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Chemie?!?

I v takovém malém stdtecku, jakym bezpochyby Ceskd
republika je, naleznete stovky gymndzii a podobnych strednich
Skol se v§eobecnym zamérenim. Jejich cil je jediny — pFipravit
SV€ studenty pro studium na vysokych skoldch. Z nejriiznéjsich
prizkumit a statistik je patrné, Ze absolventi gymndzii jsou
— Ctyri roky studujete, sloZite maturitu — a jste nic. Nenajdete
uplatnéni, hodite se maximdlné pro podradné pomocné prdce,
vSichni od vds ocekdvaji diplom.

Také jd patrim mezi studenty gymndzia. Proplouvdm jim
se slusnymi vysledky, ale stdle castéji si kladu stejnou otdzku
Jjako stovky mych vrstevnikii — co ddl? Od zacdtku tihnu spise
k prirodnim véddm, zejména k chemii. Podle mého ndzoru se
na tento obor casto zapomind, co? je velkd skoda. Zkuste se
zeptat deseti stredoskoldkii na to, co se jim vybavi, kdy? se
rekne chemie. Ddm krk za to, Ze minimdlné devét z nich si
predstavi jeden z nejnendvidénéjsich predméti, jimz kaZdy
opovrhuje a ktery si nezaslouZi vice pozornosti nez dvé vyuco-
vact hodiny tydné. A presto — zndm tadu lidi, kteri chemii
doslova Ziji, podrizuji ji cely sviij Zivot a vidi v ni vic neZ jen
pouhou védu —nachdzeji hluboky a uslechtily konicek. Jd mdm
to Stésti, Ze patiim mezi né.

Vsechno to zacalo pomérné jednoduse. V tercii mi chemi-
kdrka nabidla k nahlédnuti olympiddu. Od malicka rdda zkou-
Sim vSechno nové, a tak jsem se pustila do reseni. Moc se mi
to sice nezdarilo, preci jen se projevila konkurence o rok
star§ich devdtdkii, ale uz v kvarté jsem se dokdzala probojovat
do krajského kola a obsadit jedendctou pricku. O rok pozdéji
jsem se vys$vihla aZ na treti misto a to pro mé znamenalo
zdsadni zvrat. Ziskala jsem totiz prihldsku na prdzdninové
odborné soustiedéni pro nejlepsi reSitele oblastnich kol che-
mické olympiddy. Kond se uZ pres dvacet let v Béstviné mezi
Golcovym Jenikovem a Seci — v podhiiri CHKO Zelezné hory.
Vidy na ctrndct dni se sem sjizdéji chemicti nadsenci z celé
republiky. Jako ostatni novdcci, drZela jsem se i jd zpocdtku
trochu stranou, vSichni se totiz shlukli do skupinek a zacali
rokovat o organickych syntézdch, komplexometrickych titra-
cich a enzymovych katalyzdch jako by se nechumelilo. Brzy
jsem se v§ak adaptovala a poznala, Ze k sobé mdme vsichni
velmi blizko, spojuje nds totiZ spolecny zdjem — chemie. Kdo
Jjiny by vydrZel osm hodin denné na predndskdch z organicke,
anorganickeé, fyzikdlni ¢i analytické chemie? Kdo jiny by se
v nejvétsim cervencovém vedru naviékl do pldsté a varil kom-
plex stribra v oxidacnim stavu dvé? Kdo jiny by po tom vsem
nadsené utikal kazdou volnou chvilku strdvit do laboratore?
Opravdu, laborator stdla v centu veSkerého deéni. Tady se
varilo a varilo, diskutovalo ci jen tak poseddvalo.

Teéch ctrndct dni mé naplnilo néc¢im dosud nepoznanym.
Nasla jsem zde spoustu opravdovych prdtel, kteri by za mé dali
ruku do ohné. Pochopila jsem, Ze chemie md mnoho tvdri a Ze
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i tFihodinovd predndska dokdZe byt zajimavd od zacdtku do
konce. Po ndvratu domii se najednou v mém nitru rozprostiel
pocit prdazdnoty a nevyuZiti. Chodila jsem od niceho k nicemu,
v kazdé cinnosti vidéla marnost. Jedinou iitéchou byly dopisy
a pohledy ze vsech koutii republiky, které svédcily o tom, Ze
novi kamarddi na tom byli podobné. Presto jsme se dokdzali
vzchopit a od zdrii zahdjili novou velkou aktivitu, jeZ nds
vSechny spojuje. Ta vécicka md zcela nepoeticky ndzev Ksicht.
Bystrejsim z vdas moznd dojde, Ze se jednd o zkratku. Ale ddm
hlavu za to, Ze ji nikdo nerozlustite. KSICHT totiz znamend
Korespondencni Semindr Inspirovany Chemickou Tematikou.
Organizuji ho studenti VSCHT, byvali fesitelé chemické olym-
piddy a absolventi Béstviny. Béhem letosniho roku jsme resili
Ctyri serie po péti ulohdch, které byly naprosto odlisné od
tradicnich skolnich prikladu typu ,,vypocitej moldrni koncen-
Sifra, vypocty s vybusninami, urcovdni stdri archeologického
ndlezu pomoci radiouhlikové metody, hleddni struktury neznd-
mého alkaloidu ¢i chemickd osmismérka. Pro nejlepsi souté-
zici je odménou tydenni soustiedéni koncem cervnana VSCHT
v Praze. Sezndmi se zde s autory Ksichtu, hlavné ale s praci
v laboratorich a se Skolou viibec. Od zdii se rozebéhne novy
rocnik, opét naplnény bdjecnymi iilohami. Navic jej bude
doprovdzet seridl o jedech a omamnych ldtkdch k prohloubent
znalosti vSech feSitelii. Ale také k pobaveni. Vidyt koho by
nezajimalo, ¢im byli otrdvent ddvni vojensti hrdinové, hraba-
ta, politicti vézni? Kdo by si neprecetl o ucincich nejzndméj-
Sich jedii a omamnych ldtek?

Jsem spiSe introvertni, hodné hloubavy typ, a tak casto
premyslim o své budoucnosti. Nejasné se prede mnou rysuje,
Jjakoby vyvstdvd z oblaku mych myslenek a jd se ji snaZim ddt
Jjasnéjsi a ostrejsi tvar. UZ vim, Ze bych rdda studovala néjaky
prirodovédny obor souvisejici s chemii. V seznamu takto za-
mérenych vysokych Skol mé nejvice zaujala prdvé Vysokd
Skola chemicko-technologickd v Praze. Jak jsem jiZ psala, od
myslenky nemdm daleko k cinu, a tak jsem se vypravila na
soukromy den otevienych dveri, abych tuto Skolu lépe poznala.
Vlastné ani nevim, co jsem si od toho predstavovala, ale
skutecnost mé doslova ohromila. Velmi prijemné uvitdni, roz-
hovor s profesorem Cervenym, prodékanem Fakulty chemické
technologie, ktery nds sezndmil s historii Skoly, viastnim stu-
diem a moZnostmi, jeZ se pred studenty oteviraji, a poté
prohlidky jednotlivych pracovist, laboratori a uceben. Vsude
na nds byli velmi mili, jednotlivi zaméstnanci ndm vyprdveli
0 sVé€ prdci, pripadné i ukazovali néco v praxi, od dalsich jsme
ziskdvali informace o oborech, ve kterych se absolvent miiZe
uplatnit. VSichni lidé, se kterymi jsme za ten den mluvili,
otevirali stdle jedno stejné téma — v dnesni dobé upadd zdjem
o pFirodni a technické discipliny, spolecnost je presycena
prdvniky a ekonomy, presto se dalsi tisice novopecenych ma-
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turantii hrnou na tyto posty. Chemie stoji daleko vzadu, opo-
vrhovand a odstréend. Studentii je mdlo, a ti, kteri prijdou, sem
Casto ani nechtéji, ale na jinou skolu se nedostali. Mdlokdo si
ale umi predstavit, co znamend studovat chemii na vysoké
Skole. Asi se nedd srovnat s tim stiedoskolskym predmétem,
kde se probiraji zdklady obecné, anorganicke, organické che-
mie a biochemie. Na vysoké Skole pozndte chemii v naprosto
odlisném svétle. VSCHT nabizi takové spektrum studijnich
obori, Ze si miiZe kazdy vybrat, co je pro néj zajimavé, a navic
i moderni knihovnu, pocitacové ucebny, mineralogickou sbir-
ku, itulné koleje... Zvldsté ldkavd je moZnost studia na zahra-
nic¢nich univerzitdach spolupracujicich s VSCHT (namdtkou
napr. v USA, Kanadé, Velké Britdnii, Holandsku, Francii,
Norsku, Némecku, Rakousku nebo Slovensku). Nejlepsi stu-
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denti maji moznost ziskat stipendium, fada z nich pak pokra-
cuje triletym doktorskym studiem a ti, kteri se ani poté se
Skolou nechtéji rozloucit, se mohou uchdzet o kariéru vysoko-
Skolského pedagoga. Nam, Béstvindkiim, se podarilo dosdh-
nout toho, Ze skola od zdii otevie krouzky pro stredoskoldky,
plné zajimavych informaci a laboratornich cviceni, béhem
kterych jisté pronikneme jesté hloub do nitra Skoly a hlavné
do nitra toho, cemu se rikd chemie.

Jd uZ mdm o své budoucnosti jasno, a co vy? Nezkusite se
v listopadu podivat na den otevienych dveri VSCHT? Na nds
krouZek? Nebo alespori na zaddni Ksichtu ¢i chemicke olym-
piddy???

Petra Ménovd
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1. Uvod

Tento kurz neni urcen specialistim v oboru steroidn{ che-
mie, ale lidem, ktefi mohou na steroidni problematiku narazit
zcela nahodné. Takovy piistup ke steroidiim je pomérné prav-
dépodobny, kdyz si uvédomite, kolika tfeba fyzikdlnich obori
se steroidy tykaji. VZdyt u nukledrni magnetické rezonance
(NMR) a hmotové spektroskopie (MS) byly obecné platné
zdakonitosti pozndvany prave na steroidech, které poskytovaly
vhodné rigidni modely. Totéz plati o chirdlnich metoddch, op-
tické rotacn{ disperzi (ORD) a cirkuldarnim dichroismu (CD).
A kolika obort 1ékaistvi se steroidy tykaji, kdyZ mezi nimi
nachdzime endogennf ldtky s aktivitou muzskych a Zenskych
pohlavnich hormont, hormond kiry nadledvinek, vitamind,
dilezitych slozek bunécnych membran ¢i traviciho systému.
A kolik exogennich steroidd, at uz piirodnich (kardenolidy,
bufadienolidy, alkaloidy) ¢i syntetickych (anabolika, abor-
tiva) na zdravi moderniho ¢lovéka v soucasné dobé plisobi.

Tento postgradudlni kurz probihd na tomto dstavu témef
Ctvrt stoleti a pfedndSku o steroidech tu pronesl Dr. Viclav
Cerny presné pred 20 lety'. M&l bych navézat tam, kde on
skoncil, ale protoze vim, Ze laik si dnes chybéjici informace
nachdzi predevS§im na internetu, zacnu shrnutim soucasné
pouzivané nomenklatury, aby se posluchac¢ byl schopen s in-
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ternetem domluvit. Nomenklatura podle Chemical Abstracts
neni v soucasné literatufe pouzivdna beze zbytku, proto ji

doplnim nomenklaturou starou, kterd preziva diky pracovni-
kd@m piibuznych obort, jako je medicina a biologie.

2. Nomenklatura a zpisob zobrazeni struktur

Nejprve zpisob grafického znazornéni: Cislovani jednotli-
vych poloh je ukdzano na vzorci 5o.-cholestan-33-olu (obr. 1).
Cislovani zagind od Sesti¢lenného kruhu vlevo a pokraguje po
obvodu. Je-li pfipojeni substituentli ke skeletu vyznaceno
plnym klinem, sméfuji tyto substituenty nad rovinu steroid-
niho jadra a v ndzvu jsou oznaceny jako B-substituenty, vazba
substituentd pod rovinou jadra (tedy s o-konfiguraci) je zna-
Cena Srafované. VétSina steroidi je odvozovdna od téchto
nékolika zdkladnich steroidnich uhlovodiki (tabulka I).

Substituce v postrannim fetézci byvala vyjadfovana podle
Fischerovy-Plattnerovy notace, v niZ byla molekula v uvazo-
vaném misté nazirdna tak, jakoby nejdelsi fetézec byl natazen
vzhiru a prohnut doli jako luk: na dolnim konci zlstdval
steroidnf skelet, na hornim konci byl vzddlenéjsi uhlik souse-
dici s uvazovanym centrem chirality. V této konformaci fetéz-
ce byly substituenty vpravo (a vlastné nahoru) definovény jako
o-substituenty, substituenty mifici vlevo (také nahoru) jako
[-substituenty. Napt. cholestanovy postranni fetézec byl zna-
zoriovan vzorcem A (obr. 2). Mnohem méné mista v tisku
zabere cik—cak struktura B, kterd je také blizsi nejpravdépo-
dobnéjsimu konformeru tohoto postranniho fetézce. Tehdy se
[-substituenty znacily plnou vazbou. V soucasnosti ale po-
uzivdme projek¢ni vzorce zfeteln€ vyznacujici stereochemii,
a tak se tato 20R-methylova skupina kresli ¢arkované (tedy
v prehledu uhlovodikt vzorec C). Ale diky tomuto historicky
danému dvojimu piistupu (definovand notace vs. projekeni
vzorec) se v literatufe vyskytuji oba vzorce cholesterolu a jeho
derivétt pfiblizné stejné Casto, protoze autofi vétSinou staré
struktury opisovali ze starych monografii, aniz uvadéji poj-
movy ramec téchto struktur.

U molekuly, v niZ je dalSich 8 asymetrickych uhlikt, se
ujal zvyk vyjadfovat konfiguraci na téchto uhlicich jen tehdy,
je-li jina nez tzv. prirozend. MICky se tedy predpoklada, ze
kazdy vi, ze B-konfiguraci zaujim4 ,,normélné* jen vodik H-8,

Obr. 1. Strukturni vzorec So.-cholestan-3f3-olu, Cislovani skeletu

Piedneseno na postgradudlnim kurzu Chemie a biochemie pFirodnich ldtek, ktery potdadal UOCHB AV CR v roce 2002.
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Tabulka I
Skelety tvofici ndzvoslovny zdklad tetracyklickych steroidt

Referaty

Substituenty v polohdch

Ndzev uhlovodiku (star$i ndzev v zavorce)

19 18 17
R H H - 50~ ¢i 5B-gonan
H methyl - S0~ ¢i 5B-estran (50~ ¢i 5B-oestran)
methyl  methyl - S0~ ¢i 5B-androstan (androstan ¢i testan)
R methyl  methyl eth?fl S0 ¢i 5B-pregnan (allopregnan ¢i pregnan)
methyl  methyl R Sa- ¢i 5B-cholan (allocholan ¢i cholan)
methyl  methyl R’ S0 ¢i 5B-cholanovd kyselina (allocholanova ¢i cholanova kyselina)
methyl  methyl R’ Sa- ¢i 5B-cholestan (cholestan ¢i koprostan)
H methyl  methyl R* Sa- ¢i 5B-ergostan
methyl  methyl R’ Sa- ¢i 5B-stigmastan
Substituenty v poloze 17 .
X . . .
steroid steroid steroid steroid
R, X=H R3 R4 RS
R? X =COOH

anguldrni methylové skupiny a eventuelné i uhlikaty substi-
tuent v poloze 17. Tzv. normdlni je o-konfigurace u H-9
a H-17. Vétsina piirodnich steroidd md trans anelaci kruhd C
a D, tedy v poloze 14 je vodik v poloze «, ale v pfipadé
srde¢nich glykosidd a bufadienolidd se vyskytuje u kruht C
a D cis anelace, tedy C14-konfigurace je obracend (143-H).
Létky s 500 i 5B-konfiguraci se v piirodé vyskytuji s pii-
blizné stejnou Cetnosti, a nedd se tedy u polohy 5 obecné

?

A B
Obr. 2. Kresleni postranniho vzorce drive (A, B) a nyni (C)
@)
0]
I

D
Obr. 3. 5&-Kard-20,(22)-enolid (D) a 5&-bufa-20,22-dienolid (E)

mluvit o ,,pfirozené* konfiguraci. Proto konfiguraci v této
poloze je vzdy tfeba explicitné vyznacit. Zase se stavd, Ze tento
pozadavek neni vzdy splnén, nejcastéji na to zapominaji auto-
fi, ktefi netusi, Ze miZze existovat i diastereomer jejich pro-
duktu. Tykd-li se urity vyrok obou diastereomerd, kreslime
vazbu vlnitou a pouzivdme dalsi fecké pismeno .

Postrann{ fetezec steroidu miiZe byt i substituovéan hetero-
cyklem a cyklizovan. 5&-Kard-20(22)-enolid (D, obr. 3) a 5&-
-bufa-20,22-dienolid (E) jsou nomenklaturnim zdkladem pro
aglykony tzv. srde¢nich glykosidd, jako je napft. digitoxigenin
a scilarenin. Pfi takové cyklizaci miZe vznikat jeden nebo dva
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i
Obr. 5. Nové typy sterolu

anelované heterocykly. Tak napi. 5&-konan (F, obr. 4) je
zdkladem konesinu a jemu blizkych alkaloidt. Spirocyklické
skelety — 5&-spirostan (G) a 5&-spirosolan (H) pfiroda pouziva

z néhoZ se ve svéte vyrdbi vétsina steroidnich 1é¢iv. — dios-
genin; dva kruhy jsou anelovany v 5&-solanidanu (I), od néhoz
je odvozena napf. struktura solanidinu — alkaloidu vyskytu-
jiciho se ve formé glykosidl v rGznych druzich lilku, napft.
v bramboru®.

Jesté jedno nomenklaturni prekvapeni Vds miize potkat
v literatufe: tvirci nékterych monografii a databdzi nebo jejich
nakladatelé odmitaji zndt feckd pismena, takze misto o a 3
pouziji prosté o nebo B. Jejich pocita¢tim to svéde&i, uzi-
vatelim uz méné.

3. Steroidy jako soucast oboru prirodnich latek

Razeni steroidéi mezi piirodni ltky je v&ci historickou,
protoZe dnes uzZ je piirodnich steroidli isolovanych z piirody
méné nez steroidd pfipravenych v laboratofich parcidlni ¢i
totdln{ syntézou. Badatelé zabyvajici se v prvni pili minulého
stoleti izolaci pfirodnich latek steroidni povahy byli pfi vybéru
prirodniny casto ovlivnéni pouhou ndhodou, v zdvéru stoleti
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HO cl

w

ale jiz byli vétsinou vedeni zdmérnou snahou nalézt aktivni
princip té ¢i oné 1é¢ivé rostliny. I dnes pfitom mnohdy obdi-
vujeme intuici starych kofendrek, které dokdzaly odhalit po-
uzitelnost téch kterych rostlin.

Profesiondlné tento piistup funguje dodnes v zemich tie-
ttho svéta, kam pronikli agenti farmaceutickych firem a zahr-
nuji domorodé odborniky vS§im moznym, jen aby od nich
dostdvali extrakty co nejsirsiho spektra produktd z domoro-
dych 1écivek. Tito badatelé pak touzi po nalezeni nové latky,
kterd by byla jen mirné€ biologicky aktivni: jen tehdy si zajisti
pokraovéani podpory ze strany farmaceutického primyslu
a svij objev budou moci po nepftili§ dlouhé dobé publikovat.
Nilez vysoce aktivni ldtky se badateli nijak zv1ast nevyplati,
navic musf slibit firmé, Ze ldtku nebude publikovat po zna¢né
dlouhou dobu. Toto je jednim z piikladt toho, jak byly ste-
roidy ze zdkladniho vyzkumu vytlacovany pravé penizi, resp.
vidinou zisku z komercionalizace steroidnich vyrob. Farma-
ceutické firmy vyhleddvaji pfirodni ldtky proto, aby ziskaly
novou inspiraci pro své vlastni nové produkty. Drug Discove-
ry Today cituje idaj®, 7e ze viech novych produktd, které byly
v letech 1983 az 1994 uvedeny na trh (520), bylo 39 % piirod-
nich latek nebo latek od nich odvozenych.

Nové objevené pfirodni ldtky steroidni fady zahrnuji vétsi-
nou derivdty cholesterolu, jejichZ strukturni proménlivost je
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znacnd, Casto zahrnuje napf. cytotoxické exomethylenoderi-
vdty (napf. ldtka I, obr. 5), antibakteridlni cyklopropanode-
rivaty (jako latka II) nebo antifungélni sekosteroidy typu /1.
Je zndma i fada chlorem substituovanych piirodnich litek ty-
pu IV. Zobrazeny jsou jen nékteré typy ldtek, které byly v ne-
davné dobé izolovdny. Zvlasté v posledni dobé jsou publiko-
vény latky, které pochdzeji z cytotoxicky ptisobicich materidlt
a samy cytotoxicitu vykazuji uz proto, Ze postup separace byl
fizen podle vysledkt biotestti. Napf. nékteré ldtky z rodiny
uvedenych 9,11-sekosteroidt typu /] inhibuji aktivitu protein
C-kinasy*.

Diky biologickému sledovéni pribéhu déleni byvaji ted
prirodni latky izolovany v nativni formé (dfive byly hlavné
z technickych diivodi ziskavany pouze jejich aglykony). Jed-
nou z takto izolovanych latek s kancerostatickou aktivitou je
OSW1 (V), derivét cholesterolu s cukernym zbytkem v poloze
1600 a oxoskupinu v poloze 22. Latka byla izolovdna z cibulek
africké rostliny druhu Ornithogalum a objev jeji struktury
ihned vyvolal odezvu mezi synthetiky, ktefi pfipravili® jeji
aglykon metodou parcidlni syntézy.

Pfirodnimi ldtkami jsou vlastné i diacholesteny typu VI,
protoZe i ty byly izolovany® z materidld nachazejicich se

HO
Vi
HZN\/\/\N/\/\N
H H

Vil

X
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v piirodé (uhli, ropa a ropné sedimenty). Jsou to produkty
transformace sterolt prehistorickych organismi na hlinkdch
za vysokych teplot. Jsou charakterizovany presunem methy-
lovych skupin z poloh 10 a 13 do poloh 5 a 14, coz dokazeme
napodobit v laboratofi, kdyz generujeme karboniovy ion v po-
loze 5. Vynalézavost i uspornost pfirody v tomto smyslu je
obdivuhodnd. Napf. kalikoferol D —latka VII, izolovand z ko-
rejské gorgonie’ rodu Muricell, je jen mirné modifikovanym
vitaminem D (VIII), a piesto ptisobi proti virim Herpes sim-
plex I a Il a proti viru détské obrny.

Pojem piirodni ldtky Casto implikoval rostlinny ptvod
téchto latek, coz nebylo zcela presné. Je pravdou, Ze extra-
hovat plevel rostouci na zahradé bylo kdysi jednodus$si nez
izolovat vysoce poldrni latky ze zvifecich tkdni, ale se vzrls-
tajici kvalitou separacnich technik rostly i ambice pfirodovéd-
cli. Izolace® steroidntho triaminu — skvalaminu (ZX) vyZa-
dovala techniky vzddlené tradi¢n{ steroidni chemii, kterd vét-
§inou pracuje s latkami lipofilnimi. Prace byla stimulovdna
jeji aktivitou: skvalamin je totiZ Sirokopdsmové antibiotikum
s kancerostatickou a antivirovou aktivitou (pasobi i na herpes-
vir a vir HIV).

Dal$im motivem izolace pfirodnich ldtek bylo ovéfovani
metabolismu jinych pfirodnich ldtek. Tak byl izolovdn 7o-hy-
droxycholesterol a prokézénlo jako intermedidt v biosyntéze
cholovych kyselin. Zjisfovdni metabolismu md vedle teore-
tického vyznamu i vyznam prakticky: ze znalosti metabolismu
je mozno lokalizovat zdroj eventuelnich odchylek u pacientt
a pristoupit k patfi¢né 1écbé. Napt. 19-hydroxylovand cholovd
kyselina X (R = OH, obr. 6) byla v malém mnozstvi izolovéna''
z neonatdlni moci, ale u dospélych byla takova hydroxylace
pozorovéna jen u pacientl s poSkozenymi jatry. Pro potvrzen{
navrzené struktury byla opét pouzita parcidlni syntéza. Kli-
¢ovymi stupni byla dehydratace chranéné kyseliny cholové X1,

Vil
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Obr. 6. Funkcionalizace polohy 19 (Ac = acetyl)
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adice kyseliny bromné na Aolefin XII a fotochemicky kata-
lyzovana oxidace anguldrni methylové skupiny v bromhydri-
nu X/II octanem olovic¢itym, ndsledovand redukci bromepoxi-
du X1V zinkem a pak hydrogenaci.

Pro studium osudu biologicky aktivnich steroidd v orga-
nismu je Casto potieba kvalitativni a kvantitativni diikaz pti-
tomnosti nepatrnych mnozstvi téchto litek v biologickém
materidlu. Imunologické metody (napf. radioimunologicka
analyza, RIA) muze tyto sluzby poskytnout. Piiklad zfedént,
s nimz RIA pracuje, byl publikovdn pfed letnimi olympij-
skymi hrami: citlivost metody je takova, Ze by dokdzala pfi-
tomnost kostky cukru ve velkém olympijském plaveckém
bazénu.

Steroidy ale reprezentuji pfili§ malou molekulu v téle, aby
samy byly imunogenni. Proto se pfi vyvoji testd pro imunitni
stanoveni steroidni latky funkcionalizuji (napf. zavedenim
vhodného ,raménka®, anglicky ,,spacer) na derivity (tzv.
hapteny), které se pak kovalentni vazbou navdzZou na molekulu
vhodné bilkoviny (napf. na hovézi imunoglobulin). Vznikly

AcO

Obr. 7. Pfiprava hapteni s raménkem v poloze 19
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produkt (imunogen) slouzi k vyvoldni imunitni reakce v po-
kusném zvifeti, z jehoZ krve jsou pak piislusné protilatky
ziskdvany a diagnosticky vyuZivdny. Celosvétoveé rozsifené
pouzivani imunoanalyzy ve sportu i v 1€kaiské diagnostice je
tak zcela zavislé na produkci vhodnych haptenti.

Raménkem, které pak zprostfedkuje kovalentni vazbu me-
zi analytem a bilkovinou, je napt. volny karboxyl. Umisténi
tohoto raménka v molekule steroidu je kompromisem mezi
chemickou dostupnosti takové funkcionalizace a pozadavkem
specificity protilatky. Ma-li protildtka reagovat pokud moz-
no pouze na hledany analyt, musi byt v haptenu zachovany
vSechny funkéni skupiny esencidlni pro danou aktivitu a ra-
ménko musi byt umisténo co nejdéle od téchto esencidlnich
skupin. Polohy 7 a 11 jsou vzddleny od funk¢nich skupin A
i D-kruhu. a tak jsou ¢asto vyuzivany pro zakotveni takového
raménka. Napf. pro stanoveni allopregnanolonu (XVa, R = H,
obr. 7) bylo nutno pripravit hapten XVb (R = CO(CH,),COOH),
ale cesta k nému musela byt zahdjena mikrobielni hydroxylaci
vhodného intermedidtu do polohy 110. Minimdln{ zkiiZenou
reaktivitu (cross reactivity) — tedy soucasnou vazbu ldtek
podobnych — ¢asto zajistuje umisténi raménka do polohy 19,
coz neni z hlediska syntetické pfistupnosti nejjednodu$sim
dkolem: pii vypracovani RIA testu pro dikaz liatky XVia (R =
H,) bylo tieba pfipravit hapten XVIb (R = NOCH,COOH)
a kli¢ovym stupném'? v jeho piipravé byla opét fotochemicky
katalyzovand oxidace bromhydrinu, tentokrat latky XVII na
6f,19-oxidoderivat XVIII jeho ndslednym §tépenim.

Vazebnym raménkem byvaji napt. karboxymethyloximi-
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no- (CMO), karboxymethyloxy- (CME), hemisukcinyloxy-
(HMSO) a podobné skupiny. U kazdého analytu je Zadouci
pripravit odliSné hapteny pro imunizaci zvitete a pro piipravu
radioligandu, aby se potlacila moznost, Ze by nalezend pro-
tilatka byla specifickd spi$ pro ono raménko neZ pro vlastn{
analyt. Hapteny jsou vyuzivany i v afinitni chromatografii.
Tak pti patrani po receptoru piirodniho brassinolidu byl pii-
slusny brassinosteroid pfipojen k bilkoviné T-aminoalkyl-
esterovym raménkem.

4. Steroidni evergreeny

Pisné vécné zelené jsou ty, které zazdii, po ¢ase omrzi
a pak v novych podminkach jsou kazdou novou generaci nové
objevovany. Jsou to napf.:

Estrogeny

Jednou z aktudlné sledovanych, ale divno zndamych latek
je estradiol (estra-1,3,5(10)-trien-3,17B-diol, XIX). U fertil-
nich Zen je skoro vyhradné produkovdn ve vajecnicich fi-
zenych tzv.folikuly stimulujicim hormonem (FSH) a jeho
funkce v reprodukénim cyklu je dobfe zndma. Pomérné ne-
ddvno se ale ukdzalo, Ze estradiol hraje vyznamnou roli v me-
tabolismu lipidd (a tim i ve vyskytu kardiovaskuldrnich cho-
rob), v metabolismu kosti (estradiol stimuluje ¢innost osteo-
blastd a inhibuje aktivitu osteoklastti, ¢imZ chrani kost pied
osteopordzou), ve vyzivé sliznic (s diisledky gynekologicky-
mi, urologickymi, dermatologickymi a otorhinolaryngologic-
kymi) a ve funkci mozku. Dlouho jsou zndmy psychické
diasledky nadprodukce estrogenti (ndladovost, deprese, nespa-
vost, predrazdénost, nesoustiedénost), nove byla pozndna neu-
roprotektivni'? role estrogenti v mozku: klinickd zkuenost
ukazuje, Ze vyssi hladina estrogent chrani pred ndstupem
i postupem Alzheimerovy choroby a obecné pted poskozenim
mozku. Mozek dokonce sdm v piipadé urcitého poskozeni
zvySuje jak produkci estrogend, tak produkci estrogennich
receptord v misté poranéni. Mechanismus tohoto ochranného
plisobeni neni zatim znam, nékteii autofi'* spekuluji o tom, e
estradiol modifikuje strukturu bunéénych membran.

VSechny tyto oblasti jsou zasaZeny pfi menopauze, pfi niZ
dochazi k definitivnimu pferuseni cyklickych interakci mezi
vajecniky, hypothalamem a hypofyzou, pfi niZ uz vajecniky
nereaguji na gonadotropni stimulaci, neprodukuji estrogeny
ani progesteron a negativni zpétnd vazba k hypofyze je zru-
Sena, coz vede k vysoké hladiné LH a FSH hormonti. Estro-
geny pak s nizkym vytézkem produkuji jen nadledvinky, a to
aromatizaci androstendionu.

goe

XX1
Obr. 8. Antiosteoporoticky pusobici steroidy
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pri zkouskach na mnoha tisicich pacientek, kde vedle pitiz-
nivych kosmetickych uc¢inkd, vlivu na kardiovaskuldrni sou-
stavu a dlevu vSech postmenopauzdlnich pifiznakd (promén-
livé ndlady, ndvaly a bolestivost styku) byly diskutovany
i dalsi pozitivni i¢inky. Nové byl prokdzan tcinek estrogend
na prevenci osteopordzy: kost je zivou soustavou, v nizZ se
znova a znova ustavuje dynamickd rovnovaha mezi tvorbou
novych bunék a resorpci bunék starych. U Zen ve fertilnim
obdobi je takto “remodelovdno,, 10 az 25 % kostni hmoty
roéné'®. Pokud nejsou receptory estrogenti v t&chto buiikdch
syceny estradiolem — af uz vlastnim nebo medikovanym,
proces resorpce starych bunék probihd rychleji nez tvorba
bunék novych.

Zasah do hormondlni rovnovdhy byvad vzdy riskantni.
Nezadoucim vedlej$im ucinkem poddvani estradiolu po me-
nopauze je zvysené riziko vyskytu rakoviny délohy. V sou-
Casné praxi se uz poddva samotny estradiol jen pacientkdm bez
délohy. Ostatni pacientky dostdvaji s estradiolem i subfyzio-
logické mnozstvi gestagenu (napt. 17B-acetoxy-170-ethinyl-
-19-norandrost-4-en-3-on, ,,norethisteronacetdt”, XX), ktery
riziko rakoviny délohy vyrazné omezuje. Tato terapie byla
ovétfovdna fadou studii na mnoha desitkdch tisic pacientek
a ukazuje se, ze bonus kardiovaskularni ochrany a sniZeni
rizika rakoviny tlustého stfeva je mnohem vyznamné;jsi, nez
je riziko rakoviny délohy. I kdyz odhlédneme od zlepsené
kvality Zivota uzivatelek hormondlni substituc¢ni 1écby (HRT),
ukazuje se, Ze v dlouhodobém pohledu je ptezivani téchto
pacientek vyznamné vyS$$i nez u zen hormondlni substituci
neuil’vajl’cfchm.

Steroidni chemie reagovala na zvySenou poptdvku po anti-
osteoporotickych 1écich syntézou a testovdnim fady analogd
estrogent. Dobré renomé si v tomto sméru ziskal Premarin,
coz je estrogenné ptisobici smés ziskdvand z moci bfezich
kobyl. Pfevdznou vétsinu tvoii dehydroestron a dehydroestra-
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XX
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Obr. 9. Dalsi latky pouZitelné v boji proti osteoporéze

dioly s jednou dvojnou vazbou v poloze 7 (ekvilin XXI a pfi-
slusné 17-alkoholy, obr. 8), nebo dvéma dvojnymi vazba-
mi v B-kruhu (ekvilenin a pfislusné 17-alkoholy). Nové se
tvrdi'’, Ze isomer ekvilinu s dvojnou vazbu v poloze 8 (9)
(XX11, ,,8-dehydroestron®) je sice fddové méné tic¢inny v déloze
a v prsu, ale zato 10x dcinné&jsi v kosti. Jinak pfevlddd ndzor,
Ze nejucinnéjsim estrogenem v tomto sméru je ekvilin (XX7),
ktery ma u ¢lovéka mensi hormondlni aktivitu nez estradiol,
a tim vyssi terapeutickou dc¢innost na kost.

Farmaceuticky priimysl zatfm reagoval po svém na poten-
cidl estrogenti sniZit riziko osteopordzy u postmenopauzélnich
zen. Vedle pilulek, gelu a riznych ndplasti obsahujicich t4-
dové miligramova mnozstvi klasického estradiolu a syntetic-
kého gestagenu na den, byly vyvijeny nové analogy. Za vSech-
ny uvedu 70,17B-dihydroxy-19-norpregn-5(10)-en-20-in-3-
-on (XXIII, Livialls). Meéfeni ukazuje zddouci ndrist kostni
hmoty béhem jednoho roku léceni. Litka pfitom stimuluje
hypothalamo-hypofyzéarni systém tak, Ze vasomotorické poru-
chy (ndvaly, poceni) jsou potlaceny, hladina endorfint je
obnovena, ale endometrium (tedy nechténé krvaceni) stimu-
lovéno neni.

Steroidni chemici byli jen jednou ¢dsti tymi, které osteo-
porézu naziraly z mnoha riznych tihld, aby bylo moZno inter-
venovat pfi vzniku choroby v rznych stadiich vzdjemné
souvisejicich procesi. Tak napf. zvySeni doddvky vdpenatych
soli do kosti zarucovala zvySend resorpce vdpniku ze stiev,

927

Referaty

které bylo dosahovano podavanim peptidického hormonu kal-
citoninu. Podobny efekt, byt dosahovany jinym mechanis-
mem, mély kalcium chelatujici bifosfonaty jako etidronat
(XXIV, obr. 9) a jeho analogy. Jejich dlouhodobé pouzivani
piindsi vsak jind rizika: tyto latky jsou soucasné inhibitory
biosyntézy steroidi'®.

V rostlinné 1i§i byla pozndna fada fytoestro%enﬁ, jejichz
estrogenni aktivita nebyla vzdy zcela zidouci®?'. Jednim
z fytoestrogend je kumestrol (XXV), je tak strukturné podobny
estradiolu, Ze ho mlizeme pojmenovat steroidni nomenklatu-
rou. I u ipriflavonu (XXVI) jsou popisovany>* protektivni
uc¢inky vici kosti. Péstitelé stad si ov§em kvality kosti svych
jateCnych zvitat priliS neceni, zato ztratu jejich plodnosti
zpusobovanou fytoestrogeny nesou nelib¢.

Pii testovani vlivu vSech moznych kombinaci zndmych
latek na kost bylo zjisténo, Ze tzv. tamoxifen (XXVII), ktery
v prsu funguje jako antiestrogen (tedy inhibuje rist estrogen-
-dependentnich nddorti), v kosti plsobi jako estrogen, tedy
udrzuje vysokou kostni hmotu. Tamoxifen vzdédlené piipomi-
nd estradiol, jeho modernéjsi verzi je ve vodé rozpustnéjsi
derivat raloxifen, ktery zase md nepfiznivé icinky na centrdln{
nervovou soustavu. V kosti ale plisobi pfiznivé, tlumi ¢innost
osteoklastli, ma tedy antiresorptivni ucinky.

Je tieba fici, Ze na rozdil od receptorti jinych hormond jsou
estrogenni receptory nejméné ndro¢né na presné dodrzeni
struktury (teprve neddvno byla pomoci rentgenografické ana-
lyzy studovéna struktura komplexu estradiolu a jeho recep-
toru®). Antiosteoporotickd aktivita byla nakonec nalezena
i u estradiolu nepfili§ podobného antigestagenniho preparatu
RU486 (XXVIII, , mifepristone*), ktery je jinak pouzivén jako
abortivum.

DHEA

Jinou latkou, které se v nedavné dobé dostalo obrovské
pozornosti, je DHEA (dehydroepiandrosteron, tj. 33-hydroxy-
androst-5-en-17-on, XXIX, obr. 10). O té se napsalo nékolik
knih napt. Unlocking the Secrets to the Fountain of Youth nebo
materidly z konference newyorské akademie véd vénované
této latce®®. V souvislosti s ni se objevuii epiteta jako ,,pramen
mlddi*, ,,matka vSech hormoni‘ apod. Tato ldtka patii mezi
tzv. ,orphan drugs®, tedy latky, které svého Casu nebyly
komeréné vyuzity jen proto, Ze se staly vefejnym majetkem,
a Z4dnd firma tedy neinvestovala do jejich vyvoje, protoze
neméla zarucenu ndvratnost svych investic. Neddvno ale byl

0]
HO R
XXIX: R=H O
XXX: R = a-OH
XXXII: R = B-OH
HO @]

XXXT
Obr. 10. DHEA a jeho derivaty
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vyvoj téchto ,,sirotéich* latek podpoten z federdlnich zdroji
a to mohl byt impuls k novému zdjmu.

DHEA byla poprvé izolovdna v roce 1934 a jeji strukturu
vyfesil ve stejném roce Ruzicka. Po mnoho dekdd byla pra-
myslovou surovinou pro vyrobu steroidnich hormont a jejich
syntetickych ekvivalentd. V téle byl tento metabolit choleste-
rolu povazovdn za rezervni stavebni materidl, z néhoz si télo
v piipadé potieby vybudovalo jiné potfebné ldtky, napf. tes-
tosteron nebo estradiol. Mimochodem, DHEA je vedle cho-
lesterolu nejrozsitenéjSim steroidem v lidském téle.

Zadna vlastni fyziologickd funkce nebyla u DHEA pied-
poklddana ani pozdéji, kdy bylo zjisténo, Ze napf. jeji nedo-
statek DHEA v plazmé t&sné koreluje s atherosklerosou®.
Hvézdna drdha této latky zacala studiem steroidniho metabo-
lismu krys, pfi némz se ukazalo, Ze tiebaze krysi nadledvinky
tuto ldtku viibec neprodukuji, v jejich mozku se vyskytovala
ve velkém mnozZstvi. Radioaktivni DHEA, vpravend do krysi-
ho mozku, byla vyplavena béhem 20 hodin, takze vysoka
hladina DHEA v mozku nemohla byt ddna selektivnim skla-
dovdanim DHEA produkované v extraadrendlnich zdrojich.
Tak vznikla predstava o neurosteroidech, které si mozek pro-
dukuje sdm pro svou vlastni potiebu.

Clovék mé nejvyssi hladinu DHEA v mladi (mezi 20. a 30.
rokem), v 70 letech md uz jen 20 % hladiny svého mladi.
Plazmatickd hladina DHEA byla u obyvatel domov diichod-
cli nepifmo timérnd ptitomnosti mozkovych syndromt a stup-
ni jejich zdvaznosti. DHEA in vitro zvySovala pteZivani neu-
rond a gliovych bunék, in vivo zlepSovala paméf a retenci
starych mysi. SniZzovala vékem dané dsledky pro imunitn{
systém a chrdnila degeneraci hippokampu zptisobovanou glu-
kokortikoidy. Mechanismus nékterych téchto ucinkd byl ten-
tativné vysvétlovdn inhibici pentosového cyklu, ktery miize
byt zdrojem volnych radikdld, a regulaci produkce IL6 a IL10,
kterd roste s vékem. Stimulace imunity neni pravdépodobné26
plsobena piimo DHEA, ale jejimi metabolity: DHEA se ¢ds-
te¢né metabolizuje nejprve na 7o-hydroxyderivat XXX, ten se
oxiduje na 7-oxoderivét XXXI, a ten se redukuje na 7B-hydro-
xy-DHEA (XXXII). Z latek XXIX az XXXII m4 aktivitu anti-
glukokortikoidni jen latka 7B-hydroxyderivat XXXII.

Ve svété nadbytku, kde jednou z civilizacnich chorob je
obezita, se stal velkym motivem pro studium d¢inkd DHEA
jeji antiobezitni uc¢inek. DHEA totiZ patii mezi tzv. ergosteroi-
dy, tedy latky, které stimuluji spdleni piijaté potravy bez
ukladani rezerv. Dociluji toho tim, Ze indukuji tvorbu mito-
chondridlni dehydrogenasy glycerol-3-fosfatu a glukoso-6-
-fosfatasy®’. Tento efekt nakonec nebyl u lidi tak markantni
jako u krys prave proto, Ze pro krysu byla DHEA na rozdil od
¢lovéka velmi nedostatkovou komoditou.

Uz v ktzi dochézi k hydroxylaci steroidi do polohy 7a,
proto byl vysloven piedpoklad, Ze transdermadlni aplikace je
Uc¢innéjsi neZ perordlni nejen proto, Ze tim se vylouci ztratova
cesta zazivacim ustrojim, ale i proto, Ze uz v procesu resorpce
je DHEA cdstecné konvertovana na ucinnéjsi metabolit.

Jednou véci bylo nalezeni korelace mezi hladinou DHEA
a vékem, jinou véci je moznost jejtho vyuziti v terapii, tedy
moznost zpomalit starnuti mozku dlouhodobou suplementaci
DHEA. U krys se tento piiznivy efekt potvrdil, tfebaze zvySse-
nd kortikalni peroxidace signalizovala ur¢ity negativni vedlej-
jimz v zildch normdlné koluje o nékolik fadi vic DHEA.
Pokusy na dobrovolnicich®® (byla to nase DHEA a nasi dob-
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rovolnici) ukazaly, ze DHEA dobre pronika do téla i z emul-
gelu a uz po tydenni aplikaci pfiznivé ovlivnila fadu endokrin-
nich parametr(: byly sniZeny hladiny testosteronu, estradiolu
a ,,celkového cholesterolu®, zvlasté¢ LDL, a zvySeny hladiny
LH, HDL-cholesterolu a apolipoproteini A-I. Celkovy athe-
rogenni index prudce klesl. Zd4 se, Ze vSechny pozitivni efekty
maji dva zdkladni koteny: schopnost DHEA ovlivnit hospo-
dafeni s lipidy (kardiovaskuldrni efekty, obezita, imunita)
a schopnost modifikovat ¢innost mozku.

Nevyhodou dlouhodobého poddvani je skute¢nost, Ze DHEA
mize byt v téle konvertovdna na testosteron a nakonec na
estradiol. Umisténi oxoskupiny do allylové polohy za vzniku
dionu XXXI (7-oxo-DHEA) zmensilo moznost konverze na
tyto hormony, navic je 7-oxo-DHEA ve svych nehormondl-
nich téincich jeité silngjii®. Divodem vysii aktivity dionu
mize byt i to, Ze u 7-ketonu je potlacena aromatizace DHEA,
kterd je z hlediska aktivity ztritovd. U¢inek DHEA a jeji
7-ketonu je v soucasné dob¢ intenzivné studovén na riznych
Iékarskych — hlavné gerontologickych a endokrinologickych
pracovistich.

Dil¢i vysledky prokazuji, Ze poddvdani DHEA zptsobuje
u experimentalnich zvifat a nékdy i u lidi zvyseni imunity™
vuci virové infekci, kardiovaskuldarnim chorobam a rakovi-
né prsu. Hladina DHEA pozitivné koreluje s hladinou ,,insu-
lin-like* ridstového hormonu. Neéktefi tcastnici konference
o DHEA tvrdili, Ze DHEA je multifunkéni steroidni hormon,
ale jini poukazovali na to, Ze nemize byt hormonem, kdyZ nen{
mozno nalézt specificky receptor pro DHEA. Tiebaze mtze
byt metabolizovdna na testosteron a estradiol a jejich derivaty,
plny tc¢inek DHEA neni mozno vysvétlit pouhou konverzi na
kterykoliv zndmy hormon.

Biologické a elektrofyziologické experimenty prokazova-
ly, Ze DHEA je silnym allosterickym inhibitorem y-aminomad-
selné kyseliny (subtyp A, GABA ), a jako takovy napf. miiZze
zlep$it pamét nebo piiznivé ovlivnit pribéh Alzheimerovy
choroby. Pritom bylo zfejmé, ze DHEA, resp. jeji transportn{
forma — sulfét (v literatufe oznacovand jako DHEAS), je nejen
po cholesterolu nejcetn€jSim steroidem v téle, ale Ze je jako
neurosteroid produkovéna i v mozku.

Zcela neddvno byl nalezen receptor DHEA, jehoz neexis-
tence byla dosud argumentem proti tvrzeni, Ze DHEA je
opravdu hormonem. Receptor byl nalezen v endothelidln{
vystelce cév. Tento receptor aktivuje intracelularni G-protei-
ny a endothelidlni synthasu oxidu dusnatého, coz piibliZuje
DHEA uéinku zndmé Viagry®'.

Feromony

Skutecnost, Ze mezi steroidni latky patfi i tzv. feromon
kance (XXXIII, boar pheromone), je zndma ddavno. Byl pozndn
jeji efekt, ktery byl ddajné ve svété vyuzivan ve velkych
chovech prasat. Ten spociva v tom, Ze prasnice zaujme jinou
polohu, kdyz uciti tento feromon a soucasné uciti dotyk na
zddech v dobé pro oplodnéni optimdlni a v dobé mimo estrus.
To mélo detegovat fiji, a tak zamezit zbytecnému Ziven{
neplodicich zvitat. Ve velkochovu bylo ddajné problémem
urceni vhodné doby pro pfipusténi samce. V soucasné dobé se
tato technika nepouzivd, pro detekci staci ptivést onoho samce
na ukdzku a pak se dotknout citlivych mist na zadech, aniz by
chemici museli pfipravovat smrduté latky.

Dvojnd vazba do polohy 16 se zavadi bud bromaci na
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160-bromketon, XXXV, redukci na bromhydrin XXXV a jeho
debromaci na olefin XXXIII, nebo Bartonovou metodou pre-
vedenim ketonu na tosylhydrazon XXXVI, jeho oxidaci jodem
a halogenolyzou jodu v latce XXXVII. Zmiiiuji se o této ddvno
zndmé latce proto, Ze se jednak ukazuje, Ze feromon kance
a jeho derivaty neprodukuji jen ¢tyinozi samci, jednak proto,
ze role feromont je studovdna ve stdle hlubsich souvislostech.
Udajné Zeny citici androgenni pach aktivuji hypothalamus
v preoptické oblasti a ve ventromedidlnim jadru, zatimco muZzi
citici estrogenni pach aktivuji hypothalamus v paraventriku-

larn{ oblasti a v dorsomedidlnim jzidru32.

5. Syntéza prirodnich latek steroidni rady

V dobdch z hlediska chemie historickych bylo bézné, ze
na zdkladé urcitych nalezenych dat a analogii s blizkymi
latkami a cCasto s pfihlédnutim k pravdépodobné biogenezi,
byla navrzena jeji struktura, kterd pak musela byt potvrzena
(¢i vyvrdcena) vstiicnou syntézou. Tento pfistup je v soucasné
chemii méné bézny, ale jsou situace, kdy je experimentdlné
nejjednodussi. Strukturni dikazy pomoci vstifcné syntézy
vychdazeji z hypoteticky odhadnuté struktury a pak korelaci
neboli pfevedenim standardnimi postupy na latku jiZ zndmou.
Tato metoda je pomérné jednoducha u klasickych steroidnich
skelett, u produkti komplexnich presmyku.

Piikladem vstiicné syntézy>> miize byt potvrzeni (24R)-
-konfigurace shora uvedeného skvalaminu (ZX). Vychozi lat-
kou byl stigmasterol (XXXVIII, obr. 11), ktery po ochrané
kruhti A a B byl ozonizovdn na 22-aldehyd (XXXIXa, R =
CHO). Aldehydicka skupina byla zredukovdna na hydroxy-
lovou, primdrni alkohol byl pfeveden na jodid, ktery reak-
ci s fenylsulfinatem poskytl ptislusny sulfon (XXXIXb, R =
CH,SO,CHs).

Druhd slozka budouciho postranniho fetézce skvalaminu
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Obr. 11. Stigmasterol a jeho modifikace

XLIT

Obr. 12. Vystavba postranniho retézce skvalaminu

byla ziskdna z valinu takto: pfirodni aminokyselina (tedy
L-valin) byla diazotaci s inverzi konfigurace prevedena na
hydroxykyselinu, kterd byla redukovdna na diol hydridem
lithnohlinitym, tosylchloridem dehydratovdna na (R)-epoxid
XL (obr. 12). Solvolyza tohoto epoxidu lithnou soli vyse
uvedeného sulfonu XXXIXb byl epoxidicky kruh otevien na
méné substituovaném uhliku za vzniku prislusného (24R)-24-
-alkoholu XLI.

Aminovy fetézec byl ke steroidnimu skeletu pfipojen ve
stadiu ketonu XLI1, vznikla Schiffova baze byla hydrogenova-
na na dva produkty: 3B-aminoderivit (24R)-fady byl shleddn
totoznym s nativnhim skvalaminem, zatimco analogicky pro-
dukt ziskany z enantiomerniho epoxidu byl zfetelné odlisny.
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2-Methoxyestradiol

Jiny metabolit, ktery byl izolovdn, a navrzend struktu-
ra potvrzena syntézou, je 2-methoxyestradiol (XLIII). Vétsi
mnozstvi latky, které poskytla nova syntéza®*, umoznilo po-
drobné zkoumadni aktivit. Tento metabolit vykazuje kancero-
statickou aktivitu, zatfmco dals$i metabolit estradiolu, 4-hydroxy-
estradiol, md aktivitu opacnou. Ta se vysvétluje oxidacina3,4-
-chinoidn{ derivat XLIV, ktery se vdZe piimo se slozkami DNA.

Cefalostatin
Chemické modifikace steroidniho skeletu jsou dnes uz
propracovany tak, ze je mozno funkcionalizovat jakoukoliv

polohu steroidniho skeletu. Vzhledem k tomu, Ze steroidy jsou
tu dnes diskutovdny jako pfirodni latky, zcela pteskocim

South 1+
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nekteré Cisté syntetické oblasti steroidni chemie, které rovnéz
byly rozvijeny v poslednich dvaceti letech. Napf. o funkcio-
nalizaci neaktivovanych poloh steroidniho skeletu se mohou
zdjemci docCist v souhrnném &lanku®.

Pretrvdvajici problémy stdle spocivaji v neslucitelnos-
ti podminek potiebnych pro zavedeni nové funkcéni skupi-
ny s vlastnostmi ¢i stabilitou pfitomnych funkénich skupin.
I v tom ucinila organickd syntéza obrovsky pokrok, kdyz si
uvédomime, Ze v ptivodni steroidni chemii existovalo jen par
zdkladnich trikli, jak separovat reaktivity shodnych funkénich
skupin: parcidlni oxidace, parcidlni redukce, selektivni acyla-
ce, selektivni hydrolyza a hydrogenolyza.

Cefalostatin 1 (XLV, obr. 13) byl v roce 1998 uveden™jako
jedna z ,,nejmocnéjsich protirakovinnych latek, které kdy
testoval americky National Cancer Institute®. EDy této ldtky
vi¢i riznym druhtim nddor a leukemif se 1isi, latka je ale vzdy
uc¢innd v davkdch nanomold na ml. Cefalostatiny jsou steroi-
dem substituované pyraziny. Byly izolovdny z mnohostéti-

vvvvvv

dickém ocednu. Strukturné blizké ritteraziny byly izolovdny
z druhu Ritterella tokioka Zijiciho na japonském pobiezi. Cel-
kem bylo izolovdno pfes 40 riiznych variaci na toto téma.
Klinické zkousky byly brzdény nedostatkem pfirodniho
materidlu, ktery je pochopitelny pfi nizké koncentraci téchto
latek v piirodé. Napi. pro 100 mg cefalostatinu bylo tfeba
v hloubce 80 metrt, neni jednoduchy, protoZe v téchto vodach
je doma napft. zralok bily. Syntéza téchto litek md velky
vyznam pravé pro moznost studia jejich biologickych vlast-
nosti. Vychdzela z acetdtu hekogeninu (XLVI), ktery rovnéz

,.North 1¢

OH XLV, cefalostatin 1

H,COCO

XLVI
Obr. 13. Cefalostatin 1 (XLV) a vychozi hekogeninacetat (XLVI)

XLVl
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obsahuje zde typickou 12-oxoskupinu, spiroketalovy systém
anelovany ke kruhu D a substituci v kruhu A. Ale jen interme-
didt s 3-ketoskupinou (XLVII), kterd byla potiebna ke spojen{
dvou molekul pfes pyrazinovy kruh, byl pfipraven ve 28 az 33
reak¢nich stupnich a vytéZek ¢inil 1 az 3 %.

Cefalostatinim jsou strukturné blizké ritteraziny (napf.
ritterazin G, XLVIII, obr. 14). Diky menSimu poctu kyslika-
tych substituentd ve spiroketalovém systému jsou synteticky
pristupnéjsi nez cefalostatiny, pfi cemz jejich aktivita je v né-
kterych piipadech témér stejnd.

Strukturni variace se lisi strukturou spiroketalovych ¢asti.
Napt. cefalostatin 1 (XLV) je tvofen pravou horni ptilkou (tzv.
North 1) alevou dolni ptilkou molekuly (tzv. South 1). Ukazu-
je se, Ze jedendct nejucinnéjsich analogl obehrava tyto dvé sho-

,»oouth 7%

N -, OH

L L

Obr. 14. Ritterazin a zptsob piipravy diazinu

O
Jf/h
i LI, fotohekogenin
\ /ioﬁg/

Lv Lir

XLVI

Obr. 15. Zavedeni dvojné vazby do polohy 14
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ra uvedené jednotky a jesté dalsi dvé: ,,North G* a ,,South 7.

Konstrukce centrdlniho pyrazinového cyklu se provadi
riznym zplsobem. V tomto piipadé byl vychozi 3-keton
budouci ¢dsti South 7 pteveden na 20-azidoketon /L a vychozi
3-keton budouci ¢dsti North 1 byl pfeveden na 2o-amino-3-
-methoxyiminoderivat L. Pii zvysené teploté a za kyselé kata-
lyzy 5pak dochdzi k zddouci cyklizaci na pyrazin XLVIlia
(cit.*®).

Tyto vychozi komponenty zase autori pripravovali takto:
z pfisluSného 3-ketonu bromaci ziskali pfisluSny 2a-bromke-
ton, ktery byl solvolyzovdan na zddany 2o-azidoketon /L.
Druhd slozka stejnym postupem vedla k analogickému azido-
ketonu, ktery s reagoval s hydrochloridem N-methylhydroxyl-
aminu.

,.North 1

T

XLVIII, ritterazin G

O

XLVila

LII, lumihekogenin

|
— L
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Obr. 16. Modifikace spirostanové ¢asti hekogeninu

Kuriozni byl zpisob zavedeni dvojné vazby do polohy 14.
Fotolyzou hekogeninacetatu (XLVI) vznikla rovnovazna smeés
fotohekogeninu (LI, obr. 15) a lumihekonegninu (LII), kterd
za podminek Prinsovy reakce po mnoha pokusech o optima-
lizaci poskytla 120.,14B-diol LIII. Oxidace a dehydratace na
nenasyceny keton LIV pak probéhla bez komplikaci.

Spirostanovy skelet hekogeninu se mirné 1i$i od pozado-
vaného spiroketalového zbytku v cefalostatinu i ritterazinu.
Transformace spirostanového derivétu na ritterazinovy byla
pivodné zamyslena na podobném principu, na jakém je zalo-
Zena degradace diosgeninu pifi vyrobé steroidnich hormont:
tam se spiroketal $té€pi pfi 200 °C puisobenim anhydridu kyse-
liny octové. Tato reakce u 14B-hydroxyderivétu nevedlak cili.
Proto bylo nutno v hekogeninu nejprve modifikovat onu spi-
roketalovou strukturu a teprve potom fotolyzovat 12-oxoderi-
vit s cilem zavést pozadovanou dvojnou vazbu do polohy 14.
Nasledujici schéma popisuje princip této transformace: spiro-
ketalové seskupeni vychoziho hekogeninacetdtu XLVI bylo
otevieno dichloracetanhydridem na nenasyceny dichloracetat
LV (obr. 16, X=Cl,LHCCOO), a ten byl sérii standardnich
reakci (hydrolyza, tosylace, solvolyza tosyldtu jodidem sod-
nym, dehydrojodace) pfeveden na olefin LVI. K hydrataci
tohoto enoletheru za vzniku furostanu LVII do§lo po mnoha
marnych pokusech s riznymi ¢inidly (octan rtufnaty, trifluor-
octovd kyselina v acetonitrilu) piisobenim vodné kyseliny
octové pri vyssi teploté.

Cefalostatiny obsahuji ve svych dvou spiroketalovych sku-
pindch jesté dalsi hydroxylové skupiny, metodiku zaveden{
téchto skupin si miize eventuelni zdjemce piecist v origindln{

OH

HO

Lvir

LIX
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literatute®”. Prezentace t&chto klicovych stupiitt méla jen fado-
vé ukdzat slozitost syntetickych postupti v dané oblasti.

6. Syntéza analogi biologicky

aktivnich steroida

Vedle syntéz piirodnich liatek jsou v laboratofich casto
pripravovany latky mirné modifikované — napf. ptitomnosti
radioaktivniho prvku. Derivaty znac¢ené deuteriem nebo tri-
tiem jsou pouzivdny pfi diikazech metabolismu jednotlivych
prirodnich latek. Jindy tyto derivaty maji funkci diagnostic-
kou. Je napf. zndmo, Ze nddory hormon-dependentnich tkdn{
jsou v casnych stadiich dobfe manipulovatelné pisobenim
antihormond, v pozdéjsich stadiich je jiz takova terapie ne-
ucelnd. Proto byl pfipraven 160-["*F]fluoroestradiol (LVIII)
a pacientka, jiz byl poddn, byla sledovana pozitronovou emis-
ni tomografii (PET). Ta ukdzala, zda ve tkdni jsou jesté funkcni
estrogenni receptory a zda tedy md 1écba antihormonem nad¢ji
na dspéch.

V posledni dobé se v syntetické steroidni chemii stéle vic
uplatiiuje trend, ktery Dr. Jaroslav Kalvoda z CIBY formulo-
val takto: ,, Dnes uZ publikace steroidni syntézy bez biologic-
kych dat piisobi skoro neslusné.“ Ubyva cCisté metodickych
praci, v nichZ steroidni skelet byl pouZit jako cvicnd loucka
pro demonstraci ur¢ité nové reakce, na druhé strané pribyva
praci, v nichz chemie sice nenf pfili§ vzrusujici, ale jejichz
cenu déld biologicka aktivita takto ziskanych produktt. Ste-
roidni chemik si uz nevystaci sam, stdle vic potiebuje spolu-
pracovniky v biologickych oborech, ktefi dokdzi, ale hlavné
jsou ochotni naplno spolupracovat.

Prdce mnoha tyma vede k upfesnéni strukturnich pozadav-
ka té které biologické aktivity. Jeden z mnoha impulzd, které
steroidni obec ovliviiovaly ve snaze o zlepSeni aktivity ptirod-
nich latek, byla potieba separace aktivit ptivodné sprazenych

COCH,
«COCH,

OH

Cl

LX1
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Obr. 17. Stabilnéjsi analog prirodni latky

dohromady. Nechci jen pripominat historicky ptiklad andro-
genni aktivity, kterd byla pozdéji separovdna na tzv. Cisté
androgenni (rozvoj pohlavnich orgdnt i sekunddrnich pohlav-
nich znaku) a anabolickou aktivitu (ukon¢ovdni rastu dlou-
hych kosti, budovani svalové hmoty). Mdme i pfiklady novéj-
§i: nestoron’® (LIX). Ten pravdépodobné nahradi jiné gestage-
ny v ordlnich kontraceptivech. Dosud pouzivané gestageny
(3-ketodesogestrel, norethindron, levonorgestrel) maji zbyt-
kovou androgenni aktivitu, jiZ jsou pfipisovdny zmény v hos-
podaieni s lipidy, a v disledku toho vyskytu akné a piirdstku
na vaze. Nestoron v té€chto testech md stejnou gestagenni
aktivitu jako ostatni gestageny, ale jeho androgenni aktivita je
300 az 400 krat mensi.

Hleddni souvislosti mezi strukturou a aktivitou je cestou
pokusu a omylu a pokrok Casto ovlivnila serendipity: napf.
pracovnici firmy Schering svého ¢asu usilovali o vytvoien{
gestagenu s co nejmohutnéjsi aktivitou. Tak byl pfipraven
jejich cyproteronacetdt (LX), ktery nakonec v tomto testu
propadl. Déza s timto prepardtem ziistala stdt na policce a kdyz
byla od stolu s pfedpokladem jisté symetrie v pfirodé koncipo-
vdna predstava antiandrogenni aktivity, byl cyproteronacetat
jednou z mnoha testovanych latek. A ukazal se byt tak dobry,
Ze je pouZzivan pfi 1é¢bé chorob androgen-dependentnich or-
gand dodnes.

Pracovnici farmaceutického primyslu pfitom Zeli soucas-
né praxe, pii niZ je pouziti testd na zvifatech silné¢ omezeno.
Bez nich by ale nikdy nebyla objevena tc¢innost napt. deso-
gestrelu (LXI), protoze do té doby se véfilo, Ze pro aktivitu je
zapotiebi neporuseny )*-3-oxosystém. Desogestrel tedy podle
této teorie nemél byt jakkoliv ic¢inny. Rutinni{ testy na zvita-
tech nastésti tuto teorii vyvrdtily, ale sitem dne$nich testl by
uz desogestrel prosel neodhalen.

Dalsim didvodem pro syntézu analogti je snaha o zvySeni
stability ucinné latky v téle. Napf. tzv. allopregnanolon (3a-
-hydroxy-5o-pregnan-20-on, LXII, obr. 17) je jednim z tzv.
neurosteroidt. Tento neurosteroid ptisobi v mozku inhibi¢né:
vazbou na receptor y-aminomdselné kyseliny (GABA ) zvy-
Suje tcinek tohoto nervového prenasece a zvySuje ttlum ner-
vovych signali, jako je tieba signal bolesti. Uginek alloprega-
nolonu je okamzity, ale rychle odezni: polocas deaktivace je
16 minut. Takové vlastnosti je mozno vyuzit jen pro velice
kratkodobé piipady, jako je tfeba celkova anesteze pii operaci,
kterd musi nastartovat rychle, ale je Zddouci, aby po skoncenf{
aplikace zase rychle odeznéla. ProtoZe v mozku je odhadem
40 % synapsi ,,GABA-ergnich* (jsou ovlivnitelné kyselinou
y-amino-madselnou), je moznd pouZzitelnost této skupiny neu-
roaktivnich latek vétsi nez jako pouhé celkové anestetikum.
K systematickému pouziti ale vadi krdatkodobost ptisobent.
Allopregnanolon je totiz rychle deaktivovdn oxidaci na neak-
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tivni 3-oxoderivdt a pak redukei na také neaktivni 33-hydro-
xyderivat LXIII. Proto jedna z cest vedoucich k prodlouzené-
mu uc¢inku byla ndhrada jeho 3o-hydroxylu atomem fluoru:
vyslednd ldtka LX1V se sice vdZe na receptor asi 4x slabéji nez
plvodni allopregnanolon, ale jeji metabolickd stabilita je tak
vysokd, Ze celkovy in vivo ucinek je jak mohutnéjsi, tak
trvalejsi.

Dalsim divodem syntézy piirodnich steroidd je potieba
vétstho mnozstvi pfirodnich latek, neZ je mozno ziskat izolaci.
Nalezeni urCité nové aktivity byva zacdtkem dalSich otdzek,
protoZe byvd nutno potvrdit ¢i vyvratit moZné interakce téchto
latek s dal$Simi systémy. Tehdy opét piichdzi ke slovu syntéza
aktivni latky. Jednou takovou skupinou ldtek jsou brassino-
steroidy, které jsou studovdny z hlediska syntézy, analyzy
i biologické aktivity. Dnes miZeme Fici, Ze patii mezi rostlin-
né hormony, které se vyskytuji ve vSech rostlindch, a to ve
vsech jejich castech, nejvice ale v reprodukénich organech,
jako je pyl a nezrald semena. Stimuluji rist bunék i jejich
déleni, a tak plsobi i na celkovy ridst rostlin. Pfi externf
aplikaci brassinosteroidd dochdz{ hlavné ke stimulaci ristu té
Casti rostliny, kterd se rozviji pravé v dobé aplikace. Efekt
externi aplikace je nejvyraznéjsi u rostlin existujicich v nepfiz-
nivych podminkdch, kdy pomdhd ptekonat nepiiznivé faktory,
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jako je sucho, nedostatek vody a zivin apod. Z toho diivodu je
o jejich mozné vyuziti takovy zdjem, protoZe jsou schopny
dopomoci k optimédlnimu rastu i v mdlo piiznivych podmin-
kach, coz by mohlo zamezit dnes tak rozsifenému naduZzivan{
hnojiv.

Nejranéjsi evidence o existenci této nové tiidy rostlinnych
hormont se objevila v r. 1968, kdy z pil tuny zelenych listd
Distylium racemosum byly izolovany tfi frakce (celkovd vdha
1 mg) s mnohem vyraznéj$im ucinkem na listy ryZe, nez
vykazoval auxin. Dals{ autofi nazvali podobné extrakty bras-
siny, poukdzali na jejich ucinek na vice nez desaterondsobné
prodlouZeni druhého internodu s tim, Ze ucinek se liSi od
ucinku giberelinu; ti také jako prvni formulovali ndzor, Ze jde
o novy typ riistového hormonu rostlin. Po dalsich deseti letech
byly ze 40 kg pylu izolovdny 4 mg brassinolidu (LXV) coZ uz

LXviiI
Obr. 18. Analogy brassinolidu
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sta¢ilo na prokézani struktury pomoci roentgenové difrakce™.
Vedle vzorce brassinolidu je pro srovnani uveden strukturné
blizky predstavitel dalsi skupiny rostlinnych ptirodnich latek
— ekdyson (LXVI). Tyto slouceniny jsou studovany z hlediska
interakce mezi rostlinami a hmyzem®, jejich aktivita je ale
zcela jind — zpusobuji ekdysi, tedy pierod jednoho stadia
hmyzu v dals{ stadium.

Do dnesniho dne byla izolovdna dlouhd fada brassinoste-
roidd, nékteré postradaji ty ¢i ony strukturni rysy dlouho
povazované za esencidlni pro brassinoidni aktivitu (Casto je
laktonova skupina nahrazena tradi¢nim cyklohexanonovym
B-kruhem). Vzhledem k obtizné izolaci brassinosteroidd byla
znacnd pozornost vénovdna izolaci a syntéze analogt brassi-
nosteroidi. Nékteré analogy vykazuji aktivitu sice slabsi nez
brassinolid, ale zato jsou o n¢kolik fadt sndze syntetizovatel-
dil¢i poznatky, jejich integrace je vSak zatim brzdéna rozdil-
nosti pouzivanych biologickych testd, které ne vzdy dobie
koreluji spolu navzdjem. Tak napf. analog LXVII (obr. 18) je
v testu na druhém internodu fazole stejné aktivni jako 24-epi-
mer brassinolidu, zatimco v testu na ryzi je jeho aktivita
zanedbatelnd. Také ldtka LXVIII se v druhém testu (tj. na ryZzi)
jevi zcela nezajimava, ale na poli zvySuje vynos ryZe neceka-
nym zpisobem*'. Takovych piipadii je celd fada.

Nds jako chemiky bude nejspi$ zajimat zptisob zavedeni
jednotlivych funkénich skupin. Syntetické postupy se lisi po-
fadim krokd, pouzitymi Cinidly ¢i zptisoby ochrany jednéch
skupin pfi obméné soucasné pritomnych funkénich skupin. Na
detailni rozbor vSech postupti nezbyva ¢as, ale jednotlivé dilci
kroky syntézy brassinosteroidd si pfipomenout mdZeme.

Vicindlni cis-diolové seskuzpem’ v A-kruhu je skoro vzdy
zavadéno oxidaci prislusného )“-olefinu (LXIX, obr. 19) ekvi-
molekuldrnim ¢i alespoi katalytickym mnozstvim kysli¢niku
osmicelého (vyjimku tvofi postup V. Cerného™, ktery pouZiti
tohoto drahého ¢inidla tplné vyloucil). Tyz olefin LXIX je
vychozi ldtkou i pro piipravu ekdysteroidd, jen Cinidlo je
v tomto pripade jiné.

e-Laktonové seskupeni v B-kruhu brassinosteroidti bylo

LXIX LXX

Obr. 19. cis-Hydroxylace v piipravé ekdysonu (LXXI) nebo brassinolidu (LXX)

CHO
vl + BuLi
C3Hg(SeCgHs)2
LXxi1

Obr. 20. Vystavba postranniho retézce brassinolidu

OH

LXXIIT

H202

LXXIV
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Obr. 21. (22R,23R,24S5)-konfigurace postranniho retézce brassinolidu

vzdy pfipravovdno Baeyerovou-Villigerovou oxidaci pfislus-
ného 6-ketonu typu LXX. Tato oxidace u téchto 3a-hydroxy-
-6-ketonil typu LXX probihd tedy s opacnou preferenci neZ
u 3B-hydroxyderivata typu LXXI, kde kyslik prednostné vstu-
puje mezi uhliky 5 a 6.

Zavedeni postranniho fetézce do molekuly bylo problé-
mem feSenym mnoha $kolami, problémem o to t€z$im, ze
v tomto fetézci jsou 4 asymetrickd centra. Pfesto se na tento
problém vrhla fada tymui, osmnéct z nich publikovalo své
syntézy béhem osmnadcti let. Vytézkoveé zatim nejefektivné;jsi
cestu nakonec nalezl Toméd$ Back z University of Calgary™,
ktery vyuzil reakce C22-aldehydu LXXII (obr. 20) s tfiuhlika-
tym aniontem generovanym z fenylselenopropanu. Deseleny-
lace intermedidtu LXXIII poskytla pfevazné zadany trans-ole-
fin LXXIV. Sharplessova oxidace pii pouziti L-vinanu ethylna-
tého poskytla smés epoxidi LXXV a LXXVI (obr. 21). Posledné

O
F3C

LXXyvii

LXXIX

O (0]
o [ 1
T — o T
0 o 0

LXXXTV

Obr. 22. Syntéza racemického derivatu androstanu

A58

LXXXV
Obr. 23. Sekosteroidy

H

i

LXXXITT

0

LXXXVT
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LXXVIT

jmenovany reagoval s isopropylmagnesiumchloridem, hlav-
nim produktem (80 %) byla latka LXXVII se strukturou bras-
sinolidu v postrannim fetézci. Dvandctistupiiova syntéza z al-
dehydu LXXII méla ddajny vytézek 8 %.

Vétsina chemickych praci z oboru brassinosteroidi se
v soucasné dobé vénuje hledani novych analogt a jejich tes-
tovdni. V tomto oboru pak je rozmanitost piistupti ddna uz jen
fantazif autord a jejich odvahou porusovat tabu: do urcité doby
se zddlo, Ze e-laktonovy systém v B-kruhu je pro brassinoidni
aktivitu nepostradatelny, dnes uz toto pravidlo neplati. Cho-
lestanovy postranni fetézec se taky zddl byt nutnou podminkou
aktivity, ale pozndni vlastnosti 22-oxa-, 20-azacholestano-
vych i androstanovych analog tuto podminku podstatné modi-
fikovalo. Prace v tomto sméru pokracuji dal,syntézy jsou napf.
vedeny i na zdkladé faktorové analyzy dostupnych dat a ma-
tematického modelovdni.

@]

FsC | o

LYXX LXXXT l
O

FsC | o

LXXXIT
OH

O
LXXXVII
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LXXXIX

Obr. 24. Antiandrogenni analogy

Zatim jsem tu popisoval parcidlné-syntetické postupy, pfi
nichz chemici vychdzeli z jednéch pfirodnich surovin, aby
ziskali jiné steroidy. Totdln{ syntézy jsou v této oblasti rovnéz
pouzivany. Napf. Blazejewski a spolupracovnici* pfipravo-
vali inhibitory cytochrom P450 aromatasy a ziskané trifluoro-
analogy slibovaly byt ireverzibilnimi inhibitory. Vysli proto
z tzv. Wielandova-Miescherova ketonu fluorovaného na an-
guldrni methylové skupiné (LXXVIII, obr. 22). Jedna ketosku-
pina v této latce byla ochrdnéna ve formé silylovaného enol-
etheru a druhd pak reagovala s acetylidem lithnym v kapalném
amoniaku za vzniku ethinylderivitu LXXIXa (R = CCH).
Jeho hydrogenace na Lindlarové katalyzatoru poskytla allylo-
vy alkohol LXXIXb (R = CHCH,), a ten plisobenim thio-
nylchloridu poskytl pfesmyknuty chlorderivat LXXX. Reakce
chlorderivdtu se sodnym enoldtem 2-methylcyklopentan-1,3-
-dionu poskytl sekosteroid LXXXI. Pfima cyklizace této latky
byla netspésnd, proto byla tato litka v nékolika stupnich
prevedena na dienonovy derivdt LXXXI/I, a ten v alkalickych
podminkdch podlehl cyklizaci na derivat 14-hydroxyandro-
-stanu LXXX/II. Hydrogenace a dehydratace thionylchloridem
v pyridinu poskytly 19,19,19-trifluor-androsta-4,6,9(11),14-

Referaty

-tetraen-3,17-dion (LXXXIV). Hydrogenace se zddla byt jen
Cisté technickou zdlezitosti. Asi nebyla, prace zatim zistdva
v poslednim stupni nedokoncena.

Ve snaze pfipravit nové typy biologicky tcinnych latek
byly ¢asto modifikovdny nejen substituenty, ale i skelet. Ze
série analogli pravého androgenu — dihydrotestosteronu byl
odvozen zdvér, Ze nejlepSim antiandrogenem bude ldtka co
nejpodobnéjsi tomuto hormonu, ale postrddajici jeho rigiditu,
takova latka by se vdzala na androgenni receptor, ale nevnutila
by mu zménu jeho konformace, tedy ndslednou vazbu recep-
torového komplexu na DNA a ani hormondlni odezvu. Toto
dro-testosteron (LXXXV, obr. 23). Létka byla pfipravena oxi-
daci chranéného derivatu testosteronu na 5-oxo-3,5-sekokyse-
linu LXXXVI a naslednou sekvenci transformaci® ale jeji
antiandrogennf aktivita byla nizsi nez je aktivita pouzivaného
cyproteronacetdtu. Podobnd idea vedla jiné autory46 k ptipravé
14,15-sekosteroidu LXXXVII, ktery se nakonec ukdzal byt
inaktivatorem dehydrogenasy 3o-hydroxysteroidi.

A-Homo-B-noranalog dihydrotestosteronu LXXXVIII (obr.
24) mél v in vivo testech nejlepsi ticinek* v blokaci funkce
androgent, ale o této ldtce nelze mluvit jako o antiandrogenu,
protoZe se v in vitro testech prakticky nevaze na androgenn{
receptor. Zda se, Ze tato ldtka je vlastné pro-antiandrogenem,
ktery se az v Zivé tkdni metabolizuje na vlastni antihormon,
pravdépodobné latku s dalSimi dvojnymi vazbami v A kruhu.

Tetrahydropyranoderivat LXXXIX se ukazal byt silnéj$im
antiandrogenem nez cyproteronacetdt (LX). Je to vlastné prvni
zastupce heterocyklickych steroidd, mezi nimiZ nachdzime
fadu aktivnich litek. Napf. imidazol*® XC (obr. 25) je uginny
jako inhibitor 5o-reduktasy i jako inhibitor C17-20-lyasy,
a tak spojil dva zadouci ucinky v jedné ldtce. Inhibitory lidské
cytochrom C17-20-lyasy (P450,,,) jsou schopny interveno-
vat v procesu oxidace pregnenolonu na DHEA v gondddch
i v nadledvinkdch; dosud pouZzivané P450,,, inhibitory jsou

" !
|
CH,0Ac N N
o | ) | )
N N
— e —d
HO HO ©
Xcr xcn XC
Obr. 25. Imidazolem substituované steroidy
[ N
CHy §
CO CO OH
O
XCIHILX=N
xcy XCri XCIV,X=0

Obr. 26. Heterocyklické analogy steroidnich hormoni
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Obr. 27. Cesta k pipekuroniu
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Obr. 28. Steroidni thiazoly CIII: R =NH,
CIV: R = NHCOCH
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jednak slabé, jednak maji vdzné vedlejsi ucinky. Inhibitory linu, a tim blokuje svalové stahy. Tyto ldtky jsou dnes po-

So-reduktasy redukuji testosteron na dihydrotestosteron, je- uzivany*®° pfi operacich v celkové anestezi jako myorela-
jich pisobenim ale hladina testosteronu v tkdnich vzrostla, coz xans misto difve pouzivaného (+)-tubokurarinu. Uvedend ba-
u androgen-dependentnich nddort bylo velice nezddouci. Ty- ze XCVII byla ziskdna reakci epoxidu XCVIII s piperidinem
to latky jsou tedy vhodné pro lécbu benigni i maligni hyper- za vys$si teploty v autokldvu, vychozi diepoxid XCVIII byl
trofie prostaty. pfipraven z enolacetdtu IC.

Princip syntézy téchto latek je ukdzdn na jedné z nejuicin-
néjsich, na imidazolu XC. Priprava vychdzi z 21-acetoxy-20-
-onu XCI, ktery reakci s amoniakem a formaldehydem (za
katalyzy octanem médnatym) poskytuje imidazol XCII, a ten
se pak oxiduje v A-kruhu.

Tito autori pfipravili jesté dalsi heterocyklické analogy,
inhibici So-reduktasy a C17-20-lyasy vykazovaly jesté pii-
slusné pyrazoly (XCIII, X = N, obr. 26) a isoxazoly (XCIV,
X = 0). Klicovym stupném k jejich pripravé je Claisenova
kondenzace 20-oxopregnanového derivatu XCV s mravenca- NH
nem ethylnatym, pfi cemz vznikajici 21-formylderivat reaguje cvir
v enolformé XCVI s hydrazinem nebo hydroxylaminem. )\

Jiné steroidy kombinované s heterocykly maji dva atomy
dusiku ve dvou rozdilnych kruzich. Napf. pankuroniumbro-

mid (bismethobromid ldtky XCVII, obr. 27) a jemu podobné o 'l\l

latky byly pfipraveny jako analogy acetylcholinu. To je neu- H

rohumordlni pfenasec, ktery je uvoliiovdn z nervovych zakon-

ceni a je vysoce specificky aktivni ve vyvoldni svalovych LY

stahdi. Pankuroniumbromid se vdze na receptory acetylcho- Obr. 29. Inhibitory 5o-reduktasy s heteroatomem v jadie

937
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Podobny cil sleduji dalif heterocyklické steroidy’'. Kvar-
térni amoniové sole odvozené od thiazolu C (obr. 28), zvlasté
soli s objemnym substituentem na dusiku maji vysokou afinitu
k M-2 muskarinovému receptoru. Jejich syntéza byla zaloZzena
na bromaci prislusného 17-ketonu Cla (R =H) do polohy 160,
solvolyze bromketonu CIb (R = Br) pisobenim azidu sodného
s inverzi na 16f3-azid CII, redukci chloridem cinatym na ami-
noketon CIII, acetylaci a cyklizaci acetdtu CIV plsobenim
sirniku fosfore¢ného.

I dalsi steroidy s dusikatym heterocyklem v molekule se
ukdzaly byt uzite¢né. Vzdy Slo o latky, které se shodovaly
s aktivni latkou jen v jedné ¢dsti molekuly. Tak isoxazol CV
jeinhibitorem aromatasy (CYP 19), zatimco imidazol v poloze
17 (latka CVI) je inhibitorem C170-hydroxylasy-C17,20-lya-
sy. Podobnou aktivitu mél i derivét pyridinu CVIL.

Uspéch heterocykly substituovanych steroidt byl inspiraci
k dalsim modifikacim, tentokrat pfimo steroidniho jddra. Byla
pripravena fada riznych oxa- a azasteroidnich skeletd s hete-
roatomem Vv nejriznéjsich pozicich. Zajimava je historie 4-
-azasteroidu CVIII (obr. 29). Firma Merck v osmdesdtych
letech ,,racionalizovala® pracovni mista ve vyzkumu a s pied-
pokladem ttlumu steroidni chemie zredukovala pocet steroid-
nich chemikt ve vyvojovém oddéleni z dvaceti na jednoho.
Po letech tento posledni mohykén piipravil slouc¢eninu, kterou
se Merck chlubi dodnes: Finasterid (CVIII) byl silnym inhibi-
torem obou isozymii Soi-reduktasy’” a tedy G&innym lékem pii
benigni hyperplazii prostaty (pro finalizaci patentu ale firma
musela znova najmout asi dvacet chemikti a vychovat z nich
nové sterinare).

Jiny derivat s heteroatomem v kruhu (CIX) ma stejné in
vitro vlastnosti, navic jeSté v nadledvinkdch inhibuje dicinek
3B-hydroxy-)>-steroidni dehydrogenasy a 3-keto-)-steroidni
isomerasy, kterd katalyzuje oxidaci napf. androstendiolu na
testosteron.

7. Syntéza sloucenin obsahujicich steroidni
molekulu jako stavebni blok

Jesté jedna skupina biologicky aktivnich latek, jejichz
soucasti je steroidni slozka, byla v posledni dobé intenzivné
studovana. Jejim predstavitelem je napf. kosalan (CX, obr. 30).
Je to silny antivirovy prostfedek, ktery mimo jiné inhibuje
replikaci HIV viru typu 1 a 2. Zd4 se, Ze mechanismus tohoto
ti¢inku je nékolikery>®. Litka byla piipravena z cholestanonu
(CXI) Wittigovou reakct, chranénd hydroxylovd skupina v lt-

R R
R
R
R
AN 7
X

! R
CXVv CXvi1

Obr. 32. Steroidni molekula jako modifikujici substituent porfyrinu
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Obr. 30. Kosalan (CX) a jeho syntéza
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Obr. 31. Cholesterol jako chiralni substituent




Chem. Listy 97, 921 — 941 (2003)

.

T

HO
cxvil

HoN

cxvii

AOC-HN

COOH
“'NH-BOC

CXIX

AOC = allyloxykarbonyl
BOC = benzyloxykarboxyl

ce CXIla (R = OSiR,) byla uvolnéna, alkohol CXI1Ib (R = OH)
byl pfeveden na bromid CXIlc (R = Br) a kvarternizovdn
plisobenim trifenylfosfinu na CXIld (R = P(C¢Hs),Br). Pro
dalsi Wittigovu reakci byl pak pouzit vhodné substituovany
benzofenon.

V téchto latkdch je cholestanovy zbytek ziejmé biogennim
lipofilnim zbytkem, ktery usnadiiuje interakci s membranou.
V této souvislosti se mluvi o cholestanovém zbytku v mole-
kule jako o ,lymphotropic vector. Latek konstruovanych
s podobnymi predstavami bylo pfipraveno vic a ménily se jen
farmakofory (napt. N,N-bis(2-chloroethyl)-N-nitrosomocovi-
na> pii piipravé nového cytostatika).

Je tfeba si uvédomit, Ze cholestanova ¢dst je nejen rigidnim
alifatickym zbytkem, ale Ze je i chirdlni sloZkou. Toho vyuzili
rizni autofi, napt. pti konstrukci sloucenin umoziujicich roz-
pozndni chirality. Napf. latka CXIII (obr. 31) umozZni rozlio-
vat jednotlivé monosacharidy. Jedna az dvé molekuly této
latky se vdZou s jednou molekulou sacharidu a maxima reflek-
tance se posunuji k vyssi ¢i nizsi vlnové délce zptisobem pro
dany sacharid charakteristickym®. Latka CXIV byla schopna
v kyselém prostfedi komplexovat chirdln{ kationty, napt. ami-
nokyseliny.

Podobné vyuziti chirdlnich steroidnich bloku slibuji kon-
jugaty steroidd s porfyrinem, které byly pfipraveny™® z alde-
hyda odvozenych od chranénych derivati kyseliny cholové
kondenzaci s pyrrolem. Reakce byla provddéna v dichlorme-
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thanu za katalyzy BF,.Et,0. Napf. ldtka CXV (obr. 32), mole-
kula s 12 hydroxylovymi skupinami, fungovala jako receptor
oligosacharidt s komplexa&ni konstantou 10*.mol™". Podobné
—za kyselé katalyzy vznikaji kalixpyrroly typu CXVI, které se
selektivné komplexuji s nékterymi kyselinami, jako je napft.
kyselina vinnd.

Rigidita a chiralita — tyto dvé zdkladni charakteristiky
steroidii — byly v pozadi dal$ich syntéz, které stavély vySemo-
lekuldrni produkty z vhodnych steroidnich substratd. Tak jako
je v ritterazinu zdkladni jednotkou diazin tvoreny dvéma ste-
roidnimi jednotkami, tak byly vybudovz’my5 75 8leitky se dvéma
az Ctyfmi jednotkami typu CXVII a CXVIII, které jsou studo-
vany jako moduldtory bunécnych membran, schopné zpro-
stiedkovat prenos iontd pfes membranu.

Jiny pftipad, kdy steroidni sloucenina byla pouzita jako
rigidni chirdlni stavebni blok, byla pfiprava ,,scaffold” pro
ptipravu nepeptidovych knihoven methodami kombinatorn{
chemie vyuzivajici syntézy na pevné fdzi. V tomto piipade
byla kyselina cholovd (Xa, R = H) postupné pieménéna
v selektivné chranény derivit 3-oxo-7a,123-diamino-5B-cho-
lanové kyseliny CXIX. Vychozi kyselina cholovd byla diky
rozdilnym vlastnostem vsech tfi hydroxylovych skupin po-
stupné chranéna v poloze 3, oxidovédna v poloze 7 a prislusny
oxim byl redukovdn na 7a-aminoskupinu. Ta byla chranéna
acylaci, a pak byla hydroxylova skupina v poloze 12 oxido-
vdna a pres oxim opét prevedena na piislusny amin, ktery
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byl chrdnén jinou acylovou skupinou. Latka CXIX byla pro-
stiednictvim karboxylové skupiny v postrannim fetézci na-
vdzdana na polymerni nosi¢, na némz pak byly jednotlivé
skupiny v polohdch 3, 7 a 12 selektivné uvoliiovdny a postup-
né randomizované acylovdny. Podobnd liatka CXX byla pfi-
pravena podobnym zplsobem a nazvédna ,,amfifilem*: z o-
-strany steroidni molekuly totiZ ¢nf silné poldrni aminosku-
piny, zatimco [B-strana je zcela nepoldrni. Tato ldtka byla
studovdna v souvislosti s mozZnosti pfenosu aniontd pies mem-
branu.

8. Zavér

V Praze byly studovany steroidy uz pied 120 lety® a na-
skytd se otdazka, zda steroidni chemie uz nevstoupila do zaveé-
recné etapy své existence. Dozor¢i rady nékterych velkych
farmaceutickych spole¢nosti maji k tomuto ndzoru blizko,
vzdyt na soucasnych steroidnich produktech uz vydélavaji
dost, pro¢ tedy prindset na trh nové prepardty, které by se
musely draze prosazovat na trhu? Vyzkumnici ale védi, ze
enantiomery pfirodnich ldatek maji nékdy vlastnosti zcela ne-
ekané: napf. estradiol® vykazuje hormonalni vlastnosti v go-
nddéch a neuroprotektivni ic¢inky v mozku, ale jeho enantio-
mer CXXI funguje jen v mozku, coZ umoziiuje separaci obou
aktivit. Zd4 se tedy, Ze vSe, co bylo dosud v oblasti biologicky
aktivnich steroidi vykonano, bude muset byt jesté zopako-
vano za Alencinym zrcadlem.
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A. Kasal (Institute of Organic Chemistry and Biochemi-
stry, Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague):
Steroids at the Beginning of the 21st Century

The review is based on a short lecture, presented to post-
graduate students of chemistry. Emphasis was laid on trends
of steroid chemistry at the turn of the century. The steroid
nomenclature is briefly reviewed with respect to the names
frequently used in literature, in which mainly medical authors
prefer historical names. Several types of new natural steroids
are given. Biological activity of isolated steroids or their
synthesised analogues is the major impetus in modern steroid
chemistry. The future prospect of steroid chemistry is bright
considering the fact that unnatural enantiomers usually have
a different activity from that of their natural counterparts. This
suggests a repetition of the whole steroid chemistry behind
Alice’s looking glass.



Chem. Listy 97, 942 — 948 (2003)

Referaty

AGLOMERACE CASTIC A DEFLUIDACNI JEVY VE FLUIDNI VRSTVE

MILOSLAV HARTMAN, OTAKAR TRNKA,
KAREL SVOBODA a VACLAV VESELY

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

Doslo 20.11.02, pfepracovédno 6.3.03, pfijato 15.4.03.

Klic¢ova slova: fluidni vrstva, aglomerace ¢éstic, defluidace

Obsah

1. Uvod

2. Pohled do historie

3. Pri¢iny a fyzicky obraz defluidace

4. Faktory ovliviiujici defluidaci

5. Defluidace pfi teplotdch rovnych nebo blizkych

teploté okoli

6. Defluidace pfi zvySenych nebo vysokych teplotach
6.1. Pyrolyza plastl
6.2. Spalovéni popelnatého uhli a biomasy

7. Zévér

1. Uvod

Fluidni vrstva jako procesni jednotka nabizi pro realizaci
chemickych a fyzikalnich transformaci latek fadu vyhod. Diky
velmi dobrému promichdvani ¢astic je teplota v celém objemu
vrstvy prakticky stejnd. Dalsi prednosti je, Ze rychlost sdileni
tepla i hmoty je ve fluidni vrstvé mimoiadné vysoka. Prostied{
fluidni vrstvy je proto vhodné pro realizaci reakef citlivych na
teplotu nebo operaci se silnym tepelnym zabarvenim (napf.
suseni a spalovdni). Protoze se fluidn{ vrstva chovd podobné
jako tekutina, zna¢né usnadiiuje manipulaci se zrnitymi ma-
teridly. Prevlddajici vertikdlni rozmér, jakoZ i nepfitomnost
pohyblivych ¢asti u fluidnich jednotek predstavuji vyhody
i z pohledu stavebniho a strojniho.

V chemickych procesech se fluidni vrstvy vyuZzivd napf.
pti katalytické vyrobé vinyl-acetdtu, polymerizaci olefind,
chloraci kovovych oxidu a pfi spalovdni nebo zplynovani uhli,
odpadu ¢i biomasy. V procesech fyzikalnich se fluidni vrstva
pouzivd napt. pii suSeni, potahovdni, ohievu nebo chlazeni
¢dstic a v adsorpcnich operacich.

Hydrodynamické chovani fluidni vrstvy je slozité, ale jiz
zdkladni fyzikdln{ pfedstava suspenze tuhych ¢dstic vertikdlné
protékanych (vznasenych) plynem naznacuje pripadnad uskali
tohoto systému. Je evidentni, Ze pracovni oblast rychlosti
fluidacniho média (obvykle plynu) nemtiZe byt pfili§ Sirokd
a je zdvisld — vedle dalSich faktori — pifedevsim na distribu-
ci velikosti a dalSich vlastnosti ¢dstic zrnitého materidlu ve
vrstvé i na vlastnostech fluidacni tekutiny. Zatimco podily
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jemnych castic mohou byt pfi dané rychlosti plynu z vrstvy
undseny, hrubé ¢astice mohou v jejich spodnich partiich segre-
govat. Segregace Cdstic miZe vést az k defluidaci, tj. ke tvorbé
z6n nehybnych ¢astic. Tento jev —nékdy také oznaCovany jako
,»zaléhdvani* fluidni vrstvy — je velice nezddouci, nebot zna-
mend ztrdtu vy$e zminénych vyhod fluidn{ vrstvy a mize vést
k primyslovym havdrifm.

Zptsob fluidace ¢i rezim fluidnich vrstev se Siroce méni
v zdvislosti na velikosti a hustoté ¢dstic a na rychlosti ply-
nu. Charakteristiky a vymezeni riznych rezima fluidni vrst-
praci'~>,

Z rtznych piicin (napf. pfilisnd vlhkost, vysoka teplota ¢i
chemicka reakce) mohou byt ¢astice lepivé (prilnavé) nebo se
lepivymi stdvaji. V disledku toho se mohou shlukovat ¢i
aglomerovat a vytvdret tak shluky (slepence), které jsou ob-
tizné fluidovatelné. Vhodnym opatfenim (zasahem) Ize aglo-
meraci a ndslednou segregaci narusit (napf. zvySenim linedrn{
rychlosti plynu) a Skodlivé defluidaci je mozno pfedejit. Sa-
motnd aglomerace nemusi byt vzdy nezddouci, nebot ji lze
s vyhodou vyuzit napf. pfi granulaci jemnych praski. Vy-
sokd hybnost vétsich Cdstic a potlaceny kontakt mezi nimi
umoziuje ve fluidni vrstvé zpracovavat (napf. susit) i pasto-
vité, tzn. znacné lepivé latky.

Jinym nezdadoucim jevem je vyndseni (dnos) jemnych
lepivych Castic z vrstvy. Unesené ¢astice potom mohou vytva-
fet obtizné inkrustace na sténdch reaktoru, teplosménnych
plochach, v cyklonech, piip. i v ndslednych separa¢nich zafi-
zenich. Tyto jevy obvykle také vedou k vdZnym provoznim
poruchdm.

V predlozené prici je poddn struény obraz stavu poznatki
o aglomeraci cdstic a defluidacnich jevech ve fluidn{ vrstve.

2. Pohled do historie

Ve srovndni s prilomovymi vyndlezy, jakymi byly ve
fluidaci Winklertv fluidni generdtor v roce 1926, nebo kata-
lytické krakovani v roce 1942, se poznatky o defluidaci v od-
borné literatute objevuji az se zna¢nym ¢asovym odstupem.

Mezi prvnimi, ktefi zminili nezddouci defluidacni jevy,
byli v roce 1966 Agarwal a Davis*. Zabyvali se redukci zrnité,
blize nespecifikované Zelezné rudy vodikem pfi teplotdch
590-815 °C. Autofi* zjistili, Ze vrstva vykazovala tendenci
»zaléhat”, kdyz byl reak¢ni produkt zredukovan vice nez
7 90 % a pracovni teplota byla vyssi nez 620 °C. Po vychlad-
nuti defluidované vrstvy byly Castice slepené jen lehce a reak-
tor bylo mozno bez mechanickych potizi vy¢istit.

K defluidaci dochdzelo nékdy nahle, v jinych pfipadech
postupné. Defluidacni jevy se projevovaly poklesem tlako-
vého spddu pres vrstvu a zhorSenim kontaktu mezi plynem
a Casticemi. Mezi okolnostmi, které ovliviiovaly tendenci fluid-
ni vrstvy ,,zaléhat™ (cit.4), I1ze vysledovat tfi zdkladni faktory:
chemickd konverze Cdstic, teplota vrstvy a rychlost plynné
faze.

Grandsden a spol.” pracovali s velmi podobnym reakénim
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systémem — redukovali hematit vodikem pfi teplotich 600—
900 °C:

H,

H
—

Fe,0, —
hematit

(trigondlni s.)

FeO
wiistit
(krychlovd s.)

Fe
elementdrni Zelezo
(krychlovd s.)

(A)

Také tito vyzkumnici® se museli vypofadat s defluidaci
vrstvy, i kdyZ k ni dochdzelo pii teplotdch ponékud vyssich
(nad 710 °C) nez v cit.* Zjistili také, Ze pii téchto teplotich
dochdzi k nukleaci a ndslednému riistu nodust elementdrni-
ho Zeleza na vnéjSim povrchu ¢astic. Pti teplotdch niZSich nez
710 °C, kdy k defluidaci nedochdzi, probihaji tyto morfo-
logické zmény ve vnitiku pdrovitych Castic wiistitu. Je tedy
zjevné, Ze ptitomnost chemické reakce a fyzikalné-chemické
vlastnosti nové faze, tvorici se na povrchu ¢dstice, maji pro
aglomeraci a defluidaci primarni ddlezitost.

3. Priciny a fyzicky obraz defluidace

Prvotnim jevem kazdé defluidace je shlukovani (aglome-
race, sintrovani, slinovdni ¢i spékdni) drobnych cdstic do
vétsich agregati. K tomuto procesu mize dochdzet jak pri
nizsich teplotdch (napf. pii suSeni), tak i pfi teplotach velmi
vysokych (napf. pti spalovani nebo zplyiiovani uhli). Ke shlu-
kovéni ¢dstic dochdzi ptisobenim adhezivnich sil vyvolanych
prilnavosti jejich povrchi. Zna¢nd hybnost Céstic rychle se
pohybujicich ve fluidni vrstvé (m,.v,) viak pisobi proti ko-
heznim silam a md tendenci tvorici se shluky rozvoliovat.

Malé a lehké castice jsou k aglomeraci nachylnéjsi nez
Castice velké a tézké. V tomto ohledu se také uplatiiuje velky
specificky (vnéjsi) povrch jemnych ¢astic. O tom, zda k aglo-
meraci ¢dstic dojde ¢i nikoliv, rozhoduje soubéh celé fady
faktorti jako jsou povrchové vlastnosti Cdstic (prilnavost),
jejich velikost a hustota a i rychlost proudéni a fyzikaln{
vlastnosti plynné fdaze. Na aglomeraci je nutno pohliZet jako
na velmi slozity jev, jenz dosud nebyl plné objasnén.

Vyhodné vlastnosti fluidni vrstvy, zminéné v dvodu, jsou
vazdny na vhodny pracovni rezim. Vedle charakteru castic,
daného hlavné Archimedovym kritériem Ar, hydrodynamicky
rezim fluidni vrstvy silné ovliviiuje tzv. prebytkova rychlost
U - U, predstavujici rozdil mezi (zvolenou) pracovni ry-
chlosti plynu U a jeho rychlosti u prahu fluidace ¢dstic U, ve
vrstvé. Tak napt. pro rezim bublinové fluidni vrstvy se pre-
bytkova rychlost (U — U, pohybuje v rozsahu cca 0,05-
0,30 m.s™" pro &stice typu B a D Geldartovy klasifikace®. Je
evidentni, Ze v ddsledku aglomerace pivodnich Cdstic se
mohou vétsi ¢i mensi rychlosti tvofit ¢astice (shluky, aglo-
merdty) mnohem vétsi, jejichz prahova rychlost fluidace je
podstatné vyssi neZ U, pivodnich ¢dstic. Takto se pracovni
rezim vrstvy méni: klesd intenzita michani a mtize dochézet
k segregaci, tj. k hromadéni vétSich castic v oblasti distribu-
toru fluida¢niho plynu.

Kdyz jsou vzniklé aglomerdty natolik veliké, Ze jejich
prahova rychlost fluidace je vét$i neZz pracovni rychlost (tj.
Upis > U), nemohou byt udrzovdny ve vznosu a vytvdieji
nehybnou vrstvu se vSemi jejimi atributy. Tento krajné neza-
douci jev je oznacovén jako defluidace ¢i zalehnuti fluidn{
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vrstvy. Defluidovana (zalehld) vrstva vSak neni rozprostiena
po distributoru rovnomérné a obsahuje kandly rdzného pri-
fezu, kterymi plyn prochdzi. V tomto stavu je kontakt mezi
Casticemi a plynem velmi mélo efektivni.

Tlakové zmény ve fluidni vrstvé vyvolané postupujici
aglomeraci a ndslednou defluidaci jsou zndzornény na obr. 1.
Pro dobry stav fluidni vrstvy jsou charakteristické rychlé
tlakové fluktuace malych amplitud. S ndstupem aglomerace
(tj. na prahu defluidace) se frekvence fluktuaci snizuje a tla-
kovy spdd (tlakova ztrdta) pies vrstvu klesd. Ve stavu deflui-
dace proudi prakticky veskery plyn kandly vzniklymi v zalehlé
vrstvé. V dusledku toho je tlakova ztrata takovéto vrstvy
znaéné nizsi nez tomu bylo ve fluidnim stavu a k fluktuacim
tlaku nedochdzi. Je ptfiznacné, ze pokud vrstva nezlstala de-

Obr. 1. Tlakova ztrata fluidni vrstvy AP pii postupné aglomeraci
anasledné defluidaci; / — normalni fluidace, 2 — aglomerace, postup-
né zhorSovdni kontaktu, 3 — defluidace (zalehnuti) vrstvy; T, — Cas
defluidace, T — Cas

AU,

mf

_—

tla

Obr. 2. Vliv teploty ¢ (prilnavosti a) ¢astic na rezimy vrstvy tuhych
¢astic; / —statickd vrstva, 2 —fluidni vrstva, 3 — defluidovana (zalehld)
vrstva; . — teplota pocdtku sintrovani (aglomerace), AU — rozdil
prahové rychlosti fluidace aglomerujicich a neaglomerujicich ¢astic
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600 800 1000

t,°C

Obr. 3. Relativni tepelna roztaznost Al /I nehybné vrstvy médé-
nych kuli¢ek o praméru 0,51-0,58 mm (cit.”); t, — teplota pocdtku
sintrovani (899 °C), 1 — teplota vrstvy

fluidovédna dlouho, mtiZze se pfiméfenym zvySenim rychlosti
plynu opét uvést do fluidniho stavu.

Vliv aglomerac¢nich tendenci na chovéni fluidni vrstvy je
zndzornén na obr. 2. Jak je z obrdzku patrno, od jisté hodnoty
roste prahova rychlost fluidace s aglomera¢nim ,,potencidlem®
¢astic. To znamend, Ze k rozvolnéni defluidované vrstvy je
zapotiebi tim vyS$si rychlosti plynu (vEétsi energie), ¢im jsou
aglomeracni tendence Castic siln&jsi.

V piipadé aglomerace vyvolané ucinky vysoké teploty je
primdrni veli¢inou teplota poc¢dtecniho sintrovdni (slinovdni,
spékani) ¢i prahova teplota sintrovdni 7. Tento materidlovy
udaj lze stanovit z nezdvislych méfeni tepelné roztaznosti
sloupce ¢éstic v dilatometru, jak je ilustrovdno na obr. 3. Prvn{
projevy zvysené pfilnavosti ¢astic vedouci ke zhorsené flui-
dovatelnosti jsou patrné jiz pii teplotach blizicich se prahové
teploté sintrovani{ (viz obr. 2 a 3).

Je ptiznacné, zZe teplota pocdtecni sintrovdni je vyrazné
niz8ineZ je teplota bodu tani. Tak napft. teplotni prah sintrovani
médénych kuli¢ek o priméru 0,51-0,58 mm ¢ini 899 °C (cit.”,
zatimco body tdni médi a oxidu médnatého jsou 1084, resp.
1446 °C.

4. Faktory ovliviiujici defluidaci

O parametrech fidicich defluidacni jevy mnoho zndmo
neni. Dosavadni praktické zkuSenosti vSak potvrzuji vyznam-
né vlivy teploty, rychlosti fluidacnf tekutiny a velikosti ¢astic.
Tendenci ¢dstic slepovat se pfi vzdjemnych kolizich je mozno
vyjadiit formalng jednoduchym vztahem®

S=h(aB/C) (1)
kde S je ndchylnost (tendence) Cdstic k aglomeraci, a jejich
pfilnavost (adhesivnost), B plocha kontaktu a C je hybnost
¢astic. Rovnice (/) naznacuje, Ze nachylnost vrstvy k deflui-
daci je imérnd pfilnavosti Cdstic, plose jejich kontaktu a ne-
prfimo imérna hybnosti ¢astic ve vrstve.
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Ptilnavost, povrch a hybnost ¢astic zavisi jak na materidlu
tvoficim vrstvu, tak i na pracovnich podminkdach. Prilnavosti
miZe byt pfifazena nulovd hodnota pfi teploté pocétku sin-
trovani ¢, pii teplotdch vyssich pfilnavost s teplotou roste (viz
obr. 2). Je tedy zfejmé, Ze pii t < t, neni zapotiebi k zabranéni
aglomerace Zddnd piebytkovd hybnost ¢dstice (U, — Uy
m,). Tato potfebnd hybnost vSak vétsinou rychle roste s ros-
touci teplotou vrstvy nebo pfilnavosti ¢dstic. Cdstice jsou
vétSinou isometrické nebo i sférické, jejichz vnéjsi povrch je
funkef jejich velikosti (priiméru). Vedle velikosti 1ze hybnost
Castic ovliviiovat predevsim rychlosti tekutiny; kontaktni po-
vrch je mozno ménit hlavné velikosti ¢dstic.

Naptiklad zkusenosti s popelem z uhli indikuji, Ze nachyl-
nost popelovych ¢dstic k aglomeraci je mozno zmensit snize-
nim pracovni teploty vrstvy, zvySenim rychlosti plynu a zvét-
Senim velikosti ¢dstic. Vyznamné se uplatiiuje i vyska vrstvy:
slabsi tendence k defluidaci jsou patrné u mélkych vrstev.
Pokud je vrstva provozovana pfi teploté vyssi nez je teplota
prahu sintrovani, rychlost plynu musi byt podstatné vyS$si nez
je normdlni prahova rychlost fluidace.

Lepivost vrstvy je faktorem vymezujicim hranice pracovni
oblasti, které musi byt respektovany. Stupen lepivosti zavisi
na mnozstvi a charakteru lepivé substance ve vrstvé. Meze
bezpecného trvalého provozu zdvisi slozitym zptisobem na
fadé proménnych jako jsou chemické sloZeni, stiedni velikost
a distribuce velikosti ¢astic, rychlost fluida¢niho plynu, tep-
lota, tlak, geometrie reaktorové nadoby aj. Jakkoliv je struk-
tura pracovnich mezi komplikovand, Ize je experimenty jasné
a s dobrou reprodukovatelnosti vymezit.

5. Defluidace pii teplotiach rovnych

nebo blizkych teploté okoli

Do této kategorie patif napt. fluidni suSeni produktti nebo
poloproduktd v potravindiském ¢i chemickém primyslu, jako
jsou drozdi, kasein, cukr, celulosové kaly aj. VSechny tyto
materidly jsou v surovém stavu silné lepivé a navic se vel-
mi lehce deformuji. Obsahuji obvykle vysoky podil vlhkosti
a samy o sob¢ nejsou fluidovatelné. Nicméné, kdyz jsou tyto
latky vhodnym zptsobem uvadény do fluidni vrstvy Cdstic
vice ¢i méné jiz predsusenych, je jejich fluidni suseni nejen
technicky schtidné, ale i v mnoha smérech vyhodné.

Je evidentni, Ze takovéto jednotky pracuji v blizkosti prahu
defluidace neustdle. Jejich hladky chod je podminén kvalifi-
kovanym fe$enim celého procesu véetng jeho fizeni. V CR to
byl Zden&k Beran se svymi spolupracovniky (VUCHZ Brno,
VUT Brno), ktefi na zdkladé svého pivodniho ,,.know-how*
tspésné realizovali i v zahrani¢i fadu fluidnich susédren le-
pivych a pastovitych latek v provoznim méfitku (napi-. cit.”').
Jak je v takovychto piipadech pravidlem, primyslové vy-
uzitelné poznatky o chovani lepivych systému nejsou bohuzel
v bézné literatute dostupné.

Zaucelem studia mechanismi defluidac¢nich jeva je moz-
no snadno vyvolat ¢i ovliviiovat lepivost ¢astic piidavky ka-
palin rizné viskozity a rizného povrchového napéti'>'* pri
bézné laboratorni teploté. Ukazuje se, Ze pfidavek kapaliny
k suchym ¢dsticim muize ovlivnit jejich fluidovatelnost (vlast-
nosti fluidni vrstvy) v jednom nebo druhém smeéru, a to v z4-
vislosti hlavné na mnozstvi a viskozité kapaliny ve vrstve.
Malé mnozstvi nizkovisk6zni kapaliny ptsobi jako mazivo,
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Obr. 4. Vliv viskozity |, a relativniho objemu kapaliny ¢ ve fluidni
vrstvé tuhych castic na %efji chovini (fluidovatelnost) z pohledu
Geldartovy Klasifikace™™ 6; velikost ¢astic d_ = 1,09 mm; hustota
¢astic p  =2594 kg.m” (cit.'); A, B, C typy &astic vykazuji zhorsujici
se fluidovatelnost v tomto pofadi

zvySuje pohyblivost ¢dstic a tim zlepSuje jejich fluidovatel-
nost. Pii vyssich koncentracich kapaliny jsou castice lepivé,
obtizné fluidovatelné a snadno vytvari kandly ve vrstvé. Tyto
skutecnosti jsou ilustrovany na obr. 4. Obecné plati, Ze ma-
teridly kategorie A fluiduji velmi dobte, ¢dstice typu B hife
a materidly tiidy C jsou kohezivni a vytvafi kandly. Pro po-
drobnéjsi popis tfid tuhych materiali odkazujeme ¢tendfe na

Ukazuje se, Ze fluidovatelnost souvisi s pomérem ko-
heznich sil kapalnych miistkti A mezi ¢dsticemi (soucet visko-
zitnich sil a sil povrchového napéti) a trecich sil vyvolanych
vertikdlné proudicim plynem. Jestlize A > 0,4-0,5, vrstva se
stdvd ndchylnou k defluidaci. S rostoucimi hodnotami A se
tendence defluidovat posiluje. Tyto skutecnosti demonstruji
dilezitost gaﬁtailiVYCh sil mezi Cdsticemi i pro Geldartovu
klasifikaci®'>¢ vrstev suchych ¢astic, kde dominuji tieci sily
Coulombovy nebo sily van der Waalsovy.

Fyzikdlné zajimavym, a dosud ne zcela vysvétlenym je-
vem, je defluidace vyvoland ndhlou zdménou lehkého flui-
dacniho plynu (napf. vodiku) za tézky (napf. za dusik nebo
argon). Tato defluidace je pouze prechodna: po nékolika mi-
nutdch se normalni{ fluidace samovolné obnovuje. Vyskytuje
se pouze pri fluidaci malych a lehkych castic typu A dle
Geldartovy klasifikace (napf. Cdstice katalyzatoru). M4 se za
to, Ze tento typ aglomerace a defluidace souvisi s rozdily
v rychlosti difuze v emulzni fazi fluidni vrstv_?/, viskozité
a adsorpci jednotlivych plynti na povrchu &astic'” "%,

6. Defluidace pri zvySenych
nebo vysokych teplotach

6.1. Pyrolyza plastd

Jednou z oblasti, ve které jsou velmi dilezité aglomeracn{
a defluidacni jevy, jsou pyrolyzni technologie k vyuziti plas-
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tovych odpadd pro energetické ucely nebo k recyklaci su-
roviny. Po uvedenf inertnich ¢astic do horké fluidni vrstvy
inertnim plynem se polymerni ¢astice velmi rychle ohfiva, tavi
se, prerusuji se polymerni vazby a dochdzi k pyrolyze, tzn., ze
se uvolnuji tékavé litky (hoflaviny). Zatimco napf. poly-
ethylen (PE) se takto zcela transformuje na plynné slozky,
poly(ethylen-tereftaldt) (PET) zanechdvad po pyrolyze jisté
tuhé reziduum (cca 12 % ptivodni hmotnosti). Lze tedy ocekd-
vat, Ze aglomeracni a defluidac¢ni jevy budou pii pyrolyze
téchto dvou vsudypfitomnych plastd odlisné.

Tabulka I
Teploty bodu tani (b.t.) vyznamnych latek a eutektickych
smési

Materidl b.t. Materidl b.t.
[*C] [*C]

Polyethylen 137 Na,0O . 2 SiO," 874
Polypropylen 252 Na,SO, 884
Poly(ethylen-tereftalat) 265 K,SO, 1069
Na,Fe,0," 1135

KCl 770 K,Fe,0," 1135
K,0 .4 Si0," 770 K,PO, 1340
2 Ca0 .3 P,04" 774 SiO, (kfemen) 1450
NaCl 801 Fe,O, (hematit) 1565
(KPO,), 810 AlLO; (korund) 2054

 Butektické smési’!

Jsou-li pelety PE nebo PET pyrolyzovdny pfi teplotdch
450-650 °C ve vrstvé inertnich ¢dstic fluidované dusikem,
jsou tendence k aglomeraci ¢éstic a defluidaci vrstvy velmi
silné u obou polymerﬁzo. Za stejnych podminek je k témto
jevim ponékud ndchylngjsi systém s PE nez s PET. Z tabulky I
je patrné, Ze vyse zminéné pracovni teploty jsou podstatné
vy$8i, nez jsou teploty bodd tani obou polymerd. Rozhodu-
jicim faktorem pro ndstup defluidace je mnoZzstvi polymeru
pritomné ve vrstvé, at uz ve formé viskézni kapaliny, nebo
pfilnavych uhlikovych rezidui. Pfi pyrolyze PE je rozhodujic{
veli¢inou pomér tloustky polymerniho filmu ulpivajiciho na
¢asticich pisku k jejich priiméru (8/d,). Kritickd hodnota
tohoto poméru pro pocdtek aglomerace se pohybuje kolem
0,011. Toto zjisténi potvrzuje vyssi ndchylnost k aglomeraci
adefluidaci u malych ¢astic. Rychlost akumulace roztaveného
polymeru ve vrstvé je ddn bilan¢ni relaci mezi rychlosti jeho
ndstiiku do reaktoru a rychlosti jeho pyrolyzy. ProtoZe rych-
lost pyrolyzy roste se zvysujici se teplotou, je pfi vySsich
teplotach nachylnost k defluidaci mensi. Nelze také pominout
skute¢nost, Ze viskozita polymerni taveniny s rostouci teplo-
tou exponencidlné klesd. Se zvySujici se teplotou se tendence
k aglomeraci takto postupné oslabuje a za teplot vyssich nez
700 °C pti pyrolyze PE k defluidaci nedochdzi viibec.

6.2. Spalovdni popelnatého uhl{
a biomasy

Vzhledem k nizké pracovni teploté se fluidni spalovéani zda
byt idedlni technologii pro struskujici (Skvarujici) uhli. Po-
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dobné jako Skvarujici uhli se pfi spalovani chovaji nékteré
materidly piirodniho piivodu (napft. sldma a dievéné Stépky),
jez maji vysoky obsah alkalickych sloucenin (napt. KCI).
Ukazuje se vSak, Ze i pfi teplotdch fluidniho spalovéni jsou
s témito palivy, ¢ spise s jejich popelem, potize™.

Pti spalovéni sirnatého uhli ve fluidni vrstvé kiemenného
pisku (SiO,) se tyto ¢dstice nechovaji jako materidl inertni, ale
pokryvaji se vrstvou tvoifenou hlavné thenarditem (Na,SO,),
siranem sodno-vapenatym a anhydritem (CaSO,, cit.®). Sodné
sirany jsou snadno tavitelné latky ochotné vytvarejici s po-
pelovymi slozkami eutektické smési s nizkym bodem tanf{ (viz
tabulka I). Nizkotavnd eutektika funguji jako pojivo (tmelidlo)
predevsim pro jemné (prachové) podily popela, obsahujiciho
Siroké spektrum chemickych slozek. Nejpravdépodobnéjsimi
a z hlediska aglomerace nezddoucimi reakcemi jsou vyso-
koteplotni reakce sloucenin alkalickych kovi s oxidem kie-
micitym

Na,O + 2 Si0, — Na,0 . 2 SiO, (B)

K,0 +4 Si0, = K,0 . 4 SiO, (C)

Vznikajici smésné oxidy jsou eutektika s body tdni 874
a 770 °C (cit.”"). Podobné reaguje oxid fosforecny piitomny
v popelu s oxidem vdpenatym

2 CaO +3 P,05— 2 Ca0O .3 P,0, (D)
za vzniku eutektické smési s teplotou bodu tani 774 °C.

Z prechodovych kovii v popelu z uhli dominuje Zelezo ve
formé Fe,0,, jenz také reaguje s alkdliemi (X = Na nebo K)

Fe,0; + X,0 — X,Fe,0, (E)

Je zndmo, Ze Fe, 0O, reaguje s alkdliemi ochotnéji nez SiO,
(Cit.24). Je-li proto moldrni pomér Fe,O; / (Na,O + K,0)
v popelu vétsi nez jedna, reakce (B) a (C), vedouci k nizko-
tavnym eutektikim, by se nemély uplatiiovat.

Depozici vyvolanou chemickymi reakcemi® a ndslednymi
fazovymi zménami probihajicimi na povrchu fluidovanych
&astic viak lze potlacit nebo vyrazné zpomalit. Casto viak
z technologickych dlivodli nenf moZno sniZovat pracovni tep-
lotu vrstvy. V takovych ptipadech se jako depresory aglome-
race Ucinné uplatiuji pfidavky napt. hlinitych nebo Zelezitych
sloucenin™.

Z tabulky I je patrné, Ze nejsndze se tavi eutektika nebo
slouc¢eniny obsahujici jako alkalické slozky K,O nebo Na,O
a jako kyselé slozky chloridy, SiO, nebo P,O5. Neni bez
zajimavosti, Ze teplota bodu tdni samotného SiO, je vysokd
(1450 °C).

Draslik patfi mezi zdkladni Ziviny prakticky pro vSechny
rostliny. Udrzuje se ve velké mife v rostlinnych tkdnich a po
jejich spéleni zGstdva v popelu. Tak napf. popel z pSeni¢né
sldmy nebo z kiry strom{ obsahuje vice nez 20 hm.% K,O. Je
tedy zjevné, ze pri spalovani biomasy ve vrstvé kiemenného
pisku jsou tendence k aglomeraci velmi silné. Jako schtidné
feSeni se nabizi napf. spole¢né spalovdni biomasy s uhlim.

Nato, zda v konkrétni vrstvé dojde k aglomeraci ¢i nikoliv,
md velmi silny vliv teplota. Pracovni teplota ve fluidn{ vrstvé
se pro uc¢inné spalovani pohybuje obvykle kolem 850 °C. Je
nutno si v§ak uvédomit, Ze hofici ¢dstice maji vétsinou teploty
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vyznamné vyssi nez je teplota vrstvy, a Ze o ndstupu aglomera-
ce rozhoduji prave tyto teploty.

Detailni mechanismus aglomerace dosud neni jasny, ale
nepochybné se pfi ni uplatiiuje fada jevﬁ26’28, jako castecné
taveni (pfitomnost i malych mnozstvi eutektik), plastickd de-
formace, viskdzni tok, molekuldrni difuze aj., které vyvoldvaji
adhezivn{ sily mezi ¢dsticemi.

Existuji tfi rozdilné zpisoby, jak urCovat nachylnost vrst-
vy k aglomeraci: standardni stanoveni tavitelnosti popela,
sintracni test zaloZzeny na méfeni pevnosti v tlaku popelovych
pelet a testy fizené aglomerace na laboratornim fluidnim za-
fizeni. Nejspolehlivéjsi je tfeti metoda, i kdyZ porovndni s vy-
sledky ziskanymi na zafizenich provozni velikosti chybi.

T T
d,=0.85 mm d,=12mm
2 - -
4
2
U, ms”
1 - -
3
[ S et
0 s | |
600 800 1000 1200
t,°C

Obr. 5. Vliv teploty 1 a velikosti ¢astic d, na defluidacni tendence
fluidni vrstvy popelu z uhli® 1, 3 - prahova rychlost fluidace
neaglomerujicich ¢astic U, ; 2, 4 — prahovd rychlost fluidace / deflu-
idace aglomerujicich &dstic U, ; (O) teplota pocdtku sintrovani (aglo-
merace) Cdstic 7,

950 T T o
ts, °C
850 -
o o
750 -
(o]

o o

650 ! !
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Obr. 6. Dilatometricky zmérené teploty pocatku sintrovani ¢, po-
pelu z uhli jako funkce velikosti &stic d, (cit.”)
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Rozhodujici vliv na teplotu prahu aglomerace maji che-
mické charakteristiky materidlu vrstvy a konkrétniho paliva
(popela) a z nich plynouci fyzikdlné-chemické interakce, jenz
mohou vést k tvorbé snadno tavitelnych eutektickych smési.
V takovych pfipadech je ucinek ostatnich faktorti, jako je
rychlost plynu nebo velikost ¢dstic, na prahovou teplotu aglo-
merace relativné slaby.

K nejsndze tavitelnym a tedy nezddoucim latkam, které se
pri spalovani uhli a biomasy mohou vyskytnout, patii chlo-
ridy, pfip. sfrany alkalickych kovi a jejich eutektika a ze-
jména eutektické smési oxidu alkalickych kova s oxidem kie-
micitym (viz tabulka I). Nachylnost ¢éstic k aglomeraci 1ze
snizit pfidavkem vhodnych materidld do fluidni vrstvy. K nej-
ucinngjsim patii latky schopné vazat alkalické kovy jako napf.
gibbsit (AL,O5. 3 H,0), bauxit (AIO(OH)), sillimanit (Al,.SiOs),
kaolinit (Al,Si,0; . 2 H,0) a dalsi hlinitokfemicitanové jilo-
vité minerdly. Aglomeraci vrstvy je mozZno potlacit téZ pfti-
davkem dolomitu (CaCO; . MgCOj;) nebo vipence (CaCOs).
Jako inertni Cdstice fluidnich vrstev jsou vhodné materid-
ly s nizkym obsahem pfistupného SiO, jako gabro® (obsa-
huje minerdly jako napf. pyroxen, M; Si,0¢; amfibol, M%l
[(ALSi),0,,](OH),, Zivce NaAlSi;O-KAISi,0,—CaAl,Si,Oq4
aj.), olivinovy pisek ((Mg,Fe),SiO,) a Zivce.

7. Zavér

Aglomerace ¢éstic je zpisobena lepivosti jejich povrchd.
Jestlize aglomerace neni fizena tak kvalifikované, jako je tomu
napf. u nékterych fluidnich suSdren, chovdni fluidni vrstvy se
v disledku aglomerace drasticky méni. Vrstva postupné de-
graduje a rychlost cirkulace vrstvy se zpomaluje, az se Cdstice
dostanou do klidového stavu, kdy plyn prochdzi kandly ve
znehybnélé vrstvé ¢dstic (defluidace).

Lepivost povrchu ¢dstic je vyvoldna pfitomnosti tekutin
(vlhkost, tavenina) nebo sintraci tuhé faze pfi zvySenych tep-
lotach. Detailni mechanismus aglomerace neni zndm, ale v je-
jim pribéhu se uplatiiuji jevy jako tvorba eutektickych smési,
plastickd deformace, viskdzni tok, molekuldrni difuze aj. Do
jisté miry lze aglomera¢nim tendencim ve fluidni vrstvé Celit
vyS$81 hybnosti ¢dstic, tj. zvySenim rychlosti fluida¢niho plynu
a volbou hrubsich ¢dstic.

Aglomeracni a defluidacni procesy jsou aktudlni i pri
fluidnim spalovani nebo zplynovani ménéhodnotnych uhli ¢i
biomasy a jsou velmi citlivé na teplotu. Kritickd teplota pro
prdh (pocdtek) aglomerace zdvisi piredevsim na chemické
charakteristice materidlu vrstvy a paliva (popela). Napfiklad
interakcemi mezi alkdliemi a nékterymi kfemicitymi slouceni-
nami se na povrchu fluidovanych ¢dstic tvofi eutektické smési
s teplotou bodu tdni niZ8f nez je potfebnd pracovni teplota
vrstvy. Aglomeracni tendence jsou déle posilovany dal$imi
faktory, jako je lokdlni redukéni atmosféra ¢i zvySend teplota
na povrchu reagujicich (hoticich) castic.

Nastupujici aglomeraci ve vysokoteplotni vrstvé je mozno
potlacit pfidavky vhodnych materialii jako jsou dolomit, va-
penec a latky na bazi oxidu hlinitého. Mezi praktické materialy
vrstvy odolné vici aglomeraci patii rizné ptirodni alumo-
silikdty s nizsim obsahem oxidu kiemicitého. Potizim s aglo-
meraci pfi spalovani biomasy se 1ze vyhnout spole¢nym spa-
lovdnim s (neaglomerujicim) uhlim.
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Seznam symbolid

prilnavost (adhesivnost) ¢dstic ve vrstvé
dotykovd plocha ¢dstic, m”.m™

relativni objem kapaliny ve vrstvé, obj.%
hybnost ¢dstice, kg.m.s ™'

stiedni velikost ¢dstic, obvykle urcena sito-
vanim, m

funkce

tthové zrychleni (= 9,807), m.s~

funkce v rovnici (1)

diference vysky (délky) nehybné vrstvy zpi-
sobend zménou teploty, m

vyska vrstvy pfi normdlni teploté, m
hmotnost ¢astice, kg

rozdil tlaku, Pa

ndchylnost (tendence) Cdstic k aglomeraci
teplota, C

teplota pocdtku sintrovani, °C
mimovrstvovd rychlost plynu v zafizen{, m.s~
prahova rychlost fluidace neadhezivnich ¢ds-
tic, m.s!

prahova rychlost fluidace za podminek, kdy
se uplatiiuje piilnavost &4stic, m.s™!

rychlost ¢dstice ve fluidni vrstve, m.s”!
objem kapaliny piidané do vrstvy, m®

objem ¢dstic ve vrstvé, m"

(V/V,).100

'Vp

3

UOS ™R
o

wa\ o

1

Qm“‘ ~ M%.US ~

Bezrozmérna kriteria

Ar=d; .g.p;.(p,—p)/ 1  Archimedovo kriterium

Recké symboly

& tloustka adhezniho filmu kapaliny (taveniny) na ¢dstici, m

A pomér koheznich sil mezi ¢asticemi ke tiecim sildm, vy-
volanym vertikdlnim proudem plynu

Y, viskozita fluidacni tekutiny (plynu), Pa.s, kgm s

, viskozita kapaliny, Pa.s, kg.m’l.s’

p; hustota fluida¢ni tekutiny (plynu), kg.m™

Py hustota cdstice, kg.m™

T cas, s

T, Cas defluidace, s

Tato prdce byla podporena Grantovou agenturou CR
(grant ¢. 203/02/0002) a Grantovou agenturou Akademie véd
CR (granty ¢. 4072201 a 4072001 ).
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Particles and Defluidization Phenomena in the Fluid Bed

Fluidized-bed reactors can be employed in various thermal
processes like combustion, gasification or pyrolysis aimed at
gaining energy or material recovery. Stable long-term opera-
tions can be plagued with particle agglomeration which can
dramatically degrade the quality of fluidization. The stickiness
of particles mainly depends on chemical interactions between
the bed material and the fuel. Although the agglomeration and
defluidization of beds of sticky particles are well-reproducible
phenomena, their mechanisms are not fully understood yet. It
appears that processes such as plastic deformation, viscous
flow, molecular diffusion, etc., develop adhesive forces be-
tween particles bringing about their agglomeration that can
eventually lead to defluidization. The agglomeration and de-
fluidization processes are very sensitive to temperature. At
usual combustion temperatures, the mineral residue of a fuel
(e.g., alkalis-containing ash) reacts with inert bed particles
(e.g., silica sand) forming mixed oxides and corresponding
low-melting-point eutectics on the surface of particles. The
factors that enhance the formation of agglomerates include
local reducing conditions and high temperature on the surface
of the burning fuel particles. When planning a high-tempera-
ture operation with materials prone to agglomeration, the
phenomena of cohesion and defluidization should carefully be
observed in small-scale tests. The tendency of a bed to agglo-
merate can be reduced or minimized by additives such as
dolomite, limestone, kaolin and other clays or using low-silica
bed materials.
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1. Uvod

Celed Retroviridae zahrnuje viry s diploidnim RNA geno-
mem, replikujicim se pomoci RNA-dependentni DNA poly-
merasy (reverzni transkriptasy). Retroviry jsou v poslednich
letech pfedmétem velmi intenzivniho vyzkumu zejména v sou-
vislosti s pandemii choroby AIDS, ale i vzhledem k jejich
onkogennim d¢inktim. Detailni studium regulace genové ex-
prese, zZivotniho cyklu, zpisobu skladani kapsid a mechanismu
infekce pfindsi poznatky pouzitelné nejen v oblasti mediciny
a farmakologie, ale odhaluje téZ zdklady chovéni biologickych
objektli na molekuldrni trovni. Pfikladem miiZe byt objev rever-
zni transkripce, diky némuz muselo byt pfehodnoceno zndmé
centrdlni dogma molekuldrni biologie. Vyzkum retroviry indu-
kované onkogeneze byl prvnim krokem k pochopeni bunécného
cyklu a vedl k objevu bunénych onkogenti. Retroviry také
poskytly nepostradatelny ndstroj molekuldrni biologie, jakym je
pouziti reverzni transkriptasy pro piipravu tzv. cDNA knihoven.
Jednd se o soubory genti ve formé dvojfetézcové DNA, ziskanych
prepisem sestiizenych mRNA, tj. kédujicich tsekl zbavenych
intrond jakozto ,,nadbytecnych* usektl. Lze je tedy vyuzit pro
expresi eukaryotickych genl i v bakteridlnich bunkéch, jimz
mechanismus sestfihu chybi. Dals{ perspektivni oblasti je vyuziti

Autor pro korespondenci

949

modifikovanych retrovirovych genomti pro expresi klonova-
nych gent v buikdch obratlovci a jako ,.dopravnich prostied-
ki pro genové terapie’.

2. Struktura virionu

Struktura virové Castice je v zakladnich rysech spolecnd
vem retroviriim. M4 sféricky tvar o primeéru asi 80-100 nm
(cit.)). Je sloZena piiblizné z 1-2 % RNA, 35 % lipidii a 65 %
proteini®. Vn&jsi obal je tvofen fosfolipidovou membranou,
kterou virus ziskdava béhem uvolnéni z buiiky procesem podo-
bnym puceni. Ackoli pochdzi z hostitelské buriky, jeji sloZzeni
se 1isf od plazmatické membrany vyssim obsahem sfingomye-
linu a cholesterolu, pfitomnych v mistech puceni ve zvysené
koncentraci (tzv. ,lipid rafts“)3 4 Ve fosfolipidové membrané
virionu je zakotven transmembradnovy glykoprotein, na ktery
je pomoci nekovalentnich interakci vdzdn povrchovy glyko-
protein, ktery je zodpovédny za vazbu na receptory hostitelské

Obr. 1. Struktura nezralého (a) a zralého (b) viru; 1 — povrcho-
vy glykoprotein, 2 — transmembranovy glykoprotein, 3 — dvojvrstva
fosfolipidi, 4 — polyproteinovy prekurzor Gag, 5 — polyproteinovy
prekurzor Gag-Pro-Pol, 6 — genomova RNA, 7 — matrixovy protein,
8 —,,core” tvofené kapsidovym proteinem, 9 — proteasa, 10 — integra-
sa, 11 — reverzni transkriptasa'
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buiiky a je tedy i relativné variabilni mezi retroviry. Doména
transmembranového glykoproteinu, lokalizovand vné virionu,
je zodpovédnd za fizi membran®.

Béhem tzv. zrani dochdzi k proteolytickému Stépeni poly-
proteinovych prekurzorti Gag (resp. Gag-Pro-Pol), tedy pro-
teind nezralé kapsidy a k reorganizaci struktur uvnitf virové
partikule (obr. 1). K tomuto procesu dochdzi u vsech retrovirt,
kromé spumavirt®.

V nezralé ¢éstici (obr. 1a) jsou molekuly Gag a Gag-Pro-
-Pol ukotveny pod plazmatickou membranou pomoci N-kon-
cové domény Gag, tj. matrixového proteinu (MA), ktery je
modifikovdn na N-konci myristylaci (vétSina retrovirti), nebo
acetylaci (ASLV) (cit.”). Molekuly Gag zde maji pravdéyo—
dobné hexagondlni usporadani (u HIV-1, M-PMV) (cit. )
Uvniti nezralé kapsidy jsou s molekulami Gag spojené dvé
nekovalentné vdzané kopie genomové RNA, ddle jsou zde
pfitomny bunécné tRNA a bunécné proteiny, které jsou do
virionu bud ndhodné nebo specificky inkorporovany.

Ve zralém virionu (obr. 1b) je polyproteinovy prekurzor
Gag rozitépen na jednotlivé proteiny®. T&sné pod fosfolipido-
vou membranou zlstdvd MA, ktery je k ni vdzdn stejnym
zpusobem, jako drfive cely Gag v nezralé Cdstici. Uvnitf je
lokalizovdno kondenzované jadro (tzv. ,,core®), které je tvo-
feno kapsidovym proteinem (CA). Tvar ,,core® se lisi u jed-
notlivych retrovir( a je jednim z kritérif jejich klasifikace (viz
kap. 5.). Uvnitf ,,core* je komplex diploidni genomové RNA,
integrasy (IN) a reverznf transkriptasy (RT) a nukleokapsido-
vého proteinu (NC). Déle zde nalézame tRNA, slouzici jako
primer pro reverzni transkripci, mRNA a nékteré bunécné
proteiny.

Kromé téchto domén, jez jsou spolecné vétsiné retrovirt
existuji dalsi, pro rizné viry specifické proteiny, majici své
misto a funkci ve virionu (napt. u HIV jsou to Vpr, cyklofilin,
HLA tidy I a dal$i)>.

3. Organizace genomu

Organizaci genomu jsou si vSechny retroviry podobné.
Jeho zobecnéné schéma je na obr. 2. Je tvofen dimerem
molekuly RNA, kterd md na 5° konci methylovanou cepicku,
nasleduje sekvence LTR (z angl. ,long terminal repeat®),
tvofend usekem R (z angl. ,,repeat” — sekvence opakujici se
ina 3’ konci) a U5 (z angl. ,,unique* — jedinec¢nd sekvence pro
5’ konec). LTR v podobném uspotdddni, tedy usek U3 (se-
kvence jedinecnd pro 3’ konec) a R nalézdme i na 3’ konci.
V LTR se nachdzi promotor, zesilova¢, polyadenylacni signdl
a pripadné i dalsi regulacni sekvence.

Mezi koncovymi sekvencemi LTR je signdl pro sbalovani
RNA a geny pro virové proteiny. Ty jsou tvofeny minimalné
geny gag, pro, pol aenv.Z nesesttizené mRNA je syntetizovan
polyproteinovy prekurzor Gag, ktery je prekurzorem struktur-
nich proteind kapsidy. Béhem translace dochdzi s urcitou
pravdépodobnosti k posunu ¢teciho rdmce pred koncem genu
gag (obr. 2—FS). Tim je zruSen v plivodnim ¢tecim ramci stop
kodon a jsou translatovdny i geny pro a pol za vzniku protei-
nu Gag-Pro nebo Gag-Pro-Pol. Sestiizenda mRNA slouzi pro
translaci obalovych glykoproteint Env. Kromé téchto zdklad-
nich gend obsahuji tzv. komplexni retroviry jesté fadu regu-
la¢nich gent, které jsou translatovdany podle mRNA vzniklych
alternativnim sestfihem.
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Gen gag koéduje polyproteinovy prekurzor Gag, z kterého
Stépenim virovou proteasou vznikaji obecné tyto proteiny:
MA — matrixovy protein, CA — kapsidovy protein, NC —
nukleokapsidovy protein. Kromé téchto kéduji jednotlivé viry
jesté dalsi specifické proteiny. Geny pro a pol (translatované
ve fizi s gag koduji prekurzor Gag-Pro-Pol) kéduji PR —
proteasu, RT — reverzni transkriptasu a IN — integrasu. Gen
env kdéduje obalové glykoproteiny; povrchovy glykoprotein
(SU) a transmembranovou podjednotku (TM).

4. Zivotni cyklus

Zivotni cyklus retrovirii 1ze rozdélit na dvé fize: Casnou
apozdni. Casnd fize zahrnuje procesy od vstupu viru do buiiky
az po reverzni transkripci RNA genomu retroviru (obr. 3,
kroky 1-4). Prvnim krokem virové infekce je vazba povrcho-
vych glykoproteint viru (SU) na receptory hostitelské buiiky
a ndslednd fize membran zprostiedkovand transmembrdno-
vym proteinem (TM), zejména jeho hydrofobni oblasti (obr. 3,
kroky 1, 2). Specifita vazby SU na bunécny receptor urcuje,
které buriky jsou pro vstup viru permisivni. Déle dochdzi ke
vstupu ,,core* do cytoplazmy a k jeho rozpadu (obr. 3, krok 3).
Nasleduje vyuziti tRNA jako primeru na vazebném misté
(PBS) virové RNA, ¢imz je zahdjena reverzni transkripce, jez
probihd v nékolika krocich a jejim vysledkem je piepsdni
jednoietézcového RNA genomu do dvojietézcové DNA po-
moci RT (obr. 3, krok 4). Tento komplexni proces je lokalizo-
vdn v cytoplazmé a postupné vyuzivd obou molekul RNA.
Plivodni genomovd RNA je z meziproduktu tohoto procesu,
hybridu RNA-DNA, degradovdna rovnéz reverzni transkrip-
tasou, kterd vykazuje i RNasovou aktivitu. Je nutno pozname-
nat, ze reverzni transkripce je ve srovnani s replikaci bunéc-
nych genomul zna¢né nepfesnd a je zdrojem mnoha mutaci.
Proto je terapie pacienttl trpicich AIDS komplikovédna velmi
rychlym vznikem mutantd resistentnich k pouZzitym 1ékdam,
a z téchto divodl se jako jedind moznost jevi aplikace tif
rtznych inhibitort (dosud pouze kombinace inhibitora rever-
zni transkriptasy a proteasy), tzv. kombinovand terapie. Re-
verzni transkripce vétSinou probihd v cytoplazmé (u ALV aZ
v jadfe a u hepadnavirt jiz ve virionu) v tzv. nukleoproteino-
vém komplexu, ktery obsahuje ¢dsti Gag jako napf. MA, CA,

U3 Us U3 Us
R I R
gag pro  po eny

DNA W= = = o]
Ry & e

A gag ]E)ro pol eny iy

RNA [IF i
R a @) < R

17 7 a_
U5 Q< o < U3
%) aln

Obr. 2. Genom retrovirii; DNA — schéma provirové DNA, RNA —
schéma virové RNA (nahote) a jejtho sestiihu (dole), PBS — misto
vazby primeru pro reverzni transkripci, ¥ — signdl pro sbaleni RNA,
FS — posun ¢teciho ramce, SA/SD — mista sestfihu, PPT — termindtor,
PA — polyadenylacni signdl
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Obr. 3. Schematické znazornéni Zivotniho cyklu retrovirt; 1 — interakce s buné¢nymi receptory, 2 — fiize membrén a vstup ,,core” do cyto-
plazmy, 3 — ,;rozbaleni* ,,core”, 4 — reverznf transkripce, 5 — integrace provirové DNA do chromosomu, 6, 7 — transkripce, 8, 9 — export RNA
z jadra, 9 — sestiih RNA, 10, 11 — translace, 13, 15, 18 — posttranslacni modifikace a sekrece obalovych glykoproteinti, 12, 14, 17 — skladan{ kapsidy

NC, enzymy RT, IN a n¢které faktory pochazejici z hostitelské
bunky.

Prvnim krokem pozdni faze Zivotniho cyklu je integrace
produktu reverzni transkripce do genomu hostitelské buriky za
vzniku proviru (obr. 3, krok 5). Tento déj je katalyzovén IN,
kterd pro tento proces vyzaduje vytvofeni specifického prein-
tegracniho komplexu, ktery vstupuje do jadra. Soucasti pre-
integra¢niho komplexu je linedrni provirovdi DNA, RT, IN
a pravdépodobné i CA, NC a MA. Provirus zdstava v latentn{
fazi dokud nenf aktivovan.

Produkce novych virll za¢ind transkripci provirové DNA
bunécnou DNA polymerasou II (obr. 3, krok 6). Pfi jeji iniciaci
se kromé promotoru uplatiiuje fada cis-regulacnich elementt
(v LTR), transkripcnich faktora hostitelské buniky a u kom-
plexnich retrovirti také vlastnich transkripénich aktivdtord
(Tat, Tex u HIV-1). Cdst vznikajici RNA je sestiiZena (obr. 3,
krok 9), opatfena methylovanou ¢epickou na 5’ konci a poly-
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adenylovdna na 3’ konci. VSechny formy RNA jsou pak
exportovany do cytoplazmy, kde nesesttizend RNA slouzi ja-
ko virova genomovd RNA a mRNA pro translaci gent gag, pro,
pol (obr. 3, krok 10). Sestfizenych RNA je vyuZito k expresi
Env, pifpadné dal$ich virovych proteind.

Gen env je translatovdan na drsném endoplazmatickém
retikulu (obr. 3, krok 11) a uvnité je produkt Env $tépen
bunéénymi proteasami. Vznikaji tak proteiny SU a TM, které
jsou transportovany do Golgiho komplexu (obr. 3, kroky 13,
15), kde probihd jejich glykosylace, a ndsledné jsou vystaveny
na povrch bunky v mistech bohatych na sfingomyelin a cho-
lesterol (obr. 3, krok 18).

Polyproteinovy prekurzor Gag vznika translaci genu gag
na volnych polysomech. Piiblizné s 5-20% udc¢innosti dochdz{
k posunu ¢tectho rdmce pred koncem gag, a zanika tak stop
kodén. Tim vznikd fizni genovy produkt Gag-Pro piipad-
né Gag-Pro-Pol. Timto mechanismem je u kazdého viru re-
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gulovan pomér mnozstvi Gag:Gag-Pro:Gag-Pro-Pol. Dals{
osud polyproteinu Gag zdvisi na morfogenetickém typu viru.
U retrovirt typu C a lentivirt je Gag a Gag-Pro-Pol transpor-
tovdn k plazmatické membrané, kde vytvari shluky na vnitini
strané membrdny a puci ven z bunky (obr. 3, krok 17). V po-
sledni dobé se vSak ukazuje, Ze i u retrovirti morfogenetického
typu C dochdzi k ¢astecné asociaci perkursorti Gag jiz v cy-
toplazmé (podrobnéji viz kap. 7.). U retrovir typu B a D
a spumavirl je Gag (Gag-Pro-Pol) pravdépodobné transporto-
véan na ur¢ité misto v cytoplazmé (obr. 3, krok 12), kde vytvai{
tzv. A Cdstice (strukturné podobné nezralym viriontim), které
jsou ndsledné transportovany k plazmatické membrané a puci
ven z buriky (obr. 3, krok 16). Posledni moznosti je vznik tzv.
IAP (,,intracisternal A-type particles®). Mechanismus je po-
dobny morfogenesi typu C s tim rozdilem, Ze virus puci do
endoplazmatického retikula (obr. 3, krok 14). Tento typ se
vyskytuje u nékterych endogennich retrovirg.

Pucenim ziskdvaji retroviry sviij vnéjsi obal, tedy fosfo-
lipidovou dvojvrstvu majici ptivod v bunécné plazmatické
membrdné. Vzdjemnou interakci Gag a TM jsou do membrany
viru selektivné inkorporovéany virové obalové glykoproteiny.
Jak jiz bylo zminéno, dileZitou roli pro transport Gag a jeho
vazbu k membrdané md MA doména a jeji N-koncovd modifi-
kace (nejcastéji myristylace).

Poslednim krokem v Zivotnim cyklu retroviri je zrani
virionu. To je zptisobeno proteolytickym $tépenim Gag a Gag-
-Pro-Pol a dochdzi k nému velmi brzy po uvolnéni viru z hos-
titelské buniky. Zréni je proces kompletni piestavby struktury
virionu spojeny s tvorbou ,,core*.

5. Klasifikace retroviru

Retroviry taxonomicky zatazujeme do Celedi Retroviri-
dae, patfici mezi DNA a RNA viry majici reverzni transkrip-
tasu. Dalsi ¢lenéni je odvozeno od struktury a morfogenese
virionu, struktury a velikosti genomu a LTR, velikosti genti
a pritomnosti dalsich specifickych gend, tRNA pouzité jako
primer pro reverzni transkripci atd. Toto rozdéleni dobfe od-
povida vysledkim fylogenetické analyzy sestavené podle vy-
branych domén reverzni transkriptasy. Soucasnd klasifika-
ce rozd€luje Retroviridae do sedmi rodd, které jsou shrnuty
v talljo. I. Lentiviry jsou ddle déleny do péti skupin podle hosti-
tele .

Retroviry lze ddle c¢lenit na komplexni a jednoduché.
Komplexni maji oproti jednoduchym vice moznosti sestfihu
RNA, coz zvySuje variabilitu genovych produktt, napt. HIV
a STV maji kromé gag, pro, pol, env jesté Sest dalSich proteind,
z nichZ nékteré maji specifickou regulac¢ni funkci.

Retroviry zahrnuji sedm rodd:

alfaretroviry. Tato skupina representuje exogenni i endo-
genni ptaci viry. Zastupci téchto virG jsou napi. ALV
(Avian leukosis virus) a RSV (Rous sarcoma virus),
betaretroviry. Do této skupiny patii retroviry morfologic-
kého typu B (MMTV — Mouse mammary tumor virus)
aretroviry morfologického typu D (M-PMV — Mason-Pfi-
zer monkey virus). Jednd se o endogenni i exogenni viry
mysi, ovef a primatd,

gamaretroviry. Mezi né patii retroviry morfologického
typu C. Tato skupina zahrnuje exogenni i endogenni viry
savcu. Prototypem je MLV (Murine leukemia virus),
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Tabulka I
Klasifikace retrovirt

Rod Prototyp  Morfo- Tvar zralého
viru genese virionu
Jednoduché retroviry
Alpharetrovirus ALV Ctyp @
Betaretrovirus MMTV, B/Dtyp
M-PMV
Gammaretrovirus MLV Ctyp @
Komplexni retroviry
Deltaretrovirus BLV Ctyp @
Epsilonretrovirus  WDSV Ctyp
Lentivirus HIV-1 Ctyp @ @
Spumavirus CFV B/D typ o

deltaretroviry. Morfologie a tvorba kapsid téchto virt je
podobnd gamaretrovirtim. Pro infekci jsou typickd dlouhd
obdobf latence, zpisobuji leukémie a neurologické poru-
chy. Do této skupiny patii napt. BLV (Bovine leukemia
virus),

epsilonretroviry. Zastupcem této skupiny je WDSV (Wal-
leye dermal sarcoma virus),

lentiviry. Lentiviry jsou exogenni viry zptisobujici poma-
1€, Casto fatdlni onemocnéni u fady savct. Tato skupina
zahruje HIV-1 (Human immunodeficiency virus), HIV-2,
SIV (Simian immunodeficiency virus),

spumaviry. Své oznaceni ziskaly podle pénovitého vzhle-
du infikovanych bunék, jenz je zplGsoben vakuolizaci.
Viry této skupiny nezptisobuji nddorova onemocnéni. Me-
zi zdstupce patif napf. CFV (Chimpanzee foamy virus)
a SFM (Simian foamy virus).

6. Virus lidské imunodeficience

Virus lidské imunodeficience (HIV) se diky pandemii
choroby AIDS (syndrom ziskaného selhdni imunity) stal prav-
dépodobné nejstudovanéjsim virem. Spolu s SIV patii do
skupiny lentivir primatt. Existuji dva vzddlené subtypy HIV;
HIV-1 pfevaZzuje ve vétSin€ oblasti svéta, HIV-2 byl izolovan
predevsim v zdpadni Africe. Kmen HXB-2 HIV-1 je pouZzivdn
jako prototyp ve vétsing studii, a je ve svétovém méritku hlavni
pfi¢inou AIDS. Oba subtypy virll vznikly pravdépodobné
nezdvislym prenosem SIV na piislusniky domorodych kmenit

Geny pro a pol, kédujici PR, RT, IN, jsou umistény v jed-
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Obr. 4. Genom HIV-1; obdélniky symbolizuji geny v jednotlivych
¢tecich ramcich
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nom ¢tecim rdmci a jsou translatovdny jako soucdst Gag-Pol.
Polyprotein Env je po translaci v endoplazmatickém retikulu
$tépen bunécnou proteasou za vzniku SU a TM, které jsou po
glykosylaci transportovdny na povrch buniky, kde jsou inkor-
porovdny do cytoplazmatické membrany. Struktura a funkce
genu gag je podrobné probrdna v kapitole 7. Jak jiz bylo
zminéno vyse, genom HIV-1 obsahuje kromé zdkladnich gent
jesté geny pro dalsi proteiny, které jsou piekldddny ze sestfi-
zenych forem mRNA.

Jsou to: Vif, ktery je nutny E)ro produkci infekénich Castic
v nékterych bunéénych liniich'%; Vpr je specificky inkorporo-
van do virionl prostiednictvim interakci s p6 doménou Gag
(cit.”) a je nezbytny pro replikaci viru a smérovani provirové
DNA do jadra'¥; Tat se vdZe na specifickou sekundarni struk-
turu u 5” konce RNA a zptsobuje zvySenou produkci virové
RNA; Nef zptsobuje odstranéni CD4 z povrchu napadené
buiiky'>; Rev se véZe na specifické misto virové RNA a zvy-
Suje mnoZstvi nesestfizené a jednou sestiizené RNA; Vpu je
integrdlni membranovy protein, ktery zptsobuje v endoplaz-
matickém retikulu disociaci komplexti SU-TM-CD4 (cit.m).

7. Strukturni proteiny
7.1. Polyproteinovy prekurzor Gag

Polyproteinovy prekurzor Gag je jiz sim o sobé, bez
ptitomnosti dalSich virem kédovanych proteint, schopen vy-
tvaret kapsidy a pucet ven z buiiky. Podili se také na inkorpo-
raci enzymu a vétSiny dalsich virovych komponent (RNA, SU,
TM, Vpr) do virionu. Po Stépeni virovou proteasou z néj
vznikd celd fada proteint. Struktura polyproteinu Gag zatim
neni neznama. U riznych retroviri v§ak byla objasnéna struk-
tura i funkce ndsledujicich domén polyproteinu Gag.

7.2. Matrixovy protein

Matrixovy protein (MA) tvoii N-termindlni doménu Gag.
Struktura matrixového proteinu, ktery vznikd po vyStépeni
z Gag proteasou, byla stanovena pro HIV-1 krystalograficky!”
a pomoci NMR spektroskopiels’ ° HIV-1 MA tvoii v krysta-
lech trimery, ale NMR studie ukazuji na jeho monomerni
formu v roztoku. Nicméné cilené mutace tohoto proteinu
u M-PMV, které jsou podle modelu na plochach zprostiedku-
jicich trimerizaci, zlpﬁsobily sniZeni stability Gag a dcinnosti
skladani kapsid®®*'. Biologickd funkce multimerizace neni
dosud zndma, ale mdze byt dilezitd pro transport, sklddan{
kapsid a inkorporaci Env do virionu®.

Jednou z hlavnich funkei MA je zprostfedkovani vazby
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Gag k membrané. Mutace N-koncového glycinu, kterzy %'e
myristylovan, blokuje u HIV-1 vazbu Gag k membrané**
Dalsi mutacni studie bazickych aminokyselin v MA HIV-1,
v souvislosti s jeho prostorovou strukturou, ukazuji, ze pozi-
tivni ndboj vytvofeny v MA doméné také zprostfedkova-
vd vazbu ke kyselym fosfolipidtim na vnitini strané membra-
ny' 182 Podobné vysledky byly ziskdny i u daliich re-
troviri?***?” Sekvence v MA proteinu zodpovédné za vazbu
k membréné byly pojmenovany M domény?®. Zjisténi, Ze sa-
mostatny MA se vdZe na membrdanu méné ucinné nez Gag,
a 7e delece na C konci MA vedou k pevnéjsi vazbé samotného
MA k membréané, vedly k vytvoreni teorie tzv. ,myristyl
switch® (cit.?*?%. Tento model je zaloZen na predpokladu, e
fetézec kyseliny myristové je v Gag vystaven ven z molekuly,
zatimco v samotném MA je ¢dstecné schovan. Tim je moZno
vysvétlit, Ze i pies relativné pevnou vazbu Gag k membrané
miize samotny MA jiz v rané fazi infekce disociovat od
membrdny a podilet se na tvorbé preintegra¢niho komplexu.
Tato teorie byla ¢dste¢né podpofena dalSimi studiemi®' ™
Urcitou roli v regulaci vazby MA k membrané muze hrét jeho
fosforylace34’36, avsak podil fosforylovaného a nefosforylova-
ného MA nezdvisi na jeho vazbé k membran&®. Dal3i studie
ukazuji, Ze fosforylace MA je dtlezitd pro jeho vazbu k IN
(cit.*). Jiz byla identifikovdna a charakterizovdna proteinki-
nasa asociovand s virem®’*%

Dalsi funkei MA domény je smérovani polyproteinového
prekurzoru Gag na misto skldddni kapsidy. U C typu retrovirQ
alentivirti véetné HIV je to plazmatickd membréna, ale delece
&asti MA domény HIV-1 zpiisobila pugeni do ER (cit.***).
Nahrada MA v Gag heterolognim proteinem, ktery se vdze na
membranu, zplsobila pu¢eni nejen pies plazmatickou, ale také
pres intracelularni membrany*’. Mutace jediné aminokyseliny
zménila misto skladdn{ kapsid z cytoplazmatické membrén?/
na membrany Golgiho apardtu a z n&j vznikajicich cisteren®'.

Vzhledem k tomu, Ze bodovd mutace MA M-PMV zmé-
nila morfogenesi z B/D na C typ, miiZzeme predpoklddat exis-
tenci dominantniho signdlu, ktery zabrani pfimému transportu
Gag k plazmatické membrdné. Na misto toho je Gag transpor-
tovdn na urcité misto v cytoplazmé, kde dochdzi ke skladdn{
kapsidy*. Tato myslenka byla podpofena identifikaci oblasti
18 aminokyselin v MA M-PMV, kterd je zodpovédnd za
smérovani resp. udrzeni polyproteinu Gag v cytoplazmé. Vlo-
Zenim této sekvence do MA MoMuLV, tedy retroviru typu C,
zpusobilo zménu morfogenese na B/D typ. Snimky bunék
z fluorescenéniho mikroskopu, které produkuji GFP ve fizi
S toutc; sekvenci, ukazuji bodovou lokalizaci GFP v cytoplaz-

V posledni dobé se ukazuje, ze alespon u nékterych retro-
virt typu C vznikaji intraceluldrni agregdty Gag, které vsak
nejsou viditelné pomoci elektronové mikroskopie, a proto
zustaly dlouho nepopsdny. Pomoci in vitro transkripce—trans-
lace byla analyzovdna rand fize skldddni kapsid HIV-1. Bylo
zjisténo, Ze béhem tohoto procesu dochdzi postupné ke vzniku
nékolika komplexd, jejichz konverze na sloZené nezralé kap-
sidy miZe byt blokovana nepfitomnosti ATP a k detergentim
citlivych a necitlivych buné¢nych faktori**. Toto pozorovani
je v souladu se zjiSténim, Ze pfi expresi Gag v kvasinkdch
nedochazi ke vzniku kapsid45, zatimco v bakulovirovychi sav-
¢ich expresnich systémech vznikaji nezralé kapsidy*’. V CD4*
T lymfocytech infikovanych HIV-1 byly kromé uvolnénych
zralych Cdstic a nezralych viriont identifikovany jesté dva
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intermedidty v procesu sklddani kapsid liSici se svou citlivosti
k detergentim. Tato data naznacuji interakci mezi HIV-1
molekulami Gag jesté pred jeho smérovanim k plazmatické
membrang?’.

7.3. Kapsidovy protein

Kapsidovy protein (CA) tvofi ve zralém virionu tzv. ,,co-
re”, které vytvaii obal uzavirajici genomovou RNA spolu
s dal$imi proteiny a RNA (viz kap. 2.). CA jako soucdst Gag
polyproteinu hraje dilezitou roli v procesu skldddni virové
kapsidy a jejim zrani. CA je sloZen ze dvou Cdsti: N-termi-
ndlni, tzv. ,,core’ domény, kterd je dilezitd pro zrdni virionu
au HIV-1 védze cyklofilin A (Cyp A), a C-termindlni, tzv. di-
meriza¢ni domény, pfisgl’vaj ici ke vzdjemnym interakcim me-
zi molekulami Gag (cit.*®). Strukturni data pro CA HIV-1 byla
ziskdna ?omocf NMR spektroskopie49 arentgenové strukturni
analyzy’*'. ,Core* doména je sloZena ze 7 a-helixi. Dale
obsahuje 2 B-sklddané listy a exponovanou smycku, kterd
slouzi jako vazebné misto pro Cyp A (cit.”%). C-terminalni
doména je globuldrni, z velké &dsti slozena z o-helixa. Tato
Cast obsahuje také jedinou oblast Gag, kterd vykazuje vysokou
homologii mezi jednotlivymi rody retrovirt, takzvana ,,major
homology region* (MHR).

Mutace C koncové ¢dsti HIV-1 CA domény Gag blokuji
produkci viriont*?, coz naznaduje jeji ucast na Gag-Gag inter-
akcich. Tento fakt byl také podpofen strukturnimi studiemi’>.
Mutace v MHR HIV-1 poskytuji Siroké spektrum fenotypu.
Konkrétné poruchy v procesu skldddni a zrani kapsidy a sni-
7enou infektivitu™. Vysvétleni je tfeba hledat ve faktu, Ze
aminokyselinové zbytky MHR tvoii sif vodikovych vazeb
stabilizujicich strukturu celé CA domény’. Mutace v MHR
tedy pravdépodobné zptisobuji vétsi konformacni zmény, coz
mize byt pri¢inou Sirokého spektra pozorovanych defektu.

Pomoci kvasinkového dvouhybridového systému byla pro-
kdzéna interakce HIV CA s proteiny z rodiny cyklofiling, které
v buiice slouZi jako peptidyl-prolyl cis-trans isomerasy™. Cy-
klofilin A (Cyp A) je specificky inkorporovdn do HIV-1
viriond a jeho inkorporace je nutnd pro infektivitu. Viriony
bez Cyp A vykazovaly defekt v ranné f4zi infekce, jesté pred
zahdjenim reverzni transkripceSG, ale jeho pfesnd role v zZivot-
nim cyklu viru neni zndma. Doména vdzajici Cyp A se nachdzi
v okoli prolinu v pozici 90 (cit.**>") a inkorporace Cyp A do
virionti miiZze byt blokovdna cyklosporinem A. Toto zjistén{
se zddlo byt velmi slibné z terapeutického hlediska, ale pri
plsobeni této latky velmi rychle vznikaji rezistentni mutan-
ty>®. Piestoze tyto rezistentni varianty maji mutace v blizkosti
vazebného mista pro Cyp A, stdle vdzi in vitro Cyp A a cy-
klosporin je i naddle schopen tuto vazbu narugit>®. Tyto mutace
tedy sniZzily inkorporaci Cyp A, ale zptisobily, Ze tato litka jiz
neni ve virionu potfeba. Prostorova struktura N-termindln{
domény HIV-1 CA naznacuje, Ze inkorporace Cyp A miiZe
uvolnit CA-CA interakce a napomdhat tak v procesu otevieni
viru po infekci buiiky™.

Mutace N-termindlni domény CA obecné nezpiisobuji
poruchy skldddni a tvorby cdstic, ale produkované viriony
maji sniZzenu infektivitu a porusenu strukturu ,,core“sg. Po
proteolytickém Stépeni vazby MA-CA dojde ke zméné pro-
storové struktury N-konce CA. Tim vznikd novy motiv ovliv-
fujici vazbu CA-CA, ktery mtize hrdt dtlezitou roli pfi vzniku

,,core“GO.
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Rekombinantni HIV-1 CA vytvafi in vitro cylindrické
utvary, coZ je v souladu s jeho rolf pfi tvorbé ,,core®. N-termi-
ndlni extenze CA C-koncovou sekvenci MA zménila tvar
in vitro vznikajicich castic na kulovité, coz souhlasi s teo-
rif o zméné struktury N-konce CA po proteolytickém Sté-
peni vazby MA-CA a s odliSnym tvarem nezralé kapsidy
a,,core“(’o’él. Elektronmikroskopické studie struktur tvote-
nych v E. coliukdzaly, Ze za tuto zménu tvaru ¢dstic odpovida
exposice ¢ maskovani N-termindlniho prolinu CA (cit.%?).

7.4. Nukleokapsidovy protein

Spoleénym znakem nukleokapsidovych proteini (NC)
vétsiny retrovirtl je pfitomnost jedné nebo dvou Cys-His do-
mén o obecné sekvenci Cys-X,-Cys-X,-His-X,-Cys domén.
Tato doména je také oznacovdna jako CCHC motiv nebo
zinkovy prst a jeji obdobu nalézdme v mnoha buné¢nych DNA
vazebnych proteinech. NC jak HIV-1 tak M-PMV obsahuje
dvé takové domény, z nichZ kazda vdZe jeden zinec¢naty ion 3,
Ve virionu nalézdme NC v jadre, vazany na RNA (viz kap. 2.).
Struktura jak samotného HIV-1 a M-PMV NC tak i HIV-1 NC
vdzaného na krétky oligonukleotid byla ur¢ena pomoci NMR
a ukazuje, Ze zinkové prsty jsou lokalizovdny v centrdln{
globuldrni oblasti, zatimco N- a C-konce jsou relativné vol-
n&jsi, bez globuldrni struktury®®.

Béhem skladani kapsidy dochdzi také k inkorporaci dvou
kopif virové RNA. Bylo zji§téno, Ze virové specifickd nese-
stfizend RNA je preferovana pred sestfizenymi formami viro-
vé RNA abunéénymi mRNA. Mutace konzervativnich cystei-
nd a histidint v zinkovych prstech NC u HIV-1 zpisobuje
vyznamné defekty ve specifité sbalovani virové RNA a ve
vazbé RNA in vitro®. V n&kterych piipadech byl zvysen
pomér sestiizené a nesestfizené RNA ve virionu®®®”. Chimérni
Moloney murine leukemia virus (MoMuLV) Gag obsahujic{
HIV-1 NC specificky inkorporoval do vznikajicich castic
HIV-1 RNA (cit.*’). Z toho vyplyvd, Ze kromé nespecifické
vazby na RNA je NC schopen specificky rozpozndvat virovou
RNA a je zodpovédny za jeji inkorporaci do virionu. Primarn{
doména virové RNA zodpovédnd za tuto specifickou vazbu se
nazyva y sekvence a vyskytuje se s ur¢itou homologii u v§ech
retrovirQ. Tato oblast se nachdzi na 5” konci virové RNA mezi
LTR a zaCitkem genu gag a vytvdii strukturu 4 vlasenek
(SL1-SL4) (cit.%). Vldsenky SL1-SL3, na rozdil od SL4,
vykazuji vysokou afinitu k NC (cit.®®). Pomoci NMR byla
urcena prostorova struktura HIV-1 NC s navdzanym fragmen-
tem RNA odvozenym od SL3 (cit.%%) a SL2 (cit.”%). Kromg&
specifické vazby NC jakoZto soucdsti Gag k y sekvenci,
odpovidajici za ucinnou inkorporaci virové RNA do nezralé
kapsidy, je maturni NC uvniti' ,,core®, kde svou vazbou na
RNA napomihd jeji dimerizaci a zvySuje jeji stabilitu’’.

Mutace a delece HIV-1 Gag v oblasti NC domény zptiso-
buji poruchy uvoliiovani{ viru nebo zabranuji ic¢innému skla-
dani kapsid, z ¢ehoz lze usuzovat, Ze NC doména Gag je
diilezitd i pro skladani virionu’*"*, Jednd se zejména o N-kon-
covou oblast slozenou z bazickych aminokyselin®. Delece NC
u RSV vedla k tvorbé ¢astic o nizsi hustoté. Tento defekt 1ze
opravit vloZenim basické ¢sti NC jiného retroviru’>. Analyza
pomoci kvasinkového dvouhybridového systému rovnéz uka-
zuje, Ze NC zprostfedkovavd interakce mezi molekulami Gag
(cit.”). In vitro vytvaii CA ve fizi s NC cylindrické &dstice
G¢inn&ji nez CA samotny’’. Heterologni protein, ktery zpro-
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stiedkovdvd proteinové interakce, miize zastoupit NC v pro-
cesu skldadan{ kapsidy78‘ Oblasti v NC dulezité pro multimeri-
zaci Gag byly pojmenovény jako tzv. I domény (z angl.
Linteraction domains“)zs.

V soucasnosti neni jasné, jakou roli hraje RNA v procesu
skldddni kapsidy. Studie sklddani precisténého HIV-1 CA-NC
in vitro podporuji roli RNA v multimerizaci Gag, protoze
purifikovany CA-NC oSetfeny RNasou nevytvdfi cylindrické
&astice”.

8. Zavér

Je zfejmé, Ze retroviry jsou pies svoji malou velikost
a zdanlivou jednoduchost velmi komplexni ¢dstice, v nichz
vSechny komponenty maji zcela specifickou a nepostradatel-
nou funkci. Pro nalezen{ uc¢innych terapeutik je nutno znat
podrobné jak mechanismus replikace jejich genomu tak ze-
jména funkce a vzdjemné interakce produktd jednotlivych
gend. Kromé retrovirovych enzymt, jez jsou v soucasnosti
jedinym cilem pouzivanym pro terapii, jsou pfedmétem studia
i regulacni proteiny a interakce mezi strukturnimi proteiny
vedouci ke vzniku kapsidy. Objasnéni téchto interakci je
dilezité nejen z hlediska mozného terapeutického vyuziti, ale
také pro vyvoj vektori pro genové terapie.

Seznam pouzitych zkratek

ALV Avian leukosis virus

BLV Bovine leukemia virus

CA kapsidovy protein

CFV Chimpanzee foamy virus

GFP green fluorescent protein
HIV-1 Human immunodeficiency virus
IN integrasa

LTR long terminal repeat

MA matrixovy protein

MHR major homology region

MLV Murine leukemia virus
MMTV  Mouse mammary tumor virus
MoMuLV Moloney murine leukemia virus
M-PMV  Mason-Pfizer monkey virus
NC nukleokapsidovy protein

PR proteasa

RT reverzni transkriptasa

SFM Simian foamy virus

SU surface glykoprotein

™ transmembrane glykoprotein
WDSV Walleye dermal sarcoma virus

Tato prdce byla podporena grantem Grantové agentu-
ry Ceské republiky ¢. 203/00/1005 a grantem CEZ:J19/18:
223300006 Ministerstva Skolstvi, mlddeZe a télovychovy.
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P.Strnad, S. Haubov, and T. Ruml ( Department of Bio-
chemistry and Microbiology and Center for Integrated Ge-
nomics, Institute of Chemical Technology, Prague): Retro-
viral Genome and Physiological Function of Its Products

Retroviridae comprise viruses with diploid RNA genome,
which are replicated by RNA-dependent DNA polymerase,
i.e. reverse transcriptase. This enzyme itself is a valuable tool
of molecular biology. However, retroviruses are in the fore-
front of scientific interest mainly due to the serious diseases
they cause. In addition, elucidation of some aspects of the cell
cycle and cellular oncogens originated from the studies of
retroviral oncogenesis. Another attractive area is the design of
retroviral vectors for gene therapies. This review attempts to
sum up the most recent general knowledge of the function of
retroviral genes and their products in the virus life cycle.
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Uvod

Mikropriitokovd analytickd zafizeni, kterd by umoznila
spojeni nékolika krokd chemické analyzy na miniaturnich
platforméch, jsou jiz delsi dobu pfedmétem zdjmu mnoha
svétovych laboratoii' ™ Tato zafizeni jsou nékdy téZ nazyvana
,laboratof na ¢ipu* systémy, mikrototalni analytické systémy’
(LTAS) nebo téz mikrofluidni Cipy. Jsou pfipravovéna z kie-
miku®, skla’ & polymer&® pomoci mikrofabrikagnich metod’
béznych dosud spiSe v elektrotechnickém primyslu pii vyrobé
integrovanych obvodi a pro pohyb vzorkl vyuZivaji prede-
v§im elektroosmoticky tok nebo hydrodynamicky tok. Mezi
nejvetsi vyhody téchto koncepti patif integrace procesu pred-
upravy vzorku, jeho u¢inné separace a nasledné detekce, mi-
nimdlni ndroky na mnoZstvi pouzitych reagencii a spotfebu
vzorku, vysokd rychlost analyzy, automatizovatelnost analy-
tickych procest, cenové dostupnost, nizké naroky na prostor,
atd."™*

Mikrofluidni zafizeni jsou spojena predevSim se spek-
trometrickymi zptisoby detekce, napiiklad s laserem induko-
vanou fluorescenci'® & hmotnostni spektrometrii'’. Tyto de-
tektory jsou vsak piili§ objemné ve srovnani s vlastnimi ¢ipy,
¢imz se ztrdci nékteré vyhody spojené s miniaturizaci. Proto
je dalsi rozvoj novych zptisobid detekce velice potiebny. Vy-
hodnym feSenim pro elektroaktivni latky se jevi detekce elek-
trochemickd, kde 1ze detekéni elektrodu integrovat k mikro-
fluidnimu zafizeni samotnému'%. V&tsinou je pouzivdna am-
perometricka detekce pii konstantnim potencialu'*'%, Z metod
s proménnym potencidlem byla pouzita napriklad cyklickd
voltametrie pro méfeni v subnanolitrovych objemech1 16 dal-
§1 mozZnosti je pouziti detekce vodivostni'’.

Cilem této prdce je ukdzat moznosti riznych operaci pri-
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tokové injek¢ni analyzy (FIA) integrované na jednoduchou
mikrofluidni platformu (autofi navrhuji pouzivat cesky ndzev
mikropritokova injekéni analyza &i UFIA (cit.'®)).

Zminénd metoda dosud nebyla, navzdory jejim nespornym
vyhoddm pro automatizaci a miniaturizaci, stfedem zdjmu
rychle se rozristajictho oboru mikrofluidni chemie'®. Cilem
predklddané price je proto zhodnoceni takového systému.
Byly studovdany moznosti opakovaného davkovani analytu,
dcinného transportu nosného média a reagentu v submikro-
litrovych objemech, byl zkoumdn vliv nékterych experimen-
tdlnich parametrd (intenzita elektrického pole, doba ddvko-
vani, materidl pracovni elektrody) na analytické vlastnosti
systému. Pro detekci byla zvolena sitotiskova (screen-printed)
elektroda z uhlikového inkoustu, kterd byla neddvno pouZzita
pro amperometrickou detekci v mikrofluidnim systému s ka-
pildrni zénovou elektroforézou® (CZE). Vyzkum a vyuZiti
novych netradi¢nich elektrodovych materidld je v soucasné
dobé v popredi zdjmu nasi laboratore.

Experimentalni ¢ast
Chemikdlie

Dopamin (3,4-dihydroxyphenethylamin), p-kresol (4-me-
thylfenol), 1,2-dihydroxybenzen, B-D(+)glukosa a glukos-
oxidasa (B-D-glukosa:kyslik 1-oxidoreduktasa) (234 900 jed-
notek.g™"), byly zakoupeny od Sigma-Aldrich. Nosnym elek-
trolytem byla smés fosfatového a bordtového pufru (oba
0,02 mol.I"", pH 7.9, pro fosfitovy pufr byly pouzity hydro-
genfosforec¢nan sodny a fosfore¢nan sodny, pro boratovy pufr
boritan sodny). Zasobni roztoky a pufry byly pfipravoviny
denné v deionizované vodé a filtrovany 0,45 wm membra-
novym filtrem (Whatman, USA). Roztoky vzorki byly pfipra-
vovdny fedénim odpovidajicich zdsobnich roztokd pufry. Pro
modifikaci tisténé elektrody byl pouzit standardni roztok zlata
pro atomovou absorpci (1,000 ug.ml™" Au ve 5 hm.% HCI)
zakoupeny od Sigma-Aldrich.

Pouzité piistroje

Elektrochemickd méfeni byla provedena na potenciosta-
tu Electrochemical Analyzer 621 (CH Instruments, Austin,
USA) spojeném s osobnim pocitacem s procesorem Pentium
IIT 166 MHz, 32 MB RAM. Uspofaddni integrovaného sys-
tému &ip—detektor bylo popséno diive'*?’. Mikrofluidni skle-
nény ¢ip byl vyroben firmou Alberta Microelectronic Com-
pany (AMC, Model MC-BF4-001, Edmonton, Kanada) vlh-
kym chemickym leptdnim a tepelnym lepenim. Sklddal se
z mikrokandlki o prifezu tvaru polovi¢ni elipsy o $ifce 50 um
a hloubce cca 40 um tvofticich ctyfcestny davkovaci kfiz spo-
jeny s tremi zdsobniky pufru a reakéniho mikrokanalu délky
72 mm. Pracovni elektroda a mikrofluidni ¢ip byly ukotveny
v laboratorné pfipraveném drzdku z poly-methylmethakryldtu
(obr. 1). Pro spojeni odpovidajicich ddvkovacich kandlkd se
zasobniky pufru a roztoku vzorku byly pouzity zkracené $pic-
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Obr. 1. Integrovany mikropratokovy systém s amperometrickou
detekei; A — sklenény mikrofluidni ¢ip, B — reakéni kanal, C —
davkovacikandl, D — $picka pipety pro spojeni se zdsobnikem nosného
elektrolytu, E — §picka pipety pro spojeni se zdsobnikem vzorku, F —
nevyuzity kandl, G — drzdk systému z plexiskla, H — zdsobnik nosného
elektrolytu, I — zasobnik vzorku, J — nevyuzity zasobnik, K — detekéni
(odpadni) zdsobnik, L, M — tiSténd pracovni elektroda, N — kontakt
stitbrnym inkoustem, O —izolant, P — vymezovaci tésnéni, Q — vyvod
kandlu, R —referentni elektroda, S — pomocna elektroda, T — elektrody
zdroje vysokého napéti, U — plastovy Sroub. Pro lepsi zobrazenf jsou
¢ip, plastovy drzdk a sitotiskovd elektroda odélené a rozméry nejsou
v redlném méfitku (pfetisténo se svolenim redakce')

ky z plastovych pipet naplnéné odpovidajicimi roztoky. Elek-
trochemicky detektor byl umistén v odpadnim zdsobniku,
pricemz vyvod reakéniho mikrokandlku byl pouzit pro ,,end-
-column* amperometrickou detekci. Stiibrny dratek pokryty
AgCl byl pouzit jako referentni elektroda, platinovy drdtek
tvoftil elektrodu pomocnou a jako pracovni byla pouzita si-
totiskova elektroda z uhlikového inkoustu natiSténd na ke-
ramické desti¢ce pomoci poloautomatické tiskdrny TF 100
(MPM, Fanklin, USA)IQ, byl pouzit inkoust Electrodag 440B
kat. ¢.49AB90 (Acheson, Colloids, Kanada). Vzdalenost mezi
vyvodem reakéniho mikrokandlku a povrchem pracovni elek-
trody byla kontrolovdna plastovym Sroubem a teflonovym
vymezovacim tésnénim tloustky 50 wm. Do vSech zdsobnikd
byly umistény platinové dratky pro spojeni se zdrojem vyso-
kého napéti (HV), vyrobeného v laboratofi. Napéti zdroje
vysokého napéti bylo mozné nastavovat v rozmezi 0+4 kV.

Pracovni postup

Pro detekci glukosy a p-kresolu byla elektroda modifiko-
vdna zlatem pouzitim ¢tvercovych pulzi (0,2 az +0,75 V
proti Ag/AgCl) §itka pulzu 0,6 s po 30 min) v roztoku 0,3.10~
mol.I"" Au(III), 0,1 moll™ NaCl a 1,5% HCI. Zlato bylo
vylouceno redukci. Jak bylo zji§tén02], redukce ¢tvercovymi
pulzy poskytuje mechanicky odolngjsi vrstvu zlata nez re-
dukce pri konstantnim potencidlu ¢i redukce cyklickou vol-
tametrii. Pro detekci dopaminu byla pouZita nemodifikovand
uhlikova sitotiskova elektroda. Pracovni potencidl elektrody
pro detekci glukosy a p-kresolu byl 0,9 V (vse proti Ag/AgCl),
Dopamin byl detegovan pfi +1,2 V. Amperometricky signal
byl zaznamendvan s ¢asovou konstantou 0,1 s.
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Obr. 2. Vliv davkovaného objemu na tvar piku 1.10~* mol.I"
p-kresolu; intenzita elektrického pole 0,42 kV.Crnfl, davkovani 1,
2,3,4,6, 8, 10, 15, 20 s (a—i), v 0,02 mol.I"" smési fosfatového
a bordtového pufru pH 7,9, detekce na zlatem modifikované sitotisko-
vé uhlikové elektrod€ pfi 0,9 V vs. Ag/AgCl; I, — proud, ¢ — Cas

et

Zasobnik pro nosny elektrolyt v plastovém drzdku s od-
povidajicimi spojkami z pipet byl naplnén 250 pu pufru, zdsob-
niky pro roztoky vzorku byly naplnény 200 ul. Cip byl poté
umistén do plastového drzdku se Spickami plastovych spojek
mificimi dolt do zdasobniku v téle plastového drzdaku. Nakonec
byl naplnén detekcni zdsobnik a bylo zapojeno vysoké napéti.
Roztoky vzorku a nosného elektrolytu byly pumpovény elek-
trokineticky, detekéni zdsobnik byl uzemnén, ostatni zdsob-
niky byly plovouci. Vzhledem k vysokému napéti je tieba
vSechny operace provddét s mimorddnou opatrnosti. Mikro-
kandlky byly pfed pouzitim proplachnuty deionizovanou vo-
dou. Privod vysokého napéti do zdsobniku nosného elektro-
lytu a roztoku vzorku byl realizovdn pomoci Pt elektrod.
Napéti bylo pfepindno pomoci jednoduchého ptepinace. Takto
bylo ddvkovdni vzorku do proudu nosného elektrolytu velice
rychlé a tok byl prerusovan jen minimdlné. Pfed opakovanymi
davkovanimi vzorku byly naplnény i postranni mikrokanalky
¢ipu pfipojenim napéti 3 kV po dobu 20 s. Elektrokinetické
davkovani vzorku bylo provddéno po stabilizaci signdlu prou-
du zdkladni linie pfipojenim napéti 3 kV (intenzita elek-
trického pole 0,42 kV.cm'l).

Vysledky a diskuse
Charakterizace mikrofluidniho toku

Pro charakterizaci elektrokinetickych vlastnosti mikro-
fluidniho toku byly vybrany dopamin a p-kresol. Pii pH 7.9 je
potlacena ionizace téchto latek, které pak migruji s elektroos-
motickym tokem, coz bylo prokdzdano minimdlnim rozdilem
migracnich Cast 38 a 37 s pii 3 kV (ddvkovdni 3 s). Lze je
detegovat s mikromoldrni citlivosti bez pfedchozi derivati-
zace, vysledky proto nejsou ovlivnény rtiznymi parametry
ucinnosti reakce (Cas, teplota, michdni, atd.). Analyticky vy-
kon platformy byl vyhodnocen jako pocet rozliSenych piki ve
stanoveném case pii postupném ddavkovani modelovych latek
do elektroosmotického toku. Pocet tspésnych davkovani byl
ovlivnén Casem potfebnym ke stabilizaci signdlu zdkladn{
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Obr. 3. Vliv intenzity elektrického pole na tvar piki 1. 10~ mol.I"'
dopaminu; mten21ta elektrického pole 0,56, 0,49, 0, 42 0,35, 0,28,
0,21,0,14kV.cm™ (a—, —g), davkovani 3 s, v 0,02 mol. 1" smési fosfato-

eho a bordtového pufru pH 7,9, detekce na sitotiskové uhlikové
elektrodé pii 1,2 V vs. Ag/AgCl; I, — proud, ¢ — ¢as
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Obr. 4. a: Odezva detektoru na vzrustajici koncentrace davko-
vaného dopaminu, (1-8).107° mol.I"" v 1.107 mol.I" krocich (a—h).
b: Opakovatelnost méreni: tficet divkovani 5. 10 mol.1™! dopaminu,
intenzita elektrického pole 0,42 kV.crn’l, smés fosfatového a bora-
tového pufru pH 7,9, davkovaéni 3 s, detekce na sitotiskové uhlikové
elektrodé pii 1,2 V vs. Ag/AgCl

linie po elektrochemické detekci. Behem 3 min bylo mozno
detegovat 7 pikti dopaminu s 20 s intervaly mezi ddivkovanim
¢i 6 pikd p-kresolu s 25 s intervaly. Ddle byl sledovén vliv
davkovaného objemu na tvar pikt u p-kresolu (obr. 2). Op-
timdlni gaussovsky pik je dosaZen pfi cca 3 s ddvkovdni. V1iv
intenzity elektrického pole na vysku a $itku piku byl studovan
pro 1.10~*mol.I"" analyty. Jak je patrné z obr. 3, polositka piku
w,, se zvétSuje a vySka piku se sniZuje se sniZujici se intenzi-
tou elektrického pole. Jako optimdlni 1ze doporucit napéti
3kV (intenzita elektrického pole 0,42 kV.cm™), pfi némz bylo
zjisténo nejmensi rozmyti pika.

Opakovatelnost a stabilita signdlu byla vypoctena jako
relativni smérodatnd odchylka z 30 davkovdni modelovych
latek o koncentraci 5.10™ mol.I”! (2,47 % pro dopamin, 3,06 %
pro p-kresol)(viz obr. 4).

959

Laboratornf pfistroje a postupy

Tabulka I
Analytické parametry kalibra¢nich méfeni stanovenych latek

Sloucenina c Smérnice  Usek R? Ly b

[mol.I"']  [nA.mol™"1] [nA] [moll B
Glukosa (5-15).107° 5,56.10° 0,31 0,9945 2,5.107°
Dopamin (1-8).10°  124.10° 0,12 0,9976 5.10°
p-Kresol (2-12).10° 322.10* 0,21 0,9899 1.107

 Korela¢ni koeficient, ® limita detekce

Stanoveni glukosy

MozZnost vyuZiti chemické reakce pro stanoveni glukosy
v mikropriitokové injek¢ni analyze byla studovdna na reakci
glukosy s enzymem glukosooxidasou. Byla zvolena aerobni
enzymatickad oxidace glukosy na kyselinu glukonovou a pero-
xid vodiku, kyselina glukonovd byla ndsledné¢ amperomet-
ricky oxidovdna na pracovni elektrodé. Pouziti této reakce
bylo jiz dfive popsano v literatufe”>. Enzym o koncentraci
70 jednotek.ml™! byl pfipraven v roztoku smési fosfitového
a bordtového pufru. Vzorek byl pak davkovéan do toku pufru
obsahujictho enzym. Jako reakéni smycka byl vyuzit mikro-
kandl vedouci k detektoru.

Byla provedena kalibra¢ni méfeni a urceny limity detekce
(tabulka I). Koncentrace byly méteny tfikrat, signdl pro vSech-
ny studované latky vzrastal linedrné v celé méfené koncen-
tracni oblasti a limita detekce byla ur¢ena jako trojndsobek
absolutni hodnoty Sumu zdkladnf linie (S/N = 3).

Zavér

Bylo zkoumdno vyuziti jednoduchého mikrofluidniho za-
fizeni v mikropritokové injek¢ni analyze. Vliv intenzity elek-
trického pole, davkovaného objemu a koncentrace vzorku,
opakovatelnost a dlouhodobad stabilita stanoveni byly zkou-
many pro dopamin a p-kresol. Pro UFIA stanoveni byla vy-
uzita enzymatickd reakce glukosy s glukosooxidasou. Jako
detekcni technika byla zvolena amperometrie za konstantniho
potencidlu, pro zlepSeni citlivosti detektoru byl povrch elek-
trod modifikovdn zlatem. Metoda poskytuje velmi dobrou
opakovatelnost a spolehlivost. Bylo dosazeno milimolarn{
limity detekce pro glukosu a mikromoldrnich limit detekce pro
dopamin a p-kresol.

A. M. dékuje Americké chemické spolecnosti (ACS) a Fon-
du rozvoje vysokych skol (FRVS G4 2300/2002) a J. B. dékuje
Grantové agenture Univerzity Karlovy (projekt 232/2002/
B-CH/PrF) za poskytnutou financni podporu.

LITERATURA

1. Jakeway S., de Mallo A. J., Russell E. L.: Fresenius’ J.
Anal. Chem. 366, 525 (2000).

Freemantle M.: Chem. Eng. News 22, 27 (1999).

Hadd A., Raymond D., Halliwell J., Jacobson S., Ramsey
M.: Anal. Chem. 69, 3407 (1997).

2.
3.



Chem. Listy 97, 957 — 960 (2003)

15.

16.
17.

18.

19.

Reyes D. R., lossifidis D., Auroux P.-A., Manz A.: Anal.
Chem. 74,2623 (2002).
http://www.lab-on-a-chip.com/home/index.html; 20. f{j-
na 2002.

Manz A., Graber N., Widmer H. M.: Sens. Actuators, B1
1990, 244.

Jacobson S. C.,Ramsey J. M.: Anal. Chem. 69,3212 (1997).
Becker H., Locascio L. E.: Talanta 56, 267 (2002).
McCreedy T.: Trends Anal. Chem. /9, 396 (2000).
Ramsey R. S., Ramsey J. M.: Anal. Chem. 69, 1174 (1997).
Woolley A., Lao K., Glazer A., Mathies R. A.: Anal.
Chem. 70, 684 (1998).

Wang J.: Talanta 56, 223 (2002).

Wang J., Tian B. M., Sahlin E.: Anal. Chem. 71, 3901
(1999).

. Clark R., Hietpas P., Ewing A. G.: Anal. Chem. 69, 259

(1997).

Bratten C., Cobbold P., Cooper J. M.: Anal. Chem. 69,
253 (1997).

Haswell S. J.: Analyst 722, 1R (1997).

Pumera M., Wang J., Opekar F., Jelinek 1., Feldman F.,
Lowe H., Hardt S.: Anal. Chem. 74, 1968 (2002).
Greenway G. M., Haswell P. H., Petsul P. H.: Anal. Chim.
Acta 387, 1 (1999).

Wang J., Tian B. M., Nascimento V., Agnes L.: Electro-
chim. Acta 43, 3459 (1998).

Laboratornf pfistroje a postupy

20. Wang J., Tian B. M., Sahlin E.: Anal. Chem. 71, 5436
(1999).

21. Wang J., Chatrathi M. P., Tian B. M.: nepublikované
vysledky.

22. WangJ., Chatrathi M. P., Tian B. M., Polsky M. P.: Anal.
Chem. 72, 2514 (2000).

A.Muck?, J. Wang”, and J. Barek® (“Department of Na-
tural Compounds, Institute of Organic Chemistry and Bioche-
mistry, Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague,
bDepartmenz of Chemistry and Biochemistry, New Mexico
State University, Las Cruces, NM, USA, ‘UNESCO Labora-
tory of Environmental Electrochemistry, Charles University,
Prague): Microfluidic Platform for FIA with Electroche-
mical Detection

The performance of a new microfluidic device was tested
in a flow-injection analysis arrangement. The influence of the
electric field intensity, sample volume and concentration as
well as the repeatability were evaluated for dopamine and
p-cresol. Determination of glucose was carried out after reac-
tion with glucose oxidase using amperometric detection at
gold-coated screen-printed carbon ink electrode. The method
provided reliable performance and easy operation. Millimolar
detection limits for glucose and micromolar detection limits
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Kli¢ova slova:

Ke dni 26. biezna 2003 bylo v Chemical Abstracts re-
gistrovdano 21 211 680 organickych a anorganickych latek,
pficemz ke dni 21. zaff 2001 to bylo ,,jen* 18 683 580 or-
ganickych a anorganickych litek (aktudlni pocet registro-
vanych chemickych ldtek 1ze snadno zjistit na webové stran-
ce Chemical Abstracts Service, http://www.cas.org/cgi-bin/
regreport.pl). BEhem puldruhého roku tedy pocet registrova-
nych chemickych ldtek vzrostl o vice neZ 2,5 milionu.

Porovname-li tyto pocty s existujicimi databazemi spekter,
zjistime nékolikarddovy rozdil mezi poctem zndmych slouce-
nin a poctem uloZenych spekter. Je pfitom zndmo, ze pravé
molekulovd spektra (pfedeviim spektra NMR, IC, Ramanova
a hmotnostni) jsou jednim ze zdkladnich zdroji informaci
o novych ldtkdch. Spektra jsou ve vétsiné publikaci zreduko-
vdna na jednovétd konstatovani, po piipadé na jednoduchou
tabulku. Pavodni spektra v lepSim pripadé uchovdvd autor,
drive i pozdéji jsou i tato spektra Casto zapomenuta Ci ztrace-
na. Tabulka I shrnuje odhad poctu spekter, kterd byla zminéna
jen v prvnich Sesti ¢islech 67. ro¢niku casopisu Collection of
Czechoslovak Chemical Communications.

V uplynulych letech jsme byli svédky fady pokust vybu-
dovat mezindrodni banku spektroskopickych dat. Idea budo-
vani takové mezindrodni databdze nenf novd a byla tspés-
né ovéfena na bance krystalografickych dat proteinti, do které

Tabulka I

Ptiblizny pocet citovanych spekter v ¢lancich casopisu Col-
lection of Czechoslovak Chemical Communication 67 (2002)
(spektra: IC — infracervend, UV — ultrafialové, ESR — elektro-
nové spinové resonance, NMR — nukledrni magnetické reso-
nance, MS — hmotnostni)

Cislo IC ESR BC-NMR Jind

uv RAMAN  'H-NMR MS
1 70 0 0 0 138 134 25 6
2 6 16 0 0 23 37 0 0
3 45 14 0 0 32 75 35 64
4 3 2 0 0 3 3 0 0
5 101 12 0 0 158 166 14 2
6 1 0 10 2 41 56 83 6
Celkem 236 44 10 2 395 471 157 78

%

24-26 (2001).
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jsou data ukldddna téméf z kazdé recenzované proteinové
krystalografické publikace. Tato banka dat je zpiistupnéna
krystalografické obci a je klicovym zdrojem pro aktivity na
tomto poli (http://www.rcsb.org/pdb/).

V roce 1996 byl na konferenci ,,Spojeni a interpretace
spekter prostfednictvim molekulovych struktur (Linking and
Interpreting Spectra through Molecular Structures), konané ve
Warwicku (Velkd Britanie), poddn ndvrh na zalozeni obdob-
ného zdroje spektroskopickych dat. Hnaci silou tohoto navrhu
byl stdle se zvétSujici rozdil mezi poctem znamych sloucenin
apoctem spekter ulozenych ve spektralnich databazich. V roce
1996 bylo evidovdno 14 miliont chemickych latek.

Po tadé¢ diskusi na riznych konferencich v letech 1996 az
1998 jak v Evropé, tak i v USA byly v roce 1999 a 2000
predloZeny dva ndvrhy vyjddfeni zdjmu o 5. rdmcovy program
zalozZeni spektroskopické databanky. Dusi celého projektu se
stal Dr. Antony N. Davies, University of Glamorgan (Wales)
a Creon Lab Control A.G., Frechen (SRN) (dfive Institut fiir
Spektrochemie und Angewandte Spektroskopie, Dortmund
(SRN)). Oba ndvrhy byly pozitivné posouzeny, prvnimu vSak
bylo vytknuto, Ze se nezabyval strukturou projektu po skon-
¢eni jeho financovani EU. V druhém kole byl projekt s ndzvem
,Access to Research Spectroscopic Data and Associated Che-
mical Knowledge* (Piistup k vyzkumnym spektroskopickym
datim a doprovodnym chemickym znalostem) (EUROSPEC)
vysoce ocenén a schvdlen k financovani jako tématickd sit
v rdmci programu Konkurenceschopny a trvale udrzitelny
riist. Resiteli projektu jsou Institut fiir Spektrochemie und
Angewandte Spektroskopie, Dortmund (SRN), Creon Lab
Control A.G., Frechen (SRN), Institute National Agronomi-
que Paris-Grinon, Paris (Francie), Universidade de Aveiro,
Aveiro (Portugalsko), Vysokd Skola chemicko-technologickd
v Praze, Praha, LGC Ltd., Runcorn (Velkd Britanic), IM
Publications, Chichester (Velkd Britdnie) a Specs and Bio-
specs B.V., Rijswijk ZH (Nizozemsko). Prosazeni tohoto pro-
jektu je velkym dspéchem nejen pro zicastnéné konsorcium,
ale pro spektroskopii jako celek, nebot potvrzuje jeji nepostra-
datelnou tlohu ve sféfe priorit EU.

Jednim z klicovych momentd piipravy celého projektu
byla vSeobecnd podpora a piislib ucasti fady védeckych i ko-
mer¢nich vydavateld ¢asopist i védeckych spole¢nosti. I pies
silny atak ze strany komercnich organizaci, zabyvajicich se
tvorbou a prodejem spektrdlnich databazi, projekt ziskal sil-
nou podporu celé fady velkych i malych vydavatelstvi, a to
Ceské chemické spole¢nosti, EDP Sciences, Elsevier Scien-
ce, IM Publications, International Society for Ion Mobility
Spectrometry, Spektroskopické spolec¢nosti Jana Marka Marci
(Ioannes Marcus Marci Spectroscopic Society), John Wiley &
Sons, Royal Society of Chemistry, Society for Applied Spec-
troscopy a Springer-Verlag Heidelberg. Projekt pocita s pfi-
pojenim dalsich vydavateli Casopist, véetné Casopist vychod-
ni Evropy (tab. II).

Vlastni tiflety projekt byl zahdjen 1.ledna 2002 a v prvnim
roce mél dva klicové tkoly: pfipravit infrastrukturu projektu
a presnd pravidla ukldddni a manipulace s daty. Vydavatelé
Casopisi by méli vyzvat svoje autory k zasildni dat do této
mezindrodni databdze a archivu (International Spectroscopic
Databank and Archive, IS-DB) jiz v roce 2003.

Volné zpracovano podle ¢lanku A. N. Daviese: An update on the International Spectroscopic Data Bank Project. Spectroscopy Europe /3 (5),
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Tabulka IT
Seznam participujicich ¢asopisi
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Ndzev Casopisu

Ndzev Casopisu

Nézev Casopisu

Actualité Chimique
Analusis Magazine

Analyst

Analytical and Bioanalytical
Chemistry

Analytica Chimica Acta

Applied Spectroscopy

Bulletin Ceské chemické spole¢nosti
Bulletin of the Ioannes Marcus
Spectroscopic Society

Chemical Communications

Chemické listy

Collection of Czechoslovak
Chemical Communications
CrystEngComm

European Journal of Mass
Spectrometry

Faraday Discussions
Geochemical Transactions

Green Chemistry

International Journal for Ion
Mobility Spectrometry
International Journal of Mass
Spectrometry

Journal of Analytical Atomic
Spectrometry

Journal of Environmental Monitoring
Journal of Mass Spectrometry
Journal of Materials Chemistry
Journal of Molecular Structure

Journal of the Chemical Society,
Dalton Transactions

Journal of the Chemical Society,
Perkin Transactions 1

Journal of the Chemical Society,
Perkin Transactions 2

Journal of Near Infrared Spectroscopy
Journal of Pharmaceutical

and Biomedical Analysis

Journal of Raman Spectroscopy

Lab on a Chip
Magnetic Resonance in Chemistry

New Journal of Chemistry
NIR News

PhysChemComm

Physical Chemistry Chemical Physics
Rapid Communications in Mass Spectrometry
Spectrochimica Acta, Part A:

Molecular and Biomolecular Spectroscopy
Spectrochimica Acta, Part B:

Atomic Spectroscopy

Spectroscopy Europe

Surface and Interface Analysis

Talanta
Vibrational Spectroscopy

X-Ray Spectrometry

23 15-DB - The Intemnational Spectioscopic Data Bank - Microsoft Internet Explorer

Sowbor Upigw Zobrait Obkbend  Néstoje  Népoyéda

e« 0=
Zpt e

| Zastavit  Akualeovat

4 Qa 2] & 3 - =]

Dol Hledat Oblibené tédia Histarie, Poita Tisk

= ki

Upavit ~ IE0

Adesa [&] hitp: 7w is-oh cra/

| Pt

IS-DB

The International
Spectroscopic Data
Bank

o Home

o Tser Registration
e Login

o Loz out

o Hel

o Tmprint

o Hotline

Main Menu

Please select an entry from the menu

o Submit a File

o Edit vour user profile

o Change the password

+ Help

o Imprint

« Hotline

o Guest Book

 EuroSpec project website
 Subscribe the FuroSpec e-mail list
o Logout

Copyright © 2003 by Institute of Spectrochemistry and Applied Spestroscop

ISAS, Dortmund, Germany

@

Obr. 1. Vstupni webova stranka Mezinarodni spektroskopické databaze

Snahou fesitelt projektu je, aby vstup dat do databédze
byl co nejjednodussi. Bude realizovdn pomoci webové stran-
ky, ktera by ¢asem méla byt dostupnd i v rdznych jazyko-
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[ Intemnet

vych mutacich, véetné cestiny (obr. 1). Preferovdno bude ulo-
Zeni origindlnich dat s dostate¢nymi informacemi pro identi-
fikaci méficiho systému ve standardnim formdtu pro vyménu
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2 15-DB - The Intemational Spectioscopic Data Bank - Microsoft Internet Explorer
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Obr. 2. Jedna ze stranek pro zaslani spektra do Mezinarodni spektroskopické databaze

dat, jako je JCAM-DX pro spektra, MOLFILES pro struk-
tury atp.

Ulozend data budou v prvni fazi piistupnd pouze vyda-
vatelim a po zajisténé lince recenzentim urcitého Clanku.
Piistup k udplnym spektrdlnim datim by mél recenzentim
usnadnit jejich praci a odhalit chyby v interpretaci spekter. Po
prijeti ¢lanku k uvetejnéni budou spektroskopickd data a do-
provodné chemické informace (ndzev, chemickd struktura,
reaktivita, zdravi a bezpecnost atp.) zpiistupnény vhodnymi
odkazy v elektronické verzi clanku nebo adresou webového
prohliZece v tisténé verzi. Spektroskopickd data (obr. 2) spolu
s doprovodnymi chemickymi informacemi budou v databance
uloZena jako jednotlivé soubory, projekt vSak nepocita s po-
uzitim prostfedkd na vyhleddvani spekter. Tento kol bude
prenechdn organizacim, které jsou na jeho plnéni 1épe pfipra-
veny a bude feSen spolu se zajisténim provozu databdze po
skoncenf projektu, kdy jeji sprdvu pfevezme organizace nezis-
kového charakteru.

Neméné dilezitym krokem je pfiprava novych instrukci
autorim pro zasildni spektroskopickych a doprovodnych dat
elektronickou postou spolu s vlastni publikaci.

Pro feSeni vzniklych problému projekt pocitd s dvéma
poradnimi orgdny.

Jeden poradni orgdn tvoii vydavatelé a jeho tkolem je
garantovat, ze projekt bude odpovidat sou¢asnym trendim
a technickému vyvoji zvlasté v oblasti elektronickych publi-
kaci. To je podstatné, ma-li se projekt vyhnout rozhodnutim,
jejichz vysledkem by byla investice do oblasti, které budou
v krdtké dobé nedtlezité.

Druhym poradnim orgdnem je konzulta¢ni komise konco-
vych uzivateld, jejiz primérni povinnosti bude radit v otazkach
prijatelnosti technologickych feseni. V informac¢ni technologii
se u takto velkych projektt vzZdy objevuje nebezpedi, Ze jejich

Ucastnici chtéji vyuZivat nejnovéjsi ¢i nejelegantnéjsi fesent,
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koncovi uzivatelé vSak casto nejsou schopni nejnovejsi trendy
ve vyvoji hardware ¢i software sledovat.

Bezprosttedni pomoc pfi ukldddni dat budou poskytovat
Skoleni pracovnici na telefonnich linkdch, z nichz jedna bude
na Vysoké Skole chemicko-technologické v Praze.

Autofti dat mus{ rychle vidét prospéch ze své prace v tom,
Ze ulozend data jsou pro né také vyuZitelnd. To je klicovy kol
fesiteld projektu. Projekt podpofili jak akademicti, tak pri-
myslovi spektroskopici. Pro uspéch projektu a vytvoreni kva-
litni databdze je tfeba, aby projekt podporila Sirokd obec
spektroskopikt. To bude predstavovat pro kazdého jednotliv-
ce ¢i pracovni tym urcitou préci navic, ale toto usili by mélo
byt mnohondsobné vyvdzeno prospéchem, které vytvoreni
databdze prinese v ndsledujicich letech. Véfime, Ze i s Vasi
podporou se tento zamér podari.

Dodatek

Béhem ptipravy rukopisu k tisku byl projekt mezindrodni
banky spektroskopickych dat oziven. Systém pro vstup dat
a server archivu IS-DB byly zpiistupnény autortim védeckych
Chcete-li zaslat spektra do této databdze, zaregistrujte se na
webové strance http://www.is-db.org.

L. Volkova and K. Volka (Department of Analytical
Chemistry, Institute of Chemical Technology, Prague): Inter-
national Spectroscopic Data Bank Project EUROSPEC

A short introduction to the International Spectroscopic
Data Bank (IS-DB) is given. This database was established in
May 2003 . It is up to spectroscopists around the world to feed
the system with good reference spectroscopic data. Register
and deposit data at http://www.is-db.org.
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Uvod

Studium deoxyribonukleové kyseliny (DNA), jejtho slo-
Zeni, struktury a pfipadné poSkozeni je v soucasnosti velmi
aktudlni téma a voltametrické metody nezlstavaji v této ob-
lasti stranou. V devadesdtych letech minulého stoleti se mo-
hutné vyvijela pfedev$im optickd a elektrochemickd cidla
monitorujici rtizné interakce DNA (zahrnujici hybridizaci,
interakce DNA s 1éky a poSkozeni DNA). PiestoZe vyvoj
elektrochemickych metod a ¢idel byl napfiklad za optickymi
metodami ponékud zpozdén, je v poslednich letech v této
problematice i v oblasti elektrochemickych senzorti dosaho-
vano pomérné vyraznych tspéchd. Mezi hlavni vyhody elek-
trochemickych pfistroji patfi pfedevsim jejich nizkd cena,
vysoka citlivost a jednoduché usporadani. Predevsim polaro-
grafie a voltametrie se ukazuji jako velmi citlivé ndstroje
k monitorovani integrity a reakci DNA. Zdkladni prace v tom-
pulzni polarografie (s rtutovou kapkovou elektrodou) byla
uzita k detekci preruseni fetézce DNA (cit.?). Dalsi pokrok pak
pfinesly rozpoustéci (stripping) metody. V posledni dobé by-
ly testovany i adsorpcni prenosové techniky, zaloZzené na imo-
bilizaci DNA na povrchu elektrody, ndsledném promyti a pre-
nosu elektrody se zachycenou DNA do cistého zdkladniho
elektrolytu, kde neni analyza ruSena organickymi latkami
pritomnymi v méfeném roztoku a zdroven je mozno analy-
zovat extrémné malé objemy analytl (aZ jednotky mikroli-
tri).

Adsorpéni rozpoustéci voltametrie (AdSV) vyuzivd ad-
sorpéné/desorpénich procest uplatiiujicich se na povrchu elek-
trody3. Adsorpce ¢i desorpce povrchoveé aktivnich latek (PAL)
na polarizované elektrodé pii urcitém potencidlu je doprova-
zena zmeénou struktury elektrodové dvojvrstvy projevujici se
méfitelnym proudovym signdlem, atoi v pfipadé, Ze PAL nen{
elektroaktivni, tj. Ze nedochdzi k jeji redukci ¢i oxidaci. Tento
signdl je funkci povrchové koncentrace I' PAL (pfesnéji rela-
tivntho povrchového piebytku), resp. jeji objemové koncen-
trace ¢ v roztoku.

Z elektrodové kinetiky je znamo®, 7e PAL mohou znatelné
ovlivnit téZ reduk¢ni ¢i oxidacni proces na elektrodé. Pisobi
zpravidla zménu mechanismu elektrodové reakce, zastoupen{
jednotlivych reakénich meziprodukti atd. To mtize byt vyuZi-
to i pfi studiu elektrodovych procest a jejich praktickém
vyuziti.
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Ptikladem z minulosti bylo vyuziti pfidavki PAL k potla-
Covani polarografickych maxim prvého i druhého druhu nebo
ke sniZeni limitniho difuzné fizeného proudu. Jiné moZnosti
skytd ovliviiovani voltametrické redukce ldtky (napf. peroxidu
vodiku ¢i ionti zinku) na povrchu elektrody. Tato metoda byla
drive uzivana predevsim pfi studiu vlivu PAL na druhy stupeii
redukce vzdu$ného kysliku, tj. redukci peroxidu vodiku. Uk4-
zalo se, Ze tento princip lze vyuzit i k odhadu ¢i stanoven{
obsahu PAL (cit.>™) v roztoku.

DNA vykazuje vlastnosti PAL stejné jako jeji baze adenin,
guanin, thymin a cytosin. K jejich voltametrickému stanoven{
slouzily napft. visici rtufovd kapkovd elektroda (HMDE)',
stiibrnd amalgdmova'! a m&dénd amalgdmovd elektroda'”
Tyto metody vSak nejsou jednoduché a selektivita neni zcela
optimdlni. To vede k hleddn{ jinych moznosti kvalitativniho
a kvantitativniho sledovani nukleovych bazi. Jednou z cest
miiZe byt sledovani jejich interakci s hydroxylovymi radikdly
pri redukci peroxidu vodiku jak na rtutovych kapkovych tak
na amalgamovych elektrodach.

Studiu vzdjemnych interakci DNA a hydroxylovych radi-
kéld je v posledni dobé vénovana pomérné znacna pozornost'.
Zamérena byla dosud na radikdly, generované bud v roztoku
(napf. hydroxylové radikély vzniklé Fentonovou reakci'*) ne-
bo v tésné blizkosti molekuly DNA, jestlize existuje specifickd
interakce (napf. Cu/1,10-fenanthrolinovy systémls) nebo za
uziti komplexu Zelezo/EDTA (cit.'®). Bylo zjiiténo, Ze tyto
hydroxylové radikdly $tépi fetézec DNA, coZ je moZzno volta-
metricky detegovat. Pfedpokldda se, Ze radikdly reaguji s ba-
zemi DNA a deoxyribosovymi zbytky'*. Pojednani o jejich
vlivu na samotné bdze se vSak dosud v odborné literature
nevyskytuje.

Experimentalni ¢ast
Pristroje

Pro méfeni byl vyuZzit pocitacem fizeny Eco-Tribo Pola-
rograf PC ETP s piislusenstvim (Polaro-Sensors, Praha)'” se
softwarem Polar Pro v. 4.0. pro Windows 95/98/Me. Jako
referentni byla uzita 1 Margentochloridova elektroda oddélend
od roztoku solnym muistkem, naplnénym 1 M-KNOj;, k niZ jsou
vztazeny vSechny v této prdci uddvané hodnoty potencidld,
a jako pomocnd slouzila elektroda platinova (obé Elektroche-
mické detektory, Turnov). Mérnou elektrodou byla bud rtuto-
va kapkovad elektroda (HMDE) nebo stiibrnd meniskovad amal-
gdmovd elektroda (m-AgSAE), zhotovend amalgdmovanim
stifbrného prasku a pokrytim vzniklého povrchu AgSAE me-
niskem rtuti vytvofenym kratkym ponofenim usti AgSAE do
rtuti'®!? (ob& elektrody byly produkty firmy Polaro-Sensors,
Praha). Pomoci specidlni procedury zahrnuté do programu
Polar Pro byla z jednotlivych kroki sestavena metoda, zahr-
nujici sled v8ech opera¢nich stupnid (akumulaci, méfeni, auto-
matické opakovani méfeni, obnoveni kapky atd.), takze celé
méfeni probihalo automatizované.

Vlastni méfeni probihalo v rezimu katodické diferencni
pulzni voltametrie (DPV) pfi vysce pulzu 50 mV a jeho Siice
100 ms stejné jako doba mezi dvéma nasledujicimi pulzy, se
vzorkovanim béhem poslednich 20 ms pred zacdtkem, resp.
koncem pulzu. Potencidl akumulace ¢inil ve vSech piipadech
—600 mV vs. Ag/AgCl, doba akumulace 60 s a po ni ndsledo-
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vala klidova doba 15 s. Pocate¢n{ potencidl byl shodny s po-
tencidlem akumulace. V piipadé m-AgSAE bylo pred za-
hdjenim méfeni provedeno 50 regeneracnich cykli mezi +300
a —1300 mV. Rychlost polarizace byla u obou elektrod
20 mV.s~'. Mé&feni probihala pii pokojové teploté 202 °C.

Chemikadlie

Pro piipravu zdkladnich roztoki byla pouzita redestilova-
nd voda, vSechny chemikdlie byly Cistoty p.a. (Lachema,
Brno). Jako srovndvaci povrchové aktivni standard byl po-
uzit zdsobni vodny roztok neionogenniho surfaktantu Triton-
-X-100 o koncentraci 17,6 mg.I"". Bize adenin a guanin by-
ly cistoty p. a. (Sigma-Aldrich). Roztoky adeninu a guani-
nu byly pfipraveny fedénim zdsobnich roztokd o koncentraci
1.107 mol.I"! v redestilované vod&. Jako zdkladni elektrolyt
slouzil 0,1 M-KCl, resp. 0,1 M-Na,SO,.

Pouzivané regresni vztahy

Pro regresi potencidlovych ¢i proudovych zdvislosti na
koncentraci PAL bylo mozno pouzit v uZz§ich intervalech
koncentraci piimkové zdvislosti typu

E,

1p=al+blc; =a,+ b, (1)
kde I, je vyska piku, resp. E, jeho potencidl, ¢ je koncentrace
PAL a a,, b,, a,, b, jsou parametry pfislu$nych linedrnich
zavislosti. V nékterych piipadech vsak bylo v souladu s lite-
raturou®2%2! vhodng&j§i uzivat relativni hodnoty pro vyjadieni

zmén vysky pikt nebo jejich polohy:

- Lozl (2)
E,,—E,,
I -1
y=-2 PO (3)
I, -1,

kde I, a E;, znaci proud, resp. potencidl piku; index 0 — proud
¢i potencidl bez pritomnosti PAL, index 1 — proud ¢i potencial
pti iplném pokryti elektrody PAL. Pouziti vyrazi (2) a (3) je
napiiklad vhodné v piipadech®?, kdy je zavislost veli¢in X, ¥
na koncentraci hyperbolickd, sigmoidni nebo tvarové podob-
nd.To prirozené nevylucuje pouzit i moznosti linedrni aproxi-
mace vhodnych dseki kiivek vztahy (1), obecné pii rozdilnych
hodnotdch koeficientli a,, b,, a,, b,. Aproximaci kalibra¢nich
zdvislosti polynomy druhého a vysSich stupiiti 1ze aplikovat
tam, kde jde o prosté proloZeni dat polynomem bez fyzikalntho
vyznamu.

Pro nalezeni takovych zavislosti je 1épe aplikovat nékterou
z izoterem (Langmuirova, Freundlichova, resp. izoterma dle
Novotného™®). Viechny izotermy je mozno uzivat bud v ab-
solutnich (Ip, Ep, ¢) nebo v relativnich souradnicich X, Y.
Izoterma dle Novotného md pak napf. tvar

|-

(4)

Y 4 .
ex AY'
7 CXP ;} i
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exp( ] =b’c

Vycislovani regresnich parametrii lze realizovat bud
v programu MS Excel 9 nebo v programu ETP pro DOS v. 3.1
(Polaro-Sensors, Praha).

resp.

4
YAy

i=1

1-X )

Vysledky a diskuse

V literatufe byl popsdn vliv béznych kationaktivnich, anion-
aktivnich a predeviim neionogennich PAL (cit.”***) na reduk-
ci peroxidu vodiku, pfipadné zine¢natych ionti. Pfi velmi
nizkych koncentracich PAL dochdzelo ¢asto nejprve k nepa-
trnému zmenseni reduk¢niho piku H,O,, avSak s rostouci
koncentraci PAL vys$ka piku monoténné rostla a spéla postup-
né k urcité limitni velikosti. Obdobné tomu bylo s potencidlo-
centraci, kdy probihd na povrchu elektrody fada vzdjemné si
konkurujicich d&ji’ (substituéni adsorpce, zmény struktury
elektrochemické dvojvrstvy, atd.), ma popis pomoci zavislost{
typu (4) a (5) aproximativni charakter. Dominantni adsorpce
PAL pii dalsim zvySovani koncentrace vSak uziti rovnic (4)
a (5) opraviuje. Pripadny posuv piku nejprve k pozitivnim
a posléze k negativnim hodnotdm souvisi patrné s vlivy pii-
tomnych iontl zakladniho elektrolytu a dalsich slozek rozto-
ku, s jejichz pritomnosti, koncentraci a vétsi ¢i mensi aktivitou
na povrchu elektrody je tfeba obecné pocitat. Vhodnou volbou
neaktivniho zdkladniho elektrolytu je moZno strukturu elek-
trochemické dvojvrstvy stabilizovat a zminéné vlivy minima-
lizovat nebo eliminovat. Ukdzalo se, Ze smér potencidlové
zmény a jeji velikost stejné jako proudové zmény jsou zavislé
na typu (anionaktivni, kationaktivni, neionogenni) a mnozstvi
piitomnych PAL (cit.*).

Reakc¢ni elektrodové schéma
elektroredukce O, v pfitomnosti PAL

Sumadrné 1ze proces redukce kysliku popsat rovnicemi (6)

a (7)™

0,+2¢ +2H"—> H,0, (6)

H,0,+2¢ +2H"—2H,0 (7)

Druhy stupeii (7) 1ze pak rozdélit na dvé ndsledné reakce:

H,0,+e — ‘OH + OH" (8)

‘OH +e — OH™ (9)

Je pfitom zndmo, Ze redukeni stupenl dle rovnice (7) je

¢uji rovnice (8) a (9).

V literatufe® S popsany zpiisob detekce a stanoveni obsahu
PAL vychdzi z poznatku, Ze vlivem jejich interakci na povrchu
rtutové kapkové elektrody dochézi k vyraznému posuvu volta-
metrického piku, piislusejicitho druhému stupni redukce rozpus-
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téného molekularniho kysliku, pfesnéji redukci peroxidu vodi-
ku, na vodu v potencidlové oblasti —0,9 V (a negativnéjsi) vs. Ag/
AgCl. Soucasné s tim dochdzi i ke zméné vysky tohoto piku’5*

Veskeré v literature popsané efekty vsak byly realizovdny
na rtufovych elektrodach. Reakce probihd naprosto analogic-
ky jak za pritomnosti peroxidu vzniklého redukci vzdusného
kysliku, tak peroxidu vodiku timyslné ptidaného.

Kvalitativni popis vlivu PAL

na voltametrické kfivky redukce
peroxidu vodiku na HMDE

ana m-AgSAE

Jako modelova ltka, jejiz vliv na redukci peroxidu vodiku
jiz byl v literatufe® popsan, byl pouzit Triton X-100. S jeho
vzrustajici koncentraci v zdkladnim elektrolytu 0,1 M-KCl
roste na HMDE vy§ka redukéniho piku peroxidu vodiku a z4-
roveni se jeho vrchol posouvd smérem k negativnimu poten-
cidlu, jak je patrno z obr. 1.

Ve stejném zdkladnim elektrolytu mély piidavky rozto-
kd adeninu i guaninu pii pouziti HMDE podobny vliv, pod
0,2 mg.I"" dochdzelo viak nejprve k malému posuvu piku
smérem k pozitivnim potencidlim, ndsledovanym pro ¢ >
0,2 mg.I"" posuvem k negativnim potencialim. Narist veli-
kosti proudu ¢i posuvy potencidlti vrchold pikti smérem k ne-
gativnéj$im potencidlim nebyly vsak tak vyrazné jako v pii-
tomnosti neionogenntho Tritonu X-100, jak je vidét z obr. 2
pro adenin (vliv guaninu je obdobny).

-500

I, nA
-300

-100 &

100

E, mV

Obr. 1. Vliv Tritonu X-100 na DP voltamogram redukéniho piku
peroxidu vodiku v 0,1 M-KCl na HMDE; koncentrace Tritonu
X-100v mg.l’l: 1-0;2-02;3-0,4;4-0,6;5-0,8;6-1,0,7-1,2

100

I, nA

OE

E, mV

Obr. 3. Vliv Tritonu X-100 na DP voltamogram reduké¢niho piku
peroxidu vodiku v 0,1 M-KCIl na m-AgSAE; koncentrace Tritonu
X-100v mg.l’l: 1-0;2-0,2,3-04,4-0,6;5-0,8,6-1,0,7-1,2
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Odlisné chovani vykazovala v tomto sméru meniskova
stifbrnd amalgdmova elektroda. Zatimco Triton X-100 ovliv-
noval zde vysku i polohu piku (pfi ponékud nizsi citlivosti)
stejnym zptsobem, jako tomu bylo na HMDE (obr. 3), vliv
adeninu a guaninu se naprosto odliSoval ode vSech dosud
zkoumanych PAL. Vyska piku se zvySovala se vzristajici
koncentraci zminénych bdzi, stejné jako ostrost piku, avSak
posuv vrcholu pikti sméfoval do pozitivni oblasti potencial
v celém pouzitém koncentracnim rozsahu od 0 do 1,2 mg.l",
jak je patrno z obr. 4 pro adenin (vliv guaninu je obdobny).
Citlivost tohoto posuvu vici koncentraci byla pfitom podstat-
né vetsi nez pti uzitit HMDE.

Pokud zdkladni elektrolyt neobsahoval chloridy (0,1 M-
-Na,SO,), posouval se vrchol redukéniho piku peroxidu vodi-
ku za pritomnosti bazi stejnym zptisobem jak na HMDE, tak
na m-AgSAE. Z toho je mozné usuzovat, ze pficinou zmény
sméru posuvu piku na m-AgSAE byly pravé chloridové ionty,
které se specificky adsorbuji na povrchu elektrody nebo mo-
hou tvofit nerozpustny AgCl, ¢imz dochdzi k modifikaci po-
vrchu elektrody.

Mez detekce® (vypoctend z kalibracni kfivky relativni
zmény vysky piku peroxidu vodiku v zdvislosti na koncentraci
PAL) jak u Tritonu, tak u bdzi v 0,1 M-KClI se pohybuje kolem
0,05 mg.1™".

Registrované proudové hodnoty redukce peroxidu vodiku
byly ve srovnani s odpovidajicimi redukénimi proudy adeninu
nékolikandasobné vétsi, coz zpusobilo piekryti piku adeninu
pikem H,0O,.

-350
1, nA

-250

-150

-50

-1200 -1700

E, mV

Obr. 2. Vliv adeninu na DP voltamogram redukéniho piku pero-
xidu vodiku v 0,1 M-KCl na HMDE; koncentrace adeninu v mg.l’]:
1-0;2-0,2;3-04,4-0,6;5-0,8,6-1,0,7-1,2

200
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100

—700
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Obr. 4. Vliv adeninu na DP voltamogram redukéniho piku pe-
roxidu vodiku v 0,1 M-KCI na m-AgSAE; koncentrace adeninu v
mg.l’l: 1-0;2-0,2;3-0,4;4-0,6;5-0,8;6-1,0,7-1,2
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Kalibra¢ni zdvislosti relativnich
posuvi vySek a potencidld pika

Z vyse uvedeného vyplyvd, ze smér posuvu potencidlu
miiZe byt jednim z faktort odliSeni bdz{ DNA od jinych PAL.
Dalsim zkoumanym aspektem bylo mozné rozliSeni zminé-
nych bdzi velikosti a tvarem zmétenych koncentracnich zdvis-
losti, obdobné jako v cit.

Pokud byly mezi sebou porovnavéany absolutni hodnoty
vySek proudii a potencidlti vrcholi pikt, vznikal problém
s vyskou zdkladniho piku peroxidu vodiku, ktery musel byt
stejny pro vSechny vzorky. Vzhledem k tomu, Ze mnoZstvi
redukovaného peroxidu vodiku bylo ur¢ovdno koncentraci
rozpusténého vzdusného kysliku, byla pravé ta urcujici. Na ni
meéla pak vliv teplota, atmosféricky tlak apod. JelikoZ repro-
dukovatelnost téchto podminek nebyla zarucena, jevilo se jako
vhodnéjsi pouZzivat relativni souradnice vypoctené podle rov-
nic (2) a (3), takze prvy bod obou kalibra¢nich kfivek lezel pti
stejne proudové ¢i potencidlové hodnoté [ i, resp. E . Jelikoz

jresp. E; pro prvni kiivku nebyl v absolutnich ﬁodnotach
s}flodny S I qresp. E; | druhé kiivky, doslo by po piepoctu do
relatlvnlch souradmc v rozmezi 0-1 a ndsledném srovndni
v grafické podobé k nepiipustnym deformacim kiivek. Proto
byly vzaty relativni soufadnice zvolené kiivky za vztaznou
soustavu a body druhé kiivky byly pfepocteny do relativnich
soufadnic kiivky prvni. Pokud byly absolutni hodnoty /., resp.
E,, vztazné soustavy mensi nez [, resp. E, ; druhé invky,
mohlo byt dosazeno relativnich ho not Yresp X vétsSichnez 1.

1,0 I
Y
0,5 4
. L e————¢
0,0 L

0,0 0.5 1,0

c, mg.l_1

Obr. 5. Vliv Tritonu X-100 na relativni vySku DPV redukc¢niho
piku peroxidu vodiku v 0,1 M-KCl na HMDE B a na m-AgSAE ¢
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Obr. 7. Zavislost relativniho potencidlového posuvu DPV reduk-
¢niho piku peroxidu vodiku v 0,1 M-KCl na koncentraci guani-
nu ® a adeninu @ na HMDE
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Ackoli obé elektrody, HMDE i m-AgSAE, mély stejnou
aktivni plochu, registrované relativni zmény vySek proudu Y
redukéniho piku za pfitomnosti Tritonu X-100 se podstatné
lisi (relativni zména na rtutové elektrodé je az 20x vétsi) (viz
obr. 5). Ve srovndni s tim dosahuje relativni potencidlovy
posuv X na HMDE maximdlné dvakrdt vétsi hodnoty nez
hodnoty X na m-AgSAE (obr. 6). Zatimco izoterma Y vs. ¢
vykazovala na obou elektroddch prakticky identicky tvar (li-
$ici se pouze velikosti), tvar izoterem potencidlového posuvu
byl vyrazné odlisny: priibéh izotermy méfené na amalgamové
elektrodé byl parabolicky, zatimco pribéh izotermy na rtufové
elektrodé byl sigmoidni.

Lze konstatovat, Ze rozdily v relativnich posuvech Y na
HMDE v zdvislosti na koncentraci adeninu a guaninu vyka-
zuji parabolicky priibéh a lisf se jen nepatrné. Naproti tomu
relativni potencidlové rozdily X v zdvislosti na koncentraci
téchto latek vykazuji vzdjemné rozdily: zatimco izoterma
guaninu se v koncentraénim rozsahu 01,2 mg.I™! dd velmi
dobie aproximovat piimkou (korela¢ni koeficient r = 0,9982),
izoterma adeninu vykazuje klesajici sigmoidni tvar (vyska
redukéniho piku H,O, se se vzrtstajici koncentraci adeni-
nu snizuje, a proto hodnoty X nabyvaji zdpornych hodnot)
(obr. 7).

Naopak na amalgamové elektrodé neni velky rozdil mezi
relativnimi potencidlovymi posuvy X v zdvislosti na koncen-
traci adeninu a guaninu. Jako vyrazné€jsi na m-AgSAE se vSak
jevi rozdily mezi izotermami relativnich proudovych posuvi
Y (obr. 8).
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Obr. 6. Vliv Tritonu X-100 na relativni polohu DPV reduké¢niho
piku peroxidu vodiku v 0,1 M-KCl na HMDE M a na m-AgSAE ¢
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Obr. 8. Zavislost relativniho proudového naristu DPV redukéni-
ho piku peroxidu vodiku v 0,1 M-KCl na koncentraci guaninu ®
a adeninu M na m-AgSAE
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Tabulka I

Regresni parametry izotermy dle rovnic (4) a (5)
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Parametr HMDE m-AgSAE
adenin guanin adenin guanin

X Y X Y X Y X Y
b,1lmg” 0,16 0,43 0,32 0,72 0,31 0,32 0,39 0,38
A, 7,53 -6,97 -1,39 -5,96 -14,26 -10,10 -9,04 -10,65
A, 7,96 10,85 - 11,97 113,03 76,98 18,85 30,12
A, —4,96 -7,60 - -9,21 -378,21 -272,30 - -20,72
A, - - - - 434,95 332,60 - -
MEP? 0,19 0,06 0,05 0,02 0,06 0,05 0,11 0,14

*MEP = A i(yzméfeno - Yvyp()éteno)2 dle Cit’zg
i=I

Vyklad pozorovanych déju

A% przici23 byly odvozeny vztahy pro ptipad ovlivnéni re-
dukéniho piku peroxidu vodiku purinovymi bazemi adeninem
a guaninem. Bylo zde predpoklddano, Ze PAL pokryvajici po-
vrch elektrody maji vliv jak na rychlostni konstantu probihaji-
ciho faradaického déje, tak na Gibbsovu energii, tj. na polohu
vrcholu faradaického piku. Prace”®?**diskutuji nékolik moz-
nosti vysvétleni daného efektu (maxima druhého druhu, posuv
vrchol piki v disledku zmény koncentrace zdkladniho elek-
trolytu, zvySovani ireverzibility, homogenizace povrchu elek-
trody, regenerace redukované formy, atd.). Tyto prace vyvra-
ceji i predpoklad, Ze by sledovany pik mohl byt povazovén za
pouhy faradaicky pik zvySeny o desorpéni pik PAL (samotné
desorp¢ni piky se vyskytuji v jiné oblasti potencidld a jejich
vy$ka neni probihajici redukci dotéena). Jejich autoii nakonec
dospivaji k zdvéru, ze uvedené jevy vznikaji v disledku sla-
bych interakénich sil (napf. diky vodikovym mustktm, uplat-
Hujicim se jak u zkoumané PAL, tak u peroxidu vodiku).
Vazba muize mit pfi tom inter- ¢i intramolekuldrni charakter.
Pisobenim téchto slabych interakénich sil dochdzi k nahroma-
déni vétstho mnozstvi peroxidu vodiku v okoli elektrody, nez
jaké by odpovidalo transportu bez pfitomnosti PAL. Pravé
slabé interak¢ni sily také brzdi nebo akceleruji pribéh reakce,
takze k jejimu nastartovani dochdzi pfi negativnéjSim nebo
naopak pozitivnéjsim potencidlu (viz posuv potencidlu piku),
zato vSak s v&tSim mnozstvim peroxidu (viz rdst piku).
mé miiZzou v piitomnosti PAL urychlovat nékteré reakéni
stupné, takze vysledny efekt se projevi jako akcelerace elek-
trodového déje. V disledku toho se zvySuje Al s koncentraci
PAL, ptfipadné pri jinych potencidlech (posunutych o AEP),
nez je tomu bez pfitomnosti PAL. Celkové bychom mohli
hovofit o tom, Ze dé&j probihd s jinou vyslednou efektivni
rychlostni konstantou, vy$si nez bez pritomnosti PAL (tj. méni
se rychlostni konstanty dil¢ich reakci, coZ se projevi ve vy-
sledku jako zména efektivni rychlostni konstanty souhrnné
reakce, tj. redukce H,0,). Lze tedy fici, Ze n€které z dil¢ich
reakci probihajf za danych podminek rychleji, ale soucasné se
zpomaluji zpétné reakce.
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Pokud se vrcholy piku redukce peroxidu posunuji k pozi-
tivnim hodnotdm, ackoliv vyska piku stoupd, 1ze to vysvétlit
napt. kompetici mezi rdznymi slabymi interakénimi silami
a ndbojem elektrody.

Pro bdze na meniskové stiibrné amalgdamové elektrode za
pritomnosti chloridd je charakteristicky posun k pozitivnéjsim
potencidlovym hodnotdm. Na obou testovanych elektroddch
(HMDE i m-AgSAE) probihd reakce na rtutovém povrchu,
a tudiz by mély byt vSechny interakce prakticky shodné (resp.
probihat stejnym zptisobem). Neni v8ak ziejmé, jakou roli
hraje vliv stfibrnych ionti v amalgamové elektrodé. K inter-
akénim silam pravdépodobné piistupuje vliv specificky se
sorbujicich chloridovych iontti ve vnitini Helmholtzové rovi-
né, které také ovliviiuji popisované interakéni sily a efekty.
Pro objasnéni dé&ji by bylo vhodné porovnat vyse popisované
vysledky s vlivem bdzi ¢i PAL naredukci kysliku na kovov;fch
stifbrnych nebo kompozitnich stiibrnych elektrodach® 2’ za
a bez pritomnosti chloridovych iontli; v literatuie nebyly pfi-
slusné informace nalezeny a budou proto pfedmétem dalsitho
vyzkumu.

Pro vytvoteni regresniho modelu byla uzita izoterma podle
Novotného dle rovnic (4) a (5) a byly ziskdny parametry pro
adenin a guanin na HMDE a m-AgSAE, shrnuté v tabulce L.

Ukdzalo se, ze hodnota parametru b (souvisejictho s ad-
sorptivitou resp. adsorpénim koeficientem danych latek) se
pohybovala v f4du desetin 1L.mg™ (0,16-0,72 L.mg™"), coz od-
povidd kategorii stiedné silné az silné adsorptivnich latek.
Pfitom bylo nalezeno, Ze se parametr b ptipad od pripadu lisil
jenrelativné mdlo; jeho hodnoty na m-AgSAE byly vzdjemné
téméi shodné (viz tab. I). Naopak jednotlivé parametry A,
souvisejici ziejmé s uplatnénim povrchovych a mezicdstico-
vych interakct, se u obou sledovanych latek i elektrod vzajem-
né vyrazné liSily. Zapornd polarita parametru A, ve vSech
zminénych piipadech souhlasi s pfedstavou o podobném cha-
rakteru interakci jak mezi molekulami adeninu, tak i guaninu.
V souladu s klasickymi predstavami lze tedy tuto interakci
interpretovat jako mezimolekuldrni pritazlivost. Koeficienty
A, a dalsi, prislusejici v rovnicich (4) a (5) ¢lentim vyssiho
fadu, jiz tuto jednotnou polaritu podle predpokladu nevykazo-
valy.
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Zavér

Pro rozliseni mezi béZnymi PAL a nukleovymi bazemi je
mozno pouZit jejich vliv na redukci peroxidu vodiku, resp.
jejich rozdilného potencidlového posuvu vrcholu redukéniho
piku na amalgamové elektrodé. Byla zjiSténa mozZnost vzdjem-
ného rozliSeni nékterych bdzi (adeninu a guaninu) na zdkladé
riznych tvart izoterem relativnich posuvi, a to proudového
na amalgamové a potencidlového na HMDE.

K vyhodam uzit{ této metody patii i fakt, ze méfené proudy
se pohybuji fddové v desitkach az stovkdch nA, coz je asi o
jeden fdd vice, nez odpovidajici vysky voltametrickych fara-
daickych pikd uvedenych bézi.

Velmi podstatnym se jevi vliv chloridovych iontd, které
svymi specifickymi interakcemi s bazemi, povrchem elektro-
dy, resp. s peroxidem vodiku umoznuji rozliseni mezi béznymi
PAL a uvedenymi bazemi a zvySuji selektivitu analyzy.

Autori dekuji za financnipodporu grantu ¢. 101/02/U111/CZ.
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R. Fadrna (J. Heyrovsky Institute of Physical Chemistry,
Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague): Study
of the Interactions Between Hydroxyl Radicals and Purine
DNA Bases

The effect of nucleic acid bases (adenine, guanine) on the
second reduction step of oxygen (electroreduction of hydrogen
peroxide) on the hanging mercury drop electrode (HMDE) or
the meniscus-modified silver amalgam electrode (m-AgSAE)
was studied. In the presence of chloride anions the correspon-
ding voltammetric peak increases with increasing concentra-
tion of the bases while the peak potential is shifted to more
positive potentials.
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Recenze

RECENZE

H. Y. Aboul-Enein, I. Ali:

Chiral Separations by Liquid Chromatography. Theory
and Applications, Chromatographic Science series.
Volume: 90

Stran 400, cena 165,00 USD, ISBN 0-8247-4014-9, pevnd vazba.

Prirucka, kterou napsali Hassan Y. Aboul-Enein z King
Faisal Specialist Hospital and Research Centre, Riyadh, Saud-
ska Arabie a Imran Ali z National Institute of Hydrology,
Roorkee, India, a American Biographical Institute, Raleigh,
North Carolina, U.S.A., je velmi dobry systematicky a podrob-
ny popis rtiznych typid chirdlnich staciondrnich fézi, jejich
piipravy, pouziti a moznych budoucich aplikaci. Pouziti téch-
to fazi se soustieduje na Sirokou sféru kapalinové chromato-
grafie (véetné pod- a nad-kritické kapalinové chromatografie),
kapildrni elektrochromatografie a chromatografie na tenké
vrstvé. V jedendcti kapitolach popisuje knizka fenomén chira-
lity a ddle se vénuje riznym fazim, zaloZenych na polysacha-
ridech, cyklodextrinech, makrocyklickych glykopeptidovych
antibiotikdch, proteinech, ligandové vymeéné, crown etherech
a Pirkleho fézi. Jedna kapitola je vénovdna specialitim, které
se ,,nevesly* do pfedchozich typi a posledni enantiomerickym
separacim pomoci chirdlnich aditiv v mobilni fazi. Kazda
kapitola je zakoncena extensivnim seznamem literatury, zahr-
nujicim i rok 2002. Kvalitn{ rejstitk zakoncuje dilo.

Je velmi uzitecné, Ze autofi opatiili kazdou kapitolu struc-
nym shrnutim, ve kterém uvadéji zavéry pro pouZzitelnost dané
faze v praxi.

Smutné naopak je, Ze autofi dila o chirdlnich separacich
nevénovali dostatecnou pozornost kresleni vzorct chirdlnich
latek. Vzhledem k charakteru obrdzkd je ziejmé, Ze byly
prebirany ,hlava—nehlava“ z jinych zdroja. Casto se o chiralité
dozvi ¢tendr jen z textu.

Zavérem lze shrnout, Ze se jednd o velmi dobrou, uZitec¢-
nou a peclivé napsanou knizku, jakych v praxi neni mnoho.
Vsem, ktefi se zajimaji o chiralitu a separacni metody ji lze
viele doporucit.

Pavel Drasar

D. W. Oxtoby, W. A . Freeman, T. F . Block:
Chemiistry: Science of Change (Saunders Golden
Sunburst Series)

Vydand Brooks Cole jako 3. vydéni.

Stran 1152, cena 124,95 USD, ISBN 0030200881, pevna vazba.

Kniha, kterd si klade za cil na 1000 strandch pfiblizit
¢tendfi chemii od atomové struktury pfes organickou syntézu
k zivé hmoté, je velmi obtizny autorsky projekt. Navic si autofi
vytkli za cil byt stru¢ni. Nékteré pasaze jsou konfizni a jiné
tak struc¢né, ze ztrdceji na smyslu. Logickd struktura knihy
postrddd jakoukoliv nit a je velmi obtizné pouzit takovou
knihu ke skutecnému uceni. Nicméné, pro ¢tendie, ktery nen{
naprostym zacdte¢nikem a ktery md i jiné knihy k pouziti,
miiZe tato kniha svym simplicizmem piinést nové pohledy na
véc. Také je nutno konstatovat, ze rigoroznost této piirucky
neni vZdy na vytcené drovni. Hlubokd droven vykladu se misi
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s povrchnostmi. Ucebnice je navic poné¢kud mimo soudobou
filozofii chemie tim, Ze napf. u biologicky aktivnich a pfirod-
nich latek pomiji aspekt konfigurace a stereochemie obecné.

Vsechny uvedené vyhrady jsou asi divodem k tomu, Ze
kniha vyS$la nyni i ve 4. vyddni: Chemistry — Science of
Change, 4th Edition, napsal ji David W. Oxtoby z University
of Chicago jiz sdm, ISBN 0030331889, 1128 stran.

Pavel Drasar

M. K. Campbell, S. O. Farrell:
Biochemistry (with Lecture Notebook)

Vydand Brooks/Cole Pub v roce 2003, jako 4. vyddni.

Stran 864, cena 118,00 USD, ISBN 0-534-39181-8, ptGvodné
jako Biochemistry, ISBN 0-03-034849-8 ve spirdlové a pozdéji
pevné vazbe.

Ucebnice urcend pro jednosemestralni kurs biochemie na
nizsi drovni VS pro nebiochemiky (biology, zemédélce, tech-
nology, oSetfovatele, geology ¢i odborniky na stravovéni). Pred-
pokladem zvladnuti kursu je tvodni kurs biologie, obecnd che-
mie a nejméné jeden semestr organické chemie. Nicméné i na
této drovni je kniha napsdna s pouzitim soudobych védeckych
vysledkd. Dulezité je i to, Ze kniha se zabyvd souvztaznostmi
biochemické teorie s praxi denniho Zivota i z historie a nenf
tak suchopdrnd a zvidavého Ctenare tak podnécuje ke cteni.

Ke knize jsou dostupné dopliikové tituly Experiments
in Biochemistry: A Hands-On Approach ISBN/ISSN 0-03-
-021284-7, Interactive Biochemistry CD-ROM and Work-
book ISBN/ISSN 0-03-029258-1 a Student Study Guide and
Problems Book for Campbell/Farrell’s Biochemistry, 4th [SBN/
ISSN 0-03-034917-6.

Spoluautor, pfizvany k napsani 4. vydani knihy, Shawn
Farrell, je molekuldrni biolog. Pfispivd v knize novymi pohle-
dy a doplnénim o mikrobiologii.

Toto vydéni pfindsi mnoho praktickych cviceni (50 i vice
v kapitole) ke kazdé kapitole a bibliografii uzite¢nych odkaz!.
Na adrese http://www.brookscole.com/ jsou pomtcky jak pro
ucitele, tak pro studenty, zkuSebni test, doplitkové materid-
ly ke kazdé kapitole a powerpointovd prezentace pro pred-
nasejiciho v editovatelné(!) podobé, které vytvoril William
H. Brown z Beloit College. Ke kazdé nové zakoupené knize
je pribalen sesit s vytisténymi prezentacemi ucitele s mistem
na poznamky.

Tti mezikapitoly pfindseji diskusi koncepce a teorie za
technikami pouZivanymi v laboratofi, podobné jako tii ,.inter-
view* pfindseji rozhovory s Lilou Gierasch, University of
Massachusetts, Seanem Decatur, Mount Holyoke College,
a Sylvii Daunert z University of Kentucky. Na zdvér knihy je
uveden seznam feSeni ke cvi¢enim glosdf termint a rejstiik.

Jde typicky o knihu, ze které je radost se ucit. Pfehrsle
obrazkd, praktické konotace, barevny tisk, zvlddnutd chemic-
ka typografie a co navic, maximdlni pochopeni pro stereoche-
mii a vySe zminéné pomicky z ni ¢ini velmi dobry zdroj
informacfi nejen pro studenty biochemie.

Pavel Drasar
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Diskuse

DISKUSE

Je rozdil mezi ucitelem vSeobecné vzdélavaciho
predmétu chemie a ucitelem odbomych
chemickych predméta?

Tyto pozndmky bych rdd doplnil ke svému ¢ldnku ,,U¢i-
telstvi chemie v kontextu akreditace ucitelskych studijnich
programi na pedagogickych fakultdch” (Chem. Listy 96, 716
(2002)) jako odpovéd na reakci predsedy pracovni skupi-
ny Akreditacni komise pro chemické obory prof. O. Pytely
(Chem. Listy 96, 1015 (2002)).

Predné bych rdd podékoval prof. Pytelovi za otevieni
diskuse k problematice studijnich programii ucitelstvi chemie
a za prezentaci jeho postoji. Jednoznac¢né souhlasim s tim, Ze
kvalitni vzdélavani budoucich uciteld chemie je nezbytnou
podminkou kvalitni vyuky chemie na zdkladnich a stfednich
Skoldch, potazmo i zddouctho povédomi o chemii v laické
vefejnosti®. S prof. Pytelou se vSak rozchdzim v ndzoru, Ze
ptiprava kvalitnich ucitelt chemie pro v§eobecné-vzdélavaci
predmét chemie na zdkladnich a stfednich Skoldch a uciteld
odbornych chemickych pfedmétil na stfednich odbornych Sko-
lach a ucilistich md napliiovat stejné cile. Domnivam se, Ze
v prvni z alternativ je zdkladnim cilem ucitelovy ¢innosti zdk
ahlavnim dkolem je pfispivat k rozvoji Zdkovy osobnosti. Tato
pfiprava je prioritou, kterd vyZaduje soubor odpovidajicich
prostiedkll. Za jeden z téchto prostfedkil 1ze povazovat uc¢ivo
chemie jako vSeobecné vzdélavaciho predmétu. Pro tuto alter-
nativu jsou u nds v Ceské republice piipravovani ucitelé
vSeobecné vzdéldvacich predméti ve studijnich programech
Ucitelstvi pro zdkladni $koly (zde obor: U¢itelstvi pro 2. stu-
peti zdkladnich Skol — chemie) a Ucitelstvi pro stfedni $koly
(zde obor: Ucitelstvi pro stiedni $koly — chemie). V druhé
alternativé je pravé ucivo chemie (zpravidla jeji nékteré sub-
discipliny) pfevedeno z kategorie prostiedkt do kategorie cila.
Pro zajisténi takto pojaté vyuky jsou pfipravovdni ucitelé
tzv. odbornych (specializa¢nich) chemickych predméti. Je-
jich vzdélavani je v Ceské republice zabezpedovano dopliiu-
jicim pedagogickym studiem navazujicim nebo soub&zné pro-
vadénym s piisluSnym magisterskym (vétSinou inZenyrskym)
chemickym studijnim programem. V této souvislosti nelze
souhlasit s vyrokem prof. Pytely ,,nakolik je vyuka na zdklad-
nich a stiednich $koladch vSeobecnd a nakolik odbornad, je snad
véci osnov®, ale je zfejmé, Ze je to véci ucebnich pldni
prislusnych skol, v nichz se jednotlivé pfedméty se svymi
osnovami vyskytuji a vyucovat by je méli ucitelé s odpovida-
jici kvalifikaci. Souhlasim s tim, Ze uc¢itel md byt odbornik, ale
predevsim odbornik ve své profesi — v ucitelstvi chemie. Co
se ty¢e v§eobecného vzdélavani, je to v prvni fadé ucitel, jehoZz
profesiondlni strdanku zajiSfuje soubor predmétd z didaktiky
chemie, postaveny jednak na solidnich znalostech (védomos-
tech, dovednostech a postojich) z chemie (zabezpecovany
vyukou bloku zdkladnich chemickych disciplin a vybérovou
formou dalSich chemickych pfedmétt) a na solidnich znalos-
tech (védomostech, dovednostech a postojich) z pedagogiky
a psychologie (zabezpecovany vyukou piislusnych disciplin
v ramci spolecného zdakladu dvoupfedmétového ucitelského
studia). Co se tyce vyuky odbornych chemickych predmétd,
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je to v prvni fadé chemik se svou specializaci, ktery si doplnil
pozadované pedagogické vzdélani napi. formou doplnujici-
ho studia (pedagogické, psychologické a oborové-didaktické
predmeéty). Tolik z mé strany k doplnéni diskuse o rozdilech
vSeobecného a odborného (specializa¢niho) chemického vzdeé-
lavéni a jeho primétu do ucitelského vzdélavani.

Prof. Pytela pfipomind, Ze jsem asi neuvédoméle spojil
vysledky akreditaci s vysi finan¢ni dotace na jednotlivé stu-
dijni programy. Toto spojeni jsem provedl zdmérné a domni-
vam se, Ze od ného nelze abstrahovat. Dle Zdkona o vysokych
Skoléch jsou Akreditac¢ni komisi posuzovany studijni progra-
my a v ptipadé ucitelstvi chemie jako v§eobecné-vzdéldvaciho
predmétu jak na ZS tak na SS se jednd o studijni programy
fazené dle ¢iselniku oborti mezi pedagogické studijni progra-
my (s odpovidajicim koeficientem pro ndsobeni normativu na
studenta — zde 1,2), kdezto chemické studijni programy maji
pfisouzenu jinou ndro¢nost (koeficient prevazné 2,8). Lze tedy
abstrahovat od absolutni vySe dotace, ale domnivam se, Ze
nelze abstrahovat od deklarovaného charakteru studijniho pro-
gramu, ktery se odrdZi ve vySce jeho tzv. koeficientu ndroc-
nosti.

Dalsi pozndmky prof. Pytely, na néZ musim reagovat, se
tykaji didaktiky chemie jako oboru vyzkumné ¢innosti a po-
tazmo vysokoskolské vyuky. Prof. Pytela uvddi ndzor, Ze ,,na
oborové didaktiky se v praxi pohliZi jako na pomocny, spi-
Se technicky (ve smyslu vyuZzivdni poznatkti a dovednosti),
nez védecky (ve smyslu objevovani néceho zdsadné nového)
obor®. Ve vyzkumné zpravé o stavu didaktiky chemie u nds
a v dalsich zemich Evropy (zvldst¢ Némecka) a USA, jsme
analyzovali vice nez 350 témat v poslednich tfech desetiletich
obhdjenych dizertacnich praci z didaktiky chemie'. Prvni dok-
tordty v didaktice pfirodnich véd byly v USA udéleny jiz
v roce 1930 (Teachers College, Columbia University, N. Y.)
a napf. v rozmez{ let 1970-1980 bylo v USA g)ﬁjato na 2100
praci z piirodovédnych oborovych didaktik®. V Némecku
pusobilo v roce 1994 67 profesort didaktiky chemie a v jejich
védecko-vyzkumné ¢innosti ptipadalo 70 % na vyzkum v di-
daktice chemie®. V prizkumu ndzort na didaktiku chemie,
ktery jsme provedli v akademickém roce 2000-2001 u cca
65 % vsech tzv. vzdélavatelt uciteld chemie v uditelskych
studijnich programech (zkoumany vzorek zahrnoval odborné
chemiky (42 %), odborniky, délici své odborné zdjmy mezi
chemii a didaktiku chemie (42 %), didaktiky chemie (10 %)
a ostatni (8 %)), uvedlo 79 % respondentt védecko-vyzkum-
nou ¢innost v didaktice chemie za potfebnou, 13 % za zbytec-
nou a7 % uvedlo jinou charakteristiku*. Domnivam se, 7e tyto
vysledky nelze nijak zpochybilovat a degradovat didaktiku
chemie na pomocny ¢i dokonce technicky obor, bez mozZnosti
fesit védecko-vyzkumné ukoly. Z diivodu mensi informova-
nosti nasi odborné vefejnosti o didaktice chemie jsme se pro-
blematikou charakteristiky discipliny, jejich problémovych
oblasti a védeckého vyzkumu v oboru vénovali v fadé publi-
kaci, ve sbornicich mezindrodnich konferenci a nyni v mono-
grafii Didaktika chemie — vyzkum a vysokoskolskd vyuka, kterd
vysla v leto§nim roce v nakladatelstvi M&V Hradec Kralové®.

V plivodnim ¢ldnku o akreditaci jsem pfipominal, Ze AS
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(at prostiednictvim pracovni skupiny pro chemické obory ¢i
pracovni skupiny pro pedagogické obory) neposuzovala na
jednotlivych pedagogickych fakultach droven didaktiky che-
mie. Prof. Pytela piSe ,,za sebe ji (didaktiku chemie — pozn.
autora) hodnotim dobfe, a nebylo nutné vyddvat néjaké dopo-
ruceni ze strany AS”. To je pro mne velké prekvapeni, nebot
v soucasné dobé¢ existuje obrovsky rozdil v zabezpeceni di-
daktiky chemie ve studijnich programech ucitelstvi chemie na
jednotlivych pracovistich pedagogickych (¢i jinych pro pe-
dagogickou fakultu uvedeny program garantujicich) fakult.
Napf. v hodinové dotaci pro chemicko-didakticky blok, jak
uvadi ve své dizertatni préci B. Vofiskovd®, je rozdil v poctu
hodin pfednasek, semindiG a cvi€eni u ucitelstvi chemie pro
ZS na jednotlivych fakultich v rozmezi od pouhych 6 az do
29 ,.tydnohodin* za celé studium v povinné vyuce (primérné
17 hodin) a u ucitelstvi chemie pro SS od 10 do 23 ,»tydnoho-
din* za celé studium v povinné vyuce (primérné také 17 ho-
din). V garanci vyuky chemicko-didaktickych pfedméti jsou
také propastné rozdily: od nékolika habilitovanych pracovni-
ki az po polovicni uvazek ucitele zdkladni Skoly bez védecké
hodnosti na jednom pracovisti. Byla tedy chemicko-didaktic-
ka ¢dst posuzovdna s tak vyraznym stupném volnosti?

V oblasti vyukové praxe se miiZzeme setkat s ndzorem prof.
Pytely, Ze ,,dobie u¢ici neodbornik mtize napachat vétsi Skody,
nez $patné ucici odbornik”. S tim zdsadné nemohu souhlasit,
nebof i §patné vyucujici odbornik (mysleno asi odbornik v né-
kterém chemickém oboru) miize napdchat vyrazné Skody,
zvlaste v oblasti v§eobecného vzdéldvani ¢i v oblasti motivace
pro dalsi studium chemie i ptirodnich véd jako celku. Nézor
prof. Pytely pravdépodobné vychazi ze zkuSenosti s ucastniky
Chemické olympiddy nebo Stfedoskolské odborné Cinnosti,
ktefi fadu svych znalosti (védomosti, dovednosti a postojii)
ziskali samostudiem a z dalSich na uciteli vice ¢i méné zavis-
lych zdrojt. Jaké procento z celkového poctu zaktl zakladnich
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Skol a studentd stiednich $kol v8ak olympionici a dcastnici
StfedoSkolské odborné ¢innosti tvoii?

Ani ja nevim, podobné jako se pfizndva prof. Pytela,
nakolik se mi podatilo odpovédét na otdzku v ndzvu tohoto
prispévku. V zZddném piipadé jsem vSak ve svém plivodnim
¢lanku ani v téchto fadcich nezpochybiioval odbornou zpiiso-
bilost ¢leni Pracovni komise pro chemické obory Akreditacn{
komise, jak na str. 1016 prof. Pytela uvedl. Pokusil jsem se
pouze o analyzu pribéhu a vysledkd akreditace studijnich
program ucitelstvi v oborech ucitelstvi chemie jako v§eobec-
né vzdélavacich piedmétii na ZS a SS, které se tolik lisily od
akreditace ostatnich obord ucitelstvi piirodovédnych predmé-
ti. I mné jde v prvni fadé o kvalitni vzdélavani ucitelt a ne
o partikuldrni zdjmy.
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