnka, K. Svoboda a V. Vesely: Aglomerace Castic a defluida¢ni jevy ve fluidni vrstvé . . . . . . . . .. 942
P. Strnad, S. Haubovd a T. Ruml: Genom retrovirti a fyziologickd funkce jeho produktd . . . . . .. ... ... .. ... 949
M. Hartman, K. Svoboda, V. Vesely, O. Trnka a J. Chour: Tepelné zpracovani Cistirenskych kald . . . . ... ... ... 976
P. Finger a I. Koruna: Spravnd laboratorni praxe od neddvné minulosti po soucasnost . . . . . . . ... ... ... ... 983
M. Sergejevovd a J. RiiZicka: Moznosti aerobniho mikrobidlntho odbouravanf trichlorethenu . . . . . . . ... .. ... 986
K. Dercovd, Z. Kyselovd, G. Barancikovd, Z. Sejdkovd a A. Malovd: Biodegradécia

a bioremedidcia pentachlérfenolu (PCP) . . . . . . . . .. 991
R. Kizek, J. Vacek, L. Trnkovd, B. Klejdus a V. Kubdri: Elektrochemické biosenzory v analyze

zemédé€lskych produktti a vzorkl Zivotniho prostiedi . . . . . . .. ... o 1003
L. Capek a B. Wichterlovd: Selektivni katalytickd redukce NO_ uhlovodiky v oxida¢ni atmosfére

na zeolitovych katalyzdtorech . . . . . . . . . e 1007
M. Danko, P. Hrdlovi¢ a E. Borsig: Aké informdcie o $truktire polymérov mdze poskytnut

fluorescencnd spektroskopia? . . . . . .. 1052
M. Pour: Gibereliny, nakienony a inkrustoporiny: radosti a strasti syntéz malych, vysoce

funkcionalizovanych molekul . . . . . . . . L 1061
J. Kucera a P. Nachtigall: Pyrrol jako testovaci molekula k charakterizaci ZSM-5

s ionty alkalickych kovii: kombinace teoretické a experimentdlni studie . . . . . . . ... ... ... L. 1070
M. Hocek: Tvorba C-C a C-X vazeb cross-coupling reakcemi katalyzovanymi komplexy

pfechodnych kovli . . . . . . .. L 1145
M. Sipek, K. Friess a V. Hynek: Membranové déleni smési plynii a par: teorie . . . . . . .. .. .. ..o ... 1151
J. VinsSovd a V. Hordk: 3,5-Di-terc-butyl-1,2-benzochinon jako modelovd latka pyridoxalu . . . ... ... ... ... 1157
H. Forejtnikovd a R. Kubinovd: Ptirodni latky ovliviiujici mezibunécnou komunikaci . . . . . ... ... ... .. .. 1168
J. Doskocil, Z. Bélohlav, T. Herink a P. Zdmostny: Intenzifikace pyrolyznich peci

v Chemopetrolu Litvinov . . . . . . . . . L L e 1176
M. Kuchar: 50 let VUFB - 50 let Geského vyzkumu a vyvoje ve farmacii . . . . . . . . ... ... 1181
P. Divis, H. Docekalovd, V. Smetkovd: Hloubkové profily labilnich kovovych specii v sedimentech

a jejich in situ méreni technikou difuzniho gradientu v tenkém filmu . . . . . . ... ... ... .. 0L 1184

e Sigma-Aldrich konference mladych chemikd, biochemikt a molekuldrnich biologt

(Devét skal — Zddrské vichy —4.-7.6.2003) . . . . . 281
« 6™ International Symposium on Biocatalysis and Biotransformations

(Olomouc, 28.6.=3.7.2003) . . . . . . . 327
* 55. sjezd chemickych spolecnosti (KoSice 2003) . . . . . . . . . .. 595
e Liblice 2003 (Nymburk 2003) . . . . . . . . . 1093
e Liblice 2003 (Nymburk 2003) —dodatek . . . . . . . . . . . . e 1201
Nomenklatura a terminologie Nomenclature and Terminology
Klasifikace transportnich proteind (A. Kotyk) . . . . . . . o 0 0 o e e e 37
Doporuceni [TUPAC. Definitions of Terms Relating To Reactions of Polymers and to Functional

Polymeric Materials (J. Kahovec) . . . . . . . . 200
Doporuceni IUPAC. Glossary for Toxicokinetics of Chemicals (J. Kahovec) . . . . . . . ... ... ... ... ..... 557

Doporuceni IUPAC. Terminology in Soil Sampling (J. Kahovec) . . . . . . . . ... ... .. . ... . ...... 1016



Laboratomi piistroje a postupy Laboratory Equipment and Methods

J. Krupcik, P. Oswald, E. Benickd a J. Mydlovd: Kalibricia odozvy plameinovo ionizacného detektora
pri analyze vysSie vriacich ropnych destila¢nych frakcif klasickou a rychlou kapildarnou

plynovou chromatografiou . . . . . . . . . .. 41
V. Stengl, J. Subrt a S. Bakardjieva: Chemicky modifikovand slida . . . . .. .. .. ... ... ... ... ... ... .. 45
L. Hykrdovd: Degradace supramolekuldrnich komplext typu hostitel-host indukovana hydroxylovymi

radikdly — vliv hostitele na reaktivitu hosta . . . . . . . . . .. oL 101
0. Sedo a J. Havel: Analyza peptidi pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF . . . . . ... ... ........ 109
J. Fischer, J. Barek a J. Zima: Stanoveni stopovych mnozstvi 2-methyl-4,6-dinitrofenolu pomoci

modernich polarografickych a voltametrickych metod na rtutovych elektrodach . . . .. ... ... ... ... ... 114
P. Rezanka a J. Fiihnrich: Izolace terpent destilaci jehli¢i smrku . . . . . . . . ... ... ... ... 119
M. Dobsik, P. MikuSka a Z. Vecera: Kontinudlni stanoveni stopovych koncentraci

amoniaku ve vzduchu . . . . ..o 166
E. Machnikovd, M. Koutsky, F. Hrdlicka a J. Vosta: Spalovdni biomasy v krbovych kamnech —

UEINNOSE @ BMISE . . . . . L L o o o o e e e e 171
S. Sebkovid: Stanoveni chloridii na stifbrnych kompozitnich elektroddch . . . . . . . . ... ... ... ... 201
R. Kostrhounovd-gtépdnkovd, L. Jancdr a L. Sommer: UV spektrofotometrické stanoveni smési fenolu

a chlorfenold ve vodach s pouzitim projekce do latentnich struktur a Kalmanova filtru . . . . . ... ... ... ... 269
E. Daddkovd, N. Vrchotovd, J. Triska a M. Kyseldkovd: Stanoveni volného a celkového kvercetinu

v moravskych ervenych vinech . . . . . . . .. L 558
L. Melenovd, K. Ciahotny, H. Jirglovd, H. Kusd a P. RiiZek: Odstranovani amoniaku z odpadnich plynt

adsorpci na zeolitech a jejich ndsledné vyuziti v zemédelstvi . . . . . . . . ..o 562
J. Matus: Specifika likvidace plevelt pied setim plodin pfipravkem Roundup Forte . . . . ... . ... ... ... ... 569
J. Copikovd, M. Novotnd, I. Smidovd, A. Synytsya a M. Cernd: Uplatnéni NIR spektroskopie

vanalyze Cokolddy . . . . . . . L. 571
A. Muck Jr., J. Wang a J. Barek: Mikrofluidni zaf{zeni pro prtitokovou injekéni analyzu

s elektrochemickou detekci . . . . . . . . L L 957
L. Volkovd a K. Volka: Projekt mezindrodni banky spektroskopickych dat EUROSPEC . . . ... ... ... ... ... 961
R. Fadrnd: Studium interakci hydroxylovych radikdlt a purinovych bazi DNA . . . . . . . ... . ... ... ... ... 964
D. Riirikovd a L. Dziackovd: Stripping voltampérometické stanovenie anorganickych foriem antiménu

vprirodnych vodach . . . . . . . o . L 1017
J. Spicka, L. Svoboda a D. Janouskovd: Stanoveni CH;Hg skupin v rybim mase metodou HPLC

sUVidetekel . . . . . o o 1024
A. Novotnd-Rychteckd a J. Lenicek: Zakoncentrovani t€kavych organickych latek z vod mikroextrakc{

na tuhou fazi a stanoveni metodou plynové chromatografie . . . . .. ... ... ... ... ... ... 1074
J. Sauliovd a R. Zmija: Piiprava benzonitrilu dehydrataci benzamidu oxidem fosfore¢nym

vmikrovinném prostiedi . . . ... L L e 1079
B. Yosypchuk a L. Novotny: Merkurosulfdtovd referentni elektroda na zdklad¢ stfibrné

pevné amalgamy . . . . ... L e e e 1083
M. Bielavskd a J. Kassa: Stanoveni hladiny acetylcholinu a cholinu v hippokampu potkana kapalinovou

chromatografii s elektrochemickou detekci . . . . . . . . . . . L L 1190
J. Pospisil, M. Trdvnicek, A. Mannschreck, and M. Potdcek: HPLC on CHiral Nonracemic Sorbents

with Clrcular Dichroism Detection: Stereoisomers Formed by 1,3-Dipolar Cycloadditions . . . . . . . ... .. .. 1193
Recenze Book Reviews
A. Koreniovd, M. Uher: Bioorganickd chémia v otdzkdch a odpovediach (K. Waisser) . . . ... .. .. ... ... ... 179

M. Schitz: Historie vyuky chemie. Osobnosti a uddlosti (J. Jindra) . . . . . . ... ... ... ... ... ... . 214



W. A. Herrmann (Ed.): Synthetic methods of Organometallic and Inorganic Chemistry.

Volume 10 Catalysis (J. HetflejS) . . . . . . . . o e e e 214
K. Waisser: Nové ceské ndzvoslovi organické chemie (J. Kahovec) . . . . . . . . . . . ... . .. ... . 576
A. Reiser: Utek (Paméti 1920—1991) (J. Jindra) . . . . . . .. . . .. . 577
F. Hampl, J. Palecek: Farmakochemie (J. Patocka) . . . . . . . . . . . . . . 577
N. Arnold: Chemicky chaos/O ¢em se vam ucitelé chemie neodvazuji fict (B. Tesarik) . . . . . . . . .. ... ... ... 578
H. Y. Aboul-Enein, I. Ali: Chiral Separations by Liquid Chromatography. Theory and Applications,

Chromatographic Science Series, Vol. 90 (P. Drasar) . . . . . . . . . .. .. 970
D. W. Oxtoby, W. A. Freeman, T. F. Block: Chemistry: Science of Change (Saunders Golden

Sunburst Series) (P. Drasar) . . . . . . . . . e e e e e e e e 970
M. K. Campbell, S. O. Farrell: Biochemistry (with Lecture Notebook) (P. Drasar) . . . . . . .. ... ... ... .... 970
J. Fikr, J. Kahovec: Ndzvoslovi organické chemie (Z. Jankii, V. Kratochvilovd a O. Paleta) . . . . . .. .. ... ... 1087
C.-H. Wong: Carbohydrate-based Drug Discovery (P. Drasar) . . . . . . . . . .. 1198
Diskuse Discussion

Je rozdil mezi ucitelem vSeobecné vzdélavaciho pfedmétu chemie a ucitelem odbornych

chemickych predmeétt? (M. Bilek) . . . . . . . . . . e 971
Odboma setkani Meetings
34. Zasedani Divize analytické chemie Federace evropskych chemickych spole¢nosti (J. Barek) . . . ... ... ... 1091
Instrumental Methods in Analysis (J. Barek) . . . . . . . . . e 1199
Osobni zpravy Personal News
RNDr. PhMr. Ladislav Novotny, DrSc., osmdesdtnikem (J. Harmatha) . . . . . . . . . ... .. ... . .... 123
Prof. Ivan Pavlik sedmdesatilety (J. S‘ﬁupa’rek) ........................................ 123
70 let dr. Aloise Piskaly (A. Holy) . . . . . . 277
Vyuka chemie Education in Chemistry
Ludsky organizmus a pH roztokov (D. Melichercikovd a M. Melichercik) . . . . . . . . . . 125
Zpravy News
Upozornéni pro Cleny spolecnosti (Sekretaridt a redakce) . . . . . . . . . . . 557
Pocta Josefovi Loschmidtovi (1821-1895) (F. Pavlikovd a B. Kratochvil) . . . . . . . . . . . ... .. .. ...... 1092

Soutéz o ,,Zlaty CHEMTEC 2003 (K. Voldrich) . . . . . . . . . . . . . 1200



Intemational Projects International Projects

M. Zareviicka, M. Vacek, Z. Wimmer, K. Strdnsky, B. Koutek, and K. Demnerovd: Enzymic Transformations

of Blackcurrant Oil: Enrichment with y-Linolenic Acid and o-Linolenic Acid . . . . . . . ... .. ... ... ... 206
Oznameni Announcement
Vyhldseni III. ro¢niku vefejné soutéze o Cenu Agrofertu Holding . . . . . . . . ... . ... . ... .. ... ... 279

Bulletin Asociace ¢eskych chemickych spole¢nosti

Program ACD-Labs Chem-Sketch pii vyuce chemie na gymndziu (Z. Jankit) . . . . . . . . . . . ... ... ... ..... 53
Nékolik pozndmek k entropii mimo rovnovéhu (1. Vavruch) . . . . . . . . . 219
Pocitky Ceské chemické spolecnosti (J. Jindra) . . . . . . . . . 220
Svét vini a chuti (M. Mohelsky, L. Berka) . . . . . . . . et e e e e e e e 581
Grafické vyjddreni chirality chemickych sloucenin (P. Drasar, B. Valter a O. Paleta) . . . . . ... ... ... .... 1029
Ze Zivota chemickych spole€nosti . . . . . . . . . L 54,222, 586, 1034
Clenskd ozndmeni a sluzby . . e 57,224, 1035
Chemik na studiich, cestdch . . . . . . . . . e 57
Z védeckych, odbornych a zahrani¢nich spolecnosti . . . . . . .. ... oL oL 59, 224, 587
Evropsky koutek . . . . . . e 60, 1035
Vyukachemie . . . . . . . . e 62, 1036
OSObNI ZPIAVY .« . o o o e e e e 62,225, 590, 1036
Stiipky a klipky o svétovych chemicich . . . . . . . .. ... Lo 63,225, 587
Technické zajimavosti a sluzby . . . . . . . . . L e 64, 226, 1039
Zdkony, které ovlivni Zivot chemikd . . . . . . . ... 64,227, 589, 1038

Knihy, literatura, informace aweb . . . . . .. .. e 1044



Zajimavosti ze svéta védy atechniky . . . . . . . oL 65, 229
Aprilovy Klub . . . 67,231, 1040
Odbornd setkani . . . . . . . . L e 68, 231, 1041
Akce vCR a v zahraniGl . . . . o . o e 71,232, 590, 1045
Zpravy zredakce adopisy redakci . . ..o L L 1045
Bulletin piedstavuje . . . . . . . L L e e 1044
Volndmista . . . . ..o 1044
Novi€lenové CSCH . . . .o vttt 77,241

Vyro€iajubilea . . . . . .. . 78,242, 592, 1046



Autorsky rejstrik 97 (2003)

Autor Index 97 (2003)

(uv) dvodnik, (ref) prehledny referdt, (nt) nomenklatura a terminologie, (1) laboratorni piistroje a postupy, (ip) international
projects, (rec) recenze, (d) diskuse, (0s.zp.) osobni zpravy, (s) odbornd setkani, (v.ch.) vyuka chemie, (z) zpravy, (b) bulletin

Adam T.: (ref) 93

Bakardjieva S.: (1) 45
Barancikova G.: (ref) 991
Barek J.: (iv) 133,975, (1) 114, 957,
(s) 1091, 1199
Bélohlav Z.: (ref) 1176
Benickd E.: (1) 41
Berka L.: (b) 581
Bernauer B.: (ref) 255
Bielavska M.: (1) 1190
Bilek M.: (d) 971
Blazsek M.: (ref) 146
Borsig E.: (ref) 1052
Bouchal P.: (ref) 29
Branny P.: (ref) 24

Ciahotny K.: (1) 562

Capek L.: (ref) 1007
Ceppan M.: (ref) 140, 265
Cermdk J.: (ref) 9

Cernd M.: (1) 571
Copikova I.: (1) 571
Cuvanovi S.: (ref) 260

Daddkova E.: (1) 558

Danko M.: (ref) 1052

Demnerova K.: (ip) 206

Dercova K.: (ref) 991

Divis P.: (ref) 1184

Dobsik M.: (1) 166

Docekalova H.: (ref) 1184

Dolezalova 1.: (ref) 548

Doskocil J.: (ref) 1176

Drasar P.: (uv) 1051, (rec) 970, 1198,
(b) 1029

Dziackova L.: (1) 1017

Dziechciarkova M.: (ref) 548

Fadrnd R.: (1) 964
Fihnrich J.: (1) 119

Finger P.: (ref) 983
Fischer J.: (1) 114
Forejtnikova H.: (ref) 1168
Friess K.: (ref) 1151
Frycdk P.: (ref) 93

Fusek M.: (ref) 192

Gavalova Z.: (ref) 260
Glatz Z.: (ref) 86
Greplova M.: (ref) 548

Harmatha J.: (0s.zp.) 123
Hartman M.: (ref) 9, 942, 976
Haubovi S.: (ref) 949
Havel J.: (1) 109

Herink T.: (ref) 1176
Hetflejs J.: (rec) 214
Hocek M.: (ref) 1145
Holy A.: (0s.zp.) 277
Holy P.: (iv) 81

Hordk V.: (ref) 1157
Hrdlicka F.: (1) 171
Hrdlovi¢ P.: (ref) 1052
Huclova J.: (ref) 246
Huskova R.: (ref) 93
Hykrdova L.: (1) 101
Hynek V.: (ref) 1151

Charvdtova K.: (ref) 155
Chour J.: (ref) 976

Jancar L.: (1) 269

Jancovicova V.: (ref) 265

Jankd Z.: (rec) 1087, (b) 53
Janouskova D.: (1) 1024

Jindra J.: (rec) 214, 577, (b) 220
Jirglova H.: (1) 562

Kahle V.: (ref) 86

Kahovec J.: (nt) 200, 557, 1016, (rec) 576
Karlicek R.: (ref) 246

Kasal A.: (ref) 921

Kassa J.: (1) 1190

Kauci¢ V.: (iv) 1

Kizek R.: (ref) 1003

Klejdus B.: (ref) 530, 1003
Koruna I.: (ref) 983
Kostrhounovzi—ﬁtépénkovai R.: (1) 269
Kotyk A.: (nt) 37

Koutek B.: (ip) 206

Koutsky M.: (1) 171
Kratochvil B.: (z) 1092, (uv) 1144
Kratochvilova V.: (rec) 1087
Kroulikova M.: (ref) 192
Krupcik J.: (1) 41
Kiesdlkova M.: (ref) 155
Kuban V.: (ref) 530, 1003
Kubinova R.: (ref) 1168
Kucera I.: (ref) 29

Kucera J.: (ref) 1070
Kuchat M.: (ref) 1181
Kupec J.: (ref) 155

Kusd H.: (1) 562
Kvasnickovd L.: (ref) 86
Kyseldkova M.: (1) 558
Kyselovd Z.: (ref) 991

Lebeda A.: (ref) 548
Lemr K.: (ref) 93
Lenicek J.: (1) 1074
Lorinczova I.: (ref) 265

Machnikova E.: (1) 171
Malec B.: (ref) 140
Malijevsky A.: (ref) 3
Malovd A.: (ref) 991
Mannschreck A.: (1) 1193
Matus J.: (1) 569

Melenova L.: (1) 562
Melicherc¢ik M.: (v.ch.) 125
Melicherc¢ikova D.: (v.ch.) 125
Ménova P.: (iv) 919
Mikula M.: (ref) 140
Mikuska P.: (1) 166



Modriansky M.: (ref) 540
Mohelsky M.: (b) 581
Muck A.: (1) 957
Mydlova J.: (1) 41

Nachtigall P.: (ref) 1070
Novotnd M.: (1) 571
Novotnd-Rychteckd A.: (1) 1074
Novotny L.: (1) 1083

Obalova L.: (ref) 255
Opatova H.: (ref) 548
Oswald P.: (1) 41

Paleta O.: (rec) 1087, (b) 1029
Patocka J.: (rec) 577
Pavlikova F.: (z) 1092
Podesva J.: (iv) 245

Pospisil J.: (1) 1193

Potacek M.: (1) 1193

Pour M.: (ref) 1061

Pridal J.: (ref) 160

Ptikrylova V.: (ref) 540

Rehdkova M.: (ref) 140, 260
Rimar J.: (ref) 260
Rotschova J.: (ref) 83

Ruml T.: (ref) 24, 192, 949
Rurikovd D.: (1) 1017
Razek P.: (1) 562

Razicka J.: (ref) 986
Razicka V.: (ref) 3

Rezanka P.: (1) 119

Sandorfy C.: (ref) 182
Sedlackova L.: (ref) 24
Sejakova Z.: (ref) 991
Sergejevova M.: (ref) 986
Smetkova V.: (ref) 1184
Smolkova-Keulemansovad E.: (ref) 134
Sommer L.: (1) 269

Stransky K.: (ip) 206

Stratil P.: (ref) 530

Strnad P.: (ref) 949

Svoboda K.: (ref) 9, 942, 976
Svoboda L.: (1) 1024
Synytsya A.: (1) 571

Sauliova J.: (1) 1079
Sebkovi S.: (1) 201
Sedo O.: () 109
Simdnek V.: (iv) 181
Sipek M.: (ref) 1151
Smidova L: (1) 571
Siiupdrek J.: (0s.zp.) 123
Spic¢ka J.: (1) 1024
Stengl V.: (1) 45
Stérbova D.: (ref) 530
Subrt J.: (1) 45

Tesatik B.: (rec) 578
Travni¢ek M.: (1) 1193
Trnka O.: (ref) 9, 942, 976
Trnkova L.: (ref) 1003

Triska J.: (1) 558
Ulrichov4 J.: (ref) 548

Vacek J.: (ref) 1003
Vacek M.: (ip) 206
Valentova K.: (ref) 540, 548
Valter B.: (b) 1029
Vavruch I.: (b) 219
Veceta Z.: (1) 166
Vesely V.: (ref) 942, 976
Vinsova J.: (ref) 1157
Vitek L.: (ref) 24
Voldtich K.: (z) 1200
Volka K.: (1) 961
Volkova L.: (1) 961
VostaJ.: (1) 171
Vrchotova N.: (1) 558

Waisser K.: (rec) 179
Walterova D.: (ref) 540
Wang J.: (1) 957
Wichterlovd B.: (ref) 1007
Wimmer Z.: (ip) 206

Yosypchuk B.: (I) 1083

Zabransky M.: (ref) 3
Zamostny P.: (ref) 1176
Zarevicka M.: (ip)206
Zimal.: (1) 114

Zmija R.: (1) 1079



CESKA SPOLECNOST CHEMICKA
CZECH CHEMICAL SOCIETY

vydavd ve spolupréci
s Vysokou $kolou chemicko-technologickou v Pra-
ze, s Ceskou spole¢nosti primyslové chemie
a Ustavem organické chemie a biochemie, Akade-
mii véd Ceské republiky za finanéni podpory Nada-
ce Ceského literdrniho fondu

published in cooperation
with Institute of Chemical Technology in Prague,
Czech Society of Industrial Chemistry, Institute of
Organic Chemistry and Biochemistry, Academy of
Sciences of the Czech Republic with financial assis-
tance of the Czech Literary Foundation

CHEMICKE LISTY

CHLSAC 97, 527 — 1209 (2003)

Vedouct redaktor

Editor

B. KRATOCHVIL

Redakcni kruh

Editorial Board

J. BAREK, Z. BELOHLAV, P. DRASAR, J. HETFLEJS, P. HOLY, P. CHUCHVALEC,
J. PODESVA, P. RAUCH, J. VOLKE

Zahranicni a oblastni redaktori

Foreign and Regional Editors

F. SVEC (USA), L. OPLETAL (Hradec Kréalové)

Redakcni rada

Advisory Board

E. BORSIG, M. CERNA, L. CERVENY, E. DIBUSZOVA, J. HANIKA, J. CHURACEK,
I. KADLECOVA, J. KAS, J. KOUBEK, T. MISEK, J. PACAK, V. PACES,
0. PALETA, V. RUZICKA, 1. STIBOR, V. SIMANEK, R. ZAHRADNIK

Vykonnd redaktorka

Editorial Assistant

R. RAPKOVA

Rocnik 97 (2003)

Volume 97 (2003)

Listy chemické, ro¢nik 127 — Casopis pro priimysl chemicky, roénik 113

Str. 527 - 1209

ISSN 0009-2770






	2003_12_1144
	1145-50
	1151-56
	1157-67
	1168-75
	1176-80
	1181-83
	1184-89
	1190-92
	1193-97
	1198-99
	1200
	1208
	2003_12_1209
	1210
	1211-22

