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Chemické povidani

VSechny zivé organismy vyuZivaji néjakou formu
komunikace. My lidé pouzivame obvykle verbalni
komunikaci, ktera se zda velmi dokonala, ale jak vsSichni
z vlastni zkuSenosti vime, vzdjemné porozuméni/dorozumeént
byva casto problematické, a to i v pripade, Ze pouzivime
stejny jazyk. Prosté vysoka uroven vedomi a emoci vse
komplikuje. Ostatni Zivocichové vyuzivaji pro komunikaci
vice ¢i méné artikulované zvuky. Jak to ale je s organismy,
které zvukové projevy kdispozici nemaji?  Z vyssich
organismii to jsou napriklad rostliny a velmi propracovany
systém komunikace funguje mezi burntkami jednobunécnych
mikroorganismui, jez vede kurcitym prvkum mnoho-
bunécnosti. Obé uvedené skupiny produkuji nepreberné
mnozstvi chemickych sloucenin a nékteré z nich jsou pravé
zodpovédné za tzv. chemické povidani. Asi nejznaméjsim
mechanismem komunikace je quorum sensing u mikro-
organismii. Jak uz z ndzvu vyplyvd, mikroorganismy jsou
schopné rozpoznat mnozstvi bunék ve svém okoli a podle
toho menit své chovani jako celek, coz casto vede
k prechodu do jiného bunécného fenotypu. Buriky v bunécné
populaci se tak viastné domlouvaji, co budou ddle délat.
Mohou se tak podle situace rozhodnout, Ze napr. budou riist
v ,,mnohobunécném " utvaru — biofilmu, nebo se z tohoto
utvaru  odpoutaji. Mohou zacit produkovat  rizné
metabolity, jako napriklad barviva, toxiny a pro nds velmi
dilezita antibiotika. Tento mechanismus rovnéz miize
navodit  diferenciaci  bunék, proces sporulace apod.
Z pohledu clovéka je neprijemné, Ze tento mechanismus
miuize navodit produkci virulencnich faktorii u patogennich
mikroorganismii. A jak vlastné tento mechanismus funguje?
Mikrobni bunky maji na svéem povrchu receptory, na které
se zachyti signalni molekuly, které samotné bunky
produkuji. Pokud je zaplnéno potrebné mnozZstvi receptorii,
bunky poznaji, zZe je jich v prostiedi dostatek (bylo
dosazeno potrebné quorum) arozhodnou se zménit svoje
chovani. Vyhodou tohoto procesu je skutecnost, Ze to celé
probéhne bez diskuse a emoci. Signalnimi molekulami,
které proces zajistuji, byvaji casto acyl-homoserinové
laktony nebo kratké peptidy. Uvniti bunék pak miize byt
signdl jesté predan druhému poslovi, coz byva cyklicky
diguanosin-monofosfat. Kvasinky — pouzivaji  pro
dorozumivani farnesol a tyrosol. Z uvedeného plyne, zZe
v mikrobnim svéte je pro komunikaci vyuzZivano omezené
mnozstvi  chemickych  struktur. Podobnost signdlnich
molekul tak miize vést ke komunikacnimu ,,Sumu”
a vzdjemnému ovliviiovani riznych bunécnych populaci.
Toto kiizové povidani se ale nemusi omezovat jen na
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mikrobni populace a nemusi byt ve vSech pripadech zcela
pratelské. Serratia marcescens produkuje cervené barvivo
prodigiosin a Chromobacterium violaceum modré barvivo
violacein. Obe latky maji téz antibiotickou aktivitu
a zbarveni kolonii varuje pripadné utocniky, Ze nemusi
dopadnout dobre. Podobnymi informacemi jsou barviva
produkovand radou vidknitych hub, kterymi nam sdéluji, ze
danou potravinu si uz privlastnil nékdo jiny a pro nds je
nevhodnd. Vldknita houba Acremonium lolii se vyskytuje
Jjako endofyt bézné traviny jilku a dalsich. Tato houba
produkuje alkaloidy, které jsou vystraznou zpravou pro
okolni organismy a chrani svého hostitele. Alkaloid
peramin odpuzuje hmyz a lolitrem B zpiisobuje neuralgické
potize skotu, ktery ztohoto divodu prislusnou travinu
nespdsd. Gram negativni  bakterie Vibrio fischeri je
schopna vysSe uvedenym mechanismem quorum sensing
vytvaret namodralou  luminiscenci. Této  schopnosti
vyuzivaji nékteri morsti hlavonozZci, kteri umoznuji, aby
Jejich téla byla na povrchu osidlena dostatecné hustou
populaci  téchto vibrii. Luminiscence zpiisobi, Ze téla
hlavonozZcii se stanou v noci neviditelna a jevi se jako
odlesky mésice na hladiné vody. Pro preddatory to je
informace, Ze se jim potrava ztratila. V Fisi rostlin je
komunikace mnohem rozmanitéjsi. Informace proudi mezi
tkanémi rostliny, ale vyznamné téz mezi jednotlivymi
rostlinami. Rostliny spolu mohou chemickou reci mluvit
prostrednictvim produkce tékavych latek, které si preddavaji
vzduchem. Skdla téchto litek je pomérné Sirokd. Castymi
zastupci jsou ethylen, methyl-salicylat, ¢i latky ze skupiny
oxylipinii (napr. hexenal, hexenol, methyl-jasmondt, cis-
Jasmon) nebo terpenoidi (napr. beta-ocimen, beta-
farnesen). Ldtky obvykle slouzi ke zprostredkovani
informace o stresovych stimulech v prostredi ¢i o napadeni
Jinymi organismy. Odezvou pak byva produkce obrannych
latek nazyvanych fytoalexiny. Dalsi forma komunikace se
odehrava prostrednictvim korenového systému. Rostliny
v exudatech z korenii produkuji mimo jiné radu chemickych
signalnich  sloucenin, kterymi komunikuji s okolnim
prostredim, zejména s mikroorganismy v rhizosfére,
a vznikaji mezi nimi nejruznéjsi kladné ¢i negativni vztahy.
Pro komunikaci jsou vyuzivany riizné polyfenoly (flavony,
kumariny —  scopoletin),  terpenoidy  (strigolaktony),
alkaloidy (camalexin) a dalsi. Chemické povidani je tedy
velmi rozmanité, ale soucasné ucelné, protoze odesilatel
poskytuje prijemci informace, zda se s nim chce pratelit
nebo ho chce poskodit anebo dokonce zabit. V kazdém
pripadé jsou zprdvy minéné uprimné.

Jan Masdk
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Hmotnostni spektrometrie nachazi Siroké uplatnéni v riznych védeckych oborech. V atmosférické chemii byla
dlouhou dobu vyzva k detailni on-line analyze chemického sloZeni acrosolovych ¢astic (tj. ¢astic pevného nebo kapalného
skupenstvi) v atmosféfe. To vedlo k vyvoji tzv. aerosolovych hmotnostnich spektrometri, k jejichz rozvoji doslo béhem
uplynulych dvaceti let. Tyto pfistroje umoznuji analyzovat chemické slozeni Castic o velikostech ca 50-800 nm, a to bézné
i v minutovém rozliseni. O jejich vyvoji a moznych aplikacich pojednava tento referat.

Klicova slova: aerosoly, hmotnostni spektrometrie, atmosféra, organicky aerosol, environmentalni analyzy
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1. Uvod

Predstavme si hmotnostni spektrometr s dirkou
v plasti vakuované komory, diky které je do analyzatoru
stale néco nasavano. Takovy analyzator bychom nejspise
vratili vyrobci jako vadny. Nicméné, zjednodusené feceno,
na takovém principu funguje aerosolovy hmotnostni spek-
trometr (AMS). Jednd se o pfistroj, ktery byl navrzen
a vyvinut za ucelem on-line analyzy a charakterizace aero-
soli'. Aerosolem nazyvame &astice pevného, kapalného
nebo smésného skupenstvi, které jsou rozptyleny v plynu.
Ve vzduchu hovoiime o atmosférickém aerosolu, kde tvoii
zdéanlivé zanedbatelnou ¢ast hmoty atmosféry (méné nez
0,0001 %)>*. I piesto maji acrosoly vyznamny vliv na
zdravi®, kvalitu ovzdusi® nebo klima®, a proto jsou celosvé-
tové predmétem mnoha studii. V ramci vyzkumu aerosolu
predstavuje AMS jeden z nejpokrocilej$ich nastroju pro
jeho on-line chemickou analyzu. Mezi materialy, které
jsou uspésné pomoci AMS analyzovany, nalezi orga-
nické aerosoly (OA) spolu s hlavnimi anorganickymi
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latkami pfitomnymi v atmosférickém aerosolu, jako
jsou (NHy),SO4, NH4NO;3 a NH,Cl. Tento referat pojedna-
va o vyvoji a typech téchto pfistrojii a principu jejich mé-
feni, predstavuje ukazku méfenych dat a moznosti jejich
vyuziti pro studium atmosféry.

2. Aerosolové hmotnostni spektrometry
a moZznosti jejich vyuziti

2.1. Vyvoj a typy analyzatoru

Pfi vyvoji prototyptt hmotnostnich spektrometrit pro
on-line analyzu aerosolti byly pouzity rtizné ptistupy, kte-
ré se odliSovaly jak konstrukci pfistroji, tak zejména
v metod¢ vypareni/ionizace analyzovanych castic. Zatim-
co prvni ¢ast spektrometrii vyuzivala laserovou desorpci/
ionizaci, tak druha pouzivala vypafeni ¢astic dopadem na
zahfaty povrch a naslednou ionizaci dopadem elektroni’*.
Druhy pfistup se pro analyzy ujal ve vétsi mife a nasledné
byl rozvijen 1 pro bézn¢ dodavané analyzatory.
V soucasnosti je jedinym komercnim vyrobcem riznych
druht AMS pro on-line analyzy americké firma Aerodyne
Research, Inc. (https://www.aerodyne.com/), jejiz rtizné
typy spektrometrti jsou shrnuty v tab. I. Prvnim, takto
dostupnym on-line spektrometrem byl AMS s kvadru-
pbélovym hmotnostnim detektorem (Q-AMS)', ktery od
pocatku umoziioval urcit jak chemické slozeni zakladnich
slozek aerosolu, tak jeho velikostni rozliSeni. Tento pii-
stroj byl postupné zdokonalovan a pivodni kvadrupdlovy
detektor byl nahrazen kompaktnim analyzatorem doby
letu (Time-of-Flight, C-ToF)’. C-ToF-AMS ma
v porovnani s Q-AMS niz§i meze detekce a vétsi rozsah
meéfenych m/z, nicméné pfistroj stdle méfi v jednotkovém
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hmotnostnim rozliSeni (Unit Mass Resolution). Pro zvyse-
ni hmotnostni rozliSovaci schopnosti AMS byl nasledné
vyvinut pfistroj s vysokorozliSovacim detektorem (High-
Resolution Time-of-Flight, HR-ToF)'’, ktery jiz umozituje
analyzovat jednotlivé chemické fragmenty ve vyS$im roz-
liseni m/z. Nejnovéji byla detekéni schopnost AMS vylep-
Sena pomoci ToF detektoru s dlouhou dobou letu (Long
Time-of-Flight, LToF-AMS). Vyborna detek¢ni schopnost
LToF-AMS umoznuje dal$i rozd€leni blizkych piki
v hmotnostnim spektru'', coZ je viak vykoupeno jeho zvy-
Senou hmotnosti (ca 125 kg), a tim i nemoznosti s nim
snadnéji manipulovat.

Z divodi poptavky po miniaturizaci AMS, tak aby
byl pfistroj snadno umistitelny na riizné méfici stanice,
kde se provadi méfeni, pokud mozno rutinné bez nutnosti
Castych zasahti operatora, byly pozdé&ji vyvijeny jedno-
dussi monitorovaci aerosolové hmotnostni spektrometry
(ACSM, Aerosol Chemical Speciation Monitor). Prvni
v fadé to byl opét ACSM s kvadrupolovym detektorem
(Q-ACSM)"* nasledovany vylepsenou verzi, ACSM s ToF
detektorem (ToF-ACSM)". Dani za miniaturizaci pfistroje
(a také nizsi cenu) bylo odstranéni moznosti analyzovat
velikostni profil ¢astic a omezeni rozsahu méfenych hmot-
nosti zhruba na 200 m/z. 1 presto umi ACSM pfistroje
hodnotit rutinné zakladni slozky atmosférického aerosolu,
a to sirany (SO42’), dusi¢nany (NOj;"), amonné ionty
(NH,"), organické aerosoly (OA) a chloridy (CI") bez mot-
ské soli. V soucasnosti je vylepSovana i detekéni schop-
nost téchto monitord, a to v podobé ACSM s vylepSenym
detektorem (ToF-ACSM-X)'*, ktery mé v&tsi rozsah méte-
nych m/z, tak rozliSovaci schopnost. Vys§i rozliSeni
TOF-ACSM-X poskytuje lepsi limity detekce oproti pred-
chozim ACSM, a to zejména u dusi¢nanll (rozliSeni od

Tabulka I
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fragmenti OA na m/z 30) a amonnych iontl (rozliSeni od
fragmentu vody na m/z 17).

Limitem AMS je zejména nemoznost analyzy aeroso-
10, které za danych podminek nejsou odpafeny a analyzo-
vany, patfi mezi n¢ mineralni latky, elementarni uhlik
(EC), popilek, prvky zemské kiry a jejich oxidy, ale
i moftska stl. V ptipadé moiské soli je moznost stanoveni
na zaklad¢ kalibra¢niho faktoru stanoveného zastupnymi
ionty Na" a ClI" m&fenych pomoci HR-ToF-AMS (cit." ).
Relativné nejvyssi nejistota vznika pii absenci dat EC
(sazi, ¢erného uhliku), ktery tvoti 5-15 % atmosférického
aerosolu. Omezeni v podobé nemoznosti analyzy EC po-
moci AMS bylo c¢éastené vyfeSeno spojenim HR-ToF-
AMS a laserového odpatovace s fotometrem, pomoci né-
hoz jsou Castice sazi detegovany laserem tésné pied dopa-
dem na odpatovag aerosolu'®. Casto jsou viak koncentrace
EC doplnovany z jinych paralelnich méteni, a to bud
z analyzatoru organického a elementarniho uhliku'’, nebo
v podobé tzv. ¢erného uhliku méfeného opticky pomoci
aethalometeru'®.

Vyse uvedeny piehled (tab. I) ukazuje, ze v soucas-
nosti existuje $irsi spektrum hmotnostnich spektrometra
pro analyzu aerosold. Princip méfeni AMS, ktery si na-
sledn¢ detailnéji popiseme, vsak zlstava podobny.

2.2. Princip méfeni

ZjednoduSené schéma AMS je zndzornéno na obr. 1.
Principialné AMS funguje tak, Ze aerosolové Castice jsou
nasavany pies vstupni aerodynamické Cocky, kde jsou
usporadany do tzkého paprsku, prochazejiciho pies eva-
kuovanou komoru do odparfovace, kde jsou vypaieny
a nasledn¢ analyzovany detektorem.

Prehled riznych typt aerosolovych hmotnostnich spektrometrt, jejich mezi detekce, rozliSovacich schopnosti a méticich

rozsahu

Typ spektrometru Mez detekce”

Hmotnostni rozliSovaci Rozsah m/z  Lit.

[ug m] schopnost [m/Am]
Q-AMS? 0,25 (3 min) UMR! (300) 1-300 1
C-ToF-AMS® 0,025 (1 min) UMR' (400) 1-400 9
HR-ToF-AMS* 0,003 (V), 0,03 (W) (1 min) 2500 (V), 5000 (W) 1-1200 10
SP-AMS! stejné parametry jako HR-ToF-AMS + méfeni sazi 16
LToF-AMS® 0,04 (1 min) 7000 1-1000 11
Q-ACSM' 0,2 (30 min) UMR' (200) 1-200 12
ToF-ACSM® 0,31 (OA), 0,04 (SO), 0,09 (NO;), UMR'(200) 1-200 13
0,06 (CI'), 0,19 (NH4") (10 min)
ToF-ACSM-X 0,14 (OA), 0,0087 (SO,*), 0,016 (NO5), 2000 1-400 14

0,010 (CI'), 0,0045 (NH,) (10 min)

*Q-AMS (Quadrupole AMS), °C-ToF-AMS (Compact Time-of-Flight AMS), °HR-ToF-AMS (High Resolution ToF-
AMS), ¢SP-AMS (Soot Particle AMS), °LToF-AMS (Long ToF-AMS), fQ-ACSM (Quadrupole — Aerosol Chemical Spe-
ciation Monitor) ® ToF-ACSM (Time-of-Flight — Aerosol Chemical Speciation Monitor), " mez detekce pro 1 min integrad-
ni ¢as, pokud neni uvedeno jinak, ' UMR (Unit Mass Resolution)
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Obr. 1. Schéma C-ToF-AMS. Pfevzato a upraveno z Drewnick a spol.’

Rozebereme-li si pfistroj blize, tak uvnitf spektrome-
tru je udrzovano vysoké vakuum (ca 10-15 Pa), které za-
jistuje soustava turbomolekularnich vyvév (turbopump).
Prestoze je odsata vétSina plynné slozky, je plynti detego-
vanych AMS pfitomno stile vice, nez analyzovanych ae-
rosoli. Nicméné hlavnich slozek plynné faze neni mnoho
Ny, O,, Ar, H,0, CO,) a tvofti tak relativné malo m/z pika.

Aecrosoly do pristroje vstupuji pies kritickou trysku,
kterou je otvor o priméru 100 um, za niz jsou umistény
tzv. aerodynamické Cocky, coZ je soustava dalsich kritic-
kych trysek, které zajisti, ze aerosol je v nasavaném vzdu-
chu zaostfen do tzkého paprsku'®. Zaostfeni je zavislé na
tvaru a velikosti ¢astic a probiha s relativné nizkymi ztra-
tami. Simulace ukazala, ze projde téméf 100 % castic
o velikosti 70-500 nm (cit.'?). P¥istroj tak zhruba analyzu-
je frakci jemného aerosolu. Pro rozsiteni velikostniho roz-
sahu métenych ¢astic byl vyvinut i vstup pro velikost aero-
solu do 2,5 pm , tj. frakce PM, 5 (cit.?’), ktery je pouzivan i
u monitort ACSM (cit.*").

Poté, co je aerosol do piistroje nasat, prochazi zao-
stfené Castice evakuovanou komoru na vypafovaci kolek-
tor, ktery je zahiivan na ca 600 °C. Pfistroj analyzuje pou-
ze Castice, které se pii této teploté a vysokém vakuu vypaii
dostateén& rychle”. Zdrojem emitujicich elektrond jsou
rozzhavena wolframova vlakna. Odpatené slozky aerosolu
jsou nejcastéji ionizovany dopadem elektrond s energii
70 eV, jedna se tedy o elektronovou ionizaci (EI). Nasled-
kem toho jsou molekuly fragmentovany a identifikace
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puvodnich struktur je vétSinou nemozna. Pti EI ionizaci se
produkuje velké mnozstvi fragmentd, ale fragmentace
jednotlivych molekul je vice méné reprodukovatelna
a poméry mezi intenzitami jednotlivy fragmentl jsou sta-
bilni>.

Zde lze jesté dodat, ze v ramci vyvoje AMS jsou
provadény experimenty s riznymi typy ionizace vzorku za
pouziti napf. ultrafialové fotoionizace®*** nebo chemické
ionizace?®?’, nicmén¢ EI ziistava standardné pouzivanou
ionizaci.

Pouze cast aerosoli, ktera je v odpafovaci komtirce
prevedena do plynné faze, je nasledné detegovana hmotnost-
nim detektorem. Proto se zavadi veli¢ina ioniza¢ni u¢innost
(IE, ionization efficiency)®, ktera zahrnuje (a) pravdépodob-
nost, Ze molekula bude ionizovana, (b) transmisni u¢innost
do oblasti detektoru zavislou na m/z, (¢) detekéni G¢innost.

Vedle uréeni chemického slozeni ¢astic dokaze AMS
urcit i jejich velikostni distribuci. Béhem méfeni v tzv.
moddu doby letu ¢astic (PToF, Particle Time of Flight) je
do drahy paprsku ¢astic vlozen selektor (chopper), ktery
propusti ca 3 % castic. Béhem letu jsou Castice rozdéleny
podle velikosti — mensi leti rychleji nez velké. Pfistroj
méeii dobu jejich letu mezi chopperem a dopadem na vypa-
fovaci kolektor a zarovenn méti slozeni jednotlivych veli-
kostnich frakci. Protoze AMS signal je imérny hmotnosti,
je vysledek uvadén jako hmotnostni velikostni distribuce
¢astic o daném vakuovém aerodynamickém priméru.
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2.3. Korekce a evaluace dat

Kalibrace AMS/ACSM je nutno provadét pied, po
i béhem méteni. Obvykle je kontrolovan prutok, ioniza¢ni
ucinnost a v ptipadé AMS také velikost ¢astic (resp. doba
letu Castic v zavislosti na jejich velikosti). Presto pti odbé-
ru a analyze aerosolu dochdzi k riznym typim ztrat. Jedna
se o ztraty na odbérové trase béhem odbéru do pfistroje,
a to véetné vyse zmitiovanych ztrat na aerodynamickych
Cockach. Dale se jedna o ztraty podilu ¢astic dopadajicich
na kolektor a podil skuteén¢ vypaienych ¢astic na kolekto-
ru (vliv podilu odrazenych a ptipadné jen ¢astecné odpare-
nych &stic). Uinnost zachytu (CE, collection efficiency)
v pristroji je ovlivilovana velikosti, tvarem a chemickym
sloZzenim c¢astic. Ztraty, a tim i CE pfistroje, jsou nejcastéji
kolem hodnoty 50 %, to je nasledné nutné promitnout pti
vypodtu redlnych koncentraci®. Velikost a tvar &éstic
ovliviiuje zejména vlhkost. Relativni vlhkost vzorku je
velmi promenliva, a proto suSeni ¢astic na vstupu do pii-
stroje pomaha stalosti vysledkl a je zaroven pozadavkem
pro standardizovana méfeni.

Rozdilné chemické slozeni Castic je pak reflektovano
v korekénim faktoru zahrnujicim ucinnost zachytu zavis-
lou na chemickém slozeni (CDCE, Composition-
Dependent Collection Efficiency), ktery zohledriuje rlizné
odpafovani chemickych latek®®. Napi. nejméné kulovité
castice (NH4),SO, vykazuji nejhorSi zaostieni, zatimco
castice NH4NOj se blizi kulovitym ¢asticim a vykazuji tak
lepsi zaostieni”. Tyto korekce jsou viak provadény jiz ve
specializovaném programu pro zpracovani dat z AMS,
resp. ACSM.

Data z AMS jsou zpracovavana pomoci programu
Squirrel*’ (https://cires1.colorado.edu/jimenez-group/
ToFAMSResources/ToFSoftware/index.html#Analysis2),
a v pripadé ACSM programem Tofwerk, které oba pracuji
v prostiedi programu Igor (www.wavemetrics.com). Bé-
hem vyhodnoceni dat jsou provedeny jak zakladni tipravy,
jako je napft. nastaveni zakladni linie a korekce m/z signa-
lu, tak pokrocilejsi zpracovani dat. Specialitou téchto ana-
lyz je korekce na tzv. airbeam, coz je signél, ktery udava
pocet iontd dusiku a kysliku (m/z 28 a 32) v plynné fazi
(ovzdusi). Airbeam je monitorovan kontinualné a zmény
v jeho hodnotach slouzi jako korekéni faktor reflektujici
vliv okoli na méfeni AMS (cit.**). B&hem zpracovani dat
pfifazuji programy signély jednotlivych m/z hlavnim che-
mickym skupindim méfenym pomoci AMS (OA, NO;,
SO4*, NH,", Cl) na zaklad& tzv. fragmentaéni tabulky™.
Fragmentaéni tabulku je mozné modifikovat podle typu
prostfedi, ve kterém bylo mé&feni provadéno™ a pii evalua-
ci dat lze stanovit i jiné latky jako napf. polycyklické aro-
matické uhlovodiky™.

2.4. Ptiklady méfeni

Vystupem z méfeni AMS jsou hmotnostni spektra
s pfifazenym chemickym sloZenim, velikostni distribuce
a jejich zména v Case, jak je vidét na obr. 2. Ten ukazuje
vysledky od 29. 4. do 2. 5. 2023 na Narodni atmosférické
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observatori Kosetice. Béhem tohoto méfeni je zaznamena-
na zména ve slozeni aerosolu béhem noci na 1. 5., kdy
v Cesku probiha tradiéni paleni Sarodé&jnic. P¥i srovnani za
stejné Casové obdobi béhem predchozi noci dochazi
k nariastu koncentraci zejména OA, a zmény jsou vidét jak
na primérném hmotnostnim spektru (obr. 2A1 a 2B1), tak
na distribuci velikosti ¢astic (obr. 2A2 a 2B2). Primérna
velikost Castic béhem paleni ¢arodéjnic je mensi zejména
u OA a NOs, zatimco u SO,* zlstava podobna jako byla
predchozi noc. Analyza tak ukazuje, ze v prubéhu paleni
Carodéjnic dochazelo k nartstu cerstvych aerosolovych
Castic, které maji menSi primér nez béhem referencni
noci. Podobnym zplisobem lze analyzovat dlouhodoba
AMS méfeni a sledovat, jak se méni chemické slozeni
v riznych sezénich na riiznych typech stanic. V Cesku
byly takto zkoumany atmosférické aerosoly na méstské
stanici v Praze®* nebo na pozad'ové stanici Ko3etice®.

Dalsi ptiklad uvedeny na obr. 3 ukazuje vyuziti AMS
pii analyze atmosférickych procesii simulovanych
v teflonové komote. Konkrétné reakci a-pinenu s ozonem,
kdy dochazi k postupné tvorbé riznych organickych slou-
Cenin, které tvoii ¢astice OA. Tyto Castice postupné narts-
taji na velikost okolo 300 nm. Podobnym zptsobem lze
studovat zmény v chemickém sloZeni aerosolu za riznych
podminek, napf. pfi zménach teploty, vlhkosti, pfitomnosti
riznych plynnych prekurzort a organickych latek™*>*.

Vyse uvedené piiklady ukazuji zlomek aplikacnich
moznosti AMS, které jsou diky mezim detekce (tab. I)
vhodné jak k méfeni na odlehlych mistech s nizkymi kon-
centracemi aerosoli’’, tak na silng zne&isténych lokali-
tach®’. Pokud je na stanicich vhodna infrastruktura napf.
v podobé meficiho stozaru, lze AMS diky vys$simu caso-
vému rozliSeni vyuzit nejen k pozemnim méfenim, ale
i pro vyzkum dlouhodobé vertikalni distribuce aerosola*',
piipadné k analyze eddy-kovariance (virové kovariance)
chemicky rozlisenych aerosolovych toka*’. Tato méfeni
vSak nemuseji byt pouze stacionarni, ale mohou byt pro-
vadéna i v n&akém mobilnim zafizeni, napt. v letadle™*,
na lodi*® nebo v automobilu*. V t&chto pripadech je za
uréitych  omezujicich podminek mozno méfit az
v milisekundovém &asovém rozliseni*’.

Meéteni mohou byt zaméfend 1 na vyzkum vnitinich
prostiedi*, transformaci aerosolii pii pfechodu z vnitiniho
do vngjsiho prostiedi® nebo studium chemickych latek
tvoricich aerosoly v domacnostech™. V laboratornich pod-
minkéch jsou AMS nasazovany pii experimentech na riz-
nych atmosférickych komorach, jak je uvedeno na obr. 3,
popiipadé spalovacich komorach.

Zvlastnim piipadem je vyuziti AMS pro laboratorni
off-line méteni vzorkd, které jiz predtim byly odebrany na
filtry’>>. Hlavni nevyhodou je, Ze atmosféricky aerosol
miZe na filtru doznat jistych zmén*, takze vysledky mo-
hou byt hife reprodukovatelné. Atmosféricky aerosol
méfeny off-line metodou v§ak miizeme snadno rozdélit na
slouceniny ve vodé¢ rozpustné a ve vod¢ nerozpustné, pii-
(“:cmsi3 zdroje téchto slozek aerosolu se mohou zasadné
lisit™.
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Obr. 2. Casové série zakladnich slozek jemného aerosolu méienych na pozad’ové stanici KoSetice od 29. 4. do 2. 5.2023. Grafy Al a
A2 reprezentuji primérné hmotnostni spektrum a priimérnou velikostni distribuci ¢astic v obdobi od 29. 4. 18:00 do 30. 4. 6:00, zatimco
grafy B1 a B2 pro obdobi paleni ¢arodé&jnic od 30. 4. 18:00 do 1. 5. 6:00.

2.5. Vyuziti dat

Nameéfena on-line data na riznych lokalitach se vyu-
zivaji napt. k dlouhodobému vyzkumu kvality ovzdusi ve
vysokém &asovém rozlideni> nebo k urtovani zdrojt
atmosférickych aerosold, a to zejména metodou pozitivni
maticové faktorizace (PMF)*® v kombinaci s pistupem
ME-2 (cit.””"*). Zdroje OA lze urdovat také v redlném
Case, a to postupem nazyvanym Real-Time Source Appor-
tionment®’, nebo pro dlouhodobé méfici kampané meto-
dou tzv. rolovani (Rolling PMF)**®". Dal$imi moZnostmi
vyuziti AMS dat je vypocet hygroskopicity atmosféric-
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kych aerosola®, stanoveni hustoty organického aeroso-
> nebo vyzkum tékavosti® a velikostni distribuce
aerosolu®®.

Jako diagnostiku z AMS méfeni lze vyuzit fragmentacni
poméry organickych latek, kde napt. 44 je pomér (m/z 44) /
(m/z OAqrr). Vyuziva se zejména srovnani fragmentt f43 vs.
44(cit.%®), které mohou velmi dobie popsat oxidagni stav
aerosolu v atmosféte®’. Srovnanim 44 vs. 50 lze indikovat
zmény v oxidaci Gerstvych emisi ze spalovani biomasy®™.
V tomto ptipad¢ se fragment f60 vztahuje k Cerstvym emisim
ze spalovani (hemi)celulosy, zatimco fragment /77 z nasled-
ného $t&peni ligninu pii spalovani biomasy®.
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Obr. 3. Priklad méFeni tvorby ¢astic pFi reakci o-pinenu s ozonem béhem méieni v komore pomoci C-ToF-AMS

Podobnym pfistrojem jako jsou AMS a ACSM, je
hmotnostni ~ spektrometr s  pfenosem  protoni
a analyzatorem doby letu (PTR-ToF-MS). Ten se vyuziva
k analyze te€kavych organickych uhlovodiki, které jsou
v atmosféte pfitomny v plynné fazi a fada z nich figuruje
jako prekurzory OA (cit.”). Vysledky ziskané z PTR-ToF-
MS a z AMS/ACSM lze zkombinovat, a to napft. pfi urco-
véani zdroji OA a jejich prekurzorti metodou PMF (cit.”")
nebo pifi studiu mezifazovych procest v atmosfére. Vy-
sledky z AMS/ACSM mohou byt rovnéz doplnény
o koncentrace vybranych kovii”>. Z takto kombinované
matice OA a kovi lze rovnéz vypocitat vysledky PMF
(cit.”), které mohou vést k presngjsimu uréeni zdrojt ae-
rosold v ovzdusi.

3. Zavéry

Aerosolovy hmotnostni spektrometr je vyuzivan jako
velice ucinny nastroj poskytujici unikatni informace
o komplexnich vlastnostech aerosolovych castic. V po-
slednich letech dochéazi k rychlému rozvoji této metody
a noveé vyvinuté pristroje jiz dokazi rozliSovat hmotnostni
spektrum aerosoll opravdu detailn€. Urcitou vyzvou stale
zustava analyza chemického slozeni Castic v rozmezi od
velikosti aerosolovych nanoklastra’ (&astice o velikosti
pod 10 nm) do 50 nm, coz je oblast zajimava z hlediska
tvorby novych ¢astic v atmosféfe. Druhy pristup vyvoje
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analyzator se zaméfil na miniaturizaci téchto pfistroju,
ktera vedla k vyvoji jednodussich aerosolovych hmotnost-
nich monitord. Diky tomu dochazi k vyraznéj§imu rozsite-
ni takovychto on-line spektrometri chemického slozeni
aerosoll a vytvafeni monitorovacich siti. Piikladem tako-
véto meéfici sité je evropskd vyzkumna infrastruktura
ACTRIS (cit.””). V té je zapojeno jiz 22 statd Evropy
a jejimi cili jsou mj. sjednoceni postupu méfeni jednotli-
vych slozek atmosféry a sdileni ziskanych dat s védeckou
i laickou vefejnosti.

Clének byl pripraven s financéni podporou Technolo-

gické agentury Ceské republiky (TACR) v rdmci projektu
S8 02030031 ARAMIS.

Seznam zkratek

ACSM monitorovaci aerosolovy hmotnostni
spektrometr (Aerosol Chemical Speciati-
on Monitor)

AMS aerosolovy hmotnostni spektrometr
(Aerosol Mass Spectrometr)

CDCE ucinnost zachytu zavisla na chemickém
sloZeni (Composition Dependent Colle-
ction Efficiency)

CE ucinnost zachytu (Collection Efficiency)

C-ToF AMS  aerosolovy hmotnostni spektrometr
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EC
EI

HR-

IE

LToF-AMS

OA

PMF
PToF
PTR-ToF-MS

Q-ACSM

Q-AMS

ToF-ACSM

ToF-ACSM-X

s kompaktnim analyzatorem doby letu
(Compact Time of Flight Aerosol Mass
Spectrometer)

elementarni uhlik (Elementar Carbon)
elektronova ionizace (Electron lonizati-
on)

aerosolovy hmotnostni spektrometr

s vysokorozlisovacim detektorem (High-
Resolution Time of Flight Aerosol Mass
Spectrometer)

ioniza¢ni ucinnost (Ionization Efficiency)
aerosolovy hmotnostni spektrometr

s dlouhym analyzatorem doby letu (Long
Time of Flight Aerosol Mass Spectrome-
ter)

organicky aerosol (Organic Aerosol)
pozitivni maticova faktorizace (Positive
Matrix Factorization

doba letu ¢astic (Particle Time of Flight)
hmotnostni spektrometr s pfenosem pro-
tont a analyzatorem doby letu (Proton
Transfer Reaction Mass Spektrometry)
monitorovaci aerosolovy hmotnostni
spektrometr s kvadrupélovym detektorem
(Quadrupole Aerosol Chemical Speciati-
on Monitor)

aerosolovy hmotnostni spektrometr

s kvadrupolovym detektorem
(Quadrupole Aerosol Mass Spectrometer)
monitorovaci aerosolovy hmotnostni
spektrometr s analyzatorem doby letu
(Time of Flight Aerosol Chemical Speci-
ation Monitor)

monitorovaci aerosolovy hmotnostni
spektrometr s vylepSenym rozliSenim
(Time of Flight Aerosol Chemical Speci-
ation Monitor with eXtended Resolution)

ToF AMS
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R. Lhotka™ and P. Vodi¢ka® (“Institute of
Chemical Process Fundamentals, CAS, Prague, Czech
Republic, * Institute for Environmental Studies, Faculty of
Science, Charles University, Prague, Czech Republic,):
Aerosol Mass Spectrometry

Mass spectrometry is widely used in various
scientific fields. In atmospheric chemistry, there has been
a long call for a detailed on-line analysis of the chemical
composition of aerosol particles (i.e., particles in the solid
or liquid state) in the atmosphere resulting in the
development of the so-called aerosol mass spectrometers
in the past 20 years. These instruments allow the
measurement of the chemical composition of particles
with sizes of ca. 50-800 nm, typically at minute
resolution. Their development and possible applications
are discussed in this review.

Keywords: aerosols, mass spectrometry, atmosphere,
organic aerosol, environmental analysis
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Vyznam peptidovych terapeutik v poslednich letech neustale roste. Peptidy jako potencialni 1é¢iva maji mnoho ptizni-
vych chemickych a farmakologickych vlastnosti, pocinaje jejich velkou rozmanitosti a konc¢e vysokou afinitou k riznym
druhtim ptirozenych receptort. Pres tyto a dalsi pfinosy vSak maji i své nevyhody. Maji omezenou stabilitu v organismu
v dasledku rychlé degradace a vylucovani. Pro dosazeni co nejlepsiho farmakologického ucinku je zZadouci hledat vhodné
zpusoby modifikace peptidi vedouci k jejich vyssi stabilité¢ bez ztraty afinity k ptisluSnym receptorim. Existuje mnoho
ruznych zpasobl modifikace peptidi. V této praci jsou shrnuty v soucasnosti pouzivané syntetické piistupy potencialné
vedouci ke zlepSeni kliovych vlastnosti peptidl v roli novych perspektivnich 1éCiv se zaméfenim na lipidizaci. Tato prace
zaroven nabizi prehled lipidizovanych peptidovych 1é¢iv, které jsou momentalné dostupné na trhu.

Klicova slova: peptidova terapeutika, modifikace struktury peptidu, lipidizace
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1. Uvod

Zajem o peptidy jako potencialni terapeutika raznych
typll onemocnéni stale roste. Pfirodni nebo syntetické pep-
tidy a jejich analoga vykazuji slibné farmakologické vlast-
nosti a jedinecné vyhody oproti jinym IéCivim. Nabizi
predevsim velkou rozmanitost struktur, vysokou selektivi-
tu a afinitu k receptoriim. Navic degradacni produkty pep-
tida jsou pro organismus neskodné. Peptidy nachazi tera-
peutické vyuziti u onemocnéni, jako jsou napi. metabolic-
ké poruchy, rizné druhy rakovin, zanéty, mikrobialni in-
fekce, imunitni dysfunkce & hypertenze'?. Navzdory své-
mu potencidlu se lé¢iva na bazi peptidi potykaji také s
problémy, pfedevsim s jejich nedostatecnou stabilitou v
organismu. VétSina z nich je eliminovana béhem nékolika
minut, coz ve svém disledku vyzaduje podani vyssi davky
v kratSich cCasovych intervalech. Tato skuteCnost vede
k vetsi zatézi pacienta a zvySeni nakladi 1écby. Peptidy
také obtizn€ pronikaji hematoencefalickou bariérou
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(BBB). V pripadé peptidi regulujicich piijem potravy je
nezbytny jejich prichod do mozku, konkrétné do mista
regulace prijmu potravy, které je lokalizovano predevsim
v hypothalamu. Pro dosazeni poZadovaného efektu
v organismu je proto nutné jejich strukturu vhodné che-
micky modifikovat. NaSe experimenty ukédzaly, Ze
anorexigenni peptidy maji potencial pfi 16€b¢ obezity, ale
bez ptislusné modifikace nemohou projit pies BBB. Lipi-
dizace, jako jedna z moznych modifikaci, zvySuje stabili-
tu, prodluzuje dobu ucinku a usnadiiuje prichod BBB
(cit.> ). V poslednich letech byly na téma lipidizace vy-
tvofeny nasledujici publikace®”’.

Tento ¢lanek shrnuje mozné modifikace peptidl
s cilem zlepSeni jejich stability a farmakologickych vlast-
nosti. Zvlastni diiraz je kladen na lipidizaci.

2. Zpusoby peptidové stabilizace

Stabilizaci peptidi lze provadét riznymi zpusoby.
V nasledujici kapitole jsou uvedeny nejvyznamnéjsi modi-
fikace, které je mozné za timto ucelem na peptidovém
fetézci provadét.

Pojem PEGylace predstavuje modifikaci molekuly,
at’ uz nepeptidové, peptidové nebo proteinové, ktera spoci-
va v pfipojeni jednoho nebo vice polyethylenglykolovych
(PEQG) fetézct k jeji pivodni strukture. PEG je polymer
znamy svou nizkou toxicitou a neni imunogenni. PEGyla-
ce zvysuje stabilitu 1éCiva, sniZzuje proteolyzu a omezuje

https://doi.org/10.54779/ch120240263
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vylucovani ledvinami tim, Ze zvétSuje molekulovou hmot-
nost originalni latky. Jedn4d se o modifikaci schvélenou
ufadem Food and Drug Administration (FDA) pro kontro-
lu 1é&iv, potravin a kosmetiky. Ufad FDA schvalil PEG
pro injekéni, lokélni, rektalni a nosni formulace'®''. Pfi-
kladem jiz schvaleného PEGylovaného 1éCiva je pegine-
satid (Omontys)'?.

Glykosylace spoc¢iva v ptipojeni sacharidové jednotky
(sacharidovych ¢asti) k peptidu/proteinu. Tento proces
zvySuje biologickou dostupnost, méni farmakokineticky
profil a zlepSuje farmakodynamické vlastnosti. Glykosylace
prodluzuje trvani G¢inku 1é¢iva tim, Ze zlepSuje absorpci,
distribuci a stabilitu a zaroven snizuje rendlni clearanci. Gly-
kosylované peptidy jsou navic odolné vii&i proteolyze''*.

Pfirodni peptidy/proteiny jsou prakticky vyhradné
tvofeny L-aminokyselinami. Nicméné bD-aminokyseliny
(tzv. nekodujici aminokyseliny), které se lisi stereochemii,
maji urcit¢ vyhody, mezi které patii vyssi stabilita
a odolnost vici enzymové degradaci. Vymeéna L-amino-
kyselin za D-aminokyseliny vedla v mnoha studiich ke
zvySeni stability peptidl, prodlouzeni polocasu rozpadu
a snizeni cytotoxicity pii zachovani biologické aktivi-
ty'>!®. Vyznamnym piikladem této modifikace je moleku-
la desmopresinu (DDAVP, 1-deamino-8-D-arginin-vaso-
presin), syntetického analogu vasopresinu'’. Ve struktuie
desmopresinu je oproti vasopresinu prvni aminokyselina
deaminovdna a vpoloze osm je L-arginin zaménén
p-argininem. DDAVP byl pivodné schvalen pro 1écbu
diabetu insipidu. DDAVP se nyni pod komerénim nazvem
Minirin podava intranasalng. Od svého prvniho klinického
pouziti v roce 1977 naSel DDAVP uplatnéni také pii 1€cbé
hemofilie nebo Willebrandova syndromu'®".

Pro zvyseni stability peptidl a zabranéni jejich degra-
daci je dal8i G¢innou strategii substituce a pridavani ami-
nokyselin. Maletinské a spol.> nahradili v peptidu uvoliiu-
jicim prolaktin (PrRP) v poloze 8 methionin za norleucin,
a tim zabranili rychlé oxidaci. Je pozoruhodné, ze tato
zména aminokyselin neméla zadny vliv na biologickou
aktivitu peptidu. Napfiiklad u stabilniho analoga anorexi-
genniho neuropeptidu FF, zvaného 1DMe, je provedeno
vice modifikaci zaroven. Jedna se o substituci L-fenyl-
alaninu v pozici 1 za D-tyrosin a dale byla provedena
N-methylace tfeti peptidové vazby 2!,

N-Methylace spociva v nahrazeni pfirozené aminoky-
seliny N-methyl aminokyselinou. N-Methylace vyznamné
zlepSuje farmakologické vlastnosti, jako je biodostupnost
po peroralnim podani, odolnost vi¢i enzymatické degrada-
ci aposkytuje lepsi stabilitu vici degradacnim enzy-
mim**?*. N-Methylace peptidi ma vsak i své nevyhody,
mezi které patfi zejména zhorSeni afinity nékterych N-
methylovanych peptidii k ptirozenym receptorim™.

Pomérné jednoduchd metoda pro zvyseni stability
peptidi spociva v kovalentni cyklizaci peptidi. Nejcastéji
se jedna o propojeni N- a C-konci peptidu nebo jeho spe-
cifickych usekt. Tim se vytvori cyklizovany hlavni feté-
zec, ptipadné lze cyklizovat i fetézce postranni. Tato mo-
difikace zvysuje zejména odolnost vici proteolytické de-
gradaci® 7.
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Inovativni techniky stabilizace peptidii zahrnuji také
koloidni systémy vyuzivajici nanocastice nebo mikrocasti-
ce. Tyto systémy jsou navrzeny tak, aby zapouzdfovaly
a chranily peptidy a zaroven napomahaly jejich cilenému
sm&fovani. Castice, které se obvykle vyuZivaji pro tyto
ucely, jsou nejcastéji tvoreny polysacharidy, mineralnimi
oleji nebo lipidy™. Nicméné i polymerni nanoéastice hraji
dilezitou roli pfi modifikaci peptidovych 1é¢iv. Umoziiuji
postupné uvoliovani peptidu v prib&éhu dlouhého asové-
ho horizontu, ¢imz snizuji frekvenci davkovani. Enkapsu-
lované peptidy jsou piislibem vyssi terapeutické G¢innosti,
prodlouzené stability a lepsi biologické dostupnosti®.

PASylace zahrnuje spojeni peptidi a proteint s hyd-
rofilnim polymerem sestavajicim z aminokyselin prolinu,
alaninu a/nebo serinu (PAS). Tyto PAS sekvence maji nena-
bitou, nahodnou spiralovou strukturu, kterd ma hydrofilni
vlastnosti. Tato modifikace, podobné¢ jako PEGylace, zvy-
Suje hydrodynamicky objem ptvodni latky, a tim zpoma-
luje vyluovéani konjugatu z organismu’’'. PASylované
peptidy vykazuji vysokou stabilitu v plazmé a nejsou imu-
nogenni .

Mezi peptidové modifikace vedouci ke stabilizaci
a zlepSeni farmakologickych vlastnosti patii i tzv. peptido-
vy stapling. Stapling spociva ve spojeni dvou aminokyse-
lin téhoz peptidu, které vytvoii mistek a stabilizuji tak
helikalni strukturu fetézce. Pocet téchto mustkli neni
v jedné molekule omezen, naopak u delSich peptida se
bézné vyuziva propojeni vice aminokyselin, které vytvofi
az tfi mistky. Propojované aminokyseliny musi byt od
sebe vzdaleny minimalné o ¢tyfi aminokyselinové jednot-
ky. Peptidy s témito mustky vykazuji vyznamné delsi po-
logas rozpadu®.

Posledni a velmi dtlezitou modifikaci peptidovych
1éciv je lipidizace.

3. Lipidizace

Piiblizné pted tiiceti lety bylo publikovano provedeni
tzv. lipidizace peptidu za ucelem zvyseni stability 1é¢iv na
bazi peptidi/proteinti®®. Lipidizace zahrnuje pfipojeni
vhodné lipidové skupiny k peptidu a takto vzniklé produk-
ty se nazyvaji lipopeptidy. Pfikladem pfirozen¢ lipidizova-
ného peptidu je ghrelin. Ghrelin se syntetizuje v zaludku
aje jedineCny svym centralnim pusobenim se silnym
orexigennim ucinkem. Struktura ghrelinu zahrnuje serin
acylovany kyselinou oktanovou, ktera ma zasadni vyznam
pro jeho biologickou aktivitu®>¢.

Lipidizace zahrnuje celou fadu riznych modifikaci,
jako je prenylace cysteinu (napf. S-geranylgeranylové
lipidy), acylace mastnymi kyselinami na N-konci nebo po-
stranni skupiné aminokyselin (N-palmitoyl, O-palmitoyl,
N-myristoyl lipidy), zavedeni molekuly cholesterolu, gly-
kosylfosfatidylinositolu (GPI) nebo fosfatidylethanolami-
nu (PE) do struktury peptidu pfipojenim na C-konec. Tyto
modifikace méni piivodné hydrofilni strukturu na lipofilni.
Lipidizace tak mutze usnadnit prichod modifikovanych
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peptidii pres BBB a fadi se mezi peptidové Gpravy schva-
lené FDA (cit.**7?%).

Prenylace je posttranslaéni modifikace, pii niz dojde
ke kovalentnimu pfipojeni isoprenové jednotky, nejcastéji
na cysteinu (Cys), v blizkosti C-konce proteinu. Tyto jed-
notky se vazou prostfednictvim thioetherové vazby. Preny-
laci Ize dale dé&lit na geranylaci (10 uhlikt, dvé isoprenové
jednotky), farnesylaci (15 uhlikd, tfi isoprenové jednotky)
a geranylgeranylaci (20 uhlikd, ¢tyfi isoprenové jednotky).
Nejcastgjsi vyuzivanou vazbou k ptipojeni cysteinového
zbytku je thioetherova vazba zprostfedkovand sirou.
K navazani na peptid mtze dojit také v mensi mife pro-
stfednictvim atomu kysliku nebo dusiku. Prenylace posky-
tuje peptidu lipofilni C-konec, coz zvySuje jeho moznost
interakce s bund&nymi membranami®’. Prenylaci peptidi
se vyznamné méni jejich farmakologické vlastnosti a ¢asto
vykazuji lepsi biologické vlastnosti, coz je podnétem
k jejich studiu pro potencialni 1é¢ebné vyuziti*.

Dalsim typem lipidizace je glypiace, pii které se
k peptidu pfipojuje glykosylfosfatidylinositolova (GPI)
kotva. Jedna se o pomérné béznou postranslaéni modifika-
ci, ktera se vyskytuje na C-konci peptidi/proteint. Proces
tvorby zahrnuje signalni peptid GPIL, pti kterém se odstépi
C-konec puvodniho proteinu. Nové vznikly C-konec se
pak spoji s aminoskupinou ethanolaminového zbytku v
prekurzoru GPI (cit.*™*"). Tato forma lipidizace se obvykle
pfirozen¢ vyskytuje v buikach, konkrétné v endoplazma-
tickém retikulu. Navzdory jeho pfirozenému Sirokému
vyuziti v organismu je laboratorni syntéza proteind s kot-
vou GPI velmi komplikovana®'.

Lipidizace muze byt také zprostfedkovana PE kotvou.
Jedna se o postranslacni modifikaci, kterd vznika kova-
lentnim spojenim C-termindlniho glycinu na peptidu
s aminoskupinou PE pomoci amidové vazby. Tento typ
lipidizace je pomérn¢ vzacny a neni piili§ dobfe prozkou-
man™*.

Dalsim typem lipidizace je pfipojeni cholesterolu
k peptidu. Cholesterol lze k peptidu pfipojit pomoci
esterové Ci thioesterové vazby, ktera mize byt prove-
dena na N-konci, C-konci nebo kdekoliv na peptido-
vém fetézei®’.

Nicméné vibec nejrozsifenéjsi, Casto nejvyhodnéjsi
a nejjednodussi (z pohledu syntézy) formou lipidizace je
acylace peptidu mastnymi kyselinami. Tato modifikace
spociva v kovalentnim pfipojeni riznych mastnych kyselin
k peptidim/proteinim. Rozdily v délce mastnych kyselin
vedou k odlisnym biochemickym vlastnostem vysledného
lipopeptidu. Bézné se pouzivaji mastné kyseliny jako ky-
selina kaprylova (C8), myristova (C14), palmitova (C16)
astearovd (C18), pficemz prevazuji zejména kyseliny
myristova a palmitova™**. Vybér mastné kyseliny, typ
vazby spojujici mastnou kyselinu s peptidem nebo pouziti
spojky mezi mastnou kyselinou a peptidem vyznamné
ovliviluje finalni lipopeptid. Mezi vlastnosti, které jsou
nejvice zménény, patii vazebna afinita k receptorim
a bioaktivita. Lipidizace zahrnuje tfi rdzné typy tvorby
lipidovych vazeb, amidaci, esterifikaci a S-vazbu
(thioetherovou nebo disulfidovou). Zatimco nekteré z tak-
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to vzniklych vazeb jsou velmi robustni, jiné jsou jen ome-
zend stabilni®.

Lipidizace byva nékdy provedena s pomoci spojek,
tzv. linkerd mezi lipidovou a peptidovou ¢asti molekuly.
Siroce pouzivanou spojkou je napf. y-glutamové raménko
odvozené od kyseliny glutamové®®. Tato spojka miize byt
umisténa na koncich, ale i prakticky kdekoliv ve struktufe
peptidu, Casto se vaze na lysin prostfednictvim sekundarni
aminoskupiny™.

Jind spojka vyuziva kratky modifikovany PEG feté-
zec (1,13-diamino-4,7,10-trioxadekan-sukcinamova kyse-
lina) a je znama jako tzv. TTDS spojka, obvykle pfipojena
k lysinu®’. Byly zkoumany a pouzity i dalii spojky pro
potencialni pouziti pfi lipidizaci peptidi, mimo jiné také
kyselina y-aminomaselna (GABA) nebo spojka v podobé

kyseliny 8-amino-3,6-dioxaktanové .

4. Farmakologické vlastnosti lipidizovanych
peptidi

Lipidizace vyrazné zvySuje stabilitu peptidi a zlepsu-
je jejich biologické vlastnosti, coz zahrnuje zvySenou bio-
logickou dostupnost a také moznost inovativnich metod
podani 1éc¢iva.

Lipidizace méni povahu peptidu ve sméru zvysené
hydrofobicity, coz podporuje silngjsi vazbu na sérovy
albumin. Tato interakce napomaha transportu modifikova-
ného peptidu do cilovych tkani a prodluzuje jeho dobu
setrvani v organismu®. Délka fetézce mastné kyseliny
lipopeptidu vyznamné ovliviiuje vazbu lipopeptidu na
albumin. Plati, ze ¢im delsi je zbytek navdzané mastné
kyseliny na peptid, tim je siln¢j$i vazba lipopeptidu na
sérovy albumin. Plati pfitom, Ze lipidizace mize byt pro-
vedena na riznych mistech peptidového fetézce, aniz by
to ovlivnilo vazbu na albumin. Experimentalné bylo ale
prokazano, ze aplikace dvou fetézcti mastnych kyselin na
jednom fetézci peptidu mize vést ke znatelné ztraté biolo-
gické uginnosti**’. Piikladem komerén& velmi isp&sného
lipopeptidu s prodlouzenym polocasem je liraglutid
(Victoza pro 1é¢bu diabetu mellitu 2. typu (T2DM),
Saxenda pro 1é¢bu obezity, oboje Novo Nordisk), ktery
ma oproti vychozimu nelipidizovanému peptidu GLP-1
biologicky polocas nékolik hodin na rozdil od minut
(cit.™).

Obecné 1é¢iva na bazi peptidi leckdy vyvolavaji imu-
nitni reakci, a to i ta, ktera jsou strukturné podobna ptirod-
nim lidskym peptidim. Vyzkum v této oblasti ale ukazuje,
ze prave lipidizace je ucinnou strategii ke snizeni imuno-
genity. Délka pfipojené mastné kyseliny se ukazuje jako
kli¢ova, protoze ¢im je delsi mastnd kyselina, tim vyraz-
néj3i byva snizeni uvedeného nezidouciho u¢inku®.

V poslednich letech je velkd pozornost vénovana
neuropeptidiim, jako je PrRP, peptid CART (kokainem
a amfetaminem regulovany transkript), a zejména agonis-
tim glukagonu podobného peptidu 1 (GLP-1), které jsou
zamysleny k 1é¢b& obezity, T2DM a neurodegenerace”' 2.
Jako slibné latky se jevi také dudlni agonisté GLP-1/GIP
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a trojiti agonisté GLP-1/GIP/glukagonu. Tyto latky jsou
zkoumdny jako potencidlni lé¢iva v 1écbé diabetu mellitu
1. typu (TIDM) a u pacientd s nadvahou/obezitou™.
Nicméné ptirozené peptidy nemaji schopnost prochazet
pres BBB a nasledné ovliviitovat mozkové receptory. Lipi-
dizace tuto prekazku prekonava a umoznuje dosazeni cen-
tralnich uginki po perifernim podani**. Napiiklad palmito-
vany analog PrRP31 (palm''-PrRP31) vykazoval na mode-
lech hlodavet snizeni piijmu potravy s naslednym snize-
nim télesné hmotnosti. Lipidizace napomaha peptidim
prochazet fyziologickymi membranami, ¢imz zvysuje
jejich terapeuticky potencial®.

Pti pouzivani 1é¢iv na bazi peptidi je dalSim Castym
problémem nizka biologicka dostupnost, coz je zasadni
farmakologicka vlastnost, ktera je neodmyslitelné spjata se
zpusobem podani. Intravendzni (i.v.) podani poskytuje
100% biologickou dostupnost, zatimco alternativni cesty
vedou k jejimu snizeni. Lipidizace prokazala schopnost
zvysit biologickou dostupnost, a dokonce zvysit biologic-
kou dostupnost v centralnim nervovém systému (CNS) po
intraperitonealnim podani*®. Wang a spol. poukézali na
dalsi ptipad zvysené biologické dostupnosti, kdy lipidizo-
vany peptid dosahl ¢tyfnasobné vyssi biologické dostup-
nosti pfi subkutannim podani ve srovnani se svym nemo-
difikovanym analogem’’.

5. Komer¢éné dostupné lipopeptidy

Tato kapitola popisuje lipidizované peptidy, které
jsou momentdln¢ dostupné na trhu. Tabulka I shrnuje tyto
latky a uvadi jejich pouziti a formu, v jaké jsou podavany.
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Liraglutid (Saxenda, Novo Nordisk) je agonistou
receptoru peptidu podobného glukagonu-1 (GLP-1), ktery
byl objeven pii studiich GLP-1 analogi, které by mély
delsi poloCas rozpadu ve srovnani s pfirozenym GLP-1
(2 min)*®. Struktura liraglutidu ma 97% homologii
s ptirozenym GLP-1. Tyto dva peptidy se lisi
v aminokyseliné na pozici 34, kde je ve struktufe liragluti-
du nahrazen lysin za arginin. Liraglutid je lipidizovan na
pozici 26 kyselinou palmitovou pomoci y-glutamového
raménka. Tyto modifikace vedou k prodlouzeni polocasu
rozpadu na 13 h (v pfipad¢ s.c. podani). Pivodné byl
liraglutid vyvinut k 1ééb& T2DM, kdy byl vroce 2010
schvalen FDA jako terapeutikum pravé pro toto onemoc-
néni. Po jeho zavedeni vSak byly objeveny vyznamné anti-
obezitni G¢inky a v roce 2013 byl liraglutid schvalen FDA
jako antiobezitikum®®. V obou p¥ipadech je podavan po-
moci injek&niho pera™.

Semaglutid (Ozempic, Wegovy nebo Rybelsus, Novo
Nordisk) je podobné jako liraglutid agonistou receptoru
ptirozeného GLP-1. Semaglutid mé 94% strukturni homo-
logii s ptirozenym GLP-1 a obsahuje celkem 3 vyznamné
modifikace, kterymi jsou: vyména alaninu za kyselinu
2-aminomaselnou v pozici 8, vyména lysinu za arginin
v pozici 34 a prfipojeni palmitové kyseliny v pozici 26
pomoci y-glutamového raménka®. Vyhodou semaglutidu
je jeho prodlouzeny polocas rozpadu v porovnani
s liraglutidem (183 h vs 11-15 h) po s.c. podani. Diky
tomu je mozné podavani semaglutidu jednou tydné, na
rozdil od liraglutidu, ktery je podavan jednou denng®'.
Primarné¢ byl semaglutid schvalen pro 1écbu T2DM
v podobé s.c. injekce (Ozempic). Nasledné byla vyvinuta
nova formulace v podobé¢ tablet. Tyto tablety obsahuji

Tabulka I

Aktualn€ dostupna schvélena lipopeptidova terapeutika

Latka Typ Ptvodni molekula Indikace Cesta podani Lit.

modifikace

Liraglutid acylace GLP-1 T2DM s.c. injekce 74,75
obezita s.c. injekce 56

Semaglutid acylace GLP-1 T2DM s.c. injekce/oralni tablety 60,76
obezita s.c. injekce

Detemir acylace insulin diabetes s.c. injekce 64

Degludec acylace insulin diabetes s.c. injekce 77

Xultophy acylace insulin + GLP-1 T2DM s.c. injekce 78

Somapacitan acylace lidsky rstovy hormon nedostatek ristového  s.c. injekce 79
hormonu

Tesamorelin acylace lidsky hormon vyluc€ujici lipodystrofie zpuso- s.c. injekce 80

rustovy hormon bena virem HIV
Tirzepatide acylace GLP-1/GIP T2DM s.c. injekce 70
Mifamurtid PE kotva + muramyl-dipeptid osteosarkom i.v. injekce 81
acylace
Polymyxin B acylace bakterialni infekce i.v. injekce/inhalace/ 82
topické
Daptomycin acylace bakterialni infekce i.v. injekce 83

266



A. Myskova a spol.

zesilova¢ absorpce pfes zaludecni epitel a je moznd admi-
nistrace semaglutidu i ordlni formou (Rybelsus). Podobné
jako u liraglutidu byly i v pfipadé semaglutidu u pacientd
pozorovany anti-obezitni G¢inky a semaglutid byl nésled-
né& schvalen FDA i jako antiobezitikum (Wegovy)®.

Insulin detemir je analogem pfirodniho insulinu
a obsahuje dvé modifikace: odstranéni threoninu v fetézci
B na pozici 30 a acylaci pomoci myristové kyseliny na
lysinu na pozici B29. Detemir ma prodlouzeny polocas
rozpadu ve srovnani sneutrdlnim Protamine Hagedorn
(NPH) insulinem (Novolin N/ Humulin H, Novo Nordisk).
Acylace poskytuje prodlouzeny farmakokineticky a farma-
kodynamicky profil, coz vede ke snizené fluktuaci kon-
centrace glukosy v krevni plasmé. Insulin Detemir byl
schvalen FDA vroce 2005 je vyuzivan k 1écbé T1DM
a T2DM s vyuzitim injek&niho pera®*.

Insulin Degludec (Tresiba, Novo Nordisk) je dlouho-
dob¢ plisobicim analogem insulinu, u které¢ho je v pozici
B30 odstranén threonin a v pozici B29 je na lysin pfipoje-
na kyselina palmitova. Insulin degludec byl schvalen FDA
vroce 2005 a je vyuzivan pro lécbu TIDM a T2DM
u déti, dospivajicich i dospélych. Diky dlouhému polocasu
rozpadu je tento analog podavan pomoci injekéniho pera
jednou denng®>%.

Na trhu je od roku 2016 také 1é¢ivo s ndzvem IDeg-
Lira (Xultophy, Novo Nordisk). Jedna se o 1éCivy pripra-
vek, ktery je kombinaci fixniho poméru bazalniho insuli-
nu, insulinu degludecu a liraglutidu. Bézné doporuc¢ované
denni davkovani je 16 jednotek/ml IDegu a 0,6 mg liraglu-
tidu, podavano subkutanné pomoci davkovaciho pera.
Xultophy lze wuzivat samostatné nebo v kombinaci
s oralnimi anti-diabetiky67.

K 1é¢bé nedostatku riistového hormonu u dospélych
adéti se od roku 2020 vyuzivd somapacitan (Sogroya,
Novo Nordisk). Somapacitan je podavan do podkozi jed-
nou tydné. Od prirozené struktury ristového hormonu se
lisi kromé¢ pftipojeni mastné kyseliny také vyménou jedné
aminokyseliny. Tyto zmény vyznamné prodluzuji polocas
rozpadu somapacitanu’”.

Tesamorelin (Egrifta, Theratechnologies/EMD Serono)
je dalsim analogem ristového hormonu, ktery byl na trh
uveden v roce 2010. Struktura tesamorelinu je tvofena
44 aminokyselinami a obsahuje zbytek kyseliny trans-3-
-hexenové, kterd je zodpovédna za prodlouzeny polocas
rozpadu. Tesamorelin je vyuzivan pii 1écbé HIV-infek¢nich
pacientd podstupujicich anti-retrovirovou terapii, u kte-
rych ma za ukol snizovat nadmérnou hladinu bfisniho
visceralniho tuku a zlepSovat t&lesné abnormality®.

Vroce 2022 byl na trh uveden Tirzepatide
(Mounjaro, Eli Lilly) jako 1écivo T2DM. Jedna se o dual-
nitho GLP-1/GIP agonistu, ktery se momentaln¢ nachazi
také ve tfeti fazi klinického testovani pro 1é¢bu selhani
srdc7eo, obezitu a kardiovaskularni potize spojené s T2DM
(cit.™).

Pti 1é¢bé osteosarkomu se od roku 2009 spolecné
s chemoterapii vyuziva 1é¢ivo mifamurtid (Mepact, Take-
da), které¢ je znamé také jako lipozomdlni muramyl-
tripeptid-fosfatidylethanolamin (L-MPT-PE). Schvéleni
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mifamurtidu vedlo ke snizeni poc¢tu Gmrti pacientil
s osteosarkomem o jednu tfetinu. Struktura mifamurtidu
obsahuje PE kotvu a dvé palmitové kyseliny, diky kterym
je zvysSena lipofilicita molekuly a prodlouzen polocas roz-
padu’’.

Metamyxin (Pola Pharma), Polymyxin B (Fuji
Yakuhin), Poly-RX (X-Gen) a mnoho dalich jsou ko-
mercnimi nazvy pro polymyxin B. Tento 1éCivy piipravek
byl schvalen pivodné v USA vroce 1964 av Evropé je
schvélen od roku 2015 a to pouze pro topické podani.
Lipopeptid polymyxin B je antibiotikum izolované
z Bacillus polymyxa, jehoz struktura obsahuje rizné mast-
né kyseliny. Polymyxin B se vyuziva k 1écbé infekei re-
nalniho traktu & CNS (cit.”?).

Daptomycin (Cubicin, Pfizer) je lipopeptidové anti-
biotikum produkované bakterii Streptomyces roseosporus.
Struktura daptomycinu obsahuje kyselinu oktanovou, kte-
4 je pfipojena k N-koncové Casti peptidu. Tato latka se
vyuzivd klécbe infekci zplisobenych gram-pozitivnimi
bakteriemi a byla schvalena FDA v roce 2003 (cit.™).

6. Zavér

Léciva na bazi peptidi se stala slibnou skupinou che-
mickych latek pro 1é¢bu riiznych onemocnéni, a to hlavné
diky relativné snadné syntéze a dobré vazbé na dilezité
receptory. Nicméné navzdory témto vyhodam piirodni
peptidy Casto trpi nizkou stabilitou in vivo a neprostupnos-
ti pres bunéné membrany. Tato vyznamna omezeni
ovSem lze prekonat jejich vhodnou modifikaci, jako je
PEGylace, glykosylace, substituce aminokyselin, enkapsu-
lace nanocasticemi, cyklizace, N-methylace a lipidizace.
Uvedené modifikace ¢asto podstatné zlepSuji farmakolo-
gické ucinky peptidi. Lipidizace mize byt realizovana
mnoha zpisoby, které byly vySe diskutovany, nicméné
kyselinami. Takto modifikované lipopeptidy vykazuji
podstatné zvysenou stabilitu v organismu a snizenou imu-
nogenitu. V poslednich letech doslo k vyraznému pokroku
ve vyvoji peptidovych lé¢iv. Cesty ke stabilizaci peptidi
jsou stale rozmanit¢jsi, coz z lipopeptidil ¢ini velmi slibné
kandidaty pro 1écbu mnoha rtiznych onemocnéni. Diky
jejich vyhodnym vlastnostem se jiz na trhu nachézi fada
lipopeptidi a mnoho dal$ich je v klinickych ¢i preklinic-
kych zkouskach.

Tato prdace byla podporena projekty RVO: 61388963
a RVO: 67985823 Akademie ved Ceské republiky.
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Peptide therapeutics are becoming increasingly
important in the quest for effective compounds to treat
various  difficult-to-cure  diseases. = As  potential
therapeutics, peptides have many favorable chemical and
pharmacological properties, ranging from their great
diversity to their high affinity to various types of natural
receptors. However, despite these and other advantages,
they also have their pitfalls, such as a very limited stability
in the organism. They have a short half-life and tend to be
excreted from the body very quickly. In order to achieve a
better pharmacological effect, it is desirable to find new
means of modifying peptides to enable them to be used as
effective drugs. There are many ways of altering the
peptide structure. In this review, we summarize the
approaches currently used to modify the peptide
constitution with a focus on lipidization. Simultaneously
this review summarizes all lipidized peptide-based
therapeutics that are currently on the market.
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Cilem prace bylo ziskat pfehled o biochemickém vyznamu matrix y-karboxyglutamatového (Gla) proteinu (MGP).
Jsou predloZeny literarni podklady ukazujici spojeni MGP s metabolismem cév, kosti, ledvin a hladinami vitaminu K. Je
popsan vztah MGP ke Keutelové syndromu, pseudoxanthoma elasticum, kolitidé a zubnimu kameni. Doposud ziskané

informace naznacuji, ze hladiny MGP by mohly slouzit jako biochemicky marker u téchto zdvaznych onemocnéni.

Klicova slova: kostni metabolismus, matrixové proteiny, hladiny vapniku a fosforu, biochemické markery, vitamin K2

Obsah K a daldich”'". Koncentrace t&chto proteint jsou velmi
nizké. Pro stanoveni MGP proteinti se vyuzivaji imuno-
1. Uvod chemické spektrofotometrické a chemiluminiscenéni me-
2. Klinicko-biochemické korelace spojené s MGP tody".
3. Vztah hladiny MGP k metabolismu cév
4. Vztah hladiny MGP k ledvinam
5. Vztah hladiny MGP ke kostnimu metabolismu 2. Klinicko-biochemické korelace spojené
6. Vztah MGP k hladinam vitaminu K s MGP
7. Pseudoxanthoma elasticum
8. Keuteliiv syndrom MGP ftadime do skupiny proteinii oznacenych jako
9. Zubni kamen vitamin K-dependentni (VKDP), ktery ptsobi jako piiro-
10. Kolitida zeny inhibitor kalcifikace'®. V této proteinové roding bylo
11. Zavér
Biochemicky vyznamné role MGP
1. Uvod

R : metabolismus kostni hmot
Matrix y-karboxyglutamatovy (Gla) protein (MGP — cévy, svalovina ¥

Matrix Gla protein) je cirkulujici protein o 103 aminokyse-
linach o molekulové hmotnosti kolem 14 kDa. V primarni kosti, klouby, zuby metabolismus glukézy
struktufe tvoii aminokyseliny 1-19 signalni peptid. Biolo-
gicky aktivni MGP je 20-96 a propeptid 97-103. Propep-
tid je pfi maturaci odstépen karboxypeptidasou N. MGP ledviny, odi metabolismus tuki
obsahuje ve své molekule 5 karboxyglutamati a 3 fosfose-
riny. Mezi pozicemi 73 a 79 je disulfidova vazba a mezi
pozicemi 51 a 97 je vlastni Gla doména®. Biologicky alergické reakce, nadory
a biochemicky vyznamné role MGP jsou ukdzany na
obr. 1. Byly popsany asociace s fadou organii a procest
(cévy, svalovina, kosti, klouby, zuby, ledviny, ale i nado-

metabolismus vitaminu K

rova onemocnéni)*®. MGP je jednoznaéné zapojen do Obr. 1. Pfehled biochemicky vyznamnych roli MGP ve vztahu
fady metabolickych drah u kosti, glukosy, tuki, vitaminu k organim a hlavnim metabolickym procesim
Chem. Listy 718, 270-276 (2024) https://doi.org/10.54779/chl120240270
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doposud popsano 17 VKDP. Byly identifikovany VKDP 3. Vztah hladiny MGP k metabolismu cév
syntetizované v jatrech. Do této skupiny lze zatadit srazeci

faktory II, VIIL, IX a X. Dalsi skupinu pfedstavuji VKDP Na obr. 2 je pfedpokladané schéma vyznamu MGP
syntetizované A% kostech, chrupavkéch a v hladké svaloviné u kalcifikace hladké svaloviny cév. Ukazuje se, 7€
cévni stény. Do této skupiny zafazujeme osteokalcin v aterosklerotickych cévach je podstatné upregulovana
a MGP. Spoletnym znakem VKDP je vysoka afinita transkripce genu pro MGP. Pacienti, ktefi maji prokazatel-
k vapniku, kterou zajiStuje y-karboxyglutamova doména né téZkou aterosklerézu, maji v séru vyznamné zvysené

(Gla), glgeré predstavuje pét y-karboxylglutamatovych hodnoty MGP v porovnani se zdravymi jedinci®.
zbytki ™. Predpokladd, ze karboxylace ma ucinky na V pifpadé karotické tepny byly nalezeny signifikantni

vazbu iont Vé.pniku a fOSfOrylaCC ma ovlivnit uvolniovani rozdﬂy v sérové koncentraci MGP u pacientﬁ bez V}'/znam_
MGP do bunék' . Zvysené mnozstvi pIné aktivni izofor- né stendzy (<20 %) a pacientd se stfedni (20-50 %)
my v séru, tj. karboxylovaného a fosforylovaného MGP atézkou (>50 %) aterosklerotickou stenézou. Hladina
(p-c-MGP), miZe znamenat snizeni celkové aktivity MGP MGP také korelovala se stupném stendzy>. Kromé karo-

(cit.'%). Izoformy bez karboxylovanych glutaméitovych tickych tepen se studie zabyvaly i vztahem MGP a stendz
zbytki, p-uc-MGP (fosforylované-nekarboxylované MGP) koronarnich arterii. Funkce MGP v prevenci kalcifikace

nemaji vlastni antikalcemickou aktivitu, avSak diky fosfo- cév byla prokézéna u my§1', u kter}'fch byl proveden geno-
rylaci jsou schopny navizat se na vépenatd depozita vy knockout (inaktivace genu) pravé pro MGP. Tyto mysi
a mohou korelovat se zvySenym mnozstvim vaskularnich umiraly do 8 tydnli od narozeni, kviili rupturam velkych
kalcifikaci. ~ Naopak  dp-c-MGP  (defosforylovany- cév v disledku masivni mineralizace. Bylo zjiiténo, Ze
karboxylovany MGP) by antikalcemickou aktivitu mit clastickd vlakna cév byla kompletné kalcifikovana
mél, neni ale schopen se na kalciova depozita navazat a VSMC (Vascular smooth muscle cells — cévni hladko-
a interagovat s nimi. Koreluje tedy se zvySenym kardi- svalové buiiky) ztratily svoji pruznost a schopnost se sta-
ovaskuldrnim rizikem'®". Za nejvhodngjsi biomarker anti- hovat v diisledku chondrogenni metaplazie***. MGP brani
kalcemické aktivity MGP je povaZovana neaktivni izofor- vzniku extracelularnich kalciovych depozit jak na bungé-
ma MGP, defosforylovany-podkarboxylovany MGP (dp- né, tak na molekularni Girovni. Tyto mechanismy zahrnuji
uc-MGP)®. Navic neni plné objasnéno, zda-li MGP, ktery zejména regulaci uvoliiovani matrixovych vezikul (MV)
je vysoce nerozpustny, cirkuluje jako samostatny protein, a inhibici precipitace vapenatych slougenin'’. Buiiky hlad-
¢i za UCasti prenaSeCe” . kych svalii cév se brani apoptdze vylu¢ovanim MV, které

obsahuji vapenaté slouceniny. ZvySena hladina véapena-
tych iontdl inicialné zpasobi zvySeni koncentrace MGP
v séru. Pii dlouhodobé hyperkalcémii hladina MGP rapid-
n¢ klesa a dochéazi k precipitaci vapenatych sloucenin
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Obr. 2. Vyznam MGP u Kkalcifikace hladké svaloviny cév. Dochazi k ukladani vapenatych iontd na necilovych mistech. V krevnim
fecisti dochazi k interakci c-MGP s Ca*" a naslednému ukladani vapniku na necilovych mistech (A). y-Karboxylace proteint zavislych na
vitaminu K. V endoplazmatickém retikulu (ER) se proteiny zavislé na vitaminu K spojuji s y-glutamylkarboxylasou (GGCX) prostiednic-
tvim N-terminalnich propeptidd. Mnohocetné glutamatové zbytky (Glu) jsou pak postupné pievedeny na Gla zbytky v tomto komplexu.
Glutamatové zbytky, které maji byt y-karboxylovany, tvoii shluk znamy jako ,,Gla doména“ blizko N-konce substratt GGCX. Na lumen
ER je GGCX lokalizovan s vitamin K epoxid reduktasou (VKOR), ktera ma dulezitou roli v cyklu vitaminu K. Protein zvany calumenin,
ktery negativné reguluje aktivitu GGCX, se také poji s timto komplexem (B). Vice podrobnosti je uvedeno v praci Azuma a spol. ™
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a vzniku kalcifikace??®. K vytvofeni kalcifikace pfispiva
také apoptédza VSMC. Tento d¢j zfejmé MGP antagonizu-
je vyvazanim kostniho morfogenetického proteinu 2
(BMP-2), ktery funguje jako proapoptoticky agonista®’.
Zvysené hladiny fosfati pisobi upregulaci osteogennich
marker u VSMC a nasledné vedou k osteochondrogenni
transdiferenciaci. Tomuto d&ji opét ziejmé brani MGP,
jelikoz v pokusu u MGP-deficientnich mysi bylo demon-
strovano snizeni mnozstvi VSMC a byl prokazan nalez
bun&k podobnych chondrocytim™, viz obr. 3.
Predpoklada se, ze rtizné polymorfismy zvysuji riziko
extracelularni kalcifikace pravé prostfednictvim zmény
sérové koncentrace MGP (cit.?). Hladiny MGP v séru pa-
cientl, u kterych je na koronarnich tepnach piitomna kal-
cifikace, vykazuji souvislost s polymorfismy rs4326
ars1800802 (cit.**"). Bylo popsano, Ze tepny postiZené
aterosklerdzou obsahovaly v intimé uc-MGP a u Moncke-
bergovy mediokalcindzy byl uc-MGP v médii. Ve zdra-
vych tepnach nebyl uc-MGP detegovan. Prokazan byl
pouze funkéni karboxylovany MGP, ktery se vyskytoval
kolem elastickych vldken v funica media®. Zrychlenym
vaskularnim  starnutim  jsou postizeni 1 pacienti
s chronickou renalni insuficienci (chronic kidney disease,
CKD). Kvtli tomu lze ptedpokladat, Ze u téchto pacientd
bude zvySena hladina dp-uc-MGP (tedy nefunkéniho
MGP, ktery neinhibuje kalcifikaci). Pacienti s CKD pod-
stoupili vySetfeni cirkulujicich hladin dp-uc-MGP. Mezi
pacienty s CKD stadia 5 bylo nejvyssi riziko kalcifikace
koronarnich tepen unejvyssi koncentraci dp-uc-MGP.
Také exprese MGP v cévach byla spojena se zvySenim dp-
uc-MGP a rozsahem korondrni kalcifikace. Z pohledu
polymorfismu (SNP) je zajimavé, ze vyssi skore kalcifika-
ce koronarnich arterii méli pacienti homozygotni pro alelu

Chem. Listy /18, 270-276 (2024)

C (pacienti nesouci alelu T méli skére nizii)™*. Byla
popséna potencidlni souvislost mezi koncentraci dp-uc-
MGP a vysokym kalciovym skoére®. Mezi vapnikem, fos-
fatem a MGP vsak existuje negativni zpétnovazebny ok-
ruh, ktery zabezpeluje, ze narlst koncentrace vapniku
a fosfatu zahaji expresi MGP a tim zabrani kalcifikaci. Na
druhé strané vapnik snizuje vstup MGP do matrixovych
vezikul, ¢imz rusi jeho inhibi¢ni efekt. Vztah mezi hofci-
kem, ktery je znamym inhibitorem kalcifikace, a MGP se
zda byt také komplikovany. Hot¢ik reguluje zménu poctu
receptori pro vapnik, které jsou zodpovédné za indukci
exprese MGP a pravdépodobné pres kanal TRPM7
(Transient receptor potential cation channel, subfamily M,
member 7) stimuluji expresi MGP (cit.**). Cim vyssi byl
vek pacientd, tim vyssi byly i hladiny MGP v séru. Byly
nalezeny také asociace s HDL cholesterolem a rizikem
ICHS (ischemickd choroba srdec¢ni). Po provedeni CT
angiografie koronarnich cév bylo hodnoceno i kalciové
skore. Souvislosti mezi kalciovym skore a MGP objeveny
nebyly™.

4. Vztah hladiny MGP k ledvinam

Chronické komplikace dialyzovanych pacientd vy-
chazeji i z hyperfosfatémie, kterd zpisobuje sekundarni
hyperparatyredzu (onemocnéni charakterizované dlouho-
dobé¢ zvysenou sekreci parathormonu) a vaskularni kalcifi-
kaci. Kalcimimetika se ukéazala jako mozné feSeni kompli-
kaci vychazejicich z hyperfosfatémie. Kalindol (kalci-
mimetikum) nejucinnéji inhiboval ukladani kalcia ve sté-
né, a navic do jisté miry snizoval expresi BMP-2
(indukovan vysokou koncentraci fosfatu). Na druhé strané

vapnik

MGP

receptor pro vapnik
horeik P °." P
vapnik TRPM7

matrixové vezikuly

exprese MGP

Y * krystalky
hydroxyapatitu
MGP s
vapnik
MGP

Obr. 3. Negativni zpétnovazebny okruh. Zjednodusené schéma vztahu molekul zasahujicich do kostniho metabolismu a osifika¢niho

procesu.
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kalindol pravdépodobné snizuje kalcifikaci indukci expre-
se MGP v stén¢ cév. Tento mechanismus se jevi jako je-
den z dilezitych pti ochrané cév vuci kalcifikaci pfi chro-
nické hyperfosfatémii®®. Pacienti na hemodialyze méli dle
studie Raschtchizadeh a spol.”” vyznamné niz3i plazmatic-
ké hladiny MGP ve srovnani s kontrolni skupinou. Dal$im
potencialnim vyuzitim dp-uc-MGP se zda byt identifikace
dospélych diabetickych pacientl s diabetickou nefropatii
avysokym rizikem cévniho onemocnéni. Byl nalezen
vztah mezi dp-uc-MGP a poklesem rendlnich funkei vy-
jadfenych jako eGFR (Estimated Glomerular Filtration
Rate)*.

5. Vztah hladiny MGP ke kostnimu
metabolismu

Byly objeveny vyznamné rozdily v koncentracich
MGP v séru u zdravych osob a u skupiny pacientd s angi-
nou pectoris & onemocnénimi chrupavky™. Zaroven se
ukézalo, ze ucastnici s alelou rs1800802 (minoritni alela)

Chem. Listy /18, 270-276 (2024)

méli nizsi riziko osteoartrézy ruky ve srovnani s u€astniky
s majoritni alelou v dané pozici na chromosomu®. Jina
studie nasSla spojeni mezi sérovou koncentraci MGP
a konecnym stadiem osteoartrozy. Také pacienti, ktefi
mohlo souviset s kalcifikaci kloubni chrupavky, ktera je
jednim z patologickych jevii pii osteoartroze™'.

6. Vztah MGP k hladinam vitaminu K

Vyznam MGP pro formovani kosti je uveden na zjed-
noduSeném schématu na obr. 4. Interven¢ni studie, ktera
porovnavala uzivani fylochinonu (K1) s béznym multivi-
taminem ve smyslu zmény progrese kalcifikace koronar-
nich arterii, zjistila, ze mezi intervenéni a kontrolni skupi-
nou nebyl objeven rozdil ve zhorSeni kalcifikaci. Navic,
pacienti s jiz ptitomnymi koronarnimi kalcifikacemi méli
pfi terapii fylochinonem o 6 % mensi rozvoj onemocnéni
neZ kontrolni skupina*’. Nedostatek vitaminu K u dialyzo-
vanych pacientii komplikuje karboxylaci MGP (cit.*®).
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Obr. 4. Vyznam MGP pro formovani kosti. Zjednodusené schéma vztahu vitaminu K2 ke kostnimu metabolismu. U osteoklasti docha-
zi k fizeni procesu kostni resorpce. Vztah k aktivité transkripénich faktort NFAT1c a NF-kB s vazbou na dalsi regulaéni proteiny CTSK,
tryptofan RNA vazebny protein (TRAP5b), karboxyterminalni telopeptid kolagenu typu 1 (CTX-1), aminoterminalni telopeptid kolagenu
typu 1 (NTX-1), pyridinolin/deoxypyridinolin (PYD/DPD), hydroxyprolin protein (Hyp), ceramid synthase hyl (Hyl), kostni sialoprotein
(BSP), osteogenni protein (OP) a receptorovy aktivator ligandu nuklearniho faktoru kappa-B (RANKL). V kostni matrici a osteocytech
ovliviiyji kolagen. Vliv skerostinu c-OC, ¢c-OC a interakce kolagen-hydroxyapatit, uc-OC uvolnéni z kostni matrix, zmény kostni depozi-

ce a mineralizace. Upraveno podle Scheiber a spol.*’
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Studie umoznila studovat vliv uzivani per os podavaného
vitaminu K2 na koncentraci uc-MGP (cit.**). Jedna skupi-
na dostdvala 360 pg MK-7 denn¢, druhd skupina stejné
mnozstvi placeba. Hodnoceny byly hladiny dp-uc-MGP
a MK-7 v séru. Ve druhém roce hodnoceni méla skupina
uzivajici vitamin K2 40x vy$s§i hladiny MK-7 a o 40 %
niz§i hladiny dp-uc-MGP ve srovnani s placebem. U obou
skupin kalcifikace progredovala bez signifikantniho rozdi-
lu mezi skupinami’. Vliv uzivani vysokych ddvek MK-7
(100 pg g' stravy) na rozvoj kalcifikace m&kkych tkani
byl studovan na potkanim modelu. Jedna skupina potkand
podstoupila nefrektomii v kombinaci s vysokofosfatovou
dietou (indukce kalcifikace), druha falesny zékrok. Zvirata
pak dostavala dietu bohatou nebo chudou na MK-7. Model
CKD m¢l vyssi kalcifikaci aorty a myokardu, pfi¢emz mél
také zvysenou hladinu ALP (alkalicka fosfatasa). Pfi su-
plementaci MK-7 byla kalcifikace kardiovaskularniho
aparatu inhibovana a poklesly koncentrace ALP. Exprese
mRNA MGP genu v aorté se po suplementaci zvysila
10krat. Suplementace neméla vliv na rendlni hypertenzi
a sekundarni hypertrofii srde¢ni svaloviny. MK-7 mize
chranit cévy pied excesivni kalcifikaci pomoci stimulace
tvorby funkéniho MGP (cit.** 7). y-Glutamylkarboxylasa
je enzym potiebny na karboxylaci inhibitort srdzeni vép-
niku, jako MGP a osteokalcin. Kofaktorem enzymu je
vitamin K. V populaci existuje fenotyp, u kterého dochazi
kvili mutaci v y-glutamylkarboxylase k hypofunkci tohoto
enzymu, coz zpusobuje ektopickou kalcifikaci. Fenotyp
pacientd je velmi podobny pacientim s pseudoxanthoma
elasticum (PXE). Zjistilo se, Ze u pacienti s fenotypem
podobnym PXE se nekarboxylované MGP a osteokalcin
akumulovaly v séru, plazmé i v pokozce®®.

7. Pseudoxanthoma elasticum

Dédi¢éné systémové onemocnéni PXE se projevuje
ektopickou mineralizaci mékkych pojivovych tkani a je
mozné, ze v jeho patogenezi se uplatiiuje také MGP. Vice-
ré studie se zaméfily na tuto souvislost a bylo zjisténo, ze
pacienti s PXE maji v séru nizsi koncentrace MGP (ta je
pak nemusi dostatecné chranit pred ektopickymi kalcifika-
cemi). Navic by mohla rostouci koncentrace MGP u PXE
pacientti kopirovat dobu nastupu nemoci®”. Tvrzeni
z predeslé studie potvrzuje i dalsi vyzkum, ktery byl vyko-
nan na transgennich mysich (neexprimuji gen ABCC6,
ktery byva porusen u pacientll s PXE). Hladina MGP byla
u transgennich mysi vyznamné snizena ve srovnani
s kontrolni skupinou. Dtlezitym objevem je také fakt, ze
transgenni mysi mély ve svych jatrech v prevazné casti
jenom nekarboxylovanou formou MGP. Existuje tedy
jasné spojeni mezi ektopickou kalcifikaci a nizkou hodno-
tou karboxylované formy MGP u mysi s PXE (cit.*®). Tuto
hypotézu podporuje i nalez intenzivni lokalizace nekarbo-
xylovaného MGP v mistech precipitati u PXE pacientd.
Fibroblasty odebrané z dermis studovanych skupin
byly kultivovany a byla monitorovdna jak exprese
MGP mRNA, tak detegovan MGP protein. Koncentrace
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MGP mRNA byla srovnatelnd, avSak karboxylovaného
MGP produkovaly PXE fibroblasty o 30 % méng, coz je
pravdépodobné spojeno s kalcifikaci elastickych vlaken.
Vsechny tyto nalezy silné podporuji souvislost mezi nedo-
statkem karboxylovaného MGP a patogenezi PXA (cit.’").
MGP v séru interaguje s proteinem fetuinem a tvofi s nim
komplex MGP-fetuin. Mnozstvi komplexu v séru ptimo
koreluje s koncentraci vapniku v séru. Pfevazujici aktivita
osteoklastu zptisobi nardst vapniku a fosfore¢nanu v séru,
které by ale zacaly spontanné krystalizovat. Tato krystali-
zace je inhibovana komplexem MGP-fetuin®?,

8. Keutelliv syndrom

Keutelv syndrom je vzacné genetické onemocnéni
zpusobené mutaci v genu pro MGP. U pacienti dochazi ke
kalcifikaci chrupavcitych tkani a naruSeni vyvoje stiedni
Casti obliceje. Na mySim modelu bylo zjisténo, ze MGP
promotor je vysoce aktivni v lebe¢nich $vech a nosni pre-
pazce. U mysi s vyfazenym MGP byla nosni piepazka
abnormalné mineralizovand a zkrdcend. Transgenni expre-
se MGP korigovala vzniklé anomélie™. U pacienta s Keu-
telovym syndromem byl studovan jeho fenotyp a druh
MGP mutace a také mnozstvi jednotlivych forem MGP
a ucinek uzivani vitaminu K na karboxylaci MGP. Naleze-
ny byly vysoké hladiny fosforylovaného MGP, ale nizké
hladiny karboxylované formy MGP (cit.>*).

9. Zubni kamen

Analyza pfitomnosti polymorfismu MGP rs4236
u pacientl se subgingivalnim (poddasnovym) zubnim
kamenem a u pacientl bez néj se ukazuje jako nevyznam-
na. Pozorovéna vSak byla vy$si koncentrace MGP v pfi-
tomnosti subgingivalniho zubniho kamene™.

10. Kolitida

Na mys$im modelu byla vyvolana kolitida. V tkanich
tlustého stfeva s ulcerézni kolitidou byla zjisténa vyssi
uroven exprese genu MGP, ktera korelovala se zavaznosti
onemocnéni®.

11. Zavér

Tento prehledovy c¢lanek se zaméfuje na vyznam
MGP v bunééném metabolismu predev§im cév a kosti.
V tad¢ studii byly popsany pravdépodobné asociace MGP
proteint s patologiemi cév, svaloviny, kosti, kloubt, led-
vin a i zhoubnymi nadory. Asociace mezi hladinami MGP
proteintt by mohly pfinaset informace pro jejich praktické
klinické vyuziti.
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Seznam zkratek

MGP matrix y-karboxyglutamatovy protein,
celkovy MGP, také c-MGP

uc-MGP podkarboxylovany MGP

dp-MGP defosforylovany MGP

ELISA enzymova imunoadsorpéni analyza

LC-MS/MS  kapalinova chromatografie v kombinaci
s tandemovou hmotnostni spektrometrii

VA vitamin A

VD vitamin D

VK2 vitamin K2

ISCH ischemicka choroba srde¢ni

ECM extracelularni matrice

TNF tumor nekrotizujici faktor

KS Keuteltiv syndrom

hs-CRP vysoce senzitivni C-reaktivni protein

PXE Pseudoxanthoma elasticum

RA revmatoidni artritida

MK-7 menachinon-7

VKOR vitamin K epoxidreduktasa

GGCX v-glutamylkarboxylasa

TRPM7 kanaly prechodnych receptorovych potenci-
alu (transient receptor potential cation
channel, subfamily M, member 7)
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The aim of this work was to present an overview on
the  biochemical  significance  of the  matrix
y-carboxyglutamate (Gla) protein (MGP). According to
the literature, the MGP is associated with vascular, bone,
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Ramanovu spektroskopii 1ze v chemii pouzit nejen k ur¢ovani chemického slozeni, ale také pro ziskavani dal$ich in-
formaci o struktufe materialu. Ve spektrech semikrystalickych polymert Ize nalézt vzajemné odlisné pasy charakteristické
pro krystalickou nebo amorfni fazi, stanovit z nich krystalinitu a z ni odhadnout miru degradace polymeru. V piedlozené
studii byly vyhodnoceny zmény raménka pasu na vlnoétu 1733 cm ' v Ramanovych spektrech vldkna z poly(p-dioxanonu)
podrobeného hydrolytické degradaci. Pro rizné dlouhé doby degradace byly vypocteny obsahy ploch pod raménkem toho-
to pasu a téz byl proveden jeho modelovy rozklad na predpokladané piky krystalické a amorfni faze. Obsahy ploch pod
raménkem i parametry modelovych pikid byly porovnany s hodnotami krystalinity ziskanymi pomoci diferen¢ni skenovaci
kalorimetrie, pti¢emz bylo dosazeno dobré shody. Tato prace ukazuje piiklad vyuziti Ramanovy spektroskopie pfi studiu
hydrolytické degradace polymert.

Klicova slova: Ramanova spektroskopie, degradace polymerd, stent, polydioxanon, krystalinita, modelovani spekter

Uvod e 16¢ivi*!C. Pro tento Gcel je 1é¢ivo zabudovano do struk-
tury polymeru a béhem degradace je postupné uvoliiovano
Degradaci polymeru se mini zména jeho fyzikalnich do oetfované tkan€.
vlastnosti v pribéhu ¢asu, nejcastéji to jsou vlastnosti me- Pro zdravotnické ucely se Casto pouzivaji polymery
chanické. Obvykle jsou takové zmény nezddouci. V poz- zalozené na laktonech, pfedev§im polymlécnd kyselina
dg&jsich fazich degradace polymeru je vidét jeho rozklad (PLA), polyglykolova kyselina (PGA) a jejich kopolymer
i pouhym okem. Z fyzikdlné-chemického hlediska je nej- (PLGA), dale poly(p-dioxanon) (PPDX, polydioxanon),
vyznamnéj$i zménou rozpad patefniho fetézce polymeru, polykaprolakton ~ (PCL) a  polytrimethylenkarbonat
tento proces se nazyva depolymerizace'. (PTMC). Jedna se o alifatické polyestery, obvykle vyrabé-
Rozpad polymernich fetézcli miize v principu nastat né polymerizaci s oteviranim kruhu (tzv. ring-opening
u libovolného polymeru na kterékoliv vazbé tvotici patef polymerization). Stépeni jejich fetézcli je zplsobovino
fetézce, ale obvykle jsou predmétem zijmu polymery hydrolyzou na esterové skuping€. Uvedené polymery maji
s relativné kratkou dobou degradace. Pri¢inou rozpadu vzajemné odlisné vlastnosti (napf. rychlost degradace,
mohou byt chemické reakce (napi. hydrolyza), fyzikalni pevnost v tahu, pruznost apod.), které lze navic upravit
procesy (plsobeni vysokych teplot ¢&i elektromagnetického vytvatenim vhodnych kopolymeri'”.
zéfeni s dostate¢nou energii) nebo Zivé organismy'™. Pro Polydioxanon, patentovany jiz v roce 1977, je v dnes-
zkoumani degradace polymert existuje fada diivodi, mezi ni dob& hojné vyuzivan pro medicinské ucely. Strukturni
hlavnimi je vyuziti biodegradovatelnych polymerd ve vzorec PPDX je uveden na obr. 1. Za hydrolytickou de-
zdravotnictvi. gradaci PPDX je zodpovédna esterova skupina, jejiz vazba
Biodegradovatelné polymery se ve zdravotnictvi hoj- C-O je §tépena vodou'®. Protoze polymerni fetézec PPDX
né pouzivaji jako materialy pro spojovaci a podpurné prv- ma oproti PLA a PGA mensi podil esterovych vazeb, je
ky, které se v téle po definované dobé& samy rozpadnou jeho degradace pomalejéilg. Tato vlastnost je vyhodna
aneni nutné je operativné odstratiovat. Jedna se napiiklad v aplikacich vyzadujici del§i pisobeni podpirného prvku
o chirurgické nit&*, stenty’'’, membrany pro regeneraci na oSetfovanou tkan, jako naptiklad 1écba benignich
tkang''"" a podobné. S tispéchem se vyuzivaji i jako nosi- a malignich striktur jicnu’® apod. Polymer obsahuje velmi
Chem. Listy 718, 277-283 (2024) https://doi.org/10.54779/ch120240277
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Obr. 1. Strukturni vzorec poly(p-dioxanonu)

ohebnou skupinu etherovou. Pravé diky ni jsou vlakna
vyrobena z PPDX velmi pruzna'’. Polydioxanonova vlak-
na — obvykle vyrdbénd extruzi za tepla — tak nachazeji
uplatnéni jako chirurgické nité nebo jsou z nich vyrabény
degradabilni stenty.

Teplota skelného prechodu PPDX je pfiblizné —10 °C
a teplota tani okolo 100 °C, v zavislosti na molekulové
hmotnosti a pfedchozi teplotni historii. Diky t€émto hodno-
tam teplot je PPDX za béznych podminek semikrystalicky
s krystalinitou cca 50 % (cit'®**). V produktech vyrabé-
nych vysuSenim ¢i odlévanim jsou z krystalovych lamel
formovany typické sférolity, av§ak ve vladknech extrudova-
nych za tepla vznikaji malé, vysoce usporadané lamely
s vyskou okolo 10 nm (cit."*?°).

Pro hydrolytickou degradaci semikrystalickych
polymertt je typické, Ze piednostné degraduje jejich
amorfni faze a teprve pozd¢ji faze krystalickd. Divodem
je, ze voda lépe difunduje neuspotadanou amorfni struktu-
rou. Depolymerizaci uvolnéné monomery nebo oligomery
svelmi kratkymi fetézci jsou poté vyplavovany
z materialu ven. Krystalinita polymeru se tedy v prabéhu
degradace zvy3uje, a to ma vliv na jeho vlastnosti'”*%%.

Stanoveni krystalinity mize poslouzit mj. k posouze-
ni miry degradace polymeru. Pro stanovovani krystalinity
polymerti jsou bézné vyuzivany diferencni skenovaci kalo-
rimetrie (DSC) a rentgenova difrakce?, aviak pro tento
Gi¢el je mozné vyuzit i Ramanovu spektroskopii®.

Ramanova spektroskopie je sesterskou metodou
k infracervené spektroskopii. Zatimco infraervena spek-
troskopie sleduje zavislost poklesu intenzity polychroma-
tického budiciho zafeni na jeho vlnové délce, v Ramanoveé
spektroskopii ozafujeme vzorek monochromatickym zate-
nim (laserem) a mé&fime tzv. Ramantv rozptyl, majici pu-
vod ve zméné vibra¢né-rotacnich stavii molekul vzorku.
I rozptylené Ramanovo zafeni lze popsat jako zavislost
intenzity na vlnové délce (pfesnéji na vinoctu Ramanova
posunu). Podstatné je, ze podobné jako v infracervenych
spektrech, i v Ramanovych spektrech 1ze nalézt pasy od-
povidajici riznym vibra¢né-rotatnim stavim molekul ¢&i
jejich funk&nich skupin®*.

Nejcastéji se Ramanova spektroskopie vyuziva ke
zjistovani chemického sloZeni latek®, ale jeji principy se
uplatiiuji i v fadeé ,,exotickych® metod, naptiklad v méteni
Ramanovy optické aktivity*®. Dobré vysledky ptinasi Ra-
manova spektroskopie 1 pfi vyzkumu polymert, kde téz
umoziiuje urCovat prostorové uspoiadani polymernich
fetdzct®’, a pokud lze ve spektru semikrystalického mate-
rialu rozlisit pasy krystalické a amorfni faze, urcovat jeho
krystalinitu®.
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Pro hlubsi vyzkum materialti je vSak potieba provést
podrobnou analyzu pfislusnych oblasti Ramanova spektra.
Proto je cilem této studie detailni rozbor spekter v oblasti
vino&tu 1733 cm ', ktera je vhodna pro zjistovani krystali-
nity PPDX. Pokud je nam znamo, analyza v piedlozené
podrobné formé dosud nebyla publikovana.

Experimentalni ¢ast

Predlozena studie je zaloZena na vyzkumu popsaném
v cit.?®, jehoZ pfedmétem byla degradace biliarnich degra-
dovatelnych stentii vyrobenych firmou ELLA-CS (Hradec
Kralové, Ceska republika). Tyto stenty maji délku 80 mm,
priamér 8§ mm a jsou vyrabény z PPDX vlaken o priméru
0,39 mm. Vldkna obsahuji <0,1 hm.% barviva Solvent
Violet 13. Stenty byly degradovany ve fosfatovém puf-
ru (PBS) po dobu 0, 3, 6 a 9 tydnt (8 stentd pro kazdou
dobu degradace) pii teploté 37 °C. Pocate¢ni pH pufru
bylo 7,45, béhem degradace hodnota pH postupné klesla
na 7,19. Po degradaci byly stenty rozpleteny na volna
vlakna, kterd byla ndsledné nastiithdna na kousky o dél-
kach 7 a 3 cm, podle druhu analyzy.

Ve vyse citovaném vyzkumu byly testovany mecha-
nické vlastnosti popsanych vlaken, provadény termalni
analyzy metodou DSC a sledovana Ramanova spektra.
Z vysledktu této studie vyuzivame hodnoty krystalinity
vzorkl zjisténé pomoci DSC a Ramanova spektra, ktera
dikladné vyhodnocujeme a diskutujeme.

Pro registraci Ramanovych spekter byl pouzit Rama-
ndv mikrospektrometr XploRA PLUS (Horiba, Kyoto,
Japonsko) s excita¢nim laserem o vinové délce 785 nm
avykonu 10 mW. VsSechna analyzovana vlakna byla ve
spektrometru orientovana rovnobézné s rovinou polarizace
excitaéniho laseru, aby nedoSlo ke zkresleni vysledki
v dtsledku polarizaéni zavislosti intenzity Ramanova roz-
ptylu. Na kazdém vzorku vldkna byla zaznamendna tfi
dlouhd piehledova spektra (v rozsahu vlno¢tii Ramanova
posunu 150 az 2100 cm ') a 32 kratkych detailnich spekter
(v rozsahu 1550 az 1860 cm ') v matici 4 x 8 bodd vzda-
lenych od sebe 10 um. Zaznam piehledovych spekter byl
provadén s difrakéni  miizkou o hustot¢  vrypl
1200 gmm ' a detailnich spekter s difrakéni mfizkou
o hustot& vrypt 1800 g mm ', ktera poskytuje vyssi spek-
tralni rozliSeni. Zaznam spekter byl fizen a data zpracova-
na softwarem LabSpec 6 version 6.5.2.11, doddvanym
k pouzitému spektrometru. Plochy ramének pasu v oblasti
1733 cm™' byly vypoéteny v programu MATLAB R2020a
(MathWorks, Natick, MA, USA).

Vysledky a diskuse
Vyhodnoceni prehledovych Ramanovych spekter
Typické Ramanovo spektrum vldkna PPDX, naméte-

né pii vySe uvedené orientaci vlakna, je uvedeno na obr. 2.
Cernou barvou je zobrazeno naméfené neupravené spek-
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Obr. 2. Typicky priubéh Ramanova spektra vlakna z PPDX; a) Cerna kiivka znazortiuje ptivodni spektrum, b) ¢ervena kiivka je spek-

trum po korekei zakladni linie

trum po 9 tydnech degradace, ¢ervenou barvou totéz spek-
trum po korekci zakladni linie, tedy po odectu fluorescen-
¢niho pozadi. Spektra nedegradovaného vldkna a vldken
degradovanych po dobu krat$i nez 9 tydnii se na prvni
pohled prilis nelisi od spektra z obr. 2, av§ak 1ze mezi nimi
nalézt nékolik dilezitych rozdild. PfedevSim se jednd o
oblast pasu s raménkem na vlno&tu 1733 cm ', ktera bude
podrobné diskutovéana v dal$im textu. Ve spektrech degra-
dovanych vlaken dale témé&f chybi pasy barviva, jimz nale-
7i vinodty 483, 1242, 1403, 1610 a 1638 cm . Také se
ukéazalo, Ze toto barvivo — piestoze je ve vldknech pfi-
tomno pouze v malém mnozstvi — je vyznamnym zdrojem
fluorescence.

Vsechna spektra obsahuji na vino¢tu 870 cm ™' vyraz-
ny pas, ktery odpovida symetrickym valen¢nim vibracim
C-O-C. Dale stoji za zminku pas v poloze 1048 cm ',
patfici valenénim vibracim C-C, a pas v poloze
1451 cm™', ktery pravdépodobn& piislusi deforma¢nim
vibracim skupin —CH,—. Pro tuto studii je vSak nejdtlezi-
t&j3i pas voblasti okolo 1733 cm ', ktery se sklada
z ostrého piku s raménkem a nalezi karbonylové skupiné
C=0 (cit.'?).

Tyto pasy, jez vSechny patii PPDX, se béhem degra-
dace vyznamné neméni, avSak jejich vySky jsou silné za-
vislé na thlu pootoceni vldkna vici roviné polarizace lase-
ru. To svéd¢i o tom, ze uzké pasy odpovidaji vysoce pro-
storov¢ orientované, a nejspise tedy krystalové, fazi poly-
meru. Pas vibrace C=0 (1733 cm™') dosahuje maximélni
vysky, pokud je vlakno orientovano kolmo k roving polari-
zace laseru. Je to dano tim, ze pateini fetézce jsou v krys-
talovych lamelach dosti piesné uspotfadany paralelné
s osou vlakna. Vazba C=0, ktera je na pateini fetézce kol-
ma, je tedy pfi této orientaci vlakna rovnobézna s rovinou
polarizace, coz vede k nejvyssi intenzit¢ Ramanova roz-
ptylu. Naopak pfi otoCeni vlakna o 90° je vazba C=0 kol-
ma k rovin¢ polarizace laseru a intenzita Ramanova roz-
ptylu je minimalni*'.
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Spektrum v oblasti 1733 cm!

Spektralni pas v poloze 1733 ecm ' je charakteristicky
raménkem na pravé strané (smérem k vysSim vinoctim).
Toto raménko je jedinou oblasti spektra, ve které 1ze pozo-
rovat zmény zptsobené hydrolytickou degradaci PPDX.
Zatimco vyska uzkého piku na 1733 cm ! ziistavé stejnd,
jeho raménko s asem degradace klesa. Ve studii®® se
predpoklada, ze tento pokles souvisi s ristem krystalinity
ve smyslu snizovani podilu amorfni faze vici fazi krysta-
lické.

Degradaci PPDX pomoci infracervené spektroskopie
zkoumali Kurowiak a spol.”. Piestoze v Ramanovych
a infracervenych spektrech maji pasy stejnych vibraci
odlisnou intenzitu, v jejich studii byl v okoli vlnoctu
1733 cm ' té2 pozorovan pas s raménkem, které se béhem
degradace zmenSovalo. To naznacuje, ze ke studiu prubé-
hu degradace PPDX je mozné vyuzit i infracervenou spek-
troskopii, nicméné nam se vice osvédCila spektroskopie
Ramanova jako metoda citlivéjsi pro oblast vInoctu
1733 ecm™'. Na obr. 3 jsou detaily pasu v okoli vlno&tu
1733 cm ! pro degradace trvajici 0, 3, 6 a 9 tydni. Barev-
né kiivky znazorfiuji priibéhy zaznamenanych a zpriiméro-
vanych detailnich spekter v rozsahu 1700 az 1800 cm ™. Je
vidét, ze s postupuyjici degradaci dochazi k relativnimu
poklesu raménka vuci vrcholu piku. Z téchto kiivek byly
vypoéteny normalizované plochy ramének (v rozsahu
vinoétd 1736 az 1749 cm’'), které jsou uvedeny
v tabulce 1.

V programu LabSpec 6 byly pro tyto zjisténé pribehy
nalezeny modelové jednoduché piky, z nichZ se spektralni
pas sklada: ostry pik krystalické faze (s maximem na vl-
nottu 1733,5cm ') a &irsi, niz8i pik faze amorfni
(s maximem na vIno¢tu 1743,5 cm '). Na obr. 3 jsou piky
krystalické faze vyznaCeny pierusovanou carou a piky
amorfni faze teckovanou carou. Hladkd cernd kiivka
v kazdém grafu predstavuje soucet téchto pikd. Tyto souc-



D. Jezbera a spol.

Chem. Listy /18, 277-283 (2024)

1r 1 -
0.9 zaznamenané spektrum 09 3 tydny zaznamenané spektrum
0s modelové spektrum 08 degradované vlakno modelové spektrum
----- pik krystalické faze -----pik krystalické faze
0,7 0,7 r
--------- pik amorfni faze weeneee pik amorfni faze
— 06 | — 06
3 =2
505 N 505 |
= [y pit
T o4 t+ A T o4
g 40 8
203 |} A I'. 203 |
r
[}
02 | P 02 |
1 L
[} \
01 ] ' 01 f
‘\
0 = 0
1700 1720 1740 1760 1780 1700 1720 1740 1760 1780
Vinocet [em] Vinocet [cm]
1r 1 r
09 k 6 tydnd zaznamenané spektrum 09 | 9 tydna zaznamenané spektrum
’ degradované vldkno . ’ degradované vidkno ,
08 modeloveé spektrum 0s b modelové spektrum
----- ik krystalické faze -=-==-pik krystalické faze
07 prickry 07 | pik kry:
--------- pik amorfni faze s pik amorfni faze
— 06 | — 06 | "
2 "\ 3 A
S 05 " s 05 | I
« 1y ) [
= ' = [
204 1A 504 r Y
K] [ ] L
Eo03 ¢t A4 o3 | s
) S
02 t o 02 .
h H ! \
01 t [ 01 | ! 4
] \ \
0 a 0 N
1700 1720 1740 1760 1780 1700 1720 1740 1760 1780
Vinocet [cm] Vinocet [cm]

Obr. 3. Porovnani tvaru spektralnich pasi v okoli vinoétu 1733 em ™' pro riizné dlouhé doby degradace. Barevné kfivky piedstavuji
zaznamenana spektra, ¢erné jsou vykresleny navrzené modelové piky a jejich soucet

Tabulka I

Porovnani krystalinity rizné¢ degradovanych vlaken PPDX
s plochou raménka pasu v oblasti 1733 cm™' Ramanova
spektra

Doba degradace Krystalinita Plocha raménka
[%o] [em ']

Nedegradované 46,4 11,06

3 tydny 48,6 10,67

6 tydnu 51,3 9,86

9 tydnu 55,2 8,86

tové kiivky, které mizeme nazvat modelova spektra, dob-
fe odpovidaji naméfenym spektrim, takze lze predpokla-
dat, ze nalezené modelové piky odpovidaji skute¢nym
vibracim.

Nalezené polohy pikd odpovidaji hodnotdm uvede-
nym v praci’’, kde Zheng a spol. identifikovali v infrader-
venych spektrech PPDX pas odpovidajici vazbé C=0O
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v krystalické fazi na vlnoctu 1734 cm ' a pas téze vazby
v amorfni fazi na vino¢tu 1754 cm™'. Hodnota pro amorfni
fazi se vici nasim vysledkim poné¢kud lisi, pravdépodob-
nou pric¢inou je odlisna technologie pfipravy vzorku. Za-
timco uvedena studie byla provadéna na pretaveném mate-
ridlu s neusporadanou vnitini strukturou, nasimi vzorky
byla extrudovana vlakna, jejichZ vnitini struktura je znac-
nd usporadana?’.

Modelové kiivky pro rizné doby degradace jsou po-
rovnany na obr. 4. Opét je zde vidét, Ze s rostouci dobou
degradace se snizuje pik amorfni faze, zatimco uzky pik
krystalické faze roste. Tyto zmény lze pozorovat jednak
vzajemné mezi témito dvéma piky, ale i vici jejich souctu
(tj. modelovému spektru) vyznaéenému spojitou carou.
Modelové souctové spektrum ma pro vsechny doby degra-
dace neménné maximum, z ¢ehoz vyplyva, ze na vysce
tohoto maxima se podili i amorfni faze. Ta vSak
s degradaci ubyva rychleji nez faze krystalickd, tudiz ma-
ximum tohoto pasu by se mélo s postupem degradace sni-
Zovat oproti jinym vyznamnym pastm v Ramanové spek-
tru vlakna z PPDX. Tento jev se nepodatilo zaregistrovat,
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Obr. 4. Porovnani navrzenych modelovych piki v okoli vinoétu 1733 em™ pro rizné doby degradace vlikna z PPDX. Pierusova-
nou ¢arou je vyznacen pik krystalické faze, teCkovanou ¢arou pik amorfni faze a spojitou ¢arou jejich soucet. Porovnavané kiivky odpovi-

daji pribéhtim z obr. 3

Normovana hodnota [a. u.]

6 9
Doba degradace [tydny]

—8-0bsah amorfni faze —#—Plocha pod raménkem —-Podil vysek piki

Obr. 5. Pokles obsahu amorfni faze, plochy pod raménkem spektralniho pasu v oblasti 1733 cm™ a podilu vy$ek modelovych piki
amorfni a krystalické faze v pribéhu degradace vlakna z PPDX

ziejmé je piili§ maly oproti nejistotim zpisobenym Su-
mem méfeni i nepfesnostmi korekce zakladni linie.
Tabulka I poddva srovnani hodnot krystalinity ziska-
nych zDSC s normovanymi hodnotami plochy raménka
spektralniho pasu v oblasti 1733 cm™'. Cisla uvedena
v této tabulce se vSak tézko porovnavaji, protoze krystali-
nita — na rozdil od plochy raménka — s délkou degradace
roste. Pfehledngji je souvislost mezi mirou krystalinity
a velikosti raménka v prubéhu degradace vyobrazena
v grafu na obr. 5. Misto krystalinity je zde uvedena amor-
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ficita, tedy podil amorfni faze, ktery lze Ciselné vyjadrit
jako doplnék ke krystalinité do 100 procent. Amorficita je
na obr. 5 porovnana s plochou raménka, vypoctenou
z naméfenych dat, a s podilem vysek modelovych pika
amorfni a krystalické faze, navrzenych softwarem
LabSpec 6. Hodnoty vSech tfi kiivek jsou ptepocteny tak,
aby pro nedegradovany vzorek mély hodnotu 1.

Diky tomu, ze prib&hy kiivek jsou monotdnni, miize-
me fici, ze existuje jednoznacna zavislost mezi krystalini-
tou, plochou raménka a podilem vySek pikdi amorfni
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a krystalické faze. Pribéh kiivky s plochou pod raménkem
témeét odpovidd pribchu krystalinity. To je vSak spiSe
nahoda, piesny tvar kiivky je naptiklad zavisly na vybéru
rozsahu vlnoctd, ve kterém se plochy pocitaji.

Zavér

Predlozeny piispévek piedstavil moznost vyuziti Ra-
manovy spektroskopie pro ureni krystalinity polymert
béhem jejich hydrolytické degradace. Diskutované vysled-
ky byly ziskdny pro vldkna z polydioxanonu, lze vSak
predpokladat, Zze obdobny postup bude pouzitelny i pro
jiné polymery, v jejichz Ramanovych spektrech se vysky-
tuji vzajemné rozlisitelné piky pro krystalickou a amorfni
fazi. Na zéaklad¢ dukladné analyzy spektra v oblasti
1733 ecm™' lze Fici, e mé&feni plochy raménka tohoto pasu
je jednoduché a zifejmé vhodné pro operativni prehledové
meéfeni, zatimco nalezeni oddélenych pikd pro obé faze
umoznuje hlubsi pohled na spektrum zkoumaného materi-
alu, coz je vhodné predevsim pro detailni vyzkum.

Autori  dékuji  Ing. Zuzané  Zmrhalové,  Ph.D.
z Univerzity Pardubice za stanoveni krystalinity studova-
nych vzorkii.
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A. Myslivecova  Fudikova”’, and A.  Bezrouk®
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Faculty of Science, University of Hradec Krdlové, Hradec
Krdlové, Czech Republic, ¢ Department of Medical
Biophysics, Faculty of Medicine in Hradec Kralové,
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The Use of Raman Spectroscopy to Assess the
Degradation of Poly(p-dioxanone) Fibre Intended for
Medical Purposes

Raman spectroscopy can be used in chemistry not
just to determine chemical composition, but also to obtain
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further information on the material structure. In the spectra
of semi-crystalline polymers, distinct bands characteristic
of the crystalline or the amorphous phase can be found,
the degree of crystallinity determined from them, and the
degree of polymer degradation estimated from the
crystallinity. In the present study, changes in the
1733 cm™' band shoulder in Raman spectra of poly(p-di-
oxanone) fibres subjected to hydrolytic degradation were
evaluated. For different degradation periods, the areas
under the shoulder of this band were calculated and
amodel deconvolution of this band into assumed
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crystalline and amorphous peaks was also performed. The
areas under the shoulder, as well as the model peaks’
parameters, were compared with the crystallinity values
obtained by differential scanning calorimetry, achieving
a good agreement. This work shows an example of using
Raman spectroscopy when studying the hydrolytic
degradation of polymers.

Keywords: Raman spectroscopy, polymer degradation,
stent, polydioxanone, crystallinity, modelling of spectra

Uziti tohoto dila se fidi mezinarodni licenci Creative Commons Attribution License 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/
by/4.0/legalcode.cs), ktera umoziuje neomezené vyuziti, distribuci a kopirovani dila pomoci jakéhokoliv média, za podminky
fadného uvedeni nazvu dila, autord, zdroje a licence.



Piivodni a metodické prace

Che!@
Listy

www.chemicke-listy.cz

SIANQVENi VYBVRANYCH BIOLOGICKY AKTIVNICH LATEK V LEVANDULI
LEKARSKE VYPESTOVANE V CESKE REPUBLICE

IVETA SisTKOVA?, VostECcH KRUZIK?, IVETA HORSAKOVA®, HELENA NEUMANNOVA"

a HELENA CIZKOVA?

“ Ustav konzervace potravin, Vysoka skola chemicko-technologickd v Praze, Technickd 5, 160 00 Praha 6, " Tri véze s. r. o.,

Lisnice, Ceskd republika
iveta.sistkova@vscht.cz

Doslo 20.10.23, pfijato 13.3.24.

Levandule jako rostlina a levandulova silice maji $iroké spektrum biologickych uc¢inkt, levandule se v kosmetice
a lé&ivych piipraveich vyuziva jiz od dob starého Recka a Rima. V dnesni dobé se na trhu vyskytuje nepieberna skala pro-
dukt obsahujicich levanduli, at’ uz jako takovou (levandulovy ¢aj nebo suSenky ¢i jiné pochutiny s kvéty levandule), pti-
padné obsahujici levandulovou silici ¢i vodné extrakty levandule (kosmetika, drogerie, potraviny ¢i farmaceutické priprav-
ky). Tato prace se zaméfuje na zjiSténi obsahu silice, zastoupeni t€kavych latek a stanoveni celkovych fenolt a flavonoida
u vzorkl levandule 1ékatské z Levandulového udoli a porovnani vysledkt se slozenim levandulovych kvéti prodavanych

jako bylinné &aje v trzni siti Ceské republiky.

Klicova slova: levandule 1€katska, Lavandula angustifolia, silice, fenoly, flavonoidy

Uvod

Levandulova silice (Lavandulae etheroleum) je defi-
novéna Ceskym lékopisem jako silice ziskana z kvetoucich
vrcholklt druhu Lavandula angustifolia Mill. (syn. Lavan-
dula officinalis Chaix) destilaci s vodni parou, pficemz by
suseny kvét levandule mél obsahovat nejméné 13 ml silice
na kg (cit."). Kromé destilace s vodni parou lze k ziskani
silice vyuzit i superkritickou extrakci CO, ¢i extrakci do
hexanu’. Vedlejsim produktem destilace silice je vznik
hydrolatu. Dominantnimi latkami levandulové silice
(celkem pies 300 latek) jsou linalool a linalyl-acetat, latky
s typickou levandulovou vini, jejichz obsah a vzajemny
pomér urcuje kvalitu silice. Ob¢ latky se v autentické
levandulové silici vyskytuji prevazné jako (R)-enan-
tiomery, obsah (S)-linaloolu a (S)-linalyl-acetatu by nemél
prekrogit 12 % resp. 1% (cit."). Mezi dalsi latky majici
pozitivni vliv na vyslednou vuni silice patii borneol,
a-terpineol, lavandulyl-acetat, karyofylen a linalool oxid.
Naproti tomu zvySeny obsah ocimenu, 1,8-cineolu, kafru
a terpinen-4-olu mé negativni vliv na vyslednou viini silice®.

Porovnani procentualniho zastoupeni vybranych téka-
vych latek v levandulové silici rizného pivodu™
s pozadavky Ceského lékopisu' a mezinarodni normy ISO
3515:2022 (cit.*), ktera definuje pozadavky pro levandulo-
vou silici (Lavandula angustifolia Mill.) uvadi tab. 1.

Mezi biologicky aktivni latky obsazené v levanduli
1ékarské patii vedle dalsich latek také fenoly, resp. jejich
hlavni podskupina flavonoidy, které maji antioxidacni
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ucinky. Stanoveny obsah fenoltl a flavonoidid mimo jiného
(p&stovana odrida, klimatické a geografické podminky,
doba sklizng) zavisi na metodach a podminkach extrakce.
Bézné pouzivanymi metodami extrakce jsou macerace,
odvar, Soxhletova extrakce, hydrodestilace ¢i moderni
postupy, jako je ultrazvukova (UAE), mikrovinna, tlakova
kapalinova ¢i zrychlena (akcelerovand) extrakce, pii kte-
rych jsou vyuzivany rtizné druhy extrakénich rozpoustédel
(voda, methanol ¢i ethanol (o rizné koncentraci), petrol-
ether aj.), 1ze vyuzit i superkritickou fluidni extrakci (CO,,
1,1,1,2-tetrafluorethan)”™®. Celkovy obsah fenolil se vyja-
dfuje nejcastéji jako obsah kyseliny gallové v mg na gram
vzorku (gallic acid equivalents, GAE), obsah flavonoida
pak jako obsah katechinu v mg na gram vzorku (catechin
equivalents, CA). Pro stanoveni celkového obsahu flavo-
noidi je jednou z nejéastéji pouzivanych metod spektrofo-
tometrické stanoveni zalozené na tvorbé barevnych kom-
plext s hlinikem. V literatufe se nejcastéji vyskytuji dva
postupy stanoveni (s a bez NaNO,) s vyjadienim vysledku
pro nékolik sloucenin z riznych t¥id flavonoidd. Postupy
s NaNO,, ktery byl pouzit i v této praci, jsou specifické
pro rutin, luteolin a katechiny’. Pii porovnani extraktd
levandule 1ékarské ziskanych maceraci (50% ethanol,
30 min), odvarem (voda, var, 30 min) a ultrazvukovou
extrakci (UAE, 50% ethanol, 1 h celkem) byly zjistény
nejvyssi obsahy celkovych fenolti u UAE 23-33 mg GAE/
g, nasledovany maceraci (17-28 mg GAE/g) a odvarem
(1521 mg GAE/g). Stejné poradi tcinnosti bylo ziskano
iustanoveni celkového obsahu flavonoida (14-24 mg

https://doi.org/10.54779/ch120240284
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Porovnani procentudlniho zastoupeni vybranych tékavych latek dle Ceského lékopisu1 levandulové silice z riznych literar-

nich zdrojt

Slouc¢enina Cesky Iékopis'  ISO 3515:2002 Evropa® Mimo Evropu® Ukrajina®
(cit.?) (cit.”) (cit.”) (cit.%)
Oktan-3-on, % 0,1-5,0 <3,0 nd-1,6 nd-0,4 0,0-1,0
D-Limonen, % <1,0 <1,0 0,3-0,9 nd-3,1 0,0-0,6
1,8-Cineol, % <25 <13 <0,05-8,4 nd-3,1 0,0-1,1
Linalool, % 20,0-45,0 20,0-43,0 23,1-36,2 23,6-33,3 11,4-46,7
Kaftr, % <12 <1,5 0,5-6,9 nd-9,8 0,1-0,8
Lavandulol, % >0,1 <3,0 nd-1,6 nd-1,2 0,0-7,8
Terpinen-4-ol, % 0,1-8,0 <8,0 nd-16,1 nd-14,9 1,2-18,7
a-Terpineol, % <20 <20 0,3-5,0 nd-6,3 0,5-4,5
Linalyl-acetat, % 25,0-47,0 25,0-47,0 14,2-39.9 19,7-47,6 7,4-442
Lavandulyl-acetat, % >0,2 <8.,0 nd-4,4 nd-6,5 0,2-12,3

49 yzorkd, ° 8 vzorkd, ¢ 13 vzorkd, nd — nedetekovano

CA/g pro UAE; 10-20 mg CA/g pro maceraci a 8-16 mg
CA/g pro odvar)’.

Tato prace se zaméfuje na zjisténi obsahu silice, za-
stoupeni tékavych latek a stanoveni celkovych fenold
a flavonoidt u levandule 1ékarské, odrida Munstead po-
chazejici z Levandulového tdoli u obce Zdice — Chodoun
(Ceska republika) a porovnani vysledki se vzorky levan-
dule zakoupené v trzni siti.

Experimentalni ¢ast
Vzorky

Soubor analyzovanych vzorkt shrnuje tab. II. U vzor-
ki kvéty se stonky (tj. kvéty s kvétonosnymi lodyhami)
byla primérna hmotnosti bilance kvétu a kvétonosné lody-
hy 55 : 45. Obsah vody ve vzorcich suSenych kvéti
a kvétu se stonky se pohyboval v rozmezi 8—10 %.

Destilace silice s vodni parou

Objem silice ve vzorcich byl stanoven destilaci s vod-
ni parou za podminek uvedenych v Ceském Iékopise',
vysledek byl piepocitan na kg vzorku. Stanoveni silice
bylo provedeno v materialu, jak byl dodan, tedy bez vysu-
Seni, a to z diivodu porovnani obsahu silice mezi riznymi
matricemi.

Stanoveni tékavych latek

Ziskané vzorky silice byly analyzovany plynovou
chromatografii s hmotnostnim detektorem (GC/MS). Pro
identifikaci tékavych latek byly pouzity standardy latek
(D-limonen, linalool, terpinen-4-ol, a-terpineol a linalyl-
acetat), ostatni slouCeniny byly identifikovany na ziklad¢
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srovnani spekter s NIST knihovnou hmotnostnich spekter
(NIST 14, cit."%) a pomoci Kovatsovych retenénich indexii
RI. Vzhledem k podobné reten¢ni charakteristice latek
D-limonenu (RI=1027) a 1,8-cineolu (RI=1032) na pouzité
kolon¢ (DB-5) se nepodatilo tyto dvé latky separovat,
z tohoto divodu jsou vysledky prezentovany sumou téchto
latek. Kazdy ze vzorkd silice byl prométfen 2krat. Vysled-
ky jsou vyjadreny jako procentudlni zastoupeni latky ve
vzorku.

Ptiprava extrakti pomoci ultrazvuku

Homogenizovany vzorek byl extrahovan v roztoku
ethanolu pomoci ultrazvuku dle podminek metody dle’
(UAE, 50% ethanol, 1 h celkem). V8echny vzorky byly
pfipraveny v paralelnim stanoveni. Ziskané extrakty se do
doby analyzy uchovavaly pii —18 °C.

Stanoveni celkovych fenolt

Ke stanoveni celkového obsahu fenold (TPC, Total
Phenolic Content) byla pouzita modifikovana metoda dle’.
Celkové fenoly v extraktu byly stanoveny spektrofotome-
tricky po reakci s Folin-Ciocalteu ¢inidlem a Na,CO; pfii
vlnové délce 765 nm. VSechny vzorky byly méfeny
v paralelnim stanoveni a vysledky vyjadfeny jako mg ky-
seliny gallové na gram vzorku na zéklad¢ ziskané kalib-
raéni kiivky y = 0,0011x — 0,0085, R*= 0,994 (mg kyseli-
ny gallové/ g vzorku).

Stanoveni celkovych flavonoidi

Ke stanoveni celkového obsahu flavonoidi (TFC,
Total Flavonoid Content) byla pouzita modifikovana me-
toda dle’. K extraktu byl pfidan roztok NaNO, a AICl;
apo 5 min byl pfidan 1M NaOH. Flavonoidy v extraktu
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Tabulka II
Seznam analyzovanych vzorkd
C. Oznaceni Popis

1. Kvéty €. 1

Lavandula angustifolia odrida Munstead, Levandulové udoli, sklizen 2022,

vyrobce: Tii véze s. r. 0., zemé& pivodu: CR

2. Kvéty €. 2

Vzorek z trzni sit€ — levandulovy kvét (Flos lavandulae), bylinny ¢aj, znacka: ¢aj bylinafe,

vyrobce: Mediate, s. 1. 0., DMT 10/2024, zem¢ puvodu: neznama

3. Kvéty €. 3

Vzorek z trzni sité — levandule kvét, znacka: Gresik,

vyrobce: Natura s. r. 0., DMT 11/2024, ptivod: EU a mimo EU

4. Kvéty ¢. 4

Vzorek z trzni sité — levandule kvét (Lavandula angustifolia), znacka: Sonnentor,

vyrobce: Sonnentor s. r. 0., DMT 11/2022, zem¢ ptivodu: Albanie

5. Kvéty se stonky
¢ 1

6. Kvéty se stonky

Lavandula angustifolia odrida Munstead, Levandulové udoli, sklizen 2021,
vyrobce: Tti véze s. 1. 0., zemé ptivodu: CR
Lavandula angustifolia odrida Munstead, Levandulové udoli, 1. sklizeti 2022,

Lavandula angustifolia odrida Munstead, Levandulové udoli, 2. sklizeti 2022,

¢.2 vyrobee: THi véZe s. 1. 0., zemé& pivodu: CR
7. Kvéty se stonky L

¢.3 vyrobee: Tt véZe s. r. 0., zem¢ ptivodu: CR
8. Stonky

Lavandula angustifolia odraida Munstead, Levandulové udoli, 1. sklizen 2022,

vyrobee: Tti véze s. 1. 0., zemé ptivodu: CR

9. Produkt ¢. 1

100% BIO esencialni olej z Levandule Chodounské,

vyrobee: Tti véZe s. r. 0., zem¢ ptivodu: CR

10.  Produkt¢. 2 BIO levandulovy hydrolat z Levandule Chodouniské,
vyrobee: Tti véze s. r. 0., DMT 08/2023, zemé ptivodu: CR

11.  Produkt¢. 3 BIO esencialni olej z Levandule Chodouiiské (10ml),
vyrobee: Tti véZe s. r. 0., zem¢ ptivodu: CR

12. Produkt¢. 4 100% esencialni olej z levandule,

zemé puvodu: Francie

Pozn.: Termin ,,esencialni olej* je obchodni nazev prevzaty z doslovného anglického piekladu essencial oil, a jedna se tedy

o silici levandule 1ékarské.

byly nasledné stanoveny spektrofotometricky pii vinové
délce 510 nm. Vsechny vzorky byly métfeny v paralelnim
stanoveni a vysledky vyjadieny jako mg katechinu na
gram vzorku na zidklad¢ ziskané kalibraéni kiivky
y=10,0016x+0,0014, R*= 1,000 (mg katechinu/ g vzorku).

Vysledky a diskuse

Silice ve vzorcich byla stanovena dle Ceského 1ékopi-
su po destilaci s vodni parou objemov¢, vysledky znazor-
fuje obr. 1. Jak je vidét, vSechny analyzované vzorky kvé-
ti splituji pozadavek Ceského lékopisu na minimalni ob-
sah silice (13 ml/kg bezvodé drogy', limit p¥i zohlednéni
10% vlhkosti vzorkd je 11,7 ml/kg vzorku). Stejné tak
splituji pozadovany minimalni obsah silice vzorky kvét
se stonky; samotné stonky levandule jsou na silici chudé
(pouze 1,5 ml/kg). Co se tyka vyrobka z Levandulového
udoli: dle ptedpokladi produkt ¢. 1 (100% BIO esencialni
olej z levandule Chodouniské) obsahuje skoro 100 % silice
(960 ml/litr vyrobku), obdobné vysledky byly zjistény
iu produktu ¢. 3 a €. 4. Oproti tomu produkt ¢. 2 — hydro-
lat, ktery vznikd jako vedlejsi produkt pfi ziskévani silice,
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obsahuje pouze zanedbatelné mnozstvi (2 ml/litr vyrobku)
(neni uvedeno na obr. 1).

Ziskané vzorky silic byly analyzovany metodou
GC/MS pro zisk profilu t€kavych latek a nasledné bylo
vypocitano jejich relativni zastoupeni. Nejvice tékavych
latek obsahuje z rostlinné suroviny kvét se stonkem (okolo
40 tekavych latek), nejméné pak samotny stonek (do
30 tekavych latek). Z vyrobkt z Levandulového udoli (ale
i v porovnani se surovinou) ma nejbohatsi zastoupeni té-
kavych latek produkt ¢. 1 (100% BIO esencialni olej
z levandule Chodounské, pres 55), jejichz profil je vyraz-
n¢ odlisny od ostatnich analyzovanych vzorki.

Cesky lékopis definuje pozadované relativni zastou-
peni u 10 te€kavych latek (viz tab. I), porovnani relativniho
zastoupeni téchto latek u analyzovanych vzorku silic je
uvedeno na obr. 2. Jak je patrné, vzorky silic z kvéta €. 1
a ¢. 2 svym relativnim zastoupenim odpovidaji pozadavku
Ceského lékopisu. Oproti tomu vzorky z kvétd & 3 a &. 4
maji vysoky obsah kafru (36,4% a 41,9 %) a sumy
D-limonenu + 1,8-cineolu (28,4 % a 25,3 %) na tikor nizsi-
ho obsahu linaloolu a nespliiuji v tomto sméru pozadavky
Ceského lékopisu (kafr <1,2 %, bD-limonen <1,0%
a 1,8-cineol <2,5 %). Z tohoto Ize usoudit, ze se u téchto
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Obr. 1. Obsah silice v analyzovanych vzorcich levandule
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Obr. 2. Porovnani relativniho zastoupeni tékavych latek v analyzovanych vzorcich silic

dvou vzorki nejedna o levanduli lékatiskou, ackoliv to
vzorek kvéty ¢. 4 na obalu deklaruje. Plivod tohoto vzorku
je z Albanie, coz by mohlo byt vysvétlenim rozdilného
zastoupeni t€kavych latek, protoze vysledky nejsou
v rozporu se zjisténim dalSich autort (viz tab. I). Evident-
n¢ zde hraje velkou roli odrida, misto a podminky pésto-
vani a zptisob izolace tékavé frakce. Jak uvadi cit., obsa-
hové zastoupeni latek se li$i v zavislosti na druhu levandu-

287

le 1ékarské, ale i mezirocné v ramci péstované odrady.
Z tohoto diivodu je obtizné porovnavat riizné rocni pro-
dukce i typy odrid levandule mezi sebou.

U vyrobkt esencialnich oleji z Levandulového tdoli
(produkt ¢. 1 a €. 3) je profil tékavych latek ze ziskané
silice téméf totozny s profilem susenych bylin (kvéty,
ptip. kvéty se stonky). Naproti tomu produkt ¢. 2 — levan-
dulovy hydrolat — ma rozdilny profil. V tomto produktu se
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Obr. 3. Porovnani obsahu fenoli (TPC) a flavonoidi (TFC) u analyzovanych vzorki

nevyskytuje linalyl-acetat, nejvice zastoupena latka levan-
dulové silice, coZ je v souladu s literaturou®.

Mezi vyznamné obsahové slozky levandule patii
fenoly, konkrétné flavonoidy, jejichz obsah se pohyboval
od 23 mg TPC/g resp. 10 mg TFC/g u stonki do 43 mg
TPC 1 TFC/g u kvétd (viz obr. 3). Tyto latky vSak
z diivodu vysoké polarity a neté¢kavého charakteru nepte-
chazeji béhem destilace s vodni parou do silice ani hydro-
latu. Zjisténé obsahy fenold a flavonoidl ve vzorcich le-
vandule jsou ve shodé s dostupnou literaturou’.

Zavér

Cilem této prace bylo zjistit, zda se kvalita levandule
lékaiska p&stované v Ceské republice 1isi od hlavnich pro-
ducentt, jako je Francie ¢i zemi z Balkanského poloostro-
va (Bulharsko, Albanie) porovnanim s literaturou
a proméfenim omezeného mnozstvi vzorki dostupnych
z trzni sité (viz tab. II). Vzhledem k tomu, Ze kosmeticky
pramysl nezpracovava jen Cisty kvét, jako tomu je ve far-
maceutickém pramyslu, byla zaroven provedena bilance
sledovanych biologicky aktivnich latek v dalSich Castech
rostliny (kvéty se stonky, stonky).

Vysledky ukazuji, Ze majoritnim zdrojem silice jsou
podle ocekavani kvéty (az 37 ml/kg), oproti tomu stonky
obsahuji pouze 1,5 ml silice/lkg. VSechny analyzované
vzorky kvéti levandule (kvét ¢. 1-4) spliuji pozadavky
Ceského 1ékopisu na jeji minimalni obsah, ale navzajem se
li$i az dvojnasobné. Stejné tak kvéty s kvétonosnymi lody-
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hami (kvéty se stonky), vyuzivané v kosmetickém pri-
myslu, obsahuji vice jak 20 ml silice/kg s obdobnym pro-
filem te€kavych latek jako silice z kvéti a z ekonomického
hlediska je jejich vyuziti v kosmetickém primyslu smys-
luplné. Vyskyt a relativni zastoupeni tékavych latek silice
zavisi nejen na zpusobu ziskavani silice a metodé stanove-
ni, ale i na péstované odradé, klimatickych a geologickych
podminkich®*®. Presto lze s velkou pravdépodobnosti
tvrdit, ze v piipadé vzorkt kvétt ¢.3 a ¢. 4 se nejedna
o levanduli lékafskou, ale o jiny druh levandule, a to
zejména pro vysoké relativni zastoupeni kafru na ukor
linaloolu a linalyl-acetatu. Tyto vzorky maji zaroven vyssi
obsah fenoll a flavonoidd. Vzhledem k tomu, ze vyrobce
na obale deklaruje, Ze se jednd o levandulovy kvét, vzorek
kvéty €. 4 pak vyslovné uvadi z Lavandula angustifolia, je
zde riziko klamani spotiebitele ohledné botanického piivo-
du vyrobku a tim spojenych 1éCivych a aromatickych
vlastnosti vyrobku. Stejné tak v ptipad¢ vzorku francouz-
ské silice (produkt ¢.4) se snejveétsi pravdépodobnosti
nejednd o levanduli 1ékafskou. O jaké druhy levandule se
jedna vSak nelze s urditosti fici.
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H. Neumannova®, and H. Cizkova® (“ Department of
Food Preservation, University of Chemistry and
Technology Prague, Prague, Czech Republic, " Tii véze s.
r. 0., Lisnice, Czech Republic) Determination of Selected
Biologically Active Substances on Lavender Grown in
the Czech Republic

Lavender as a herb and the lavender essential oil have
a wide range of biological effects. They have been used in
cosmetics and medicinal products since the times of
ancient Greece and Rome. Nowadays, there is a wide
range of products containing lavender on the market,
either as such (lavender tea or biscuits or other snacks
with lavender flowers) or containing lavender essential oil
or aqueous solutions of lavender (cosmetics, drugstore
goods, food or pharmaceutical preparations). This work
focuses on the determination of the essential oil content,
the representation of volatile substances and the
determination of total phenols and flavonoids in samples
of medicinal lavender from the Levandulové udoli and
bought in the Czech shops.

Keywords: lavender, Lavandula angustifolia, essential oil,
phenolics, flavonoids
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Chemické vzdélavani na arovni stiednich odbornych §kol s omezenym rozsahem piirodovédného vzdélavani, véetné
chemického, je pouze okrajové diskutované téma. V nasi studii pfindSime informace o tom, jak miize byt chemie na stfed-
nich odbornych skolach vyucovéana takovym zptisobem, aby dale upeviovala a rozsifovala ptirodovédnou gramotnost zaka
a tim i lepsi orientaci v béZzném zivoté, a pritom byla zaky dobfe pfijimana. Nasi metodu jsme ovéfili na jedné z prazskych
odbornych skol typu M a vysledky této dil¢i studie pfinaseji zajimavé vysledky, které nas vedou k systematizovani naseho
pristupu a tvorby vhodné studijni opory pro zaky i metodiky pro ucitele. Ukazku diléi ¢asti studijni opory rovnéz ptinasime

v textu.
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Uvod

Diskuse o chemickém vzdélavani na stfednich odbor-
nych Skolach je pomérné omezend. Dlvodem je skutec-
nost, Ze s vyjimkou stfednich odbornych $kol, které vyucu-
ji zéky v chemickych oborech, je rozsah chemického vzde-
lavani na stfednich odbornych Skolach pomérné maly.
Pritom pocet zaki, kteti absolvuji ptirodovédné vzdélavani
jako vSeobecné vzdélavaci predmét v ramci stiednich skol,
neni zanedbatelny. Ve Skolnim roce 2022/23 ¢inil podil
zakt vzdélavajicich se v oborech odborného vzdélavani
s maturitni zkouskou 46,4 %, tj. 214 925 zaku. Dalsi péti-
na zaka (20,5 %, tj. 94 956 zakl) se ucastnila odborného
vzdélavani s vyuénim listem'. BliZici se revize Ramcovych
vzdélavacich programi, vcetné vzdélavacich programi
sttednich odbornych skol, nés stavi pred otazku, zda mame
ve vyuce piirodovédnych oborl jako vSeobecné vzdélava-
cich oborti véetné chemie pokracovat ¢i nikoli. Pokud ano,
jakym zptisobem.

S ohledem na to, Ze pfirodovédna gramotnost je kon-
ceptem, ktery je prosazovan jak na urovni EU (cit.%), tak
OECD (cit.), je méalo pravdépodobné, Ze by ptirodovédné
obory ve vSeobecném zdkladu stfednich odbornych skol
absentovaly. Neznamena to nutné, ze by chemie musela
byt jejich samostatnou soucasti, ale pokud uz takova piile-
zitost existuje, je zfejmé zbyte¢né na ni rezignovat.
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V nasem prispévku se zabyvame tim, jak je mozné
pristupovat k vyuce chemie na stfednich odbornych sko-
lach, kde je rozsah vyuky chemie a dalSich pifirodovéd-
nych oborti minimalni (tj. pro fadu obori vzdélavani typu
H — stfedni odborné vzdélani s vyucnim listem, M — tplné
sttedni odborné vzdélani s maturitou, L — uplné stfedni
odborné vzdélani s odbornym vycvikem a maturitou) a na
predmét chemie je nahlizeno jako na predmét ,,okrajovy®.
Vychazime pfitom ze zkuSenosti aplikovani nami navrze-
ného pfistupu na jedné z prazskych stfednich odbornych
kol takového typu.

Vychozi situace

Haluzka® uvadi, Ze situace ve vyuce piirodovédnych
vSeobecné vzdélavacich oborl je na stfednich Skolach,
zejména stiednich odbornych uéilistich, na nizké Grovni.
Ptirodovédné predméty s velmi nizkou c¢asovou dotaci
jsou na okraji zajmu zakl i vedeni $koly. Nejedna se totiz
o profilujici predméty. Motivace zaki je pro studium niz-
ka, az 15 % zakd v prizkumu Ruska®® uvedlo, Ze jim pfi-
jde v bézném zivoté neuzitecna a v témze pruzkumu 72 %
zakl hodnotilo pfedmét chemie jako primérné oblibeny
az nejméné oblibeny. I kdyz je vysledek vyzkumu neaktu-
alni (od jeho realizace ubchlo 121let) a navic se
v prizkumu jednalo o vzorek dostupny, nemame divod se
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domnivat, Ze by se situace u zdki stfednich odbornych
kol n&jak vyznamné promeéiiovala.

Vime naptiklad, Ze motivovanost zakti do znacné
miry koreluje s jejich skolni Gspé$nosti, potazmo znalost-
mi”®. Pokud se podivame na rozdily v ptirodovédné gra-
motnosti mezi riznymi typy stfednich skol, jak je zpro-
stfedkovava Setfeni cilové skupiny patnactiletych zaka
PISA (Programme for International Students Assessment),
Ize sledovat, Ze rozdil mezi znalostmi zakd je signifikant-
ni. Jisté neni pfekvapujici, ze Zaci viceletych gymnazii si
v oblasti pfirodovédné gramotnosti vedou nejlépe a zaci
sttednich odbornych $kol bez maturity nejhiife. Co nas ale
musi zarazit, je zhruba dvousetbodovy rozdil mezi obéma
skupinami Zakd. A to neni zdaleka rozdil jediny. Ve Cte-
natské gramotnosti ¢ini rozdil mezi Zaky gymnazii a stied-
nich odbornych $kol bez maturity dvé gramotnostni Grov-
n& (blize cit.”). Miizeme se ptat, jak to souvisi s vyukou
ptirodovédnych obort, resp. chemie, ¢i piirodovédnou
gramotnosti. Odpovéd’ je nasnad€. ZhorSend schopnost
Cteni predstavuje jednak limit v uceni se, ale je také limi-
tem pti feSeni problémi spojenych s ptirodnimi védami, se
kterymi se setka zak v psané podobg (blize viz cit.'”).

Dalsim aspektem, ktery je tfeba brat do uvahy, je
aprobovanost uéiteld. Rusek a spol.'' na zakladé svého
prizkumu uvadgji, e ve Stfedodeském kraji na SOS za-
koncenych maturitou (napf. obory vzdélavani M) vyucuje
chemii 15 % neaprobovanych ucitelil (jedna se o ucitele,
kteii obor chemie na VS nestudovali). Nicméné na SOS
zakonCenych vyucnim listem (napf. obor vzdélavani H)
pfedstavuje podil neaprobovanych uciteld 60 %. Jsou to
opét ucitelé, kteti obor chemie nestudovali. Novéjsi a uce-
lengjsi data ze stfednich odbornych Skol nejsou
k dispozici, ale vime, Ze na druhém stupni zakladni Skoly
je neaprobovanych vyucujicich chemie v priméru téméf
20 %, v nékterych krajich dokonce 50 % (cit.'?). Lze pred-
pokladat, ze pro obory stiednich odbornych skol, zejména
téch, kde je chemie vyuCovana v malém rozsahu, bude
situace jeSté¢ hor$i. Pfi malé hodinové dotaci pro vyuku
chemie totiz aprobovany vyucujici jen stézi ziska plny
uvazek, pokud nemd vystudovanou chemii v kombinaci
s ptedmétem, ktery mu plny Gvazek na stfedni odborné
Skole zajisti (napf. matematika). Po feditele Skol je tak
v fad¢é pripadd snazsi volit pro piirodovédné predméty,
v nichz se zaci neprofiluji, neaprobované ucitele.

A kone¢né jsou tu pozadavky Réamcovych vzdélava-
cich programt pro stfedni odborné vzdélavani. Pro stiedni
odborné Skoly s maturitou, kde je chemie vyucovana jako
vSeobecné vzdélavaci predmét (typ M, L), je cilem ptiro-
dovédného vzdélavani predevsim snaha naucit zaky vyuzi-
vat ptirodovédnych poznatkl v profesnim i kazdodennim
osobnim zivoté. Dale se vzdélavani zamétuje na schopnost
zaku klast si otazky o okolnim svété a vyhledavat k nim
relevantni, na ditkazech zalozené odpovédi. Skoly, kde je
prirodovédné vzdélavani, resp. chemie, chapano jako vse-
obecné vzdélavaci predmét, voli mezi dvéma variantami.
Varianta A je urena pro obory s vysS$imi naroky na che-
mické vzdélavani, varianta B pro obory, kde jsou naroky
pro chemické vzdélavani nizsi. Za celou dobu vzdélavani
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musi byt minimalni rozsah pro celé ptirodovédné vzdela-
vani 128 hodin (jako vzor vyuzit RVP 63-41-M/02 resp.
65-41-L/01; cit."*'*). Do ptirodovédného vzd&lavani patii
fyzikalni vzdélavani, chemické vzdélavani a biologické
a ekologické vzdélavani. Dle nasich zkuSenosti je ve vetsi-
n¢ pripadt chemie realizovana po dobu 1 roku studia zakt
(zpravidla 1. ro¢niku) s ¢asovou dotaci 1-2 hodiny tydné.

Pro stfedni odborné skoly s vyuénim listem (typ H) je
situace obdobna. Cil pfirodovédného vzdélavani je iden-
ticky s tim pro typ Skol M a L, stejné€ jako hodinova dota-
ce na piirodovédné vzdélavani. Je zde vSak pouze jedna
varianta chemického vzdélavani (jako vzor vyuzit RVP
23-65-H/01; cit.").

Pokud bychom méli shrnout, s ¢im se budou vyuka
chemie a vyucujici na stfednich odbornych S$kolach
s chemii jako vSeobecné vzdélavacim predmétem potykat,
pak jsou to (a) nizsi az nizka urovern ptirodovédné gramot-
nosti; (b) nizkd motivovanost zakd pro vzdélavani se
v ptirodovédnych oborech; (c) nizkd Casovd dotace na
vyuku a (d) neaprobovanost ucitelt. Otazkou tedy je, jak
se k vyuce chemie za takovych podminek postavit.

Metoda demokratického pristupu k vyuce
pro zvySeni motivace a znalosti zaku

Nas pfistup k vyuce chemie na stfednich odbornych
Skolach typu M, L, H, kde je chemie v§eobecné vzdélava-
cim predmétem, vychazi z premisy, Ze i v ne zcela piizni-
vych podminkach ma vyznam chemii ucit. Jako podstatné
se nam vsak jevi napliiovat skutecné cil, ktery si vytkly
Réamcové vzdélavaci programy pro stfedni odborné vzdé-
lavéni, tj. zvysit schopnost zakli vyuzivat pfirodovédnych
poznatkii v profesnim i kazdodennim osobnim Zivoté
a také jejich schopnost hodnotit néktera s tim souvisejici
prirodovédna témata. Pravé vazba na bézny zivot umoziu-
je vystavbu poznatkt (scaffolding knowledge) tak, aby se
vytvofila pevna struktura pochopeni daného tématu. Uko-
lem vyucujiciho je pak korigovani zakovskych piedstav
(nejen) o piirodovédnych faktech, které zaky obklopuji
aonichz si zak tvofi poznatky plynouci ze zkuSenosti
vlastnich i komunity, ve které ziji'®. A jak jsme uvedli
vyse, ¢im vice prirodovédnému faktu zaci rozumi, tim
vice jsou motivovani pro dalsi uceni.

Typickymi oblastmi, kde zak propojuje znalosti che-
mie s osobnim Zivotem, jsou témata zdravi, environmen-
talni témata, Ci spotiebitelska témata. V profesnim, ale
1 osobnim Zivoté se potieba mezi jednotlivymi obory stu-
dia bude vyznamné liSit a zde bude vzdy nutno reagovat
na potfeby zakl konkrétnich oboridl a pozadavky rtiznych
profesnich sdruzeni, resp. trhu prace.

Kromég vhodného vybéru tématu je tieba brat v uvahu
také veék zakl. Na stfedni odborné $koly nastupuji zaci
zpravidla v obdobi vrcholici, ¢i koncici puberty, tedy mezi
15. az 16. rokem. Kromé toho, Ze 7aci v daném obdobi
prochazi vyraznymi fyzickymi i mentdlnimi zménami,
dopadd na né v soucasnosti fada udalosti, jako jsou post-
covidova skepse, klimatickd zména, ekonomicka krize, ¢i
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ozbrojené konflikty, které se jich nepiijemné dotykaji.
U zéak 1ze pozorovat rezignaci a ztratu zajmu. Jako vhod-
nou cestu ztéto situace popisuji Ohman & Ohman'” &i
Ojala'® participativni a demokratické piistupy ve vyuce.
V pojeti téchto autori to znamena, ze zaci voli konkrétni
témata projekti ve vyuce i zpisob prace na téchto projek-
tech. Podle autorti se u zaku zvysila motivovanost pro
studium demokraticky vybranych témat, i jejich povédomi
o studovanych tématech.

Otéazkou je, jak k této demokratizaci pfistoupit u pra-
videlné vyuky, kde musi byt splnény pozadavky Ramco-

Sklenikovy efekt

Premysleli jste nékdy nad tim, proc je teplota na Zemi
relativné stabilni? Pro¢ se dramaticky nelisi mezi dnem
a noci? Je to diky nasi atmosféfe. Pomérné stalou teplotu
nam pomahaji udrzet tzv. sklenikové plyny. Ze jsou 3pat-

né? Ne, tak jednoduché to neni.

Sklenikovy efekt atmosféry je zapfi¢inén odlisnou pro-
pustnosti zemské atmosféry pro zéfeni o rGznych vi-
novych délkach. Pres den atmosféra pohlcuje zejména
kratkovinné sluneéni zafeni a prohfiva se tak zemsky
povrch i atmosféra sama. V noci naopak atmosféra pohl-
cuje dlouhovinné zareni, které vyzafuje zemsky povrch.
K tomu ji pomdhaji sklenikové plyny, zejména vodni para

a oxid uhlicity.
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vych vzdélavacich programt pro stiedni odborné vzdéla-
vani. Zde vychdzime z moZznosti Siroké nabidky témat,
které kazdy z vystupti v Rdmcovych vzdélavacich progra-
mech nabizi. Pro kazdy typ u¢iva musi byt vybrano vice
ruznych kontextd a zaci demokraticky, tj. hlasovanim,
voli, ktery z kontextd jim vyhovuje nejlépe. Timto pfistu-
pem zaci (do ur¢ité miry) piebiraji zodpovédnost za vzde-
lavaci obsah, se kterym se budou seznamovat. Rozumi
také 1épe tomu, jak je téma Siroké a jakd rdzna uplatnéni
v jejich profesnim ¢i osobnim Zivoté muize mit.

Existuji v3ak jesté dalsi sklenikové plyny. Témi jsou oxidy dusiku (oxid dusny), 0zén a metan. Ty spole¢né
s vodni parou jsou jak pfirodniho pavodu, tak lidmi produkovanymi plyny. Kromé toho se ke sklenikovym
plynim fadi také freony a fluorid sirovy. Ty uz produkuje jen ¢lovék. Rovnovaha v mnoZstvi sklenikovych
plynti v atmosfére je dulezita, diky ni se Zemé nezahfiva ani neochlazuje nadmérné.

Uloha 1

Aktuélné se v médiich mluvi o zesileném sklenikovém efektu a klimatické zméné. Cim je zesileni skleniko-

vého efektu zplsobeno?

Reseni

Je narusena prirozena rovnovaha koncentrace sklenikovych plynd v atmosféfe. Rovnovaha je narusena, protoze je
do ovzdusi vypousténo velké mnoZstvi sklenikovych plyni za jejichZ produkci je zodpovédny ¢lovék.

Uloha 2

Uvedte nejvétsi zdroje sklenikovych plynt - oxidu uhli¢itého, oxidu dusného a metanu, které se do ovzdu-
3i dostavaiji lidskou ¢innosti. Nejprve zkuste vymyslet tyto zdroje jen na zakladé vasich znalosti chemie.

Pokud si nevite rady, vyuZijte internet.

Reseni
Oxid uhli¢ity - spalovani fosilnich paliv

Oxid dusny - hnojiva v zemédélstvi, spalovani fosilnich paliv

Metan - zemédélstvi - chov skotu, tézba fosilnich paliv

Uloha 3

V médiich se casto diskutuje tzv. uhlikova stopa. Dokonce existuji rizné typy kalkulacek, takze si mGzeme
spocitat i svou osobni uhlikovou stopu. K éemu je v osobni roviné uzite¢ny takovy nastroj?

Reseni

Pokud zndme nasi spotfebu, kterd vede k produkci sklenikovych plyn(i, miZeme opatfenimi ve svém Zivoté (napf.
méné Casto létat letadlem, jezdit hromadnymi prostfedky, omezit spotfebu masa), ktera pfispéji ke snizovani na-

Sich osobnich emis

Obr. 1. Ukazka karty pro tematicky okruh oxidy
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Néami vytvofeny systém demokratického pfistupu
k vyuce zak je vSak pomérné narocny pro vyucujici. Pro-
to je zapotiebi, aby vznikly vhodné opory, tj. ucebni texty,
které mohou vyuzit vyucujici jako inspiraci pro sebe i jako
ucebni texty pro zéky. Tyto texty zaroven poskytuji Siro-
kou rozmanitost témat, ze kterych zaci mohou demokratic-
ky volit. Domnivame se proto, ze ucebni texty by mély byt
zpracovany v podob¢ portfolia ucebnich karet.

Tyto karty by jednoduchou formou pfiblizily téma
zakim. Byly by stru¢né, aby se neztracela motivace zaku
z divodu jejich nizké Ctenaiské gramotnosti, obsahovaly
by ale podstatné informace. Karta by méla obsahovat
struc¢ny uvodni text, kterym se téma zarazuje do kontextu
osobniho ¢i pracovniho zivota. Dale by mélo navazovat
struéné ajednoduché vysvétleni chemického faktu
(pojmu, principu, zdkonu, jevu, procesu) a systém tloh,
jejichz fesenim zaci dospivaji k dal$im informacim o sle-
dovaném faktu. Ulohy jsou rovn&Z vazany na b&zny Zivot
a pii jejich feSeni zéaci vyuzivaji také poznatky jiz difve
ziskané na urovni nizsiho sekundarniho vzdélavani. Kde je
to Gcelné, lze zaradit jednoduchy pokus, ktery zaci mo-
hou realizovat i v domacich podminkéch, nebo jej 1ze rea-
lizovat v podminkach Skoly, ktera nedisponuje laboratofi
ani odbornou pfirodovédnou ucebnou. Smyslem tuloh
a pokusi je rozvijet u zaka prirodovédnou gramotnost, tj.
zejména jejich schopnost vysvétlovat chemicka fakta
(s pochopenim jednoduchych védeckych dtikazi) a pfi-
padné vyhodnocovat a navrhovat prirodovédny vyzkum
(vjeho elementarni podob¢€). Piiklad zpracovani karty
uvadime na obr. 1.

ZkuSenosti z ovéieni pristupu na prazské
stiredni odborné $kole

Nami navrzenou metodu jsme ovéfovali v prvnim
pololeti $kolniho roku 2023/2024 na prazské stiedni od-
borné $kole, konkrétné ve dvou tfidach prvniho ro¢niku
této skoly. V obou tiidach vyucuje stejny vyucujici. Skola
je zaméfena na vzdélavani souvisejici zejména s aplikaci
znalosti ze spolecenskovédnich obord. Ovétovani se zu-
Castnilo celkem 50 zaki (v jedné ze tiid se jednalo o 24
pfitomnych zakd a u druhé o 26 ptitomnych zaki). Pred-
métem oveéfovani bylo jednak zjistovani zvySeni zdjmu
ovyuku chemie pii demokratické volbé témat, jednak
nastaveni prvnich vytvorenych vyukovych karet pro tema-
ticky okruh Chemické latky a jejich smési. Zaci vybirali
z témat souvisejicimi s piiklady béznych smési (napf. su-
spenze a emulze v bézném zivoté, fyziologicky roztok,
vzduch jako smés riiznych latek, smog) a témat souviseji-
cich s odd¢lovanim slozek smési (napf. filtrace, sedimen-
tace a destilace v kuchyni, filtrace v riznych druzich ma-
sek, Cisticky vzduchu, sedimentace Cervenych krvinek,
ziskavani soli z motské vody). Uvedena témata byla zaro-
ven nejcastéji volena zaky jako ta, ktera jsou zajimava pro
vyuku, tj. alesponl 50 % zakt o né jevilo v jedné nebo dru-
hé tfideé zajem.

293

Chem. Listy 718, 290-295 (2024)

Ovéfeni zvySeni zdjmu o vyuku chemie probihalo
vramci akéniho vyzkumu, konkrétné béZné uzivanymi
kvalitativnimi  metodami skupinovym rozhovorem
a zGfastnénym pozorovanim vyudujiciho. Zakam byl
predlozen seznam témat z bézného Zivota ¢i jim znamého
okoli, znichz mohli individualn¢ vybirat, pticemz byl
stanoven minimalni pocet témat, kterd v kazdém
z nabizenych tematickych okruhit musela byt vybrana. Pro
vyuku byla zvolena ta témata, kterd méla nejvétsi pocet
hlasti. Vzhledem k tomu, Ze na stfedni Skole maji Zaci
podobné zajmy diky uzeji specifikovanému studijnimu
oboru studia, nebylo nalezeni shody problematické. Nako-
nec s ohledem na pocet vyucovanych hodin byla vybrana
ta témata, kde byla shoda minimalné¢ 75 % zakt v dané
tFid&. Pro dana témata byly pfipraveny karty. Zaci mé&li
zpocatku obtiZe princip moznosti volby pochopit, a navic
mezi nimi panovala skepse, zda se skutecné bude ucit jen
to, co vyberou. Jakmile vSak zacala vyuka a potvrdilo se
jim, Ze jejich volba se zcela odrazila ve vyuce, vétSina
dany pfistup ocenila.

Vyuka probihala tak, Ze ucitel parafrazoval Gvodni
motivaéni text. Zaci si nasledn& predetli vysvétlujici text
samostatné a ucitel jej po precteni doprovodil stru¢nym
vykladem, ktery nesel pfili§ nad ramec uvedeného vzdéla-
vaciho obsahu. Zaci se mohli ptat, Gemu nerozumi. Déle
byly ve dvojicich feSeny tlohy pod textem. Vyuzit bylo
mozno i internet, pokud zaci odpovédi neznali. Spolecné
s uitelem pak byly naformulovany spravné odpovédi,
které si zaci zapsali.

Po aplikaci n€kolika karet ve vyuce byl s zaky veden
rozhovor (suplovand hodina za jiného vyucujiciho). Dota-
zovani byli na to, zda chtéji v nastaveném systému pokra-
Covat dal a zda je tento pfistup pro né zajimavy a motivuje
je. Tietina zakd uvedla, Ze je nyni chemie vice bavi. Dalsi
tietina zaka uvedla, Ze se jejich vztah k chemii nezménil,
vnimaji ji neutralné. Ocenuji ale, Ze si mohli vybrat téma-
ta, kterymi se budou zabyvat. Ttetina zaka stale povazova-
la chemii za nezabavnou a volba tématu je de facto nezaji-
mala, nicméné volbu témat jsou ochotni provadét i nadale.

Moznost volby tématu se projevila i v samotné vyu-
ce. To vyplynulo ze zicastnéného pozorovani vyucujiciho.
Zaci byli pozorng&jsi pti vykladu a vyvijeli vetsi usili pii
feSeni uloh. Mirn¢ se zvysil rovnéz pocet dotazli. Oproti
minulym letim se zlepsSily vzdélavaci vysledky zaka
v testech.

Na kartach zaci ocenovali zejména struénost a srozu-
mitelnost textu (snadné zapamatovani) a kontext provazu-
jici chemicka témata s udalostmi z bézného zivota. Pokusy
ocenili spiSe ve skolnim prostiedi, pokud byly realizova-
ny. Doma je nikdo nezkousel. Ulohy se vice nez poloviné
zakl zdaly pfimétené obtizné. Konstatovali ale, Ze vétSinu
odpovédi museli dohledavat na internetu, protoze si infor-
mace z niz§iho sekundarniho vzdélavani nevybavovali,
1 kdyz tusili, Ze by odpovédi znat méli. Systém napoveéd,
pokud byl u uloh k dispozici, vyuZzila tfetina zakt. Asi dvé
pétiny zakt hodnotily nékteré tlohy jako obtizné, byly to
zejména ty, které obsahuji vypocet. Zaci, které chemie
nebavi, se k obtiznosti a zpisobtim feseni uloh nijak nevy-
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jadrovali. Na zaklad¢ zicastnéného pozorovani lze konsta-
tovat, ze ulohy méli tito Zaci tendenci spiSe sami nefesit,
pripadné je tesili bez vétsiho zajmu.

V porovnani s ptedchozimi roky, kdy Zaci pracovali
s klasickou ucebnici, ale Ize konstatovat, Ze zajem o praci
s textem 1 Glohami se zvétsil. Tt Ctvrtiny zaka preferuje
systém ucebnich karet pfed ucebnici nebo jinymi tisténymi
materialy. Néktefi konstatovali, ze v elektronické podobé
by jim ucebni karta mohla byt i strojové pfed¢itana, coz by
ocenili.

Diskuse a zaveér

Na zéklad¢ zjisténi lze konstatovat, ze demokraticky
vybér tvorby uciva a ucebni karty jsou smérem, ktery mi-
ze zvysSit atraktivitu vyuky chemie na stfednich odbornych
Skolach s omezenym  rozsahem  vyuky chemie.
Z provedené sondy je zfejmé, Ze tfetina zadkid byla timto
piistupem zaujata a tfetina ji hodnotila neutralné. To je
v souladu se zavéry studii, které poukazuji na nutnost vé-
novat pozornost vybéru témat ve Skolnim kurikulu
s ohledem na rizny zajem zaki, kteti se lisi genderem,
z4jmy souvisejicimi se studovanym oborem, osobnimi
z&jmy nebo styly uceni (viz napk. cit.'’). Pfirozeng, stale
existuje skupina zaku, ktefi tento pfistup neocenuji a che-
mie je i nadale nebavi. Lidé jsou sice ze své podstaty zvi-
davi, ale zvidavost méa své hranice, které musi piekonat
nase ochota myslet”. I kdyZ se pomoci karet snaZime
0 maximalni jednoduchost textu i Gloh, které maji potenci-
al pfinést uspéch v pochopeni obsahu i feseni tloh, vzdy
bude existovat skupina zakl, kterd z rGznych pfi¢in
k piemysleni o tématu a k feSeni tiloh dovedena nebude®'.
I tito zaci ale hodnoti u¢ebni karty Iépe nez ucebnice, a to
zejména proto, Ze rozsah textu je maly a snadnéji si ho
zapamatuji, mohou tedy spiSe uspét pii hodnoceni
(v testech). Obecné se zaktm libi, ze maji k dispozici Sirsi
zabér témat, kterd jim jednoducha fakta z jejich Zivota
vysvétli, byt velmi jednoduchymi poznatky z chemie.

Nase studie je prvni sondou, kterd ukazuje inovativni
pfistup k vyuce chemie na stfednich odbornych $kolach.
Domnivame se, ze rezignovat na chemii jako vSeobecné
vzdé€lavaci predmét neni potfeba. Naopak, stiedni skola by
mela predstavovat potencial, byt omezeny, k tomu, aby
zaci své poznatky 1épe ukotvili a rozvinuli svou piirodo-
védnou gramotnost do té miry, Ze budou schopni 1épe
uchopit v§ednodenni témata, ktera je obklopuji. Demokra-
ticky ptistup k zakim v citlivém obdobi dospivani umozni
participaci na déni kolem sebe, o kterou usiluji, ale zaro-
ven tim do ur¢ité miry prebiraji zodpoveédnost za to, co se
uci. Pozorovali jsme, ze nas piistup zvySuje motivaci né-
kterych zaka ve vyuce a zlepsuje vysledky v dil¢im hod-
noceni (testech) bez ohledu na to, zda jsou vice motivova-
ni, ¢i nikoli. Lze tedy usuzovat, Ze ndmi navrzeny piistup
ma ve vzdélavani na stfednich Skolach potencionalni vyu-
ziti. Bylo by ho vSak nutné aplikovat plos$néji, aby vysled-
ky mély relevantni vypovédni hodnotu.
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Chemistry education at the secondary school level,
with limited science education including chemistry, is
only a marginally discussed topic. In our study, we
provide information on how chemistry can be taught in
secondary vocational schools to further strengthen and
extend students' science literacy while being well-received
by students. We have tested our method in one of Prague's
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