
Chemie?!?

I v takovÈm malÈm st·teËku, jak˝m bezpochyby »esk·
republika je, naleznete stovky gymn·ziÌ a podobn˝ch st¯ednÌch
ökol se vöeobecn˝m zamÏ¯enÌm. Jejich cÌl je jedin˝ ñ p¯ipravit
svÈ studenty pro studium na vysok˝ch ökol·ch. Z nejr˘znÏjöÌch
pr˘zkum˘ a statistik je patrnÈ, ûe absolventi gymn·ziÌ jsou
opravdu u p¯ijÌmacÌch ¯ÌzenÌ ˙spÏönÏjöÌ. Ale m· to jeden h·Ëek
ñ Ëty¯i roky studujete, sloûÌte maturitu ñ a jste nic. Nenajdete
uplatnÏnÌ, hodÌte se maxim·lnÏ pro pod¯adnÈ pomocnÈ pr·ce,
vöichni od v·s oËek·vajÌ diplom.

TakÈ j· pat¯Ìm mezi studenty gymn·zia. Proplouv·m jÌm
se sluön˝mi v˝sledky, ale st·le ËastÏji si kladu stejnou ot·zku
jako stovky m˝ch vrstevnÌk˘ ñ co d·l? Od zaË·tku tÌhnu spÌöe
k p¯ÌrodnÌm vÏd·m, zejmÈna k chemii. Podle mÈho n·zoru se
na tento obor Ëasto zapomÌn·, coû je velk· ökoda. Zkuste se
zeptat deseti st¯edoökol·k˘ na to, co se jim vybavÌ, kdyû se
¯ekne chemie. D·m krk za to, ûe minim·lnÏ devÏt z nich si
p¯edstavÌ jeden z nejnen·vidÏnÏjöÌch p¯edmÏt˘, jÌmû kaûd˝
opovrhuje a kter˝ si nezaslouûÌ vÌce pozornosti neû dvÏ vyuËo-
vacÌ hodiny t˝dnÏ. A p¯esto ñ zn·m ¯adu lidÌ, kte¯Ì chemiÌ
doslova ûijÌ, pod¯izujÌ jÌ cel˝ sv˘j ûivot a vidÌ v nÌ vÌc neû jen
pouhou vÏdu ñ nach·zejÌ hlubok˝ a uölechtil˝ konÌËek. J· m·m
to ötÏstÌ, ûe pat¯Ìm mezi nÏ.

Vöechno to zaËalo pomÏrnÏ jednoduöe. V tercii mi chemi-
k·¯ka nabÌdla k nahlÈdnutÌ olympi·du. Od maliËka r·da zkou-
öÌm vöechno novÈ, a tak jsem se pustila do ¯eöenÌ. Moc se mi
to sice nezda¯ilo, p¯eci jen se projevila konkurence o rok
staröÌch dev·ù·k˘, ale uû v kvartÏ jsem se dok·zala probojovat
do krajskÈho kola a obsadit jeden·ctou p¯ÌËku. O rok pozdÏji
jsem se vyövihla aû na t¯etÌ mÌsto a to pro mÏ znamenalo
z·sadnÌ zvrat. ZÌskala jsem totiû p¯ihl·öku na pr·zdninovÈ
odbornÈ soust¯edÏnÌ pro nejlepöÌ ¯eöitele oblastnÌch kol che-
mickÈ olympi·dy. Kon· se uû p¯es dvacet let v BÏstvinÏ mezi
GolËov˝m JenÌkovem a SeËÌ ñ v podh˘¯Ì CHKO éeleznÈ hory.
Vûdy na Ëtrn·ct dnÌ se sem sjÌûdÏjÌ chemiËtÌ nadöenci z celÈ
republiky. Jako ostatnÌ nov·Ëci, drûela jsem se i j· zpoË·tku
trochu stranou, vöichni se totiû shlukli do skupinek a zaËali
rokovat o organick˝ch syntÈz·ch, komplexometrick˝ch titra-
cÌch a enzymov˝ch katal˝z·ch jako by se nechumelilo. Brzy
jsem se vöak adaptovala a poznala, ûe k sobÏ m·me vöichni
velmi blÌzko, spojuje n·s totiû spoleËn˝ z·jem ñ chemie. Kdo
jin˝ by vydrûel osm hodin dennÏ na p¯edn·ök·ch z organickÈ,
anorganickÈ, fyzik·lnÌ Ëi analytickÈ chemie? Kdo jin˝ by se
v nejvÏtöÌm ËervencovÈm vedru navlÈkl do pl·ötÏ a va¯il kom-
plex st¯Ìbra v oxidaËnÌm stavu dvÏ? Kdo jin˝ by po tom vöem
nadöenÏ utÌkal kaûdou volnou chvilku str·vit do laborato¯e?
Opravdu, laborato¯ st·la v centu veökerÈho dÏnÌ. Tady se
va¯ilo a va¯ilo, diskutovalo Ëi jen tak posed·valo.

TÏch Ëtrn·ct dnÌ mÏ naplnilo nÏËÌm dosud nepoznan˝m.
Naöla jsem zde spoustu opravdov˝ch p¯·tel, kte¯Ì by za mÏ dali
ruku do ohnÏ. Pochopila jsem, ûe chemie m· mnoho tv·¯Ì a ûe

i t¯Ìhodinov· p¯edn·öka dok·ûe b˝t zajÌmav· od zaË·tku do
konce. Po n·vratu dom˘ se najednou v mÈm nitru rozprost¯el
pocit pr·zdnoty a nevyuûitÌ. Chodila jsem od niËeho k niËemu,
v kaûdÈ Ëinnosti vidÏla marnost. Jedinou ˙tÏchou byly dopisy
a pohledy ze vöech kout˘ republiky, kterÈ svÏdËily o tom, ûe
novÌ kamar·di na tom byli podobnÏ. P¯esto jsme se dok·zali
vzchopit a od z·¯Ì zah·jili novou velkou aktivitu, jeû n·s
vöechny spojuje. Ta vÏciËka m· zcela nepoetick˝ n·zev Ksicht.
Byst¯ejöÌm z v·s moûn· dojde, ûe se jedn· o zkratku. Ale d·m
hlavu za to, ûe ji nikdo nerozluötÌte. KSICHT totiû znamen·
KorespondenËnÌ Semin·¯ Inspirovan˝ Chemickou Tematikou.
OrganizujÌ ho studenti VäCHT, b˝valÌ ¯eöitelÈ chemickÈ olym-
pi·dy a absolventi BÏstviny. BÏhem letoönÌho roku jsme ¯eöili
Ëty¯i sÈrie po pÏti ˙loh·ch, kterÈ byly naprosto odliönÈ od
tradiËnÌch ökolnÌch p¯Ìklad˘ typu ÑvypoËÌtej mol·rnÌ koncen-
traci roztokuÖì. Mezi nejzajÌmavÏjöÌ ˙lohy pat¯ila genetick·
öifra, v˝poËty s v˝buöninami, urËov·nÌ st·¯Ì archeologickÈho
n·lezu pomocÌ radiouhlÌkovÈ metody, hled·nÌ struktury nezn·-
mÈho alkaloidu Ëi chemick· osmismÏrka. Pro nejlepöÌ soutÏ-
ûÌcÌ je odmÏnou t˝dennÌ soust¯edÏnÌ koncem Ëervna na VäCHT
v Praze. Sezn·mÌ se zde s autory Ksichtu, hlavnÏ ale s pracÌ
v laborato¯Ìch a se ökolou v˘bec. Od z·¯Ì se rozebÏhne nov˝
roËnÌk, opÏt naplnÏn˝ b·jeËn˝mi ˙lohami. NavÌc jej bude
doprov·zet seri·l o jedech a omamn˝ch l·tk·ch k prohloubenÌ
znalostÌ vöech ¯eöitel˘. Ale takÈ k pobavenÌ. Vûdyù koho by
nezajÌmalo, ËÌm byli otr·venÌ d·vnÌ vojenötÌ hrdinovÈ, hraba-
ta, politiËtÌ vÏzni? Kdo by si nep¯eËetl o ˙ËincÌch nejzn·mÏj-
öÌch jed˘ a omamn˝ch l·tek?

Jsem spÌöe introvertnÌ, hodnÏ hloubav˝ typ, a tak Ëasto
p¯em˝ölÌm o svÈ budoucnosti. NejasnÏ se p¯ede mnou r˝suje,
jakoby vyvst·v· z oblaku m˝ch myölenek a j· se jÌ snaûÌm d·t
jasnÏjöÌ a ost¯ejöÌ tvar. Uû vÌm, ûe bych r·da studovala nÏjak˝
p¯ÌrodovÏdn˝ obor souvisejÌcÌ s chemiÌ. V seznamu takto za-
mÏ¯en˝ch vysok˝ch ökol mÏ nejvÌce zaujala pr·vÏ Vysok·
ökola chemicko-technologick· v Praze. Jak jsem jiû psala, od
myölenky nem·m daleko k Ëinu, a tak jsem se vypravila na
soukrom˝ den otev¯en˝ch dve¯Ì, abych tuto ökolu lÈpe poznala.
VlastnÏ ani nevÌm, co jsem si od toho p¯edstavovala, ale
skuteËnost mÏ doslova ohromila. Velmi p¯ÌjemnÈ uvÌt·nÌ, roz-
hovor s profesorem »erven˝m, prodÏkanem Fakulty chemickÈ
technologie, kter˝ n·s sezn·mil s historiÌ ökoly, vlastnÌm stu-
diem  a  moûnostmi, jeû se p¯ed studenty otevÌrajÌ, a  potÈ
prohlÌdky jednotliv˝ch pracoviöù, laborato¯Ì a uËeben. Vöude
na n·s byli velmi milÌ, jednotlivÌ zamÏstnanci n·m vypr·vÏli
o svÈ pr·ci, p¯ÌpadnÏ i ukazovali nÏco v praxi, od dalöÌch jsme
zÌsk·vali informace o oborech, ve kter˝ch se absolvent m˘ûe
uplatnit. Vöichni lidÈ, se kter˝mi jsme za ten den mluvili,
otevÌrali st·le jedno stejnÈ tÈma ñ v dneönÌ dobÏ upad· z·jem
o p¯ÌrodnÌ a technickÈ disciplÌny, spoleËnost je p¯esycena
pr·vnÌky a ekonomy, p¯esto se dalöÌ tisÌce novopeËen˝ch ma-
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turant˘ hrnou na tyto posty. Chemie stojÌ daleko vzadu, opo-
vrhovan· a odstrËen·. Student˘ je m·lo, a ti, kte¯Ì p¯ijdou, sem
Ëasto ani nechtÏjÌ, ale na jinou ökolu se nedostali. M·lokdo si
ale umÌ p¯edstavit, co znamen· studovat chemii na vysokÈ
ökole. Asi se ned· srovnat s tÌm st¯edoökolsk˝m p¯edmÏtem,
kde se probÌrajÌ z·klady obecnÈ, anorganickÈ, organickÈ che-
mie a biochemie. Na vysokÈ ökole pozn·te chemii v naprosto
odliönÈm svÏtle. VäCHT nabÌzÌ takovÈ spektrum studijnÌch
obor˘, ûe si m˘ûe kaûd˝ vybrat, co je pro nÏj zajÌmavÈ, a navÌc
i modernÌ knihovnu, poËÌtaËovÈ uËebny, mineralogickou sbÌr-
ku, ˙tulnÈ kolejeÖ Zvl·ötÏ l·kav· je moûnost studia na zahra-
niËnÌch univerzit·ch spolupracujÌcÌch s VäCHT (nam·tkou
nap¯. v USA, KanadÏ, VelkÈ Brit·nii, Holandsku, Francii,
Norsku, NÏmecku, Rakousku nebo Slovensku). NejlepöÌ stu-

denti majÌ moûnost zÌskat stipendium, ¯ada z nich pak pokra-
Ëuje t¯Ìlet˝m doktorsk˝m studiem a ti, kte¯Ì se ani potÈ se
ökolou nechtÏjÌ rozlouËit, se mohou uch·zet o kariÈru vysoko-
ökolskÈho pedagoga. N·m, BÏstviÚ·k˘m, se poda¯ilo dos·h-
nout toho, ûe ökola od z·¯Ì otev¯e krouûky pro st¯edoökol·ky,
plnÈ zajÌmav˝ch informacÌ a laboratornÌch cviËenÌ, bÏhem
kter˝ch jistÏ pronikneme jeötÏ hloub do nitra ökoly a hlavnÏ
do nitra toho, Ëemu se ¯Ìk· chemie.

J· uû m·m o svÈ budoucnosti jasno, a co vy? NezkusÌte se
v listopadu podÌvat na den otev¯en˝ch dve¯Ì VäCHT? Na n·ö
krouûek? Nebo alespoÚ na zad·nÌ Ksichtu Ëi chemickÈ olym-
pi·dy???

Petra MÈnov·
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1. ⁄vod

Tento kurz nenÌ urËen specialist˘m v oboru steroidnÌ che-
mie, ale lidem, kte¯Ì mohou na steroidnÌ problematiku narazit
zcela n·hodnÏ. Takov˝ p¯Ìstup ke steroid˘m je pomÏrnÏ prav-
dÏpodobn˝, kdyû si uvÏdomÌte, kolika t¯eba fyzik·lnÌch obor˘
se steroidy t˝kajÌ. Vûdyù u nukle·rnÌ magnetickÈ rezonance
(NMR) a hmotovÈ spektroskopie (MS) byly obecnÏ platnÈ
z·konitosti pozn·v·ny pr·vÏ na steroidech, kterÈ poskytovaly
vhodnÈ rigidnÌ modely. TotÈû platÌ o chir·lnÌch metod·ch, op-
tickÈ rotaËnÌ disperzi (ORD) a cirkul·rnÌm dichroismu (CD).
A kolika obor˘ lÈka¯stvÌ se steroidy t˝kajÌ, kdyû mezi nimi
nach·zÌme endogennÌ l·tky s aktivitou muûsk˝ch a ûensk˝ch
pohlavnÌch hormon˘, hormon˘ k˘ry nadledvinek, vitamin˘,
d˘leûit˝ch sloûek bunÏËn˝ch membr·n Ëi tr·vicÌho systÈmu.
A kolik exogennÌch steroid˘, aù uû p¯ÌrodnÌch (kardenolidy,
bufadienolidy, alkaloidy) Ëi syntetick˝ch (anabolika, abor-
tiva) na zdravÌ modernÌho ËlovÏka v souËasnÏ dobÏ p˘sobÌ.

Tento postgradu·lnÌ kurz probÌh· na tomto ˙stavu tÈmÏ¯
Ëtvrt stoletÌ a p¯edn·öku o steroidech tu pronesl Dr. V·clav
»ern˝ p¯esnÏ p¯ed 20 lety1. MÏl bych nav·zat tam, kde on
skonËil, ale protoûe vÌm, ûe laik si dnes chybÏjÌcÌ informace
nach·zÌ p¯edevöÌm  na  internetu, zaËnu shrnutÌm souËasnÏ
pouûÌvanÈ nomenklatury, aby se posluchaË byl schopen s in-

ternetem domluvit. Nomenklatura podle Chemical Abstracts
nenÌ v souËasnÈ literatu¯e pouûÌv·na beze zbytku, proto ji
doplnÌm nomenklaturou starou, kter· p¯eûÌv· dÌky pracovnÌ-
k˘m p¯Ìbuzn˝ch obor˘, jako je medicÌna a biologie.

2. Nomenklatura a zp˘sob zobrazenÌ struktur

Nejprve zp˘sob grafickÈho zn·zornÏnÌ: ËÌslov·nÌ jednotli-
v˝ch poloh je uk·z·no na vzorci 5α-cholestan-3β-olu (obr. 1).
»Ìslov·nÌ zaËÌn· od öestiËlennÈho kruhu vlevo a pokraËuje po
obvodu. Je-li p¯ipojenÌ substituent˘ ke skeletu  vyznaËeno
pln˝m klÌnem, smÏ¯ujÌ tyto substituenty nad rovinu steroid-
nÌho j·dra a v n·zvu jsou oznaËeny jako β-substituenty, vazba
substituent˘ pod rovinou j·dra (tedy s α-konfiguracÌ) je zna-
Ëena örafovanÏ. VÏtöina steroid˘ je odvozov·na od tÏchto
nÏkolika z·kladnÌch steroidnÌch uhlovodÌk˘ (tabulka I).

Substituce v postrannÌm ¯etÏzci b˝vala vyjad¯ov·na podle
Fischerovy-Plattnerovy notace, v nÌû byla molekula v uvaûo-
vanÈm mÌstÏ nazÌr·na tak, jakoby nejdelöÌ ¯etÏzec byl nataûen
vzh˘ru a prohnut dol˘ jako luk: na dolnÌm konci z˘st·val
steroidnÌ skelet, na hornÌm konci byl vzd·lenÏjöÌ uhlÌk souse-
dÌcÌ s uvaûovan˝m centrem chirality. V tÈto konformaci ¯etÏz-
ce byly substituenty vpravo (a vlastnÏ nahoru) definov·ny jako
α-substituenty, substituenty mÌ¯ÌcÌ vlevo (takÈ nahoru) jako
β-substituenty. Nap¯. cholestanov˝ postrannÌ ¯etÏzec byl zn·-
zorÚov·n vzorcem A (obr. 2). Mnohem mÈnÏ mÌsta v tisku
zabere cikñcak struktura B, kter· je takÈ bliûöÌ nejpravdÏpo-
dobnÏjöÌmu konformeru tohoto postrannÌho ¯etÏzce. Tehdy se
β-substituenty znaËily plnou vazbou. V souËasnosti ale po-
uûÌv·me projekËnÌ vzorce z¯etelnÏ vyznaËujÌcÌ stereochemii,
a tak se tato 20R-methylov· skupina kreslÌ Ë·rkovanÏ (tedy
v p¯ehledu uhlovodÌk˘ vzorec C). Ale dÌky tomuto historicky
danÈmu dvojÌmu p¯Ìstupu (definovan· notace vs. projekËnÌ
vzorec) se v literatu¯e vyskytujÌ oba vzorce cholesterolu a jeho
deriv·t˘ p¯ibliûnÏ stejnÏ Ëasto, protoûe auto¯i vÏtöinou starÈ
struktury opisovali ze star˝ch monografiÌ, aniû uv·dÏjÌ poj-
mov˝ r·mec tÏchto struktur.

U molekuly, v nÌû je dalöÌch 8 asymetrick˝ch uhlÌk˘, se
ujal zvyk vyjad¯ovat konfiguraci na tÏchto uhlÌcÌch jen tehdy,
je-li jin· neû tzv. p¯irozen·. MlËky se tedy p¯edpokl·d·, ûe
kaûd˝ vÌ, ûe β-konfiguraci zaujÌm· Ñnorm·lnÏì jen vodÌk H-8,

Obr. 1. StrukturnÌ vzorec 5α-cholestan-3β-olu, ËÌslov·nÌ skeletu
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angul·rnÌ methylovÈ skupiny a eventuelnÏ i uhlÌkat˝ substi-
tuent v poloze 17. Tzv. norm·lnÌ je α-konfigurace u H-9
a H-17. VÏtöina p¯ÌrodnÌch steroid˘ m· trans anelaci kruh˘ C
a D, tedy v poloze 14 je vodÌk v poloze α, ale v p¯ÌpadÏ
srdeËnÌch glykosid˘ a bufadienolid˘ se vyskytuje u kruh˘ C
a D cis anelace, tedy C14-konfigurace je obr·cen· (14β-H).

L·tky s 5α i 5β-konfiguracÌ se v p¯ÌrodÏ vyskytujÌ s p¯i-
bliûnÏ stejnou ËetnostÌ, a ned· se tedy u polohy 5 obecnÏ

mluvit o Ñp¯irozenÈì konfiguraci. Proto konfiguraci v tÈto
poloze je vûdy t¯eba explicitnÏ vyznaËit. Zase se st·v·, ûe tento
poûadavek nenÌ vûdy splnÏn, nejËastÏji na to zapomÌnajÌ auto-
¯i, kte¯Ì netuöÌ, ûe m˘ûe existovat i diastereomer jejich pro-
duktu. T˝k·-li se urËit˝ v˝rok obou diastereomer˘, kreslÌme
vazbu vlnitou a pouûÌv·me dalöÌ ¯eckÈ pÌsmeno ξ.

PostrannÌ ¯etezec steroidu m˘ûe b˝t i substituov·n hetero-
cyklem a cyklizov·n. 5ξ-Kard-20(22)-enolid (D, obr. 3) a 5ξ-
-bufa-20,22-dienolid (E) jsou nomenklaturnÌm z·kladem pro
aglykony tzv. srdeËnÌch glykosid˘, jako je nap¯. digitoxigenin
a scilarenin. P¯i takovÈ cyklizaci m˘ûe vznikat jeden nebo dva

Tabulka I
Skelety tvo¯ÌcÌ n·zvoslovn˝ z·klad tetracyklick˝ch steroid˘

Substituenty v poloh·ch N·zev uhlovodÌku (staröÌ n·zev v z·vorce)

19 18 17

H H ñ 5α- Ëi 5β-gonan
H methyl ñ 5α- Ëi 5β-estran (5α- Ëi 5β-oestran)

methyl methyl ñ 5α- Ëi 5β-androstan (androstan Ëi testan)
methyl methyl ethyl 5α- Ëi 5β-pregnan (allopregnan Ëi pregnan)
methyl methyl R1 5α- Ëi 5β-cholan (allocholan Ëi cholan)
methyl methyl R2 5α- Ëi 5β-cholanov· kyselina (allocholanov· Ëi cholanov· kyselina)
methyl methyl R3 5α- Ëi 5β-cholestan (cholestan Ëi koprostan)
methyl methyl R4 5α- Ëi 5β-ergostan
methyl methyl R5 5α- Ëi 5β-stigmastan

Obr. 2. KreslenÌ postrannÌho vzorce d¯Ìve (A, B) a nynÌ (C)

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

Substituenty v poloze 17
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anelovanÈ heterocykly. Tak nap¯. 5ξ-konan (F, obr. 4) je
z·kladem konesinu a jemu blÌzk˝ch alkaloid˘. SpirocyklickÈ
skelety ñ 5ξ-spirostan (G) a 5ξ-spirosolan (H) p¯Ìroda pouûÌv·
dosti Ëasto: typ G se vyskytuje v nejd˘leûitÏjöÌm aglykonu,
z nÏhoû se ve svÏtÏ vyr·bÌ vÏtöina steroidnÌch lÈËiv. ñ dios-
genin; dva kruhy jsou anelov·ny v 5ξ-solanidanu (I), od nÏhoû
je odvozena nap¯. struktura solanidinu ñ alkaloidu vyskytu-
jÌcÌho se ve formÏ glykosid˘ v r˘zn˝ch druzÌch lilku, nap¯.
v bramboru2.

JeötÏ jedno nomenklaturnÌ p¯ekvapenÌ V·s m˘ûe potkat
v literatu¯e: tv˘rci nÏkter˝ch monografiÌ a datab·zÌ nebo jejich
nakladatelÈ odmÌtajÌ zn·t ¯eck· pÌsmena, takûe mÌsto α a β
pouûijÌ prostÈ α nebo β. Jejich poËÌtaË˘m to svÏdËÌ, uûi-
vatel˘m uû mÈnÏ.

3. Steroidy jako souË·st oboru p¯ÌrodnÌch l·tek

ÿazenÌ steroid˘ mezi p¯ÌrodnÌ l·tky je vÏcÌ historickou,
protoûe dnes uû je p¯ÌrodnÌch steroid˘ isolovan˝ch z p¯Ìrody
mÈnÏ neû steroid˘ p¯ipraven˝ch v laborato¯Ìch parci·lnÌ Ëi
tot·lnÌ syntÈzou. BadatelÈ zab˝vajÌcÌ se v prvnÌ p˘li minulÈho
stoletÌ izolacÌ p¯ÌrodnÌch l·tek steroidnÌ povahy byli p¯i v˝bÏru
p¯Ìrodniny Ëasto ovlivnÏni pouhou n·hodou, v z·vÏru stoletÌ

ale jiû byli vÏtöinou vedeni z·mÏrnou snahou nalÈzt aktivnÌ
princip tÈ Ëi onÈ lÈËivÈ rostliny. I dnes p¯itom mnohdy obdi-
vujeme intuici star˝ch ko¯en·¯ek, kterÈ dok·zaly odhalit po-
uûitelnost tÏch kter˝ch rostlin.

Profesion·lnÏ tento p¯Ìstup funguje dodnes v zemÌch t¯e-
tÌho svÏta, kam pronikli agenti farmaceutick˝ch firem a zahr-
nujÌ domorodÈ odbornÌky vöÌm moûn˝m, jen aby od nich
dost·vali extrakty co nejöiröÌho spektra produkt˘ z domoro-
d˝ch lÈËivek. Tito badatelÈ pak touûÌ po nalezenÌ novÈ l·tky,
kter· by byla jen mÌrnÏ biologicky aktivnÌ: jen tehdy si zajistÌ
pokraËov·nÌ podpory ze strany farmaceutickÈho pr˘myslu
a sv˘j objev budou moci po nep¯Ìliö dlouhÈ dobÏ publikovat.
N·lez vysoce aktivnÌ l·tky se badateli nijak zvl·öù nevyplatÌ,
navÌc musÌ slÌbit firmÏ, ûe l·tku nebude publikovat po znaËnÏ
dlouhou dobu. Toto je jednÌm z p¯Ìklad˘ toho, jak byly ste-
roidy ze z·kladnÌho v˝zkumu vytlaËov·ny pr·vÏ penÌzi, resp.
vidinou zisku z komercionalizace steroidnÌch v˝rob. Farma-
ceutickÈ firmy vyhled·vajÌ p¯ÌrodnÌ l·tky proto, aby zÌskaly
novou inspiraci pro svÈ vlastnÌ novÈ produkty. Drug Discove-
ry Today cituje ˙daj3, ûe ze vöech nov˝ch produkt˘, kterÈ byly
v letech 1983 aû 1994 uvedeny na trh (520), bylo 39 % p¯Ìrod-
nÌch l·tek nebo l·tek od nich odvozen˝ch.

NovÏ objevenÈ p¯ÌrodnÌ l·tky steroidnÌ ¯ady zahrnujÌ vÏtöi-
nou deriv·ty cholesterolu, jejichû strukturnÌ promÏnlivost je

Obr. 4. 5ξ-Konan (F), 5ξ,25ξ-spirostan (G), 5ξ-spirosolan (H) a 5ξ,25ξ-solanidan (I)

Obr. 5. NovÈ typy sterol˘
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znaËn·, Ëasto zahrnuje nap¯. cytotoxickÈ exomethylenoderi-
v·ty (nap¯. l·tka I, obr. 5), antibakteri·lnÌ cyklopropanode-
riv·ty (jako l·tka II) nebo antifung·lnÌ sekosteroidy typu III.
Je zn·ma i ¯ada chlorem substituovan˝ch p¯ÌrodnÌch l·tek ty-
pu IV. Zobrazeny jsou jen nÏkterÈ typy l·tek, kterÈ byly v ne-
d·vnÈ dobÏ izolov·ny. Zvl·ötÏ v poslednÌ dobÏ jsou publiko-
v·ny l·tky, kterÈ poch·zejÌ z cytotoxicky p˘sobÌcÌch materi·l˘
a samy cytotoxicitu vykazujÌ uû proto, ûe postup separace byl
¯Ìzen podle v˝sledk˘ biotest˘. Nap¯. nÏkterÈ l·tky z rodiny
uveden˝ch 9,11-sekosteroid˘ typu III inhibujÌ aktivitu protein
C-kinasy4.

DÌky biologickÈmu sledov·nÌ pr˘bÏhu dÏlenÌ b˝vajÌ teÔ
p¯ÌrodnÌ l·tky izolov·ny v nativnÌ formÏ (d¯Ìve byly hlavnÏ
z technick˝ch d˘vod˘ zÌsk·v·ny pouze jejich aglykony). Jed-
nou z takto izolovan˝ch l·tek s kancerostatickou aktivitou je
OSW1 (V), deriv·t cholesterolu s cukern˝m zbytkem v poloze
16α a oxoskupinu v poloze 22. L·tka byla izolov·na z cibulek
africkÈ rostliny druhu Ornithogalum a objev jejÌ struktury
ihned vyvolal odezvu mezi synthetiky, kte¯Ì p¯ipravili5 jejÌ
aglykon metodou parci·lnÌ syntÈzy.

P¯ÌrodnÌmi l·tkami jsou vlastnÏ i diacholesteny typu VI,
protoûe i ty byly izolov·ny6 z materi·l˘ nach·zejÌcÌch se

v p¯ÌrodÏ (uhlÌ, ropa a ropnÈ sedimenty). Jsou to produkty
transformace sterol˘ prehistorick˝ch organism˘ na hlink·ch
za vysok˝ch teplot. Jsou charakterizov·ny p¯esunem methy-
lov˝ch skupin z poloh 10 a 13 do poloh 5 a 14, coû dok·ûeme
napodobit v laborato¯i, kdyû generujeme karboniov˝ ion v po-
loze 5. VynalÈzavost i ˙spornost p¯Ìrody v tomto smyslu je
obdivuhodn·. Nap¯. kalikoferol D ñ l·tka VII, izolovan· z ko-
rejskÈ gorgonie7 rodu Muricell, je jen mÌrnÏ modifikovan˝m
vitaminem D (VIII), a p¯esto p˘sobÌ proti vir˘m Herpes sim-
plex I a II a proti viru dÏtskÈ obrny.

Pojem p¯ÌrodnÌ l·tky Ëasto implikoval rostlinn˝ p˘vod
tÏchto l·tek, coû nebylo zcela p¯esnÈ. Je pravdou, ûe extra-
hovat plevel rostoucÌ na zahradÏ bylo kdysi jednoduööÌ neû
izolovat vysoce pol·rnÌ l·tky ze zvÌ¯ecÌch tk·nÌ, ale se vzr˘s-
tajÌcÌ kvalitou separaËnÌch technik rostly i ambice p¯ÌrodovÏd-
c˘. Izolace8,9 steroidnÌho triaminu ñ skvalaminu (IX) vyûa-
dovala techniky vzd·lenÈ tradiËnÌ steroidnÌ chemii, kter· vÏt-
öinou pracuje s l·tkami lipofilnÌmi. Pr·ce byla stimulov·na
jejÌ aktivitou: skvalamin je totiû öirokop·smovÈ antibiotikum
s kancerostatickou a antivirovou aktivitou (p˘sobÌ i na herpes-
vir a vir HIV).

DalöÌm motivem izolace p¯ÌrodnÌch l·tek bylo ovÏ¯ov·nÌ
metabolismu jin˝ch p¯ÌrodnÌch l·tek. Tak byl izolov·n 7α-hy-
droxycholesterol a prok·z·n10 jako intermedi·t v biosyntÈze
cholov˝ch kyselin. Zjiöùov·nÌ metabolismu m· vedle teore-
tickÈho v˝znamu i v˝znam praktick˝: ze znalosti metabolismu
je moûno lokalizovat zdroj eventuelnÌch odchylek u pacient˘
a p¯istoupit k pat¯iËnÈ lÈËbÏ. Nap¯. 19-hydroxylovan· cholov·
kyselina X (R = OH, obr. 6) byla v malÈm mnoûstvÌ izolov·na11

z neonat·lnÌ moËi, ale u dospÏl˝ch byla takov· hydroxylace
pozorov·na jen u pacient˘ s poökozen˝mi j·try. Pro potvrzenÌ
navrûenÈ struktury byla opÏt pouûita parci·lnÌ syntÈza. KlÌ-
Ëov˝mi stupni byla dehydratace chr·nÏnÈ kyseliny cholovÈ XI,
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adice kyseliny bromnÈ na ∆6-olefin XII a fotochemicky kata-
lyzovan· oxidace angul·rnÌ methylovÈ skupiny v bromhydri-
nu XIII octanem oloviËit˝m, n·sledovan· redukcÌ bromepoxi-
du XIV zinkem a pak hydrogenacÌ.

Pro studium osudu biologicky aktivnÌch steroid˘ v orga-
nismu je Ëasto pot¯eba kvalitativnÌ a kvantitativnÌ d˘kaz p¯Ì-
tomnosti nepatrn˝ch mnoûstvÌ tÏchto l·tek v biologickÈm
materi·lu. ImunologickÈ metody (nap¯. radioimunologick·
anal˝za, RIA) m˘ûe tyto sluûby poskytnout. P¯Ìklad z¯edÏnÌ,
s nÌmû RIA pracuje, byl publikov·n p¯ed letnÌmi olympij-
sk˝mi hrami: citlivost metody je takov·, ûe by dok·zala p¯Ì-
tomnost kostky cukru ve velkÈm olympijskÈm plaveckÈm
bazÈnu.

Steroidy ale reprezentujÌ p¯Ìliö malou molekulu v tÏle, aby
samy byly imunogennÌ. Proto se p¯i v˝voji test˘ pro imunitnÌ
stanovenÌ steroidnÌ l·tky funkcionalizujÌ (nap¯. zavedenÌm
vhodnÈho ÑramÈnkaì, anglicky Ñspacerì) na deriv·ty (tzv.
hapteny), kterÈ se pak kovalentnÌ vazbou nav·ûou na molekulu
vhodnÈ bÌlkoviny (nap¯. na hovÏzÌ imunoglobulin). Vznikl˝

produkt (imunogen) slouûÌ k vyvol·nÌ imunitnÌ reakce v po-
kusnÈm zvÌ¯eti, z jehoû krve jsou pak p¯ÌsluönÈ protil·tky
zÌsk·v·ny a diagnosticky vyuûÌv·ny. CelosvÏtovÏ rozöÌ¯enÈ
pouûÌv·nÌ imunoanal˝zy ve sportu i v lÈka¯skÈ diagnostice je
tak zcela z·vislÈ na produkci vhodn˝ch hapten˘.

RamÈnkem, kterÈ pak zprost¯edkuje kovalentnÌ vazbu me-
zi analytem a bÌlkovinou, je nap¯. voln˝ karboxyl. UmÌstÏnÌ
tohoto ramÈnka v molekule steroidu je kompromisem mezi
chemickou dostupnostÌ takovÈ funkcionalizace a poûadavkem
specificity protil·tky. M·-li protil·tka reagovat pokud moû-
no pouze na hledan˝ analyt, musÌ b˝t v haptenu zachov·ny
vöechny funkËnÌ skupiny esenci·lnÌ pro danou aktivitu a ra-
mÈnko musÌ b˝t umÌstÏno co nejd·le od tÏchto esenci·lnÌch
skupin. Polohy 7 a 11 jsou vzd·leny od funkËnÌch skupin A
i D-kruhu. a tak jsou Ëasto vyuûÌv·ny pro zakotvenÌ takovÈho
ramÈnka. Nap¯. pro stanovenÌ allopregnanolonu (XVa, R = H,
obr. 7) bylo nutno p¯ipravit hapten XVb (R = CO(CH2)2COOH),
ale cesta k nÏmu musela b˝t zah·jena mikrobielnÌ hydroxylacÌ
vhodnÈho intermedi·tu do polohy 11α. Minim·lnÌ zk¯Ìûenou
reaktivitu (cross reactivity) ñ tedy souËasnou vazbu l·tek
podobn˝ch ñ Ëasto zajiöùuje umÌstÏnÌ ramÈnka do polohy 19,
coû nenÌ z hlediska syntetickÈ p¯Ìstupnosti nejjednoduööÌm
˙kolem: p¯i vypracov·nÌ RIA testu pro d˘kaz l·tky XVIa (R =
H2) bylo t¯eba p¯ipravit hapten XVIb (R = NOCH2COOH)
a klÌËov˝m stupnÏm12 v jeho p¯ÌpravÏ byla opÏt fotochemicky
katalyzovan· oxidace bromhydrinu, tentokr·t l·tky XVII na
6β,19-oxidoderiv·t XVIII jeho n·sledn˝m ötÏpenÌm.

Vazebn˝m ramÈnkem b˝vajÌ nap¯. karboxymethyloximi-

Obr. 7. P¯Ìprava hapten˘ s ramÈnkem v poloze 19

Obr. 6. Funkcionalizace polohy 19 (Ac = acetyl)
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no- (CMO), karboxymethyloxy- (CME), hemisukcinyloxy-
(HMSO) a podobnÈ skupiny. U kaûdÈho analytu je û·doucÌ
p¯ipravit odliönÈ hapteny pro imunizaci zvÌ¯ete a pro p¯Ìpravu
radioligandu, aby se potlaËila moûnost, ûe by nalezen· pro-
til·tka byla specifick· spÌö pro ono ramÈnko neû pro vlastnÌ
analyt. Hapteny jsou vyuûÌv·ny i v afinitnÌ chromatografii.
Tak p¯i p·tr·nÌ po receptoru p¯ÌrodnÌho brassinolidu byl p¯Ì-
sluön˝ brassinosteroid p¯ipojen k bÌlkovinÏ T-aminoalkyl-
esterov˝m ramÈnkem.

4. SteroidnÌ evergreeny

PÌsnÏ vÏËnÏ zelenÈ jsou ty, kterÈ zaz·¯Ì, po Ëase omrzÌ
a pak v nov˝ch podmÌnk·ch jsou kaûdou novou generacÌ novÏ
objevov·ny. Jsou to nap¯.:

E s t r o g e n y

Jednou z aktu·lnÏ sledovan˝ch, ale d·vno zn·m˝ch l·tek
je estradiol (estra-1,3,5(10)-trien-3,17β-diol, XIX). U fertil-
nÌch ûen je skoro v˝hradnÏ produkov·n ve vajeËnÌcÌch ¯Ì-
zen˝ch tzv.folikuly stimulujÌcÌm hormonem (FSH) a jeho
funkce v reprodukËnÌm cyklu je dob¯e zn·ma. PomÏrnÏ ne-
d·vno se ale uk·zalo, ûe estradiol hraje v˝znamnou roli v me-
tabolismu lipid˘ (a tÌm i ve v˝skytu kardiovaskul·rnÌch cho-
rob), v metabolismu kosti (estradiol stimuluje Ëinnost osteo-
blast˘ a inhibuje aktivitu osteoklast˘, ËÌmû chr·nÌ kost p¯ed
osteoporÛzou), ve v˝ûivÏ sliznic (s d˘sledky gynekologick˝-
mi, urologick˝mi, dermatologick˝mi a otorhinolaryngologic-
k˝mi) a ve funkci mozku. Dlouho jsou zn·my psychickÈ
d˘sledky nadprodukce estrogen˘ (n·ladovost, deprese, nespa-
vost, p¯edr·ûdÏnost, nesoust¯edÏnost), novÏ byla pozn·na neu-
roprotektivnÌ13 role estrogen˘ v mozku: klinick· zkuöenost
ukazuje, ûe vyööÌ hladina estrogen˘ chr·nÌ p¯ed n·stupem
i postupem Alzheimerovy choroby a obecnÏ p¯ed poökozenÌm
mozku. Mozek dokonce s·m v p¯ÌpadÏ urËitÈho poökozenÌ
zvyöuje jak produkci estrogen˘, tak produkci estrogennÌch
receptor˘ v mÌstÏ poranÏnÌ. Mechanismus tohoto ochrannÈho
p˘sobenÌ nenÌ zatÌm zn·m, nÏkte¯Ì auto¯i14 spekulujÌ o tom, ûe
estradiol modifikuje strukturu bunÏËn˝ch membr·n.

Vöechny tyto oblasti jsou zasaûeny p¯i menopauze, p¯i nÌû
doch·zÌ k definitivnÌmu p¯eruöenÌ cyklick˝ch interakcÌ mezi
vajeËnÌky, hypothalamem a hypof˝zou, p¯i nÌû uû vajeËnÌky
nereagujÌ na gonadotropnÌ stimulaci, neprodukujÌ estrogeny
ani progesteron a negativnÌ zpÏtn· vazba k hypof˝ze je zru-
öena, coû vede k vysokÈ hladinÏ LH a FSH hormon˘. Estro-
geny pak s nÌzk˝m v˝tÏûkem produkujÌ jen nadledvinky, a to
aromatizacÌ androstendionu.

P¯ehlednÈ Ël·nky popisujÌ ˙Ëinky suplementace estradiolu

p¯i zkouök·ch na mnoha tisÌcÌch pacientek, kde vedle p¯Ìz-
niv˝ch kosmetick˝ch ˙Ëink˘, vlivu na kardiovaskul·rnÌ sou-
stavu a ˙levu vöech postmenopauz·lnÌch p¯Ìznak˘ (promÏn-
livÈ n·lady, n·valy a bolestivost styku) byly diskutov·ny
i dalöÌ pozitivnÌ ˙Ëinky. NovÏ byl prok·z·n ˙Ëinek estrogen˘
na prevenci osteoporÛzy: kost je ûivou soustavou, v nÌû se
znova a znova ustavuje dynamick· rovnov·ha mezi tvorbou
nov˝ch bunÏk a resorpcÌ bunÏk star˝ch. U ûen ve fertilnÌm
obdobÌ je takto ìremodelov·noÑ 10 aû 25 % kostnÌ hmoty
roËnÏ15. Pokud nejsou receptory estrogen˘ v tÏchto buÚk·ch
syceny estradiolem ñ aù uû vlastnÌm nebo medikovan˝m,
proces resorpce star˝ch bunÏk probÌh· rychleji neû tvorba
bunÏk nov˝ch.

Z·sah do hormon·lnÌ rovnov·hy  b˝v·  vûdy  riskantnÌ.
Neû·doucÌm vedlejöÌm ˙Ëinkem pod·v·nÌ estradiolu po me-
nopauze je zv˝öenÈ riziko v˝skytu rakoviny dÏlohy. V sou-
ËasnÈ praxi se uû pod·v· samotn˝ estradiol jen pacientk·m bez
dÏlohy. OstatnÌ pacientky dost·vajÌ s estradiolem i subfyzio-
logickÈ mnoûstvÌ gestagenu (nap¯. 17β-acetoxy-17α-ethinyl-
-19-norandrost-4-en-3-on, Ñnorethisteronacet·tì, XX), kter˝
riziko rakoviny dÏlohy v˝raznÏ omezuje. Tato terapie byla
ovÏ¯ov·na ¯adou studiÌ na mnoha desÌtk·ch tisÌc pacientek
a ukazuje se, ûe bonus kardiovaskul·rnÌ ochrany a snÌûenÌ
rizika rakoviny tlustÈho st¯eva je mnohem v˝znamnÏjöÌ, neû
je riziko rakoviny dÏlohy. I kdyû odhlÈdneme od zlepöenÈ
kvality ûivota uûivatelek hormon·lnÌ substituËnÌ lÈËby (HRT),
ukazuje se, ûe v dlouhodobÈm pohledu je p¯eûÌv·nÌ tÏchto
pacientek v˝znamnÏ vyööÌ neû u ûen hormon·lnÌ substituci
neuûÌvajÌcÌch16.

SteroidnÌ chemie reagovala na zv˝öenou popt·vku po anti-
osteoporotick˝ch lÈcÌch syntÈzou a testov·nÌm ¯ady analog˘
estrogen˘. DobrÈ renomÈ si v tomto smÏru zÌskal Premarin,
coû je estrogennÏ p˘sobÌcÌ smÏs zÌsk·van· z moËi b¯ezÌch
kobyl. P¯ev·ûnou vÏtöinu tvo¯Ì dehydroestron a dehydroestra-

Obr. 8. Antiosteoporoticky p˘sobÌcÌ steroidy

Chem. Listy 97, 921 ñ 941 (2003) Refer·ty

926



dioly s jednou dvojnou vazbou v poloze 7 (ekvilin XXI a p¯Ì-
sluönÈ 17-alkoholy, obr. 8), nebo dvÏma dvojn˝mi vazba-
mi v B-kruhu (ekvilenin a p¯ÌsluönÈ 17-alkoholy). NovÏ se
tvrdÌ17, ûe isomer ekvilinu s dvojnou vazbu v poloze 8 (9)
(XXII, Ñ8-dehydroestronì) je sice ¯·dovÏ mÈnÏ ˙Ëinn˝ v dÏloze
a v prsu, ale zato 10◊ ˙ËinnÏjöÌ v kosti. Jinak p¯evl·d· n·zor,
ûe nej˙ËinnÏjöÌm estrogenem v tomto smÏru je ekvilin (XXI),
kter˝ m· u ËlovÏka menöÌ hormon·lnÌ aktivitu neû estradiol,
a tÌm vyööÌ terapeutickou ˙Ëinnost na kost.

Farmaceutick˝ pr˘mysl zatÌm reagoval po svÈm na poten-
ci·l estrogen˘ snÌûit riziko osteoporÛzy u postmenopauz·lnÌch
ûen. Vedle pilulek, gelu a r˘zn˝ch n·plastÌ obsahujÌcÌch ¯·-
dovÏ miligramov· mnoûstvÌ klasickÈho estradiolu a syntetic-
kÈho gestagenu na den, byly vyvÌjeny novÈ analogy. Za vöech-
ny uvedu 7α,17β-dihydroxy-19-norpregn-5(10)-en-20-in-3-
-on (XXIII, Livial18). MÏ¯enÌ ukazuje û·doucÌ n·r˘st kostnÌ
hmoty bÏhem jednoho roku lÈËenÌ. L·tka p¯itom stimuluje
hypothalamo-hypofyz·rnÌ systÈm tak, ûe vasomotorickÈ poru-
chy  (n·valy, pocenÌ) jsou  potlaËeny, hladina endorfin˘ je
obnovena, ale endometrium (tedy nechtÏnÈ krv·cenÌ) stimu-
lov·no nenÌ.

SteroidnÌ chemici byli jen jednou Ë·stÌ t˝m˘, kterÈ osteo-
porÛzu nazÌraly z mnoha r˘zn˝ch ˙hl˘, aby bylo moûno inter-
venovat  p¯i  vzniku choroby v  r˘zn˝ch  stadiÌch  vz·jemnÏ
souvisejÌcÌch proces˘. Tak nap¯. zv˝öenÌ dod·vky v·penat˝ch
solÌ do kosti zaruËovala zv˝öen· resorpce v·pnÌku ze st¯ev,

kterÈ bylo dosahov·no pod·v·nÌm peptidickÈho hormonu kal-
citoninu. Podobn˝ efekt, byù dosahovan˝ jin˝m mechanis-
mem, mÏly kalcium  chelatujÌcÌ bifosfon·ty  jako etidron·t
(XXIV, obr. 9) a jeho analogy. Jejich dlouhodobÈ pouûÌv·nÌ
p¯Ìn·öÌ vöak jin· rizika: tyto l·tky jsou souËasnÏ inhibitory
biosyntÈzy steroid˘19.

V rostlinnÈ ¯Ìöi byla pozn·na ¯ada fytoestrogen˘, jejichû
estrogennÌ aktivita nebyla vûdy zcela û·doucÌ20,21. JednÌm
z fytoestrogen˘ je kumestrol (XXV), je tak strukturnÏ podobn˝
estradiolu, ûe ho m˘ûeme pojmenovat steroidnÌ nomenklatu-
rou.  I u ipriflavonu (XXVI) jsou  popisov·ny22 protektivnÌ
˙Ëinky v˘Ëi kosti. PÏstitelÈ st·d si ovöem kvality kostÌ sv˝ch
jateËn˝ch zvÌ¯at  p¯Ìliö  necenÌ, zato ztr·tu jejich plodnosti
zp˘sobovanou fytoestrogeny nesou nelibÏ.

P¯i testov·nÌ vlivu vöech moûn˝ch kombinacÌ zn·m˝ch
l·tek na kost bylo zjiötÏno, ûe tzv. tamoxifen (XXVII), kter˝
v prsu funguje jako antiestrogen (tedy inhibuje r˘st estrogen-
-dependentnÌch n·dor˘), v kosti p˘sobÌ jako estrogen, tedy
udrûuje vysokou kostnÌ hmotu. Tamoxifen vzd·lenÏ p¯ipomÌ-
n· estradiol, jeho modernÏjöÌ verzÌ je ve vodÏ rozpustnÏjöÌ
deriv·t raloxifen, kter˝ zase m· nep¯ÌznivÈ ˙Ëinky na centr·lnÌ
nervovou soustavu. V kosti ale p˘sobÌ p¯ÌznivÏ, tlumÌ Ëinnost
osteoklast˘, m· tedy antiresorptivnÌ ˙Ëinky.

Je t¯eba ¯Ìci, ûe na rozdÌl od receptor˘ jin˝ch hormon˘ jsou
estrogennÌ receptory nejmÈnÏ n·roËnÈ na p¯esnÈ dodrûenÌ
struktury (teprve ned·vno byla pomocÌ rentgenografickÈ ana-
l˝zy studov·na struktura komplexu estradiolu a jeho recep-
toru23). Antiosteoporotick· aktivita byla nakonec nalezena
i u estradiolu nep¯Ìliö podobnÈho antigestagennÌho prepar·tu
RU486 (XXVIII, Ñmifepristoneì), kter˝ je jinak pouûÌv·n jako
abortivum.

D H E A

Jinou l·tkou, kterÈ se v ned·vnÈ dobÏ dostalo obrovskÈ
pozornosti, je DHEA (dehydroepiandrosteron, tj. 3β-hydroxy-
androst-5-en-17-on, XXIX, obr. 10). O tÈ se napsalo nÏkolik
knih nap¯. Unlocking the Secrets to the Fountain of Youth nebo
materi·ly z konference newyorskÈ akademie vÏd vÏnovanÈ
tÈto l·tce24. V souvislosti s nÌ se objevujÌ epiteta jako Ñpramen
ml·dÌì, Ñmatka vöech hormon˘ì apod. Tato l·tka pat¯Ì mezi
tzv. Ñorphan drugsì, tedy  l·tky, kterÈ svÈho Ëasu  nebyly
komerËnÏ vyuûity jen proto, ûe se staly ve¯ejn˝m majetkem,
a û·dn· firma tedy neinvestovala do jejich v˝voje, protoûe
nemÏla zaruËenu n·vratnost sv˝ch investic. Ned·vno ale byl

Obr. 9. DalöÌ l·tky pouûitelnÈ v boji proti osteoporÛze

Obr. 10. DHEA a jeho deriv·ty

Chem. Listy 97, 921 ñ 941 (2003) Refer·ty

927



v˝voj tÏchto ÑsirotËÌchì l·tek podpo¯en z feder·lnÌch zdroj˘
a to mohl b˝t impuls k novÈmu z·jmu.

DHEA byla poprvÈ izolov·na v roce 1934 a jejÌ strukturu
vy¯eöil ve stejnÈm roce R˘ûiËka. Po mnoho dek·d byla pr˘-
myslovou surovinou pro v˝robu steroidnÌch hormon˘ a jejich
syntetick˝ch ekvivalent˘. V tÏle byl tento metabolit choleste-
rolu povaûov·n za rezervnÌ stavebnÌ materi·l, z nÏhoû si tÏlo
v p¯ÌpadÏ pot¯eby vybudovalo jinÈ pot¯ebnÈ l·tky, nap¯. tes-
tosteron nebo estradiol. Mimochodem, DHEA je vedle cho-
lesterolu nejrozöÌ¯enÏjöÌm steroidem v lidskÈm tÏle.

é·dn· vlastnÌ fyziologick· funkce nebyla u DHEA p¯ed-
pokl·d·na ani pozdÏji, kdy bylo zjiötÏno, ûe nap¯. jejÌ nedo-
statek DHEA v plazmÏ tÏsnÏ koreluje s atherosklerosou25.
HvÏzdn· dr·ha tÈto l·tky zaËala studiem steroidnÌho metabo-
lismu krys, p¯i nÏmû se uk·zalo, ûe t¯ebaûe krysÌ nadledvinky
tuto l·tku v˘bec neprodukujÌ, v jejich mozku se vyskytovala
ve velkÈm mnoûstvÌ. RadioaktivnÌ DHEA, vpraven· do krysÌ-
ho mozku, byla vyplavena bÏhem 20 hodin, takûe vysok·
hladina DHEA v mozku nemohla b˝t d·na selektivnÌm skla-
dov·nÌm DHEA produkovanÈ v extraadren·lnÌch zdrojÌch.
Tak vznikla p¯edstava o neurosteroidech, kterÈ si mozek pro-
dukuje s·m pro svou vlastnÌ pot¯ebu.

»lovÏk m· nejvyööÌ hladinu DHEA v ml·dÌ (mezi 20. a 30.
rokem), v 70 letech m· uû jen 20 % hladiny svÈho ml·dÌ.
Plazmatick· hladina DHEA byla u obyvatel domov˘ d˘chod-
c˘ nep¯Ìmo ˙mÏrn· p¯Ìtomnosti mozkov˝ch syndrom˘ a stup-
ni jejich z·vaûnosti. DHEA in vitro zvyöovala p¯eûÌv·nÌ neu-
ron˘ a gliov˝ch bunÏk, in vivo zlepöovala pamÏù a retenci
star˝ch myöÌ. Sniûovala vÏkem danÈ d˘sledky pro imunitnÌ
systÈm a chr·nila degeneraci hippokampu zp˘sobovanou glu-
kokortikoidy. Mechanismus nÏkter˝ch tÏchto ˙Ëink˘ byl ten-
tativnÏ vysvÏtlov·n inhibicÌ pentosovÈho cyklu, kter˝ m˘ûe
b˝t zdrojem voln˝ch radik·l˘, a regulacÌ produkce IL6 a IL10,
kter· roste s vÏkem. Stimulace imunity nenÌ pravdÏpodobnÏ26

p˘sobena p¯Ìmo DHEA, ale jejÌmi metabolity: DHEA se Ë·s-
teËnÏ metabolizuje nejprve na 7α-hydroxyderiv·t XXX, ten se
oxiduje na 7-oxoderiv·t XXXI, a ten se redukuje na 7β-hydro-
xy-DHEA (XXXII). Z l·tek XXIX aû XXXII m· aktivitu anti-
glukokortikoidnÌ jen l·tka 7β-hydroxyderiv·t XXXII.

Ve svÏtÏ nadbytku, kde jednou z civilizaËnÌch chorob je
obezita, se stal velk˝m motivem pro studium ˙Ëink˘ DHEA
jejÌ antiobezitnÌ ˙Ëinek. DHEA totiû pat¯Ì mezi tzv. ergosteroi-
dy, tedy l·tky, kterÈ stimulujÌ sp·lenÌ p¯ijatÈ potravy bez
ukl·d·nÌ rezerv. DocilujÌ toho tÌm, ûe indukujÌ tvorbu mito-
chondri·lnÌ dehydrogenasy glycerol-3-fosf·tu a glukoso-6-
-fosfatasy27. Tento efekt nakonec nebyl u lidÌ tak markantnÌ
jako u krys pr·vÏ proto, ûe pro krysu byla DHEA na rozdÌl od
ËlovÏka velmi nedostatkovou komoditou.

Uû v k˘ûi doch·zÌ k hydroxylaci steroid˘ do polohy 7α,
proto byl vysloven p¯edpoklad, ûe transderm·lnÌ aplikace je
˙ËinnÏjöÌ neû peror·lnÌ nejen proto, ûe tÌm se vylouËÌ ztr·tov·
cesta zaûÌvacÌm ˙strojÌm, ale i proto, ûe uû v procesu resorpce
je DHEA Ë·steËnÏ konvertov·na na ˙ËinnÏjöÌ metabolit.

Jednou vÏcÌ bylo nalezenÌ korelace mezi hladinou DHEA
a vÏkem, jinou vÏcÌ je moûnost jejÌho vyuûitÌ v terapii, tedy
moûnost zpomalit st·rnutÌ mozku dlouhodobou suplementacÌ
DHEA. U krys se tento p¯Ìzniv˝ efekt potvrdil, t¯ebaûe zv˝öe-
n· kortik·lnÌ peroxidace signalizovala urËit˝ negativnÌ vedlej-
öÌ ˙Ëinek. Ot·zka znÏla, zda tent˝û efekt bude fungovat u lidÌ,
jimû v ûil·ch norm·lnÏ koluje o nÏkolik ¯·d˘ vÌc DHEA.
Pokusy na dobrovolnÌcÌch28 (byla to naöe DHEA a naöi dob-

rovolnÌci) uk·zaly, ûe DHEA dob¯e pronik· do tÏla i z emul-
gelu a uû po t˝dennÌ aplikaci p¯ÌznivÏ ovlivnila ¯adu endokrin-
nÌch parametr˘: byly snÌûeny hladiny testosteronu, estradiolu
a ÑcelkovÈho cholesteroluì, zvl·ötÏ LDL, a zv˝öeny hladiny
LH, HDL-cholesterolu a apolipoprotein˘ A-I. Celkov˝ athe-
rogennÌ index prudce klesl. Zd· se, ûe vöechny pozitivnÌ efekty
majÌ dva z·kladnÌ ko¯eny: schopnost DHEA ovlivnit hospo-
da¯enÌ s lipidy (kardiovaskul·rnÌ efekty, obezita, imunita)
a schopnost modifikovat Ëinnost mozku.

Nev˝hodou dlouhodobÈho pod·v·nÌ je skuteËnost, ûe DHEA
m˘ûe b˝t v tÏle konvertov·na na testosteron a nakonec na
estradiol. UmÌstÏnÌ oxoskupiny do allylovÈ polohy za vzniku
dionu XXXI (7-oxo-DHEA) zmenöilo moûnost konverze na
tyto hormony, navÌc je 7-oxo-DHEA ve sv˝ch nehormon·l-
nÌch ˙ËincÌch jeötÏ silnÏjöÌ29. D˘vodem vyööÌ aktivity dionu
m˘ûe b˝t i to, ûe u 7-ketonu je potlaËena aromatizace DHEA,
kter· je z hlediska aktivity ztr·tov·. ⁄Ëinek DHEA a jejÌ
7-ketonu je v souËasnÈ dobÏ intenzivnÏ studov·n na r˘zn˝ch
lÈka¯sk˝ch ñ hlavnÏ gerontologick˝ch a endokrinologick˝ch
pracoviötÌch.

DÌlËÌ v˝sledky prokazujÌ, ûe pod·v·nÌ DHEA zp˘sobuje
u experiment·lnÌch zvÌ¯at a nÏkdy i u lidÌ zv˝öenÌ imunity30

v˘Ëi virovÈ infekci, kardiovaskul·rnÌm chorob·m a rakovi-
nÏ prsu. Hladina DHEA pozitivnÏ koreluje s hladinou Ñinsu-
lin-likeì r˘stovÈho hormonu. NÏkte¯Ì ˙ËastnÌci konference
o DHEA tvrdili, ûe DHEA je multifunkËnÌ steroidnÌ hormon,
ale jinÌ poukazovali na to, ûe nem˘ûe b˝t hormonem, kdyû nenÌ
moûno nalÈzt specifick˝ receptor pro DHEA. T¯ebaûe m˘ûe
b˝t metabolizov·na na testosteron a estradiol a jejich deriv·ty,
pln˝ ˙Ëinek DHEA nenÌ moûno vysvÏtlit pouhou konverzÌ na
kter˝koliv zn·m˝ hormon.

BiologickÈ a elektrofyziologickÈ experimenty prokazova-
ly, ûe DHEA je siln˝m allosterick˝m inhibitorem γ-aminom·-
selnÈ kyseliny (subtyp A, GABAA), a jako takov˝ nap¯. m˘ûe
zlepöit pamÏù nebo p¯ÌznivÏ ovlivnit pr˘bÏh Alzheimerovy
choroby. P¯itom bylo z¯ejmÈ, ûe DHEA, resp. jejÌ transportnÌ
forma ñ sulf·t (v literatu¯e oznaËovan· jako DHEAS), je nejen
po cholesterolu nejËetnÏjöÌm steroidem v tÏle, ale ûe je jako
neurosteroid produkov·na i v mozku.

Zcela ned·vno byl nalezen receptor DHEA, jehoû neexis-
tence byla dosud argumentem proti tvrzenÌ, ûe DHEA je
opravdu hormonem. Receptor byl nalezen v endotheli·lnÌ
v˝stelce cÈv. Tento receptor aktivuje intracelul·rnÌ G-protei-
ny a endotheli·lnÌ synthasu oxidu dusnatÈho, coû p¯ibliûuje
DHEA ˙Ëinku zn·mÈ Viagry31.

F e r o m o n y

SkuteËnost, ûe mezi steroidnÌ l·tky pat¯Ì i tzv. feromon
kance (XXXIII, boar pheromone), je zn·ma d·vno. Byl pozn·n
jejÌ efekt, kter˝ byl ˙dajnÏ ve svÏtÏ vyuûÌv·n ve velk˝ch
chovech prasat. Ten spoËÌv· v tom, ûe prasnice zaujme jinou
polohu, kdyû ucÌtÌ tento feromon a souËasnÏ ucÌtÌ dotyk na
z·dech v dobÏ pro oplodnÏnÌ optim·lnÌ a v dobÏ mimo estrus.
To  mÏlo detegovat ¯Ìji, a tak  zamezit zbyteËnÈmu  ûivenÌ
neplodÌcÌch zvÌ¯at. Ve velkochovu bylo ˙dajnÏ problÈmem
urËenÌ vhodnÈ doby pro p¯ipuötÏnÌ samce. V souËasnÈ dobÏ se
tato technika nepouûÌv·, pro detekci staËÌ p¯ivÈst onoho samce
na uk·zku a pak se dotknout citliv˝ch mÌst na z·dech, aniû by
chemici museli p¯ipravovat smrdutÈ l·tky.

Dvojn· vazba do polohy 16 se zav·dÌ buÔ bromacÌ na
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16α-bromketon, XXXIV, redukcÌ na bromhydrin XXXV a jeho
debromacÌ na olefin XXXIII, nebo Bartonovou metodou p¯e-
vedenÌm ketonu na tosylhydrazon XXXVI, jeho oxidacÌ jodem
a halogenol˝zou jodu v l·tce XXXVII. ZmiÚuji se o tÈto d·vno
zn·mÈ l·tce proto, ûe se jednak ukazuje, ûe feromon kance
a jeho deriv·ty neprodukujÌ jen Ëty¯nozÌ samci, jednak proto,
ûe role feromon˘ je studov·na ve st·le hluböÌch souvislostech.
⁄dajnÏ ûeny cÌtÌcÌ androgennÌ pach aktivujÌ hypothalamus
v preoptickÈ oblasti a ve ventromedi·lnÌm j·dru, zatÌmco muûi
cÌtÌcÌ estrogennÌ pach aktivujÌ hypothalamus v paraventriku-
l·rnÌ oblasti a v dorsomedi·lnÌm j·dru32.

5. SyntÈza p¯ÌrodnÌch l·tek steroidnÌ ¯ady

V dob·ch z hlediska chemie historick˝ch bylo bÏûnÈ, ûe
na z·kladÏ urËit˝ch nalezen˝ch dat a analogiÌ s blÌzk˝mi
l·tkami a Ëasto s p¯ihlÈdnutÌm k pravdÏpodobnÈ biogenezi,
byla navrûena jejÌ struktura, kter· pak musela b˝t potvrzena
(Ëi vyvr·cena) vst¯Ìcnou syntÈzou. Tento p¯Ìstup je v souËasnÈ
chemii mÈnÏ bÏûn˝, ale jsou situace, kdy je experiment·lnÏ
nejjednoduööÌ. StrukturnÌ  d˘kazy pomocÌ vst¯ÌcnÈ  syntÈzy
vych·zejÌ z hypoteticky odhadnutÈ struktury a pak korelacÌ
neboli p¯evedenÌm standardnÌmi postupy na l·tku jiû zn·mou.
Tato metoda je pomÏrnÏ jednoduch· u klasick˝ch steroidnÌch
skelet˘, u produkt˘ komplexnÌch p¯esmyk˘.

P¯Ìkladem vst¯ÌcnÈ syntÈzy33 m˘ûe b˝t potvrzenÌ (24R)-
-konfigurace shora uvedenÈho skvalaminu (IX). V˝chozÌ l·t-
kou byl stigmasterol (XXXVIII, obr. 11), kter˝ po ochranÏ
kruh˘ A a B byl ozonizov·n na 22-aldehyd (XXXIXa, R =
CHO). Aldehydick· skupina byla zredukov·na na hydroxy-
lovou, prim·rnÌ alkohol byl p¯eveden na jodid, kter˝ reak-
cÌ s fenylsulfin·tem poskytl p¯Ìsluön˝ sulfon (XXXIXb, R =
CH2SO2C6H5).

Druh· sloûka budoucÌho postrannÌho ¯etÏzce skvalaminu

byla zÌsk·na z valinu takto: p¯ÌrodnÌ aminokyselina (tedy
L-valin) byla diazotacÌ s inverzÌ konfigurace p¯evedena na
hydroxykyselinu, kter· byla redukov·na na diol hydridem
lithnohlinit˝m, tosylchloridem dehydratov·na na (R)-epoxid
XL (obr. 12). Solvol˝za tohoto epoxidu lithnou solÌ v˝öe
uvedenÈho sulfonu XXXIXb byl epoxidick˝ kruh otev¯en na
mÈnÏ substituovanÈm uhlÌku za vzniku p¯ÌsluönÈho (24R)-24-
-alkoholu XLI.

Aminov˝ ¯etÏzec byl ke steroidnÌmu skeletu p¯ipojen ve
stadiu ketonu XLII, vznikl· Schiffova b·ze byla hydrogenov·-
na na dva produkty: 3β-aminoderiv·t (24R)-¯ady byl shled·n
totoûn˝m s nativnÌm skvalaminem, zatÌmco analogick˝ pro-
dukt zÌskan˝ z enantiomernÌho epoxidu byl z¯etelnÏ odliön˝.

Obr. 12. V˝stavba postrannÌho ¯etÏzce skvalaminu

XXXIII

Obr. 11. Stigmasterol a jeho modifikace
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2 - M e t h o x y e s t r a d i o l

Jin˝ metabolit, kter˝ byl izolov·n, a navrûen· struktu-
ra potvrzena syntÈzou, je 2-methoxyestradiol (XLIII). VÏtöÌ
mnoûstvÌ l·tky, kterÈ poskytla nov· syntÈza34, umoûnilo po-
drobnÈ zkoum·nÌ aktivit. Tento metabolit vykazuje kancero-
statickou aktivitu, zatÌmco dalöÌ metabolit estradiolu, 4-hydroxy-
estradiol, m· aktivitu opaËnou. Ta se vysvÏtluje oxidacÌ na3,4-
-chinoidnÌ deriv·t XLIV, kter˝ se v·ûe p¯Ìmo se sloûkami DNA.

C e f a l o s t a t i n

ChemickÈ modifikace steroidnÌho skeletu jsou dnes uû
propracov·ny tak, ûe je moûno funkcionalizovat jakoukoliv
polohu steroidnÌho skeletu. Vzhledem k tomu, ûe steroidy jsou
tu dnes diskutov·ny jako p¯ÌrodnÌ  l·tky, zcela p¯eskoËÌm

nÏkterÈ ËistÏ syntetickÈ oblasti steroidnÌ chemie, kterÈ rovnÏû
byly rozvÌjeny v poslednÌch dvaceti letech. Nap¯. o funkcio-
nalizaci neaktivovan˝ch poloh steroidnÌho skeletu se mohou
z·jemci doËÌst v souhrnnÈm Ël·nku35.

P¯etrv·vajÌcÌ problÈmy  st·le  spoËÌvajÌ  v nesluËitelnos-
ti podmÌnek pot¯ebn˝ch pro zavedenÌ novÈ funkËnÌ skupi-
ny s vlastnostmi Ëi stabilitou p¯Ìtomn˝ch funkËnÌch skupin.
I v tom uËinila organick· syntÈza obrovsk˝ pokrok, kdyû si
uvÏdomÌme, ûe v p˘vodnÌ steroidnÌ chemii existovalo jen p·r
z·kladnÌch trik˘, jak separovat reaktivity shodn˝ch funkËnÌch
skupin: parci·lnÌ oxidace, parci·lnÌ redukce, selektivnÌ acyla-
ce, selektivnÌ hydrol˝za a hydrogenol˝za.

Cefalostatin 1 (XLV, obr. 13) byl v roce 1998 uveden36 jako
jedna z  ÑnejmocnÏjöÌch protirakovinn˝ch  l·tek,  kterÈ  kdy
testoval americk˝ National Cancer Instituteì. ED50 tÈto l·tky
v˘Ëi r˘zn˝m druh˘m n·dor˘ a leukemiÌ se liöÌ, l·tka je ale vûdy
˙Ëinn· v d·vk·ch nanomol˘ na ml. Cefalostatiny jsou steroi-
dem substituovanÈ pyraziny. Byly izolov·ny z mnohoötÏti-
nat˝ch Ëerv˘ druhu Cephalodiscus gilchristi, kte¯Ì ûijÌ v In-
dickÈm oce·nu. StrukturnÏ blÌzkÈ ritteraziny byly izolov·ny
z druhu Ritterella tokioka ûijÌcÌho na japonskÈm pob¯eûÌ. Cel-
kem bylo izolov·no p¯es 40 r˘zn˝ch variacÌ na toto tÈma.

KlinickÈ zkouöky byly brzdÏny nedostatkem p¯ÌrodnÌho
materi·lu, kter˝ je pochopiteln˝ p¯i nÌzkÈ koncentraci tÏchto
l·tek v p¯ÌrodÏ. Nap¯. pro 100 mg cefalostatinu bylo t¯eba
zpracovat 450 kg Ëerv˘. Ani sbÏr tÏchto ûivoËich˘, kte¯Ì ûijÌ
v hloubce 80 metr˘, nenÌ jednoduch˝, protoûe v tÏchto vod·ch
je doma nap¯. ûralok bÌl˝. SyntÈza tÏchto l·tek m· velk˝
v˝znam pr·vÏ pro moûnost studia jejich biologick˝ch vlast-
nostÌ. Vych·zela z acet·tu hekogeninu (XLVI), kter˝ rovnÏû

Obr. 13. Cefalostatin 1 (XLV) a v˝chozÌ hekogeninacet·t (XLVI)
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obsahuje zde typickou 12-oxoskupinu, spiroketalov˝ systÈm
anelovan˝ ke kruhu D a substituci v kruhu A. Ale jen interme-
di·t s 3-ketoskupinou (XLVII), kter· byla pot¯ebn· ke spojenÌ
dvou molekul p¯es pyrazinov˝ kruh, byl p¯ipraven ve 28 aû 33
reakËnÌch stupnÌch a v˝tÏûek Ëinil 1 aû 3 %.

Cefalostatin˘m jsou strukturnÏ blÌzkÈ ritteraziny (nap¯.
ritterazin G, XLVIII, obr. 14). DÌky menöÌmu poËtu kyslÌka-
t˝ch substituent˘ ve spiroketalovÈm systÈmu jsou synteticky
p¯ÌstupnÏjöÌ neû cefalostatiny, p¯i Ëemû jejich aktivita je v nÏ-
kter˝ch p¯Ìpadech tÈmÏ¯ stejn·.

StrukturnÌ variace se liöÌ strukturou spiroketalov˝ch Ë·stÌ.
Nap¯. cefalostatin 1 (XLV) je tvo¯en pravou hornÌ p˘lkou (tzv.
North 1) a levou dolnÌ p˘lkou molekuly (tzv. South 1). Ukazu-
je se, ûe jeden·ct nej˙ËinnÏjöÌch analog˘ obehr·v· tyto dvÏ sho-

ra uvedenÈ jednotky a jeötÏ dalöÌ dvÏ: ÑNorth Gì a ÑSouth 7ì.
Konstrukce centr·lnÌho pyrazinovÈho cyklu se prov·dÌ

r˘zn˝m zp˘sobem. V  tomto p¯ÌpadÏ  byl v˝chozÌ  3-keton
budoucÌ Ë·sti South 7 p¯eveden na 2α-azidoketon IL a v˝chozÌ
3-keton budoucÌ Ë·sti North 1 byl p¯eveden na 2α-amino-3-
-methoxyiminoderiv·t L. P¯i zv˝öenÈ teplotÏ a za kyselÈ kata-
l˝zy pak doch·zÌ k û·doucÌ cyklizaci na pyrazin XLVIIIa
(cit.35).

Tyto v˝chozÌ komponenty zase auto¯i p¯ipravovali takto:
z p¯ÌsluönÈho 3-ketonu bromacÌ zÌskali p¯Ìsluön˝ 2α-bromke-
ton, kter˝ byl solvolyzov·n  na  û·dan˝ 2α-azidoketon IL.
Druh· sloûka stejn˝m postupem vedla k analogickÈmu azido-
ketonu, kter˝ s reagoval s hydrochloridem N-methylhydroxyl-
aminu.

Obr. 15. ZavedenÌ dvojnÈ vazby do polohy 14

Obr. 14. Ritterazin a zp˘sob p¯Ìpravy diazinu
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KurioznÌ byl zp˘sob zavedenÌ dvojnÈ vazby do polohy 14.
Fotol˝zou hekogeninacet·tu (XLVI) vznikla rovnov·ûn· smÏs
fotohekogeninu (LI, obr. 15) a lumihekonegninu (LII), kter·
za podmÌnek Prinsovy reakce po mnoha pokusech o optima-
lizaci poskytla 12α,14β-diol LIII. Oxidace a dehydratace na
nenasycen˝ keton LIV pak probÏhla bez komplikacÌ.

Spirostanov˝ skelet hekogeninu se mÌrnÏ liöÌ od poûado-
vanÈho spiroketalovÈho zbytku v cefalostatinu i ritterazinu.
Transformace spirostanovÈho deriv·tu na ritterazinov˝ byla
p˘vodnÏ zam˝ölena na podobnÈm principu, na jakÈm je zalo-
ûena degradace diosgeninu p¯i v˝robÏ steroidnÌch hormon˘:
tam se spiroketal ötÏpÌ p¯i 200 ∞C p˘sobenÌm anhydridu kyse-
liny octovÈ. Tato reakce u 14β-hydroxyderiv·tu nevedla k cÌli.
Proto bylo nutno v hekogeninu nejprve modifikovat onu spi-
roketalovou strukturu a teprve potom fotolyzovat 12-oxoderi-
v·t s cÌlem zavÈst poûadovanou dvojnou vazbu do polohy 14.
N·sledujÌcÌ schÈma popisuje princip tÈto transformace: spiro-
ketalovÈ seskupenÌ v˝chozÌho hekogeninacet·tu XLVI bylo
otev¯eno dichloracetanhydridem na nenasycen˝ dichloracet·t
LV (obr. 16, X=Cl2HCCOO), a ten byl sÈriÌ standardnÌch
reakcÌ (hydrol˝za, tosylace, solvol˝za tosyl·tu jodidem sod-
n˝m, dehydrojodace) p¯eveden na olefin LVI. K hydrataci
tohoto enoletheru za vzniku furostanu LVII doölo po mnoha
marn˝ch pokusech s r˘zn˝mi Ëinidly (octan rtuùnat˝, trifluor-
octov· kyselina v acetonitrilu) p˘sobenÌm vodnÈ kyseliny
octovÈ p¯i vyööÌ teplotÏ.

Cefalostatiny obsahujÌ ve sv˝ch dvou spiroketalov˝ch sku-
pin·ch jeötÏ dalöÌ hydroxylovÈ skupiny, metodiku zavedenÌ
tÏchto skupin si m˘ûe eventuelnÌ z·jemce p¯eËÌst v origin·lnÌ

literatu¯e37. Prezentace tÏchto klÌËov˝ch stupÚ˘ mÏla jen ¯·do-
vÏ uk·zat sloûitost syntetick˝ch postup˘ v danÈ oblasti.

6. SyntÈza analog˘ biologicky
aktivnÌch steroid˘

Vedle syntÈz p¯ÌrodnÌch l·tek jsou v laborato¯Ìch Ëasto
p¯ipravov·ny l·tky mÌrnÏ modifikovanÈ ñ nap¯. p¯ÌtomnostÌ
radioaktivnÌho prvku. Deriv·ty znaËenÈ deuteriem nebo tri-
tiem jsou pouûÌv·ny p¯i d˘kazech metabolismu jednotliv˝ch
p¯ÌrodnÌch l·tek. Jindy tyto deriv·ty majÌ funkci diagnostic-
kou. Je nap¯. zn·mo, ûe n·dory hormon-dependentnÌch tk·nÌ
jsou v Ëasn˝ch stadiÌch dob¯e manipulovatelnÈ p˘sobenÌm
antihormon˘, v pozdÏjöÌch stadiÌch je jiû takov· terapie ne-
˙Ëeln·. Proto byl p¯ipraven 16α-[18F]fluoroestradiol (LVIII)
a pacientka, jÌû byl pod·n, byla sledov·na pozitronovou emis-
nÌ tomografiÌ (PET). Ta uk·zala, zda ve tk·ni jsou jeötÏ funkËnÌ
estrogennÌ receptory a zda tedy m· lÈËba antihormonem nadÏji
na ˙spÏch.

V poslednÌ dobÏ se v syntetickÈ steroidnÌ chemii st·le vÌc
uplatÚuje trend, kter˝ Dr. Jaroslav Kalvoda z CIBY formulo-
val takto: ÑDnes uû publikace steroidnÌ syntÈzy bez biologic-
k˝ch dat p˘sobÌ skoro nesluönÏ.ì Ub˝v· ËistÏ metodick˝ch
pracÌ, v nichû steroidnÌ skelet byl pouûit jako cviËn· louËka
pro demonstraci urËitÈ novÈ reakce, na druhÈ stranÏ p¯ib˝v·
pracÌ, v nichû chemie sice nenÌ p¯Ìliö vzruöujÌcÌ, ale jejichû
cenu dÏl· biologick· aktivita takto zÌskan˝ch produkt˘. Ste-
roidnÌ chemik si uû nevystaËÌ s·m, st·le vÌc pot¯ebuje spolu-
pracovnÌky v biologick˝ch oborech, kte¯Ì dok·ûÌ, ale hlavnÏ
jsou ochotni naplno spolupracovat.

Pr·ce mnoha t˝m˘ vede k up¯esnÏnÌ strukturnÌch poûadav-
k˘ tÈ kterÈ biologickÈ aktivity. Jeden z mnoha impulz˘, kterÈ
steroidnÌ obec ovlivÚovaly ve snaze o zlepöenÌ aktivity p¯Ìrod-
nÌch l·tek, byla pot¯eba separace aktivit p˘vodnÏ sp¯aûen˝ch

Obr. 16. Modifikace spirostanovÈ Ë·sti hekogeninu
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dohromady. Nechci jen p¯ipomÌnat historick˝ p¯Ìklad andro-
gennÌ aktivity, kter· byla pozdÏji separov·na na tzv. ËistÏ
androgennÌ (rozvoj pohlavnÌch org·n˘ i sekund·rnÌch pohlav-
nÌch znak˘) a anabolickou aktivitu (ukonËov·nÌ r˘stu dlou-
h˝ch kostÌ, budov·nÌ svalovÈ hmoty). M·me i p¯Ìklady novÏj-
öÌ: nestoron38 (LIX). Ten pravdÏpodobnÏ nahradÌ jinÈ gestage-
ny v or·lnÌch kontraceptivech. Dosud pouûÌvanÈ gestageny
(3-ketodesogestrel, norethindron, levonorgestrel) majÌ zbyt-
kovou androgennÌ aktivitu, jÌû jsou p¯ipisov·ny zmÏny v hos-
poda¯enÌ s lipidy, a v d˘sledku toho v˝skytu aknÈ a p¯Ìr˘stku
na v·ze. Nestoron v tÏchto testech m· stejnou gestagennÌ
aktivitu jako ostatnÌ gestageny, ale jeho androgennÌ aktivita je
300 aû 400 kr·t menöÌ.

Hled·nÌ souvislostÌ mezi strukturou a aktivitou je cestou
pokusu a omylu a pokrok Ëasto ovlivnila serendipity: nap¯.
pracovnÌci firmy Schering svÈho Ëasu usilovali o vytvo¯enÌ
gestagenu s co nejmohutnÏjöÌ aktivitou. Tak byl p¯ipraven
jejich cyproteronacet·t (LX), kter˝ nakonec v tomto testu
propadl. DÛza s tÌmto prepar·tem z˘stala st·t na poliËce a kdyû
byla od stolu s p¯edpokladem jistÈ symetrie v p¯ÌrodÏ koncipo-
v·na p¯edstava antiandrogennÌ aktivity, byl cyproteronacet·t
jednou z mnoha testovan˝ch l·tek. A uk·zal se b˝t tak dobr˝,
ûe je pouûÌv·n p¯i lÈËbÏ chorob androgen-dependentnÌch or-
g·n˘ dodnes.

PracovnÌci farmaceutickÈho pr˘myslu p¯itom ûelÌ souËas-
nÈ praxe, p¯i nÌû je pouûitÌ test˘ na zvÌ¯atech silnÏ omezeno.
Bez nich by ale nikdy nebyla objevena ˙Ëinnost nap¯. deso-
gestrelu (LXI), protoûe do tÈ doby se vÏ¯ilo, ûe pro aktivitu je
zapot¯ebÌ neporuöen˝ )4-3-oxosystÈm. Desogestrel tedy podle
tÈto teorie nemÏl b˝t jakkoliv ˙Ëinn˝. RutinnÌ testy na zvÌ¯a-
tech naötÏstÌ tuto teorii vyvr·tily, ale sÌtem dneönÌch test˘ by
uû desogestrel proöel neodhalen.

DalöÌm d˘vodem pro syntÈzu analog˘ je snaha o zv˝öenÌ
stability ˙ËinnÈ l·tky v tÏle. Nap¯. tzv. allopregnanolon (3α-
-hydroxy-5α-pregnan-20-on, LXII, obr. 17) je jednÌm z tzv.
neurosteroid˘. Tento neurosteroid p˘sobÌ v mozku inhibiËnÏ:
vazbou na receptor γ-aminom·selnÈ kyseliny (GABAA) zvy-
öuje ˙Ëinek tohoto nervovÈho p¯enaöeËe a zvyöuje ˙tlum ner-
vov˝ch sign·l˘, jako je t¯eba sign·l bolesti. ⁄Ëinek alloprega-
nolonu je okamûit˝, ale rychle odeznÌ: poloËas deaktivace je
16 minut. TakovÈ vlastnosti je moûno vyuûÌt jen pro velice
kr·tkodobÈ p¯Ìpady, jako je t¯eba celkov· anesteze p¯i operaci,
kter· musÌ nastartovat rychle, ale je û·doucÌ, aby po skonËenÌ
aplikace zase rychle odeznÏla. Protoûe v mozku je odhadem
40 % synapsÌ ÑGABA-ergnÌchì (jsou ovlivnitelnÈ kyselinou
γ-amino-m·selnou), je moûn· pouûitelnost tÈto skupiny neu-
roaktivnÌch l·tek vÏtöÌ neû jako pouhÈ celkovÈ anestetikum.
K systematickÈmu pouûitÌ ale vadÌ kr·tkodobost p˘sobenÌ.
Allopregnanolon je totiû rychle deaktivov·n oxidacÌ na neak-

tivnÌ 3-oxoderiv·t a pak redukcÌ na takÈ neaktivnÌ 3β-hydro-
xyderiv·t LXIII. Proto jedna z cest vedoucÌch k prodlouûenÈ-
mu ˙Ëinku byla n·hrada jeho 3α-hydroxylu atomem fluoru:
v˝sledn· l·tka LXIV se sice v·ûe na receptor asi 4◊ slabÏji neû
p˘vodnÌ allopregnanolon, ale jejÌ metabolick· stabilita je tak
vysok·, ûe celkov˝ in vivo ˙Ëinek je jak mohutnÏjöÌ, tak
trvalejöÌ.

DalöÌm d˘vodem syntÈzy p¯ÌrodnÌch steroid˘ je pot¯eba
vÏtöÌho mnoûstvÌ p¯ÌrodnÌch l·tek, neû je moûno zÌskat izolacÌ.
NalezenÌ urËitÈ novÈ aktivity b˝v· zaË·tkem dalöÌch ot·zek,
protoûe b˝v· nutno potvrdit Ëi vyvr·tit moûnÈ interakce tÏchto
l·tek s dalöÌmi systÈmy. Tehdy opÏt p¯ich·zÌ ke slovu syntÈza
aktivnÌ l·tky. Jednou takovou skupinou l·tek jsou brassino-
steroidy, kterÈ jsou studov·ny z hlediska syntÈzy, anal˝zy
i biologickÈ aktivity. Dnes m˘ûeme ¯Ìci, ûe pat¯Ì mezi rostlin-
nÈ hormony, kterÈ se vyskytujÌ ve vöech rostlin·ch, a to ve
vöech jejÌch Ë·stech, nejvÌce ale v reprodukËnÌch org·nech,
jako je pyl a nezral· semena. StimulujÌ r˘st bunÏk i jejich
dÏlenÌ, a tak p˘sobÌ i na celkov˝ r˘st rostlin. P¯i externÌ
aplikaci brassinosteroid˘ doch·zÌ hlavnÏ ke stimulaci r˘stu tÈ
Ë·sti rostliny, kter· se rozvÌjÌ pr·vÏ v dobÏ aplikace. Efekt
externÌ aplikace je nejv˝raznÏjöÌ u rostlin existujÌcÌch v nep¯Ìz-
niv˝ch podmÌnk·ch, kdy pom·h· p¯ekonat nep¯ÌznivÈ faktory,

Obr. 17. StabilnÏjöÌ analog p¯ÌrodnÌ l·tky
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jako je sucho, nedostatek vody a ûivin apod. Z toho d˘vodu je
o jejich moûnÈ vyuûitÌ takov˝ z·jem, protoûe jsou schopny
dopomoci k optim·lnÌmu r˘stu i v m·lo p¯Ìzniv˝ch podmÌn-
k·ch, coû by mohlo zamezit dnes tak rozöÌ¯enÈmu naduûÌv·nÌ
hnojiv.

NejranÏjöÌ evidence o existenci tÈto novÈ t¯Ìdy rostlinn˝ch
hormon˘ se objevila v r. 1968, kdy z p˘l tuny zelen˝ch list˘
Distylium racemosum byly izolov·ny t¯i frakce (celkov· v·ha
1 mg) s mnohem v˝raznÏjöÌm ˙Ëinkem na listy r˝ûe, neû
vykazoval auxin. DalöÌ auto¯i nazvali podobnÈ extrakty bras-
siny, pouk·zali na jejich ˙Ëinek na vÌce neû desateron·sobnÈ
prodlouûenÌ druhÈho internodu s tÌm, ûe ˙Ëinek se liöÌ od
˙Ëinku giberelinu; ti takÈ jako prvnÌ formulovali n·zor, ûe jde
o nov˝ typ r˘stovÈho hormonu rostlin. Po dalöÌch deseti letech
byly ze 40 kg pylu izolov·ny 4 mg brassinolidu (LXV) coû uû

staËilo na prok·z·nÌ struktury pomocÌ roentgenovÈ difrakce39.
Vedle vzorce brassinolidu je pro srovn·nÌ uveden strukturnÏ
blÌzk˝ p¯edstavitel dalöÌ skupiny rostlinn˝ch p¯ÌrodnÌch l·tek
ñ ekdyson (LXVI). Tyto slouËeniny jsou studov·ny z hlediska
interakce mezi rostlinami a hmyzem40, jejich aktivita je ale
zcela jin· ñ zp˘sobujÌ ekdysi, tedy p¯erod jednoho stadia
hmyzu v dalöÌ stadium.

Do dneönÌho dne byla izolov·na dlouh· ¯ada brassinoste-
roid˘, nÏkterÈ postr·dajÌ ty Ëi ony strukturnÌ rysy dlouho
povaûovanÈ za esenci·lnÌ pro brassinoidnÌ aktivitu (Ëasto je
laktonov· skupina nahrazena tradiËnÌm cyklohexanonov˝m
B-kruhem). Vzhledem k obtÌûnÈ izolaci brassinosteroid˘ byla
znaËn· pozornost vÏnov·na izolaci a syntÈze analog˘ brassi-
nosteroid˘. NÏkterÈ analogy vykazujÌ aktivitu sice slaböÌ neû
brassinolid, ale zato jsou o nÏkolik ¯·d˘ sn·ze syntetizovatel-
nÈ. Studium vztah˘ mezi strukturou a aktivitou p¯in·öÌ mnohÈ
dÌlËÌ poznatky, jejich integrace je vöak zatÌm brzdÏna rozdÌl-
nostÌ pouûÌvan˝ch biologick˝ch test˘, kterÈ ne vûdy dob¯e
korelujÌ spolu navz·jem. Tak nap¯. analog LXVII (obr. 18) je
v testu na druhÈm internodu fazole stejnÏ aktivnÌ jako 24-epi-
mer brassinolidu, zatÌmco v testu na r˝ûi je jeho aktivita
zanedbateln·. TakÈ l·tka LXVIII se v druhÈm testu (tj. na r˝ûi)
jevÌ zcela nezajÌmav·, ale na poli zvyöuje v˝nos r˝ûe neËeka-
n˝m zp˘sobem41. Takov˝ch p¯Ìpad˘ je cel· ¯ada.

N·s jako chemiky bude nejspÌö zajÌmat zp˘sob zavedenÌ
jednotliv˝ch funkËnÌch skupin. SyntetickÈ postupy se liöÌ po-
¯adÌm krok˘, pouûit˝mi Ëinidly Ëi zp˘soby ochrany jednÏch
skupin p¯i obmÏnÏ souËasnÏ p¯Ìtomn˝ch funkËnÌch skupin. Na
detailnÌ rozbor vöech postup˘ nezb˝v· Ëas, ale jednotlivÈ dÌlËÌ
kroky syntÈzy brassinosteroid˘ si p¯ipomenout m˘ûeme.

Vicin·lnÌ cis-diolovÈ seskupenÌ v A-kruhu je skoro vûdy
zav·dÏno oxidacÌ p¯ÌsluönÈho )2-olefinu (LXIX, obr. 19) ekvi-
molekul·rnÌm Ëi alespoÚ katalytick˝m mnoûstvÌm kysliËnÌku
osmiËelÈho (v˝jimku tvo¯Ì postup V. »ernÈho42, kter˝ pouûitÌ
tohoto drahÈho Ëinidla ˙plnÏ vylouËil). T˝û olefin LXIX je
v˝chozÌ l·tkou i pro p¯Ìpravu ekdysteroid˘, jen Ëinidlo je
v tomto p¯ÌpadÏ jinÈ.

ε-LaktonovÈ seskupenÌ v B-kruhu brassinosteroid˘ bylo

Obr. 20. V˝stavba postrannÌho ¯etÏzce brassinolidu

Obr. 19. cis-Hydroxylace v p¯ÌpravÏ ekdysonu (LXXI) nebo brassinolidu (LXX)

Obr. 18. Analogy brassinolidu
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vûdy p¯ipravov·no Baeyerovou-Villigerovou oxidacÌ p¯Ìsluö-
nÈho 6-ketonu typu LXX. Tato oxidace u tÏchto 3α-hydroxy-
-6-keton˘ typu LXX probÌh· tedy s opaËnou preferencÌ neû
u 3β-hydroxyderiv·t˘ typu LXXI, kde kyslÌk p¯ednostnÏ vstu-
puje mezi uhlÌky 5 a 6.

ZavedenÌ postrannÌho ¯etÏzce do molekuly bylo problÈ-
mem ¯eöen˝m mnoha ökolami, problÈmem o to tÏûöÌm, ûe
v tomto ¯etÏzci jsou 4 asymetrick· centra. P¯esto se na tento
problÈm vrhla ¯ada t˝m˘, osmn·ct z nich publikovalo svÈ
syntÈzy bÏhem osmn·cti let. V˝tÏûkovÏ zatÌm nejefektivnÏjöÌ
cestu nakonec nalezl Tom·ö Back z University of Calgary43,
kter˝ vyuûil reakce C22-aldehydu LXXII (obr. 20) s t¯ÌuhlÌka-
t˝m aniontem generovan˝m z fenylselenopropanu. Deseleny-
lace intermedi·tu LXXIII poskytla p¯ev·ûnÏ û·dan˝ trans-ole-
fin LXXIV. Sharplessova oxidace p¯i pouûitÌ L-vinanu ethylna-
tÈho poskytla smÏs epoxid˘ LXXV a LXXVI (obr. 21). PoslednÏ

jmenovan˝ reagoval s isopropylmagnesiumchloridem, hlav-
nÌm produktem (80 %) byla l·tka LXXVII se strukturou bras-
sinolidu v postrannÌm ¯etÏzci. Dvan·ctistupÚov· syntÈza z al-
dehydu LXXII mÏla ˙dajn˝ v˝tÏûek 8 %.

VÏtöina chemick˝ch pracÌ z oboru brassinosteroid˘ se
v souËasnÈ dobÏ vÏnuje hled·nÌ nov˝ch analog˘ a jejich tes-
tov·nÌ. V tomto oboru pak je rozmanitost p¯Ìstup˘ d·na uû jen
fantaziÌ autor˘ a jejich odvahou poruöovat tabu: do urËitÈ doby
se zd·lo, ûe ε-laktonov˝ systÈm v B-kruhu je pro brassinoidnÌ
aktivitu nepostradateln˝, dnes uû toto pravidlo neplatÌ. Cho-
lestanov˝ postrannÌ ¯etÏzec se taky zd·l b˝t nutnou podmÌnkou
aktivity, ale pozn·nÌ vlastnostÌ 22-oxa-, 20-azacholestano-
v˝ch i androstanov˝ch analog tuto podmÌnku podstatnÏ modi-
fikovalo. Pr·ce v tomto smÏru pokraËujÌ d·l,syntÈzy jsou nap¯.
vedeny i na z·kladÏ faktorovÈ anal˝zy dostupn˝ch dat a ma-
tematickÈho modelov·nÌ.

Obr. 21. (22R,23R,24S)-konfigurace postrannÌho ¯etÏzce brassinolidu

Obr. 22. SyntÈza racemickÈho deriv·tu androstanu

Obr. 23. Sekosteroidy

LXXXV
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ZatÌm jsem tu popisoval parci·lnÏ-syntetickÈ postupy, p¯i
nichû chemici vych·zeli z jednÏch p¯ÌrodnÌch surovin, aby
zÌskali jinÈ steroidy. Tot·lnÌ syntÈzy jsou v tÈto oblasti rovnÏû
pouûÌv·ny. Nap¯. Blazejewski a spolupracovnÌci44 p¯ipravo-
vali inhibitory cytochrom P450 aromatasy a zÌskanÈ trifluoro-
analogy slibovaly b˝t ireverzibilnÌmi inhibitory. Vyöli proto
z tzv. Wielandova-Miescherova ketonu fluorovanÈho na an-
gul·rnÌ methylovÈ skupinÏ (LXXVIII, obr. 22). Jedna ketosku-
pina v tÈto l·tce byla ochr·nÏna ve formÏ silylovanÈho enol-
etheru a druh· pak reagovala s acetylidem lithn˝m v kapalnÈm
amoniaku  za vzniku ethinylderiv·tu LXXIXa (R = CCH).
Jeho hydrogenace na LindlarovÏ katalyz·toru poskytla allylo-
v˝ alkohol LXXIXb (R = CHCH2), a ten p˘sobenÌm thio-
nylchloridu poskytl p¯esmyknut˝ chlorderiv·t LXXX. Reakce
chlorderiv·tu se sodn˝m enol·tem 2-methylcyklopentan-1,3-
-dionu poskytl sekosteroid LXXXI. P¯Ìm· cyklizace tÈto l·tky
byla ne˙spÏön·, proto byla tato l·tka v nÏkolika stupnÌch
p¯evedena na dienonov˝ deriv·t LXXXII, a ten v alkalick˝ch
podmÌnk·ch podlehl cyklizaci na deriv·t 14β-hydroxyandro-
-stanu LXXXIII. Hydrogenace a dehydratace thionylchloridem
v pyridinu poskytly 19,19,19-trifluor-androsta-4,6,9(11),14-

-tetraen-3,17-dion (LXXXIV). Hydrogenace se zd·la b˝t jen
ËistÏ technickou z·leûitostÌ. Asi nebyla, pr·ce zatÌm z˘st·v·
v poslednÌm stupni nedokonËena.

Ve snaze p¯ipravit novÈ typy biologicky ˙Ëinn˝ch l·tek
byly Ëasto modifikov·ny nejen substituenty, ale i skelet. Ze
sÈrie analog˘ pravÈho androgenu ñ dihydrotestosteronu byl
odvozen z·vÏr, ûe nejlepöÌm antiandrogenem bude l·tka co
nejpodobnÏjöÌ tomuto hormonu, ale postr·dajÌcÌ jeho rigiditu,
takov· l·tka by se v·zala na androgennÌ receptor, ale nevnutila
by mu zmÏnu jeho konformace, tedy n·slednou vazbu recep-
torovÈho komplexu na DNA a ani hormon·lnÌ odezvu. Toto
poûadovanÈ uvolnÏnÌ rigidity mÏl p¯inÈst nap¯. 4,5-sekodihy-
dro-testosteron (LXXXV, obr. 23). L·tka byla p¯ipravena oxi-
dacÌ chr·nÏnÈho deriv·tu testosteronu na 5-oxo-3,5-sekokyse-
linu LXXXVI a n·slednou sekvencÌ transformacÌ45 ale jejÌ
antiandrogennÌ aktivita byla niûöÌ neû je aktivita pouûÌvanÈho
cyproteronacet·tu. Podobn· idea vedla jinÈ autory46 k p¯ÌpravÏ
14,15-sekosteroidu LXXXVII, kter˝ se nakonec uk·zal b˝t
inaktiv·torem dehydrogenasy 3α-hydroxysteroid˘.

A-Homo-B-noranalog dihydrotestosteronu LXXXVIII (obr.
24) mÏl v in vivo testech nejlepöÌ ˙Ëinek46 v blokaci funkce
androgen˘, ale o tÈto l·tce nelze mluvit jako o antiandrogenu,
protoûe se v in vitro testech prakticky nev·ûe na androgennÌ
receptor. Zd· se, ûe tato l·tka je vlastnÏ pro-antiandrogenem,
kter˝ se aû v ûivÈ tk·ni metabolizuje na vlastnÌ antihormon,
pravdÏpodobnÏ l·tku s dalöÌmi dvojn˝mi vazbami v A kruhu.

Tetrahydropyranoderiv·t LXXXIX se uk·zal b˝t silnÏjöÌm
antiandrogenem neû cyproteronacet·t (LX). Je to vlastnÏ prvnÌ
z·stupce heterocyklick˝ch steroid˘, mezi nimiû nach·zÌme
¯adu aktivnÌch l·tek. Nap¯. imidazol48 XC (obr. 25) je ˙Ëinn˝
jako inhibitor 5α-reduktasy i jako inhibitor C17-20-lyasy,
a tak spojil dva û·doucÌ ˙Ëinky v jednÈ l·tce. Inhibitory lidskÈ
cytochrom C17-20-lyasy ( ) jsou schopny interveno-
vat v procesu oxidace pregnenolonu na DHEA v gon·d·ch
i v nadledvink·ch; dosud pouûÌvanÈ inhibitory jsou

P45017α

P45017α

Obr. 24. AntiandrogennÌ analogy

Obr. 26. HeterocyklickÈ analogy steroidnÌch hormon˘

Obr. 25. Imidazolem substituovanÈ steroidy

CO
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jednak slabÈ, jednak majÌ v·ûnÈ vedlejöÌ ˙Ëinky. Inhibitory
5α-reduktasy redukujÌ testosteron na dihydrotestosteron, je-
jich p˘sobenÌm ale hladina testosteronu v tk·nÌch vzrostla, coû
u androgen-dependentnÌch n·dor˘ bylo velice neû·doucÌ. Ty-
to l·tky jsou tedy vhodnÈ pro lÈËbu benignÌ i malignÌ hyper-
trofie prostaty.

Princip syntÈzy tÏchto l·tek je uk·z·n na jednÈ z nej˙Ëin-
nÏjöÌch, na imidazolu XC. P¯Ìprava vych·zÌ z 21-acetoxy-20-
-onu XCI, kter˝ reakcÌ s amoniakem a formaldehydem (za
katal˝zy octanem mÏÔnat˝m) poskytuje imidazol XCII, a ten
se pak oxiduje v A-kruhu.

Tito auto¯i p¯ipravili jeötÏ dalöÌ heterocyklickÈ analogy,
inhibici 5α-reduktasy a C17-20-lyasy vykazovaly jeötÏ p¯Ì-
sluönÈ pyrazoly (XCIII, X = N, obr. 26) a isoxazoly (XCIV,
X = O). KlÌËov˝m stupnÏm k jejich p¯ÌpravÏ je Claisenova
kondenzace 20-oxopregnanovÈho deriv·tu XCV s mravenËa-
nem ethylnat˝m, p¯i Ëemû vznikajÌcÌ 21-formylderiv·t reaguje
v enolformÏ XCVI s hydrazinem nebo hydroxylaminem.

JinÈ steroidy kombinovanÈ s heterocykly majÌ dva atomy
dusÌku ve dvou rozdÌln˝ch kruzÌch. Nap¯. pankuroniumbro-
mid (bismethobromid l·tky XCVII, obr. 27) a jemu podobnÈ
l·tky byly p¯ipraveny jako analogy acetylcholinu. To je neu-
rohumor·lnÌ p¯enaöeË, kter˝ je uvolÚov·n z nervov˝ch zakon-
ËenÌ a je vysoce specificky aktivnÌ ve vyvol·nÌ svalov˝ch
stah˘. Pankuroniumbromid se v·ûe na receptory acetylcho-

linu, a tÌm blokuje svalovÈ stahy. Tyto l·tky jsou dnes po-
uûÌv·ny49,50 p¯i operacÌch v celkovÈ anestezi jako myorela-
xans mÌsto d¯Ìve pouûÌvanÈho (+)-tubokurarinu. Uveden· b·-
ze XCVII byla zÌsk·na reakcÌ epoxidu XCVIII s piperidinem
za vyööÌ teploty v autokl·vu, v˝chozÌ diepoxid XCVIII byl
p¯ipraven z enolacet·tu IC.

Obr. 27. Cesta k pipekuroniu

IC

Obr. 28. SteroidnÌ thiazoly

Obr. 29. Inhibitory 5α-reduktasy s heteroatomem v j·d¯e
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Podobn˝ cÌl sledujÌ dalöÌ heterocyklickÈ steroidy51. Kvar-
tÈrnÌ amoniovÈ sole odvozenÈ od thiazolu C (obr. 28), zvl·ötÏ
soli s objemn˝m substituentem na dusÌku majÌ vysokou afinitu
k M-2 muskarinovÈmu receptoru. Jejich syntÈza byla zaloûena
na bromaci p¯ÌsluönÈho 17-ketonu CIa (R = H) do polohy 16α,
solvol˝ze bromketonu CIb (R = Br) p˘sobenÌm azidu sodnÈho
s inverzÌ na 16β-azid CII, redukci chloridem cÌnat˝m na ami-
noketon CIII, acetylaci a cyklizaci acet·tu CIV p˘sobenÌm
sirnÌku fosforeËnÈho.

I dalöÌ steroidy s dusÌkat˝m heterocyklem v molekule se
uk·zaly b˝t uûiteËnÈ. Vûdy ölo o l·tky, kterÈ se shodovaly
s aktivnÌ l·tkou jen v jednÈ Ë·sti molekuly. Tak isoxazol CV
je inhibitorem aromatasy (CYP 19), zatÌmco imidazol v poloze
17 (l·tka CVI) je inhibitorem C17α-hydroxylasy-C17,20-lya-
sy. Podobnou aktivitu mÏl i deriv·t pyridinu CVII.

⁄spÏch heterocykly substituovan˝ch steroid˘ byl inspiracÌ
k dalöÌm modifikacÌm, tentokr·t p¯Ìmo steroidnÌho j·dra. Byla
p¯ipravena ¯ada r˘zn˝ch oxa- a azasteroidnÌch skelet˘ s hete-
roatomem v nejr˘znÏjöÌch pozicÌch. ZajÌmav· je historie 4-
-azasteroidu CVIII (obr. 29). Firma Merck v osmdes·t˝ch
letech Ñracionalizovalaì pracovnÌ mÌsta ve v˝zkumu a s p¯ed-
pokladem ˙tlumu steroidnÌ chemie zredukovala poËet steroid-
nÌch chemik˘ ve v˝vojovÈm oddÏlenÌ z dvaceti na jednoho.
Po letech tento poslednÌ mohyk·n p¯ipravil slouËeninu, kterou
se Merck chlubÌ dodnes: Finasterid (CVIII) byl siln˝m inhibi-
torem obou isozym˘ 5α-reduktasy52 a tedy ˙Ëinn˝m lÈkem p¯i
benignÌ hyperplazii prostaty (pro finalizaci patentu ale firma
musela znova najmout asi dvacet chemik˘ a vychovat z nich
novÈ sterin·¯e).

Jin˝ deriv·t s heteroatomem v kruhu (CIX) m· stejnÈ in
vitro vlastnosti, navÌc jeötÏ v nadledvink·ch inhibuje ˙Ëinek
3β-hydroxy-)5-steroidnÌ dehydrogenasy a 3-keto-)5-steroidnÌ
isomerasy, kter· katalyzuje oxidaci nap¯. androstendiolu na
testosteron.

7. SyntÈza slouËenin obsahujÌcÌch steroidnÌ
molekulu jako stavebnÌ blok

JeötÏ jedna skupina biologicky aktivnÌch l·tek, jejichû
souË·stÌ je steroidnÌ sloûka, byla v poslednÌ dobÏ intenzivnÏ
studov·na. JejÌm p¯edstavitelem je nap¯. kosalan (CX, obr. 30).
Je to siln˝ antivirov˝ prost¯edek, kter˝ mimo jinÈ inhibuje
replikaci HIV viru typu 1 a 2. Zd· se, ûe mechanismus tohoto
˙Ëinku je nÏkoliker˝53. L·tka byla p¯ipravena z cholestanonu
(CXI) Wittigovou reakcÌ, chr·nÏn· hydroxylov· skupina v l·t-

Obr. 30. Kosalan (CX) a jeho syntÈza

Obr. 31. Cholesterol jako chir·lnÌ substituent

Obr. 32. SteroidnÌ molekula jako modifikujÌcÌ substituent porfyrinu
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ce CXIIa (R = OSiR3) byla uvolnÏna, alkohol CXIIb (R = OH)
byl p¯eveden na bromid CXIIc (R = Br) a kvarternizov·n
p˘sobenÌm trifenylfosfinu na CXIId (R = P(C6H5)3Br). Pro
dalöÌ Wittigovu reakci byl pak pouûit vhodnÏ substituovan˝
benzofenon.

V tÏchto l·tk·ch je cholestanov˝ zbytek z¯ejmÏ biogennÌm
lipofilnÌm zbytkem, kter˝ usnadÚuje interakci s membr·nou.
V tÈto souvislosti se mluvÌ o cholestanovÈm zbytku v mole-
kule jako o Ñlymphotropic vectorì. L·tek konstruovan˝ch
s podobn˝mi p¯edstavami bylo p¯ipraveno vÌc a mÏnily se jen
farmakofory (nap¯. N,N-bis(2-chloroethyl)-N-nitrosomoËovi-
na54 p¯i p¯ÌpravÏ novÈho cytostatika).

Je t¯eba si uvÏdomit, ûe cholestanov· Ë·st je nejen rigidnÌm
alifatick˝m zbytkem, ale ûe je i chir·lnÌ sloûkou. Toho vyuûili
r˘znÌ auto¯i, nap¯. p¯i konstrukci slouËenin umoûÚujÌcÌch roz-
pozn·nÌ chirality. Nap¯. l·tka CXIII (obr. 31) umoûnÌ rozliöo-
vat jednotlivÈ monosacharidy. Jedna aû dvÏ molekuly tÈto
l·tky se v·ûou s jednou molekulou sacharidu a maxima reflek-
tance se posunujÌ k vyööÌ Ëi niûöÌ vlnovÈ dÈlce zp˘sobem pro
dan˝ sacharid charakteristick˝m55. L·tka CXIV byla schopna
v kyselÈm prost¯edÌ komplexovat chir·lnÌ kationty, nap¯. ami-
nokyseliny.

PodobnÈ vyuûitÌ chir·lnÌch steroidnÌch blok˘ slibujÌ kon-
jug·ty steroid˘ s porfyrinem, kterÈ byly p¯ipraveny56 z alde-
hyd˘ odvozen˝ch od chr·nÏn˝ch deriv·t˘ kyseliny cholovÈ
kondenzacÌ s pyrrolem. Reakce byla prov·dÏna v dichlorme-

thanu za katal˝zy BF3.Et2O. Nap¯. l·tka CXV (obr. 32), mole-
kula s 12 hydroxylov˝mi skupinami, fungovala jako receptor
oligosacharid˘ s komplexaËnÌ konstantou 104.molñ1. PodobnÏ
ñ za kyselÈ katal˝zy vznikajÌ kalixpyrroly typu CXVI, kterÈ se
selektivnÏ komplexujÌ s nÏkter˝mi kyselinami, jako je nap¯.
kyselina vinn·.

Rigidita a chiralita ñ tyto dvÏ z·kladnÌ charakteristiky
steroid˘ ñ byly v pozadÌ dalöÌch syntÈz, kterÈ stavÏly v˝öemo-
lekul·rnÌ produkty z vhodn˝ch steroidnÌch substr·t˘. Tak jako
je v ritterazinu z·kladnÌ jednotkou diazin tvo¯en˝ dvÏma ste-
roidnÌmi jednotkami, tak byly vybudov·ny57,58l·tky se dvÏma
aû Ëty¯mi jednotkami typu CXVII a CXVIII, kterÈ jsou studo-
v·ny jako modul·tory bunÏËn˝ch membr·n, schopnÈ zpro-
st¯edkovat p¯enos iont˘ p¯es membr·nu.

Jin˝ p¯Ìpad, kdy steroidnÌ slouËenina byla pouûita jako
rigidnÌ chir·lnÌ stavebnÌ blok, byla p¯Ìprava Ñscaffoldì pro
p¯Ìpravu nepeptidov˝ch knihoven methodami kombinatornÌ
chemie vyuûÌvajÌcÌ syntÈzy na pevnÈ f·zi. V tomto p¯ÌpadÏ
byla kyselina cholov· (Xa, R = H) postupnÏ p¯emÏnÏna59

v selektivnÏ chr·nÏn˝ deriv·t 3-oxo-7α,12β-diamino-5β-cho-
lanovÈ kyseliny CXIX. V˝chozÌ kyselina cholov· byla dÌky
rozdÌln˝m vlastnostem vöech t¯Ì hydroxylov˝ch skupin po-
stupnÏ chr·nÏna v poloze 3, oxidov·na v poloze 7 a p¯Ìsluön˝
oxim byl redukov·n na 7α-aminoskupinu. Ta byla chr·nÏna
acylacÌ, a pak byla hydroxylov· skupina v poloze 12 oxido-
v·na a p¯es oxim opÏt p¯evedena na p¯Ìsluön˝ amin, kter˝

AOC = allyloxykarbonyl
BOC = benzyloxykarboxyl

CXVII
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byl chr·nÏn jinou acylovou skupinou. L·tka CXIX byla pro-
st¯ednictvÌm karboxylovÈ skupiny v postrannÌm ¯etÏzci na-
v·z·na na  polymernÌ nosiË, na nÏmû pak byly jednotlivÈ
skupiny v poloh·ch 3, 7 a 12 selektivnÏ uvolÚov·ny a postup-
nÏ randomizovanÏ acylov·ny. Podobn· l·tka CXX byla p¯i-
pravena podobn˝m zp˘sobem a nazv·na Ñamfifilemì: z α-
-strany steroidnÌ molekuly totiû ËnÌ silnÏ pol·rnÌ aminosku-
piny, zatÌmco β-strana je zcela nepol·rnÌ. Tato l·tka byla
studov·na v souvislosti s moûnostÌ p¯enosu aniont˘ p¯es mem-
br·nu.

8. Z·vÏr

V Praze byly studov·ny steroidy uû p¯ed 120 lety60 a na-
sk˝t· se ot·zka, zda steroidnÌ chemie uû nevstoupila do z·vÏ-
reËnÈ etapy svÈ existence. DozorËÌ rady nÏkter˝ch velk˝ch
farmaceutick˝ch spoleËnostÌ majÌ k tomuto n·zoru blÌzko,
vûdyù na souËasn˝ch steroidnÌch produktech uû vydÏl·vajÌ
dost, proË tedy p¯in·öet na trh novÈ prepar·ty, kterÈ by se
musely draze prosazovat na trhu? V˝zkumnÌci ale vÏdÌ, ûe
enantiomery p¯ÌrodnÌch l·tek majÌ nÏkdy vlastnosti zcela ne-
ËekanÈ: nap¯. estradiol61 vykazuje hormon·lnÌ vlastnosti v go-
n·d·ch a neuroprotektivnÌ ˙Ëinky v mozku, ale jeho enantio-
mer CXXI funguje jen v mozku, coû umoûÚuje separaci obou
aktivit. Zd· se tedy, ûe vöe, co bylo dosud v oblasti biologicky
aktivnÌch steroid˘ vykon·no, bude muset b˝t jeötÏ zopako-
v·no za AlenËin˝m 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
Aliceís looking glass.

Chem. Listy 97, 921 ñ 941 (2003) Refer·ty

941



AGLOMERACE  »¡STIC  A  DEFLUIDA»NÕ  JEVY  VE  FLUIDNÕ  VRSTVÃ

MILOSLAV HARTMAN, OTAKAR TRNKA,
KAREL SVOBODA a V¡CLAV VESEL›

⁄stav chemick˝ch proces˘, Akademie vÏd »eskÈ republiky,
Rozvojov· 135, 165 02 Praha 6
e-mail: hartman@icpf.cas.cz

Doölo 20.11.02, p¯epracov·no 6.3.03, p¯ijato 15.4.03.

KlÌËov· slova: fluidnÌ vrstva, aglomerace Ë·stic, defluidace

Obsah

1. ⁄vod
2. Pohled do historie
3. P¯ÌËiny a fyzick˝ obraz defluidace
4. Faktory ovlivÚujÌcÌ defluidaci
5. Defluidace p¯i teplot·ch rovn˝ch nebo blÌzk˝ch

teplotÏ okolÌ
6. Defluidace p¯i zv˝öen˝ch nebo vysok˝ch teplot·ch

6.1. Pyrol˝za plast˘
6.2. Spalov·nÌ popelnatÈho uhlÌ a biomasy

7. Z·vÏr

1. ⁄vod

FluidnÌ vrstva jako procesnÌ jednotka nabÌzÌ pro realizaci
chemick˝ch a fyzik·lnÌch transformacÌ l·tek ¯adu v˝hod. DÌky
velmi dobrÈmu promÌch·v·nÌ Ë·stic je teplota v celÈm objemu
vrstvy prakticky stejn·. DalöÌ p¯ednostÌ je, ûe rychlost sdÌlenÌ
tepla i hmoty je ve fluidnÌ vrstvÏ mimo¯·dnÏ vysok·. Prost¯edÌ
fluidnÌ vrstvy je proto vhodnÈ pro realizaci reakcÌ citliv˝ch na
teplotu nebo operacÌ se siln˝m tepeln˝m zabarvenÌm (nap¯.
suöenÌ a spalov·nÌ). Protoûe se fluidnÌ vrstva chov· podobnÏ
jako tekutina, znaËnÏ usnadÚuje manipulaci se zrnit˝mi ma-
teri·ly. P¯evl·dajÌcÌ vertik·lnÌ rozmÏr, jakoû i nep¯Ìtomnost
pohybliv˝ch Ë·stÌ u fluidnÌch jednotek p¯edstavujÌ v˝hody
i z pohledu stavebnÌho a strojnÌho.

V chemick˝ch procesech se fluidnÌ vrstvy vyuûÌv· nap¯.
p¯i katalytickÈ v˝robÏ vinyl-acet·tu, polymerizaci olefin˘,
chloraci kovov˝ch oxid˘ a p¯i spalov·nÌ nebo zplyÚov·nÌ uhlÌ,
odpadu Ëi biomasy. V procesech fyzik·lnÌch se fluidnÌ vrstva
pouûÌv· nap¯. p¯i suöenÌ, potahov·nÌ, oh¯evu nebo chlazenÌ
Ë·stic a v adsorpËnÌch operacÌch.

HydrodynamickÈ chov·nÌ fluidnÌ vrstvy je sloûitÈ, ale jiû
z·kladnÌ fyzik·lnÌ p¯edstava suspenze tuh˝ch Ë·stic vertik·lnÏ
protÈkan˝ch (vzn·öen˝ch) plynem naznaËuje p¯Ìpadn· ˙skalÌ
tohoto systÈmu. Je evidentnÌ, ûe pracovnÌ oblast rychlostÌ
fluidaËnÌho mÈdia (obvykle plynu) nem˘ûe b˝t p¯Ìliö öirok·
a je z·visl· ñ vedle dalöÌch faktor˘ ñ p¯edevöÌm na distribu-
ci velikostÌ a dalöÌch vlastnostÌ Ë·stic zrnitÈho materi·lu ve
vrstvÏ i na vlastnostech fluidaËnÌ tekutiny. ZatÌmco podÌly

jemn˝ch Ë·stic mohou b˝t p¯i danÈ rychlosti plynu z vrstvy
un·öeny, hrubÈ Ë·stice mohou v jejich spodnÌch partiÌch segre-
govat. Segregace Ë·stic m˘ûe vÈst aû k defluidaci, tj. ke tvorbÏ
zÛn nehybn˝ch Ë·stic. Tento jev ñ nÏkdy takÈ oznaËovan˝ jako
ÑzalÈh·v·nÌì fluidnÌ vrstvy ñ je velice neû·doucÌ, neboù zna-
men· ztr·tu v˝öe zmÌnÏn˝ch v˝hod fluidnÌ vrstvy a m˘ûe vÈst
k pr˘myslov˝m hav·riÌm.

Zp˘sob fluidace Ëi reûim fluidnÌch vrstev se öiroce mÏnÌ
v z·vislosti na velikosti a hustotÏ Ë·stic a na rychlosti ply-
nu. Charakteristiky a vymezenÌ r˘zn˝ch reûim˘ fluidnÌ vrst-
vy m˘ûe Ëten·¯ nalÈzt nap¯. v nÏkter˝ch z naöich d¯ÌvÏjöÌch
pracÌ1ñ3.

Z r˘zn˝ch p¯ÌËin (nap¯. p¯Ìliön· vlhkost, vysok· teplota Ëi
chemick· reakce) mohou b˝t Ë·stice lepivÈ (p¯ilnavÈ) nebo se
lepiv˝mi st·vajÌ. V d˘sledku toho se mohou shlukovat Ëi
aglomerovat a vytv·¯et tak shluky (slepence), kterÈ jsou ob-
tÌûnÏ fluidovatelnÈ. Vhodn˝m opat¯enÌm (z·sahem) lze aglo-
meraci a n·slednou segregaci naruöit (nap¯. zv˝öenÌm line·rnÌ
rychlosti plynu) a ökodlivÈ defluidaci je moûno p¯edejÌt. Sa-
motn· aglomerace nemusÌ b˝t vûdy neû·doucÌ, neboù ji lze
s v˝hodou vyuûÌt nap¯. p¯i granulaci jemn˝ch pr·ök˘. Vy-
sok· hybnost vÏtöÌch Ë·stic a potlaËen˝ kontakt mezi nimi
umoûÚuje ve fluidnÌ vrstvÏ zpracov·vat (nap¯. suöit) i pasto-
vitÈ, tzn. znaËnÏ lepivÈ l·tky.

Jin˝m neû·doucÌm jevem je vyn·öenÌ (˙nos) jemn˝ch
lepiv˝ch Ë·stic z vrstvy. UnesenÈ Ë·stice potom mohou vytv·-
¯et obtÌûnÈ inkrustace na stÏn·ch reaktoru, teplosmÏnn˝ch
ploch·ch, v cyklonech, p¯Ìp. i v n·sledn˝ch separaËnÌch za¯Ì-
zenÌch. Tyto jevy obvykle takÈ vedou k v·ûn˝m provoznÌm
poruch·m.

V p¯edloûenÈ pr·ci je pod·n struËn˝ obraz stavu poznatk˘
o aglomeraci Ë·stic a defluidaËnÌch jevech ve fluidnÌ vrstvÏ.

2. Pohled do historie

Ve srovn·nÌ s pr˘lomov˝mi vyn·lezy, jak˝mi byly ve
fluidaci Winkler˘v fluidnÌ gener·tor v roce 1926, nebo kata-
lytickÈ krakov·nÌ v roce 1942, se poznatky o defluidaci v od-
bornÈ literatu¯e objevujÌ aû se znaËn˝m Ëasov˝m odstupem.

Mezi prvnÌmi, kte¯Ì zmÌnili neû·doucÌ defluidaËnÌ jevy,
byli v roce 1966 Agarwal a Davis4. Zab˝vali se redukcÌ zrnitÈ,
blÌûe nespecifikovanÈ ûeleznÈ rudy vodÌkem p¯i teplot·ch
590ñ815 ∞C. Auto¯i4 zjistili, ûe vrstva vykazovala tendenci
ÑzalÈhatì, kdyû byl  reakËnÌ produkt  zredukov·n vÌce neû
z 90 % a pracovnÌ teplota byla vyööÌ neû 620 ∞C. Po vychlad-
nutÌ defluidovanÈ vrstvy byly Ë·stice slepenÈ jen lehce a reak-
tor bylo moûno bez mechanick˝ch potÌûÌ vyËistit.

K defluidaci doch·zelo nÏkdy n·hle, v jin˝ch p¯Ìpadech
postupnÏ. DefluidaËnÌ jevy se projevovaly poklesem tlako-
vÈho sp·du p¯es vrstvu a zhoröenÌm kontaktu mezi plynem
a Ë·sticemi. Mezi okolnostmi,kterÈ ovlivÚovaly tendenci fluid-
nÌ vrstvy ÑzalÈhatì (cit.4), lze vysledovat t¯i z·kladnÌ faktory:
chemick· konverze Ë·stic, teplota vrstvy a rychlost plynnÈ
f·ze.

Grandsden a spol.5 pracovali s velmi podobn˝m reakËnÌm
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systÈmem ñ redukovali hematit vodÌkem p¯i teplot·ch 600ñ
900 ∞C:

Fe2O3 FeO Fe
hematit w¸stit element·rnÌ ûelezo

(trigon·lnÌ s.) (krychlov· s.) (krychlov· s.)

(A)

TakÈ tito v˝zkumnÌci5 se museli vypo¯·dat s defluidacÌ
vrstvy, i kdyû k nÌ doch·zelo p¯i teplot·ch ponÏkud vyööÌch
(nad 710 ∞C) neû v cit.4 Zjistili takÈ, ûe p¯i tÏchto teplot·ch
doch·zÌ k nukleaci a n·slednÈmu r˘stu nodus˘ element·rnÌ-
ho ûeleza na vnÏjöÌm povrchu Ë·stic. P¯i teplot·ch niûöÌch neû
710 ∞C, kdy k defluidaci nedoch·zÌ, probÌhajÌ tyto morfo-
logickÈ zmÏny ve vnit¯ku pÛrovit˝ch Ë·stic w¸stitu. Je tedy
zjevnÈ, ûe p¯Ìtomnost chemickÈ reakce a fyzik·lnÏ-chemickÈ
vlastnosti novÈ f·ze, tvo¯ÌcÌ se na povrchu Ë·stice, majÌ pro
aglomeraci a defluidaci prim·rnÌ d˘leûitost.

3. P¯ÌËiny a fyzick˝ obraz defluidace

PrvotnÌm jevem kaûdÈ defluidace je shlukov·nÌ (aglome-
race, sintrov·nÌ, slinov·nÌ  Ëi spÈk·nÌ) drobn˝ch Ë·stic do
vÏtöÌch agreg·t˘. K tomuto procesu m˘ûe doch·zet jak p¯i
niûöÌch teplot·ch (nap¯. p¯i suöenÌ), tak i p¯i teplot·ch velmi
vysok˝ch (nap¯. p¯i spalov·nÌ nebo zplyÚov·nÌ uhlÌ). Ke shlu-
kov·nÌ Ë·stic doch·zÌ p˘sobenÌm adhezivnÌch sil vyvolan˝ch
p¯ilnavostÌ jejich povrch˘. ZnaËn· hybnost Ë·stic rychle se
pohybujÌcÌch ve fluidnÌ vrstvÏ (mp.vp) vöak p˘sobÌ proti ko-
heznÌm sil·m a m· tendenci tvo¯ÌcÌ se shluky rozvolÚovat.

MalÈ a lehkÈ Ë·stice jsou k aglomeraci n·chylnÏjöÌ neû
Ë·stice velkÈ a tÏûkÈ. V tomto ohledu se takÈ uplatÚuje velk˝
specifick˝ (vnÏjöÌ) povrch jemn˝ch Ë·stic. O tom, zda k aglo-
meraci Ë·stic dojde Ëi nikoliv, rozhoduje soubÏh celÈ ¯ady
faktor˘ jako  jsou povrchovÈ vlastnosti Ë·stic (p¯ilnavost),
jejich velikost a hustota a i rychlost proudÏnÌ a fyzik·lnÌ
vlastnosti plynnÈ f·ze. Na aglomeraci je nutno pohlÌûet jako
na velmi sloûit˝ jev, jenû dosud nebyl plnÏ objasnÏn.

V˝hodnÈ vlastnosti fluidnÌ vrstvy, zmÌnÏnÈ v ˙vodu, jsou
v·z·ny na vhodn˝ pracovnÌ reûim. Vedle charakteru Ë·stic,
danÈho hlavnÏ Archimedov˝m kritÈriem Ar, hydrodynamick˝
reûim fluidnÌ vrstvy silnÏ ovlivÚuje tzv. p¯ebytkov· rychlost
U ñ Umf, p¯edstavujÌcÌ rozdÌl mezi (zvolenou) pracovnÌ ry-
chlostÌ plynu U a jeho rychlosti u prahu fluidace Ë·stic Umf ve
vrstvÏ. Tak nap¯. pro reûim bublinovÈ fluidnÌ vrstvy se p¯e-
bytkov· rychlost (U ñ Umf) pohybuje v rozsahu cca 0,05ñ
0,30 m.sñ1 pro Ë·stice typu B a D Geldartovy klasifikace6. Je
evidentnÌ,  ûe  v d˘sledku aglomerace p˘vodnÌch Ë·stic se
mohou vÏtöÌ Ëi menöÌ rychlostÌ tvo¯it Ë·stice (shluky, aglo-
mer·ty) mnohem vÏtöÌ, jejichû prahov· rychlost fluidace je
podstatnÏ vyööÌ neû Umf p˘vodnÌch Ë·stic. Takto se pracovnÌ
reûim vrstvy mÏnÌ: kles· intenzita mÌch·nÌ a m˘ûe doch·zet
k segregaci, tj. k hromadÏnÌ vÏtöÌch Ë·stic v oblasti distribu-
toru fluidaËnÌho plynu.

Kdyû jsou vzniklÈ aglomer·ty natolik velikÈ, ûe jejich
prahov· rychlost fluidace je vÏtöÌ neû pracovnÌ rychlost (tj.
Umf,s > U), nemohou b˝t udrûov·ny ve vznosu a vytv·¯ejÌ
nehybnou vrstvu se vöemi jejÌmi atributy. Tento krajnÏ neû·-
doucÌ jev je oznaËov·n jako defluidace Ëi zalehnutÌ fluidnÌ

vrstvy. Defluidovan· (zalehl·) vrstva vöak nenÌ rozprost¯ena
po distributoru rovnomÏrnÏ a obsahuje kan·ly r˘znÈho pr˘-
¯ezu, kter˝mi plyn proch·zÌ. V tomto stavu je kontakt mezi
Ë·sticemi a plynem velmi m·lo efektivnÌ.

TlakovÈ zmÏny ve fluidnÌ vrstvÏ vyvolanÈ postupujÌcÌ
aglomeracÌ a n·slednou defluidacÌ jsou zn·zornÏny na obr. 1.
Pro dobr˝  stav  fluidnÌ  vrstvy  jsou charakteristickÈ  rychlÈ
tlakovÈ fluktuace mal˝ch amplitud. S n·stupem aglomerace
(tj. na prahu defluidace) se frekvence fluktuacÌ sniûuje a tla-
kov˝ sp·d (tlakov· ztr·ta) p¯es vrstvu kles·. Ve stavu deflui-
dace proudÌ prakticky veöker˝ plyn kan·ly vznikl˝mi v zalehlÈ
vrstvÏ. V d˘sledku toho je tlakov· ztr·ta takovÈto vrstvy
znaËnÏ niûöÌ neû tomu bylo ve fluidnÌm stavu a k fluktuacÌm
tlaku nedoch·zÌ. Je p¯ÌznaËnÈ, ûe pokud vrstva nez˘stala de-

H2 → H2 →

Obr. 1. Tlakov· ztr·ta fluidnÌ vrstvy ∆P p¯i postupnÈ aglomeraci
a n·slednÈ defluidaci; 1 ñ norm·lnÌ fluidace, 2 ñ aglomerace, postup-
nÈ zhoröov·nÌ kontaktu, 3 ñ defluidace (zalehnutÌ) vrstvy; τd ñ Ëas
defluidace, τ ñ Ëas

Obr. 2. Vliv teploty t (p¯ilnavosti a) Ë·stic na reûimy vrstvy tuh˝ch
Ë·stic; 1 ñ statick· vrstva, 2 ñ fluidnÌ vrstva, 3 ñ defluidovan· (zalehl·)
vrstva; ts ñ teplota poË·tku sintrov·nÌ (aglomerace), ∆Umf ñ rozdÌl
prahovÈ rychlosti fluidace aglomerujÌcÌch a neaglomerujÌcÌch Ë·stic

τ

∆P

1 2

3
τd

t a/

∆Umf

1

2

3

tS
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fluidov·na dlouho, m˘ûe se p¯imÏ¯en˝m zv˝öenÌm rychlosti
plynu opÏt uvÈst do fluidnÌho stavu.

Vliv aglomeraËnÌch tendencÌ na chov·nÌ fluidnÌ vrstvy je
zn·zornÏn na obr. 2. Jak je z obr·zku patrno, od jistÈ hodnoty
roste prahov· rychlost fluidace s aglomeraËnÌm Ñpotenci·lemì
Ë·stic. To znamen·, ûe k rozvolnÏnÌ defluidovanÈ vrstvy je
zapot¯ebÌ tÌm vyööÌ rychlosti plynu (vÏtöÌ energie), ËÌm jsou
aglomeraËnÌ tendence Ë·stic silnÏjöÌ.

V p¯ÌpadÏ aglomerace vyvolanÈ ˙Ëinky vysokÈ teploty je
prim·rnÌ veliËinou teplota poË·teËnÌho sintrov·nÌ (slinov·nÌ,
spÈk·nÌ) Ëi prahov· teplota sintrov·nÌ ts. Tento materi·lov˝
˙daj lze stanovit z nez·visl˝ch mÏ¯enÌ tepelnÈ roztaûnosti
sloupce Ë·stic v dilatometru, jak je ilustrov·no na obr. 3. PrvnÌ
projevy zv˝öenÈ p¯ilnavosti Ë·stic vedoucÌ ke zhoröenÈ flui-
dovatelnosti jsou patrnÈ jiû p¯i teplot·ch blÌûÌcÌch se prahovÈ
teplotÏ sintrov·nÌ (viz obr. 2 a 3).

Je p¯ÌznaËnÈ, ûe teplota poË·teËnÌ sintrov·nÌ je v˝raznÏ
niûöÌ neû je teplota bodu t·nÌ. Tak nap¯. teplotnÌ pr·h sintrov·nÌ
mÏdÏn˝ch kuliËek o pr˘mÏru 0,51ñ0,58 mm ËinÌ 899 ∞C (cit.7),
zatÌmco body t·nÌ mÏdi a oxidu mÏÔnatÈho jsou 1084, resp.
1446 ∞C.

4. Faktory ovlivÚujÌcÌ defluidaci

O parametrech ¯ÌdÌcÌch defluidaËnÌ jevy mnoho zn·mo
nenÌ. DosavadnÌ praktickÈ zkuöenosti vöak potvrzujÌ v˝znam-
nÈ vlivy teploty, rychlosti fluidaËnÌ tekutiny a velikosti Ë·stic.
Tendenci Ë·stic slepovat se p¯i vz·jemn˝ch kolizÌch je moûno
vyj·d¯it form·lnÏ jednoduch˝m vztahem8

S = h (a B / C) (1)

kde S je n·chylnost (tendence) Ë·stic k aglomeraci, a jejich
p¯ilnavost (adhesivnost), B plocha kontaktu a C je hybnost
Ë·stic. Rovnice (1) naznaËuje, ûe n·chylnost vrstvy k deflui-
daci je ˙mÏrn· p¯ilnavosti Ë·stic, ploöe jejich kontaktu a ne-
p¯Ìmo ˙mÏrn· hybnosti Ë·stic ve vrstvÏ.

P¯ilnavost, povrch a hybnost Ë·stic z·visÌ jak na materi·lu
tvo¯ÌcÌm vrstvu, tak i na pracovnÌch podmÌnk·ch. P¯ilnavosti
m˘ûe b˝t p¯i¯azena nulov· hodnota p¯i teplotÏ poË·tku sin-
trov·nÌ ts, p¯i teplot·ch vyööÌch p¯ilnavost s teplotou roste (viz
obr. 2). Je tedy z¯ejmÈ, ûe p¯i t ≤ ts nenÌ zapot¯ebÌ k zabr·nÏnÌ
aglomerace û·dn· p¯ebytkov· hybnost Ë·stice ((Umf,s ñ Umf)
mp). Tato pot¯ebn· hybnost vöak vÏtöinou rychle roste s ros-
toucÌ teplotou vrstvy nebo p¯ilnavostÌ Ë·stic. »·stice jsou
vÏtöinou isometrickÈ nebo i sfÈrickÈ, jejichû vnÏjöÌ povrch je
funkcÌ jejich velikosti (pr˘mÏru). Vedle velikosti lze hybnost
Ë·stic ovlivÚovat p¯edevöÌm rychlostÌ tekutiny; kontaktnÌ po-
vrch je moûno mÏnit hlavnÏ velikostÌ Ë·stic.

Nap¯Ìklad zkuöenosti s popelem z uhlÌ indikujÌ, ûe n·chyl-
nost popelov˝ch Ë·stic k aglomeraci je moûno zmenöit snÌûe-
nÌm pracovnÌ teploty vrstvy, zv˝öenÌm rychlosti plynu a zvÏt-
öenÌm velikosti Ë·stic. V˝znamnÏ se uplatÚuje i v˝öka vrstvy:
slaböÌ tendence k defluidaci jsou patrnÈ u mÏlk˝ch vrstev.
Pokud je vrstva provozov·na p¯i teplotÏ vyööÌ neû je teplota
prahu sintrov·nÌ, rychlost plynu musÌ b˝t podstatnÏ vyööÌ neû
je norm·lnÌ prahov· rychlost fluidace.

Lepivost vrstvy je faktorem vymezujÌcÌm hranice pracovnÌ
oblasti, kterÈ musÌ b˝t respektov·ny. StupeÚ lepivosti z·visÌ
na mnoûstvÌ a charakteru lepivÈ substance ve vrstvÏ. Meze
bezpeËnÈho trvalÈho provozu z·visÌ sloûit˝m zp˘sobem na
¯adÏ promÏnn˝ch jako jsou chemickÈ sloûenÌ, st¯ednÌ velikost
a distribuce velikosti Ë·stic, rychlost fluidaËnÌho plynu, tep-
lota, tlak, geometrie reaktorovÈ n·doby aj. Jakkoliv je struk-
tura pracovnÌch mezÌ komplikovan·, lze je experimenty jasnÏ
a s dobrou reprodukovatelnostÌ vymezit.

5. Defluidace p¯i teplot·ch rovn˝ch
nebo blÌzk˝ch teplotÏ okolÌ

Do tÈto kategorie pat¯Ì nap¯. fluidnÌ suöenÌ produkt˘ nebo
poloprodukt˘ v potravin·¯skÈm Ëi chemickÈm pr˘myslu, jako
jsou droûdÌ, kasein, cukr, celulosovÈ kaly aj. Vöechny tyto
materi·ly jsou v surovÈm stavu silnÏ lepivÈ a navÌc se vel-
mi lehce deformujÌ. ObsahujÌ obvykle vysok˝ podÌl vlhkosti
a samy o sobÏ nejsou fluidovatelnÈ. NicmÈnÏ, kdyû jsou tyto
l·tky vhodn˝m zp˘sobem uv·dÏny do fluidnÌ vrstvy Ë·stic
vÌce Ëi mÈnÏ jiû p¯edsuöen˝ch, je jejich fluidnÌ suöenÌ nejen
technicky sch˘dnÈ, ale i v mnoha smÏrech v˝hodnÈ.

Je evidentnÌ, ûe takovÈto jednotky pracujÌ v blÌzkosti prahu
defluidace neust·le. Jejich hladk˝ chod je podmÌnÏn kvalifi-
kovan˝m ¯eöenÌm celÈho procesu vËetnÏ jeho ¯ÌzenÌ. V »R to
byl ZdenÏk Beran se sv˝mi spolupracovnÌky (V⁄CHZ Brno,
VUT Brno), kte¯Ì na z·kladÏ svÈho p˘vodnÌho Ñknow-howì
˙spÏönÏ realizovali i v zahraniËÌ ¯adu fluidnÌch suö·ren le-
piv˝ch a pastovit˝ch l·tek v provoznÌm mÏ¯Ìtku (nap¯. cit.9ñ11).
Jak je v takov˝chto p¯Ìpadech pravidlem, pr˘myslovÏ vy-
uûitelnÈ poznatky o chov·nÌ lepiv˝ch systÈm˘ nejsou bohuûel
v bÏûnÈ literatu¯e dostupnÈ.

Za ˙Ëelem studia mechanism˘ defluidaËnÌch jev˘ je moû-
no snadno vyvolat Ëi ovlivÚovat lepivost Ë·stic p¯Ìdavky ka-
palin r˘znÈ viskozity a r˘znÈho povrchovÈho napÏtÌ12ñ14 p¯i
bÏûnÈ laboratornÌ teplotÏ. Ukazuje se, ûe p¯Ìdavek kapaliny
k such˝m Ë·sticÌm m˘ûe ovlivnit jejich fluidovatelnost (vlast-
nosti fluidnÌ vrstvy) v jednom nebo druhÈm smÏru, a to v z·-
vislosti hlavnÏ na mnoûstvÌ a viskozitÏ kapaliny ve vrstvÏ.
MalÈ mnoûstvÌ nÌzkoviskÛznÌ kapaliny p˘sobÌ jako mazivo,

Obr. 3. RelativnÌ tepeln· roztaûnost ∆l / l nehybnÈ vrstvy mÏdÏ-
n˝ch kuliËek o pr˘mÏru 0,51ñ0,58 mm (cit.7); ts ñ teplota poË·tku
sintrov·nÌ (899 ∞C), t ñ teplota vrstvy
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zvyöuje pohyblivost Ë·stic a tÌm zlepöuje jejich fluidovatel-
nost. P¯i vyööÌch koncentracÌch kapaliny jsou Ë·stice lepivÈ,
obtÌûnÏ fluidovatelnÈ a snadno vytv·¯Ì kan·ly ve vrstvÏ. Tyto
skuteËnosti jsou ilustrov·ny na obr. 4. ObecnÏ platÌ, ûe ma-
teri·ly kategorie A fluidujÌ velmi dob¯e, Ë·stice typu B h˘¯e
a materi·ly t¯Ìdy C jsou kohezivnÌ a vytv·¯Ì kan·ly. Pro po-
drobnÏjöÌ popis t¯Ìd tuh˝ch materi·l˘ odkazujeme Ëten·¯e na
naöi d¯ÌvÏjöÌ pr·ci3.

Ukazuje se, ûe fluidovatelnost souvisÌ s pomÏrem ko-
heznÌch sil kapaln˝ch m˘stk˘ λ mezi Ë·sticemi (souËet visko-
zitnÌch sil a sil povrchovÈho napÏtÌ) a t¯ecÌch sil vyvolan˝ch
vertik·lnÏ proudÌcÌm plynem. Jestliûe λ > 0,4ñ0,5, vrstva se
st·v· n·chylnou k defluidaci. S rostoucÌmi hodnotami λ se
tendence defluidovat posiluje. Tyto skuteËnosti demonstrujÌ
d˘leûitost p¯itaûliv˝ch sil mezi Ë·sticemi i pro Geldartovu
klasifikaci3,15,16 vrstev such˝ch Ë·stic, kde dominujÌ t¯ecÌ sÌly
Coulombovy nebo sÌly van der Waalsovy.

Fyzik·lnÏ zajÌmav˝m, a dosud ne zcela vysvÏtlen˝m je-
vem, je defluidace vyvolan· n·hlou z·mÏnou lehkÈho flui-
daËnÌho plynu (nap¯. vodÌku) za tÏûk˝ (nap¯. za dusÌk nebo
argon). Tato defluidace je pouze p¯echodn·: po nÏkolika mi-
nut·ch se norm·lnÌ fluidace samovolnÏ obnovuje. Vyskytuje
se pouze p¯i fluidaci mal˝ch a lehk˝ch Ë·stic typu A dle
Geldartovy klasifikace (nap¯. Ë·stice katalyz·toru). M· se za
to, ûe tento typ aglomerace a defluidace souvisÌ s rozdÌly
v rychlosti difuze v emulznÌ f·zi fluidnÌ vrstvy, viskozitÏ
a adsorpci jednotliv˝ch plyn˘ na povrchu Ë·stic17ñ19.

6. Defluidace p¯i zv˝öen˝ch
nebo vysok˝ch teplot·ch

6 . 1 . P y r o l ˝ z a p l a s t ˘

Jednou z oblastÌ, ve kterÈ jsou velmi d˘leûitÈ aglomeraËnÌ
a defluidaËnÌ jevy, jsou pyrol˝znÌ technologie k vyuûitÌ plas-

tov˝ch odpad˘ pro energetickÈ ˙Ëely nebo k recyklaci su-
roviny. Po uvedenÌ inertnÌch Ë·stic do horkÈ fluidnÌ vrstvy
inertnÌm plynem se polymernÌ Ë·stice velmi rychle oh¯Ìv·, tavÌ
se, p¯eruöujÌ se polymernÌ vazby a doch·zÌ k pyrol˝ze, tzn., ûe
se uvolÚujÌ tÏkavÈ  l·tky (ho¯laviny). ZatÌmco nap¯. poly-
ethylen (PE) se takto zcela transformuje na plynnÈ sloûky,
poly(ethylen-tereftal·t) (PET) zanech·v· po pyrol˝ze jistÈ
tuhÈ reziduum (cca 12 % p˘vodnÌ hmotnosti). Lze tedy oËek·-
vat, ûe aglomeraËnÌ a defluidaËnÌ jevy budou p¯i pyrol˝ze
tÏchto dvou vöudyp¯Ìtomn˝ch plast˘ odliönÈ.

Tabulka I
Teploty bodu t·nÌ (b.t.) v˝znamn˝ch l·tek a eutektick˝ch
smÏsÌ

Materi·l b.t. Materi·l b.t.
[∞C] [∞C]

Polyethylen 137 Na2O . 2 SiO2
a 874

Polypropylen 252 Na2SO4 884
Poly(ethylen-tereftal·t) 265 K2SO4 1069

Na2Fe2O4
a 1135

KCl 770 K2Fe2O4
a 1135

K2O . 4 SiO2
a 770 K3PO4 1340

2 CaO . 3 P2O5
a 774 SiO2 (k¯emen) 1450

NaCl 801 Fe2O3 (hematit) 1565
(KPO3)6 810 Al2O3 (korund) 2054

a EutektickÈ smÏsi21

Jsou-li pelety PE nebo PET pyrolyzov·ny p¯i teplot·ch
450ñ650 ∞C ve vrstvÏ inertnÌch Ë·stic fluidovanÈ dusÌkem,
jsou tendence k aglomeraci Ë·stic a defluidaci vrstvy velmi
silnÈ u obou polymer˘20. Za stejn˝ch podmÌnek je k tÏmto
jev˘m ponÏkud n·chylnÏjöÌ systÈm s PE neû s PET. Z tabulky I
je patrnÈ, ûe v˝öe zmÌnÏnÈ pracovnÌ teploty jsou podstatnÏ
vyööÌ, neû jsou teploty bod˘ t·nÌ obou polymer˘. Rozhodu-
jÌcÌm faktorem pro n·stup defluidace je mnoûstvÌ polymeru
p¯ÌtomnÈ ve vrstvÏ, aù uû ve formÏ viskÛznÌ kapaliny, nebo
p¯ilnav˝ch uhlÌkov˝ch reziduÌ. P¯i pyrol˝ze PE je rozhodujÌcÌ
veliËinou pomÏr tlouöùky polymernÌho filmu ulpÌvajÌcÌho na
Ë·sticÌch pÌsku k jejich pr˘mÏru (δ/ ). Kritick· hodnota
tohoto pomÏru pro poË·tek aglomerace se pohybuje kolem
0,011. Toto zjiötÏnÌ potvrzuje vyööÌ n·chylnost k aglomeraci
a defluidaci u mal˝ch Ë·stic. Rychlost akumulace roztavenÈho
polymeru ve vrstvÏ je d·n bilanËnÌ relacÌ mezi rychlostÌ jeho
n·st¯iku do reaktoru a rychlostÌ jeho pyrol˝zy. Protoûe rych-
lost pyrol˝zy roste se zvyöujÌcÌ se teplotou, je p¯i vyööÌch
teplot·ch n·chylnost k defluidaci menöÌ. Nelze takÈ pominout
skuteËnost, ûe viskozita polymernÌ taveniny s rostoucÌ teplo-
tou exponenci·lnÏ kles·. Se zvyöujÌcÌ se teplotou se tendence
k aglomeraci takto postupnÏ oslabuje a za teplot vyööÌch neû
700 ∞C p¯i pyrol˝ze PE k defluidaci nedoch·zÌ v˘bec.

6 . 2 . S p a l o v · n Ì p o p e l n a t È h o u h l Ì
a b i o m a s y

Vzhledem k nÌzkÈ pracovnÌ teplotÏ se fluidnÌ spalov·nÌ zd·
b˝t ide·lnÌ technologiÌ pro struskujÌcÌ (ökv·rujÌcÌ) uhlÌ. Po-

dp

Obr. 4. Vliv viskozity µl a relativnÌho objemu kapaliny c ve fluidnÌ
vrstvÏ tuh˝ch Ë·stic na jejÌ chov·nÌ (fluidovatelnost) z pohledu
Geldartovy klasifikace3,15,16; velikost Ë·stic = 1,09 mm; hustota
Ë·stic = 2594 kg.mñ3 (cit.14); A, B, C typy Ë·stic vykazujÌ zhoröujÌcÌ
se fluidovatelnost v tomto po¯adÌ
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dobnÏ jako ökv·rujÌcÌ uhlÌ se p¯i spalov·nÌ chovajÌ nÏkterÈ
materi·ly p¯ÌrodnÌho p˘vodu (nap¯. sl·ma a d¯evÏnÈ ötÏpky),
jeû majÌ vysok˝ obsah alkalick˝ch slouËenin (nap¯. KCl).
Ukazuje se vöak, ûe i p¯i teplot·ch fluidnÌho spalov·nÌ jsou
s tÏmito palivy, Ëi spÌöe s jejich popelem, potÌûe22.

P¯i spalov·nÌ sirnatÈho uhlÌ ve fluidnÌ vrstvÏ k¯emennÈho
pÌsku (SiO2) se tyto Ë·stice nechovajÌ jako materi·l inertnÌ, ale
pokr˝vajÌ se vrstvou tvo¯enou hlavnÏ thenarditem (Na2SO4),
sÌranem sodno-v·penat˝m a anhydritem (CaSO4, cit.23). SodnÈ
sÌrany jsou snadno tavitelnÈ l·tky ochotnÏ vytv·¯ejÌcÌ s po-
pelov˝mi sloûkami eutektickÈ smÏsi s nÌzk˝m bodem t·nÌ (viz
tabulka I). NÌzkotavn· eutektika fungujÌ jako pojivo (tmelidlo)
p¯edevöÌm pro jemnÈ (prachovÈ) podÌly popela, obsahujÌcÌho
öirokÈ spektrum chemick˝ch sloûek. NejpravdÏpodobnÏjöÌmi
a z hlediska aglomerace neû·doucÌmi reakcemi jsou vyso-
koteplotnÌ reakce slouËenin alkalick˝ch kov˘ s oxidem k¯e-
miËit˝m

Na2O + 2 SiO2 → Na2O . 2 SiO2 (B)

K2O + 4 SiO2 → K2O . 4 SiO2 (C)

VznikajÌcÌ smÏsnÈ oxidy jsou eutektika s body t·nÌ 874
a 770 ∞C (cit.21). PodobnÏ reaguje oxid fosforeËn˝ p¯Ìtomn˝
v popelu s oxidem v·penat˝m

2 CaO + 3 P2O5 → 2 CaO . 3 P2O5 (D)

za vzniku eutektickÈ smÏsi s teplotou bodu t·nÌ 774 ∞C.
Z p¯echodov˝ch kov˘ v popelu z uhlÌ dominuje ûelezo ve

formÏ Fe2O3, jenû takÈ reaguje s alk·liemi (X = Na nebo K)

Fe2O3 + X2O → X2Fe2O4 (E)

Je zn·mo, ûe Fe2O3 reaguje s alk·liemi ochotnÏji neû SiO2
(cit.24). Je-li proto mol·rnÌ pomÏr Fe2O3 / (Na2O + K2O)
v popelu vÏtöÌ neû jedna, reakce (B) a (C), vedoucÌ k nÌzko-
tavn˝m eutektik˘m, by se nemÏly uplatÚovat.

Depozici vyvolanou chemick˝mi reakcemi25 a n·sledn˝mi
f·zov˝mi zmÏnami probÌhajÌcÌmi na povrchu fluidovan˝ch
Ë·stic vöak lze potlaËit nebo v˝raznÏ zpomalit. »asto vöak
z technologick˝ch d˘vod˘ nenÌ moûno sniûovat pracovnÌ tep-
lotu vrstvy. V takov˝ch p¯Ìpadech se jako depresory aglome-
race ˙ËinnÏ uplatÚujÌ p¯Ìdavky nap¯. hlinit˝ch nebo ûelezit˝ch
slouËenin24.

Z tabulky I je patrnÈ, ûe nejsn·ze se tavÌ eutektika nebo
slouËeniny obsahujÌcÌ jako alkalickÈ sloûky K2O nebo Na2O
a jako kyselÈ sloûky chloridy, SiO2 nebo P2O5. NenÌ  bez
zajÌmavosti, ûe teplota bodu t·nÌ samotnÈho SiO2 je vysok·
(1450 ∞C).

DraslÌk pat¯Ì mezi z·kladnÌ ûiviny prakticky pro vöechny
rostliny. Udrûuje se ve velkÈ mÌ¯e v rostlinn˝ch tk·nÌch a po
jejich sp·lenÌ z˘st·v· v popelu. Tak nap¯. popel z pöeniËnÈ
sl·my nebo z k˘ry strom˘ obsahuje vÌce neû 20 hm.% K2O. Je
tedy zjevnÈ, ûe p¯i spalov·nÌ biomasy ve vrstvÏ k¯emennÈho
pÌsku jsou tendence k aglomeraci velmi silnÈ. Jako sch˘dnÈ
¯eöenÌ se nabÌzÌ nap¯. spoleËnÈ spalov·nÌ biomasy s uhlÌm.

Na to, zda v konkrÈtnÌ vrstvÏ dojde k aglomeraci Ëi nikoliv,
m· velmi siln˝ vliv teplota. PracovnÌ teplota ve fluidnÌ vrstvÏ
se pro ˙ËinnÈ spalov·nÌ pohybuje obvykle kolem 850 ∞C. Je
nutno si vöak uvÏdomit, ûe ho¯ÌcÌ Ë·stice majÌ vÏtöinou teploty

v˝znamnÏ vyööÌ neû je teplota vrstvy, a ûe o n·stupu aglomera-
ce rozhodujÌ pr·vÏ tyto teploty.

DetailnÌ mechanismus aglomerace dosud nenÌ jasn˝, ale
nepochybnÏ se p¯i nÌ uplatÚuje ¯ada jev˘26ñ28, jako Ë·steËnÈ
tavenÌ (p¯Ìtomnost i mal˝ch mnoûstvÌ eutektik), plastick· de-
formace, viskÛznÌ tok, molekul·rnÌ difuze aj., kterÈ vyvol·vajÌ
adhezivnÌ sÌly mezi Ë·sticemi.

ExistujÌ t¯i rozdÌlnÈ zp˘soby, jak urËovat n·chylnost vrst-
vy k aglomeraci: standardnÌ stanovenÌ tavitelnosti popela,
sintraËnÌ test zaloûen˝ na mÏ¯enÌ pevnosti v tlaku popelov˝ch
pelet a testy ¯ÌzenÈ aglomerace na laboratornÌm fluidnÌm za-
¯ÌzenÌ. NejspolehlivÏjöÌ je t¯etÌ metoda, i kdyû porovn·nÌ s v˝-
sledky zÌskan˝mi na za¯ÌzenÌch provoznÌ velikosti chybÌ.

Obr. 5. Vliv teploty t a velikosti Ë·stic na defluidaËnÌ tendence
fluidnÌ vrstvy popelu z uhlÌ22; 1, 3 ñ prahov· rychlost fluidace
neaglomerujÌcÌch Ë·stic Umf; 2, 4 ñ prahov· rychlost fluidace / deflu-
idace aglomerujÌcÌch Ë·stic Umf,s; (¡) teplota poË·tku sintrov·nÌ (aglo-
merace) Ë·stic ts

dp

Obr. 6. Dilatometricky zmÏ¯enÈ teploty poË·tku sintrov·nÌ ts po-
pelu z uhlÌ jako funkce velikosti Ë·stic (cit.22)dp
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RozhodujÌcÌ vliv na teplotu prahu aglomerace majÌ che-
mickÈ charakteristiky materi·lu vrstvy a konkrÈtnÌho paliva
(popela) a z nich plynoucÌ fyzik·lnÏ-chemickÈ interakce, jenû
mohou vÈst k tvorbÏ snadno taviteln˝ch eutektick˝ch smÏsÌ.
V takov˝ch p¯Ìpadech je ˙Ëinek ostatnÌch faktor˘, jako je
rychlost plynu nebo velikost Ë·stic, na prahovou teplotu aglo-
merace relativnÏ slab˝.

K nejsn·ze taviteln˝m a tedy neû·doucÌm l·tk·m, kterÈ se
p¯i spalov·nÌ uhlÌ a biomasy mohou vyskytnout, pat¯Ì chlo-
ridy, p¯Ìp. sÌrany alkalick˝ch kov˘ a jejich eutektika a ze-
jmÈna eutektickÈ smÏsi oxid˘ alkalick˝ch kov˘ s oxidem k¯e-
miËit˝m (viz tabulka I). N·chylnost Ë·stic k aglomeraci lze
snÌûit p¯Ìdavkem vhodn˝ch materi·l˘ do fluidnÌ vrstvy. K nej-
˙ËinnÏjöÌm pat¯Ì l·tky schopnÈ v·zat alkalickÈ kovy jako nap¯.
gibbsit (Al2O3 . 3 H2O),bauxit (AlO(OH)), sillimanit (Al2.SiO5),
kaolinit (Al2Si2O7 . 2 H2O) a dalöÌ hlinitok¯emiËitanovÈ jÌlo-
vitÈ miner·ly. Aglomeraci vrstvy je moûno potlaËit tÈû p¯Ì-
davkem dolomitu (CaCO3 . MgCO3) nebo v·pence (CaCO3).
Jako inertnÌ Ë·stice fluidnÌch vrstev jsou vhodnÈ materi·-
ly s nÌzk˝m obsahem p¯ÌstupnÈho SiO2 jako gabro29 (obsa-
huje miner·ly jako nap¯. pyroxen, ; amfibol,
[(Al2Si)4O11](OH)2, ûivce NaAlSi3O8ñKAlSi3O8ñCaAl2Si2O8
aj.), olivÌnov˝ pÌsek ((Mg,Fe)2SiO4) a ûivce.

7. Z·vÏr

Aglomerace Ë·stic je zp˘sobena lepivostÌ jejich povrch˘.
Jestliûe aglomerace nenÌ ¯Ìzena tak kvalifikovanÏ, jako je tomu
nap¯. u nÏkter˝ch fluidnÌch suö·ren, chov·nÌ fluidnÌ vrstvy se
v d˘sledku aglomerace drasticky mÏnÌ. Vrstva postupnÏ de-
graduje a rychlost cirkulace vrstvy se zpomaluje, aû se Ë·stice
dostanou do klidovÈho stavu, kdy plyn proch·zÌ kan·ly ve
znehybnÏlÈ vrstvÏ Ë·stic (defluidace).

Lepivost povrchu Ë·stic je vyvol·na p¯ÌtomnostÌ tekutin
(vlhkost, tavenina) nebo sintracÌ tuhÈ f·ze p¯i zv˝öen˝ch tep-
lot·ch. DetailnÌ mechanismus aglomerace nenÌ zn·m, ale v je-
jÌm pr˘bÏhu se uplatÚujÌ jevy jako tvorba eutektick˝ch smÏsÌ,
plastick· deformace, viskÛznÌ tok, molekul·rnÌ difuze aj. Do
jistÈ mÌry lze aglomeraËnÌm tendencÌm ve fluidnÌ vrstvÏ Ëelit
vyööÌ hybnostÌ Ë·stic, tj. zv˝öenÌm rychlosti fluidaËnÌho plynu
a volbou hruböÌch Ë·stic.

AglomeraËnÌ a defluidaËnÌ procesy jsou  aktu·lnÌ i p¯i
fluidnÌm spalov·nÌ nebo zplyÚov·nÌ mÈnÏhodnotn˝ch uhlÌ Ëi
biomasy a jsou velmi citlivÈ na teplotu. Kritick· teplota pro
pr·h (poË·tek) aglomerace  z·visÌ p¯edevöÌm na  chemickÈ
charakteristice materi·lu vrstvy a paliva (popela). Nap¯Ìklad
interakcemi mezi alk·liemi a nÏkter˝mi k¯emiËit˝mi slouËeni-
nami se na povrchu fluidovan˝ch Ë·stic tvo¯Ì eutektickÈ smÏsi
s teplotou bodu t·nÌ niûöÌ neû je pot¯ebn· pracovnÌ teplota
vrstvy. AglomeraËnÌ tendence jsou d·le posilov·ny dalöÌmi
faktory, jako je lok·lnÌ redukËnÌ atmosfÈra Ëi zv˝öen· teplota
na povrchu reagujÌcÌch (ho¯ÌcÌch) Ë·stic.

NastupujÌcÌ aglomeraci ve vysokoteplotnÌ vrstvÏ je moûno
potlaËit p¯Ìdavky vhodn˝ch materi·l˘ jako jsou dolomit, v·-
penec a l·tky na b·zi oxidu hlinitÈho. Mezi praktickÈ materi·ly
vrstvy odolnÈ v˘Ëi aglomeraci pat¯Ì r˘znÈ p¯ÌrodnÌ alumo-
silik·ty s niûöÌm obsahem oxidu k¯emiËitÈho. PotÌûÌm s aglo-
meracÌ p¯i spalov·nÌ biomasy se lze vyhnout spoleËn˝m spa-
lov·nÌm s (neaglomerujÌcÌm) uhlÌm.

S e z n a m s y m b o l ˘

a p¯ilnavost (adhesivnost) Ë·stic ve vrstvÏ
B dotykov· plocha Ë·stic, m2.mñ3

c = (Vl/Vs).100 relativnÌ objem kapaliny ve vrstvÏ, obj.%
C = mp . vp hybnost Ë·stice, kg.m.sñ1

st¯ednÌ velikost Ë·stic, obvykle urËen· sÌto-
v·nÌm, m

f funkce
g tÌhovÈ zrychlenÌ (= 9,807), m.sñ2

h funkce v rovnici (1)
∆l diference v˝öky (dÈlky) nehybnÈ vrstvy zp˘-

soben· zmÏnou teploty, m
l v˝öka vrstvy p¯i norm·lnÌ teplotÏ, m
mp hmotnost Ë·stice, kg
∆P rozdÌl tlaku, Pa
S n·chylnost (tendence) Ë·stic k aglomeraci
t teplota, ∞C
ts teplota poË·tku sintrov·nÌ, ∞C
U mimovrstvov· rychlost plynu v za¯ÌzenÌ, m.sñ1

Umf = f(Ar) prahov· rychlost fluidace neadhezivnÌch Ë·s-
tic, m.sñ1

Umf,s prahov· rychlost fluidace za podmÌnek, kdy
se uplatÚuje p¯ilnavost Ë·stic, m.sñ1

vp rychlost Ë·stice ve fluidnÌ vrstvÏ, m.sñ1

Vl objem kapaliny p¯idanÈ do vrstvy, m3

Vs objem Ë·stic ve vrstvÏ, m3

B e z r o z m Ï r n · k r i t e r i a

Ar = . g . ρf . (ρp ñ ρf) / Archimedovo kriterium

ÿ e c k È s y m b o l y

δ tlouöùka adheznÌho filmu kapaliny (taveniny) na Ë·stici, m
λ pomÏr koheznÌch sil mezi Ë·sticemi ke t¯ecÌm sil·m, vy-

volan˝m vertik·lnÌm proudem plynu
µf viskozita fluidaËnÌ tekutiny (plynu), Pa.s, kg.mñ1.sñ1

µl viskozita kapaliny, Pa.s, kg.mñ1.sñ1

ρf hustota fluidaËnÌ tekutiny (plynu), kg.mñ3

ρp hustota Ë·stice, kg.mñ3

τ Ëas, s
τd Ëas defluidace, s

Tato pr·ce byla podpo¯ena Grantovou agenturou »R
(grant Ë. 203/02/0002) a Grantovou agenturou Akademie vÏd
»R (granty Ë. 4072201 a 4072001).
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M. Hartman, O. Trnka, K. Svoboda, and V. Vesel˝
(Institute of Chemical Process Fundamentals, Academy of
Sciences of the Czech Republic, Prague): Agglomeration of
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. ⁄vod

»eleÔ Retroviridae zahrnuje viry s diploidnÌm RNA geno-
mem, replikujÌcÌm se pomocÌ RNA-dependentnÌ DNA poly-
merasy (reverznÌ transkriptasy). Retroviry jsou v poslednÌch
letech p¯edmÏtem velmi intenzivnÌho v˝zkumu zejmÈna v sou-
vislosti s pandemiÌ choroby AIDS, ale i vzhledem k jejich
onkogennÌm ˙Ëink˘m. DetailnÌ studium regulace genovÈ ex-
prese, ûivotnÌho cyklu, zp˘sobu skl·d·nÌ kapsid a mechanismu
infekce p¯in·öÌ poznatky pouûitelnÈ nejen v oblasti medicÌny
a farmakologie, ale odhaluje tÈû z·klady chov·nÌ biologick˝ch
objekt˘ na molekul·rnÌ ˙rovni. P¯Ìkladem m˘ûe b˝t objev rever-
znÌ transkripce, dÌky nÏmuû muselo b˝t p¯ehodnoceno zn·mÈ
centr·lnÌ dogma molekul·rnÌ biologie. V˝zkum retroviry indu-
kovanÈ onkogeneze byl prvnÌm krokem k pochopenÌ bunÏËnÈho
cyklu a vedl k objevu bunÏËn˝ch onkogen˘. Retroviry takÈ
poskytly nepostradateln˝ n·stroj molekul·rnÌ biologie, jak˝m je
pouûitÌ reverznÌ transkriptasy pro p¯Ìpravu tzv. cDNA knihoven.
Jedn· se o soubory gen˘ ve formÏdvoj¯etÏzcovÈDNA,zÌskan˝ch
p¯episem sest¯iûen˝ch mRNA, tj. kÛdujÌcÌch ˙sek˘ zbaven˝ch
intron˘ jakoûto ÑnadbyteËn˝chì ˙sek˘. Lze je tedy vyuûÌt pro
expresi eukaryotick˝ch gen˘ i v bakteri·lnÌch buÚk·ch, jimû
mechanismus sest¯ihu chybÌ. DalöÌ perspektivnÌ oblastÌ je vyuûitÌ

modifikovan˝ch retrovirov˝ch genom˘ pro expresi klonova-
n˝ch gen˘ v buÚk·ch obratlovc˘ a jako ÑdopravnÌch prost¯ed-
k˘ì pro genovÈ terapie1.

2. Struktura virionu

Struktura virovÈ Ë·stice je v z·kladnÌch rysech spoleËn·
vöem retrovir˘m. M· sfÈrick˝ tvar o pr˘mÏru asi 80ñ100 nm
(cit.1). Je sloûena p¯ibliûnÏ z 1ñ2 % RNA, 35 % lipid˘ a 65 %
protein˘2. VnÏjöÌ obal je tvo¯en fosfolipidovou membr·nou,
kterou virus zÌsk·v· bÏhem uvolnÏnÌ z buÚky procesem podo-
bn˝m puËenÌ. AËkoli poch·zÌ z hostitelskÈ buÚky, jejÌ sloûenÌ
se liöÌ od plazmatickÈ membr·ny vyööÌm obsahem sfingomye-
linu a cholesterolu, p¯Ìtomn˝ch v mÌstech puËenÌ ve zv˝öenÈ
koncentraci (tzv. Ñlipid raftsì)3,4. Ve fosfolipidovÈ membr·nÏ
virionu je zakotven transmembr·nov˝ glykoprotein, na kter˝
je pomocÌ nekovalentnÌch interakcÌ v·z·n povrchov˝ glyko-
protein, kter˝ je zodpovÏdn˝ za vazbu na receptory hostitelskÈ

* Autor pro korespondenci

a

b

Obr. 1. Struktura nezralÈho (a) a zralÈho (b) viru; 1 ñ povrcho-
v˝ glykoprotein, 2 ñ transmembr·nov˝ glykoprotein, 3 ñ dvojvrstva
fosfolipid˘, 4 ñ polyproteinov˝ prekurzor Gag, 5 ñ polyproteinov˝
prekurzor Gag-Pro-Pol, 6 ñ genomov· RNA, 7 ñ matrixov˝ protein,
8 ñ Ñcoreì tvo¯enÈ kapsidov˝m proteinem, 9 ñ proteasa, 10 ñ integra-
sa, 11 ñ reverznÌ transkriptasa1
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buÚky a je tedy i relativnÏ variabilnÌ mezi retroviry. DomÈna
transmembr·novÈho glykoproteinu, lokalizovan· vnÏ virionu,
je zodpovÏdn· za f˙zi membr·n5.

BÏhem tzv. zr·nÌ doch·zÌ k proteolytickÈmu ötÏpenÌ poly-
proteinov˝ch prekurzor˘ Gag (resp. Gag-Pro-Pol), tedy pro-
tein˘ nezralÈ kapsidy a k reorganizaci struktur uvnit¯ virovÈ
partikule (obr. 1). K tomuto procesu doch·zÌ u vöech retrovir˘,
kromÏ spumavir˘6.

V nezralÈ Ë·stici (obr. 1a) jsou molekuly Gag a Gag-Pro-
-Pol ukotveny pod plazmatickou membr·nou pomocÌ N-kon-
covÈ domÈny Gag, tj. matrixovÈho proteinu (MA), kter˝ je
modifikov·n na N-konci myristylacÌ (vÏtöina retrovir˘), nebo
acetylacÌ (ASLV) (cit.7). Molekuly Gag zde majÌ pravdÏpo-
dobnÏ hexagon·lnÌ uspo¯·d·nÌ (u HIV-1, M-PMV) (cit.8,9).
Uvnit¯ nezralÈ kapsidy jsou s molekulami Gag spojenÈ dvÏ
nekovalentnÏ v·zanÈ kopie genomovÈ RNA, d·le jsou zde
p¯Ìtomny bunÏËnÈ tRNA a bunÏËnÈ proteiny, kterÈ jsou do
virionu buÔ n·hodnÏ nebo specificky inkorporov·ny.

Ve zralÈm virionu (obr. 1b) je polyproteinov˝ prekurzor
Gag rozötÏpen na jednotlivÈ proteiny6. TÏsnÏ pod fosfolipido-
vou membr·nou z˘st·v· MA, kter˝ je k nÌ v·z·n stejn˝m
zp˘sobem, jako d¯Ìve cel˝ Gag v nezralÈ Ë·stici. Uvnit¯ je
lokalizov·no kondenzovanÈ j·dro (tzv. Ñcoreì), kterÈ je tvo-
¯eno kapsidov˝m proteinem (CA). Tvar Ñcoreì se liöÌ u jed-
notliv˝ch retrovir˘ a je jednÌm z kritÈriÌ jejich klasifikace (viz
kap. 5.). Uvnit¯ Ñcoreì je komplex diploidnÌ genomovÈ RNA,
integrasy (IN) a reverznÌ transkriptasy (RT) a nukleokapsido-
vÈho proteinu (NC). D·le zde nalÈz·me tRNA, slouûÌcÌ jako
primer pro reverznÌ transkripci, mRNA a nÏkterÈ bunÏËnÈ
proteiny.

KromÏ tÏchto domÈn, jeû jsou spoleËnÈ vÏtöinÏ retrovir˘
existujÌ dalöÌ, pro r˘znÈ viry specifickÈ proteiny, majÌcÌ svÈ
mÌsto a funkci ve virionu (nap¯. u HIV jsou to Vpr, cyklofilin,
HLA t¯Ìdy I a dalöÌ)2.

3. Organizace genomu

OrganizacÌ genomu jsou si vöechny retroviry podobnÈ.
Jeho zobecnÏnÈ  schÈma je  na  obr. 2. Je tvo¯en dimerem
molekuly RNA, kter· m· na 5í konci methylovanou ËepiËku,
n·sleduje sekvence LTR (z angl. Ñlong terminal repeatì),
tvo¯en· ˙sekem R (z angl. Ñrepeatì ñ sekvence opakujÌcÌ se
i na 3í konci) a U5 (z angl. Ñuniqueì ñ jedineËn· sekvence pro
5í konec). LTR v podobnÈm uspo¯·d·nÌ, tedy ˙sek U3 (se-
kvence jedineËn· pro 3í konec) a R nalÈz·me i na 3í konci.
V LTR se nach·zÌ promotor, zesilovaË, polyadenylaËnÌ sign·l
a p¯ÌpadnÏ i dalöÌ regulaËnÌ sekvence.

Mezi koncov˝mi sekvencemi LTR je sign·l pro sbalov·nÌ
RNA a geny pro virovÈ proteiny. Ty jsou tvo¯eny minim·lnÏ
geny gag, pro, pol a env. Z nesest¯iûenÈ mRNA je syntetizov·n
polyproteinov˝ prekurzor Gag, kter˝ je prekurzorem struktur-
nÌch protein˘ kapsidy. BÏhem translace doch·zÌ s urËitou
pravdÏpodobnostÌ k posunu ËtecÌho r·mce p¯ed koncem genu
gag (obr. 2 ñ FS). TÌm je zruöen v p˘vodnÌm ËtecÌm r·mci stop
kodÛn a jsou translatov·ny i geny pro a pol za vzniku protei-
nu Gag-Pro nebo Gag-Pro-Pol. Sest¯iûen· mRNA slouûÌ pro
translaci obalov˝ch glykoprotein˘ Env. KromÏ tÏchto z·klad-
nÌch gen˘ obsahujÌ tzv. komplexnÌ retroviry jeötÏ ¯adu regu-
laËnÌch gen˘, kterÈ jsou translatov·ny podle mRNA vznikl˝ch
alternativnÌm sest¯ihem.

Gen gag kÛduje polyproteinov˝ prekurzor Gag, z kterÈho
ötÏpenÌm virovou proteasou vznikajÌ obecnÏ tyto proteiny:
MA ñ matrixov˝ protein, CA ñ kapsidov˝ protein, NC ñ
nukleokapsidov˝ protein. KromÏ tÏchto kÛdujÌ jednotlivÈ viry
jeötÏ dalöÌ specifickÈ proteiny. Geny pro a pol (translatovanÈ
ve f˙zi s gag kÛdujÌ prekurzor Gag-Pro-Pol) kÛdujÌ PR ñ
proteasu, RT ñ reverznÌ transkriptasu a IN ñ integrasu. Gen
env kÛduje obalovÈ glykoproteiny; povrchov˝ glykoprotein
(SU) a transmembr·novou podjednotku (TM).

4. éivotnÌ cyklus

éivotnÌ cyklus retrovir˘ lze rozdÏlit na dvÏ f·ze: Ëasnou
a pozdnÌ. »asn· f·ze zahrnuje procesy od vstupu viru do buÚky
aû po reverznÌ transkripci RNA genomu retroviru (obr. 3,
kroky 1ñ4). PrvnÌm krokem virovÈ infekce je vazba povrcho-
v˝ch glykoprotein˘ viru (SU) na receptory hostitelskÈ buÚky
a n·sledn· f˙ze membr·n zprost¯edkovan· transmembr·no-
v˝m proteinem (TM), zejmÈna jeho hydrofobnÌ oblastÌ (obr. 3,
kroky 1, 2). Specifita vazby SU na bunÏËn˝ receptor urËuje,
kterÈ buÚky jsou pro vstup viru permisivnÌ. D·le doch·zÌ ke
vstupu Ñcoreì do cytoplazmy a k jeho rozpadu (obr. 3, krok 3).
N·sleduje vyuûitÌ tRNA jako primeru na vazebnÈm mÌstÏ
(PBS) virovÈ RNA, ËÌmû je zah·jena reverznÌ transkripce, jeû
probÌh· v nÏkolika krocÌch a jejÌm v˝sledkem je p¯eps·nÌ
jedno¯etÏzcovÈho RNA genomu do dvoj¯etÏzcovÈ DNA po-
mocÌ RT (obr. 3, krok 4). Tento komplexnÌ proces je lokalizo-
v·n v cytoplazmÏ a postupnÏ vyuûÌv· obou molekul RNA.
P˘vodnÌ genomov· RNA je z meziproduktu tohoto procesu,
hybridu RNA-DNA, degradov·na rovnÏû reverznÌ transkrip-
tasou, kter· vykazuje i RNasovou aktivitu. Je nutno pozname-
nat, ûe reverznÌ transkripce je ve srovn·nÌ s replikacÌ bunÏË-
n˝ch genom˘ znaËnÏ nep¯esn· a je zdrojem mnoha mutacÌ.
Proto je terapie pacient˘ trpÌcÌch AIDS komplikov·na velmi
rychl˝m vznikem mutant˘ resistentnÌch k pouûit˝m lÈk˘m,
a z tÏchto d˘vod˘ se jako jedin· moûnost jevÌ aplikace t¯Ì
r˘zn˝ch inhibitor˘ (dosud pouze kombinace inhibitor˘ rever-
znÌ transkriptasy a proteasy), tzv. kombinovan· terapie. Re-
verznÌ transkripce vÏtöinou probÌh· v cytoplazmÏ (u ALV aû
v j·d¯e a u hepadnavir˘ jiû ve virionu) v tzv. nukleoproteino-
vÈm komplexu, kter˝ obsahuje Ë·sti Gag jako nap¯. MA, CA,

Obr. 2. Genom retrovir˘; DNA ñ schÈma provirovÈ DNA, RNA ñ
schÈma virovÈ RNA (naho¯e) a jejÌho sest¯ihu (dole), PBS ñ mÌsto
vazby primeru pro reverznÌ transkripci, Ψ ñ sign·l pro sbalenÌ RNA,
FS ñ posun ËtecÌho r·mce, SA/SD ñ mÌsta sest¯ihu, PPT ñ termin·tor,
PA ñ polyadenylaËnÌ sign·l
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NC, enzymy RT, IN a nÏkterÈ faktory poch·zejÌcÌ z hostitelskÈ
buÚky.

PrvnÌm krokem pozdnÌ f·ze ûivotnÌho cyklu je integrace
produktu reverznÌ transkripce do genomu hostitelskÈ buÚky za
vzniku proviru (obr. 3, krok 5). Tento dÏj je katalyzov·n IN,
kter· pro tento proces vyûaduje vytvo¯enÌ specifickÈho prein-
tegraËnÌho komplexu, kter˝ vstupuje do j·dra. SouË·stÌ pre-
integraËnÌho komplexu je line·rnÌ provirov· DNA, RT, IN
a pravdÏpodobnÏ i CA, NC a MA. Provirus z˘st·v· v latentnÌ
f·zi dokud nenÌ aktivov·n.

Produkce nov˝ch vir˘ zaËÌn· transkripcÌ provirovÈ DNA
bunÏËnou DNA polymerasou II (obr. 3, krok 6). P¯i jejÌ iniciaci
se kromÏ promotoru uplatÚuje ¯ada cis-regulaËnÌch element˘
(v LTR), transkripËnÌch faktor˘ hostitelskÈ buÚky a u kom-
plexnÌch  retrovir˘ takÈ vlastnÌch transkripËnÌch aktiv·tor˘
(Tat, Tex u HIV-1). »·st vznikajÌcÌ RNA je sest¯iûena (obr. 3,
krok 9), opat¯ena methylovanou ËepiËkou na 5í konci a poly-

adenylov·na  na  3í konci. Vöechny  formy  RNA  jsou  pak
exportov·ny do cytoplazmy, kde nesest¯iûen· RNA slouûÌ ja-
ko virov· genomov· RNA a mRNA pro translaci gen˘ gag, pro,
pol (obr. 3, krok 10). Sest¯iûen˝ch RNA je vyuûito k expresi
Env, p¯ÌpadnÏ dalöÌch virov˝ch protein˘.

Gen env je translatov·n na drsnÈm endoplazmatickÈm
retikulu (obr. 3, krok 11) a uvnit¯ je produkt Env ötÏpen
bunÏËn˝mi proteasami. VznikajÌ tak proteiny SU a TM, kterÈ
jsou transportov·ny do Golgiho komplexu (obr. 3, kroky 13,
15), kde probÌh· jejich glykosylace, a n·slednÏ jsou vystaveny
na povrch buÚky v mÌstech bohat˝ch na sfingomyelin a cho-
lesterol (obr. 3, krok 18).

Polyproteinov˝ prekurzor Gag vznik· translacÌ genu gag
na voln˝ch polysomech. P¯ibliûnÏ s 5ñ20% ˙ËinnostÌ doch·zÌ
k posunu ËtecÌho r·mce p¯ed koncem gag, a zanik· tak stop
kodÛn. TÌm vznik· f˙znÌ genov˝ produkt Gag-Pro p¯Ìpad-
nÏ Gag-Pro-Pol. TÌmto mechanismem je u kaûdÈho viru re-

Obr. 3. SchematickÈ zn·zornÏnÌ ûivotnÌho cyklu retrovir˘; 1 ñ interakce s bunÏËn˝mi receptory, 2 ñ f˙ze membr·n a vstup Ñcoreì do cyto-
plazmy, 3 ñ ÑrozbalenÌì Ñcoreì, 4 ñ reverznÌ transkripce, 5 ñ integrace provirovÈ DNA do chromosomu, 6, 7 ñ transkripce, 8, 9 ñ export RNA
z j·dra, 9 ñ sest¯ih RNA, 10, 11 ñ translace, 13, 15, 18 ñ posttranslaËnÌ modifikace a sekrece obalov˝ch glykoprotein˘, 12, 14, 17 ñ skl·d·nÌ kapsidy
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gulov·n  pomÏr mnoûstvÌ  Gag:Gag-Pro:Gag-Pro-Pol. DalöÌ
osud polyproteinu Gag z·visÌ na morfogenetickÈm typu viru.
U retrovir˘ typu C a lentivir˘ je Gag a Gag-Pro-Pol transpor-
tov·n k plazmatickÈ membr·nÏ, kde vytv·¯Ì shluky na vnit¯nÌ
stranÏ membr·ny a puËÌ ven z buÚky (obr. 3, krok 17). V po-
slednÌ dobÏ se vöak ukazuje, ûe i u retrovir˘ morfogenetickÈho
typu C doch·zÌ k Ë·steËnÈ asociaci perkursor˘ Gag jiû v cy-
toplazmÏ (podrobnÏji viz kap. 7.). U retrovir˘ typu B a D
a spumavir˘ je Gag (Gag-Pro-Pol) pravdÏpodobnÏ transporto-
v·n na urËitÈ mÌsto v cytoplazmÏ (obr. 3, krok 12), kde vytv·¯Ì
tzv. A Ë·stice (strukturnÏ podobnÈ nezral˝m virion˘m), kterÈ
jsou n·slednÏ transportov·ny k plazmatickÈ membr·nÏ a puËÌ
ven z buÚky (obr. 3, krok 16). PoslednÌ moûnostÌ je vznik tzv.
IAP (Ñintracisternal A-type particlesì). Mechanismus je po-
dobn˝ morfogenesi typu C s tÌm rozdÌlem, ûe virus puËÌ do
endoplazmatickÈho retikula (obr. 3, krok 14). Tento typ se
vyskytuje u nÏkter˝ch endogennÌch retrovir˘.

PuËenÌm zÌsk·vajÌ retroviry sv˘j vnÏjöÌ obal, tedy fosfo-
lipidovou dvojvrstvu majÌcÌ p˘vod v bunÏËnÈ plazmatickÈ
membr·nÏ. Vz·jemnou interakcÌ Gag a TM jsou do membr·ny
viru selektivnÏ inkorporov·ny virovÈ obalovÈ glykoproteiny.
Jak jiû bylo zmÌnÏno, d˘leûitou roli pro transport Gag a jeho
vazbu k membr·nÏ m· MA domÈna a jejÌ N-koncov· modifi-
kace (nejËastÏji myristylace).

PoslednÌm krokem v ûivotnÌm cyklu retrovir˘ je zr·nÌ
virionu. To je zp˘sobeno proteolytick˝m ötÏpenÌm Gag a Gag-
-Pro-Pol a doch·zÌ k nÏmu velmi brzy po uvolnÏnÌ viru z hos-
titelskÈ buÚky. Zr·nÌ je proces kompletnÌ p¯estavby struktury
virionu spojen˝ s tvorbou Ñcoreì.

5. Klasifikace retrovir˘

Retroviry taxonomicky za¯azujeme do Ëeledi Retroviri-
dae, pat¯ÌcÌ mezi DNA a RNA viry majÌcÌ reverznÌ transkrip-
tasu. DalöÌ ËlenÏnÌ je odvozeno od struktury a morfogenese
virionu, struktury a velikosti genomu a LTR, velikosti gen˘
a p¯Ìtomnosti dalöÌch specifick˝ch gen˘, tRNA pouûitÈ jako
primer pro reverznÌ transkripci atd. Toto rozdÏlenÌ dob¯e od-
povÌd· v˝sledk˘m fylogenetickÈ anal˝zy sestavenÈ podle vy-
bran˝ch domÈn reverznÌ transkriptasy. SouËasn· klasifika-
ce rozdÏluje Retroviridae do sedmi rod˘, kterÈ jsou shrnuty
v tab. I. Lentiviry jsou d·le dÏleny do pÏti skupin podle hosti-
tele10.

Retroviry lze d·le  Ëlenit na komplexnÌ  a jednoduchÈ.
KomplexnÌ majÌ oproti jednoduch˝m vÌce moûnostÌ sest¯ihu
RNA, coû zvyöuje variabilitu genov˝ch produkt˘, nap¯. HIV
a SIV majÌ kromÏ gag, pro, pol, env jeötÏ öest dalöÌch protein˘,
z nichû nÏkterÈ majÌ specifickou regulaËnÌ funkci.

Retroviry zahrnujÌ sedm rod˘:
ñ alfaretroviry. Tato skupina representuje exogennÌ i endo-

gennÌ ptaËÌ viry. Z·stupci tÏchto vir˘ jsou nap¯. ALV
(Avian leukosis virus) a RSV (Rous sarcoma virus),

ñ betaretroviry. Do tÈto skupiny pat¯Ì retroviry morfologic-
kÈho typu B (MMTV ñ Mouse mammary tumor virus)
a retroviry morfologickÈho typu D (M-PMV ñ Mason-Pfi-
zer monkey virus). Jedn· se o endogennÌ i exogennÌ viry
myöÌ, ovcÌ a prim·t˘,

ñ gamaretroviry. Mezi nÏ pat¯Ì retroviry morfologickÈho
typu C. Tato skupina zahrnuje exogennÌ i endogennÌ viry
savc˘. Prototypem je MLV (Murine leukemia virus),

Tabulka I
Klasifikace retrovir˘

Rod Prototyp Morfo- Tvar zralÈho
viru genese virionu

JednoduchÈ retroviry

Alpharetrovirus ALV C typ

Betaretrovirus MMTV, B/D typ
M-PMV

Gammaretrovirus MLV C typ

KomplexnÌ retroviry

Deltaretrovirus BLV C typ

Epsilonretrovirus WDSV C typ

Lentivirus HIV-1 C typ

Spumavirus CFV B/D typ

ñ deltaretroviry. Morfologie a tvorba kapsid tÏchto vir˘ je
podobn· gamaretrovir˘m. Pro infekci jsou typick· dlouh·
obdobÌ latence, zp˘sobujÌ leukÈmie a neurologickÈ poru-
chy. Do tÈto skupiny pat¯Ì nap¯. BLV (Bovine leukemia
virus),

ñ epsilonretroviry. Z·stupcem tÈto skupiny je WDSV (Wal-
leye dermal sarcoma virus),

ñ lentiviry. Lentiviry jsou exogennÌ viry zp˘sobujÌcÌ poma-
lÈ, Ëasto fat·lnÌ onemocnÏnÌ u ¯ady savc˘. Tato skupina
zahrnuje HIV-1 (Human immunodeficiency virus), HIV-2,
SIV (Simian immunodeficiency virus),

ñ spumaviry. SvÈ oznaËenÌ zÌskaly podle pÏnovitÈho vzhle-
du infikovan˝ch  bunÏk, jenû je zp˘soben vakuolizacÌ.
Viry tÈto skupiny nezp˘sobujÌ n·dorov· onemocnÏnÌ. Me-
zi z·stupce pat¯Ì nap¯. CFV (Chimpanzee foamy virus)
a SFM (Simian foamy virus).

6. Virus lidskÈ imunodeficience

Virus lidskÈ imunodeficience (HIV) se dÌky pandemii
choroby AIDS (syndrom zÌskanÈho selh·nÌ imunity) stal prav-
dÏpodobnÏ nejstudovanÏjöÌm virem. Spolu s SIV pat¯Ì do
skupiny lentivir˘ prim·t˘. ExistujÌ dva vzd·lenÈ subtypy HIV;
HIV-1 p¯evaûuje ve vÏtöinÏ oblastÌ svÏta, HIV-2 byl izolov·n
p¯edevöÌm v z·padnÌ Africe. Kmen HXB-2 HIV-1 je pouûÌv·n
jako prototyp ve vÏtöinÏ studiÌ, a je ve svÏtovÈm mÏ¯Ìtku hlavnÌ
p¯ÌËinou  AIDS. Oba subtypy  vir˘ vznikly pravdÏpodobnÏ
nez·visl˝m p¯enosem SIV na p¯ÌsluönÌky domorod˝ch kmen˘
ûijÌcÌch v Africe11.

Geny pro a pol, kÛdujÌcÌ PR, RT, IN, jsou umÌstÏny v jed-

Chem. Listy 97, 949 ñ 956 (2003) Refer·ty

952



nom ËtecÌm r·mci a jsou translatov·ny jako souË·st Gag-Pol.
Polyprotein Env je po translaci v endoplazmatickÈm retikulu
ötÏpen bunÏËnou proteasou za vzniku SU a TM, kterÈ jsou po
glykosylaci transportov·ny na povrch buÚky, kde jsou inkor-
porov·ny do cytoplazmatickÈ membr·ny. Struktura a funkce
genu gag je podrobnÏ probr·na v kapitole 7. Jak jiû bylo
zmÌnÏno v˝öe, genom HIV-1 obsahuje kromÏ z·kladnÌch gen˘
jeötÏ geny pro dalöÌ proteiny, kterÈ jsou p¯ekl·d·ny ze sest¯i-
ûen˝ch forem mRNA.

Jsou to: Vif, kter˝ je nutn˝ pro produkci infekËnÌch Ë·stic
v nÏkter˝ch bunÏËn˝ch liniÌch12; Vpr je specificky inkorporo-
v·n do virion˘ prost¯ednictvÌm interakcÌ s p6 domÈnou Gag
(cit.13) a je nezbytn˝ pro replikaci viru a smÏrov·nÌ provirovÈ
DNA do j·dra14; Tat se v·ûe na specifickou sekund·rnÌ struk-
turu u 5í konce RNA a zp˘sobuje zv˝öenou produkci virovÈ
RNA; Nef zp˘sobuje odstranÏnÌ CD4 z povrchu napadenÈ
buÚky15; Rev se v·ûe na specifickÈ mÌsto virovÈ RNA a zvy-
öuje mnoûstvÌ nesest¯iûenÈ a jednou sest¯iûenÈ RNA; Vpu je
integr·lnÌ membr·nov˝ protein, kter˝ zp˘sobuje v endoplaz-
matickÈm retikulu disociaci komplex˘ SU-TM-CD4 (cit.16).

7. StrukturnÌ proteiny

7 . 1 . P o l y p r o t e i n o v ˝ p r e k u r z o r G a g

Polyproteinov˝ prekurzor Gag je jiû s·m o sobÏ, bez
p¯Ìtomnosti dalöÌch virem kÛdovan˝ch protein˘, schopen vy-
tv·¯et kapsidy a puËet ven z buÚky. PodÌlÌ se takÈ na inkorpo-
raci enzym˘ a vÏtöiny dalöÌch virov˝ch komponent (RNA, SU,
TM, Vpr) do virionu. Po ötÏpenÌ virovou proteasou z nÏj
vznik· cel· ¯ada protein˘. Struktura polyproteinu Gag zatÌm
nenÌ nezn·ma. U r˘zn˝ch retrovir˘ vöak byla objasnÏna struk-
tura i funkce n·sledujÌcÌch domÈn polyproteinu Gag.

7 . 2 . M a t r i x o v ˝ p r o t e i n

Matrixov˝ protein (MA) tvo¯Ì N-termin·lnÌ domÈnu Gag.
Struktura matrixovÈho proteinu, kter˝ vznik· po vyötÏpenÌ
z Gag proteasou, byla stanovena pro HIV-1 krystalograficky17

a pomocÌ NMR spektroskopie18,19. HIV-1 MA tvo¯Ì v krysta-
lech trimery, ale NMR studie ukazujÌ na jeho monomernÌ
formu v roztoku. NicmÈnÏ cÌlenÈ mutace tohoto proteinu
u M-PMV, kterÈ jsou podle modelu na ploch·ch zprost¯edku-
jÌcÌch trimerizaci, zp˘sobily snÌûenÌ stability Gag a ˙Ëinnosti
skl·d·nÌ kapsid20,21. Biologick· funkce multimerizace nenÌ
dosud zn·ma, ale m˘ûe b˝t d˘leûit· pro transport, skl·d·nÌ
kapsid a inkorporaci Env do virionu20.

Jednou z hlavnÌch funkcÌ MA je zprost¯edkov·nÌ vazby

Gag k membr·nÏ. Mutace N-koncovÈho glycinu, kter˝ je
myristylov·n, blokuje u HIV-1 vazbu Gag k membr·nÏ22ñ24.
DalöÌ mutaËnÌ studie bazick˝ch aminokyselin v MA HIV-1,
v souvislosti s jeho prostorovou strukturou, ukazujÌ, ûe pozi-
tivnÌ n·boj vytvo¯en˝ v MA domÈnÏ takÈ zprost¯edkov·-
v· vazbu ke kysel˝m fosfolipid˘m na vnit¯nÌ stranÏ membr·-
ny17,18,25. PodobnÈ v˝sledky byly zÌsk·ny i u dalöÌch re-
trovir˘20,26,27. Sekvence v MA proteinu zodpovÏdnÈ za vazbu
k membr·nÏ byly pojmenov·ny M domÈny28. ZjiötÏnÌ, ûe sa-
mostatn˝ MA se v·ûe na membr·nu mÈnÏ ˙ËinnÏ neû Gag,
a ûe delece na C konci MA vedou k pevnÏjöÌ vazbÏ samotnÈho
MA k membr·nÏ, vedly k vytvo¯enÌ teorie tzv. Ñmyristyl
switchì (cit.29,30). Tento model je zaloûen na p¯edpokladu, ûe
¯etÏzec kyseliny myristovÈ je v Gag vystaven ven z molekuly,
zatÌmco v samotnÈm MA je Ë·steËnÏ schov·n. TÌm je moûno
vysvÏtlit, ûe i p¯es relativnÏ pevnou vazbu Gag k membr·nÏ
m˘ûe  samotn˝ MA jiû v  ranÈ  f·zi  infekce disociovat od
membr·ny a podÌlet se na tvorbÏ preintegraËnÌho komplexu.
Tato teorie byla Ë·steËnÏ podpo¯ena dalöÌmi studiemi31ñ33.
UrËitou roli v regulaci vazby MA k membr·nÏ m˘ûe hr·t jeho
fosforylace34ñ36, avöak podÌl fosforylovanÈho a nefosforylova-
nÈho MA nez·visÌ na jeho vazbÏ k membr·nÏ29. DalöÌ studie
ukazujÌ, ûe fosforylace MA je d˘leûit· pro jeho vazbu k IN
(cit.35). Jiû byla identifikov·na a charakterizov·na proteinki-
nasa asociovan· s virem37,38.

DalöÌ funkcÌ MA domÈny je smÏrov·nÌ polyproteinovÈho
prekurzoru Gag na mÌsto skl·d·nÌ kapsidy. U C typu retrovir˘
a lentivir˘ vËetnÏ HIV je to plazmatick· membr·na, ale delece
Ë·sti MA domÈny HIV-1 zp˘sobila puËenÌ do ER (cit.39,40).
N·hrada MA v Gag heterolognÌm proteinem, kter˝ se v·ûe na
membr·nu, zp˘sobila puËenÌ nejen p¯es plazmatickou, ale takÈ
p¯es intracelul·rnÌ membr·ny33. Mutace jedinÈ aminokyseliny
zmÏnila mÌsto skl·d·nÌ kapsid z cytoplazmatickÈ membr·ny
na membr·ny Golgiho apar·tu a z nÏj vznikajÌcÌch cisteren41.

Vzhledem k tomu, ûe bodov· mutace MA M-PMV zmÏ-
nila morfogenesi z B/D na C typ, m˘ûeme p¯edpokl·dat exis-
tenci dominantnÌho sign·lu, kter˝ zabr·nÌ p¯ÌmÈmu transportu
Gag k plazmatickÈ membr·nÏ. Na mÌsto toho je Gag transpor-
tov·n na urËitÈ mÌsto v cytoplazmÏ, kde doch·zÌ ke skl·d·nÌ
kapsidy42. Tato myölenka byla podpo¯ena identifikacÌ oblasti
18 aminokyselin v MA M-PMV, kter· je zodpovÏdn· za
smÏrov·nÌ resp. udrûenÌ polyproteinu Gag v cytoplazmÏ. Vlo-
ûenÌm tÈto sekvence do MA MoMuLV, tedy retroviru typu C,
zp˘sobilo zmÏnu morfogenese na B/D typ. SnÌmky bunÏk
z fluorescenËnÌho mikroskopu, kterÈ produkujÌ GFP ve f˙zi
s touto sekvencÌ, ukazujÌ bodovou lokalizaci GFP v cytoplaz-
mÏ20,43.

V poslednÌ dobÏ se ukazuje, ûe alespoÚ u nÏkter˝ch retro-
vir˘ typu C vznikajÌ intracelul·rnÌ agreg·ty Gag, kterÈ vöak
nejsou viditelnÈ pomocÌ elektronovÈ mikroskopie, a proto
z˘staly dlouho nepops·ny. PomocÌ in vitro transkripceñtrans-
lace byla analyzov·na ran· f·ze skl·d·nÌ kapsid HIV-1. Bylo
zjiötÏno, ûe bÏhem tohoto procesu doch·zÌ postupnÏ ke vzniku
nÏkolika komplex˘, jejichû konverze na sloûenÈ nezralÈ kap-
sidy m˘ûe b˝t blokov·na nep¯ÌtomnostÌ ATP a k detergent˘m
citliv˝ch a necitliv˝ch bunÏËn˝ch faktor˘44. Toto pozorov·nÌ
je v souladu se zjiötÏnÌm, ûe p¯i expresi Gag v kvasink·ch
nedoch·zÌ ke vzniku kapsid45, zatÌmco v bakulovirov˝ch i sav-
ËÌch expresnÌch systÈmech vznikajÌ nezralÈ kapsidy47. V CD4+

T lymfocytech infikovan˝ch HIV-1 byly kromÏ uvolnÏn˝ch
zral˝ch Ë·stic a nezral˝ch virion˘ identifikov·ny jeötÏ dva

Obr. 4. Genom HIV-1; obdÈlnÌky symbolizujÌ geny v jednotliv˝ch
ËtecÌch r·mcÌch
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intermedi·ty v procesu skl·d·nÌ kapsid liöÌcÌ se svou citlivostÌ
k detergent˘m. Tato data naznaËujÌ interakci mezi HIV-1
molekulami Gag jeötÏ p¯ed jeho smÏrov·nÌm k plazmatickÈ
membr·nÏ47.

7 . 3 . K a p s i d o v ˝ p r o t e i n

Kapsidov˝ protein (CA) tvo¯Ì ve zralÈm virionu tzv. Ñco-
reì, kterÈ vytv·¯Ì obal uzavÌrajÌcÌ genomovou RNA spolu
s dalöÌmi proteiny a RNA (viz kap. 2.). CA jako souË·st Gag
polyproteinu hraje d˘leûitou roli v procesu skl·d·nÌ virovÈ
kapsidy a jejÌm zr·nÌ. CA je sloûen ze dvou Ë·stÌ: N-termi-
n·lnÌ, tzv. Ñcoreì domÈny, kter· je d˘leûit· pro zr·nÌ virionu
a u HIV-1 v·ûe cyklofilin A (Cyp A), a C-termin·lnÌ, tzv. di-
merizaËnÌ domÈny, p¯ispÌvajÌcÌ ke vz·jemn˝m interakcÌm me-
zi molekulami Gag (cit.48). StrukturnÌ data pro CA HIV-1 byla
zÌsk·na pomocÌ NMR spektroskopie49 a rentgenovÈ strukturnÌ
anal˝zy50,51. ÑCoreì domÈna je sloûena ze 7 α-helix˘. D·le
obsahuje 2 β-skl·danÈ listy a exponovanou smyËku, kter·
slouûÌ jako vazebnÈ mÌsto pro Cyp A (cit.50). C-termin·lnÌ
domÈna je globul·rnÌ, z velkÈ Ë·sti sloûena z α-helix˘52. Tato
Ë·st obsahuje takÈ jedinou oblast Gag, kter· vykazuje vysokou
homologii mezi jednotliv˝mi rody retrovir˘, takzvan· Ñmajor
homology regionì (MHR).

Mutace C koncovÈ Ë·sti HIV-1 CA domÈny Gag blokujÌ
produkci virion˘53, coû naznaËuje jejÌ ˙Ëast na Gag-Gag inter-
akcÌch. Tento fakt byl takÈ podpo¯en strukturnÌmi studiemi52.
Mutace v MHR HIV-1 poskytujÌ öirokÈ spektrum fenotyp˘.
KonkrÈtnÏ poruchy v procesu skl·d·nÌ a zr·nÌ kapsidy a snÌ-
ûenou infektivitu54. VysvÏtlenÌ je t¯eba hledat ve faktu, ûe
aminokyselinovÈ zbytky MHR tvo¯Ì sÌù vodÌkov˝ch vazeb
stabilizujÌcÌch strukturu celÈ CA domÈny52. Mutace v MHR
tedy pravdÏpodobnÏ zp˘sobujÌ vÏtöÌ konformaËnÌ zmÏny, coû
m˘ûe b˝t p¯ÌËinou öirokÈho spektra pozorovan˝ch defekt˘.

PomocÌ kvasinkovÈho dvouhybridovÈho systÈmu byla pro-
k·z·na interakce HIV CA s proteiny z rodiny cyklofilin˘, kterÈ
v buÚce slouûÌ jako peptidyl-prolyl cis-trans isomerasy55. Cy-
klofilin A (Cyp  A) je specificky inkorporov·n do HIV-1
virion˘ a jeho inkorporace je nutn· pro infektivitu. Viriony
bez Cyp A vykazovaly defekt v rannÈ f·zi infekce, jeötÏ p¯ed
zah·jenÌm reverznÌ transkripce56, ale jeho p¯esn· role v ûivot-
nÌm cyklu viru nenÌ zn·ma. DomÈna v·zajÌcÌ Cyp A se nach·zÌ
v okolÌ prolinu v pozici 90 (cit.50,57) a inkorporace Cyp A do
virion˘ m˘ûe b˝t blokov·na cyklosporinem A. Toto zjiötÏnÌ
se zd·lo b˝t velmi slibnÈ z terapeutickÈho hlediska, ale p¯i
p˘sobenÌ tÈto l·tky velmi rychle vznikajÌ rezistentnÌ mutan-
ty58. P¯estoûe tyto rezistentnÌ varianty majÌ mutace v blÌzkosti
vazebnÈho mÌsta pro Cyp A, st·le v·ûÌ in vitro Cyp A a cy-
klosporin je i nad·le schopen tuto vazbu naruöit58. Tyto mutace
tedy snÌûily inkorporaci Cyp A, ale zp˘sobily, ûe tato l·tka jiû
nenÌ ve virionu pot¯eba. Prostorov· struktura N-termin·lnÌ
domÈny HIV-1 CA naznaËuje, ûe inkorporace Cyp A m˘ûe
uvolnit CA-CA interakce a napom·hat tak v procesu otev¯enÌ
viru po infekci buÚky50.

Mutace  N-termin·lnÌ domÈny CA  obecnÏ nezp˘sobujÌ
poruchy skl·d·nÌ a tvorby Ë·stic, ale produkovanÈ viriony
majÌ snÌûenu infektivitu a poruöenu strukturu Ñcoreì59. Po
proteolytickÈm ötÏpenÌ vazby MA-CA dojde ke zmÏnÏ pro-
storovÈ struktury N-konce CA. TÌm vznik· nov˝ motiv ovliv-
ÚujÌcÌ vazbu CA-CA, kter˝ m˘ûe hr·t d˘leûitou roli p¯i vzniku
Ñcoreì60.

RekombinantnÌ HIV-1 CA vytv·¯Ì in vitro cylindrickÈ
˙tvary, coû je v souladu s jeho rolÌ p¯i tvorbÏ Ñcoreì. N-termi-
n·lnÌ extenze CA C-koncovou sekvencÌ MA zmÏnila tvar
in vitro vznikajÌcÌch Ë·stic na kulovitÈ, coû souhlasÌ s teo-
riÌ o zmÏnÏ struktury N-konce CA po proteolytickÈm ötÏ-
penÌ vazby MA-CA a s odliön˝m tvarem nezralÈ kapsidy
a Ñcoreì60,61. ElektronmikroskopickÈ studie struktur tvo¯e-
n˝ch v E. coli uk·zaly, ûe za tuto zmÏnu tvaru Ë·stic odpovÌd·
exposice Ëi maskov·nÌ N-termin·lnÌho prolinu CA (cit.62).

7 . 4 . N u k l e o k a p s i d o v ˝ p r o t e i n

SpoleËn˝m znakem nukleokapsidov˝ch protein˘ (NC)
vÏtöiny retrovir˘ je p¯Ìtomnost jednÈ nebo dvou Cys-His do-
mÈn o obecnÈ sekvenci Cys-X2-Cys-X4-His-X4-Cys domÈn.
Tato domÈna je takÈ oznaËov·na jako CCHC motiv nebo
zinkov˝ prst a jejÌ obdobu nalÈz·me v mnoha bunÏËn˝ch DNA
vazebn˝ch proteinech. NC jak HIV-1 tak M-PMV obsahuje
dvÏ takovÈ domÈny, z nichû kaûd· v·ûe jeden zineËnat˝ ion63.
Ve virionu nalÈz·me NC v j·d¯e, v·zan˝ na RNA (viz kap. 2.).
Struktura jak samotnÈho HIV-1 a M-PMV NC tak i HIV-1 NC
v·zanÈho na kr·tk˝ oligonukleotid byla urËena pomocÌ NMR
a ukazuje, ûe zinkovÈ prsty jsou lokalizov·ny v centr·lnÌ
globul·rnÌ oblasti, zatÌmco N- a C-konce jsou relativnÏ vol-
nÏjöÌ, bez globul·rnÌ struktury64,65.

BÏhem skl·d·nÌ kapsidy doch·zÌ takÈ k inkorporaci dvou
kopiÌ virovÈ RNA. Bylo zjiötÏno, ûe virovÏ specifick· nese-
st¯iûen· RNA je preferov·na p¯ed sest¯iûen˝mi formami viro-
vÈ RNA a bunÏËn˝mi mRNA. Mutace konzervativnÌch cystei-
n˘ a histidin˘ v zinkov˝ch prstech NC u HIV-1 zp˘sobuje
v˝znamnÈ defekty ve specifitÏ sbalov·nÌ virovÈ RNA a ve
vazbÏ RNA in vitro66. V nÏkter˝ch p¯Ìpadech byl zv˝öen
pomÏr sest¯iûenÈ a nesest¯iûenÈ RNA ve virionu66,67. ChimÈrnÌ
Moloney murine leukemia virus (MoMuLV) Gag obsahujÌcÌ
HIV-1 NC specificky inkorporoval do  vznikajÌcÌch Ë·stic
HIV-1 RNA (cit.67). Z toho vypl˝v·, ûe kromÏ nespecifickÈ
vazby na RNA je NC schopen specificky rozpozn·vat virovou
RNA a je zodpovÏdn˝ za jejÌ inkorporaci do virionu. Prim·rnÌ
domÈna virovÈ RNA zodpovÏdn· za tuto specifickou vazbu se
naz˝v· ψ sekvence a vyskytuje se s urËitou homologiÌ u vöech
retrovir˘. Tato oblast se nach·zÌ na 5í konci virovÈ RNA mezi
LTR a zaË·tkem genu gag a vytv·¯Ì strukturu 4 vl·senek
(SL1ñSL4) (cit.67). Vl·senky SL1ñSL3, na rozdÌl od SL4,
vykazujÌ vysokou afinitu k NC (cit.68). PomocÌ NMR byla
urËena prostorov· struktura HIV-1 NC s nav·zan˝m fragmen-
tem RNA odvozen˝m od SL3 (cit.69) a SL2 (cit.70). KromÏ
specifickÈ vazby NC jakoûto souË·sti Gag k ψ sekvenci,
odpovÌdajÌcÌ za ˙Ëinnou inkorporaci virovÈ RNA do nezralÈ
kapsidy, je maturnÌ NC uvnit¯ Ñcoreì, kde svou vazbou na
RNA napom·h· jejÌ dimerizaci a zvyöuje jejÌ stabilitu71.

Mutace a delece HIV-1 Gag v oblasti NC domÈny zp˘so-
bujÌ poruchy uvolÚov·nÌ viru nebo zabraÚujÌ ˙ËinnÈmu skl·-
d·nÌ kapsid, z Ëehoû lze usuzovat, ûe NC domÈna Gag je
d˘leûit· i pro skl·d·nÌ virionu72,73. Jedn· se zejmÈna o N-kon-
covou oblast sloûenou z bazick˝ch aminokyselin74. Delece NC
u RSV vedla k tvorbÏ Ë·stic o niûöÌ hustotÏ. Tento defekt lze
opravit vloûenÌm basickÈ Ë·sti NC jinÈho retroviru75. Anal˝za
pomocÌ kvasinkovÈho dvouhybridovÈho systÈmu rovnÏû uka-
zuje, ûe NC zprost¯edkov·v· interakce mezi molekulami Gag
(cit.76). In vitro vytv·¯Ì CA ve f˙zi s NC cylindrickÈ Ë·stice
˙ËinnÏji neû CA samotn˝77. HeterolognÌ protein, kter˝ zpro-
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st¯edkov·v· proteinovÈ interakce, m˘ûe zastoupit NC v pro-
cesu skl·d·nÌ kapsidy78. Oblasti v NC d˘leûitÈ pro multimeri-
zaci Gag  byly  pojmenov·ny  jako tzv. I domÈny  (z angl.
Ñinteraction domainsì)28.

V souËasnosti nenÌ jasnÈ, jakou roli hraje RNA v procesu
skl·d·nÌ kapsidy. Studie skl·d·nÌ p¯eËiötÏnÈho HIV-1 CA-NC
in vitro podporujÌ roli RNA v multimerizaci Gag, protoûe
purifikovan˝ CA-NC oöet¯en˝ RNasou nevytv·¯Ì cylindrickÈ
Ë·stice77.

8. Z·vÏr

Je z¯ejmÈ, ûe retroviry jsou p¯es svoji malou velikost
a zd·nlivou jednoduchost velmi komplexnÌ Ë·stice, v nichû
vöechny komponenty majÌ zcela specifickou a nepostradatel-
nou funkci. Pro nalezenÌ ˙Ëinn˝ch terapeutik je nutno zn·t
podrobnÏ jak mechanismus replikace jejich genomu tak ze-
jmÈna funkce a vz·jemnÈ interakce produkt˘ jednotliv˝ch
gen˘. KromÏ retrovirov˝ch enzym˘, jeû jsou v souËasnosti
jedin˝m cÌlem pouûÌvan˝m pro terapii, jsou p¯edmÏtem studia
i regulaËnÌ proteiny a interakce mezi strukturnÌmi proteiny
vedoucÌ ke vzniku kapsidy. ObjasnÏnÌ tÏchto  interakcÌ je
d˘leûitÈ nejen z hlediska moûnÈho terapeutickÈho vyuûitÌ, ale
takÈ pro v˝voj vektor˘ pro genovÈ terapie.

S e z n a m p o u û i t ˝ c h z k r a t e k

ALV Avian leukosis virus
BLV Bovine leukemia virus
CA kapsidov˝ protein
CFV Chimpanzee foamy virus
GFP green fluorescent protein
HIV-1 Human immunodeficiency virus
IN integrasa
LTR long terminal repeat
MA matrixov˝ 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 nukleokapsidov˝ protein
PR proteasa
RT reverznÌ transkriptasa
SFM Simian foamy virus
SU surface glykoprotein
TM transmembrane glykoprotein
WDSV Walleye dermal sarcoma virus

Tato pr·ce byla podpo¯ena grantem GrantovÈ agentu-
ry »eskÈ republiky Ë. 203/00/1005 a grantem CEZ:J19/18:
223300006 Ministerstva ökolstvÌ, ml·deûe a tÏlov˝chovy.

LITERATURA

1. Vogt P. K., v knize: Retroviruses (Coffin J. M., Hughes
S. H., Varmus H. E., ed.), kap. 1. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, New York 1997.

2. Vogt V. M., v knize: Retroviruses (Coffin J. M., Hughes

S. H., Varmus H. E., ed.), kap. 2. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, New York 1997.

3. Quigely J. P., Rifkin D. B., Reich R.: Virology 46, 106
(1971).

4. Aloia R. C., Titan H., Jensen F. C.: Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 90, 5181 (1993).

5. Klikov· M., Ruml T.: Chem. Listy 88, 660 (1994).
6. Vogt V. M.: Curr. Top. Microbiol. Immunol. 214, 95

(1996).
7. Henderson L. E., Krutzsch H. C., Oroszlan S.: Proc. Natl.

Acad. Sci. U.S.A. 93, 339 (1983).
8. Nermut M. V., Hockley D. J., Jowett J. B. M., Jones I.

M., Garreau M., Thomas D.: Virology 198, 228 (1994).
9. Nermut M. V., Bron P., Thomas D., Rumlova M., Ruml

T., Hunter E.: J. Virol. 76, 4321 (2002).
10. Hunter E., Casey J., Hahn B., Hayami M., Korber B.,

Kurth R., Neil J., Rethwilm A., Sonigo P., Stoye J.,
v knize: Virus Taxonomy (Van Regenmortel M. H. V.,
Fauquet C. M., Bishop D. H. L., ed.), kap. 3. Academic
Press, San Diego 2000.

11. Rambaut A., Robertson D. L., Pybus O. G., Peeters M.,
Holmes E. C.: Nature 410, 1047 (2001).

12. Gabuzda D. H., Lawrence K., Langhoff E., Terwilliger
E. F., Dorfman T., Haseltine W. A., Sodroski J.: J. Virol.
66, 6489 (1992).

13. Kondo E., Mammano F., Cohen E. A., Gˆtlinger H. G.:
J. Virol. 69, 2759 (1995).

14. Heinzinger  N. K., Bukrinsky M.  I., Haggerty  S. A.,
Ragland A. M., Kewalramani V., Lee M. A., Gendelman
H. E., Ratner L., Stevenson M., Emerman M.: Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 91, 7311 (1994).

15. Garcia J. V., Miller A. D.: Nature 350, 508 (1992).
16. Willey R. L., Maldarelli F., Martin M. A., Strebel K.: J.

Virol. 66, 7193 (1992).
17. Hill C. P., Worthylake D., Bancroft D. P., Christensen A.

M., Sundquist W. I.: Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93,
3099 (1996).

18. Massiah M. A., Starich M. R., Paschall C., Summers M.
F., Christensen A. M., Sundquist W. I.: J. Mol. Biol. 244,
198 (1994).

19. Matthews S., Barlow P., Clark N., Kingsman S., Kings-
man  A., Campbell I.: Biochem. Soc. Trans. 23, 725
(1995).

20. Conte M. R., Klikova M., Hunter E., Ruml T., Matthews
S.: EMBO J. 16, 5819 (1997).

21. Rhee S. S., Hunter E.: EMBO J. 10, 535 (1991).
22. Gottlinger H. G., Sodroski J. G., Haseltine W. A.: Proc.

Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86, 5781 (1989).
23. Freed E. O., Martin M. A.: Nature 369, 107 (1994).
24. Gheysen D., Jacobs E., de Foresta F., Thiriart C., Fran-

cotte M., Thines D., De Wilde M.: Cell 59, 103 (1989).
25. Zhou W., Parent L. J., Wills J. W., Resh M. D.: J. Virol.

68, 2556 (1994).
26. Matthews S., Mikhailov M., Burny A., Roy P.: EMBO J.

15, 3267 (1996).
27. McDonnell J. M., Fushman D., Cahill S. M., Zhou W.,

Wolven A., Wilson C. B., Nelle T. D., Resh M. D., Wills
J., Cowburn D.: J. Mol. Biol. 279, 921 (1998).

28. Parent L. J., Bennett R. P., Craven R. C., Nelle T. D.,
Krishna N. K., Bowzard J. B., Wilson C. B., Puffer B. A.,
Montelaro R. C., Wills J. W.: J. Virol. 69, 5455 (1995).

Chem. Listy 97, 949 ñ 956 (2003) Refer·ty

955



29. Spearman P., Horton R., Ratner L., Kuli-Zade I.: J. Virol.
71, 6582 (1997).

30. Zhou W., Resh M. D.: J. Virol. 70, 8540 (1996).
31. Ono A., Freed E. O.: J. Virol. 73, 4136 (1999).
32. Paillart J. C., Gottlinger H. G.: J. Virol. 73, 2604 (1999).
33. Reil H., Bukovsky A. A., Gelderblom H. R., Gottlinger

H. G.: EMBO J. 17, 2699 (1998).
34. Gallay P., Swingler S., Aiken C., Trono D.: Cell 80, 379

(1995).
35. Gallay P., Swingler S., Song J., Bushman F., Trono D.:

Cell 83, 569 (1995).
36. Bukrinskaya  A. G., Ghorpade  A., Heinzinger N. K.,

Smithgall T. E., Lewis R. E., Stevenson M.: Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 93, 367 (1996).

37. Jacque J. M., Mann A., Enslen H., Sharova N., Brichacek
B., Davis R. J., Stevenson M.: EMBO J. 17, 2607 (1998).

38. Camaur D., Gallay P., Swingler S., Trono D.: J. Virol. 71,
6834 (1997).

39. Facke M., Janetzko A., Shoeman R. L., Krausslich H. G.:
J. Virol. 67, 4972 (1993).

40. Gallina A., Mantoan G., Rindi G., Milanesi G.: Biochem.
Biophys. Res. Commun. 204, 1031 (1994).

41. Freed E. O., Orenstein J. M., Buckler-White A. J., Martin
M. A.: J. Virol. 68, 5311 (1994).

42. Rhee S. S., Hunter E.: Cell 63, 77 (1990).
43. Choi G., Park S., Choi B., Hong S., Lee J., Hunter E.,

Rhee S. S.: J. Virol. 73, 5431 (1999).
44. Lingappa J. R., Hill R. L., Wong M. L., Hegde R. S.: J.

Cell. Biol. 136, 567 (1997).
45. Jacobs E., Gheysen D., Thines D., Francotte M., de Wilde

M.: Gene 79, 71 (1989).
46. Boulanger P., Jones I.: Curr. Top. Microbiol. Immunol.

214, 237 (1996).
47. Lee Y. M., Yu X. F.: Virology 243, 78 (1998).
48. Freed E. O.: Virology 251, 1 (1998).
49. Gitti R. K., Lee B. M., Walker J., Summers M. F., Yoo

S., Sundquist W. I.: Science 273, 231 (1996).
50. Gamble T. R., Vajdos F. F., Yoo S., Worthylake D. K.,

Houseweart M., Sundquist W. I., Hill C. P.: Cell 87, 1285
(1996).

51. Momany C., Kovari L. C., Prongay A. J., Keller W., Gitti
R. K., Lee B. M., Gorbalenya A. E., Tong L., McClure J.,
Ehrlich L. S., Summers M. F., Carter C., Rossmann M.
G.: Nat. Struct. Biol. 3, 763 (1996).

52. Gamble T. R., Yoo S., Vajdos F. F., von Schwedler U.
K., Worthylake D. K., Wang  H., McCutcheon J. P.,
Sundquist W. I., Hill C. P.: Science 278, 849 (1997).

53. Zhang W. H., Hockley D. J., Nermut M. V., Morikawa
Y., Jones I. M.: J. Gen. Virol. 77 (Pt 4), 743 (1996).

54. Mammano F., Ohagen A., Hoglund S., Gottlinger H. G.:
J. Virol. 68, 4927 (1994).

55. Luban J., Lee C., Goff S. P.: J. Virol. 67, 3630 (1993).
56. Braaten D., Franke E. K., Luban J.: J. Virol. 70, 3551

(1996).
57. Franke E. K., Yuan H. E., Luban J.: Nature 372, 359

(1994).
58. Braaten D., Aberham C., Franke E. K., Yin L., Phares W.,

Luban J.: J. Virol. 70, 5170 (1996).

59. Reicin A. S., Ohagen A., Yin L., Hoglund S., Goff S. P.:
J. Virol. 70, 8645 (1996).

60. von Schwedler U. K., Stemmler T. L., Klishko V. Y., Li
S., Albertine K. H., Davis D. R., Sundquist W. I.: EMBO
J. 17, 1555 (1998).

61. Gross I., Hohenberg H., Huckhagel C., Krausslich H. G.:
J. Virol. 72, 4798 (1998).

62. Rumlova-Klikova M., Hunter E., Nermut M. V., Pichova
I., Ruml T.: J. Virol. 74, 8452 (2000).

63. Darlix J. L., Lapadat-Tapolsky M., de Rocquigny H.,
Roques B. P.: J. Mol. Biol. 254, 523 (1995).

64. Morellet N., Jullian N., de Rocquigny H., Maigret B.,
Darlix J. L., Roques B. P.: EMBO J. 11, 3059 (1992).

65. South T. L., Summers M. F.: Protein Sci. 2, 3 (1993).
66. Schwartz M. D., Fiore D., Panganiban A. T.: J. Virol. 71,

9295 (1997).
67. Zhang Y., Barklis E.: J. Virol. 69, 5716 (1995).
68. Amarasinghe G. K., Zhou J., Miskimon M., Chancellor

K. J., McDonald J. A., Matthews A. G., Miller R. R.,
Rouse M. D., Summers M. F.: J. Mol. Biol. 314, 961
(2001).

69. De Guzman R. N., Wu Z. R., Stalling C. C., Pappalardo
L., Borer P. N., Summers M. F.: Science 279, 384 (1998).

70. Amarasinghe G. K., De Guzman R. N., Turner R. B.,
Chancellor K. J., Wu Z. R., Summers M. F.: J. Mol. Biol.
301, 491 (2000).

71. Feng Y. X., Copeland T. D., Henderson L. E., Gorelick
R. J., Bosche W. J., Levin J. G., Rein A.: Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 93, 7577 (1996).

72. Dorfman  T., Luban J., Goff S. P., Haseltine W. A.,
Gottlinger H. G.: J. Virol. 67, 6159 (1993).

73. Hong S. S., Boulanger P.: J. Virol. 67, 2787 (1993).
74. Jowett J. B., Hockley D. J., Nermut M. V., Jones I. M.: J.

Gen. Virol. 73 ( Pt 12), 3079 (1992).
75. Bennett R. P., Nelle T. D., Wills J. W.: J. Virol. 67, 6487

(1993).
76. Franke E. K., Yuan H. E., Bossolt K. L., Goff S. P., Luban

J.: J. Virol. 68, 5300 (1994).
77. Campbell S., Vogt V. M.: J. Virol. 69, 6487 (1995).
78. Zhang Y., Qian H., Love Z., Barklis E.: J. Virol. 72, 1782

(1998).

P. Strnad, ä. 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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⁄vod

Mikropr˘tokov· analytick· za¯ÌzenÌ, kter· by umoûnila
spojenÌ nÏkolika krok˘ chemickÈ anal˝zy na miniaturnÌch
platform·ch, jsou jiû delöÌ dobu p¯edmÏtem z·jmu mnoha
svÏtov˝ch laborato¯Ì1ñ4.Tato za¯ÌzenÌ jsou nÏkdy tÈû naz˝v·na
Ñlaborato¯ na Ëipuì systÈmy, mikrotot·lnÌ analytickÈ systÈmy5

(µTAS) nebo tÈû mikrofluidnÌ Ëipy. Jsou p¯ipravov·na z k¯e-
mÌku6, skla7 Ëi polymer˘8 pomocÌ mikrofabrikaËnÌch metod9

bÏûn˝ch dosud spÌöe v elektrotechnickÈm pr˘myslu p¯i v˝robÏ
integrovan˝ch obvod˘ a pro pohyb vzork˘ vyuûÌvajÌ p¯ede-
vöÌm elektroosmotick˝ tok nebo hydrodynamick˝ tok. Mezi
nejvÏtöÌ v˝hody tÏchto koncept˘ pat¯Ì integrace procesu p¯ed-
˙pravy vzorku, jeho ˙ËinnÈ separace a n·slednÈ detekce, mi-
nim·lnÌ n·roky na mnoûstvÌ pouûit˝ch reagenciÌ a spot¯ebu
vzorku, vysok· rychlost anal˝zy, automatizovatelnost analy-
tick˝ch proces˘, cenov· dostupnost, nÌzkÈ n·roky na prostor,
atd.1ñ4

MikrofluidnÌ za¯ÌzenÌ jsou spojena p¯edevöÌm se spek-
trometrick˝mi zp˘soby detekce, nap¯Ìklad s laserem induko-
vanou fluorescencÌ10 Ëi hmotnostnÌ spektrometriÌ11. Tyto de-
tektory jsou vöak p¯Ìliö objemnÈ ve srovn·nÌ s vlastnÌmi Ëipy,
ËÌmû se ztr·cÌ nÏkterÈ v˝hody spojenÈ s miniaturizacÌ. Proto
je dalöÌ rozvoj nov˝ch zp˘sob˘ detekce velice pot¯ebn˝. V˝-
hodn˝m ¯eöenÌm pro elektroaktivnÌ l·tky se jevÌ detekce elek-
trochemick·, kde lze detekËnÌ elektrodu integrovat k mikro-
fluidnÌmu za¯ÌzenÌ samotnÈmu12. VÏtöinou je pouûÌv·na am-
perometrick· detekce p¯i konstantnÌm potenci·lu13,14. Z metod
s promÏnn˝m potenci·lem byla pouûita nap¯Ìklad cyklick·
voltametrie pro mÏ¯enÌ v subnanolitrov˝ch objemech15,16, dal-
öÌ moûnostÌ je pouûitÌ detekce vodivostnÌ17.

CÌlem tÈto pr·ce je uk·zat moûnosti r˘zn˝ch operacÌ pr˘-

tokovÈ injekËnÌ anal˝zy (FIA) integrovanÈ na jednoduchou
mikrofluidnÌ platformu (auto¯i navrhujÌ pouûÌvat Ëesk˝ n·zev
mikropr˘tokov· injekËnÌ anal˝za Ëi µFIA (cit.18)).

ZmÌnÏn· metoda dosud nebyla, navzdory jejÌm nesporn˝m
v˝hod·m pro automatizaci a miniaturizaci, st¯edem z·jmu
rychle se rozr˘stajÌcÌho oboru mikrofluidnÌ chemie19. CÌlem
p¯edkl·danÈ pr·ce je proto zhodnocenÌ takovÈho systÈmu.
Byly studov·ny moûnosti opakovanÈho d·vkov·nÌ analytu,
˙ËinnÈho transportu nosnÈho mÈdia a reagentu v submikro-
litrov˝ch objemech, byl zkoum·n vliv nÏkter˝ch experimen-
t·lnÌch parametr˘ (intenzita elektrickÈho pole, doba d·vko-
v·nÌ, materi·l pracovnÌ elektrody) na analytickÈ vlastnosti
systÈmu. Pro detekci byla zvolena sÌtotiskov· (screen-printed)
elektroda z uhlÌkovÈho inkoustu, kter· byla ned·vno pouûita
pro amperometrickou detekci v mikrofluidnÌm systÈmu s ka-
pil·rnÌ zÛnovou elektroforÈzou20 (CZE). V˝zkum a vyuûitÌ
nov˝ch netradiËnÌch elektrodov˝ch materi·l˘ je v souËasnÈ
dobÏ v pop¯edÌ z·jmu naöÌ laborato¯e.

Experiment·lnÌ Ë·st

C h e m i k · l i e

Dopamin (3,4-dihydroxyphenethylamin), p-kresol (4-me-
thylfenol), 1,2-dihydroxybenzen, β-D(+)glukosa a glukos-
oxidasa (β-D-glukosa:kyslÌk 1-oxidoreduktasa) (234 900 jed-
notek.gñ1), byly zakoupeny od Sigma-Aldrich. Nosn˝m elek-
trolytem byla smÏs fosf·tovÈho a bor·tovÈho pufru (oba
0,02 mol.lñ1, pH 7,9, pro fosf·tov˝ pufr byly pouûity hydro-
genfosforeËnan sodn˝ a fosforeËnan sodn˝, pro bor·tov˝ pufr
boritan sodn˝). Z·sobnÌ roztoky a pufry byly p¯ipravov·ny
dennÏ v deionizovanÈ vodÏ a filtrov·ny 0,45 µm membr·-
nov˝m filtrem (Whatman, USA). Roztoky vzork˘ byly p¯ipra-
vov·ny ¯edÏnÌm odpovÌdajÌcÌch z·sobnÌch roztok˘ pufry. Pro
modifikaci tiötÏnÈ elektrody byl pouûit standardnÌ roztok zlata
pro atomovou absorpci (1,000 µg.mlñ1 Au ve 5 hm.% HCl)
zakoupen˝ od Sigma-Aldrich.

P o u û i t È p ¯ Ì s t r o j e

Elektrochemick· mÏ¯enÌ byla provedena na potenciosta-
tu Electrochemical Analyzer 621 (CH Instruments, Austin,
USA) spojenÈm s osobnÌm poËÌtaËem s procesorem Pentium
III 166 MHz, 32 MB RAM. Uspo¯·d·nÌ integrovanÈho sys-
tÈmu Ëipñdetektor bylo pops·no d¯Ìve13,20. MikrofluidnÌ skle-
nÏn˝ Ëip byl vyroben firmou Alberta Microelectronic Com-
pany (AMC, Model MC-BF4-001, Edmonton, Kanada) vlh-
k˝m chemick˝m lept·nÌm a tepeln˝m lepenÌm. Skl·dal se
z mikrokan·lk˘ o pr˘¯ezu tvaru poloviËnÌ elipsy o öÌ¯ce 50 µm
a hloubce cca 40 µm tvo¯ÌcÌch Ëty¯cestn˝ d·vkovacÌ k¯Ìû spo-
jen˝ s t¯emi z·sobnÌky pufru a reakËnÌho mikrokan·lu dÈlky
72 mm. PracovnÌ elektroda a mikrofluidnÌ Ëip byly ukotveny
v laboratornÏ p¯ipravenÈm drû·ku z poly-methylmethakryl·tu
(obr. 1). Pro spojenÌ odpovÌdajÌcÌch d·vkovacÌch kan·lk˘ se
z·sobnÌky pufru a roztoku vzorku byly pouûity zkr·cenÈ öpiË-
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ky z plastov˝ch pipet naplnÏnÈ odpovÌdajÌcÌmi roztoky. Elek-
trochemick˝ detektor byl umÌstÏn v odpadnÌm z·sobnÌku,
p¯iËemû v˝vod reakËnÌho mikrokan·lku byl pouûit pro Ñend-
-columnì amperometrickou detekci. St¯Ìbrn˝ dr·tek pokryt˝
AgCl byl pouûit jako referentnÌ elektroda, platinov˝ dr·tek
tvo¯il elektrodu pomocnou a jako pracovnÌ byla pouûita sÌ-
totiskov· elektroda z uhlÌkovÈho inkoustu natiötÏn· na ke-
ramickÈ destiËce pomocÌ poloautomatickÈ tisk·rny TF 100
(MPM, Fanklin, USA)19, byl pouûit inkoust Electrodag 440B
kat. Ë. 49AB90 (Acheson, Colloids, Kanada). Vzd·lenost mezi
v˝vodem reakËnÌho mikrokan·lku a povrchem pracovnÌ elek-
trody byla kontrolov·na plastov˝m öroubem a teflonov˝m
vymezovacÌm tÏsnÏnÌm tlouöùky 50 µm. Do vöech z·sobnÌk˘
byly umÌstÏny platinovÈ dr·tky pro spojenÌ se zdrojem vyso-
kÈho napÏtÌ (HV), vyrobenÈho v laborato¯i. NapÏtÌ zdroje
vysokÈho napÏtÌ bylo moûnÈ nastavovat v rozmezÌ 0±4 kV.

P r a c o v n Ì p o s t u p

Pro detekci glukosy a p-kresolu byla elektroda modifiko-
v·na zlatem pouûitÌm Ëtvercov˝ch pulz˘ (ñ0,2 aû +0,75 V
proti Ag/AgCl) öÌ¯ka pulzu 0,6 s po 30 min) v roztoku 0,3.10ñ3

mol.lñ1 Au(III), 0,1 mol.lñ1 NaCl a 1,5% HCl. Zlato bylo
vylouËeno redukcÌ. Jak bylo zjiötÏno21, redukce Ëtvercov˝mi
pulzy poskytuje mechanicky odolnÏjöÌ vrstvu zlata neû re-
dukce p¯i konstantnÌm potenci·lu Ëi redukce cyklickou vol-
tametriÌ. Pro detekci dopaminu byla pouûita nemodifikovan·
uhlÌkov· sÌtotiskov· elektroda. PracovnÌ potenci·l elektrody
pro detekci glukosy a p-kresolu byl 0,9 V (vöe proti Ag/AgCl),
Dopamin byl detegov·n p¯i +1,2 V. Amperometrick˝ sign·l
byl zaznamen·v·n s Ëasovou konstantou 0,1 s.

Z·sobnÌk pro nosn˝ elektrolyt v plastovÈm drû·ku s od-
povÌdajÌcÌmi spojkami z pipet byl naplnÏn 250 µl pufru, z·sob-
nÌky pro roztoky vzorku byly naplnÏny 200 µl. »ip byl potÈ
umÌstÏn do plastovÈho drû·ku se öpiËkami plastov˝ch spojek
mÌ¯ÌcÌmi dol˘ do z·sobnÌk˘ v tÏle plastovÈho drû·ku. Nakonec
byl naplnÏn detekËnÌ z·sobnÌk a bylo zapojeno vysokÈ napÏtÌ.
Roztoky vzorku a nosnÈho elektrolytu byly pumpov·ny elek-
trokineticky, detekËnÌ z·sobnÌk byl uzemnÏn, ostatnÌ z·sob-
nÌky byly plovoucÌ. Vzhledem k vysokÈmu napÏtÌ je t¯eba
vöechny operace prov·dÏt s mimo¯·dnou opatrnostÌ. Mikro-
kan·lky byly p¯ed pouûitÌm propl·chnuty deionizovanou vo-
dou. P¯Ìvod vysokÈho napÏtÌ do z·sobnÌku nosnÈho elektro-
lytu a roztoku vzorku byl realizov·n pomocÌ Pt elektrod.
NapÏtÌ bylo p¯epÌn·no pomocÌ jednoduchÈho p¯epÌnaËe. Takto
bylo d·vkov·nÌ vzorku do proudu nosnÈho elektrolytu velice
rychlÈ a tok byl p¯eruöov·n jen minim·lnÏ. P¯ed opakovan˝mi
d·vkov·nÌmi vzorku byly naplnÏny i postrannÌ mikrokan·lky
Ëipu p¯ipojenÌm napÏtÌ 3 kV po dobu 20 s. ElektrokinetickÈ
d·vkov·nÌ vzorku bylo prov·dÏno po stabilizaci sign·lu prou-
du  z·kladnÌ linie p¯ipojenÌm  napÏtÌ  3 kV (intenzita elek-
trickÈho pole 0,42 kV.cmñ1).

V˝sledky a diskuse

C h a r a k t e r i z a c e m i k r o f l u i d n Ì h o t o k u

Pro charakterizaci elektrokinetick˝ch vlastnostÌ mikro-
fluidnÌho toku byly vybr·ny dopamin a p-kresol. P¯i pH 7,9 je
potlaËena ionizace tÏchto l·tek, kterÈ pak migrujÌ s elektroos-
motick˝m tokem, coû bylo prok·z·no minim·lnÌm rozdÌlem
migraËnÌch Ëas˘ 38 a 37 s p¯i 3 kV (d·vkov·nÌ 3 s). Lze je
detegovat s mikromol·rnÌ citlivostÌ bez p¯edchozÌ derivati-
zace, v˝sledky proto nejsou ovlivnÏny r˘zn˝mi parametry
˙Ëinnosti reakce (Ëas, teplota, mÌch·nÌ, atd.). Analytick˝ v˝-
kon platformy byl vyhodnocen jako poËet rozliöen˝ch pÌk˘ ve
stanovenÈm Ëase p¯i postupnÈm d·vkov·nÌ modelov˝ch l·tek
do elektroosmotickÈho toku. PoËet ˙spÏön˝ch d·vkov·nÌ byl
ovlivnÏn Ëasem pot¯ebn˝m ke stabilizaci sign·lu z·kladnÌ

Obr. 1. Integrovan˝ mikropr˘tokov˝ systÈm s amperometrickou
detekcÌ; A ñ sklenÏn˝ mikrofluidnÌ Ëip, B ñ reakËnÌ kan·l, C ñ
d·vkovacÌ kan·l, D ñ öpiËka pipety pro spojenÌ se z·sobnÌkem nosnÈho
elektrolytu, E ñ öpiËka pipety pro spojenÌ se z·sobnÌkem vzorku, F ñ
nevyuûit˝ kan·l, G ñ drû·k systÈmu z plexiskla, H ñ z·sobnÌk nosnÈho
elektrolytu, I ñ z·sobnÌk vzorku, J ñ nevyuûit˝ z·sobnÌk, K ñ detekËnÌ
(odpadnÌ) z·sobnÌk, L, M ñ tiötÏn· pracovnÌ elektroda, N ñ kontakt
st¯Ìbrn˝m inkoustem, O ñ izolant, P ñ vymezovacÌ tÏsnÏnÌ, Q ñ v˝vod
kan·lu, R ñ referentnÌ elektroda, S ñ pomocn· elektroda, T ñ elektrody
zdroje vysokÈho napÏtÌ, U ñ plastov˝ öroub. Pro lepöÌ zobrazenÌ jsou
Ëip, plastov˝ drû·k a sÌtotiskov· elektroda odÏlenÈ a rozmÏry nejsou
v re·lnÈm mÏ¯Ìtku (p¯etiötÏno se svolenÌm redakce13)

Obr.  2. Vliv d·vkovanÈho  objemu  na tvar pÌku 1.10ñ4 mol.lñ1

p-kresolu; intenzita elektrickÈho pole 0,42 kV.cmñ1, d·vkov·nÌ 1,
2, 3, 4, 6, 8, 10, 15, 20 s (añi), v 0,02 mol.lñ1 smÏsi fosf·tovÈho
a bor·tovÈho pufru pH 7,9, detekce na zlatem modifikovanÈ sÌtotisko-
vÈ uhlÌkovÈ elektrodÏ p¯i 0,9 V vs. Ag/AgCl; Idet ñ proud, t ñ Ëas
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linie po elektrochemickÈ detekci. BÏhem 3 min bylo moûno
detegovat 7 pÌk˘ dopaminu s 20 s intervaly mezi d·vkov·nÌm
Ëi 6 pÌk˘ p-kresolu s 25 s intervaly. D·le byl sledov·n vliv
d·vkovanÈho objemu na tvar pÌk˘ u p-kresolu (obr. 2). Op-
tim·lnÌ gaussovsk˝ pÌk je dosaûen p¯i cca 3 s d·vkov·nÌ. Vliv
intenzity elektrickÈho pole na v˝öku a öÌ¯ku pÌku byl studov·n
pro 1.10ñ4 mol.lñ1 analyty. Jak je patrnÈ z obr. 3, poloöÌ¯ka pÌku
w1/2 se zvÏtöuje a v˝öka pÌku se sniûuje se sniûujÌcÌ se intenzi-
tou elektrickÈho pole. Jako optim·lnÌ lze doporuËit napÏtÌ
3 kV (intenzita elektrickÈho pole 0,42 kV.cmñ1), p¯i nÏmû bylo
zjiötÏno nejmenöÌ rozmytÌ pÌk˘.

Opakovatelnost a stabilita sign·lu byla vypoËtena jako
relativnÌ smÏrodatn· odchylka z 30 d·vkov·nÌ modelov˝ch
l·tek o koncentraci 5.10ñ5 mol.lñ1 (2,47 % pro dopamin, 3,06 %
pro p-kresol)(viz obr. 4).

Tabulka I
AnalytickÈ parametry kalibraËnÌch mÏ¯enÌ stanoven˝ch l·tek

SlouËenina c SmÏrnice ⁄sek Ra LD
b

[mol.lñ1] [nA.molñ1.l] [nA] [mol.lñ1]

Glukosa (5ñ15).10ñ3 5,56.103 0,31 0,9945 2,5.10ñ3

Dopamin (1ñ8).10ñ5 1,24.105 0,12 0,9976 5.10ñ6

p-Kresol (2ñ12).10ñ5 3,22.104 0,21 0,9899 1.10ñ5

a KorelaËnÌ koeficient, b limita detekce

S t a n o v e n Ì g l u k o s y

Moûnost vyuûitÌ chemickÈ reakce pro stanovenÌ glukosy
v mikropr˘tokovÈ injekËnÌ anal˝ze byla studov·na na reakci
glukosy s enzymem glukosooxidasou. Byla zvolena aerobnÌ
enzymatick· oxidace glukosy na kyselinu glukonovou a pero-
xid vodÌku, kyselina glukonov· byla n·slednÏ amperomet-
ricky oxidov·na na pracovnÌ elektrodÏ. PouûitÌ tÈto reakce
bylo jiû d¯Ìve pops·no v literatu¯e22. Enzym o koncentraci
70 jednotek.mlñ1 byl p¯ipraven v roztoku smÏsi fosf·tovÈho
a bor·tovÈho pufru. Vzorek byl pak d·vkov·n do toku pufru
obsahujÌcÌho enzym. Jako reakËnÌ smyËka byl vyuûit mikro-
kan·l vedoucÌ k detektoru.

Byla provedena kalibraËnÌ mÏ¯enÌ a urËeny limity detekce
(tabulka I). Koncentrace byly mÏ¯eny t¯ikr·t, sign·l pro vöech-
ny studovanÈ l·tky vzr˘stal line·rnÏ v celÈ mÏ¯enÈ koncen-
traËnÌ oblasti a limita detekce byla urËena jako trojn·sobek
absolutnÌ hodnoty öumu z·kladnÌ linie (S/N = 3).

Z·vÏr

Bylo zkoum·no vyuûitÌ jednoduchÈho mikrofluidnÌho za-
¯ÌzenÌ v mikropr˘tokovÈ injekËnÌ anal˝ze. Vliv intenzity elek-
trickÈho pole, d·vkovanÈho objemu a koncentrace vzorku,
opakovatelnost a dlouhodob· stabilita stanovenÌ byly zkou-
m·ny pro dopamin a p-kresol. Pro µFIA stanovenÌ byla vy-
uûita enzymatick· reakce glukosy s glukosooxidasou. Jako
detekËnÌ technika byla zvolena amperometrie za konstantnÌho
potenci·lu, pro zlepöenÌ citlivosti detektoru byl povrch elek-
trod modifikov·n zlatem. Metoda poskytuje velmi dobrou
opakovatelnost a spolehlivost. Bylo dosaûeno milimol·rnÌ
limity detekce pro glukosu a mikromol·rnÌch limit detekce pro
dopamin a p-kresol.

A. M. dÏkuje AmerickÈ chemickÈ spoleËnosti (ACS) a Fon-
du rozvoje vysok˝ch ökol (FRVä G4 2300/2002) a J. B. dÏkuje
GrantovÈ agentu¯e Univerzity Karlovy  (projekt  232/2002/
B-CH/PrF) za poskytnutou finanËnÌ podporu.
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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
for dopamine and p-cresol were achieved.

V˝zkumn˝ ˙stav vodohospod·¯sk˝ T. G. Masaryka,

ASLAB St¯edisko pro posuzov·nÌ zp˘sobilosti laborato¯Ì,

Praha 6, Podbabsk· 30

p¯ijme spolupracovnÌka

s velmi dobrou znalostÌ MS Office, zejmÈna datov˝ch a textov˝ch aplikacÌ.
Poûadavky: Vä (US) vzdÏl·nÌ chemickÈho nebo p¯ÌrodovÏdnÈho zamÏ¯enÌ,

spolehlivost, p¯esnost, vhodnÈ i pro absolventy.
N·stup ihned nebo podle dohody.

Informace: tel. 220 197 272, e-mail koruna@vuv.cz
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KlÌËov· slova:

Ke dni 26. b¯ezna 2003 bylo v Chemical Abstracts re-
gistrov·no 21 211 680 organick˝ch a anorganick˝ch l·tek,
p¯iËemû ke dni 21. z·¯Ì 2001 to bylo Ñjenì 18 683 580 or-
ganick˝ch  a anorganick˝ch l·tek (aktu·lnÌ poËet registro-
van˝ch chemick˝ch l·tek lze snadno zjistit na webovÈ str·n-
ce Chemical Abstracts Service, http://www.cas.org/cgi-bin/
regreport.pl). BÏhem p˘ldruhÈho roku tedy poËet registrova-
n˝ch chemick˝ch l·tek vzrostl o vÌce neû 2,5 milionu.

Porovn·me-li tyto poËty s existujÌcÌmi datab·zemi spekter,
zjistÌme nÏkolika¯·dov˝ rozdÌl mezi poËtem zn·m˝ch slouËe-
nin a poËtem uloûen˝ch spekter. Je p¯itom zn·mo, ûe pr·vÏ
molekulov· spektra (p¯edevöÌm spektra NMR, I», Ramanova
a hmotnostnÌ) jsou jednÌm ze z·kladnÌch zdroj˘ informacÌ
o nov˝ch l·tk·ch. Spektra jsou ve vÏtöinÏ publikacÌ zreduko-
v·na na jednovÏt· konstatov·nÌ, po p¯ÌpadÏ na jednoduchou
tabulku. P˘vodnÌ spektra v lepöÌm p¯ÌpadÏ uchov·v· autor,
d¯Ìve Ëi pozdÏji jsou i tato spektra Ëasto zapomenuta Ëi ztrace-
na. Tabulka I shrnuje odhad poËtu spekter, kter· byla zmÌnÏna
jen v prvnÌch öesti ËÌslech 67. roËnÌku Ëasopisu Collection of
Czechoslovak Chemical Communications.

V uplynul˝ch letech jsme byli svÏdky ¯ady pokus˘ vybu-
dovat mezin·rodnÌ banku spektroskopick˝ch dat. Idea budo-
v·nÌ takovÈ mezin·rodnÌ datab·ze nenÌ nov· a byla ˙spÏö-
nÏ ovÏ¯ena na bance krystalografick˝ch dat protein˘, do kterÈ

Tabulka I
P¯ibliûn˝ poËet citovan˝ch spekter v Ël·ncÌch Ëasopisu Col-
lection of Czechoslovak Chemical Communication 67 (2002)
(spektra: I» ñ infraËerven·, UV ñ ultrafialov·, ESR ñ elektro-
novÈ spinovÈ resonance, NMR ñ nukle·rnÌ magnetickÈ reso-
nance, MS ñ hmotnostnÌ)

»Ìslo I» ESR 13C-NMR Jin·
UV RAMAN 1H-NMR MS

1 70 0 0 0 138 134 25 6
2 16 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

jsou data ukl·d·na tÈmÏ¯ z kaûdÈ recenzovanÈ proteinovÈ
krystalografickÈ publikace. Tato banka dat je zp¯ÌstupnÏna
krystalografickÈ obci a je klÌËov˝m zdrojem pro aktivity na
tomto poli (http://www.rcsb.org/pdb/).

V roce 1996 byl na konferenci ÑSpojenÌ a interpretace
spekter prost¯ednictvÌm molekulov˝ch strukturì (Linking and
Interpreting Spectra through Molecular Structures), konanÈ ve
Warwicku (Velk· Britanie), pod·n n·vrh na zaloûenÌ obdob-
nÈho zdroje spektroskopick˝ch dat. HnacÌ silou tohoto n·vrhu
byl st·le se zvÏtöujÌcÌ rozdÌl mezi poËtem zn·m˝ch slouËenin
a poËtem spekter uloûen˝ch ve spektr·lnÌch datab·zÌch. V roce
1996 bylo evidov·no 14 milion˘ chemick˝ch l·tek.

Po ¯adÏ diskusÌ na r˘zn˝ch konferencÌch v letech 1996 aû
1998 jak v EvropÏ, tak i v USA byly v roce 1999 a 2000
p¯edloûeny dva n·vrhy vyj·d¯enÌ z·jmu o 5. r·mcov˝ program
zaloûenÌ spektroskopickÈ databanky. DuöÌ celÈho projektu se
stal Dr. Antony N. Davies, University of Glamorgan (Wales)
a Creon Lab Control A.G., Frechen (SRN) (d¯Ìve Institut f¸r
Spektrochemie und Angewandte Spektroskopie, Dortmund
(SRN)). Oba n·vrhy byly pozitivnÏ posouzeny, prvnÌmu vöak
bylo vytknuto, ûe se nezab˝val strukturou projektu po skon-
ËenÌ jeho financov·nÌ EU. V druhÈm kole byl projekt s n·zvem
ÑAccess to Research Spectroscopic Data and Associated Che-
mical Knowledgeì (P¯Ìstup k v˝zkumn˝m spektroskopick˝m
dat˘m a doprovodn˝m chemick˝m znalostem) (EUROSPEC)
vysoce ocenÏn a schv·len k financov·nÌ jako tÈmatick· sÌù
v r·mci programu Konkurenceschopn˝ a trvale udrûiteln˝
r˘st. ÿeöiteli projektu jsou Institut f¸r 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), Vysok· ökola chemicko-technologick·
v Praze, Praha, LGC Ltd., Runcorn (Velk· Brit·nie), IM
Publications, Chichester (Velk· Brit·nie) a Specs and Bio-
specs B.V., Rijswijk ZH (Nizozemsko). ProsazenÌ tohoto pro-
jektu je velk˝m ˙spÏchem nejen pro z˙ËastnÏnÈ konsorcium,
ale pro spektroskopii jako celek, neboù potvrzuje jejÌ nepostra-
datelnou ˙lohu ve sfÈ¯e priorit EU.

JednÌm z klÌËov˝ch moment˘ p¯Ìpravy celÈho projektu
byla vöeobecn· podpora a p¯Ìslib ˙Ëasti ¯ady vÏdeck˝ch i ko-
merËnÌch vydavatel˘ Ëasopis˘ i vÏdeck˝ch spoleËnostÌ. I p¯es
siln˝ atak ze strany komerËnÌch organizacÌ, zab˝vajÌcÌch se
tvorbou a prodejem spektr·lnÌch datab·zÌ, projekt zÌskal sil-
nou podporu celÈ ¯ady velk˝ch i mal˝ch vydavatelstvÌ, a to
»eskÈ chemickÈ spoleËnosti, EDP Sciences, Elsevier Scien-
ce, IM Publications, International Society for Ion Mobility
Spectrometry, SpektroskopickÈ spoleËnosti 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 poËÌt· s p¯i-
pojenÌm dalöÌch vydavatel˘ Ëasopis˘, vËetnÏ Ëasopis˘ v˝chod-
nÌ Evropy (tab. II).

VlastnÌ t¯Ìlet˝ projekt byl zah·jen 1. ledna 2002 a v prvnÌm
roce mÏl dva klÌËovÈ ˙koly: p¯ipravit infrastrukturu projektu
a p¯esn· pravidla ukl·d·nÌ a manipulace s daty. VydavatelÈ
Ëasopis˘ by mÏli vyzvat svoje autory k zasÌl·nÌ dat do tÈto
mezin·rodnÌ datab·ze a archivu (International Spectroscopic
Databank and Archive, IS-DB) jiû v roce 2003.
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Tabulka II
Seznam participujÌcÌch Ëasopis˘

N·zev Ëasopisu N·zev Ëasopisu N·zev Ëasopisu

ActualitÈ Chimique Green Chemistry Lab on a Chip
Analusis Magazine International Journal for Ion Magnetic Resonance in Chemistry

Mobility Spectrometry
Analyst International Journal of Mass New Journal of Chemistry

Spectrometry
Analytical and Bioanalytical Journal of Analytical Atomic NIR News
Chemistry Spectrometry
Analytica Chimica Acta Journal of Environmental Monitoring PhysChemComm
Applied Spectroscopy Journal of Mass Spectrometry Physical Chemistry Chemical Physics
Bulletin »eskÈ chemickÈ spoleËnosti Journal of Materials Chemistry Rapid Communications in Mass Spectrometry
Bulletin of the Ioannes Marcus Journal of Molecular Structure Spectrochimica Acta, Part A:
Spectroscopic Society Molecular and Biomolecular Spectroscopy
Chemical Communications Journal of the Chemical Society, Spectrochimica Acta, Part B:

Dalton Transactions Atomic Spectroscopy
ChemickÈ listy Journal of the Chemical Society, Spectroscopy Europe

Perkin Transactions 1
Collection of Czechoslovak Journal of the Chemical Society, Surface and Interface Analysis
Chemical Communications Perkin Transactions 2
CrystEngComm Journal of Near Infrared Spectroscopy Talanta
European Journal of Mass Journal of Pharmaceutical Vibrational Spectroscopy
Spectrometry and Biomedical Analysis
Faraday Discussions Journal of Raman Spectroscopy X-Ray Spectrometry
Geochemical Transactions

Snahou ¯eöitel˘ projektu je, aby vstup dat do datab·ze
byl co nejjednoduööÌ. Bude realizov·n pomocÌ webovÈ str·n-
ky, kter· by Ëasem mÏla b˝t dostupn· i v r˘zn˝ch jazyko-

v˝ch mutacÌch, vËetnÏ Ëeötiny (obr. 1). Preferov·no bude ulo-
ûenÌ origin·lnÌch dat s dostateËn˝mi informacemi pro identi-
fikaci mÏ¯icÌho systÈmu ve standardnÌm form·tu pro v˝mÏnu

Obr. 1. VstupnÌ webov· str·nka Mezin·rodnÌ spektroskopickÈ datab·ze
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dat, jako je JCAM-DX pro spektra, MOLFILES pro struk-
tury atp.

Uloûen· data budou v prvnÌ f·zi p¯Ìstupn· pouze vyda-
vatel˘m a po zajiötÏnÈ lince recenzent˘m urËitÈho Ël·nku.
P¯Ìstup k ˙pln˝m spektr·lnÌm dat˘m by mÏl recenzent˘m
usnadnit jejich pr·ci a odhalit chyby v interpretaci spekter. Po
p¯ijetÌ Ël·nku k uve¯ejnÏnÌ budou spektroskopick· data a do-
provodnÈ chemickÈ informace (n·zev, chemick· struktura,
reaktivita, zdravÌ a bezpeËnost atp.) zp¯ÌstupnÏny vhodn˝mi
odkazy v elektronickÈ verzi Ël·nku nebo adresou webovÈho
prohlÌûeËe v tiötÏnÈ verzi. Spektroskopick· data (obr. 2) spolu
s doprovodn˝mi chemick˝mi informacemi budou v databance
uloûena jako jednotlivÈ soubory, projekt vöak nepoËÌt· s po-
uûitÌm prost¯edk˘ na vyhled·v·nÌ spekter. Tento ˙kol bude
p¯enech·n organizacÌm, kterÈ jsou na jeho plnÏnÌ lÈpe p¯ipra-
veny a bude ¯eöen spolu se zajiötÏnÌm provozu datab·ze po
skonËenÌ projektu, kdy jejÌ spr·vu p¯evezme organizace nezis-
kovÈho charakteru.

NemÈnÏ d˘leûit˝m krokem je p¯Ìprava nov˝ch instrukcÌ
autor˘m pro zasÌl·nÌ spektroskopick˝ch a doprovodn˝ch dat
elektronickou poötou spolu s vlastnÌ publikacÌ.

Pro ¯eöenÌ vznikl˝ch problÈm˘ projekt poËÌt· s dvÏma
poradnÌmi org·ny.

Jeden poradnÌ org·n tvo¯Ì vydavatelÈ a jeho ˙kolem je
garantovat, ûe projekt bude odpovÌdat souËasn˝m trend˘m
a technickÈmu v˝voji zvl·ötÏ v oblasti elektronick˝ch publi-
kacÌ. To je podstatnÈ, m·-li se projekt vyhnout rozhodnutÌm,
jejichû v˝sledkem by byla investice do oblastÌ, kterÈ budou
v kr·tkÈ dobÏ ned˘leûitÈ.

Druh˝m poradnÌm org·nem je konzultaËnÌ komise konco-
v˝ch uûivatel˘, jejÌû prim·rnÌ povinnostÌ bude radit v ot·zk·ch
p¯ijatelnosti technologick˝ch ¯eöenÌ. V informaËnÌ technologii
se u takto velk˝ch projekt˘ vûdy objevuje nebezpeËÌ, ûe jejich
˙ËastnÌci chtÏjÌ vyuûÌvat nejnovÏjöÌ Ëi nejelegantnÏjöÌ ¯eöenÌ,

koncovÌ uûivatelÈ vöak Ëasto nejsou schopni nejnovÏjöÌ trendy
ve v˝voji hardware Ëi software sledovat.

Bezprost¯ednÌ pomoc p¯i ukl·d·nÌ dat budou poskytovat
ökolenÌ pracovnÌci na telefonnÌch link·ch, z nichû jedna bude
na VysokÈ ökole chemicko-technologickÈ v Praze.

Auto¯i dat musÌ rychle vidÏt prospÏch ze svÈ pr·ce v tom,
ûe uloûen· data jsou pro nÏ takÈ vyuûiteln·. To je klÌËov˝ ˙kol
¯eöitel˘ projektu. Projekt podpo¯ili jak akademiËtÌ, tak pr˘-
myslovÌ spektroskopici. Pro ˙spÏch projektu a vytvo¯enÌ kva-
litnÌ  datab·ze  je t¯eba, aby  projekt  podpo¯ila öirok· obec
spektroskopik˘. To bude p¯edstavovat pro kaûdÈho jednotliv-
ce Ëi pracovnÌ t˝m urËitou pr·ci navÌc, ale toto ˙silÌ by mÏlo
b˝t mnohon·sobnÏ vyv·ûeno prospÏchem, kterÈ vytvo¯enÌ
datab·ze p¯inese v n·sledujÌcÌch letech. VÏ¯Ìme, ûe i s VaöÌ
podporou se tento z·mÏr poda¯Ì.

Dodatek

BÏhem p¯Ìpravy rukopisu k tisku byl projekt mezin·rodnÌ
banky spektroskopick˝ch dat oûiven. SystÈm pro vstup dat
a server archivu IS-DB byly zp¯ÌstupnÏny autor˘m vÏdeck˝ch
publikacÌ dne 19. kvÏtna 2003 na AchemÏ. EuroSpec jiû ûije!
Chcete-li zaslat spektra do tÈto datab·ze, zaregistrujte se na
webovÈ str·nce http://www.is-db.org.

L. Volkov· 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.

Obr. 2. Jedna ze str·nek pro zasl·nÌ spektra do Mezin·rodnÌ spektroskopickÈ datab·ze
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⁄vod

Studium deoxyribonukleovÈ kyseliny (DNA), jejÌho slo-
ûenÌ, struktury a p¯ÌpadnÏ poökozenÌ je v souËasnosti velmi
aktu·lnÌ tÈma a voltametrickÈ metody nez˘st·vajÌ v tÈto ob-
lasti stranou. V devades·t˝ch letech minulÈho stoletÌ se mo-
hutnÏ vyvÌjela p¯edevöÌm optick· a elektrochemick· Ëidla
monitorujÌcÌ r˘znÈ interakce DNA (zahrnujÌcÌ hybridizaci,
interakce DNA s lÈky a poökozenÌ DNA). P¯estoûe v˝voj
elektrochemick˝ch metod a Ëidel byl nap¯Ìklad za optick˝mi
metodami ponÏkud zpoûdÏn, je v poslednÌch letech v tÈto
problematice i v oblasti elektrochemick˝ch senzor˘ dosaho-
v·no pomÏrnÏ v˝razn˝ch ˙spÏch˘. Mezi hlavnÌ v˝hody elek-
trochemick˝ch p¯Ìstroj˘ pat¯Ì p¯edevöÌm jejich nÌzk· cena,
vysok· citlivost a jednoduchÈ uspo¯·d·nÌ. P¯edevöÌm polaro-
grafie a voltametrie se ukazujÌ jako velmi citlivÈ n·stroje
k monitorov·nÌ integrity a reakcÌ DNA. Z·kladnÌ pr·ce v tom-
to smÏru poch·zejÌ jiû z poË·tku 60. let (cit.1). DiferenËnÌ
pulznÌ polarografie (s rtuùovou kapkovou elektrodou) byla
uûita k detekci p¯eruöenÌ ¯etÏzce DNA (cit.2). DalöÌ pokrok pak
p¯inesly rozpouötÏcÌ (stripping) metody. V poslednÌ dobÏ by-
ly testov·ny i adsorpËnÌ p¯enosovÈ techniky, zaloûenÈ na imo-
bilizaci DNA na povrchu elektrody, n·slednÈm promytÌ a p¯e-
nosu elektrody se zachycenou DNA do ËistÈho z·kladnÌho
elektrolytu, kde nenÌ anal˝za ruöena organick˝mi  l·tkami
p¯Ìtomn˝mi v mÏ¯enÈm roztoku a z·roveÚ je moûno analy-
zovat extrÈmnÏ malÈ objemy analyt˘ (aû jednotky mikroli-
tr˘).

AdsorpËnÌ rozpouötÏcÌ voltametrie (AdSV) vyuûÌv· ad-
sorpËnÏ/desorpËnÌch proces˘ uplatÚujÌcÌch se na povrchu elek-
trody3. Adsorpce Ëi desorpce povrchovÏ aktivnÌch l·tek (PAL)
na polarizovanÈ elektrodÏ p¯i urËitÈm potenci·lu je doprov·-
zena zmÏnou struktury elektrodovÈ dvojvrstvy projevujÌcÌ se
mÏ¯iteln˝m proudov˝m sign·lem, a to i v p¯ÌpadÏ, ûe PAL nenÌ
elektroaktivnÌ, tj. ûe nedoch·zÌ k jejÌ redukci Ëi oxidaci. Tento
sign·l je funkcÌ povrchovÈ koncentrace Γ PAL (p¯esnÏji rela-
tivnÌho povrchovÈho p¯ebytku), resp. jejÌ objemovÈ koncen-
trace c v roztoku.

Z elektrodovÈ kinetiky je zn·mo4, ûe PAL mohou znatelnÏ
ovlivnit tÈû redukËnÌ Ëi oxidaËnÌ proces na elektrodÏ. P˘sobÌ
zpravidla zmÏnu mechanismu elektrodovÈ reakce, zastoupenÌ
jednotliv˝ch reakËnÌch meziprodukt˘ atd. To m˘ûe b˝t vyuûi-
to i p¯i studiu elektrodov˝ch proces˘ a jejich praktickÈm
vyuûitÌ.

P¯Ìkladem z minulosti bylo vyuûitÌ p¯Ìdavk˘ PAL k potla-
Ëov·nÌ polarografick˝ch maxim prvÈho i druhÈho druhu nebo
ke snÌûenÌ limitnÌho difuznÏ ¯ÌzenÈho proudu. JinÈ moûnosti
sk˝t· ovlivÚov·nÌ voltametrickÈ redukce l·tky (nap¯. peroxidu
vodÌku Ëi iont˘ zinku) na povrchu elektrody. Tato metoda byla
d¯Ìve uûÌv·na p¯edevöÌm p¯i studiu vlivu PAL na druh˝ stupeÚ
redukce vzduönÈho kyslÌku, tj. redukci peroxidu vodÌku. Uk·-
zalo se, ûe tento princip lze vyuûÌt i k odhadu Ëi stanovenÌ
obsahu PAL (cit.5ñ9) v roztoku.

DNA vykazuje vlastnosti PAL stejnÏ jako jejÌ b·ze adenin,
guanin, thymin a cytosin. K jejich voltametrickÈmu stanovenÌ
slouûily nap¯. visicÌ rtuùov· kapkov· elektroda (HMDE)10,
st¯Ìbrn· amalg·mov·11 a mÏdÏn· amalg·mov· elektroda12.
Tyto metody vöak nejsou jednoduchÈ a selektivita nenÌ zcela
optim·lnÌ. To vede k hled·nÌ jin˝ch moûnostÌ kvalitativnÌho
a kvantitativnÌho sledov·nÌ nukleov˝ch b·zÌ. Jednou z cest
m˘ûe b˝t sledov·nÌ jejich interakcÌ s hydroxylov˝mi radik·ly
p¯i redukci peroxidu vodÌku jak na rtuùov˝ch kapkov˝ch tak
na amalg·mov˝ch elektrod·ch.

Studiu vz·jemn˝ch interakcÌ DNA a hydroxylov˝ch radi-
k·l˘ je v poslednÌ dobÏ vÏnov·na pomÏrnÏ znaËn· pozornost13.
ZamÏ¯ena byla dosud na radik·ly, generovanÈ buÔ v roztoku
(nap¯. hydroxylovÈ radik·ly vzniklÈ Fentonovou reakcÌ14) ne-
bo v tÏsnÈ blÌzkosti molekuly DNA, jestliûe existuje specifick·
interakce (nap¯. Cu/1,10-fenanthrolinov˝ systÈm15) nebo za
uûitÌ komplexu ûelezo/EDTA (cit.16). Bylo zjiötÏno, ûe tyto
hydroxylovÈ radik·ly ötÏpÌ ¯etÏzec DNA, coû je moûno volta-
metricky detegovat. P¯edpokl·d· se, ûe radik·ly reagujÌ s b·-
zemi DNA a deoxyribosov˝mi zbytky13. Pojedn·nÌ o jejich
vlivu na samotnÈ b·ze se vöak dosud v odbornÈ literatu¯e
nevyskytuje.

Experiment·lnÌ Ë·st

P ¯ Ì s t r o j e

Pro mÏ¯enÌ byl vyuûit poËÌtaËem ¯Ìzen˝ Eco-Tribo Pola-
rograf PC ETP s p¯ÌsluöenstvÌm (Polaro-Sensors, Praha)17 se
softwarem Polar Pro v. 4.0. pro Windows 95/98/Me. Jako
referentnÌ byla uûita 1 Margentochloridov· elektroda oddÏlen·
od roztoku soln˝m m˘stkem, naplnÏn˝m 1 M-KNO3, k nÌû jsou
vztaûeny vöechny v tÈto pr·ci ud·vanÈ hodnoty potenci·l˘,
a jako pomocn· slouûila elektroda platinov· (obÏ Elektroche-
mickÈ detektory, Turnov). MÏrnou elektrodou byla buÔ rtuùo-
v· kapkov· elektroda (HMDE) nebo st¯Ìbrn· meniskov· amal-
g·mov· elektroda (m-AgSAE), zhotoven· amalg·mov·nÌm
st¯ÌbrnÈho pr·öku a pokrytÌm vzniklÈho povrchu AgSAE me-
niskem rtuti vytvo¯en˝m kr·tk˝m pono¯enÌm ˙stÌ AgSAE do
rtuti18,19 (obÏ elektrody byly produkty firmy Polaro-Sensors,
Praha). PomocÌ speci·lnÌ procedury zahrnutÈ do programu
Polar Pro byla z jednotliv˝ch krok˘ sestavena metoda, zahr-
nujÌcÌ sled vöech operaËnÌch stupÚ˘ (akumulaci, mÏ¯enÌ, auto-
matickÈ opakov·nÌ mÏ¯enÌ, obnovenÌ kapky atd.), takûe celÈ
mÏ¯enÌ probÌhalo automatizovanÏ.

VlastnÌ mÏ¯enÌ probÌhalo v reûimu katodickÈ diferenËnÌ
pulznÌ voltametrie (DPV) p¯i v˝öce pulzu 50 mV a jeho öÌ¯ce
100 ms stejnÈ jako doba mezi dvÏma n·sledujÌcÌmi pulzy, se
vzorkov·nÌm bÏhem poslednÌch 20 ms p¯ed zaË·tkem, resp.
koncem pulzu. Potenci·l akumulace Ëinil ve vöech p¯Ìpadech
ñ600 mV vs. Ag/AgCl, doba akumulace 60 s a po nÌ n·sledo-
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vala klidov· doba 15 s. PoË·teËnÌ potenci·l byl shodn˝ s po-
tenci·lem akumulace. V p¯ÌpadÏ m-AgSAE bylo p¯ed za-
h·jenÌm mÏ¯enÌ provedeno 50 regeneraËnÌch cykl˘ mezi +300
a ñ1300 mV. Rychlost polarizace byla u obou elektrod
20 mV.sñ1. MÏ¯enÌ probÌhala p¯i pokojovÈ teplotÏ 20±2 ∞C.

C h e m i k · l i e

Pro p¯Ìpravu z·kladnÌch roztok˘ byla pouûita redestilova-
n· voda,  vöechny chemik·lie byly  Ëistoty p.a. (Lachema,
Brno). Jako srovn·vacÌ povrchovÏ aktivnÌ standard byl po-
uûit z·sobnÌ vodn˝ roztok neionogennÌho surfaktantu Triton-
-X-100 o koncentraci 17,6 mg.lñ1. B·ze adenin a guanin by-
ly Ëistoty p. a. (Sigma-Aldrich). Roztoky adeninu a guani-
nu byly p¯ipraveny ¯edÏnÌm z·sobnÌch roztok˘ o koncentraci
1.10ñ3 mol.lñ1 v redestilovanÈ vodÏ. Jako z·kladnÌ elektrolyt
slouûil 0,1 M-KCl, resp. 0,1 M-Na2SO4.

P o u û Ì v a n È r e g r e s n Ì v z t a h y

Pro regresi potenci·lov˝ch Ëi proudov˝ch z·vislostÌ na
koncentraci PAL bylo moûno pouûÌt v uûöÌch intervalech
koncentracÌ p¯ÌmkovÈ z·vislosti typu

Ip = a1 + b1c ; Ep = a2 + b2c (1)

kde Ip je v˝öka pÌku, resp. Ep jeho potenci·l, c je koncentrace
PAL a a1, b1, a2, b2 jsou parametry p¯Ìsluön˝ch line·rnÌch
z·vislostÌ. V nÏkter˝ch p¯Ìpadech vöak bylo v souladu s lite-
raturou3,20,21 vhodnÏjöÌ uûÌvat relativnÌ hodnoty pro vyj·d¯enÌ
zmÏn v˝öky pÌk˘ nebo jejich polohy:

X = (2)

Y = (3)

kde Ip a Ep znaËÌ proud, resp. potenci·l pÌku; index 0 ñ proud
Ëi potenci·l bez p¯Ìtomnosti PAL, index 1 ñ proud Ëi potenci·l
p¯i ˙plnÈm pokrytÌ elektrody PAL. PouûitÌ v˝raz˘ (2) a (3) je
nap¯Ìklad vhodnÈ v p¯Ìpadech3,21, kdy je z·vislost veliËin X, Y
na koncentraci hyperbolick·, sigmoidnÌ nebo tvarovÏ podob-
n·.To p¯irozenÏ nevyluËuje pouûÌt i moûnosti line·rnÌ aproxi-
mace vhodn˝ch ˙sek˘ k¯ivek vztahy (1), obecnÏ p¯i rozdÌln˝ch
hodnot·ch koeficient˘ a1, b1, a2, b2. Aproximaci kalibraËnÌch
z·vislostÌ polynomy druhÈho a vyööÌch stupÚ˘ lze aplikovat
tam, kde jde o prostÈ proloûenÌ dat polynomem bez fyzik·lnÌho
v˝znamu.

Pro nalezenÌ takov˝ch z·vislostÌ je lÈpe aplikovat nÏkterou
z izoterem (Langmuirova, Freundlichova, resp. izoterma dle
NovotnÈho3,8). Vöechny izotermy je moûno uûÌvat buÔ v ab-
solutnÌch (Ip, Ep, c) nebo v relativnÌch sou¯adnicÌch X, Y.
Izoterma dle NovotnÈho m· pak nap¯. tvar

= bc (4)

resp.

= bíc (5)

VyËÌslov·nÌ regresnÌch parametr˘ lze realizovat buÔ
v programu MS Excel 9 nebo v programu ETP pro DOS v. 3.1
(Polaro-Sensors, Praha).

V˝sledky a diskuse

V literatu¯e byl pops·n vliv bÏûn˝ch kationaktivnÌch, anion-
aktivnÌch a p¯edevöÌm neionogennÌch PAL (cit.22,23) na reduk-
ci peroxidu vodÌku, p¯ÌpadnÏ zineËnat˝ch iont˘. P¯i velmi
nÌzk˝ch koncentracÌch PAL doch·zelo Ëasto nejprve k nepa-
trnÈmu zmenöenÌ redukËnÌho pÌku H2O2, avöak s rostoucÌ
koncentracÌ PAL v˝öka pÌku monotÛnnÏ rostla a spÏla postup-
nÏ k urËitÈ limitnÌ velikosti. ObdobnÏ tomu bylo s potenci·lo-
v˝m posuvem. Bylo tedy z¯ejmÈ, ûe v oblasti nejniûöÌch kon-
centracÌ, kdy probÌh· na povrchu elektrody ¯ada vz·jemnÏ si
konkurujÌcÌch dÏj˘3 (substituËnÌ adsorpce, zmÏny struktury
elektrochemickÈ dvojvrstvy, atd.), m· popis pomocÌ z·vislostÌ
typu (4) a (5) aproximativnÌ charakter. DominantnÌ adsorpce
PAL p¯i dalöÌm zvyöov·nÌ koncentrace vöak uûitÌ rovnic (4)
a (5) opravÚuje. P¯Ìpadn˝ posuv pÌku nejprve k pozitivnÌm
a poslÈze k negativnÌm hodnot·m souvisÌ patrnÏ s vlivy p¯Ì-
tomn˝ch iont˘ z·kladnÌho elektrolytu a dalöÌch sloûek rozto-
ku, s jejichû p¯ÌtomnostÌ, koncentracÌ a vÏtöÌ Ëi menöÌ aktivitou
na povrchu elektrody je t¯eba obecnÏ poËÌtat. Vhodnou volbou
neaktivnÌho z·kladnÌho elektrolytu je moûno strukturu elek-
trochemickÈ dvojvrstvy stabilizovat a zmÌnÏnÈ vlivy minima-
lizovat nebo eliminovat. Uk·zalo se, ûe smÏr potenci·lovÈ
zmÏny a jejÌ velikost stejnÏ jako proudovÈ zmÏny jsou z·vislÈ
na typu (anionaktivnÌ, kationaktivnÌ, neionogennÌ) a mnoûstvÌ
p¯Ìtomn˝ch PAL (cit.22).

R e a k Ë n Ì e l e k t r o d o v È s c h È m a
e l e k t r o r e d u k c e O 2 v p ¯ Ì t o m n o s t i P A L

Sum·rnÏ lze proces redukce kyslÌku popsat rovnicemi (6)
a (7)24:

O2 + 2eñ + 2 H+ → H2O2 (6)

H2O2 + 2eñ + 2 H+ → 2 H2O (7)

Druh˝ stupeÚ (7) lze pak rozdÏlit na dvÏ n·slednÈ reakce:

H2O2 + eñ → ïOH + OHñ (8)

ïOH + eñ → OHñ (9)

Je p¯itom zn·mo, ûe redukËnÌ stupeÚ dle rovnice (7) je
ireverzibilnÌ a kinetika redukce O2 je sloûitÏjöÌ, neû jak nazna-
ËujÌ rovnice (8) a (9).

V literatu¯e5ñ8 popsan˝ zp˘sob detekce a stanovenÌ obsahu
PAL vych·zÌ z poznatku, ûe vlivem jejich interakcÌ na povrchu
rtuùovÈ kapkovÈ elektrody doch·zÌ k v˝raznÈmu posuvu volta-
metrickÈho pÌku, p¯ÌsluöejÌcÌho druhÈmu stupni redukce rozpuö-
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tÏnÈho molekul·rnÌho kyslÌku, p¯esnÏji redukci peroxidu vodÌ-
ku, na vodu v potenci·lovÈ oblasti ñ0,9 V (a negativnÏjöÌ) vs. Ag/
AgCl. SouËasnÏ s tÌm doch·zÌ i ke zmÏnÏ v˝öky tohoto pÌku7,8,22.

VeökerÈ v literatu¯e popsanÈ efekty vöak byly realizov·ny
na rtuùov˝ch elektrod·ch. Reakce probÌh· naprosto analogic-
ky jak za p¯Ìtomnosti peroxidu vzniklÈho redukcÌ vzduönÈho
kyslÌku, tak peroxidu vodÌku ˙myslnÏ p¯idanÈho.

K v a l i t a t i v n Ì p o p i s v l i v u P A L
n a v o l t a m e t r i c k È k ¯ i v k y r e d u k c e
p e r o x i d u v o d Ì k u n a H M D E
a n a m - A g S A E

Jako modelov· l·tka, jejÌû vliv na redukci peroxidu vodÌku
jiû byl v literatu¯e5 pops·n, byl pouûit Triton X-100. S jeho
vzr˘stajÌcÌ koncentracÌ v z·kladnÌm elektrolytu 0,1 M-KCl
roste na HMDE v˝öka redukËnÌho pÌku peroxidu vodÌku a z·-
roveÚ se jeho vrchol posouv· smÏrem k negativnÌmu poten-
ci·lu, jak je patrno z obr. 1.

Ve stejnÈm z·kladnÌm elektrolytu mÏly p¯Ìdavky rozto-
k˘ adeninu i guaninu p¯i pouûitÌ HMDE podobn˝ vliv, pod
0,2 mg.lñ1 doch·zelo vöak nejprve k malÈmu posuvu pÌku
smÏrem k pozitivnÌm potenci·l˘m, n·sledovan˝m pro c >
0,2 mg.lñ1 posuvem k negativnÌm potenci·l˘m. N·r˘st veli-
kosti proudu Ëi posuvy potenci·l˘ vrchol˘ pÌk˘ smÏrem k ne-
gativnÏjöÌm potenci·l˘m nebyly vöak tak v˝raznÈ jako v p¯Ì-
tomnosti neionogennÌho Tritonu X-100, jak je vidÏt z obr. 2
pro adenin (vliv guaninu je obdobn˝).

OdliönÈ chov·nÌ vykazovala v tomto smÏru meniskov·
st¯Ìbrn· amalg·mov· elektroda. ZatÌmco Triton X-100 ovliv-
Úoval zde v˝öku i polohu pÌku (p¯i ponÏkud niûöÌ citlivosti)
stejn˝m zp˘sobem, jako tomu bylo na HMDE (obr. 3), vliv
adeninu a guaninu se naprosto odliöoval ode vöech dosud
zkouman˝ch PAL. V˝öka pÌku se zvyöovala se vzr˘stajÌcÌ
koncentracÌ zmÌnÏn˝ch b·zÌ, stejnÏ jako ostrost pÌku, avöak
posuv vrcholu pÌk˘ smÏ¯oval do pozitivnÌ oblasti potenci·l˘
v celÈm pouûitÈm koncentraËnÌm rozsahu od 0 do 1,2 mg.lñ1,
jak je patrno z obr. 4 pro adenin (vliv guaninu je obdobn˝).
Citlivost tohoto posuvu v˘Ëi koncentraci byla p¯itom podstat-
nÏ vÏtöÌ neû p¯i uûitÌ HMDE.

Pokud z·kladnÌ elektrolyt neobsahoval chloridy (0,1 M-
-Na2SO4), posouval se vrchol redukËnÌho pÌku peroxidu vodÌ-
ku za p¯Ìtomnosti b·zÌ stejn˝m zp˘sobem jak na HMDE, tak
na m-AgSAE. Z toho je moûnÈ usuzovat, ûe p¯ÌËinou zmÏny
smÏru posuvu pÌku na m-AgSAE byly pr·vÏ chloridovÈ ionty,
kterÈ se specificky adsorbujÌ na povrchu elektrody nebo mo-
hou tvo¯it nerozpustn˝ AgCl, ËÌmû doch·zÌ k modifikaci po-
vrchu elektrody.

Mez detekce28 (vypoËten· z kalibraËnÌ k¯ivky relativnÌ
zmÏny v˝öky pÌku peroxidu vodÌku v z·vislosti na koncentraci
PAL) jak u Tritonu, tak u b·zÌ v 0,1 M-KCl se pohybuje kolem
0,05 mg.lñ1.

RegistrovanÈ proudovÈ hodnoty redukce peroxidu vodÌku
byly ve srovn·nÌ s odpovÌdajÌcÌmi redukËnÌmi proudy adeninu
nÏkolikan·sobnÏ vÏtöÌ, coû zp˘sobilo p¯ekrytÌ pÌku adeninu
pÌkem H2O2.

Obr. 3. Vliv Tritonu X-100 na DP voltamogram redukËnÌho pÌku
peroxidu vodÌku v 0,1 M-KCl na m-AgSAE; koncentrace Tritonu
X-100v mg.lñ1: 1 ñ 0; 2 ñ 0,2; 3 ñ 0,4; 4 ñ 0,6; 5 ñ 0,8; 6 ñ 1,0; 7 ñ 1,2

Obr. 4. Vliv adeninu na DP voltamogram redukËnÌho pÌku pe-
roxidu vodÌku v 0,1 M-KCl na m-AgSAE; koncentrace adeninu v
mg.lñ1: 1 ñ 0; 2 ñ 0,2; 3 ñ 0,4; 4 ñ 0,6; 5 ñ 0,8; 6 ñ 1,0; 7 ñ 1,2

Obr. 1. Vliv Tritonu X-100 na DP voltamogram redukËnÌho pÌku
peroxidu vodÌku v 0,1 M-KCl  na HMDE; koncentrace Tritonu
X-100v mg.lñ1: 1 ñ 0; 2 ñ 0,2; 3 ñ 0,4; 4 ñ 0,6; 5 ñ 0,8; 6 ñ 1,0; 7 ñ 1,2

Obr. 2. Vliv adeninu na DP voltamogram redukËnÌho pÌku pero-
xidu vodÌku v 0,1 M-KCl na HMDE; koncentrace adeninu v mg.lñ1:
1 ñ 0; 2 ñ 0,2; 3 ñ 0,4; 4 ñ 0,6; 5 ñ 0,8; 6 ñ 1,0; 7 ñ 1,2
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K a l i b r a Ë n Ì z · v i s l o s t i r e l a t i v n Ì c h
p o s u v ˘ v ˝ ö e k a p o t e n c i · l ˘ p Ì k ˘

Z v˝öe uvedenÈho vypl˝v·, ûe smÏr posuvu potenci·lu
m˘ûe b˝t jednÌm z faktor˘ odliöenÌ b·zÌ DNA od jin˝ch PAL.
DalöÌm zkouman˝m aspektem bylo moûnÈ rozliöenÌ zmÌnÏ-
n˝ch b·zÌ velikostÌ a tvarem zmÏ¯en˝ch koncentraËnÌch z·vis-
lostÌ, obdobnÏ jako v cit.3

Pokud byly mezi sebou porovn·v·ny absolutnÌ hodnoty
v˝öek proud˘ a potenci·l˘ vrchol˘ pÌk˘, vznikal problÈm
s v˝ökou z·kladnÌho pÌku peroxidu vodÌku, kter˝ musel b˝t
stejn˝ pro vöechny vzorky. Vzhledem k tomu, ûe mnoûstvÌ
redukovanÈho peroxidu vodÌku bylo urËov·no koncentracÌ
rozpuötÏnÈho vzduönÈho kyslÌku, byla pr·vÏ ta urËujÌcÌ. Na ni
mÏla pak vliv teplota, atmosfÈrick˝ tlak apod. Jelikoû repro-
dukovatelnost tÏchto podmÌnek nebyla zaruËena, jevilo se jako
vhodnÏjöÌ pouûÌvat relativnÌ sou¯adnice vypoËtenÈ podle rov-
nic (2) a (3), takûe prv˝ bod obou kalibraËnÌch k¯ivek leûel p¯i
stejnÈ proudovÈ Ëi potenci·lovÈ hodnotÏ Ip,0, resp. Ep,0. Jelikoû
Ip,1 resp. Ep,1 pro prvnÌ k¯ivku nebyl v absolutnÌch hodnot·ch
shodn˝ s Ip,1 resp. Ep,1 druhÈ k¯ivky, doölo by po p¯epoËtu do
relativnÌch sou¯adnic v rozmezÌ 0ñ1 a n·slednÈm srovn·nÌ
v grafickÈ podobÏ k nep¯Ìpustn˝m deformacÌm k¯ivek. Proto
byly vzaty relativnÌ sou¯adnice zvolenÈ k¯ivky za vztaûnou
soustavu a body druhÈ k¯ivky byly p¯epoËteny do relativnÌch
sou¯adnic k¯ivky prvnÌ. Pokud byly absolutnÌ hodnoty Ip,1 resp.
Ep,1 vztaûnÈ soustavy menöÌ neû Ip,1 resp. Ep,1 druhÈ k¯ivky,
mohlo b˝t dosaûeno relativnÌch hodnot Y resp. X vÏtöÌch neû 1.

AËkoli obÏ elektrody, HMDE i m-AgSAE, mÏly stejnou
aktivnÌ plochu, registrovanÈ relativnÌ zmÏny v˝öek proudu Y
redukËnÌho pÌku za p¯Ìtomnosti Tritonu X-100 se podstatnÏ
liöÌ (relativnÌ zmÏna na rtuùovÈ elektrodÏ je aû 20◊ vÏtöÌ) (viz
obr. 5). Ve srovn·nÌ s tÌm dosahuje relativnÌ potenci·lov˝
posuv X na HMDE maxim·lnÏ dvakr·t vÏtöÌ hodnoty neû
hodnoty X na m-AgSAE (obr. 6). ZatÌmco izoterma Y vs. c
vykazovala na obou elektrod·ch prakticky identick˝ tvar (li-
öÌcÌ se pouze velikostÌ), tvar izoterem potenci·lovÈho posuvu
byl v˝raznÏ odliön˝: pr˘bÏh izotermy mÏ¯enÈ na amalgamovÈ
elektrodÏ byl parabolick˝, zatÌmco pr˘bÏh izotermy na rtuùovÈ
elektrodÏ byl sigmoidnÌ.

Lze konstatovat, ûe rozdÌly v relativnÌch posuvech Y na
HMDE v z·vislosti na koncentraci adeninu a guaninu vyka-
zujÌ parabolick˝ pr˘bÏh a liöÌ se jen nepatrnÏ. Naproti tomu
relativnÌ potenci·lovÈ rozdÌly X v z·vislosti na koncentraci
tÏchto l·tek vykazujÌ vz·jemnÈ rozdÌly: zatÌmco  izoterma
guaninu se v koncentraËnÌm rozsahu 0ñ1,2 mg.lñ1 d· velmi
dob¯e aproximovat p¯Ìmkou (korelaËnÌ koeficient r = 0,9982),
izoterma adeninu vykazuje klesajÌcÌ sigmoidnÌ tvar (v˝öka
redukËnÌho pÌku H2O2 se se vzr˘stajÌcÌ koncentracÌ adeni-
nu sniûuje, a proto hodnoty X nab˝vajÌ z·porn˝ch hodnot)
(obr. 7).

Naopak na amalgamovÈ elektrodÏ nenÌ velk˝ rozdÌl mezi
relativnÌmi potenci·lov˝mi posuvy X v z·vislosti na koncen-
traci adeninu a guaninu. Jako v˝raznÏjöÌ na m-AgSAE se vöak
jevÌ rozdÌly mezi izotermami relativnÌch proudov˝ch posuv˘
Y (obr. 8).

Obr. 5. Vliv Tritonu X-100 na relativnÌ v˝öku DPV redukËnÌho
pÌku peroxidu vodÌku v 0,1 M-KCl na HMDEn a na m-AgSAEu
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Obr. 7. Z·vislost relativnÌho potenci·lovÈho posuvu DPV reduk-
ËnÌho pÌku peroxidu vodÌku v 0,1 M-KCl na koncentraci guani-
nu l a adeninu n na HMDE

Obr. 8. Z·vislost relativnÌho proudovÈho n·r˘stu DPV redukËnÌ-
ho pÌku peroxidu vodÌku v 0,1 M-KCl na koncentraci guaninu l
a adeninu n na m-AgSAE

Obr. 6. Vliv Tritonu X-100 na relativnÌ polohu DPV redukËnÌho
pÌku peroxidu vodÌku v 0,1 M-KCl na HMDEn a na m-AgSAEu
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Tabulka I
RegresnÌ parametry izotermy dle rovnic (4) a (5)

Parametr HMDE m-AgSAE

adenin guanin adenin guanin

X Y X Y X Y X Y

b, l.mgñ1 0,16 0,43 0,32 0,72 0,31 0,32 0,39 0,38
A1 ñ7,53 ñ6,97 ñ1,39 ñ5,96 ñ14,26 ñ10,10 ñ9,04 ñ10,65
A2 7,96 10,85 ñ 11,97 113,03 76,98 18,85 30,12
A3 ñ4,96 ñ7,60 ñ ñ9,21 ñ378,21 ñ272,30 ñ ñ20,72
A4 ñ ñ ñ ñ 434,95 332,60 ñ ñ
MEPa 0,19 0,06 0,05 0,02 0,06 0,05 0,11 0,14

a MEP = dle cit.28

V ˝ k l a d p o z o r o v a n ˝ c h d Ï j ˘

V pr·ci23 byly odvozeny vztahy pro p¯Ìpad ovlivnÏnÌ re-
dukËnÌho pÌku peroxidu vodÌku purinov˝mi b·zemi adeninem
a guaninem. Bylo zde p¯edpokl·d·no, ûe PAL pokr˝vajÌcÌ po-
vrch elektrody majÌ vliv jak na rychlostnÌ konstantu probÌhajÌ-
cÌho faradaickÈho dÏje, tak na Gibbsovu energii, tj. na polohu
vrcholu faradaickÈho pÌku. Pr·ce7,8,22,23diskutujÌ nÏkolik moû-
nostÌ vysvÏtlenÌ danÈho efektu (maxima druhÈho druhu, posuv
vrchol˘ pÌk˘ v d˘sledku zmÏny koncentrace z·kladnÌho elek-
trolytu, zvyöov·nÌ ireverzibility, homogenizace povrchu elek-
trody, regenerace redukovanÈ formy, atd.). Tyto pr·ce vyvra-
cejÌ i p¯edpoklad, ûe by sledovan˝ pÌk mohl b˝t povaûov·n za
pouh˝ faradaick˝ pÌk zv˝öen˝ o desorpËnÌ pÌk PAL (samotnÈ
desorpËnÌ pÌky se vyskytujÌ v jinÈ oblasti potenci·l˘ a jejich
v˝öka nenÌ probÌhajÌcÌ redukcÌ dotËena). Jejich auto¯i nakonec
dospÌvajÌ k z·vÏru, ûe uvedenÈ jevy vznikajÌ v d˘sledku sla-
b˝ch interakËnÌch sil (nap¯. dÌky vodÌkov˝m m˘stk˘m, uplat-
ÚujÌcÌm se jak u zkoumanÈ PAL, tak u peroxidu vodÌku).
Vazba m˘ûe mÌt p¯i tom inter- Ëi intramolekul·rnÌ charakter.
P˘sobenÌm tÏchto slab˝ch interakËnÌch sil doch·zÌ k nahroma-
dÏnÌ vÏtöÌho mnoûstvÌ peroxidu vodÌku v okolÌ elektrody, neû
jakÈ by odpovÌdalo transportu bez p¯Ìtomnosti PAL. Pr·vÏ
slabÈ interakËnÌ sÌly takÈ brzdÌ nebo akcelerujÌ pr˘bÏh reakce,
takûe k jejÌmu nastartov·nÌ doch·zÌ p¯i negativnÏjöÌm nebo
naopak pozitivnÏjöÌm potenci·lu (viz posuv potenci·lu pÌku),
zato vöak s vÏtöÌm mnoûstvÌm peroxidu (viz r˘st pÌku).

P¯i sloûitÏjöÌch elektrochemick˝ch mechanismech se z¯ej-
mÏ m˘ûou v p¯Ìtomnosti PAL urychlovat nÏkterÈ reakËnÌ
stupnÏ, takûe v˝sledn˝ efekt se projevÌ jako akcelerace elek-
trodovÈho dÏje. V d˘sledku toho se zvyöuje ∆Ip s koncentracÌ
PAL, p¯ÌpadnÏ p¯i jin˝ch potenci·lech (posunut˝ch o ∆Ep),
neû je tomu bez p¯Ìtomnosti PAL. CelkovÏ bychom mohli
hovo¯it o tom, ûe dÏj probÌh· s jinou v˝slednou efektivnÌ
rychlostnÌ konstantou, vyööÌ neû bez p¯Ìtomnosti PAL (tj. mÏnÌ
se rychlostnÌ konstanty dÌlËÌch reakcÌ, coû se projevÌ ve v˝-
sledku jako zmÏna efektivnÌ rychlostnÌ konstanty souhrnnÈ
reakce, tj. redukce H2O2). Lze tedy ¯Ìci, ûe nÏkterÈ z dÌlËÌch
reakcÌ probÌhajÌ za dan˝ch podmÌnek rychleji, ale souËasnÏ se
zpomalujÌ zpÏtnÈ reakce.

Pokud se vrcholy pÌku redukce peroxidu posunujÌ k pozi-
tivnÌm hodnot·m, aËkoliv v˝öka pÌku stoup·, lze to vysvÏtlit
nap¯. kompeticÌ mezi r˘zn˝mi slab˝mi interakËnÌmi silami
a n·bojem elektrody.

Pro b·ze na meniskovÈ st¯ÌbrnÈ amalg·movÈ elektrodÏ za
p¯Ìtomnosti chlorid˘ je charakteristick˝ posun k pozitivnÏjöÌm
potenci·lov˝m hodnot·m. Na obou testovan˝ch elektrod·ch
(HMDE i m-AgSAE) probÌh· reakce na rtuùovÈm povrchu,
a tudÌû by mÏly b˝t vöechny interakce prakticky shodnÈ (resp.
probÌhat stejn˝m zp˘sobem). NenÌ vöak z¯ejmÈ, jakou roli
hraje vliv st¯Ìbrn˝ch iont˘ v amalgamovÈ elektrodÏ. K inter-
akËnÌm sil·m pravdÏpodobnÏ p¯istupuje vliv specificky se
sorbujÌcÌch chloridov˝ch iont˘ ve vnit¯nÌ HelmholtzovÏ rovi-
nÏ, kterÈ takÈ ovlivÚujÌ popisovanÈ interakËnÌ sÌly a efekty.
Pro objasnÏnÌ dÏj˘ by bylo vhodnÈ porovnat v˝öe popisovanÈ
v˝sledky s vlivem b·zÌ Ëi PAL na redukci kyslÌku na kovov˝ch
st¯Ìbrn˝ch nebo kompozitnÌch st¯Ìbrn˝ch elektrod·ch25ñ27 za
a bez p¯Ìtomnosti chloridov˝ch iont˘; v literatu¯e nebyly p¯Ì-
sluönÈ informace nalezeny a budou proto p¯edmÏtem dalöÌho
v˝zkumu.

Pro vytvo¯enÌ regresnÌho modelu byla uûita izoterma podle
NovotnÈho dle rovnic (4) a (5) a byly zÌsk·ny parametry pro
adenin a guanin na HMDE a m-AgSAE, shrnutÈ v tabulce I.

Uk·zalo se, ûe hodnota parametru b (souvisejÌcÌho s ad-
sorptivitou resp. adsorpËnÌm koeficientem dan˝ch l·tek) se
pohybovala v ¯·du desetin l.mgñ1 (0,16ñ0,72 l.mgñ1), coû od-
povÌd· kategorii st¯ednÏ silnÏ aû silnÏ adsorptivnÌch l·tek.
P¯itom bylo nalezeno, ûe se parametr b p¯Ìpad od p¯Ìpadu liöil
jen relativnÏ m·lo; jeho hodnoty na m-AgSAE byly vz·jemnÏ
tÈmÏ¯ shodnÈ (viz tab. I). Naopak jednotlivÈ parametry Ai,
souvisejÌcÌ z¯ejmÏ s uplatnÏnÌm povrchov˝ch a meziË·stico-
v˝ch interakcÌ, se u obou sledovan˝ch l·tek i elektrod vz·jem-
nÏ v˝raznÏ liöily. Z·porn· polarita parametru A1 ve vöech
zmÌnÏn˝ch p¯Ìpadech souhlasÌ s p¯edstavou o podobnÈm cha-
rakteru interakcÌ jak mezi molekulami adeninu, tak i guaninu.
V souladu s klasick˝mi p¯edstavami lze tedy tuto interakci
interpretovat jako mezimolekul·rnÌ p¯itaûlivost. Koeficienty
A2 a dalöÌ, p¯ÌsluöejÌcÌ v rovnicÌch (4) a (5) Ëlen˘m vyööÌho
¯·du, jiû tuto jednotnou polaritu podle p¯edpokladu nevykazo-
valy.

1 2

1
n Y Y

n

zmÏ¯eno vypoËteno
i

−
=
∑d i
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Z·vÏr

Pro rozliöenÌ mezi bÏûn˝mi PAL a nukleov˝mi b·zemi je
moûno pouûÌt jejich vliv na redukci peroxidu vodÌku, resp.
jejich rozdÌlnÈho potenci·lovÈho posuvu vrcholu redukËnÌho
pÌku na amalg·movÈ elektrodÏ. Byla zjiötÏna moûnost vz·jem-
nÈho rozliöenÌ nÏkter˝ch b·zÌ (adeninu a guaninu) na z·kladÏ
r˘zn˝ch tvar˘ izoterem relativnÌch posuv˘, a to proudovÈho
na amalgamovÈ a potenci·lovÈho na HMDE.

K v˝hod·m uûitÌ tÈto metody pat¯Ì i fakt, ûe mÏ¯enÈ proudy
se pohybujÌ ¯·dovÏ v desÌtk·ch aû stovk·ch nA, coû je asi o
jeden ¯·d vÌce, neû odpovÌdajÌcÌ v˝öky voltametrick˝ch fara-
daick˝ch pÌk˘ uveden˝ch b·zÌ.

Velmi podstatn˝m se jevÌ vliv chloridov˝ch iont˘, kterÈ
sv˝mi specifick˝mi interakcemi s b·zemi, povrchem elektro-
dy, resp. s peroxidem vodÌku umoûÚujÌ rozliöenÌ mezi bÏûn˝mi
PAL a uveden˝mi b·zemi a zvyöujÌ selektivitu anal˝zy.

Auto¯i dÏkujÌ za finanËnÌpodporugrantuË.101/02/U111/CZ.
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R. Fadrn· (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

H . Y . A b o u l - E n e i n , I . A l i :
Chiral Separations by Liquid Chromatography. Theory
and Applications, Chromatographic Science series.
Volume: 90
Stran 400, cena 165,00 USD, ISBN 0-8247-4014-9, pevn· vazba.

P¯ÌruËka, kterou napsali Hassan Y. Aboul-Enein z King
Faisal Specialist Hospital and Research Centre, Riyadh, Saud-
sk· Arabie a Imran Ali z National Institute of Hydrology,
Roorkee, India, a American Biographical Institute, Raleigh,
North Carolina, U.S.A., je velmi dobr˝ systematick˝ a podrob-
n˝ popis r˘zn˝ch typ˘ chir·lnÌch stacion·rnÌch f·zÌ, jejich
p¯Ìpravy, pouûitÌ a moûn˝ch budoucÌch aplikacÌ. PouûitÌ tÏch-
to f·zÌ se soust¯eÔuje na öirokou sfÈru kapalinovÈ chromato-
grafie (vËetnÏ pod- a nad-kritickÈ kapalinovÈ chromatografie),
kapil·rnÌ elektrochromatografie a chromatografie na tenkÈ
vrstvÏ. V jeden·cti kapitol·ch popisuje knÌûka fenomÈn chira-
lity a d·le se vÏnuje r˘zn˝m f·zÌm, zaloûen˝ch na polysacha-
ridech, cyklodextrinech, makrocyklick˝ch glykopeptidov˝ch
antibiotik·ch, proteinech, ligandovÈ v˝mÏnÏ, crown etherech
a Pirkleho f·zi. Jedna kapitola je vÏnov·na specialit·m, kterÈ
se Ñneveölyì do p¯edchozÌch typ˘ a poslednÌ enantiomerick˝m
separacÌm pomocÌ chir·lnÌch aditiv v mobilnÌ f·zi. Kaûd·
kapitola je zakonËena extensivnÌm seznamem literatury, zahr-
nujÌcÌm i rok 2002. KvalitnÌ rejst¯Ìk zakonËuje dÌlo.

Je velmi uûiteËnÈ, ûe auto¯i opat¯ili kaûdou kapitolu struË-
n˝m shrnutÌm, ve kterÈm uv·dÏjÌ z·vÏry pro pouûitelnost danÈ
f·ze v praxi.

SmutnÈ naopak je, ûe auto¯i dÌla o chir·lnÌch separacÌch
nevÏnovali dostateËnou pozornost kreslenÌ vzorc˘ chir·lnÌch
l·tek. Vzhledem k charakteru obr·zk˘ je z¯ejmÈ, ûe byly
p¯ebÌr·ny Ñhlavañnehlavaì z jin˝ch zdroj˘. »asto se o chiralitÏ
dozvÌ Ëten·¯ jen z textu.

Z·vÏrem lze shrnout, ûe se jedn· o velmi dobrou, uûiteË-
nou a peËlivÏ napsanou knÌûku, jak˝ch v praxi nenÌ mnoho.
Vöem, kte¯Ì se zajÌmajÌ o chiralitu a separaËnÌ metody ji lze
v¯ele doporuËit.

Pavel Draöar

D . W . O x t o b y , W . A . F r e e m a n , T . F . B l o c k :
Chemistry: Science of Change (Saunders Golden
Sunburst Series)
Vydan· Brooks Cole jako 3. vyd·nÌ.
Stran 1152, cena 124,95 USD, ISBN 0030200881, pevn· vazba.

Kniha, kter· si klade za cÌl na 1000 stran·ch p¯iblÌûit
Ëten·¯i chemii od atomovÈ struktury p¯es organickou syntÈzu
k ûivÈ hmotÏ, je velmi obtÌûn˝ autorsk˝ projekt. NavÌc si auto¯i
vytkli za cÌl b˝t struËnÌ. NÏkterÈ pas·ûe jsou konf˙znÌ a jinÈ
tak struËnÈ, ûe ztr·cejÌ na smyslu. Logick· struktura knihy
postr·d· jakoukoliv nit a je velmi obtÌûnÈ pouûÌt takovou
knihu ke skuteËnÈmu uËenÌ. NicmÈnÏ, pro Ëten·¯e, kter˝ nenÌ
naprost˝m zaË·teËnÌkem a kter˝ m· i jinÈ knihy k pouûitÌ,
m˘ûe tato kniha sv˝m simplicizmem p¯inÈst novÈ pohledy na
vÏc. TakÈ je nutno konstatovat, ûe rigoroznost tÈto p¯ÌruËky
nenÌ vûdy na vytËenÈ ˙rovni. Hlubok· ˙roveÚ v˝kladu se mÌsÌ

s povrchnostmi. UËebnice je navÌc ponÏkud mimo soudobou
filozofii chemie tÌm, ûe nap¯. u biologicky aktivnÌch a p¯Ìrod-
nÌch l·tek pomÌjÌ aspekt konfigurace a stereochemie obecnÏ.

Vöechny uvedenÈ v˝hrady jsou asi d˘vodem k tomu, ûe
kniha vyöla nynÌ i ve 4. vyd·nÌ: Chemistry ñ Science of
Change, 4th Edition, napsal ji David W. Oxtoby z University
of Chicago jiû s·m, ISBN 0030331889, 1128 stran.

Pavel Draöar

M . K . C a m p b e l l , S . O . F a r r e l l :
Biochemistry (with Lecture Notebook)
Vydan· Brooks/Cole Pub v roce 2003, jako 4. vyd·nÌ.
Stran 864, cena 118,00 USD, ISBN 0-534-39181-8, p˘vodnÏ
jako Biochemistry, ISBN 0-03-034849-8 ve spir·lovÈ a pozdÏji
pevnÈ vazbÏ.

UËebnice urËen· pro jednosemestr·lnÌ kurs biochemie na
niûöÌ ˙rovni Vä pro nebiochemiky (biology, zemÏdÏlce, tech-
nology, oöet¯ovatele, geology Ëi odbornÌky na stravov·nÌ). P¯ed-
pokladem zvl·dnutÌ kursu je ˙vodnÌ kurs biologie, obecn· che-
mie a nejmÈnÏ jeden semestr organickÈ chemie. NicmÈnÏ i na
tÈto ˙rovni je kniha naps·na s pouûitÌm soudob˝ch vÏdeck˝ch
v˝sledk˘. D˘leûitÈ je i to, ûe kniha se zab˝v· souvztaûnostmi
biochemickÈ teorie s praxÌ dennÌho ûivota i z historie a nenÌ
tak suchop·rn· a zvÌdavÈho Ëten·¯e tak podnÏcuje ke ËtenÌ.

Ke knize jsou  dostupnÈ doplÚkovÈ 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/Farrellís Biochemistry, 4th ISBN/
ISSN 0-03-034917-6.

Spoluautor, p¯izvan˝ k naps·nÌ 4. vyd·nÌ knihy, Shawn
Farrell, je molekul·rnÌ biolog. P¯ispÌv· v knize nov˝mi pohle-
dy a doplnÏnÌm o mikrobiologii.

Toto vyd·nÌ p¯in·öÌ mnoho praktick˝ch cviËenÌ (50 i vÌce
v kapitole) ke kaûdÈ kapitole a bibliografii uûiteËn˝ch odkaz˘.
Na adrese http://www.brookscole.com/ jsou pom˘cky jak pro
uËitele, tak pro studenty, zkuöebnÌ test, doplÚkovÈ materi·-
ly ke kaûdÈ kapitole a powerpointov· prezentace pro p¯ed-
n·öejÌcÌho v editovatelnÈ(!) podobÏ, kterÈ vytvo¯il William
H. Brown z Beloit College. Ke kaûdÈ novÏ zakoupenÈ knize
je p¯ibalen seöit s vytiötÏn˝mi prezentacemi uËitele s mÌstem
na pozn·mky.

T¯i mezikapitoly p¯in·öejÌ diskusi koncepce a teorie za
technikami pouûÌvan˝mi v laborato¯i, podobnÏ jako t¯i Ñinter-
viewì p¯in·öejÌ rozhovory s Lilou Gierasch, University of
Massachusetts, Seanem Decatur, Mount Holyoke College,
a SylviÌ Daunert z University of Kentucky. Na z·vÏr knihy je
uveden seznam ¯eöenÌ ke cviËenÌm glos·¯ termÌn˘ a rejst¯Ìk.

Jde typicky o knihu, ze kterÈ je radost se uËit. P¯ehröle
obr·zk˘, praktickÈ konotace, barevn˝ tisk, zvl·dnut· chemic-
k· typografie a co navÌc, maxim·lnÌ pochopenÌ pro stereoche-
mii a v˝öe zmÌnÏnÈ pom˘cky z nÌ ËinÌ velmi dobr˝ zdroj
informacÌ nejen pro studenty biochemie.

Pavel Draöar
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DISKUSE

Je rozdÌl mezi uËitelem vöeobecnÏ vzdÏl·vacÌho
p ēdmÏtu chemie a uËitelem odborn˝ch
chemick˝ch p ēdmÏt̆ ?

Tyto pozn·mky bych r·d doplnil ke svÈmu Ël·nku ÑUËi-
telstvÌ chemie v kontextu akreditace uËitelsk˝ch studijnÌch
program˘ na pedagogick˝ch fakult·chì (Chem. Listy 96, 716
(2002)) jako odpovÏÔ na reakci p¯edsedy pracovnÌ skupi-
ny AkreditaËnÌ komise pro chemickÈ obory prof. O. Pytely
(Chem. Listy 96, 1015 (2002)).

P¯ednÏ bych r·d podÏkoval prof. Pytelovi za otev¯enÌ
diskuse k problematice studijnÌch program˘ uËitelstvÌ chemie
a za prezentaci jeho postoj˘. JednoznaËnÏ souhlasÌm s tÌm, ûe
ÑkvalitnÌ vzdÏl·v·nÌ budoucÌch uËitel˘ chemie je nezbytnou
podmÌnkou kvalitnÌ v˝uky chemie na z·kladnÌch a st¯ednÌch
ökol·ch, potaûmo i û·doucÌho povÏdomÌ o chemii v laickÈ
ve¯ejnostiì. S prof. Pytelou se vöak rozch·zÌm v n·zoru, ûe
p¯Ìprava kvalitnÌch uËitel˘ chemie pro vöeobecnÏ-vzdÏl·vacÌ
p¯edmÏt chemie na z·kladnÌch a st¯ednÌch ökol·ch a uËitel˘
odborn˝ch chemick˝ch p¯edmÏt˘ na st¯ednÌch odborn˝ch öko-
l·ch a uËiliötÌch m· naplÚovat stejnÈ cÌle. DomnÌv·m se, ûe
v prvnÌ z alternativ je z·kladnÌm cÌlem uËitelovy Ëinnosti û·k
a hlavnÌm ˙kolem je p¯ispÌvat k rozvoji û·kovy osobnosti. Tato
p¯Ìprava je prioritou, kter· vyûaduje soubor odpovÌdajÌcÌch
prost¯edk˘. Za jeden z tÏchto prost¯edk˘ lze povaûovat uËivo
chemie jako vöeobecnÏ vzdÏl·vacÌho p¯edmÏtu. Pro tuto alter-
nativu  jsou  u n·s  v  »eskÈ republice p¯ipravov·ni  uËitelÈ
vöeobecnÏ vzdÏl·vacÌch p¯edmÏt˘ ve studijnÌch programech
UËitelstvÌ pro z·kladnÌ ökoly (zde obor: UËitelstvÌ pro 2. stu-
peÚ z·kladnÌch ökol ñ chemie) a UËitelstvÌ pro st¯ednÌ ökoly
(zde obor: UËitelstvÌ pro st¯ednÌ ökoly ñ chemie). V druhÈ
alternativÏ je pr·vÏ uËivo chemie (zpravidla jejÌ nÏkterÈ sub-
disciplÌny) p¯evedeno z kategorie prost¯edk˘ do kategorie cÌl˘.
Pro zajiötÏnÌ takto pojatÈ v˝uky jsou p¯ipravov·ni uËitelÈ
tzv. odborn˝ch (specializaËnÌch) chemick˝ch p¯edmÏt˘. Je-
jich vzdÏl·v·nÌ je v »eskÈ republice zabezpeËov·no doplÚu-
jÌcÌm pedagogick˝m studiem navazujÌcÌm nebo soubÏûnÏ pro-
v·dÏn˝m s p¯Ìsluön˝m magistersk˝m (vÏtöinou inûen˝rsk˝m)
chemick˝m studijnÌm programem. V tÈto souvislosti nelze
souhlasit s v˝rokem prof. Pytely Ñnakolik je v˝uka na z·klad-
nÌch a st¯ednÌch ökol·ch vöeobecn· a nakolik odborn·, je snad
vÏcÌ osnovì, ale je  z¯ejmÈ,  ûe je  to vÏcÌ uËebnÌch pl·n˘
p¯Ìsluön˝ch ökol, v nichû se jednotlivÈ p¯edmÏty se sv˝mi
osnovami vyskytujÌ a vyuËovat by je mÏli uËitelÈ s odpovÌda-
jÌcÌ kvalifikacÌ. SouhlasÌm s tÌm, ûe uËitel m· b˝t odbornÌk, ale
p¯edevöÌm odbornÌk ve svÈ profesi ñ v uËitelstvÌ chemie. Co
se t˝Ëe vöeobecnÈho vzdÏl·v·nÌ, je to v prvnÌ ¯adÏ uËitel, jehoû
profesion·lnÌ str·nku zajiöùuje soubor p¯edmÏt˘ z didaktiky
chemie, postaven˝ jednak na solidnÌch znalostech (vÏdomos-
tech, dovednostech a postojÌch) z chemie (zabezpeËovan˝
v˝ukou bloku z·kladnÌch chemick˝ch disciplÌn a v˝bÏrovou
formou dalöÌch chemick˝ch p¯edmÏt˘) a na solidnÌch znalos-
tech (vÏdomostech, dovednostech a postojÌch) z pedagogiky
a psychologie (zabezpeËovan˝ v˝ukou p¯Ìsluön˝ch disciplÌn
v r·mci spoleËnÈho z·kladu dvoup¯edmÏtovÈho uËitelskÈho
studia). Co se t˝Ëe v˝uky odborn˝ch chemick˝ch p¯edmÏt˘,

je to v prvnÌ ¯adÏ chemik se svou specializacÌ, kter˝ si doplnil
poûadovanÈ pedagogickÈ vzdÏl·nÌ nap¯. formou doplÚujÌcÌ-
ho studia (pedagogickÈ, psychologickÈ a oborovÏ-didaktickÈ
p¯edmÏty). Tolik z mÈ strany k doplnÏnÌ diskuse o rozdÌlech
vöeobecnÈho a odbornÈho (specializaËnÌho) chemickÈho vzdÏ-
l·v·nÌ a jeho pr˘mÏtu do uËitelskÈho vzdÏl·v·nÌ.

Prof. Pytela p¯ipomÌn·, ûe jsem asi neuvÏdomÏle spojil
v˝sledky akreditacÌ s v˝öÌ finanËnÌ dotace na jednotlivÈ stu-
dijnÌ programy. Toto spojenÌ jsem provedl z·mÏrnÏ a domnÌ-
v·m se, ûe od nÏho nelze abstrahovat. Dle Z·kona o vysok˝ch
ökol·ch jsou AkreditaËnÌ komisÌ posuzov·ny studijnÌ progra-
my a v p¯ÌpadÏ uËitelstvÌ chemie jako vöeobecnÏ-vzdÏl·vacÌho
p¯edmÏtu jak na Zä tak na Sä se jedn· o studijnÌ programy
¯azenÈ dle ËÌselnÌku obor˘ mezi pedagogickÈ studijnÌ progra-
my (s odpovÌdajÌcÌm koeficientem pro n·sobenÌ normativu na
studenta ñ zde 1,2), kdeûto chemickÈ studijnÌ programy majÌ
p¯isouzenu jinou n·roËnost (koeficient p¯ev·ûnÏ 2,8). Lze tedy
abstrahovat od absolutnÌ v˝öe dotace, ale domnÌv·m se, ûe
nelze abstrahovat od deklarovanÈho charakteru studijnÌho pro-
gramu, kter˝ se odr·ûÌ ve v˝öce jeho tzv. koeficientu n·roË-
nosti.

DalöÌ pozn·mky prof. Pytely, na nÏû musÌm reagovat, se
t˝kajÌ didaktiky chemie jako oboru v˝zkumnÈ Ëinnosti a po-
taûmo vysokoökolskÈ v˝uky. Prof. Pytela uv·dÌ n·zor, ûe Ñna
oborovÈ didaktiky se v praxi pohlÌûÌ jako na pomocn˝, spÌ-
öe technick˝ (ve smyslu vyuûÌv·nÌ poznatk˘ a dovednostÌ),
neû vÏdeck˝ (ve smyslu objevov·nÌ nÏËeho z·sadnÏ novÈho)
oborì. Ve v˝zkumnÈ zpr·vÏ o stavu didaktiky chemie u n·s
a v dalöÌch zemÌch Evropy (zvl·ötÏ NÏmecka) a USA, jsme
analyzovali vÌce neû 350 tÈmat v poslednÌch t¯ech desetiletÌch
obh·jen˝ch dizertaËnÌch pracÌ z didaktiky chemie1. PrvnÌ dok-
tor·ty v didaktice p¯ÌrodnÌch vÏd byly v USA udÏleny jiû
v roce 1930 (Teachers College, Columbia University, N. Y.)
a nap¯. v rozmezÌ let 1970ñ1980 bylo v USA p¯ijato na 2100
pracÌ  z  p¯ÌrodovÏdn˝ch  oborov˝ch didaktik2. V NÏmecku
p˘sobilo v roce 1994 67 profesor˘ didaktiky chemie a v jejich
vÏdecko-v˝zkumnÈ Ëinnosti p¯ipadalo 70 % na v˝zkum v di-
daktice chemie3. V pr˘zkumu n·zor˘ na didaktiku chemie,
kter˝ jsme provedli v akademickÈm roce 2000ñ2001 u cca
65 % vöech tzv. vzdÏlavatel˘ uËitel˘ chemie v uËitelsk˝ch
studijnÌch programech (zkouman˝ vzorek zahrnoval odbornÈ
chemiky (42 %), odbornÌky, dÏlÌcÌ svÈ odbornÈ z·jmy mezi
chemii a didaktiku chemie (42 %), didaktiky chemie (10 %)
a ostatnÌ (8 %)), uvedlo 79 % respondent˘ vÏdecko-v˝zkum-
nou Ëinnost v didaktice chemie za pot¯ebnou, 13 % za zbyteË-
nou a 7 % uvedlo jinou charakteristiku4. DomnÌv·m se, ûe tyto
v˝sledky nelze nijak zpochybÚovat a degradovat didaktiku
chemie na pomocn˝ Ëi dokonce technick˝ obor, bez moûnosti
¯eöit vÏdecko-v˝zkumnÈ ˙koly. Z d˘vodu menöÌ informova-
nosti naöÌ odbornÈ ve¯ejnosti o didaktice chemie jsme se pro-
blematikou charakteristiky disciplÌny, jejÌch problÈmov˝ch
oblastÌ a vÏdeckÈho v˝zkumu v oboru vÏnovali v ¯adÏ publi-
kacÌ, ve sbornÌcÌch mezin·rodnÌch konferencÌ a nynÌ v mono-
grafii Didaktika chemie ñ v˝zkum a vysokoökolsk· v˝uka, kter·
vyöla v letoönÌm roce v nakladatelstvÌ M&V Hradec Kr·lovÈ4.

V p˘vodnÌm Ël·nku o akreditaci jsem p¯ipomÌnal, ûe AS
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(aù prost¯ednictvÌm pracovnÌ skupiny pro chemickÈ obory Ëi
pracovnÌ skupiny pro pedagogickÈ obory) neposuzovala na
jednotliv˝ch pedagogick˝ch fakult·ch ˙roveÚ didaktiky che-
mie. Prof. Pytela pÌöe Ñza sebe ji (didaktiku chemie ñ pozn.
autora) hodnotÌm dob¯e, a nebylo nutnÈ vyd·vat nÏjakÈ dopo-
ruËenÌ ze strany ASî. To je pro mne velkÈ p¯ekvapenÌ, neboù
v souËasnÈ dobÏ existuje obrovsk˝ rozdÌl v zabezpeËenÌ di-
daktiky chemie ve studijnÌch programech uËitelstvÌ chemie na
jednotliv˝ch pracoviötÌch pedagogick˝ch (Ëi jin˝ch pro pe-
dagogickou fakultu uveden˝ program garantujÌcÌch) fakult.
Nap¯. v hodinovÈ dotaci pro chemicko-didaktick˝ blok, jak
uv·dÌ ve svÈ dizertaËnÌ pr·ci B. Vo¯Ìökov·4, je rozdÌl v poËtu
hodin p¯edn·öek, semin·¯˘ a cviËenÌ u uËitelstvÌ chemie pro
Zä na jednotliv˝ch fakult·ch v rozmezÌ od pouh˝ch 6 aû do
29 Ñt˝dnohodinì za celÈ studium v povinnÈ v˝uce (pr˘mÏrnÏ
17 hodin) a u uËitelstvÌ chemie pro Sä od 10 do 23 Ñt˝dnoho-
dinì za celÈ studium v povinnÈ v˝uce (pr˘mÏrnÏ takÈ 17 ho-
din). V garanci v˝uky chemicko-didaktick˝ch p¯edmÏt˘ jsou
takÈ propastnÈ rozdÌly: od nÏkolika habilitovan˝ch pracovnÌ-
k˘ aû po poloviËnÌ ˙vazek uËitele z·kladnÌ ökoly bez vÏdeckÈ
hodnosti na jednom pracoviöti. Byla tedy chemicko-didaktic-
k· Ë·st posuzov·na s tak v˝razn˝m stupnÏm volnosti?

V oblasti v˝ukovÈ praxe se m˘ûeme setkat s n·zorem prof.
Pytely, ûe Ñdob¯e uËÌcÌ neodbornÌk m˘ûe nap·chat vÏtöÌ ökody,
neû öpatnÏ uËÌcÌ odbornÌkì. S tÌm z·sadnÏ nemohu souhlasit,
neboù i öpatnÏ vyuËujÌcÌ odbornÌk (myöleno asi odbornÌk v nÏ-
kterÈm chemickÈm oboru) m˘ûe nap·chat v˝raznÈ ökody,
zvl·ötÏ v oblasti vöeobecnÈho vzdÏl·v·nÌ Ëi v oblasti motivace
pro dalöÌ studium chemie i p¯ÌrodnÌch vÏd jako celku. N·zor
prof. Pytely pravdÏpodobnÏ vych·zÌ ze zkuöenostÌ s ˙ËastnÌky
ChemickÈ olympi·dy nebo St¯edoökolskÈ odbornÈ Ëinnosti,
kte¯Ì ¯adu sv˝ch znalostÌ (vÏdomostÌ, dovednostÌ a postoj˘)
zÌskali samostudiem a z dalöÌch na uËiteli vÌce Ëi mÈnÏ z·vis-
l˝ch zdroj˘. JakÈ procento z celkovÈho poËtu û·k˘ z·kladnÌch

ökol a student˘ st¯ednÌch ökol vöak olympionici a ˙ËastnÌci
St¯edoökolskÈ odbornÈ Ëinnosti tvo¯Ì?

Ani j· nevÌm, podobnÏ jako se p¯izn·v· prof. Pytela,
nakolik se mi poda¯ilo odpovÏdÏt na ot·zku v n·zvu tohoto
p¯ÌspÏvku. V û·dnÈm p¯ÌpadÏ jsem vöak ve svÈm p˘vodnÌm
Ël·nku ani v tÏchto ¯·dcÌch nezpochybÚoval odbornou zp˘so-
bilost Ëlen˘ PracovnÌ komise pro chemickÈ obory AkreditaËnÌ
komise, jak na str. 1016 prof. Pytela uvedl. Pokusil jsem se
pouze o anal˝zu pr˘bÏhu a v˝sledk˘ akreditace studijnÌch
program˘ uËitelstvÌ v oborech uËitelstvÌ chemie jako vöeobec-
nÏ vzdÏl·vacÌch p¯edmÏt˘ na Zä a Sä, kterÈ se tolik liöily od
akreditace ostatnÌch obor˘ uËitelstvÌ p¯ÌrodovÏdn˝ch p¯edmÏ-
t˘. I mnÏ jde v prvnÌ ¯adÏ o kvalitnÌ vzdÏl·v·nÌ uËitel˘ a ne
o partikul·rnÌ z·jmy.
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