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75. sjezd chemickych spoleCnosti

Vazeni ctenari,

uvodnik Chemicky listii, ktery se vam pravé dostava
do rukou, nebude vénovan clankiim otistéenym v tomto
Cisle naseho casopisu, nybrz vrcholné spolecné akci Ceské
spolecnosti chemické (CSCH) a Slovenskej chemickej
spolocnosti (SCHS), tj. 75. sjezdu chemikii. Uvodem si
dovolim vyslovit troufaly predpoklad, Ze snad i vétsina
umélcui, kteri se v televiznich diskusich rddi chlubi svymi
neuvéritelnymi nedostatky v matematice, by dokdzala od-
povédet na jednoduchou otdzku (témér patrici do poradu
TV Prima ,,Nikdo neni dokonaly ), zda posledni cislice
v letosnim letopoctu je sudd nebo lichd. Ano spravne, ma-
me lichy rok. A snad kazdy clen CSCH, stejné jako SCHS
vi, Ze v lichém roce je nejvyznamnéjsi akce obou spolec-
nosti poradana na Slovensku. Slovensti poradatelé se dr-
zeli tradice a stejné jako ve ¢tyrech predchozich pripadech
vybrali pro sjezd luxusni Bellevue Grand Hotel ve Starém
Smokovci na upati Vysokych Tater.

Nasteésti nezasdhl negativné ani Covid-19, ani jina
nakazlivda choroba, ba ani se neprojevil jiny negativni
vnéjsi zdsah, v jehoz disledku by se wucastnici museli se-
tkavat jen zprostredkované prostrednictvim kamer a moni-
toru pocitacii. Tedy diky vsem uvedenym i neuvedenym
okolnostem jsme se mohli videt primo , tvari v tvar*
a k nasi velké radosti nebyly nase obliceje ani maskovdny
rouskami a respiratory. Miizeme tedy shrnout, Ze po inten-
zivnich pripravdch se v prvnim zdrijovém tydnu roku 2023
sjelo do konferencnich prostor cca 250 ucastnikii sjezdu,
z nichz priblizné 80 participantii pFicestovalo z Ceské
republiky.

Roli plendrniho recnika prijal fyzikdlni chemik slo-
venského piivodu piisobici jako profesor chemie na Ox-
fordské univerzité, prof. Philipp Kukura, Ph.D., ktery na
slavnostnim otevreni sjezdu vystoupil s plendrni prednds-
kou ,, Mass Photometry: Weighing Molecules with Light “.
V ramci zahajovaciho ceremonialu bylo umoznéno predse-
dovi CSCH prof. Tomdsi Navrdtilovi pozdravit pritomné
Jjménem CSCH a popidt jim mnoho tispéchii.

Samotné jednani sjezdu bylo rozclenéno do odbor-
nych sekci: Analyticka chemie (garant: prof. Ing. Lubomir
Svore, DrSc.); Fyzikdini chemie (garant: prof. Ing. Peter
Simon, DrSc. );  Anorganicka a materidlova chemie
(garant: doc. Ing. Ivan Salitros, Ph.D.); Organickd che-
mie (garant: doc. RNDr. Martin Putala, Ph.D.); Vyucovd-
ni a historie chemie (garant: doc. PaedDr. Katarina
Kotuldkova, Ph.D.); Aplikovand chemie, Zivotni pro-
stredi a polymery (garant: doc. Ing. Radko Tino,
Ph.D.) a Chemprogress — chemické technologie (garant:
prof. Ing. Jan Hives, Ph.D.). Cas vymezeny kondni sjezdu
byl pomérne kratky, a proto cast ucastnikii musela své
vysledky prezentovat v ramci dvoudenni posterové sekce,
Jejiz garantkou byla doc. Ing. Zuzana Cibulkovd, PhD.
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Snad proto, aby jejich ucastnici neziskali dojem, Ze
existuje jen jejich obor badani, byla jedndni sekci prokla-
ddna velmi zajimavymi a pouc¢nymi plendrnimi predndska-
mi (doc. Ing. Milena Rehdkovd, Ph.D.: , Uloha chémie
a materialovych analyz v procesoch ochrany kultiurneho
dedic¢stva®”; doc. RNDr. Zuzana Vargovd, Ph.D.:
,,Biologicky potencidl koordinacnych zlucenin zinku
a striebra“; prof. Ing. Dusan Galusek, DrSc.: ,, MézZe nam
sklo pomoct v boji proti baktériam rezistentnym na anti-
biotika? *“; Ing. Maria Mastihubova: ,, Prinos enzymatickej
acyldcie ku syntéze prirodnych glykofenolik” a CSCH
zdarile zastoupila doc. RNDr. Karolina Schwarzovd,
Ph.D.: ,,Borem  dopovany  diamant:  Perspektivy
“netradicniho” elektrodového materidlu po triceti letech
vyzkumu “).

Snad kazdému, kdo nékdy organizoval néjakou vétsi
konferenci, je jasné, Ze bez podpory sponzorii se lze obejit
Jen stezi. V pripadé nasi akce byly hlavnimi sponzory fir-
my MultiplexDX a Metrohm Slovensko. Sjezd ddle podpo-
Fili i Chemistry Europe — European Chemical Societies
Publishing (organizace 16 chemickych spolecnosti z 15
evropskych zemi, které zastupuji pres 75 000 chemikii),
Evropskd chemickd spolecnost EuChemS — European
Chemical Society, vydavatelstvi Elsevier, spolecnosti
Shimadzu a Merck. Ulohy medidlniho sponzora se ujal
casopis ChemZi.

Touto cestou bychom radi podékovali organizatorium
75. sjezdu, predevsim pani predsedkyni Monice Jerigové,
védeckému tajemnikovi Lubomiru Svorcovi, ddle pak hos-
poddrce Michaele Halinkovicové, vykonnému tajemnikovi
Miroslavu Michalkovi a technickému tajemnikovi Michalu
Prochazkovi a dalsim jejich spolupracovnikiim, za jejich
vynalozZenou namahu a usili, které bylo bezesporu koruno-
vano velice ispésnou realizaci vyznamného cesko-
slovenského kongresu. Nastavili tim i pomérné vysokou
latku organizdtoriim nadchazejiciho sjezdu chemikii, jehoz
organizace bude spocivat na bedrech Ceské spolecnosti
chemické a ktery byl krdtce letosnim ucastnikiim sjezdu
predstaven Mgr. Martinem Muchou, Ph.D.

Kazdy, kdo se nékdy zucastnil jakékoliv védecké kon-
ference, jisté potvrdi, Ze poznatky ziskané v ramci prednd-
Sek a z posterii jsou velice cenné. Avsak neméné vyznamnd
je vyména zkuSenosti, navazovani kontaktii, diskuse apod.
v pritbéhu prestavek na kavu, snidani, obédii, veceri, piv-
niho ¢i vinného vecera a jinych oficidlnich i neoficialnich
akci sjezdu. Obdobné by mohli argumentovat i Ti, kteri
misto do predndaskovych mistnosti zamirili na vychdzku
¢i podnikli horolezecké vystupy na vrcholky nejvyssich
slovenskych velehor.

Mezi schiizky konané mimo sekce patiilo vecerni
setkani zdstupcii CSCH a SCHS. Urcité jej lze povazovat
za vysoce uzitecné a prinosné nejen z hlediska prohloube-
ni cesko-slovenskych vztahii, vzajemné vymeny zkusenosti,
ndzorit, ale i prodiskutovani spolecne organizovanych
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akci, at' uz se jednalo o budouci sjezdy chemikii v nasledu-
Jicich letech, nebo o pripravu IUPAC World Chemistry
Congress 2029, jenz bude poradan ve spolupraci obou
nasich spolecnosti v Praze za Sest let.

Dovolte nam zminit i nékteré dalsi uddlosti spojené
s kondnim sjezdu. Jiz béhem zahajovaciho ceremonidlu
predali zastupci SCHS nékolik ocenéni. Pozadu nezustali
ani piedseda CSCH spolecné s dalsim clenem Predsednic-
tva CSCH Dr. Peterem Barathem, kteii predali nejvyssi
vyznamendni udélované Ceskou spolecnosti chemickou
za védecké dilo prof. RNDr. Jirimu Barkovi, CSc. Jesté
dodatecné bychom chtéli i touto cestou jménem Predsed-
nictva i Hlavniho vyboru CSCH lauredtovi, ktery md ne-
sporné a neoddiskutovatelné zasluhy o rozvoj chemie,
predevsim elektrochemie a elektroanalytické chemie, po-
gratulovat. Jsme presvédceni, Ze si toto ocenéni plné za-
slouzi. Nebylo to viak jediné ocenéni CSCH, které bylo
v rdmci sjezdu predano. Dalsim ocenénym se stal vynikaji-
ct slovensky elektrochemik prof. Ing. Jan Labuda, DrSc.
Hlavni vybor CSCH se rozhodl mu udeélit vysoké vyzname-
nani Spolecnosti, a to Cestné clenstvi CSCH. Toto ocenéni
se udeluje od roku 1880 tém, kdoz se vyznamné zaslouzili
o Spolecnost s prihlédnutim k jejich zasluham o rozvoj
oboru. Ani zde neni nejmensich pochyb o zdsluhdch prof.
Labudy jak odbornych, tak o vzdjemnou cesko-slovenskou
tim prejeme hodné sil a energie do dalsich let.

V ramci sjezdu byla porddana téz soutéz o Cenu
Marty Salisovej spojend se soutezi o Cenu Metrohm, obé
urcené doktorandiim a mladym védeckym pracovnikim do
30 let, kteri jsou cleny SCHS nebo CSCH. Celkem porota
posuzovala 13 predndsek. Je treba zdiiraznit, ze v§echny
mely vynikajici uroven, takze rozhodovani poroty sloZzené
ze zastupcu obou poradajicich Spolecnosti nebylo viibec
Jednoduché. Nakonec dospéla k zavéru, ze 1. cena byla
udélena Ph.D. studentovi Mgr. Michalu Fulinovi z PiF
Univerzity Komenského v Bratislavé za praci: ,,Analyza
mastnych kyselin s krdatkym a stredne dlhym uhlikovym
retazcom v syroch pomocou GC-MS* a zvlastni cenu fir-
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my Metrohm ziskal Ph.D. student PFF UK Mgr. Peter
Cambal za prdci ,, Elektrochemické viastnosti monokrysta-
lickych ~ borem  dopovanych  diamantovych elektrod
s ruznymi - krystalovymi orientacemi a jejich aplikace
v elektroanalyze “.

CSCH, kteri se pripojili ke komisi pro hodnoceni posterii
mladych védeckych pracovnikii do 35 let a spolecné se
svymi slovenskymi mladymi kolegy vybrali dva ceské a dva
slovenské autory posterii pro ocenéni Cenou CSCH, resp.
SCHS. Z c¢eské strany byli ocenéni Mgr. Lucie Korend
z Ostravské univerzity a Mgr. Oleksandr Matvieiev
z Univerzity Pardubice.

Nékteré dalsi informace o sjezdu Ize nalézt na sjezdo-
vych strankach SCHS (https://75zjazd.schems.sk/) nebo
v casopise ChemZi 1/2023 (https://schems.sk/wp-content/
uploads/ChemZi-1-2023.pdf).

Letosni, 75. sjezd chemikii skoncil. Nicméné uz nyni
se muzeme tésit na 76. sjezd chemikii, ktery se jiz v téchto
dnech intenzivné pripravuje. A kde? Zkusme si matematic-
ko-logicky znalostni kviz: Kdyz nam prislusna stranka
Wikipedie  (https://cs.wikipedia.org/wiki/Chemick%C3%
A9 sjezdy) prozradi, Ze 64. sjezd chemikii se konal
v centru regionu Hand a v sidelnim mésté moravskych
markrabat a biskupii v roce 2012. Do stejného mésta se
vratil o 10 let pozdeji diky organizatorim 74. sjezdu che-
mikit. A pokud vime, zZe 56. sjezd chemikii se konal v roce
2004 v metropoli Moravskoslezského kraje stejné jako
66. sjezd o 10 let pozdéji, tak jiz snad neni nutné explicitné
uvddet, kde se bude 76. sjezd chemikii konat (i kdyz si po
neddvném zdzZitku nejsem jist uz témér nicim, nebot’ nejmé-
né 2 studenti (z posluchdrny obsazené dalsimi 92 kolegy)
1. rocniku 1. lékarské fakulty Univerzity Karlovy nebyli
schopni zodpovédet otdzku: ,, Kterd Feka protékd Ustim
nad Labem? ). Zbyva tedy jen doplnit trochu neobvyklé
datum konani: 26. — 29. 8. 2024. Tésime se na bohatou
ucast.

Tomas Navratil
Ceskd spolecnost chemicka
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by/4.0/legalcode.cs), kterd umoznuje neomezené vyuziti, distribuci a kopirovani dila pomoci jakéhokoliv média, za podminky
fadného uvedeni nazvu dila, autord, zdroje a licence.
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O ODDELENI A POSILENI OBRAZU ZA ZRCADLEM
(DERACEMIZACE A AMPLIFIKACE CHIRALITY)

MicHAL JURASEK?, BonumiL KratocHViL”, MicHAL KoHOUT, FRANTISEK SvEC*

a PAVEL DRASAR?

“ Ustav chemie pFirodnich ldtek, * Ustav chemie pevnych latek, © Ustav organické chemie, Vysokd skola chemicko-
technologickd, Technickd 5, 166 28 Praha 6 - Dejvice; ¢ Katedra analytické chemie, Farmaceutickd fakulta, Univerzita

Karlova, 500 05 Hradec Krdlové, Ceskd republika

Jurasekm@yvscht.cz, kratochb@vscht.cz, svecfr@faf-cuni.cz, kohouti@vscht.cz, drasarp@yvscht.cz

Doslo 5.8.23, piijato 12.9.23.

Clanek popisuje zakladni aspekty chirality, zamysli se nad piivodem chirality chemickych sloucenin a prinasi pohled
na zékladni d&je pii deracemizaci. Clanek naznacuje bezbiehost tématiky chirality, chirdlni koordinace, asociace a interak-
ce a ne€ini si nikterak narok na to, aby pfinesl vycerpavajici piehled.

Klicova slova: chiralita, symetrie, enantiomery, diastereomery, deracemizace, homochiralita

Vzdpéti byla Alenka za zrcadlem a lehce seskocila do
pokoje za nim.... Rozhlizela se kolem sebe a zjistila, Ze co
Je videt z tamtoho pokoje je obycejné a nezajimavé, zato
ostatek je docela jinaci.... Jakpak by se ti, Katko, libilo
vdomé za zrcadlem! Jestlipak by ti tam davali mlicko!
Tfel{a se to mlicko v domé za zrcadlem nedd ani pit...
(cit.”).

Zacnéme nejdiive, tak jako diskutujici v dobé¢ antiky,
definici slova chiralita. Termin pochazi z fectiny, kde yeip/
xépt (cheir/chéri) zna&i ruku. Chiralita® je geometrické
vlastnost (asymetrie prostorového rozlozeni) tuhého objek-
tu (nebo prostorového uspofadani objektu, bodli nebo ato-
mil) spocivajici vnemoznosti piekryti (ztotoznéni) se
svym vlastnim zrcadlovym obrazem?; takovy objekt neméa
zadné prvky symetrie druhého druhu (zrcadlovou rovinu,
6 =S, stfed symetrie, i=S,, rota¢né-reflexni osu, S,,).

%sdo
\daid
\,,_ e

Obr. 1. Chiralita objekti

Muze vSak mit rota¢ni osu symetrie C,. Zcela novym fe-
noménem stereoisomerie je tzv. akamptisomerie, kde oba
isomery jsou jeden ke druhému propojeny inverzi vazeb-
ného thlu®. Pro jednoduchost v tomto piispévku pouZije-
me predstavu o chemii, jakou maji obycejni chemici, ktefi
védi, Ze oba enantiomery chiralni slouceniny maji vSechny
fyzikalné-chemické vlastnosti stejné s vyjimkou, pokud se
na n¢ ,,divame ¢i sahame* ¢imkoli, co je samo o sob¢ chi-
ralni. Chiralni objekt a jeho zrcadlovy obraz se oznacuji
jako enantiomorfy, v pifipad¢ molekul se hovoii
o enantiomerech.

Pro Uplnost malinko odboc¢ime. Trochu slozitéjsi je
problém chirality v krystalické fazi, tzn. tfidimenzionalni
chiralita (jakkoliv je vSechna chiralita trojrozmérnd). Ac-
koliv poCet moznych krystalovych struktur se zda byt
neomezeny, tak jejich symetrické uspofadani popisuje
pouze 230 prostorovych grup®. Zjednodugens feceno: pro-

S K popisu symetrickych objektd jsou v textu pouzity dva zapisy. Hermanniiv-Mauguintv zapis je preferovan
v krystalografii, zatimco spektroskopie preferuje Schoenfliestiv zapis. Tak napft. stfed symetrie je i (v S), nebo —1 (v H-M),

zrcadlova rovina je ¢ (v S) a m (v H-M) atd.
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Obr. 2. Chiralita v piirodé

storova grupa je mnozinou vSech operaci symetrie, které
1ze s danou krystalovou strukturou provést. Pokud chiralni
latka krystaluje ve formé ¢istého enantiomeru, potom jeji
krystalovou strukturu nazyvame absolutni. Absolutni
struktura enantiomeru patfi do jedné z chiralnich (neboli
Sohnckeho) grup, kterych je pouze 65 (tab.I). Chiralni
grupy jsou podmnozinou 230 grup pfi respektovani syme-
trickych omezeni pro chiralitu, viz vySe.

Priroda si vSak ,libuje v urCitych symetriich, mimo
jiné v lidské populaci je vice pravakd nez levakd. Proto
vSech zminénych 230, resp. 65 grup neni rovnomérné za-
stoupeno. Velmi Casto se setkavame s grupami monokli-
nickymi, triklinickymi a ortorombickymi:  P2,/c
(nejcastejsi ze vSech 230), P-1 nebo P2,2,2,, z nichz pou-
ze P2,2,2, je chiralni, protoZe neobsahuje stfed symetrie.
Naproti tomu nékteré prostorové grupy vysSich symetrii
(kubické, hexagonalni) jsou zastoupeny jen ojedinéle.
Distribuce grup kubickych a hexagonalnich tvofi v ptirodé
pouze 1% (cit.’). Diivody pro nerovnomérné zastoupeni
symetrickych vzort v pfirodé (asymetrie v symetrii) jsou
ziejmé v energetickych preferencich.

Stanoveni absolutni struktury enantiomerd, tedy je-
jich ptesného uspofddani v 3D prostoru, umoziiuje piede-
v8§im monokrystalovd RTG difrakéni analyza, kterd po-

Tabulka I
65 chiralnich (Sohnckeho) grup
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skytne hodnotu tzv. Flackova parametru x <0,1>. Pokud je
hodnota x blizka 0, potom je nalezena absolutni struktura
urena spravné, pokud je x blizké 1, potom je absolutni
struktura uréena nespravné a je nutné koordinaty vsech
atoml vynasobit —1, tzn. strukturu invertovat pies stied
symetrie na spravnou absolutni konfiguraci. Pokud se
hodnota x pohybuje okolo 0,5, potom se pravdépodobné
jedna o racemat nebo krystalové dvojce.

Pokud je objekt superponovatelny (zcela piekrytelny,
identicky, E) na svijj zrcadlovy obraz, je popsan jako achi-
ralni. Objekty, které se vyskytuji pouze v fadach jedné
chirdlni formy, se oznacuji jako homochirdIni (napf. vétsi-
na piirodnich aminokyselin, sacharidi ¢i steroidi).

Chiralita, jako fenomén, nabyla na mimotadné dile-
zitosti zejména po conterganové (thalidomidové) aféfe,
kdy byl v 50. letech Zenam podavan racemicky® 2-(2,6-
-dioxopiperidin-3-yl)-1H-isoindol-1,3(2H)-dion, jako ne-
barbituratové hypnotikum, k potlaceni rannich téhoten-
skych nevolnosti. Postupem ¢asu bylo zjisténo, ze zatimco
R-enantiomer je ucinné sedativum a antiemetikum,
S-enantiomer je teratogenni’®. Problém byl v tom, Ze tera-
togenita byla dlouho tajena, a proto se narodily
(pravdépodobng) desitky tisic znetvofenych déti. Pozdgji
bylo prokazano, ze R-enantiomer v organismu racemizuje,
a tedy ani podavani ¢istého R-enantiomeru (a tim i race-
matu) t€hotnym matkam, ale ani zendm a muzim nepouZi-
vajicim antikoncepci neni mozné® (pouziva se viak i nada-
le za piisnych podminek’ napf. proti n&kterym zhoubnym
nadoriim, zanétlm, artritidé, lepte cili malomocenstvilo).

Pokud neni vzat v potaz vliv asymetrického vnéjsiho
prostiedi, maji mit oba enantiomery, ze kterych se sklada
racemicka smés, stejnou energii, a tudiz vznik obou, libo-
volnym zptisobem, bude mit pravdépodobnost 50:50. Jak
je potom mozné, Ze v piirod¢ nalézdme jednotlivé enantio-
mery, a dokonce homochiralni fady slouc¢enin, ba dokonce

Krystalograficka

Hermann-Mauguintv

soustava symbol
Triklinicka P1
Monoklinicka P121,P1241,C121

Ortorombicka

P222, P222;, P212;2, P2:2;2;,

C222,,C222,F222,1222, 1212124

Tetragonalni

P4, P4y, P4y, Pdy 14,144

P422, P42;2, P4,22, P4,2;2, P 4,22, P 4,22,
P4322, P4;2,2, 1422, 14,22

Romboedricka

P3,P3,,P3y, R3

P312, P321, P3;12, P 3,21, P 3,12, P 3,21, R 32

Hexagonalni

P6, P61, P65, P6y, Py, Pby

P622, P 6,22, P 6522, P 6,22, P 6422, P 6522

Kubicka

P23,F23,123,P2;3,12;3

P452, P4,32, F 432, F 4,32, 1432,
P4,32, P4,32, 14,32
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chirdlni  uskupeni, jako napf. krystaly, vzniklé
z achiralnich sloucenin? Takové ptipady se zdaji byt poru-
Senim principu symetrie formulovaném Neumanem, Mi-
nigerodem a Curiem'".

Uvahy o tom, kde se vzala na Zemi chiralita, jsou
kdesi mezi vysokou fyzikou a filozofii. Protoze k prvotni-
mu vyskytu chirality podle vSeho nepotfebujeme nic men-
§iho nez ji samou. Chiralita a jeji ptivod jsou i zajimavym
zdrojem poetickych filozoficko-naturalistickych ptitek
mezi evolucionisty a kreacionisty'2. Pro za¢atek je nutno
poznamenat, ze fyzika vidi mozné zdroje pravé i nepravé
chirality v gravitaénich potencidlech narusujicich paritu'®,
vyklad ¢ehoz ovsem ponékud ptesahuje rozméry tohoto
prispdvku'® tak, jak tato vlastnost mize byt piipsana ja-
kymkoliv objektim od elementarnich &astic po galaxie'’.
Pokud je porusena parita ve vesmiru, prapivod toho, Ze
nakonec v redlném prostiedi enantiomery nemaji zcela
identickou energii, mize byt poc¢atek homochirality nékte-
rych fad sloucenin na Zemi i v jejich extraterestridlnim
pivodu'®. V této souvislosti mizeme vidét i Millsovo tvr-
zeni, ze pomér enantiomert v racematu nikdy neni presné
50:50 a Ze jeden enantiomer vzdy mirné pievazuje'’.

Obecné je pfijimany nazor, Zze oba enantiomery maji
stejnou energii, ktery vSak plati pouze pro izolované ob-
jekty (molekuly). U krystalickych fazi a podobné i u sol-
vatovanych molekul (mnohoc¢ésticovych systémtl) je otaz-
ka energetické rovnosti pfinejmensSim diskutabilni, protoze
»enantiomery“ mohou projevovat rozdilnou reaktivitu pfi
interakcich s chiralnim prostfedim, to ale jiz odchazime od
vlastnosti pouhych enantiomerti a musime vzit v potaz
vznik nekovalentnich diastereomernich supramolekul
(klastr). Existuji vSak i specialni systémy — polarni smek-
tické faze lomenych kapalnych krystald, které se vyznacuji
spontanni deracemizaci a tvorbou makroskopicky chirdl-
nich domén vsystému, jenz je tvofen vyhradné
z achiralnich molekul'®, jak diskutujeme dale.

Poruseni (prostorové) parity predstavuje zakladni
vlastnost ¢asticové a atomové chirality pouzivané k vypo-
radani se s komplexnim fenoménem asymetrie ve vesmiru.
Na molekularni trovni vSak cetné experimenty naznacuji,

Obr. 3. Chiralni galaxie'
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ze energetické rozdily souvisejici s poruSenim parity samy
0 sobé nezpuisobily zesileni a Sifeni homochirality®’. Parita
(a P-symetrie) je vSak naruSovana slabymi interakcemi.
Asymetrické transformace provadéné za podminek vzda-
lenych od rovnovahy odhaluji existenci nelinearni autoka-
talyzy, ktera ma stochastickou povahu. V kazdém ptipadé¢
a z globalniho hlediska se chiralita jevi jako sjednocujici
charakteristika naseho pozorovatelného prostiedi s evoluc-
nimi implikacemi®.

»Spontanni* deracemizace (poruseni zrcadlové syme-
trie) je v soucasném vyzkumu chirality naro¢nym multi-
disciplindarnim pfedmétem. V nepfitomnosti jakychkoli
chiralnich induktort mize byt achiralni latka nebo race-
mickd smés transformovana do enantiomerné obohacené-
ho nebo dokonce homochiralniho stavu prostfednictvim
selektivniho vstupu energie, napt. chemického potencialu,
ozafovani, mechanického mleti, ultrazvukovych vin, tepel-
nych gradientt atd.?? Podivejme se blize na nékteré moz-
nosti takové ,,deracemizace®, tj. pfeménu stabilniho race-
mického stavu na asymetricky neracemicky. Preménu,
ktera po 1éta ptitahuje pozornost ptirodovédeu i filozofi,
protoZe bytostn& souvisi s Zivotem na Zemi> a je vyznam-
nym procesem pro oblast farmakologie, supramolekularni
chemie, nanovéd a dalSich obori. Je logické, Ze procesy
deracemizace musime vidét i v souvislosti s epimeraci,
kdy je jeden epimer pfeménén na druhy, nebot i zde se mj.
uplatni polarizované zateni, keto-enol tautomerie, chiralni
katalyza aenzymy (epimerasy). Je nabiledni, ze
s popsanymi jevy souvisi naopak i spontanni racemizace™*.

Chiralita a helicita latek, nekovalentnich supramole-
kul ¢i krystali, mize byt ovlivnéna ¢i dokonce zesilena
fadou zpUsobt, jako napf. ozafovanim riznymi vinovymi
délkami elektromagnetického zafeni nebo zarenim kruho-
vé polarizovanym®-*, pfi¢emz vznik polarizovaného svét-
la mizeme vidét mj. selektivni absorpci a rozptylem
(svétlo prichazejici z oblohy je Castecné polarizovano),
odrazem pod tzv. ,,Brewsterovym‘* thlem, dvojlomem,
nekdy kombinovanym s odrazem, kdy dvojlom muze byt
pfirozeny, nebo navozeny silnym elektrickym polem. Jako
historickou reminiscenci na Grovni iluminace si pfipomen-
me praxi Vikingt, ktefi, aniz tehdy védéli pro¢, hledali
pod zamracenou oblohou pro navigaci polohu slunce
(zdroj polarizovaného zafeni) pouzivajice ,,solsteinn®,
slune¢ni kamen, krystal islandského dvojlomného véapence
(polarizagni analyzator)®’. V kosmickém scénafi se ma,
podle nékterych, za to, Ze ptisobeni polarizovan¢ho kvan-
tového zareni ve vesmiru, jako jsou kruhové polarizované
fotony nebo spinové polarizované ¢astice, mohlo vyvolat
asymetrické podminky v primitivnich mezihvézdnych
médiich, coz mélo za nésledek pozemskou bioorganickou
homochiralitu®™. Podobné efekty pii vzniku chiralnich
komplexii mize mit i aplikace ultrazvuku®.

Slabé elektrické interakce se 1iSi od ostatnich tim, ze
jsou schopné rozlisit chiralitu zulastnénych &astic’*!.
Podle vseho vsak tyto sily k deracemizaci samy opét ne-
stai*”. Je uzite¢né poznamenat, Ze tyto obecné rysy lze
ilustrovat pohledem na vyvoj chemického systému, ktery
je zpocatku daleko od rovnovéhy. Priklady jsou systémy
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naruSujici chirdlni symetrii a oscilacni systémy, kde staci-
ondrni stav lze vidét tehdy, kdyz zména entropie je mini-
malni. Vypocet rychlosti produkce entropie na jednotku
objemu pak 1ze nejsnaze provést pro homogenni chemické
systémy, ve kterych jsou znamy vSechny elementarni kro-
ky reakci®. Polarni interakce mohou mit za diisledek, e je
chiralita ovlivnéna i pH (cit.**.

V autokatalytickych reakénich systémech pfitomnost
malého mnozstvi (chirdlniho) reakéniho produktu
v enantiomernim piebytku mtlize napomoci vytvofeni
mnohem vétsiho enantiomerniho piebytku vysledného
produktu (Soai-ho reakce)*®. Tato reakce je unikétni labo-
ratorni demonstrace absolutni kineticky kontrolované asy-
metrické syntézy, tj. spontanni tvorby (automultiplikace)
enantiomern¢ obohaceného produktu, a to i v neptitom-
nosti jakychkoli dalSich chirdlnich induktor nebo fyzikal-
nich sil*%. Srovnatelnou moZnosti je 1 ,,naockovani* spon-
tanni krystalizace achirdlni latky, ktera tvofi chiralni krys-
taly, prvym chiralnim krystalem (ze supramolekularniho
pohledu prvym synthonem), Casto znasobena jednosmér-
nym michanim®®. P¥i takovych d&jich, jimiz je vlastnd
samoskladba, se uplatiuji jevy jako filtrovani (oprava)
chyb, molekularni rozpoznani a kooperativita, protoze
pokud k takovému déji dochazi, musi to byt z hlediska
energie (entropie) vysledného produktu vyhodné. Maji zde
misto vSechny myslitelné nekovalentni interakce.

Tvorba chirdlnich krystald achirdlni latky je mozna
tehdy, kdyz sama achiralni latka tvofi pti krystalizaci chi-
ralni krystalovou buriku®’. P¥ikladem takovych enantio-
morfnich krystali je kfemen, sadra, olivin, clinopyroxen,
klinoamfibol®® nebo chlore¢nan sodny, a z organickych
slouCenin napi. benzofenon, fenol a Ttada dalsich.
V ptirodé pak mize chirdlni krystal iniciovat jak enantio-
selektivni krystalizaci, tak chiralni reakei, a to i v pevné
fazi®.

Podobnym pfipadem je i tvorba uniformnich chiral-
nich krystalii vychazejici z témét racemické smési levoto-
¢ivych a pravotoivych krystald. Procesy rozpousténi
a rekrystalizace zalozené na tvahach o rozpustnosti ma-
lych a vétsich krystali podle Gibbsova-Thomsonova pra-
vidla (Stefaniiv problém)*’, spojené s racemizaci
v michaném roztoku, vedou tento témét rovnovazny sys-
tém k uniformni chiralité v pevné fazi*' (Ostwaldovo zra-
ni**™*), vysvétlované bud pohledem na aproximaci stfed-
niho pole (teorie Lifshitze-Slyozovho-Wagnera, LSW)
anebo mnohacasticovou teorii vychazejici z feSeni difuzni
rovnice v kvazistatické aproximaci®.

Pozoruhodny nazor mizeme vidét u tzv. pfirozené
orbitalni chirality Zem¢ vytvotfené predev§im pravotoci-
vou rotaci Zem¢ kolem jeji rotani osy (véetné precese)
a pravoto¢ivym krouzenim Zemé kolem Slunce, které
vytvaieji efektivni rytmické pravotoCivé silové pole
v prostoru a ¢ase, které mize vést napt. k prvotni krystali-
zaci ,,o¢ka“ jednoho z enantiomer®. Existuji uvahy, Ze
zminéné pole ani neni potiebné, pokud dojde k prosté
statistické fluktuaci®?, byt v miniaturnim méfitku, napft.
podle modelu navrzeného Frankem®’. Nicmén& bylo pro-
kazéno, ze silné laminarni rota¢ni michani postaci jako
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jediny chirdlni diskriminaéni zdroj pro vznik homochirél-
nich supramolekularnich geli*®, ale i homochiralnich krys-
talil, at’ jiz z roztoku nebo z taveniny®. Rovnovazné sys-
témy se uplatiuji jak pfi uniformnim michani krystalizuji-
ci smési®, tak i pii mleti (napf. v kulovém mlyng), pfi
procesu zvaném Viedmovo zrani®', kdy je produktem to-
talni deracemizace. Nutnou podminkou uspésné deracemi-
zace je schopnost dané latky existovat v racemickém stavu
ve formé konglomeratu, tedy tvofit racemickou smés
z enantiomerné Cistych krystalti. Pouze asi 15 % vSech
zndmych chirdlnich slouCenin tuto schopnost ma, mezi
nimi i biologicky vyznamné substance, jako je napft. kyse-
lina asparagova’>. Proces, ktery mize vypadat jako &aro-
dgjnictvi, se tak pouZiva napf. ve vyrobé farmaceutik*.

Jind moznost rozdéleni enantiomerd je prevedeni
kaln€¢ chemické vlastnosti. Tvorba diastereomerd nemusi
byt vyhradné zaloZena na kovalentni vazb¢, mtiZe jit napf.
i jenom o solvataci chiralnim rozpoustédlem, anebo pro-
sttedim (chirdlni chromatografie), ¢i kokrystalizaci
s jednim enantiomerem chiralni latky, jak jiz bylo feceno.
Ptibuzné je i déleni enantiomerd na chiralnich membra-
nach®. Enantiomery lze rozd&lit i pomoci enzymil nebo
pfimo bunéénych kultur ¢i organismi, které selektivné
pfeméni jen jeden z enantiomert™, coz je proces, kde
dynamicky vznik diastereomerd z enantiomerd je zcela
opravnéné predstavitelny.

Snaha porozumét puvodu chirality v biologickych
systémech vyvolala intenzivni hledani nelinearnich efektt
v katalyze a drahach pro zesileni mirnych enantiomernich
prebytkl v racematech za vzniku opticky ¢istych molekul.
Amplifikace chirality v polymernich systémech jako vy-
sledek kooperativnich procesii byla a je intenzivné zkou-
ména”. Ukazalo se, Ze jemna souhra nekovalentnich inter-
akcei, jako je vodikova vazba, m-m vrstveni a hydrofobni
interakce, je také dostatecna k pozorovani zesileni chirali-
ty v malych molekulach®. Takzvané ,matrici podporova-
né zesileni chirality” je jev, kdy napf. pomoci vyse zming-
ného m-m vrstveni umocnéného vhodnymi vlastnostmi
prostfedi se na sebe skladaji molekuly at’ jiz chiralni, nebo
achiralni’’, avsak s ur&itym omezenim volné pohyblivosti
tak, ze wvytvéareji chirdlni, naptiklad helikdlni utvary.
V ptipadé chirdlnich entit se dokonce uplatni princip
LSetaf a vojaci® (sergeant-and-soldiers)®®, kde nékolik
serzanti muze ovladat pohyby velkého pocétu kooperativ-
nich vojaka®, tak i t&ch n&kolik chirdlnich nebo stericky
nepoddajnych supramolekularnich komponent napf. muze
ovladnout supramolekularni helicitu vysledné supramole-
kuly, protoze je pro komponenty dokonce energeticky
vyhodné podiidit se pouze jedné z helicit, ktera v ptipade
nekoordinace ,,serzanti mize ve vysledném agregatu
i alternovat. Prikladem takového chovani mize byt vrstve-
ni porfyrinovych jednotek majicich chiralni a strukturné
nepoddajné substituenty, které v roztoku po urcité dobé
doséhnou, pfi méfeni chiroptickych vlastnosti, dale se
neméniciho stavu, ktery vykazuje specifickou optickou
rotaci desitek tisic jednotek®. Pozdgji bylo zjisténo, Ze
vrstveni jednotek v zdvislosti na chiralité substituentu
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muze byt typu J ¢i H (cit.®"). Chiralni agregaty byly pozo-
rovany elektronovym mikroskopem a vypoctem byla pro-

kazéana pro dany agregat vyhodnost jedné z helicit

62,63

Clanek naznaduje slozitost a §ifi tématu chirality®,

chiralni koordinace, asociace a interakce a neCini si
nikterak narok na to, aby pfinesl vyCerpavajici piehled.
Existuje mnoho sofistikovanéjsich pokust o iniciaci ho-
mochirality jako uplatnéni plasmy, polarizovanych ¢astic,
spintL... (cit.”®%%). Nicméng, pokusili jsme se naznaéit za-
sadni otazky a badatelské vysledky, jejichz dilezitost ziej-
mé oceni az déti nasich déti®.

LITERATURA

1.

10.

11.
12.
13.
14.
15.

16.

17.

. https://prehledy.sukl.cz/prehled leciv.html#/;

Carroll L.: Alice's Adventures in Wonderland —
Through the Looking-Glass and what Alice found
there. Cesky titul: Alenka v kraji divii a za zrcadlem,
preklad Skoumal A., Skoumalova H. Albatros, Praha
1988.

. IUPAC. Compendium of Chemical Terminology, (the

"Gold Book") 2. vyd. (Compiled by A. D. McNaught
and A. Wilkinson), Blackwell Scientific Publications,
Oxford 1997. Online version (2019-) created by S. J.
Chalk. ISBN 0-9678550-9-8. https://doi.org/10.1351/
goldbook, stazeno 27. 4. 2023.

. Canfield P. J.,, Blake 1. M., Cai Z.-L., Luck L J.,

Krausz E., Kobayashi R., Reimers J. R., Crossley M. J.:
Nature Chem. 70, 615 (2018).

International Tables for Crystallography, Volume A
(Hahn T., ed.). Kluwer Academic Publishers,
Dordrecht 1989.

. http://pd.chem.ucl.ac.uk/pdnn/symm3/sgpfreq.htm,

stazeno 27. 6. 2023.

. Cossy J. R., v knize: Comprehensive Chirality, str. 1.

Elsevier, Amsterdam 2012.

Newbronner E., Atkin K.: Disability Health J. 7/, 184
(2018).
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/%28S%
29-thalidomide, stazeno 10. 7. 2023.

heslo:
thalidomide, stazeno 10. 7. 2023.

Dsouza N. N., Alampady V., Baby K., Maity S.,
Byregowda B. H., Nayak Y.: Inflammopharmacology
31,1167 (2023).

Brandmiiller J.: Comp. Math. Appl. 72, 97 (1986).
Sarfati J.: J. Creation 12, 263 (1998).

Barguefio P.: Chirality 27, 375 (2015).

Pavlov V. A., Shushenachev Y. V., Zlotin S. G.:
Symmetry /17, 649 (2019).

Takahashi J., Kobayashi K.: Symmetry 77/, 919
(2019).

Furukawa Y., Chikaraishi Y., Ohkouchi N., Ogawa N. O.,
Glavind D. P., Dworkin J. P., Abe C., Nakamura T.:
PNAS 116, 24440 (2019).

Mills W. H.: J. Soc. Chem. Ind., London 57, 750
(1932).

675

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.
34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.
41.

42.

Chem. Listy 7117, 671-676 (2023)

Link D. R., Natale G., Shao R., Maclennan J. E.,
Clark N. A., Korblova E., Walba D. M.: Science 278,
1924 (1997).

Devinsky F.: Symmetry 73,2277 (2021).

Gol’danskii V. 1., Kuz’min V. V.: Usp. Fiz. Nauk
(YOH) 32,1 (1989).

Avalos M., Babiano R., Cintas P., Jiménez J. L.,
Palacios J. C.: Tetrahedron: Asymmetry /7, 2845
(2000).

Buhse T., Cruz J.-M., Noble-Teran M. E., Hochberg D.,
Ribd J. M., Crusats J., Micheau J.-C.: Chem. Rev.
121,2147 (2021).

Avetisov V. V., Goldanskii V. L.: Biosystems 235, 141
(1991).

Ikuma N., Tsue H., Tsue N., Shimono S., Uchida Y.,
Masaki K., Matsuoka N., Tamura R.: Org. Lett. 7,
1797 (2005).

Meierhenrich U. J., Nahon L., Alcaraz C., Bredehoft
J. H., Hoffmann S. V., Barbier B., Brack A.: Angew.
Chem. Int. Ed. 44, 2 (2005).

Pijper D., Jongejan M. G. M., Meetsma A., Feringa B. L.
J. Am. Chem. Soc. 730, 4541 (2008).

Ropars G., Lakshminarayanan V., Le Floch A.:
Contemp. Phys. 55, 302 (2014).

Sallembien Q., Bouteiller L., Crassous J., Raynal M.:
Chem. Soc. Rev. 51, 3436 (2022).

Komiya N., Muraoka T., lida M., Miyanaga M.,
Takahashi K., Naota T.: J. Am. Chem. Soc. 133,
16054 (2011).

Kieu T. D.: Technical Report UM-P-94/74; RCHEP-
94/22, Melbourne Univ., Parkville, VIC (Australia),
https://inis.iaea.org/collection/NCLCollectionStore/
_Public/26/017/26017900.pdf, stazeno 1. 6. 2023.
Mason S. F., Tranter G. E.: Proc. R. Soc. London,
Ser. A 397, 45 (1985).

Plasson R., Kondepudi D. K., Bersini H., Commeyras
A., Asakura K.: Chirality 79, 589 (2007).

Kondepudi D.: Ecol. Psych. 24, 33 (2012).

Lin R., Zhang H., Li S., Chen L., Zhang W., Wen T. B,,
Zhang H., Xia H.: Chem. Eur. J. 17,2420 (2011).
Shibata T., Morioka H., Hayase T., Choji K., Soai K.:
J. Am. Chem. Soc. 718, 471 (1996).

Kondepudi D. K., Kaufman R. J., Singh N.: Science
250,975 (1990).

Matsuura T., Koshima H.: J. Photochem. Photobiol.,
C 6,7 (2005).

Lee C., Weber J. M., Rodriguez L. E., Sheppard R. Y.,
Barge L. M., Berger E. L., Burton A. S.: Symmetry
14,460 (2022).

Rodriguez B., Bruckmann A., Bolm C.: Chem. Eur. J.
13,4710 (2007).

Kraus C.: Eur. J. Appl. Math. 22,393 (2011).
Noorduin W. L., Izumi T., Millemaggi A., Leeman M.,
Meekes H., Van Enckevort W. J. P., Kellogg R. M.,
Kaptein B., Vlieg E., Blackmond D. G.: J. Am. Chem.
Soc. 130, 1158 (2008).

Ostwald W.: Z. Phys. Chem. 22, 289 (1897).



M. Jurdsek a spol.

43.

44,

45.

46.

47.
48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

Holan J., étépének F., Ridvan L.: Chem. Listy 708, 46
(2014).

Giurg A., Paidar M., Kodym R.: Chem. Listy //2,
372 (2018).

Cechal T.: Ostwaldovo zrdni — teoreticky popis a si-
mulace. Bakaldrska prace. FST VUT, Brno 2008.

He Y. J, Qi F, Qi S. C.: Med. Hypotheses 56, 493
(2001).

Frank F. C.: Biochem. Biophys. Acta 71, 459 (1953).
Sun J. a 11 spoluautord: Nat. Commun. 9, 2599
(2018).

Kondepudi D. K., Bullock K. L., Digits J. A., Hall J. K.,
Miller J. M.: J. Am. Chem. Soc. 715, 10211 (1993).
Sogiitoglu L.-C., Steendam R. R. E., Meekes H.,
Vlieg E., Rutjes F. P. J. T.: Chem. Soc. Rev. 44, 6723
(2015).

Viedma C.: Phys. Rev. Lett. 94, 065504 (2005).
Viedma C., Ortiz J. E., de Torres T., Izumi T.,
Blackmond D. G.: J. Am. Chem. Soc. 130, 15274
(2008).

Randovd A. a 12 spoluautor: Sep. Purif. Technol.
141,232 (2015).

van Ooyen J., Noack S., Bott M., Reth A., Eggeling L.
Biotechnol. Bioeng. 109, 2070 (2012).

Soai K. (ed.): Amplification of Chirality (Series:
Topics in Current Chemistry, Vol. 284). Springer,
Heidelberg 2008.

Palmans A. R. A., Meijer E. W.: Angew. Chem. Int.
Ed. 46, 8948 (2007).

Miyagawa T., Yamamoto M., Muraki R., Onouchi H.,
Yashima E.: J. Am. Chem. Soc. 129, 3676 (2007).
Green M. M., Reidy M. P., Johnson R. D., Darling G.,
O'Leary D. J., Willson G.: J. Am. Chem. Soc. 111,
6452 (1989).

Eelkema R., Feringa B. L.: Org. Biomol. Chem. 4,
3729 (2006).

étépémek P., Dukh M., Saman D., Moravcova J.,
Kniezo L., Monti D., Venanzi M., Mancini G., DraSar
P.: Org. Biomol. Chem. 5, 960 (2007).

Monti D., Venanzi M., Gatto E., Mancini G., Sorrenti A.,
Stépanek P., Dragar P.: New. J. Chem. 32, 2127
(2008).

676

Chem. Listy 7117, 671-676 (2023)

62. Zelenka K. a 14 spoluautorti: Chem. Eur. J. 17, 13743
(2011).

Lettieri R., Cardova L., Gatto E., Mazzuca C., Monti D.,
Palleschi A., Placidi E., Drasar P., Venanzi M.: New
J. Chem. 41, 639 (2017).

Liu M., Zhang L., Wang T.: Chem. Rev. 115, 7304
(2015).

Naaman R., Paltiel Y., Waldeck D. H.: Nat. Rev.
Chem. 3, 250 (2019).

Nepil F.: O Joklovi, Tomdsovi a Evé, v knize: Kde jsi
chodil satane? Ceskoslovensky spisovatel, Praha
1966.

63.

64.
65.

66.

M. Jurasek?®, B. Kratochvil’, M. Kohout®, F. Svec’,
and P. Drasar® (“ Department of Chemistry of Natural
Compounds, University of Chemistry and Technology,
Prague, ® Department of Solid State Chemistry, University
of Chemistry and Technology, Prague, ¢ Department of
Organic Chemistry, University of Chemistry and Techno-
logy, Prague, @ Department of Analytical Chemistry, Fa-
culty of Pharmacy, Charles University, Hradec Kradloveé,
Czech Republic): On the Separation and Strengthening
of the Image Behind the Mirror (Deracemization and
Chirality Amplification)

The article describes the basic aspects of chirality,
reflects on the origin of the chirality of chemical com-
pounds and brings a view of the basic processes during
deracemization. The article indicates the boundlessness of
the topic of chirality, chiral coordination, association, and
interaction, without making any entitlement to bring an
exhaustive overview.

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

Keywords: chirality, symmetry, enantiomers, diastereo-
mers, deracemization, homochirality

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



Che_n;@
Listy

www.chemicke-listy.cz

VITAMIN E - DOPORUCENY A SKUTECNY PRIJEM

MONIKA SABOLOVA®, JAKUB FISNAR” a ZuzANA REBLOVA”

“Katedra mikrobiologie, vyzivy a dietetiky, Ceskd zemédeélskd univerzita v Praze, Kamycka 129, 165 00 Praha 6,
b Ustav analyzy potravin a vyzivy, Vysokd skola chemicko-technologickd v Praze, Technickd 3, 166 28 Praha 6,

Ceskd republika
sabolova@af-czu.cz

Doslo 2.8.22, ptijato 14.9.23.

Vitamin E ma u ¢lovéka jen relativné mirné projevy hypovitamindzy, které navic nejsou, ve vétsiné piipadu, zpisobe-
ny nedostate¢nym obsahem tokoferold ve stravé. Pozornosti vyzivové politiky tak pravdépodobné unika fakt, Ze skute¢ny
ptijem vitaminu E je u vétSiny populace (celosvétove) nedostatecny. Tento piehled shrnuje aktualni informace o doporuce-
ném a redlnem pifjmu vitaminu E a o rizicich a pfipadnych benefitech spojenych s jeho nedostate¢nym ¢i zvySenym

piijmem.
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1. Uvod

V zékladni literatufe z oblasti chemie potravin je Cas-
to uvadéno, ze pfijem vitaminu E (b&éZnou stravou) je
(zcela) dostatecny, resp. ze deficit pfijmu tohoto vitaminu je
vzacny' . To je vSak v rozporu s pom&mé v&§im podtem
studii*!' zabyvajicich se dietarnim piijmem tokoferold
(vitaminu E), podle kterych je piijem tohoto vitaminu
u vétsiny populace nizsi nez jeho doporucena denni davka.
Cilem tohoto piehledu je proto porovnat aktualni doporu-
Ceny pfijem vitaminu E s jeho pfijmem skutecnym a dale
shrnout informace tykajici se rizik (a pfipadné benefitil)
spojenych s nedostate¢nym, resp. zvySenym pifjmem toho-
to vitaminu.

2. Doporuceny prijem vitaminu E
Piijem tokochromanoll (neboli vitaminu E, ktery je

tvofen Gtyfmi tokoferoly a &tyfmi tokotrienoly'?) lze vyja-
dfovat v jednotkach USP (United States Pharmacopeia),
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v jednotkach IU (International Unit) nebo v mg ekvivalen-
tu a-tokoferolu (a-TE). Jak jednotka USP, tak jednotka ITU
jsou pfitom definovany jako 1 mg all-rac-a-tokoferol
acetatu, coz odpovida 0,67 mg RRR-o-tokoferolu nebo
0,74 mg RRR-o-tokoferol acetatu. Jeden miligram a-TE
pak predstavuje 1 mg RRR-a-tokoferolu a celkovy obsah
vitaminu E vyjadfeny v o-TE je dan souctem miligramt
jednotlivych tokoferold a tokotrienoltl, které jsou vynaso-
beny piisluSnymi koeficienty vyjadiujicimi jejich relativni
biologickou aktivitu ve vztahu k RRR-a-tokoferolu; tj.
mg o-TE = mg a-tokoferolu x 1 + mg B-tokoferolu x 0,5 +
mg vy-tokoferolu x 0,1 + mg Jd-tokoferolu x 0,03 +
mg a-tokotrienolu x 0,3 + mg B-tokotrienolu x 0,05 (cit.%).
vitaminu E, jako je napt. doporuéeni platné v USA (cit."?)
nebo také doporuceni EFSA (Evropska agentura pro bez-
petnost potravin)'¥, se viak lze setkat s definici, ktera za
vitamin E povaZuje pouze o-tokoferol, protoZe ten byl
(jako jediny ze vSech tokoferolil) testovan z hlediska jeho
schopnosti inhibovat projevy avitamindzy vitaminu E
u ¢lovéka®.

Jak vyplyne z kap. 3, dostateény pfijem vitaminu E je
nezbytny zejména pro zamezeni vzniku nékterych neuro-
logickych onemocnéni plynoucich z jeho nedostatku
a Castecné pravdépodobné také pro prevenci chorob souvi-
sejicich s oxidacnim stresem. V soucasné dobé vsak ne-
existuje jednotné celosvétové doporuceni pro piijem vita-
minu E (cit.>'). V riiznych zemich svéta se tak doporude-
ny pfijem vitaminu E pro dospélého ¢lovéka pohybuje od
7,5 do 15 mg na den (cit."*'*""'%), p¥i¢emz nejniz§i hod-
noty uvadi Svétova zdravotnicka organizace (WHO;
10 mg o-TE pro muze a 7,5 mg a-TE pro Zeny)'®. Naproti

https://doi.org/10.54779/ch120230677
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tomu nejvyssi hodnoty 1ze nalézt v USA, kde je doporuce-
na denni davka vitaminu E (definovaného jako 2R izomery
o-tokoferolu) pro muze i Zeny 15 mg (cit."®). Tato hodnota
by pfitom méla byt dostatecna (u 97 az 98 % populace)
k tomu, aby zabranila peroxidem vodiku indukované he-
molyze Cervenych krvinek, ktera se projevuje pii koncen-
traci o-tokoferolu v krevnim séru niz&i nez 12 pmol 1™
(cit.!*?0).

Také EFSA (cit.'") definuje v doporugenich z roku
2017 vitamin E jako a-tokoferol (na rozdil napt. od dopo-
ruGeni platnych v némecky mluvicich zemich a Ceské
republice, kde je pifjem vitaminu E stile doporucovan
v a-TE (cit.'™")). EFSA viak vyhodnotila, e
v soucasnosti neni dostatek dat o markerech piijmu, stavu
a funkce a-tokoferolu, pomoci kterych by se daly odvodit
hodnoty doporugeného pii{jmu vitaminu E pro &loveka'.
EFSA proto misto doporuc¢ené denni davky (RDA — Re-
commended Dietary Alowance, tj. odhadované hodnoty
denniho pfivodu nutrientu, kterd je dostatecna pro pokryti
potieb téméef vsech, resp. 97-98 % zdravych jedinct pii-
slusné vékové skupiny a pohlavi’') uvadi hodnoty tzv.
adekvatniho piijmu (Al — Adequate Intake), coz je doporu-
¢eny denni pfivod nutrientu, ktery je zalozen na pozorova-
ném nebo experimentalné uréeném odhadu pfivodu nutri-
entu u skupiny nebo skupin zjevné zdravych osob, jejichz
vyZivovy stav je pokladan za uspokojivy?'. Tyto hodnoty
jsou pfitom pro muze 13 mg na den a Zeny 11 mg na den,
a byly odvozeny z vysledkt 13 dietarnich prizkumi pro-
vedenych v 9 evropskych zemich'*.

Nékteré odborné publikace'? pak uvadgji, Ze potfeba
vitaminu E (a-tokoferolu) zavisi i na konzumovaném
mnozstvi nenasycenych mastnych kyselin, coz vychazi
z predpokladu, Ze vitamin E ochraiuje in vivo nenasycené
mastné kyseliny pied nezadouci oxidaci. Vysledky studif
s lidskymi dobrovolniky pfitom ukazuji, ze u diet
s primérnym obsahem PUFA (polyenové mastné kyseli-
ny) a hlavnim zastoupenim linolové kyseliny by mél byt
k zakladnimu ptijmu vitaminu E, ktery spliiuje naroky
bazalniho metabolismu (tj. 4 mg a-tokoferolu na den),
pfi¢ten dodate¢ny pijjem mezi 04 a 0,6 mg
RRR-o-tokoferolu na g PUFA. Ve vztahu k piijmu PUFA
pak bylo odhadnuto, ze celkova denni davka vitaminu E
lezi v rozmezi od 12 do 20 mg (cit.?).

3. Projevy nedostatku vitaminu E

Klasifikace vitaminu E jako esencialni Ziviny je zalo-
zena na studiich se zvifaty a na pozorovanych projevech
nedostatku a-tokoferolu u lidi. U zvifat je pfitom vitamin E
nezbytny piedevS§im pro prob&éhnuti reprodukéniho cyklu.
Avsak u ¢loveéka se potfeba vitaminu E (a-tokoferolu) pro
tuto funkci neprokdzala. Hlavnimi pfiznaky deficitu vita-
minu E u ¢lovéka jsou tak neurologické poruchy, prede-
vS§im pak ataxie AVED (Ataxia with Vitamin E Defi-
ciency), jejiz nejCastjsi pti¢inou je geneticky podminéna
mutace a-TTP (a-tokoferol transportniho proteinu)'*. Paci-
enti s AVED trpi neurologickymi poruchami charakterizo-
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vanymi progresivni periferni neuropatii, neobratnosti ru-
kou, ztratou schopnosti koordinovat télo v prostoru a vy-
mizenim nékterych reflexa' >

Nedostatek vitaminu E mtize vSak mit u cloveéka
(i zvitat) za nasledek také hemolytickou anémii (charak-
terizovanou zvySenym rozpadem cCervenych krvinek),
abnormalitu svalli, mozku, jater a/nebo kostni diené, de-
fekty embryogeneze, svalovou slabost, hyporeflexii, zuze-
ni zorného pole, tmavé skvrny v oku, pozitivni Babinskiho
a/nebo Romberghiv test a dalsi projevy”'*?. Neléeni
vyrazného nedostatku vitaminu E pak mtze vést ke slepo-
t¢, nckterym srde¢nim onemocnénim, permanentnimu
poskozeni nervi a porucham mysleni>.

Dutlezitym znakem charakterizujicim zasobovani
organismu vitaminem E je koncentrace a-tokoferolu
v krevnim séru, pti¢emz normalni hodnota se pohybuje
kolem 23 pmol 1" (cit.***) a doporudovana je hodnota
30 pmol 1" popt. vyssi*'"*!'*. U pacienti s AVED muize
byt tato koncentrace i niz&i nez 2,3 umol 1™ (cit."*). Kon-
centrace o-tokoferolu v séru nizsi nez 12 umol I'' je pak
spojovana se zvySenym rozpadem cCervenych krvinek,
anémii, vétsi nachylnosti k infekcim, opozdénym vyvojem
a s negativnimi dopady na matku a dit¢ béhem t¢hoten-
stvi'*. Koncentrace o-tokoferolu v krevnim séru nizsi
nez 12 pmol 1™ je pitom bézn& pozorovana u lidi trpicich
nemocemi, které ovliviiuji vstfebavani a distribuci vitami-
nu E (jako jsou napf. cystickd fibroza nebo abetalipopro-
teinemie). Objevuje se ale také u lidi majicich nizky pfi-
jem vitaminu E (a-tokoferolu) ze stravy**.

Je vsak zajimavé, ze u zdravych lidi konzumujicich
pestrou stravu se piiznaky nizkého pfijmu vitaminu E
obvykle neprojevuji ani pii koncentraci o-tokoferolu
v krevnim séru niz&f nez 12 pmol 1™ (cit.”). Avsak i tito
lidé jsou potencidlné ohroZeni, a lze predpokladat, Ze niz-
ky pfijem vitaminu E mulze sniZzovat obranyschopnost
jejich organismu vi&i nadmérnému oxidaénimu stresu™.
Zpocatku muize pravdépodobné dochazet zejména
k anémii z divodu relativné kratké zivotnosti ¢ervenych
krvinek. Poté miZe nasledovat poskozeni bunék resp.
celych tkani s kratkym zivotnim cyklem (jako jsou napft.
neutrofily®®, dendritické buiiky”’, buiiky endotelu nebo
jaterni buiiky®), a s postupujicim tbytkem vitaminu E
v organismu budou pravdépodobné v ohrozeni také peri-
ferni nervy (zvlasté¢ smyslové neurony), které maji relativ-
né¢ vysoky obsah PUFA. To mize vést az k poskozeni
mozku a zvlasté u starSich lidi k porucham chovani. Nao-
pak buriky traviciho traktu budou pravdépodobné méné
poskozovany, jelikoz mohou byt ochrafiovany i jinymi
antioxidanty piitomnymi v diet&™.

Obecné vsak plati, ze deficit vitaminu E se u ¢lovéka
vyskytuje jen ziidka a prakticky neni zptisobovan nedosta-
teCnym obsahem tokoferolli ve stravé. PfiCinou deficitu
jsou nejcastéji genetické poruchy ovliviiujici a-TTP nebo
syndromy souvisejici s malabsorpci tuku a/nebo vitaminu E,
popiipadé stavy souvisejici s energeticko-proteinovou
malnutrici. Malabsorpce vitaminu E mtze byt pfitom zpi-
sobena predevsim poruchami slinivky a jater snizujicimi
absorpci tuku nebo poruchami bunék stfevniho traktu.
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Avsak také poruchy metabolismu lipoproteinti zptisobujici
nizké az nedetegovatelné koncentrace chylomikront
a VLDL (lipoproteiny s velmi nizkou hustotou) a LDL
(lipoproteiny s nizkou hustotou) ¢astic negativné ovliviuji
absorpci a transport vitaminu E (cit.>*°).

4. Rizika spojena s nadmérnym prijmem
vitaminu E

Vitamin E je jeden z nejméné toxickych vitamint
a nejsou znamy zadné vedlejsi efekty plynouci z jeho pii-
jmu prostfednictvim potravin. Studie na zvifatech pak
ukazaly, ze vitamin E neni mutagenni, karcinogenni ani
teratogenni’. Ani pieddvkovani vitaminem E (hyper-
vitaminéza) z béznych doplikd stravy nehrozi, nebot’
zdravy lidsky organismus ma v jatrech ucinny regulaéni
systém, ktery pfi nadmérném pifjmu vitaminu E zvysi
intenzitu jeho metabolismu a vylucovani moci. Ve studiich
zabyvajicich se nadmémym piijmem vitaminu E prostred-
nictvim dopliiki stravy bylo pfitom zjisténo, ze 100nasob-
né prekroceni bézného piijmu ze stravy mélo za nasledek
pouze 2 aZ 4nasobné zvySeni koncentrace vitaminu E
v krevnim séru®. Bylo viak zji§téno, e u nékterych osob,
které béhem dne prijaly 1600 az 3000 mg a-tokoferolu,
coz je asi 100 az 200nasobek doporucené denni davky
(cit."), se objevila svalova slabost, dvojité vidéni, nadyma-
ni, nevolnost, Unava, prdjem, bolest na hrudniku, emo¢ni
poruchy a dalsi nezadouci jevy. Pii jesté vyssich davkach
bylo pak u nékterych zvifat pozorovano, ze vysoké davky
a-tokoferolu mohou zptsobit krvaceni (hemoragii), pro-
dlouzit protrombinovy ¢as a inhibovat srdzeni krve. He-
moragicky u¢inek nadmérného pifjmu vitaminu E byl
pozorovan i u ¢loveka, avSak v rozsahlych klinickych stu-
diich nebyl jednoznaéné potvrzen. I piesto byla na zakladé
téchto studii stanovena maximalni tolerovatelnd davka
(UL — upper limit) a-tokoferolu pro ¢lovéka, a to na 14 mg
na kg t&lesné hmotnosti a den (cit.?).

5. Mozny pozitivni efekt zvySeného piijmu
vitaminu E

V patogenezi nékterych chorob, jako jsou kardio-
vaskularni onemocnéni (KVO), nadorova onemocnéni,
Sedy zékal (katarakta), makularni degenerace a néktera
neurodegenerativni onemocnéni, se predpoklada, ze zvyse-
na (nefizend) oxidace lipidd, DNA a bilkovin hraje vy-
znamnou roli v jejich vzniku a rozvoji. Napiiklad oxidace
LDL c¢astic je povazovana za kli€ovy inicia¢ni krok v pro-
cesu rozvoje aterosklerozy'’. Nékteré studie™®ukazaly,
ze dostateCny prijem antioxidanti dietou ma preventivni
ucinek  vic¢i  vzniku a  rozvoji  nadorovych
a kardiovaskularnich onemocnéni, Sedého zakalu a dalSich
onemocnéni.

V souvislosti s témito skute¢nostmi a s ohledem na
prokdzanou antioxidacni aktivitu tokoferolt in vitro
(a jejich piedpokladanou antioxidaéni aktivitu in vivo)*
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byla (a je) velkd ¢ast vyzkumu vitaminu E zaméfena na
potvrzeni hypotézy, Ze suplementace timto vitaminem
(nad jeho doporucenou denni davku) mize byt vyznam-
nym faktorem v prevenci vzniku a dal§iho rozvoje nckte-
rych chronickych onemocnéni****"*". Souhrng lze p¥itom
konstatovat, ze zatimco studie na modelovych systémech
a zvifatech (zabyvajici se pozitivnim efektem sumplemen-
tace vitaminem E na nemoci, jako je ateroskleréza, nado-
rova a neurodegenerativni onemocnéni nebo zanét) se
ukazaly byt uspés$né, u lidi skoncila vétSina epidemio-
logickych 1 klinickych studii neutralné¢ anebo dokonce
dopadly v neprospéch suplementace vitaminem E (cit.**).

Pii detailngj$im pohledu nalezneme nékolik obser-
vagnich studii*®*™°, ve kterych byla pozorovana spojitost
mezi niz§im vyskytem srde¢nich onemocnéni a vysokym
pfijmem vitaminu E (i kdyz vétsi pocet studii dospél
k jinym zaveéram — viz dale). Naptiklad ve studii s pfibliz-
né 90 000 zdravotnimi sestrami bylo zjiSténo, ze vyskyt
srdecnich onemocnéni byl o 30 az 40 % niz$i u osob
s vy$$im piifjmem vitaminu E (z doplitkt stravy)*’. Podob-
né byly u 5133 finskych muzi a Zen, ktefi byli sledovani
pramérné po dobu 14 let, vyssi dietarni piijmy vitaminu E
spojeny se sniZzenou Umrtnosti na ischemickou chorobu
srde¢ni. Tyto predpoklady byly poté potvrzeny
v klinické studii’', ve které byly po dobu 10 let pozorova-
ny puvodné zdravé zeny. Zde bylo zjisténo, ze pfijem
600 TU RRR-a-tokoferolu snizil umrtnost na KVO o 24 %
a u zen nad 65 let dokonce 0 49 %.

Naproti tomu v klinické studii HOPE (Heart Out-
comes Prevention Evaluation) bylo 4,5 roku pozorovano
témét 10 000 pacienti, ktefi byli vysoce ohrozeni srde¢ni
nebo mozkovou mrtvici a ktefi denné pfijimali 400 TU
pfirodniho vitaminu E. Vysledky ukdzaly, Ze u téchto pa-
cientli nebyl pozorovan nizs§i vyskyt kardiovaskuldrnich
prihod, srde¢niho selhani a bolesti na hrudi ve srovnani
s kontrolni skupinou, kterd konzumovala placebo®>.
V navazujici studii HOPE-TOO (Heart Outcomes Preven-
tion Evaluation — The Ongoing Outcomes) pak témét 4000
pacientl z puvodni HOPE studie uZivalo dalsiho 2,5 roku
vitamin E nebo placebo. Bylo pfitom zjisténo, ze po cel-
kovych 7 letech sledovani vitamin E vyznamné neochra-
noval pacienty pied srde¢ni a mozkovou mrtvici, nestabil-
ni anginou pectoris a umrtim na KVO nebo z jinych pifi-
¢in. Navic, ucastnici, ktefi prijimali vitamin E, byli vice
ohrozeni vyskytem srde¢niho selhani a hospitalizaci
z tohoto diivodu®. Klinické studie HOPE a HOPE-TOO
tak poskytly presvéd¢ivy dikaz, ze pomérné vysoké davky
vitaminu E nesnizuji riziko vyskytu vaznych kardiovasku-
larnich pifihod u Zen a muzl (nad 50 let) s jiz zjiSténou
srdeéni nemoci a/nebo diabetem™. Tento zavér byl potvr-
zen také dal$i studii® a ani dal3i klinické studie**'*
a vyznamné souhrnné studie>”® neprokazaly pozitivni
efekt suplementace stravy pfirozenym nebo syntetickym
vitaminem E na vyskyt kardiovaskuldrnich onemocnéni
a celkovou tmrtnost. V nékterych ptipadech bylo naopak
pozorovano, ze suplementace vitaminem E vyznamné
zvysila riziko hemoragické mozkové cévni pithody™.
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Podobné jako u kardiovaskularnich chorob 1ze rozpo-
ruplné vysledky nalézt také u vlivu suplementace vitaminu E
u nadorovych chorob. Napiiklad Americka spole¢nost pro
rakovinu provedla epidemiologickou studii, ve které stu-
dovala spojitost mezi suplementaci stravy vitaminy E a C
a umrtnosti na rakovinu mocového méchyte. Vysledky
ukazaly, ze z celkového poctu jednoho milionu dospélych
ucastnikd (ktefi byli sledovani mezi roky 1982 a 1992),
bylo prokazano snizené riziko umrti na rakovinu mocové-
ho méchyte u téch, ktefi uzivali dopliiky stravy s vitami-
nem E po dobu 10 let a déle*. Dalsi studie pak prokazaly
pozitivni efekt zvySeného pifjmu vitaminu E (suple-
mentaci nebo z potravy) rovnéz na vyskyt rakoviny pro-
staty*™%°. Naptiklad muzi kufaci a byvali kufaci, ktefi den-
n¢ brali 400 IU a vice vitaminu E, m¢li vyznamné snizené
riziko (aZ 0 71 %) pokro¢ilé rakoviny prostaty*®.

Na zakladé téchto slibnych vysledka byla provedena
klinicka studie SELECT (Selenium and Vitamin E Cancer
Prevention Trial) s pfiblizné¢ 35 000 zdravymi muzi ve
véku 50 let a starSimi, ktefi uzivali po dobu né&kolika let
denn¢ 400 TU syntetického vitaminu E (s nebo bez sele-
nu). Vysledky ukazaly, ze pouze piijem syntetického vita-
minu E nevedl ke snizeni vyskytu rakoviny prostaty®',
a z navazujici studie dokonce vyplynulo, ze muzi, ktefi
uzivali vitamin E, méli o 17 % zvySené riziko rakoviny
prostaty (v porovnani s témi, ktef uzivali placebo)®?. Dalsi
studie s pfiblizn€ 89 000 Zenami a s asi 47 000 muzi pak
nepotvrdila spojitost mezi suplementaci vitaminem E
a snizenym rizikem vzniku rakoviny tlustého stieva®
a nebyl prokazan ani pozitivni efekt piijmu vitaminu E na
snizeni vyskytu rakoviny prsu ve studii s 18 000 Zenami
po menopauze®. A piedeviim, studie HOPE-TOO (viz
diive) a studie Women’s Health Study, ve které byly po-
zorovany po dobu 10 let zdravé zeny ve veéku 45 let a star-
$i, neprokazaly, ze by suplementace vitaminem E (400 U
na den, resp. 600 U kazdy druhy den) snizila riziko vzni-
ku rakoviny nebo umrti v disledku rakoviny®'3.

V ptipadé vlivu vitaminu E na zrak nékteré studie
ukézaly™®®, 7e piipravky s vitaminem E, jinymi anti-
oxidanty, zinkem a médi zpomaluji rozvoj vékem podmi-
néné makularni degenerace u lidi s pokro¢ilym stupném
této nemoci. Naopak jiné studie'*”* nepotvrdily, Ze by
suplementace vitaminem E chranila pfed vznikem tohoto
onemocnéni. A podobné, v nékterych pracich bylo zjisté-
no, ze vitamin E nebyl G¢inny v prevenci a 1é¢bé Alzhei-
merovy choroby a mirnych poruch kognitivnich funk-
¢i™™, a ani v prevenci vyskytu demence u asympto-
matickych muza'>"". Existuji vSak i studie, ve kterych
byla pozorovana spojitost mezi sumplementaci vitaminem
E a niz§im vyskytem kognitivnich poruch®’>” véetng
Parkinsonovy choroby™.

V soucasné dob¢ proto fada vyzkumnikd a instituci
nedoporucuje piijem vitaminu E nad jeho doporu¢ovanou
denni davku''*, nebot, jak vyplyvéa z predchoziho textu,
klinické studie doposud dostate¢né neprokazaly, Zze by
suplementace vitaminem E (nad jeho doporucené denni
davky) chrénila pfed vznikem a rozvojem KVO, rakoviny,
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Sedého zakalu, vékem podminéné makularni degenerace
nebo poruchy kognitivnich funkci*®.

Naproti tomu v nekterych jinych pfipadech mize byt
suplementace vitaminem E pfinosem. V literatufe je dobie
popsan pozitivni efekt suplementace vitaminem E
u pacientu s ataxii AVED (viz kap. 3). V nékterych pripa-
dech zvySeny piijem vitaminu E dokonce zvratil prib&éh
tohoto onemocnéni™'>**73,

Pozitivni vliv suplementace vitaminem E (800 IU na

den) byl pozorovan také v klinickych studiich
s nediabetickymi pacienty, u kterych se vyskytuje nealko-
holové ztuénéni jater®”’. Ngkteré hepatologické

a gastroenterologické asociace proto doporucuji u téchto
pacienti zatadit do 1é¢by vitamin E v davce 800 IU na den
(cit. 37559,

Krom¢ studia mozného pozitivniho efektu zvyseného
pfijmu vitaminu E samotného byla pozornost vénovédna
také studiu mozného pozitivniho efektu zvySeného piijmu
vitaminu E v kombinaci se zvySenym piijmem dal§iho
(nebo dalsich) mikronutrientu (mikronutrientl). Velmi
obsahlym zplisobem je tato problematika zpracovéana
v souhrnném ¢&lanku®', ze kterého vyplyva, ze ackoli je
k dispozici pouze omezeny pocet studii, existuji jasné
dikazy o interakcich vitaminu E s jinymi zivinami, véetné
vitamint a mineralnich latek. Jedna se zejména o interak-
ce vitaminu E s vitaminem C, karoteny, selenem a zinkem.
Tyto interakce pravdépodobné ovliviiuji endogenni tvorbu
metabolitl vitaminu E a mohou pusobit synergicky pfi
regulaci redoxni homeostazy v lidském t&le®'.

I pres rozsahlé intervencni studie v8ak doposud neni
zcela pochopeno synergické pusobeni vitaminu E
a vitaminu C v prevenci metabolickych onemocnéni. Z4-
rovenl nebylo v interven¢nich studiich potvrzeno, Ze by
meéla soubéznd suplementace vitaminem E a selenem,
zinkem a/nebo karoteny rusivé ucinky. Kohortové studie
a randomizované klinické studie vSak prinesly kontroverz-
ni vyslekdy a naznacily mozné Skodlivé ucinky soubezné
supl%rlnentace témito mikronutrienty ve vysokych dav-
kach®.

6. Skute¢ny prijem vitaminu E

Pti zjist'ovani realného pifjmu vitaminu E se nejéasté-
ji vyuziva dietarnich prizkumi®. Pfi nich respondent uda-
va (pomoci riznych dotaznikovych metod), jaké potraviny
a pokrmy, a v jakém mnozstvi, zkonzumoval v urcitém
Casovém obdobi, a poté se piijem vitaminu E urci vypoc-
tem za pomoci tabulek typického slozeni potravin. Pro
zjisténi piijmu vitaminu E lze vSak pouzit i analytické
metody, béhem kterych je stanovovan obsah tokoferoll
v bézné porci kulinarné pripravenych pokrmd nebo
v paralelni celodenni dieté. Mize se také pouzit kombina-
ce dotaznikové a analytické metody. Ve studiich porovna-
vajicich analyticky zjistény pfijem nékterych Zivin
s ptijmem vypoctenym bylo pfitom zjisténo, ze vysledky
obou metod se mohou vyrazng ligit** ™. Odlignosti byly
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nalezeny hlavné u nékterych mikronutrientil, véetné jed-
notlivych tokoferold. Napiiklad pro a-tokoferol mize byt
v nékterych ptipadech pifijem ziskany vypoctem az dvoj-
nasobny oproti ptijmu zjisténému analyticky™.

Dalsimi moznostmi, jak lze ziskat ptedstavu o real-
ném prijmu vitaminu E (resp. o tom, Ze je tento pifjem
dostate¢ny), je stanoveni tokoferolii v krvi, tukové tkani
nebo jejich metaboliti v mo&i®>. V USA je od roku 2000
Institutem mediciny doporuc¢ovano, ze koncentrace vita-
minu E (o-tokoferolu) v krevnim séru by neméla klesnout
pod hodnotu 12 pmol 1™ (cit."*'*). U zdravych lidi konzu-
mujicich riznorodou stravu véetné ofechil a celozrnnych
produkti je pfitom primérna koncentrace a-tokoferolu
v krevnim séru pfiblizn& 20 pmol 1", zatimco lidé konzu-
mujici suplementy nebo obohacené potraviny maji tuto
koncentraci typicky 30 pmol 1" a vice. Také metabolit
a-tokoferolu,  2,5,7,8-tetramethyl-2-(2'-karboxyethyl)-6-
-hydroxychroman (a-CEHC), miZze byt vhodnym biomar-
kerem obsahu vitaminu E (o-tokoferolu) v organismu.
V této souvislosti plati, ze pokud organismus béhem dne
vylou¢i mo¢i vice nez 1,39 umol o-CEHC na g kreatininu,
je mnozstvi vitaminu E v t&le dostacujici®.

Studie zabyvajici se readlnym piijjmem vitaminu E
ukazuji (bez ohledu na pouzitou metodiku), ze pfijem to-
hoto vitaminu je vieobecn& nizky*’. V relativné neddvno
publikovanych pracich bylo zjisténo, ze nedostatecny pfi-
jem vitaminu E je u obyvatel Némecka a Holandska, kde
25 az 50 % sledovanych osob nespliiuje doporuc¢enou hod-
notu pHjmu vitaminu E (cit.”). Rovn&Z v Recku minimalng
75 % populace pfijima vitamin E v mnozstvi pod 12 mg na
den®. 1 dospivajici z Velké Britanie ve veéku 10 az 19 let,
u kterych se sbirala data v prizkumu mezi roky 2008 a 2012,
méli primémy dietdrni pifjem vitaminu E jen 8,8 mg na
den’. V americkém prizkumu NHANES (National Health
and Nutrition Examination Survey), ktery probéhl v letech
2009-2010, byli sledovani muzi a zeny star$i dvaceti let.
Ptitom bylo zji§téno, Ze muzi prijimali stravou denn¢ pri-
meérné 8,9 mg vitaminu E (pfepocteno na a-tokoferol)
a Zeny jen 7,1 mg (cit.'"). O nizkém pifjmu vitaminu E
vypovida i nizka koncentrace a-tokoferolu v krevnim séru
(niz&i nez 12 umol 1) u témé# &tvrtiny dospélych Jihoko-
rejeti® a také nedostateénd hladina a-tokoferolu v krvi,
ktera se vyskytuje u 14 az 19 % evropské dospivajici mla-
deze'’.

Nejvyrazngji vSak asi vSeobecné nedostate¢ny dietar-
ni pfijem vitaminu E (o-tokoferolu) potvrzuje nedavno
publikovand souhrnna studie*. V tomto systematickém
souhrnu bylo analyzovano 176 studii, které byly publiko-
vany v letech 2000 az 2012. V té€chto plivodnich pracich
byl sledovan ptijem vitaminu E prostfednictvim riiznych
vypoctovych metod a/nebo byla sledovana koncentrace
vitaminu E v krvi. Hodnoty dietarniho ptijmu a-tokoferolu
zjisténé v jednotlivych studiich byly jednotné vyjadieny
v mg o-tokoferolu pftijatého za den a byly srovnavany
s referen¢ni hodnotou podle amerického Institutu medici-
ny (. RDA = 15 mg na den). Hodnoty pro koncentraci
a-tokoferolu v krvi pak byly jednotné vyjadfeny v mikro-
molech a-tokoferolu v jednom litru krevniho séra a srov-
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navany s referenéni hodnotou 12 pumol I (cit.*"?). Vy-
sledky této studie ukdzaly, Ze pffjem vitaminu E
(o-tokoferolu) je celosvétové u 82 % populace niz$i nez
doporucena denni davka 15 mg na den. Pfijem
a-tokoferolu niz$i nez 15 mg na den ma az 91 % populace
v Americe, zatimco v Evropé je tomu tak u 80 % populace
a v Australii a jizni a vychodni Asii u 60 % populace.
V piipadé koncentrace vitaminu E (a-tokoferolu) v krev-
nim séru ma celosvétove 13 % populace hodnotu nizsi nez
12 pmol 1", pfi¢emz se jedna pfevazn& o novorozence
a déti do veéku 12 let. Nizkd koncentrace vitaminu E v séru
byla zjisténa u 8 % populace v Evropé, 11 % populace
v Americe, 16 % populace v Australii a jizni a vychodni
Asii a na Stfednim vychod¢ a v Africe byly nizké koncen-
trace vitaminu E zaznamenany dokonce u 27 % populace®.

7. Zavér

Z informaci shromézdénych v tomto ¢lanku lze vyvo-
dit, ze pfijem vitaminu E béznou dietou je u vétsiny popu-
lace (celosvétove) nizsi nez pifjem doporuceny. Ackoliv
pfi konzumaci pestré stravy bohaté na ostatni antioxidan-
ty), bylo by uzite¢né se timto problémem zabyvat (a to
predevsim s ohledem na to, ze kardiovaskularni a nadorova
onemocnéni, s jejichz rozvojem miize piijem vitaminu E
souviset, se u ¢lovéka vyviji do zjevnych projevi i n€kolik
desitek let). Vhodnou cestou pro zvySeni piijmu vitaminu
E by pfitom méla byt konzumace potravin bohatych na
tento vitamin (tj. rostlinnych oleju, ofechi ¢i celozrnného
peciva) a/nebo kvalifikovana fortifikace vhodnych potra-
vin (jako jsou naptiklad rafinované rostlinné oleje, mar-
gariny nebo vejce). Tato cesta je vyrazn¢ vhodnéjsi nez
masivni pfijem vitaminu E formou doplikt stravy, nebot’
(jak bylo ukdzano v tomto ¢lanku) tento zptisob zvySovani
prijmu vitaminu E nema (kromé¢ pfesné¢ vymezenych apli-
kaci) obecné pozitivni efekt (a v nékterych ptipadech mél
i efekty negativni).
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nology Prague, Czech Republic): Vitamin E — Recom-
mended and Actual Intake

Vitamin E has only relatively mild manifestations of
hypovitaminosis in humans, which, moreover, are not, in
most cases, caused by insufficient content of tocopherols
in the diet. Thus, the fact that the actual intake of vitamin E is
(worldwide) insufficient in the majority of the population
is likely to escape the attention of nutrition policy. This
review summarizes current information on the recom-
mended and actual intake of vitamin E and on the risks
and possible benefits associated with insufficient or in-
creased intake.

Keywords: tocochromanols, a-tocopherol, antioxidants,
recommended dietary allowance, food supplements

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



chem
Listy www.chemicke-listy.cz

URCENI POLOH NASOBNYCH VAZEB V LIPIDECH POMOCI HMOTNOSTNi
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Strukturni analyza lipidd je jednim z klasickych témat organické hmotnostni spektrometrie. V poslednich letech jsme
vzorkl. Tyto metody jsou vétSinou zaloZeny na derivatiza¢nich reakcich nebo nové dostupnych fragmenta¢nich technikach.
Zakladni hmotnostné-spektrometricka analyza lipidd, tj. urCeni tiidy lipidd, délky acylového fetézce a stupné nenasyceni
pokroky hmotnostni spektrometrie pti charakterizaci dvojnych a trojnych vazeb v acylovych fetézcich lipidii metodami
LC-MS a piimou ionizaci kapalnych vzorkl za atmosférického tlaku. V prvnim ¢lanku se vénujeme derivatizacim dopro-
vazenym zménou polarity nédboje, ozonolyze a Paterno-Biichiho reakci.
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Obsah i dalsi typy iontl, napiiklad adukty s alkalickymi kovy,
kovy alkalickych zemin nebo pfechodnymi kovy. Nékdy
1. Uvod muize byt vyhodné vytvofit a fragmentovat ionty s lichym
2. Fragmenta¢ni techniky poctem elektrontl. Takové ionty vznikaji typicky pfi elek-
3. Poloha a izomerie nasobnych vazeb v alifatickych tronové ionizaci (EI), lze je vSak také vytvofit za specific-
tetézcich lipidi kych podminek v iontovych zdrojich pro APCI a APPI
4. Derivatizace mastnych kyselin doprovazena zménou (cit.’). Nekteré derivéty lipidi umozituji ziskat radikalové
polarity nédboje ionty fragmentaci neradikalovych prekurzorovych ionti.
5. Disociace Vyv()lané ozonem — onnol}'lza Ptikladem mohou byt derivéty obsahujl'ci _]Od na aromatic-
6. Paterno-Biichiho reakce kém jadre, které po elektrosprejové ionizaci a aktivaci UV
7. ZAaver zékenim oditépuji jod za vzniku radikalového iontu®.
1. Uvod 2. Fragmenta¢ni techniky
Hmotnostni spektrometrie je dilezitym nastrojem pro Pro ziskani fragmentd nesoucich informace o struktu-
strukturni analyzu lipida'. P¥i ionizaci lipidd vznikaji klad- fe lze lipidové ionty aktivovat riznymi zplsoby: interak-
né ¢i zadporné nabité ionty se sudym nebo lichym poctem cemi s neutrdlnimi molekulami nebo atomy v plynném
elektrond, které lze vyuzit pro strukturni charakterizaci. stavu, s povrchy, fotony nebo elektrony”. Fragmentace lze
Charakter iontd zavisi na druhu iontového zdroje, jeho dosahnout i pouzitim chemické reakce’.
nastaveni a také na pouzitych rozpoustédlech a aditivech. Kolizng indukovana disociace (CID) je nejb&zn&jsim
Lipidy, které neposkytuji strukturné diagnostické ionty, lze zpusobem aktivace iontd v hmotnostni spektrometrii.
chemicky modifikovat®. V iontovych zdrojich pracujicich K fragmentaci dochazi pti srazkach urychlenych iontd
za atmosférického tlaku (elektrosprejova ionizace, ESI; s neutrdlnimi atomy nebo molekulami v plynné fazi. Ve
chemicka ionizace za atmosférického tlaku, APCI; fotoio- vétSing piistroji pro tandemovou hmotnostni spektrome-
nizaci za atmosférického tlaku, APPI) vznikaji v kladném trii je k dispozici nizkoenergetickda CID, ktera pracuje
ioniza¢nim moédu nejéastéji protonované molekuly. Ne s relativné malymi kinetickymi energiemi prekurzort
vzdy vede fragmentace téchto iontll k pozadované struk- (< 1keV). Dochazi pifi ni ke §tépeni nejslabsich chemic-
turni informaci, a proto se cilené pfipravuji a fragmentuji kych vazeb. Pti vysokoenergetické CID (1-20 keV) se
Chem. Listy 717, 684—693 (2023) https://doi.org/10.54779/ch120230684
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zvySuje pravdépodobnost piimého Stépeni vazeb, coz
umoziuje podrobnéjsi strukturni analyzu lipidi. Prikladem
disociaci pozorovanych pti vysokych energiich jsou frag-
mentace s odlehlym nabojem (charge remote fragmentati-
on; CRF). Vysokoenergetickou CID je mozno realizovat
pouze s méné béznymi piistroji, jako jsou sektorové hmot-
nostni spektrometry nebo tandemové analyzatory doby
letu (TOF/TOF). Dalsi technika, povrchem indukovana
disociace (surface-induced dissociation, SID), je zalozena
na srazkach prekurzorovych ionti s povrchem pevného
terce. SID je dnes vyuzivana hlavné pro charakterizaci
proteinovych komplexi, véetné téch, které vazou lipidy”*®.
Piestoze je tato aktiva¢ni technika zndma vice nez 40 let,
komer¢ni pfistroje s moznosti SID se objevily teprve ne-
davno a jeji vyuziti pro strukturni analyzu lipida neni pro-
to ptili§ prozkoumano.

Ve fotodisociacnich technikdch se vyuZzivaji interakce
prekurzorovych iontdl s fotony’. K aktivaci dochazi pohl-
cenim jednoho fotonu nebo postupnou absorpci nékolika
fotonli. Zatimco v ptipadé vysokoenergetickych fotonti
sta¢i k fragmentaci absorpce jediného kvanta, fotony
s nizkou energii aktivuji ion postupné, podobné jako
v nizkoenergetické CID. Postupna aktivace nizkoenerge-
tickymi fotony se vyuziva pii infracervené multifotonové
disociaci (infrared multiple photon dissociation, IRMPD).
Jak nizkoenergeticka CID, tak IRMPD poskytuji relativné
jednoducha spektra, kterd popisuji zdkladni strukturni rysy
lipid. Naproti tomu fotodisociace ultrafialovym zafenim
(ultraviolet photodissociation, UVPD) vede ke vzniku
specifickych fragmentl, naptiklad produktd Stépeni vazeb
uhlik—uhlik v acylovych fetézcich. UV fotony maji dosta-
tek energie k excitaci ionti do vyssich elektronovych sta-
vi, atim k fragmentaci vazeb s vy$§i vazebnou energii.
UVPD spektra se lisi v zavislosti na vlnové délce laserové-
ho zateni'’.

Disociace iontd interakcemi s elektrony se vyuziva
v n¢kolika metodach znamych jako disociace zachytem
elektronu (electron capture dissociation, ECD), disociace
prenosem elektronu (electron transfer dissociation, ETD),
disociace indukovana elektrony (electron-induced dissoci-
ation, EID) a disociace odtrzenim elektronti (electron deta-
chment dissociation, EDD). Tyto techniky se souhrnné
oznacuji jako ExD (cit.'"). Metody ECD a ETD se obvykle
vyuzivaji pro peptidy a proteiny. Vicenasobné kladné na-
bité prekurzorové ionty interaguji s termalnimi elektrony
(ECD) nebo reaktivnimi radikalovymi anionty (ETD)
a vznikajici ionty s redukovanym nébojem a lichym po-
¢tem elektront dale fragmentuji. Pouziti ECD a ETD pro
lipidy je omezené, protoze jejich molekuly vétSinou nepo-
skytuji vicenasobné nabité ionty. Dvojnasobné nabité ion-
ty lipidi lze nicméné vytvofit adici vicemocnych iontd
kovii'? nebo n&kolika jednomocnych iontd’®. P¥i EDD je
vyuzivana interakce vicenasobné zaporné nabitych iontl
s elektrony. Dochazi ke ztraté elektronu a vzniku excitova-
nych radikalovych iontd s vy$§im zapornym nabojem,
které se rozpadaji na fragmenty. EDD nachazi uplatnéni
napiiklad pi strukturni analyze glykolipida'*. EID se pou-
ziva k fragmentaci jednondsobné nabitych iontt, které se
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pfi ionizaci lipidd obvykle tvoifi. Vicendsobné interakce
s elektrony vedou k elektronovym i vibracnim excitacim
aziskana EID spektra jsou proto informacné bohata,
s rozsahlym §tépenim vazeb v acylovych fetézcich.

3. Poloha a izomerie nasobnych vazeb
v alifatickych Fetézcich lipida

Lipidy mohou tvofit polohové izomery dvojné nebo
trojné vazby. Poloha a stereoizomerie nasobné vazby
ovliviiuje fyzikalni a chemické vlastnosti lipidd a odrazi se
proto i v biologické aktivité lipida'®. Lokalizace dvojnych
vazeb v nenasycenych alifatickych fetézcich lipidd je kla-
sicky analyticky problém, ktery Ize fesit hmotnostni spek-
trometrii. Prvni metody urcovani polohy nasobné vazby
byly zalozeny na EI. Spektra EI vétSinou nedovoluji urcit
polohu dvojné vazby piimo, a proto se vyuzivaly chemic-
ké derivatizace lipidi v misté dvojné vazby'® nebo na jiné
funkéni skuping'’. V prvnim piipadé oslabuji nové zave-
dené skupiny vazbu uhlik—uhlik v misté pivodni dvojné
vazby, zatimco druhy pfistup umoznuje fragmentaci, ktera
probiha vzdalen¢ od mista naboje. Derivatizacni strategie
vyuzivajici fragmentaci v mist¢ naboje a fragmentaci
s odlehlym nabojem (CRF) byly pozdéji vyvinuty také pro
mekké ionizacni techniky. Chromatograficka separace
stereoizomerd dvojnych vazeb (cis/trans izomeri) je po-
mérné snadna'®?!, ale jejich identifikace z hmotnostnich
spekter byva obtizna. Malé rozdily ve spektrech stereo-
izomerl jsou VéEtSinou pouze v intenzitich fragmentu.
Diikazy o geometrii dvojné vazby lze nalézt ve spektrech
ziskanych vysokoenergetickou CID (cit.”), EID (cit.”®)
nebo ozonem indukovanou disociaci (OzID)**%.

Doposud bylo vyvinuto jen nékolik metod pro uréeni
polohy trojnych vazeb. EI spektra 4,4-dimethyl-
oxazolinovych (DMOX) derivati mastnych kyselin s troj-
nymi vazbami poskytuji CRF ionty s rozdilem m/z 10
(cit.*®). Pravdépodobné jedinia metoda ionizace za atmo-
sférického tlaku pro ur¢eni polohy trojné vazby vyuziva
chergickou reakci acetonitrilu v plynné fazi pti APCI
(cit.”").

4. Derivatizace mastnych kyselin doprovazena
zménou polarity naboje

Lipidy jsou ¢asto hydrolyzovany na mastné kyseliny
nebo transesterifikovany. Identifikace mastnych kyselin
ajejich strukturni analyza se tradi¢né provadi pomoci
(GC)/EI-MS (cit.>**). Nejvice informaci poskytuji spektra
derivatd s funkéni skupinou, na které se po ionizaci lokali-
zuje kladny naboj, napf. pyrrolidiny®’, pikolinyl
(3-hydroxymethylpyridinylové) estery'” nebo dimethyl-
oxazoliny (DMOX)'"?!. CRF ptimych, nesubstituovanych
alkylovych fetézct poskytuje sérii fragmentd liSicich se
0 14 hmotnostnich jednotek. Pfitomnost dvojné vazby
nebo jiné funkéni skupiny tuto pravidelnou distribuci na-

rusi, ¢ehoz lze vyuzit k uréeni jeji pozice v fetézci’>>>.
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Schéma 1. Derivatizace mastné kyseliny N-(4-aminomethylphenyl)pyridiniem (AMPP")

Kromé kladné nabitych iontd lze pro strukturni analyzu
pomoci CRF vyuzit i zdporné nabité ionty. Volné mastné
kyseliny poskytuji pii ionizaci ostielovanim urychlenymi
atomy (FAB) deprotonované molekuly se zapor-
nym nabojem lokalizovanym na karboxylové skupiné.
Tyto ionty lze nasledné fragmentovat pomoci vysokoener-
getické CID (cit.*®).

Nastup ioniza¢nich technik za atmosférického tlaku,
zejména elektrospreje, umoznil analyzovat mastné kyseli-
ny pomoci HPLC-MS nebo piimym nastfikem kapalného
vzorku do hmotnostniho spektrometru. Analyza nederiva-
tizovanych mastnych kyselin pomoci ESI-MS neni pfili§
vyuzivana, protoze citlivost detekce je nizka
a nizkoenergeticka CID spektra neposkytuji dilezité infor-
mace o struktuie alifatickych fetézcl. ZvySeni signalu
bylo dosazeno derivatizacnimi rekcemi, které zavadéji do
molekuly permanentni kladny naboj***"~*’. Protoze deriva-
ty s permanentnim kladnym nébojem pochazeji z molekul,
které se pred derivatizaci snadno deprotonovaly na zapor-
né nabité ionty, oznacuji se takovéto reakce jako ,,charge-
switch® derivatizace, tj. derivatizace se zménou polarity
naboje. Pro strukturni analyzu mastnych kyselin se osvéd-
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Obr. 1. MS? spektra AMPP" derivati mononenasycenych
mastnych Kkyselin s riiznymi polohami dvejnych vazeb. Pie-
pracovano podle cit.”’
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Obr. 2. Fotodisociaéni hmotnostni spektrum 4-I-AMPP" deri-
vatu Kyseliny cis-vakcenové. Prepracovano podle cit.*

(AMPP")*! (schéma 1). Cinidlo bylo navrzeno tak, aby
minimalizovalo fragmentaci derivat v blizkosti mista
permanentniho naboje a poskytovalo tak CRF ionty
o vysoké intenzité. CID spektra nasycenych mastnych
kyselin derivatizovanych pomoci AMPP" (cit.*") obsahuji
sérii fragmentd liSicich se o 14 hmotnostnich jednotek.
Tyto ionty jsou produkty S§tépeni vazeb uhlik—uhlik, vzni-
kajici 1,4-eliminaci vodiku. Pritomnost jedné nebo vice
dvojnych vazeb snizuje intenzitu nékterych iontll a vytvari
nové fragmenty, které jednoznacné identifikuji polohu
dvojnych vazeb (obr. 1). Kromé dvojnych vazeb pomahaji
derivity AMPP" lokalizovat také mista methylového vét-
veni*** nebo hydroxyskupiny***. Pro zvyseni vyt&Znosti
fragmentovych iontl byly vyvinuty derivaty schopné tvo-
fit ionty s lichym poétem elektroni*. Radikalové ionty
vznikaji fotodisociaci prekurzorti se sudym pocétem elek-
trond, které obsahuji fotostépitelny jod. Derivatizace mast-
nych kyselin 1-(3-(aminomethyl)-4-jodfenyl)pyridin-1-
-iem (4-I-AMPP") a 1-(4-(aminomethyl)-3-jodfenyl)py-
ridin-1-iem (3-I-AMPP") probiha obdobné jako v piipadé
AMPP" (cit.*®). Fragmentaci tdchto derivatd laserovym
UV zafenim (266 nm) se ziskd radikal-kation [M — I]™
a sekundarni fragmenty, které odpovidaji $t€peni acylové-
ho fetézce a eliminaci AMPP" (obr. 2).

5. Disociace vyvolana ozonem — ozonolyza
Reakci dvojné vazby s ozonem popsal Christian

F. Schonbein?’” v roce 1847 a jeji mechanismus vysvétlil
o sto let pozd&ji Rudolf Criegee®. Reaktanty nejprve tvoii
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Schéma 2. Derivatizace dvojné vazby ozonem

nestabilni molozonid (1,2,3-trioxolan), ktery se zpétné
méni na odpovidajici karbonyl oxid (Criegeeho mezipro-
dukt) a aldehyd. Oxid a aldehyd opét reaguji za vzniku
sekundarniho ozonidu se strukturou 1,2,4-trioxolanu
(schéma 2).

Pti rozkladu ozonidid vznikaji aldehydy, které lze
pouzit k wurCeni polohy dvojné vazby. V 60. letech
20. stoleti byla vyvinuta metoda urCeni polohy dvojné
vazby zalozena na tepelném rozkladu ozonidi v injektoru
plynového chromatografu a nasledné separaci produktd
rozkladu®. Prvni hmotnostn& spektrometrickd analyza
intaktnich ozonidl byla provedena pomoci chemické ioni-
zace (CI). Pozdgji se ukazalo, Ze elektrosprejova ioniza-
ce a tandemova hmotnostni spektrometrie ozonidd fos-
fatidylcholinu poskytuje fragmenty urcujici polohu dvojné
vazby® 2. V nasledujicich letech se ozonizace rozvinula
v §iroce pouzivany pfistup pro stanoveni polohy dvojnych
vazeb. Reakce nenasycenych lipidi s ozonem mtize probi-
hat v riznych fazich hmotnostné spektrometrické analyzy,
jak je uvedeno na obr. 3.
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K analytickému vyuziti ozonolyzy vyznamné piispéla
predevsim australskd skupina prof. S. Blanksbyho®**>¢>%77,
ktera vypracovala metody pro provadéni reakci s ozonem
piimo v hmotnostnim spektrometru. Zpocatku se ozonoly-
za provadéla v elektrosprejovém iontovém zdroji (OzESI-
MS). Prvni experimenty vyuzivaly ke generovani ozonu
kyslik zavadény do iontového zdroje. Pti vysokém zapor-
ném potencialu se na hrotu elektrosprejové jehly tvotila
plazma, ve které vznikal ozon®. Pozd&ji byl ozon do ion-
tového zdroje pfivadén z externiho generéatoru, coz zlepsi-
lo citlivost a umoznilo pouZivat ob& polarity ionizace®.
OzESI-MS poskytuje pro kazdou dvojnou vazbu dvojici
fragmentu, které lze vyuzit pro urceni jeji polohy: alde-
hydovy ion a Criegeeho meziprodukt. Pro analyzu kom-
plexnich smési vSak ozonolyza v iontovém zdroji neni pfili§
vyhodna. Proto byla zavedena metoda OzID (disociace vy-
volana ozonem), pfi niz jsou ptsobeni ozonu vystaveny ion-
ty v hmotnostnim analyzatoru>*>*>*-163-712%0 "pryni OzID
byla realizovana v hmotnostnim spektrometru s iontovou
pasti, do jehoz analyzatoru byl ozon zavadén spolu s tlu-

{6 °z
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lonizaéni L
zdroj b
E
3o, 4 |o,
Destrukéni 4—%
katalyzator o
Generator 2
ozonu

Obr. 3. Ruzné zpusoby ozonolyzy v LC-MS pfistroji. (1) Ozonolyza v kapalné fazi po ozafreni vzorku v pritokové cele z taveného
oxidu kiemicitého UV svétlem [49]; (2) ozonolyza v kapalné fazi ozonem pronikajicim pies polopropustné teflonové hadicky (O3-MS)
[507; (3) ozonolyza ve zdroji béhem ionizace elektrosprejem (OzESI)*'; (4) ozonem indukovana disociace (OzID) v hmotnostnim analy-

53.

zétoru®; (5) ozonolyza ve zdroji pomoci ozonu generovaného ozafenim kysliku UV svétlem®; (6) ozonolyza ve zdroji pomoci ozonu

generovaného z kysliku korénovym vybojem™
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Obr. 4. OzID hmotnostni spektrum sodného aduktu fos-
fatidylcholinu PC (16:0/9Z-18:1). Pfepracovéano podle cit.”

micim plynem, tj. heliem®®. Pro kazdou dvojnou vazbu se
tvoii dva diagnostické ionty charakterizujici polohu dvoj-
né vazby, viz obr. 4 a 5. K vyznamnému zlepSeni doslo pfi
pouziti hybridniho hmotnostniho spektrometru Q-trap
(AB SCIEX), kde jsou od sebe jednotlivé faze procesu, tj.
vybér iontll, reakce s ozonem a detekce produkti, fyzicky
odd&leny®*. Zlepseni citlivosti a rychlosti detekce bylo
dosazeno diky vyssi koncentraci ozonu v tlumicim plynu.
Spektra OzID lze zaznamenavat v kratkém casovém inter-
valu, proto je metoda vhodna i pro lipidomickou analyzu
srychlym sbérem dat, vcetné metod zalozenych na
LC-MS (cit.®>%%). Technika OzID se stala uzitenym na-
strojem také pro zkoumani geometrie dvojnych vazeb
a polohy nenasyceného acylového fetézce na glycerolu®.
Experimenty ukazaly, Ze reaktivita cis a trans dvojnych
vazeb s ozonem se vyrazné lisi, coz se projevuje riznym
pomérem intenzity charakteristickych OzID iontt (obr. 6).
U mnoha lipidovych tfid je reaktivita trans izomeru
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OzID lze kombinovat s CID a ziskat tak podrobné;jsi
informace o struktufe daného lipidu. Experimenty CID/
OzID v linearni iontové pasti nebo pristroji Q-trap jsou
uzite¢né pro jednoznacné ptifazeni polohy dvojné vazby
a sn-pozice acylovych fetézct v glycerofosfolipidech®.
OzID lze také vyuzit v hmotnostnich spektrometrech
s iontové mobilitni celou s pohybujici se vlnou (travelling
wave ion mobility, TWIM). OzID v hmotnostnim spektro-
metru Synapt (Waters) je mozné uskute¢nit dvéma zpu-
soby®®”®. V jednom usporadani je ozon piivadén piivodem
pro kolizni plyn do ,trap“ a ,transfer cely’, zatimco ve
druhém je ozon veden do iontové mobilitni cely®. Vysoka
koncentrace ozonu zajistuje vznik velkého mnozstvi pro-
duktovych iontd b&éhem kratké doby a OzID na téchto
pristrojich tak dosahuje vynikajicich parametri. OzID na
ptistrojich Synapt je kompatibilni s ultra u¢innou kapali-
novou chromatografii, coz bylo ukdzano pro izomerni
fosfatidylcholiny®. P#i analyzach vzorkii plazmy bylo
demonstrovano, ze OzID na pfistroji s velmi vysokym
rozliSenim typu orbitalni past mize pomoci zvysit pocet
identifikovanych lipida’™. Vysoké rozlideni umoZiiuje
rozliSit téméf izobarické lipidy, jako jsou plazmalogeny
a plazmanyletherové lipidy. OzID v kombinaci s iontovou
mobilitou otvird dal$i moznosti pro analyzu izomerl lipi-
di v biologickych vzorcich. Rozlieni stereoizomerti dvoj-
nych vazeb bylo dosazeno na pfistroji Agilent IMSQTOF
v uspofadani LC-OzID-IMS-MS (cit.”?). Spektrometr byl
upraven tak, aby mohl byt ozon zavadén do oblasti vyso-
kotlaké iontové nalevky (ion trapping funnel), ktera je
v tomto pfistroji predifazend iontové mobilitni cele. Cis
a trans izomery tak bylo mozné rozlisit na zaklad¢ jejich
driftovych ¢asti a pomérit OzID produktovych iontl. Ten-
to postup nezahrnuje zadny krok izolace iontt, a diky své
rychlosti je proto vhodny pro lipidomiku’.

Reakeni rychlost ozonolyzy zavisi na druhu aduktu
alkalického kovu a na uspotadani dvojnych vazeb v alifa-
tickych fetézcich lipida®. V piipadé methylestert oktade-
kadienovych mastnych kyselin s konjugovanymi dvojny-

M;g\/\/\/\/
\r(\/\/\/\/\/\/\/

]
+ B
(HQC)SN’\/°§N2\)\’°

[}
* P  —
(HBC)BNNO_ENZ\)\/W
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= CQH‘ﬁ/\fSH‘BO m/z 830
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Obr. 5. Piredpokladany mechanismus reakce [PC (16:0/92-18:1) + Na|" s ozonem pii OzID. Prepracovano podle cit.
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Obr. 6. OzID spektra fosfatidylethanolaminu PE 18:1 (n—9,
cis)/18:1 (n—9, cis) (horni spektrum) a PE 18:1 (n—9,
trans)/18:1 (n—9, trans) (dolni spektrum) ukazujici vyssi in-
tenzitu produktovych ionti OzID pro trans izomer. Piepraco-
vano podle cit.*®

mi vazbami (konjugované kyseliny linolové, CLA) je re-
akce tak rychla, ze jiz neni nutny krok zachyceni v iontové
pasti a pro ozonolyzu lze pouZit trojity kvadrupol®. Byl
zkoumdn vliv kationizace rliznymi ionty kovil na iontové
mobilitni separaci OzID produktli fosfatidylcholint
a triacylglyceroli. Pro experimenty byla pouzita iontova
mobilitni spektrometrie s vysokonapétovou asymetrickou
vlnovou funkei (FAIMS) spojena s pfistrojem s iontovou
pasti’’. Ackoli kationizace ionty Ag” a Cu' separaci zlep-
Sila, vytéznost OzID reakce se snizila pravdépodobné
v dtisledku silnych interakci kovii s dvojnymi vazbami.
Jak je uvedeno v ptredchozi kapitole, derivaty AMPP"
zlepSuji detekci mastnych kyselin diky permanentnimu
kladnému néboji. Uginnou ionizaci AMPP" derivati lze
vyuzit také pro zvyseni citlivosti OzID (cit.”®), zejména pii
zavadeéni vzorku pfimou infuzi. Metoda je zaloZend na skenu
prekurzorového iontu AMPP?, kdy v piipadé jeho detekce se
automaticky spusti OzID. Tento postup byl pouzit pro struk-
turni analyzu mastnych kyselin v novorozeneckém mazku
(vernix caseosa)’®. Bylo prokazano, Ze OzID poskytuje infor-

mace o dvojnych vazbich v mnoha riiznych lipidech, véetné
56,71,72,79,81

fosfolipidi =026+ 69T2T57779 " sfingolipidi , acyl-
glycerola®***">7>77 " methylesterti mastnych kyselin®"®,

(O-acyl) hydroxymastnych kyselin®, AMPP" derivati

R2
RP\/ + O:<

hv

—_—

Schéma 3. Paterno-Biichiho derivatizace dvojné vazby acetonem
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72,74,75

mastnych kyselin”, cholesterylesteri a rostlinnych

metaboliti*.

OzID je vybornym nastrojem pro studium struktury
nenasycenych lipidd, ale vyzaduje upravy hmotnostnich
spektrometri. Pokud takové modifikace nejsou mozné, lze
ozonolyzu provést jednoduse pomoci in-line reaktoru pied
hmotnostnim spektrometrem™. Kapalny vzorek protéka
teflonovou hadickou vlozenou do lahve obsahujici ozon.
Nenasycené lipidy reaguji s ozonem, ktery pronika sténou
hadicky, a aldehydové produkty ozonolyzy jsou nasledné
ionizovany v iontovém zdroji (O3;-MS). Tento pfistup byl
pouzit pfi LC analyze methylesterd mastnych kyselin™,
CLA™, a fosfolipida®*. Dalsi zptsob ozonolyzy v rozto-
ku je zaloZen na ozafovani kiemenné kapilary nizkotlakou
rtutovou UV lampou™. Kyslik rozpuitény v mobilni fazi
se pfeméni na ozon, ktery nasledné reaguje s nenasyceny-
mi lipidy. V jiném uspofddani je mikroreaktorem semiper-
meabilni teflonova hadicka obto¢ena kolem UV lampy®’.
Okolni ozon generovany lampou difunduje do reaktoru
a iniciuje ozonolyzu. UV lampa muze byt také umisténa
v blizkosti sprejovaciho emitoru v iontovém zdroji pro
nanoESI (cit.”").

6. Paterno-Biichiho reakce

Paterno-Biichiho (PB) reakce, znama od roku 1909,
je fotochemickd reakce mezi karbonylovou slouceninou
aalkenem, pfi niz vznikaji oxetanové produkty
(schéma 3). Reakce se fadi mezi [2+2] cykloadice®. Uzi-
teCnost PB reakce pro lokalizaci dvojnych vazeb v lipi-
dech ukazali Ma a spol. v roce 2014 (cit.*®). Reakce probi-
hala béhem nanoelektrosprejové ionizace pusobeni UV
zateni nizkotlaké rtut'ové vybojky (254 nm) v pfitomnosti
acetonu. Oxetanové produkty byly podrobeny CID, pfi
které vznikaly produktové ionty specifické pro pozici
dvojné vazby.

Metoda PB-MS/MS ma fadu vyhod: jednoduché expe-
rimentalni provedeni, vysokou rychlost, pouzitelnost pro
vice tfid lipidd a ¢inidla, kterd jsou kompatibilni s ESI
i LC (cit.*®). Od svého zavedeni byla metoda pouzita
k charakterizaci Siroké $kaly nenasycenych lipida, véetné
fosfolipida®?’, sfingolipidt®®, glycerolipida™ "', mast-
nych kyselin'®"% a steroida'”'® v riznych matricich.

Aceton pouzity v ptivodnim &lanku®™ je stale nejpou-
zivan&jSim PB cinidlem. Je kompatibilni s ESI ionizaci,
dobfe se misi s vodou a organickymi rozpoustédly a roz-
pousti lipidy v irokém rozsahu polarit*®*”''°. Nevyhodou
je jeho sklon k bo¢nym reakcim, které snizuji vytézek

R% R%
+

o} o

R R
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a citlivost detekce. Mezi vedlejsi reakce patii naptiklad
oxidace lipidli aadice acetylovych radikdli na lipidy
(Norrishovy reakce)®. Proto byla navrzena &inidla umoz-
nujici provadéni PB reakci pii delSich vinovych délkach,
napt. benzofenon®'®® benzaldehyd'", acetylpyridiny”’,
2-benzoylpyridin''? nebo antrachinon''?. Aktivace karbo-
nylové skupiny fotony s niZ8i energii ¢astecné eliminuje
vedlejsi reakce'' a svételné zdroje del3ich vinovych délek
minimalizuji zdravotni rizika'®'". Jednou zmoznosti
zlepSeni vytézku PB reakce je zavedeni elektronegativnich
skupin. Ptikladem mize byt 2,4,6-trifluoracetofenon, ktery
poskytuje dobry vytézek reakce a vyrazné snizuje chemic-
ké interference''®. V prvni praci o tvorbé oxetanti ve vidi-
telném svétle je popsano pouziti benzofenonu a fluo-
rescenéni lampy (>400 nm) nebo OPO laseru (520 nm)''°.
Za téchto podminek vede cykloadi¢ni reakce ke vzniku
oxetanl jinym mechanismem nez PB reakce. Viditelné
zafeni aktivuje protonové véazany komplex vytvofeny
z ¢inidla a nenasyceného lipidu, nikoliv samotnou karbo-
nylovou skupinu, jako je tomu u PB reakce iniciované
UV svétlem.

PB derivatizace probihajici online nebo off-line se
pouzivaji v fad¢ lipidomickych experimentd, a to jak pfi
analyze piimou infuzi vzorku (,,shotgun®)**1911° tak pyi
LC-MS analyze’**!'""!"8 'V _shotgun“ analyze je nanoESI
emitor ozdfen UV nebo Vis lampou a derivatizované lipi-
dy jsou charakterizovany pomoci MS? (cit.*®). V piipads
LC separace je do systému zapojen prutokovy mikroreak-
tor, kde probihé derivatizace’®. PB-MS/MS je rovn&z pou-
zitelnd pro analyzu jedné bunky. Derivatizacni reakce
probiha v mikropipeté, kterd slouzi k odbéru bunék a bu-
nécné lyzaci, a zaroverti také jako PB mikroreaktor a nano-
ESI emitor'”'. PB reakci Ize také provadét v hmotnostnich
spektrometrech s iontovou mobilitou, coz vede ke zlepSeni
separace a identifikace lipida'®'"’. Xie a spol. vyvinuli
metodu pro kvantitativni analyzu konjugovanych mast-
nych kyselin. Tato metoda kombinuje PB derivatizaci
s iontoveé mobilitni separaci zndmou jako TIMS (Trapped
Ton Mobility Spectrometry) pied MS?. Technika byla pou-
Zita ES stanoveni geometrie a polohy dvojnych vazeb CLA
(cit. 7).

7. Zavér

V prvni dilu piehledového ¢lanku je shrnuta ¢ast no-
vych modernich metod hmotnostni spektrometrie pro cha-
rakterizaci nasobnych vazeb v acylovych fetézcich lipidi
s vyuzitim LC-MS a ionizace za atmosférického tlaku.
V této oblasti doslo v poslednich letech k rychlému vyvo-
ji. Byla publikovéna fada dalSich zajimavych metod, které
se do prvni casti nevesly a budou popsany ve druhé ¢asti
¢lanku. Druhd ¢ast bude vénovana urceni polohy nasob-
nych vazeb s vyuzitim epoxidace, tvorbé aduktd vznikaji-
cich z acetonitrilu pti chemické ionizaci za atmosférického
tlaku, fotodisociaénim reakcim a technikam disociace
iontl po interakci s elektrony.
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S. Strnad, V. Vrkoslav, and J. Cva¢ka (Institute of

Organic Chemistry and Biochemistry, CAS, Prague,
Czech Republic): Location of Double or Triple Bonds in
Lipids Using Mass Spectrometry, Part I

Structural analysis of lipids is one of the classical

topics of organic mass spectrometry. In recent years, we
have witnessed a rapid development of new methods that
allow the characterization of lipid structures more accu-
rately, more rapidly, and in more complex samples. These
methods are mostly based on derivatization reactions or
newly available fragmentation techniques. Basic mass
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spectrometric analysis of lipids, i.e., determination of lipid
class, acyl chain length, and degree of unsaturation, is
usually relatively easy but the detailed structural descrip-
tion is more challenging. In this two-part review article,
we present advances in mass spectrometry for characteriz-
ing double and triple bonds in lipid acyl chains by LC-MS
and direct ionization of liquid samples at atmospheric
pressure. The first paper discusses charge-switch derivati-
zations, ozonolysis, and the Paterno-Biichi reaction.
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Matrix Gla protein (MGP) je cirkulujici protein s nizkou molekularni hmotnosti, ktery plisobi jako pfirozeny inhibitor
kalcifikace. Radime ho do skupiny proteint oznagenych jako vitamin K dependentni proteiny. Jeho hlavni funkei je pre-
vence ukladani vapniku do mékkych tkani. Pro spravné fungovani musi byt MGP dostate¢né karboxylovan a fosforylovan,
coz je proces, ktery vyzaduje vitamin K, jako kofaktor gamma-glutamylkarboxylasy. Nedostatek vitaminu K se projevuje
kardiovaskularnim onemocnénim, nedostate¢nou mineralizaci kostni tkané¢ a vznikem kalcifikujicich deposit v mékkych
tkénich. Cilem prace bylo navrzeni metod pro sledovani hladiny MGP a defosforylovaného nedostatecné karboxylovaného
MGP (dp-uc MGP) za vyuziti imunochemické detekce a aplikovat je na analyzu redlnych pacientskych vzorki pro pouziti
v klinickych laboratofich, kde by tyto markery mohly slouZit jako potencionalni markery zdvaznosti kloubnich onemocné-
ni, kardiovaskularnich onemocnéni a také jako markery vypovidajici o stavu vitaminu K v organismu.

Klicova slova: ELISA; hladiny vapniku a fosforu; kostni metabolismus; matrixové proteiny, vitamin K

Uvod u savcich retikulocytt in vitro je 2,8 hodiny. Zatimco se
predpoklada, ze karboxylace ma vliv na vazbu vapniku
Heterotopické osifikace a kalcifikujici tendinitida mezi dvé rezidua karboxylové kyseliny, fosforylace ma
patfi mezi onemocnéni mékkych tkani pohybového apara- ovlivnit uvoliiovani MGP do bunék’. ProtoZe ob& modifi-
tu s neznamou etiologii*. Heterotopické osifikace jsou kace mohou byt provedeny neuplné, mohou byt identifiko-
charakterizovany jako vznik lameldrni kosti uvnitt mék- vany rizné formy téchto MGP. Ackoli uloha MGP neni
kych tkani. Vznikaji nej¢astéji po operaci nahrady kycelni- zcela znama, predpoklada se, ze jeho exprese v subendote-
ho kloubu'?. Jsou zavaznou komplikaci, ktera mize vést lidlnich makrofazich a burikdch hladkého svalstva cév je
k omezeni hybnosti operovaného kloubu s nutnosti dalsiho zapojena do vaskularni kalcifikace jako dulezity lokalni
operaéniho zakroku™. Pfi¢ina vzniku téchto osifikaci za- inhibitor®. Syntéza MGP podléha dvéma posttranslaénim
tim stale neni jasnd, nicméné existuji rizikové faktory, modifikacim: vitaminu K-dependentni y-glutamatové kar-
které vznik tohoto onemocnéni vyrazné podporuji. Jak je boxylaci a serinové fosforylaci'®'?. Nedostatek vitaminu
ukézano na obr. 1, do procesu kostniho metabolismu je K u dialyzovanych pacientii komplikuje karboxylaci MGP
zapojena fada molekul v riznych molekularné- (cit.”). V n&kolika studiich byl prokézan klinicky vyznam
biologickych procesech. Néekteré z téchto molekul by se stanoveni hladin MGP v krevnim séru pacientli pro dia-
mohly stat vhodnymi prognostickymi markery osifikace™. gnostiku kardiovaskularnich onemocnéni a osteoartro-
Matrix y-karboxyglutamatovy (Gla) protein (MGP, zy"'"*17 V soukasnosti je k dispozici velmi mélo infor-
9531 Daltoni, pl 8,66) patii do skupiny matrixovych pro- maci o vztahu MGP k heterotopické osifikaci. Pro analyzu
teind, jejichz vyznam je momentalné intenzivné studovan. proteintl jsou vyuzivany predevs§im imunochemické meto-
MGTP je jeden z rodiny vitamin K-dependentnich proteini dy v rtizném uspofadani'®'®. Tyto metody jsou vhodné pro
(VKDP). Tato rodina ¢ita celkové 17 VKDP. Propeptid je monitorovani velmi nizkych koncentraci proteini. Cilem
pfi maturaci odstépen karboxypeptidasou N. MGP obsahu- prace bylo navrzeni metod pro sledovani hladiny MGP
je ve své molekule 5 karboxyglutamati a 3 fosfoseriny. a dp-uc MGP jako potencidlniho markeru heterotopické
Mezi pozicemi 73 a 79 je disulfidova vazba a mezi pozice- osifikace, kalcifikujici tendinitidy ramene ¢i kardiovasku-
mi 51 a 97 je vlastni Gla doména. Biologicky polocas larnich onemocnéni.
Chem. Listy 717, 694700 (2023) https://doi.org/10.54779/ch120230694
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Obr. 1. Kostni metabolismus predstavuje celou Fadu slozitych vazeb. Na zjednoduseném schématu jsou naznaeny vazby
k transkripénim faktorim jako je NF-kB, NAFATIC, SXR/PXR. Je piedpokladana asociace vitaminu K, s ¢-MGP proteinem, c-OC
(osteokalcinem). Zde je interakce vapenatych iontd s kolagenovymi vlakny. Na regulaéni urovni zde vstupuji PTH (parathormon)

i vitamin D.

r wr

Experimentalni ¢ast
Pouzité chemikdlie

Isopropanol, hexan, diethylether a fluorid amonny
byly v LC-MS C¢istoté. Deuterizované standardy vitamint
(MK-7-7- a K;-d7) byly zakoupeny v Toronto Research
Chemicals Inc. (Toronto, ON, Kanada). Fylochinon, MK-7
a ostatni chemikalie pouzité pro analyzu byly zakoupeny
od spolecnosti Merck (Darmstadt, Némecko) v €istoté p.a.
Chemicka/biochemicka analyza vyuzivala pracovni rozto-
ky od spole¢nosti Siemens (USA).

Biologicky material a pfiprava roztoku a vzorka

Pro primarni analyzu bylo ziskano pfiblizné 5 ml krve
do zkumavek Vacuette s akceleratorem hemokoagulace.
Naslednou centrifugaci (Avanti J-15R, Beckman Coulter
(USA) 1500 g, 10 min, 4 °C) bylo oddéleno krevni sérum
pro biochemickou analyzu. Pfed kazdym odbérem krve
byl podepsan informovany souhlas. VSechna vySetfeni
jsou v souladu se zasadami Helsinské deklarace. Kontrolni
skupina zdravych probandl bez postizeni pohybového
aparatu byla vybrana tak, aby vékové byla podobna skupi-
n¢ pacienti (# = 30). Skupiny pacientli s onemocnénim
pohybového aparatu byly rozdéleny na skupinu
s kalcifikujici tendinitidou ramene (» = 21); dale s hetero-
topickou osifikaci kyc¢le (n = 19); s kalcifikaci kolene (n =
1); a s artritidou (n = 2).
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MGP ELISA stanoveni

Pro detekci MGP byla vyuzita metoda ELISA
(Human Matrix Gla Protein, MyBioSource, USA). Sekun-
darni protilatka byla znacend kienovou peroxidasou a jako
substrat byl pouzit 5 mmol I"' TMB (tetramethylbenzidin)
s obsahem 3 mmol I"! peroxidu vodiku. K zastaveni reak-
ce je pouzivan piidavek 0,1 mol 1" kyseliny sirové. Lid-
sky MGP byl pouzity jako kalibrator. K promyvani bylo
vyuzito TECAN zafizeni. Méfeni bylo provedeno na des-
tickovém Ctecim zafizeni Infinite (Tecan, Japonsko). Cteni
barevného produktu reakce bylo nastaveno na stfed jamky
pfi 540 nm. Data byla vyhodnocena metodou kalibraéni
kfivky. Vice podrobnosti je uvedeno v praci Schurgerse'’.

IDS-iSYS analyza

Analyza dp-uc MGP byla provedena plné¢ automati-
zované na IDS-iSYS (Immuno-diagnostic Systems Hol-
dings PLC, UK) za vyuziti IDS InaKtif MGP (dp-uc
MGP). K detekci je vyuzivana fluorescenéné znacena
monoklonalni protilatka dp-uc MGP. K detekei bylo vyu-
zito chemiluminiscence (CLIA). Mnozstvi davkovaného
vzorku séra bylo 50 pl. Dalsi podrobnosti jsou uvedeny
v metodice analyzy.

LC-MS/MS analyza
K analyze vitaminu K, a vitaminu K, (MK-7) v séru

byl pouzit chromatograficky systém Agilent Technologies
1290 Infinity IT LC (Agilent Technologies, Santa Clara,
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CA, USA) s autosamplerem, pumpami a termostatovanou
kolonou za pouziti ionizace elektrosprejem v pozitivnim
moddu. Hmotnostni detekce byla provadéna pomoci trojité-
ho kvadrup6lu v médu MRM (Agilent 1290, Triple Quad
6470, Agilent Technologies). Jako vnitini standardy byly
pouzity isotopové znacené formy vitaminu K (MK-7-d7,
K;-d7). Pfed samotnou analyzou bylo nezbytné provést
predtipravu vzorku extrakei tuhou fazi (SPE). Vzorky byly
separovany na koloné¢ SB-C8 (2,1 x 100 mm, 1,8 um,
Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) pti 40 °C za
pouziti gradientu mobilnich fazi (A — 0,1% fluorid amon-
ny v 50% methanolu, B — 0,1% fluorid amonny
v methanolu). Doba separace byla pfiblizné 9 minut. Pro
ptipravu vzorku bylo pouzito 500 ul séra, ke kterému bylo
pridano 10 pl vnitiniho standardu. Nésledné byly ptidany
2 ml ethanolu, aby doslo k uvolnéni vitamini z vazby.
Poté byl vzorek 5 min extrahovan do 4 ml hexanu a centri-
fugovén pti 3727 g po dobu 10 min. Organicka vrstva byla
nasledné odpatena pod proudem dusiku a lipidovy extrakt
byl rozpustén ve 2 ml hexanu. U takto pfipraveného vzor-
ku byla provedena SPE. Extrakéni kolonky byly aktivova-
ny postupné 9 ml hexanu a k eluci byla pouzita smés di-
ethyletheru s hexanem (3:97). Takto pfipraveny vzorek byl
nasledné¢ opét odpaten a odparek rozpustén ve 100 pl pro-
pan-2-olu. Pripraveny vzorek se pienesl do vialky a byl
analyzovan metodou LC-MS/MS. Dalsi detaily jsou uve-
deny v praci Dunovské®.

Chemicka analyza

Pro chemickou analyzu vzorkii pacientli byl pouzit
analyzator Atellica Solutions CH 930 (Siemens, USA)
a Atellica Solutions IM (Siemens, USA), ktery pouzi-
va mikroobjemovou technologii pro fotometrické analyzy.
Byly stanoveny koncentrace Ca, P, ALP, kreatininu
a 25-(OH) vitaminu D. Ultracista voda byla pfipravena na
zafizeni ELGA (Londyn, Spojené kralovstvi), pH bylo
kontrolovano na pH metru (VWR, USA).

Statistické a matematické vyhodnoceni

Veskera analyzovana data byla pfevedena do labora-
torni databaze QINSLAB a statisticky vyhodnocena.
Vsechny analyzy byly provedeny minimalné ve
3 opakovanich. Analytické parametry LOD a LOQ byly
vypo&itany podle prace Hubaouxe a Vose?'.

Vysledky a diskuse

Biochemicka a chemicka analyza krevnich
sér pacientd

Ve sledovaném  pilotnim  souboru  pacientl
s onemocnénim pohybového apardtu byly analyzovany
vybrané biochemické parametry souvisejici s kostnim
metabolismem (tab. I). Podle diagnoz byly vytvoreny sku-
piny. V jednotlivych skupinach byly stanoveny hladiny
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analytd biochemickych markert vyjadienych jako primeér-
né hodnoty ALP (ukat I™"): kontrola (1,2); ramena (1,3);
ky¢le (1,5); kolena (1,6); artritida (1,0); kreatinin (umol I™"):
kontrola (81,6); ramena (69,4); kycle (71,2); kolena
(83,6); artritida (66,4); Ca (mmol I'"): kontrola (2,4); ra-
mena (2,4); kycle (2,5); kolena (2,5); artritida (2,4); P
(mmol 1'): kontrola (1,1); ramena (1,2); ky¢le (1,1); kole-
na (0,9); artritida (1,2); 25-(OH)-vitamin D (nmol 1):
kontrola (86); ramena (73); ky¢le (58); kolena (62); artriti-
da (88). Zejména u vitaminu K, byl pozorovéan pozitivni
ucinek na kostni hmotu, kde piisobi na osteokalcin v pri-
beéhu jeho karboxylace. Dostatecna karboxylace je také
nezbytna u MGP. Hladiny vybranych vitaminti byly analy-
zovany technikou LC-MS/MS (cit.***). Vitamin K,
MK-7 (nmol 1'"): kontrola (0,31); ramena (0,30); ky&le
(0,37); kolene (0,96); artritida (0,38). Z téchto prvotnich
experimentalnich dat byla provedena korelacni analyza
testovanych primérnych biochemickych ukazateli stano-
venych v séru. Byla zjiSténa korelace k hlading sérového
25-(OH) vitaminu D a ALP (r = -0,881), dale MK-7
a MGP (r=0,995), MGP a P (r=-0,894) a MGP a Ca (r =
0,768).

Spektrofotometrické stanoveni celkového MGP

Byly publikovény studie zabyvajici se rozdily v kon-
centracich MGP v séru u zdravych probandi, u pacientli
s anginou pectoris, onemocnénimi chrupavky a osteoar-
trozy'>* 2. Autofi naznaduji, ¢ MGP by se mohlo pouzi-
vat jako marker aktivity osteoartrézy™.

Zavislost zmény signdlu na koncentraci MGP

V nasi praci jsme optimalizovali postup pro stanoveni
celkového MGP v biologickém vzorku. Po primarnim
promyti desticky bylo k analyze pouzito 100 ul vzorku
(10% fedéné sérum). MGP se vazal na primarni protilatku
ukotvenou k povrchu desticky. K vlastni detekci byla vyuzita
protilatka znacena peroxidasou (inkubace 60 min, 37 °C,
100 rpm v 0,01 mol 1" PBS, pH 7,0). Jako vhodny sub-
strat byl vyuzivan 5 mmol I"' TMB. Oxidaci TMB vznika
typicky barevny produkt (vlozeny obrazek v obr. 2Ab).
Byla testovana zavislost signalu na koncentraci MGP (40,
20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 a 0 ng ml""). Obr. 2Ab ukazuje
linearni &ast od 0 do 10 ng mI™". Ze ziskanych dat (n = 12)
byly vypocteny analytické parametry: r = 0,9968; RSD =
9,3 %; LOD = 1,6; LOQ = 5,4 ng ml™'; QC = koeficient
7,4 %. Ziskana zavislost byla vyuzita pro stanoveni kon-
centrace MGP v séru pacienttl.

Koncentrace MGP u vzorkii pacienti

Kromé¢ toho byla ELISA metoda dale vyuzita pro
stanoveni MGP proteinu u vybranych pacientii s dobrou
reprodukovatelnosti do 20 %. Celkem bylo analyzovano
76 vzorkd krevnich sér (obr. 3Aa). Primérna hladina
MGP byla 25,9 ng ml' s medidnem 20,5 ng ml"' a ex-
trémy minimalni koncentrace 8 ng ml™' a maximalni kon-
centrace 73,1 ng ml™'. V tomto vzorku bylo analyzovéno
29 kontrol s primérou hladinou MGP 22,9 ng ml'
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Popis biochemickych a chemickych parametrii sledované skupiny probanda®

Popis sledované Zdravi probandi Kalcifikace kolene Kalcifikace ramene Osifikace kycle Artritida

skupiny

Pocet ptipadi, n 30 1 21 19 2

Vek 58 (58) 62 (62) 50 (49) 65 (73) 59 (59)

Alkalicka fosfatasa 1,2+ 0,4 (1,2) 1,6 (1,6) 1,3+0,3(1,3) 1,5+ 0,5 (1,5) 1,0+£0,2 (1,0)
(ALP), pkat I

Kreatinin, pmol 1" 81,6 +20,5 (80,9) 83,6 (83,6) 69,4+ 13,5(64,5) 71,2+20,2(72,4) 66,4+ 18,9 (66,4)
Celkové vapenaté 2,4 +0,1 (2.4) 2,5(2,5) 2,4+0,1(2.4) 2,5+0,2(2,5) 2,4+0,1(2,4)
ionty, mmol I"*

Celkové fosfaty,  1,1+0,2(1,1) 0,9 (0,9) 1,2+0,2(1,2) 1,1 £0,2(1,2) 1,2+0,2(1,2)
mmol 1!

25-(OHI) vitamin D, 86 £ 16 (88) 62 (62) 73 +£16 (75) 58 £ 14 (59) 85+ 16 (85)
nmol 1"

MK-7, ng ml™ 0,31 £0,16 (0,28) 0,96 (0,96) 0,30+0,13 (0,27) 0,37+0,26 (0,33) 0,38 +0,09 (0,38)
MGP, ng ml™' 23+ 11 (18) 65 (65) 23+ 16 (19) 28+ 16 (23) 33 +28(32)

* Data jsou uvedena jako primérné hodnoty a smérodatna odchylka, v zavorce je median.

a medianem 18 ng ml™'. U 21 vzorkd pacientil byla pra-
mérna hladina MGP 30,2 ng ml™" a median 27,9 ng ml™".
Statisticky nebyl prokdzén rozdil v koncentracich MGP
mezi skupinami (p = 0,2191) (obr. 3Ba). Na obr. 3Ca je
ukazan rozdil distribuce koncentrace MGP mezi pohlavi-
mi. U muzi byla koncentrace MGP 21,4 ng ml™" s media-
nem 21,3 ng ml™" a u en byla primé&ma koncentrace MGP
16,9 ng ml™' a median17,0 ng ml™". Statisticky nebyl pro-
kazéan rozdil v koncentracich MGP mezi skupinami (p =
0,11). Podle frekven¢niho histogramu je vétSina hodnot
sérové koncentrace MGP v intervalu od 6 do 14 nmol I"'.

Chemiluminiscenéni stanoveni celkového
dp-uc MGP

V nékolika studiich byl jako mozny prediktor morta-
lity popisovan dp-uc MGP (cit.*”*"). dp-uc MGP by mohl
mit vyssi klinickou specificitu nez MGP, proto jsme se
pokusili tento protein stanovit. Koncentra¢ni hladiny dp-
uc MGP jsou velmi nizké, a proto jejich stanoveni vyzadu-
je pozornost.

Zavislost zmény signdlu na koncentraci dp-uc MGP
Analyza probihala za vyuziti pln¢ automatizovaného
systému (davkovani vzorku, promyvani, inkubace, detek-
ce). K detekci je vyuzivano fluorescencné znacené proti-
latky, ktera se specificky vaze na detekéni komplex. Flu-
orescen¢ni signal pozadi je pomérné nizky, a tak je mozné
rozli$it 1 velmi nizkou koncentraci stanovovaného analytu.
Na obr. 2B je zavislost fluorescen¢niho signalu na koncen-
traci dp-uc MGP (0-15 000 pmol I'). Zavislost nebyla
linedrni a pro urceni koncentrace ve vzorcich vyhovoval
model kvadratické kiivky (y = —19418 + 4517x —
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0,0009x%). Kalibradni experimenty byly provedeny
v n€kolika nezavislych opakovanich (n = 8) s dobrou rela-
tivni chybou kolem 8,9 %. Ze ziskanych dat bylo mozné
uréit LOD = 105 a LOQ = 320 pmol I"". Ve vlozeném
obrazku v obr. 2B je zéavislost signdlu na koncentraci dp-
uc MGP linearizovana logaritmovanim (r = 0,995).

Koncentrace dp-uc MGP u vzorkii pacientii

Na obr. 2 B ve vlozeném obrazku je ukazana distribu-
ce méfenych signalit dp-uc MGP v plasmé a séru stejného
vzorku. Primémé koncentrace byly v plasmé& zvySené
v porovnani se sérem (n = 14, primér 501 pmol ') a séru
(n =11, pramér 492 pmol I'"). Hladina dp-uc MGP v séru
je velmi nepatrné nizsi nez v plasmé (do 10 %), coz muze
zpusobovat komplikace pfi automatizovaném vyhodnoce-
ni koncentrace ve vzorku. Celkem bylo analyzovano
41 vzorkt krevnich sér (obr. 3Ab). Primérma hladina dp-
uc MGP byla 2,47 ng ml"' s medianem 2,5 ng ml™' a ex-
trémy minimalni koncentrace 2 ng ml™' a maximalni kon-
centrace 4 ng ml™". V tomto vzorku bylo analyzovano
29 kontrol s pram&rnou hladinou dp-uc MGP 2.5 ng ml’
a medianem 2,4 pmol I"". U 21 vzorki pacientd byla pri-
méma hladina dp-uc MGP 2,55 ng ml' a median
2,5 ng ml'. Statisticky nebyl prokazan rozdil v koncen-
tracich dp-uc MGP mezi skupinami (obr. 3Bb). Na
obr. 3Cb je ukazan rozdil distribuce koncentrace dp-uc
MGP mezi pohlavimi. U muzt byla koncentrace dp-uc
MGP 2,45 ng ml"' s medidnem 2.4 ng ml"' a u Zen byla
primérna koncentrace dp-uc MGP 2,52 ng ml"' a medién
2,5 ng ml'. Statisticky nebyl prokazan rozdil v koncen-
tracich dp-uc MGP mezi skupinami. Podle frekven¢niho
histogramu je vétSina hodnot sérové koncentrace dp-uc
MGP v intervalu od 6 do 14 ng ml™". Hladiny dp-uc MGP
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Obr. 2. ELISA detekce MGP v krevnim séru. Zavislost na koncentraci MGP (40, 20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 a 0 ng ml™") (A), vlozeny
obrézek linerni zavislost (0-10 ng ml™") (Ab). Sekundarni protilatka znadena kfenovou peroxidasou oxiduje substrat 5 mmol I"' TMB,
15 min, 37 °C, 100 rpm za vzniku modrého zbarveni. Enzymaticka reakce je zastavena piidavkem 0,05 mol I"' H,SO,. CLIA detekce dp-
uc MGP v krevnim séru. Zména signalu na koncentraci dp-uc MGP (B) ve vlozeném obrazku logaritmicka linearizace koncentra¢ni za-
vislosti (Bb). Pro piepocet koncentraci dp-uc MGP bylo pouzito MW 12350. Pro vSechna testovani byl pocet jednotlivych opakovani 4,
chybové tsecky zobraceny jako CI (95 %). Dalsi podrobnosti jsou uvedeny v ¢asti Material a metody.

byly v séru velmi homogenni a vétSina hodnot se pohybo-
vala v intervalu mezi 2-3 ng ml™” s maximem kolem 2.5
ng ml™'. Na ziskaném vzorku korelaéni analyza mezi hla-
dinou primérnych koncentraci dp-uc MGP a MGP proka-
zala korela¢ni zavislost r = —0,66.

Zavér

Pii nedostate¢né karboxylaci MGP dochazi k tzv.
kalciovému paradoxu®, kdy se nadmérné ukladaji vape-
naté ionty do mékkych tkani na ukor kostni hmoty a nasta-
véa aberantni mineralizace mékkych tkani. Byly navrzeny
metody pro detekci MGP a dp-uc MGP spliujici zakladni
analytické charakteristiky pro pouziti v klinickych labora-
tofich. Postup byl aplikovan na redlné vzorky pacientl
s onemocnénim pohybového aparatu. V soucasné dobé
neni stanoveni celkového MGP v klinické praxi rutinné
vyuzivano a stanoveni dp-uc MGP je vyuzivano rutinné
pouze u pacientll s chronickym onemocnénim ledvin. Pi-
lotn¢ ziskand experimentalni data ukdzala na rozdily mezi
testovanymi skupinami pacienti a kontrol. Experimenty
budou dale rozsifovany na vétsi soubor pacienti pro na-
sledné vyuziti v ortopedické klinické praxi. Tyto markery
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by mohly slouzit jako potencidlni ukazatele zdvaznosti
kloubnich onemocnéni (kalcifikujici tendinitida ramene,
heterotopické osifikace), kardiovaskularnich onemocnéni
a také jako markery vypovidajici o stavu vitaminu
K v organismu.

Prdce byla realizovana za podpory instituciondlni
podpory MZ CR — RVO, FN v Motole 00064203.

Seznam zkratek

MGP celkovy MGP, také t-MGP
uc-MGP nedostate¢né karboxylovany MGP
dp-MGP defosforylovany MGP
dp-uc MGP defosforylovany nedostate¢né
karboxylovany MGP
ELISA enzymova imunoadsorb¢ni analyza
LC-MS/MS kapalinova chromatografie
v kombinaci s tandemovou hmotnostni
spektrometrii
VKDP vitamin K dependentni proteiny
VK2 vitamin K,
MK-7 menachinon-7



M. Barna a spol. Chem. Listy 717, 694—700 (2023)

o Ca
1 Aa Ba —_
% 604 60
60
50 o
£ E 404 40
5 10 B 5 ®
P g E
(4] S
g 30 = = __g_
g
20 204 = 20 o
10
Kontrola Pacienti muzi
9 0 ' 0 } -
Distribuce méfenych hodnot Distribuce méienych hodnot Distribuce méfenych hodnot
., Ab . 9 Bb ‘1 Cb .
=
E 3
3 2 g
z g g 2
T g &
= i =
5 ; =1 g 1
= n =41, primér 247 2
Kontrola Pacienti w muzi zeny
[ o 0
Distribuce méfenych hodnot Distribuce méfenych hodnot Distribuce méfenych hodnot

Obr. 3. Distribuce hladin MGP a dp-uc MGP u kontrolni a pacientské skupiny. Rozvrstveni hladin MGP u v§ech analyzovanych
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Chemiluminescent and Photometric Analysis of Matrix
Gla Protein from Patients with a Defect of Musculo-
skeletal System

Matrix Gla protein (MGP) is a circulating protein
with a low molecular weight that acts as a natural inhibitor
of calcification. It belongs to the group of vitamin K-de-
pendent proteins. For its proper function, MGP must un-
dergo vitamin K-dependent carboxylation and phosphory-
lation. Its main function is the prevention of soft-tissue
calcification. It requires vitamin K, as a cofactor for gam-
ma glutamyl carboxylase. Vitamin K insufficiency is man-
ifested by cardiovascular diseases, insufficient mineraliza-
tion of bone tissue and the formation of calcifying depos-
its in soft tissues. The aim of this study was to design
methods for monitoring the levels of MGP and dp-uc
MGP by using immunochemical detection and to apply
them to the analysis of real samples for use in clinical
laboratories. These markers could serve as potential mark-
ers of the severity of joint diseases, cardiovascular diseas-
es and also as markers indicating the status of vitamin K
in organism.

Keywords: ELISA, levels of calcium and phosphates,
bone metabolism, matrix Gla proteins, vitamin K
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Prestoze existuje fada metodik pro stanoveni zakladnich antioxidacnich parametrti u rostlin, spousta studii vyuziva
oddélené extrakce pro jednotlivé typy stanoveni. Cilem prace bylo blize specifikovat metodiku, kterd umoziuje zakladni
analyzu celkového mnozstvi fenolickych latek, flavonoidii a celkové antioxidacni kapacity z jednoho vzorku, pfi¢emz pro
minimalizaci spotfeby vzorku vyuziva destiCkovy format. Popsany extrakéni postup a snizeni spotieby vzorku soucasné
umoziuje provedeni komplementarnich analyz a blizsi charakterizaci slozeni rostlinnych vzorkd. Vysledky lze vyuzit pro
nasledné cilené analyzy, coz bylo demonstrovano na stanoveni vybranych flavonoidt analyzou GC-MS, ktera potvrdila
vysledky spektrofotometrického stanoveni. Popsané vyuziti kombinované extrakce pro analyzu rostlinnych vzorkt usnad-
nuje analyzy, snizuje mnozstvi vychoziho materidlu a umoziiuje naslednou analyzu biomolekul napt. pomoci hmotnostni

spektrometrie.

Kli¢ov4 slova: antioxidac¢ni kapacita, fenolické slouceniny, flavonoidy, reaktivni formy kysliku, abioticky stres

Uvod

Rostliny jakozto ptisedlé organismy jsou vystavovany
riznym nepiiznivym podminkam prostiedi, a to jak biotic-
kym stresim (patogeny, bylozravci), tak abiotickym stre-
sovym faktorim (chlad, sucho, zasoleni, toxicita kovd,
nedostatek zivin, mraz nebo zvySena teplota). Jednim
z klicovych znaku abiotického stresu na molekularni Grov-
ni je produkce reaktivnich forem kysliku (ROS — reactive
oxygen species), které¢ zahrnuji napf. peroxid vodiku
(H,0,), singletovy kyslik ('0,), hydroxylovy radikal
(+*OH), superoxidovy aniontovy radikal (O,™) (cit.").
V nizkych koncentracich mohou ROS hrat dilezitou roli
v signalizaci a vyvoji rostlin®*. Viechny zmin&né formy
ROS jsou ovsem schopny reagovat s nukleovymi kyselina-
mi, proteiny a enzymy, piipadné¢ s membranovymi lipidy,
coz ma za nasledek poskozeni bunék’. Proto je kli¢ové studi-
um antioxidacniho systému rostlin, ktery byl vyvinuty pro
ochranu bungk a pletiv a k neutralizaci volnych radikali®.

Fenolické slouceniny patii k nejpocetnéjsi skupiné
sekundarnich metabolitd s vyznamnou antioxida¢ni aktivi-
tou ucastnici se mnoha fyziologickych procest ovliviiuji-
cich rlist a vyvoj rostlin. Krom¢ zapojeni do kli¢eni semen,
tvorby fotosyntetickych pigmentd, strukturni a ochranné
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funkce bunécnych stén mohou fenolické latky rostlin pu-
sobit také jako signalni molekuly pro endosymbiotické
organismy (napi. mykorhizni houby)” . V ramci streso-
vych podminek jsou vyznamné pro piirozenou obranu
proti mikrobidlnim patogentim, herbivorim nebo pro
adaptaci vii¢i neptiznivym abiotickym podminkam'' ™.

Fenolické slouceniny jsou slozeny z aromatického
jadra nesouci jednu nebo vice hydroxylovych skupin, pfi-
¢emz jejich vyslednd struktura mize byt velmi rozmanita.
Rostlinné fenolické slouceniny se rozdéluji do nékolika
t¥id, mezi které patii fenolové kyseliny, flavonoidy, stilbe-
ny a lignany'®. Nejvétsi skupinou rostlinnych fenold jsou
flavonoidy zahrnujici strukturni téidy jako flavonoly, fla-
vony, flavanoly, flavanony, antokyanidy, chalkony nebo
isoflavony'®. Flavonoidy maji spole¢nou zakladni struktu-
ru skeletu C6-C3-C6 sestavajici se ze dvou aromatickych
kruhli a heterocyklického kruhu obsahujici jeden atom
kysliku. Chemicka struktura flavonoidi a dalSich rostlin-
nych polyfenoll je vyznamna pro vychytavani volnych
radikalt a jejich antioxidaéni vlastnosti zahrnuji chelataci
kovovych iontl, regeneraci antioxidacnich sloucenin
(napt. a-tokoferolu), aktivaci antioxidacnich enzymu ane-
bo inhibici tvorby enzymi produkujicich radikély.

https://doi.org/10.54779/ch120230701
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Charakterizace antioxidanti a fenolickych sloucenin
je zésadni nejen pro oblast vyzkumu rostlin, ale i pro vyzi-
vu ¢loveéka. Vzhledem k velké rozmanitosti jsou fenolické
slouceniny jako markery oxida¢niho stresu uréovany ruz-
nymi metodikami, které zavisi na odbornosti kazdé labora-
tofe. K identifikaci a kvantifikaci mohou byt vyuzity po-
kro¢ilé analytické techniky véetné vysokoucinné kapalino-
vé chromatografie spojené s UV/Vis detektorem nebo
detektorem diodového pole'’. Pro individualni separaci
a kvantifikaci se Casto pouziva rovnéz kapalinova chroma-
tografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s vysokym
rozligenim (LC-MS)'®. Pro detekei ¢asti fenolickych slou-
Cenin lze také vyuzit plynovou chromatografii ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (GC-MS)". Tyto techniky
mohou byt vyuzity pro ptesné, citlivé a selektivni stanove-
ni slouCenin v rostlinnych vzorcich, nicméné vyZzaduji
pomérné sofistikované pfistrojové vybaveni a nakladnou
udrzbu.

Rovnéz je mozné provést spektrometrické stanoveni
celkové antioxidacni kapacity (TAC), celkového obsahu
fenolickych sloucenin (TPC) a flavonoidid (TFC), které
vyuzivaji cenové dostupna c¢inidla a pfistrojové vybave-
ni*. Stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek,
flavonoidd nebo celkové stanoveni antioxidacni kapacity
patii jiz n€kolik desitek let mezi zavedené metody pro
analyzu rostlinného materidlu vystaveného abiotickym
nebo biotickym stresovym podminkdm. Prestoze se jedna
o rutinni analyzy, vyuziva spousta studii oddélené extrak-
ce pro jednotlivé typy stanoveni'*?!. Tato skutednost miize
byt limitujici pro analyzy s omezenym mnozstvim vzorku
(napt. analyza kli¢nich rostlin, ur¢itého vyvojového stadia
listt). Nezavislé extrakce mohou byt také casove narocnéj-
§i anemusi byt lehce reprodukovatelné. V poslednich le-
tech je snaha optimalizovat extrakéni postupy pro ziskani
riznych typt biomolekul z jednoho vzorku, coz mnohdy
urychluje a umoznuje praci s mensim mnozstvim materia-
Iu. Ptikladem jsou studie popisujici kombinovanou extrak-
ci pro piipravu vzorkil pro hmotnostni spektrometrii***
nebo kombinovanou extrakci pro spektrofotometrickou
analyzu riznorodych latek?. Uvedené studie umoziiuji
analyzy rozdilnych latek a pfinasi velké mnozstvi vyhod,
nicméné maji i své nevyhody. Cilem prace bylo rozsitit
metodiku pro rychlou a zékladni analyzu antioxidacnich
markerti, kterd v naslednych krocich umoziiuje stanoveni
proteinti a metabolitd metodou hmotnostni spektrometrie.
Na zavér byly vysledky srovnany s vysledky stanoveni
vybranych flavonoidi pomoci GC-MS analyzy.

r wr

Experimentalni ¢ast
Reagencie

Ke stanoveni byly pouzity standardy rutinu
(Cy7H3004¢) Cistoty > 94 %, gallové kyseliny (C;HgOs) >
99 % a askorbové kyseliny (CcHsOg) > 99 % (Merck, Neé-
mecko). Ze standardd byly pfipraveny zasobni roztoky, ze
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kterych byly pfipraveny pétibodové kalibracni kiivky
v nasledujicich intervalech koncentraci: 0,0625—-1 mM pro
rutin, 0,375-6 mM pro gallovou kyselinu a 0,125-2 mM
pro askorbovou kyselinu. Chemikalie pro extrakci: methyl-
-tert-butyl ether (MTBE; CsH;,0) Ccistoty > 99,8 %
(Merck, Némecko), aceton (C;HO) cistoty > 99,8 %,
(HiPerSolv CHROMANORM® pro HPLC; VWR Chemi-
cals) a methanol (CH;0H) cistoty > 99,9 % (HiPerSolv
CHROMANORM® pro LC-MS; VWR Chemicals). Che-
mikalie pro stanoveni fenolickych latek: Folinovo fenolic-
ké Cinidlo a uhli¢itan sodny (Na,COs;) Cistoty > 99,5 %
(Merck, Némecko). Chemikalie pro stanoveni flavonoidu:
dusitan sodny (NaNQO,) cistoty > 97,0 %, chlorid hlinity
(AICI;) cistoty > 98 % (Merck, Némecko) a hydroxid sod-
ny (NaOH) &istota p.a. (Penta, Ceské republika). Chemi-
kalie pro stanoveni antioxida¢ni kapacity: fosfore¢nan
sodny (Na;POy,) Cistoty > 96 %, heptamolybdenan amonny
((NH4)sMo070,4) Cistoty > 99 % a kyselina sirova (H,SOy)
96 % cistota p.a. (Penta, Ceska republika). Chemikélie pro
GC-MS analyzu: pyridin (CsHsN) cistoty > 99,8 %, N-
methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoracetamid (CF;CON(CH;)
Si(CH3)3) cistoty > 98,5 %, methoxyamin hydrochlorid
(CH;0NH,-HCI) ¢istoty > 97,5 % (Merck, Némecko). Pro
extrakci, ptipravu roztokl a nasledna stanoveni byla pou-
zita Cista voda spliiujici pozadavky pro méfeni na hmot-
nostnim spektrometru (HiPerSolv CHROMANORM® pro
LC-MS; VWR Chemicals).

Ptistrojové vybaveni

Pro homogenizaci byl vyuzit kulovy mlyn Retsch
Mixer Mill MM 400 umoziujici G¢innou homogenizaci
rostlinnych pletiv. ThermoMixer comfort (Eppendorf)
s adaptéry pro zkumavky a jamkovou desticku slouzil pro
inkubace a promichavéani vzorkid. Spektrofotometrické
stanoveni probihalo na destickovém spektrofotometru
Tecan, Infinite® M1000 Pro s vyuzitim polystyrenovych
prihlednych 96jamkovych desticek s plochym dnem
a maximalnim objemem 350 ul (VWR® 96 well plate,
VWR). Pro odpafeni vzorkl byl vyuzit vakuovy koncen-
trator (Speed-Vac system; Thermo Fisher, USA). Vysled-
ky ze spektrofotometrického méteni byly nasledné doplné-
ny pomoci méfeni na plynovém chromatografu Trace
1300 Gas chromatograph (Thermo Fisher, USA) ve spo-
jeni s hmotnostnim spektrometrem Q Exactive™ GC
Orbitrap™ GC-MS/MS (Thermo Fisher, USA).

Kultivace rostlin a ptfiprava materialu

K experimentu byly pouzity rostliny jahodniku
(Fragaria vesca) odridy Rujana. Vitalni a pIn¢ vyvinuté
jahodniky (3 mésice od vysazeni) byly kultivovany v ex-
perimentalnich boxech v polnich podminkach. Jeden box
s rostlinami byl vystaven abiotickému stresu, a to stresu ze
sucha. Rostliny ve druhém boxu byly kultivovany
s pravidelnou zalivkou. Tyden po puasobeni stresu byly
listy sesbirany do tekutého dusiku a lyofilizovany. Nasled-
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né¢ byly vzorky homogenizovany v kulovém mlynu
(Retsch Mixer Mill MM 400) a z homogenni smési listo-
vych vzorki bylo navazeno 10 mg pro naslednou analyzu.

Extrakce metabolita

Metabolity byly extrahovany pfidanim 1 ml vychlaze-
né smési MTBE a methanolu (3:1, v/v) a inkubovany na
ThermoMixer comfort (Eppendorf) pii 4 °C, 90 min,
1000 rpm. Po celou dobu extrakce byly vzorky uchovava-
ny na ledu nebo pii 4 °C. Vzorky byly nasledné centrifu-
govany (10 min, 12 000 g, 4 °C) a po centrifugaci byl ode-
bran supernatant do nové zkumavky. K peletu (sedimentu)
bylo nasledné ptidano 500 ul vychlazeného methanolu,
vzorky byly protiepany anasledné centrifugovany
(10 min, 12 000 g, 4 °C). Supernatant byl odebran a ptidan
k pfedchozimu supernatantu. K peletu mtze byt ptidana
smés vody a acetonu (2:8, v/v) a vzorky lze ulozit pii tep-
lot¢ —80 °C pro ptipadnou extrakci proteinti. Ze superna-
tantu bylo odebrano 600 pl a pro rozdéleni metabolitii na
polarni anepolarni frakci bylo pifidano 150 ul MTBE
a 450 pl vody. Vzorky byly dikladné promichany (Retsch
Mixer Mill MM 400, 60s, 30 Hz) a centrifugovany
(10 min, 12 000 g, 4 °C). Centrifugace rozdé¢lila vzorky na
nepoldrni a polarni frakci (spodni faze). Pro spektrometric-
ké stanoveni a GC-MS analyzu bylo dle pouzité metody
odebrano odpovidajici mnozstvi polarni faze.

Stanoveni celkového obsahu fenolickych sloucenin
(TPC)

Do jamek 96jamkové desticky bylo nanaseno 5 pl
supernatantu vzorku nebo standardu. Pro urceni pozadi
byla misto vzorku nanaSena voda. Nésledn€ bylo pfidano
12,5 pl Folinova fenolického ¢inidla (FCR) a 150 pl vody.
Ptipravend smés byla inkubovana pti 20 °C po dobu
10 min, a poté bylo do pripravenych roztokid pipetovano
37,5 ul 20% Na,CO;. Desticka byla nejprve inkubovana
a promichavana ve tmé 2,5 min pii 45 °C a 300 ot./min
(ThermoMixer). Ke vzorkiim bylo poté pfidano 45 pl vo-
dy a desticka byla nasledné inkubovana pii 25 °C po dobu
60 min (opét bez piistupu svétla). Nasledné byla zmétena
absorbance pfi 760 nm.

Stanoveni celkového obsahu flavonoidia (TFC)

Do 96jamkové desticky bylo napipetovano 10 pul ode-
braného supernatantu vzorku nebo standardu. Pro urceni
pozadi byla misto vzorku nandSena voda. Nasledné bylo
pridano 115 pl vody a 7,5 pl 5% NaNO, a smés byla inku-
bovana 5 min pfi 300 ot./min (ThermoMixer). Poté bylo
pridano 7,5 pul 10% AICl; (vodny roztok) a smés opét in-
kubovéana 5 min pi#i 300 ot./min (ThermoMixer). Po dal-
Sich péti minutach bylo pfidano 50 ul 1M NaOH. Reak¢ni
smés byla promichana 15 min pfi 300 ot./min
(ThermoMixer). Nasledné byla métena absorbance pomo-
ci destickového spektrofotometru pii 510 nm.
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Stanoveni celkové antioxidaéni kapacity (TAC)

Nejprve bylo pfipraveno reakéni ¢inidlo (28mM
Na3PO4, 4mM (NH4)6MO7024, 3,2% HzSO4) Do 0,5 ml
zkumavek bylo nanaseno 20 pl supernatantu vzorku nebo
standardu a 200 pl roztoku vySe uvedeného reakéniho
¢inidla. Pro uréeni pozadi byla misto vzorku nanasena
voda. Smés byla promichdna a inkubovana pii 95 °C po
dobu 90 min (ThermoMixer). Po ochlazeni na teplotu
mistnosti bylo pipetovano po 200 pl reakéni smési na
spektrofotometrickou desticku. Poté byla zméfena absor-
bance pii 695 nm.

Stanoveni vybranych metaboliti metodou GC-MS

Vybrané metabolity byly stanoveny dle diive publi-
kovanych studii**®. Ze vzorkd byly odebrany alikvoty
o objemu 100 pl, které byly nasledné odpateny (Speed-
Vac system; Thermo Fisher) a derivatizovany 20 pl met-
hoximac¢niho roztoku (40 mg methoxyamin hydrochloridu
v 1 ml pyridinu) a inkubovany po dobu 90 min pti 30 °C
za neustalého tiepani (800 ot./min ThermoMixer). Po in-
kubaci bylo pfidano 80 ul silyla¢niho roztoku (N-methyl-
-N-trimethylsilyltrifluoracetamid) a smés byla inkubovana
po dobu 30 min pti 37 °C za stalého trepani (800 ot./min
ThermoMixer). Derivatizované vzorky o objemu 1 pl byly
nasttiknuty pomoci TriPlus RSH autosampleru (Thermo
Fisher, USA) na kolonu TG-5SILMS GC column (30 m x
0,25 mm x 0,25 um; Thermo Fisher USA) a separovany
pomoci 28minutového teplotniho gradientu (70-320 °C)
aionizovany elektronovou ionizaci (energie elektrond
70 eV, emisni proud 50 pA, teplota iontového zdroje
250 °C). Hmotnostni spektrometr operoval s rozliSenim
60 000 a hmotnostnim rozsahem 50-600 m/z. Data byla
analyzovéna programem Skyline19.3 (cit.*®) a na zakladé
srovnani s jednotlivymi standardy.

Vysledky a diskuse

Pro ovéfeni vyuzitelnosti specifikované metodiky byl
vyuzit rostlinny materidl vystaveny abiotickému stresu,
coz umoznilo ovéfeni této metodiky pfimo v praxi. Pro
testovani byly zvoleny rostliny jahodniku, které se vyzna-
¢uji mélkou kotenovou strukturou a velkou listovou plo-
chou vyzadujici znaéné mnozstvi vody. Z tohoto divodu
byly rostliny vystaveny suchu, jelikoz nedostatek vody
v disledku sucha je zavaznym environmentalnim fakto-
rem limitujicim vyvoj a produkei rostlin.

Ze stanoveni celkového obsahu fenolickych slouce-
nin a celkové antioxidacni kapacity je patrné, Ze vystaveni
rostlin intenzivnimu nedostatku vody vede k vyznamnému
snizeni obou parametri (obr. 1). Tyto vysledky jsou
v souladu s pfedchozimi studiemi, které ukazuji, ze dlou-
hodoby a nepfetrzity stres ze sucha inhibuje celkovou
syntézu fenolickych sloucenin jak v listech, tak kofenech.
Krome¢ inhibice ristu rostlin dochézi také k poklesu foto-
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Obr. 1. Stanoveni celkové antioxida¢ni kapacity, fenolickych
latek a flavonoidi rostlin jahod vystavenych stresu ze sucha.
Svétle Sedé sloupce reprezentuji kontrolni vzorky listd jahod
a tmavé Sedé sloupce oznacuji listy jahod vystavenych su-
chu. Hodnoty jsou vyjadieny v ekvivalentech askorbové kyseliny
(AAE), rutinu (RE) a gallové kyseliny (GAE). Chybové usecky
reprezentuji smérodatnou odchylku méteni (n=3). Hvézdicka
oznacuje statisticky vyznamnou odchylku (P < 0,05, t-test)

syntetickych pigmentl, ovlivnéni rychlosti transpirace,
uzavirani praduchl, naruseni iontové rovnovahy nebo
redukci fotosyntézy"®. Obsah fenolickych latek piimo
souvisi se schopnosti vychytavat volné radikaly, coz na-
sledné¢ umoziuje provést linearni korelaci s antioxidacni
kapacitou®. Z tohoto diivodu bylo vyznamné rovnéz hod-
noceni antioxida¢ni kapacity. Ukdzalo se pfiblizné¢ 50%
snizeni celkové antioxidacni kapacity a celkového mnoz-
stvi fenolickych latek v porovnani s rostlinami rostoucimi
za standardnich podminek, coz naznacuje, ze rostliny byly
efektivné vystaveny stresovym podminkam. Stejny trend
jako u fenolickych sloucenin a antioxida¢ni kapacity byl
pozorovan taktéz u flavonoidi (obr. 2), kdy opét doslo
kjejich vyznamnému poklesu v reakci na sucho. Tyto
vysledky opét odpovidaji ptedchozim studiim®. Uvedené
analyzy dokazuji funk¢énost uvedené metodiky umoziujici
stanoveni TCP, TFC a TAC zjednoho vzorku
v destickovém formatu (obr. 3).

Nutno podotknout, ze fada autord ve svych studiich
prokazala, ze produkce fenolickych latek v rostlinnych
pletivech i za abiotickych stresovych podminek miZze na-
ristat’~2. Nesrovnalosti ve vysledcich lze piigist prede-
v§im rozdilim v intenzité psobeni stresu, dob¢ jeho trva-
ni, vyvojové fazi rostlin, pfipadné samotnému typu abio-
tického stresu. Pomoci uvedené metody lze tyto procesy
velmi efektivné sledovat v zavislosti na ¢ase a urcit zavis-
lost mezi mirou stresu a reakci rostlin. Metodika navic
vyrazné usnadiiuje manipulaci se vzorky, coz umoziuje
zpracovani velkého mnozstvi vzorkd v kratkém casovém
intervalu. Béhem extrakce jsou rovnéz extrahovany nepo-
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larni metabolity pomoci MTBE, napiiklad mastné kyseli-
ny, lipidy a mimo jiné i fotosyntetické pigmenty, které lze
stanovit spektrofotometricky. Diive publikovana studie®
je rovnéz zalozena na extrakci metaboliti pomoci smési
MTBE a methanolu. Tato metodika ovSem nevyuziva
kombinaci obou supernatantti, coz vede ke ztratam c¢asti
polarnich metabolitli, jakymi jsou napf. antokyany. Pfi
kombinaci obou extrakénich kroki a nasledném okyseleni
Casti polarni frakce je mozné stanovit i antokyany.
V pribéhu optimalizace byla taktéz testovana moznost
stanoveni malondialdehydu, které ovSem pfi uvedeném
extrakénim postupu nebylo proveditelné.

uvedena metoda naslednou analyzu metabolitti kapalino-
vou nebo plynovou chromatografii ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii. Metodu lze tudiz pouzit jako
prvotni analyzu nezndmych vzork, kterd pomize nastinit,
zda v analyzovanych vzorcich dochazi k vyznamnym
zménam sekundarnich latek (obr. 3). Kromé toho napomi-
ze urcit, zda ma vyznam provadét cenové naro¢né analyzy
vyuzivajici hmotnostni spektrometrii. Vysledky spektrofo-
tometrickych stanoveni a kompatibilita extrakce byly ové-
feny stanovenim vybranych flavonoidi metodou GC-MS
(obr. 2). Kaempferol a quercetin patfi mezi nejvice zastou-
pené flavonoidy v listech jahod®. Ziskané vysledky uka-
zuji vyznamny pokles kaempferolu a quercetinu u listd
jahod vystavenych suchu a shoduji se se spektrofotome-
trickym stanovenim celkovych flavonoidi. Uvedena meto-
da navic umoziuje soucasnou analyzu proteinti piipadné
i nukleovych kyselin*, jeliko pfi pouziti methanolu do-
chazi k jejich srdZeni (obr. 3).

Kaempferol Quercetin Luteolin
12 - 14 - 14 -
1 I 1,2 1,2
1 1 -
20,8 = =
k] 208 208
3 4 3
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= 206 206 *
s il k
1 QU @
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02 02 0,2
0 0 0
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Obr. 2. Vliv sucha na zastoupeni flavonoidi v listech ja-
hod. Svétle Sedé sloupce reprezentuji kontrolni vzorky listil ja-
hod a tmavé Sedé sloupce oznacuji listy jahod vystavenych su-
chu. Chybové tisecky reprezentuji smérodatnou odchylku méfeni
(n=3). Hvézdicka oznacuje statisticky vyznamnou odchylku (P <
0,05, t-test)
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Obr. 3. Schématické zobrazeni kombinované extrakce a pFipravy vzorki pro spektrofotometrické stanoveni sekundarnich meta-

boliti a nasledné komplementarni analyzy

Uvedena metodika vyrazn¢ snizuje mnozstvi pouZzité-
ho vzorku oproti dfive publikovanym metodam. Piikladem
je jedna z nejcitovangjsich studii*®, ktera stanovuje celkové
mnozstvi fenolickych latek, flavonoidi a antioxidacni
kapacitu. Pro extrakci latek vyuzili autofi studie methanol,
ale ve srovnani s ndmi pouzitou metodou pouzivali velké
navazky rostlinnych vzorka (az 70 g) a extrakty nasledné
zakoncentrovali, coz komplikuje analyzy. Nasledné pro
stanoveni jednotlivych parametri vyuzivali velké mnoz-
stvi vzorku a ¢inidel, coz vyrazné zvysSuje cenovou naroc-
nost analyz oproti ndmi pouzité metodice. DestiCkovy
formét navic vyrazné Setii ¢as a omezuje nutnost stalého
otevirani a zavirani zkumavek pii pfidavcich jednotlivych
slozek smési. V porovnani s dalsi &asto citovanou studii*®
je v ramci uvedené metodiky pouzito 100krat méné vzor-
ku a 200krat méné FC ¢inidla. Pfi sledovani efektu stresu
na rostliny je mnozstvi materidlu limitni, proto vétSina
studii pouziva jiz mensi navazky vzorkl a objemy reak¢-
nich smé&si***’. Uvedené metody oviem v ramci extrakce
nevyuzivaji kombinaci polarniho a nepolarniho rozpouste-
dla a pro stanoveni chlorofylu musi provadét novou ex-
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trakci. V ramci naSi metodiky je ovSem ziskdna rovnéz
nepolarni frakce, kterou lze vyuzit pro stanoveni chlorofy-
1 ptipadné karotenoida dle zavedenych protokold.

Zavér

Kombinovanou extrakci lze vyuZzit pro nasledné sta-
noveni celkového mnozstvi fenolickych latek, flavonoida
a celkové antioxidacni kapacity z jednoho vzorku. Vyuziti
destickového formatu umoznuje nahrazeni jednotlivych
extrakénich kroku, usnadiiuje manipulaci se vzorky, ¢imz
vyrazné snizuje Casovou naro¢nost analyz. Jednou
z dalSich vyhod je mozZnost stanoveni fotosyntetickych
pigment, karotenoidii nebo antokyanti. Metodika navic
vyuziva extrakéni Cinidla, ktera umoziuji analyzu polar-
nich a nepolarnich latek hmotnostni spektrometrii. Zvole-
nim vhodného extrakéniho roztoku je dale ziskan pelet,
ktery obsahuje proteiny a nukleové kyseliny, které lze
vyuzit pro dalsi analyzy.
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Seznam zkratek

FCR Folinovo fenolické ¢inidlo (Folin-Ciocalteu
reagent)

ROS reaktivni formy kysliku (reactive oxygen
species)

TAC celkova antioxidac¢ni kapacita (total anti-
oxidant capacity)

TFC celkovy obsah flavonoidi (total flavonoid
content)

TPC celkovy obsah fenolickych slou¢enin (total
phenol content)
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V. Berkova®, L. Stépankova®, P. Ci¢manec’,
M. Berka® and L. Frejlichova® (“ Department of Molecu-
lar Biology and Radiobiology,  Mendeleum — Department
of Genetics, Brno, Czech Republic): Methodology for
Determination of the Total Amount of Phenolic Sub-
stances, Flavonoids and Antioxidant Capacity of Plant
Samples using Combined Extraction

Although multiple methodologies are used to deter-
mine antioxidant parameters in plants, most studies use
separate extractions for each type of the determination.
The aim of this work was to specify detailed methodology
able to analyse the total amount of phenolic and flavonoid
compounds and total antioxidant capacity from one sam-
ple using a microtitration plate format to minimize the
sample consumption. In addition to that, the described
extraction procedure and the decreased sample consump-
tion enable one to make complementary analyses and
a closer characterization of the composition of plant sam-
ples. The extract can be used for subsequent targeted anal-
yses, which was demonstrated by the determination of
selected flavonoids using GC-MS analysis, which con-
firmed the results of spectrophotometry. The described
combined extraction of plant samples facilitates complex
analyses, reduces the amount of starting material and ena-
bles the subsequent analysis of biomolecules.
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Hromadny otevieny online kurz ,,Essential radiochemistry for society* ptedstavuje moderni formu vzdélavani. Diky
poutavému designu, pestrému obsahu a interaktivnimu charakteru ma potencial oslovit rizné zajmové skupiny. Tematicky
je kurz rozdélen do péti tydnli: Radiochemie a Zivotni prostfedi, zdravi, prlimysl, jaderna energetika a spolecnost. Krome
radiochemie a jaderné chemie, které jsou zédkladem kurzu, lze nalézt pfimé vztahy k biologii, fyzice, ekologii nebo uméni
a kultufe. Kurz je uceleny, ucastnik mize nastudovat jen vybrané kapitoly nebo cely kurz zcela samostatné. Pro pedagogy
byla sestavena doporuceni a tipy na efektivni vyuziti kurzu ve vyuce.

Klicova slova: radiochemie, jaderna chemie, hromadny otevieny online kurz

1. Vzdélavani a potieby trhu prace v oblasti V ramei projektu CINCH byl vytvofen a pilotovan
jaderné chemie a radiochemie kurz MOOC (Massive Open Online Course, nazev byva
prekladany do cCeského jazyka jako hromadny oteviceny
Obory STEM (Science, Technology, Engineering, online kurz) nazvany ,, Essential radiochemistry for socie-
and Mathematics) se dlouhodobé potykaji s malym za- " (Vyznam r azdioc.hemie pro nasi SP.OZeCV”OF’“) a nyni
jmem a zaroveii i s vysokym poétem studentd, ktefi studi- béil’. tieti roénik™. Pﬁpomeﬁme;, ze radiochemie je védni
um predéasné ukonéi'. To Gizce souvisi i se specializova- disciplina, kterd vyuZiva chemické poznatky a metody ke
nymi jadernymi obory, ve kterych je nedostatek odbornych studiu yadlo.aktlylty a Ylastngsti radioaktivnich latek, stej-
pracovnikii, kteff by méli zajistit nejenom provoz jader- né tak jako i radlqnukhdy pii zkouméni Avlastnostl' f:hemlc—
nych elektraren, jejich nasledné vytazeni z provozu, vyvoj kych. Je soucasti J"ﬁ‘demé ch,e:rr}le, kterd je definovana jako
novych typi reaktord, nakladéni s vyhotelym jadernym wvedni obor, ktery se zabyva vlastnostmi hmoty a jevy
palivem, ale i odborniky pro neenergetické oblasti (napf. chemické a fyzikdlné-chemické povahyg Jejichz piivodcem
nuklearni medicina, radioekologie nebo archeologie)’. Je nebo nanichz se podili jadro atomu’.

Jednou z evropskych iniciativ, ktera se snazi soucasnou
situaci zlepsit, je série evropskych projekti Cooperation In

Education and Training in Nuclear and RadioChemistry 2. Principy hromadného otevi‘eného online
(CINCH). Projekty se zaméfuji na zlepSeni vzdélavani kurzu

v oblasti radiochemie a jaderné chemie véetné podchyceni

zajmu o tyto védni obory jiz u stfedoSkolskych zaka MOOC kurzy patii k jedné z forem celozivotniho
a vytvofeni modernich uéebnich materialti a nastroji pro vzdélavani. Na jednom misté poskytuji kompletni infor-
studenty vysokych skol’. mace o studované problematice, jsou dostupné z celého
Chem. Listy 717, 708713 (2023) https://doi.org/10.54779/ch120230708
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svéta, zpravidla zdarma (n¢kdy byvé zpoplatnén certifikat
o ukonceni kurzu) a umoziuji aktivni Gcast véetné diskuse
na foru s ostatnimi Gcastniky a tvirci kurzu. Posledni ze
zminénych charakteristik, tedy vtazeni do ué¢ebniho proce-
su, by méla zvySovat pravdépodobnost uispésného ukonce-
ni kurzu®. Piesto usp&$nost dokongeni MOOC kurzi byva
kolem 10 %. Mezi hlavni faktory, zptsobujici toto nizké
¢islo, patfi:
—  obtiznost kurzu (nemél by byt ani lehky, ani tézky),
— nenaplnéni ocekdvaného obsahu,
— jazykova bariéra (mlize zplsobit neporozuméni pfi-
pravenym studijnim materialiim),
—  absence prezen¢niho kontaktu s vyucujicim.
Dutlezitym faktorem, ktery mize mit zaroven moti-
vacni i demotivacni charakter dle povahy ucastnika, je, ze
si organizuje své ueni — postup v jednotlivych tydnech
a modulech — dle svych moznosti’. Kazdy kurz trva zpra-
vidla nékolik tydnd, v rdmci kterych byva casto rozdélen
na dil¢i témata/Casti.

3. Struktura a obsah MOOC kurzu Vyznam
radiochemie pro nasi spole¢nost

Proces tvorby MOOC zacal analyzou cilové skupiny
a jejich potfebami, vybérem témat, stanovenim vyukovych
cilti, uréenim osvojenych znalosti a dovednosti ucastnikti
véetné kritérii splnéni jiz zminénych cil. Poté nasledovala
ptiprava podkladii, nahrdvani videi a finalizace studijnich
materiali. Kazdy z modull pfipravili akademicti pracovni-
ci, feSici soucasné védecké vyzvy, grafici a pracovnici
nataceciho studia a v neposledni fadé¢ podpirny pedago-
gicky tym.

Tabulka I
Témata kurzu ,,Vyznam radiochemie pro nasi spolecnost™

Chem. Listy 717, 708-713 (2023)

3.1. Struktura MOOC kurzu Vyznam radiochemie
pro nasi spolecnost

MOOC ,,Vyznam radiochemie pro nasi spolecnost™ je
rozdélen do péti tydnt, které maji jasné demonstrovat
odvétvi, jez se bez znalosti a vyuziti radiochemie neobe-
jdou, a dvanacti témat (tab. I). Celkem bylo vytvoteno
1521ekei. Ty jsou zalozeny na 52 videich,
23 infografikach, 33 ¢lancich, 34 pribéznych kvizech,
dopliyjicich odkazech na zajimavé stranky pro zajemce
a zaverecnych testech. Cilovou skupinou zminéného kurzu
MOOC jsou bakalafsti studenti pfirodnich véd (chemie,
fyzika, biologie), technickych obord nebo mediciny. Pres-
to mize najit své vyuziti i v poslednich rocnicich stfed-
nich $kol nebo i pii kurzech celozivotniho vzdélavani.
Cilem kurzu MOOC je zvySeni povédomi o vyuziti radio-
chemie a jejim praktickém dopadu na na§ kazdodenni
zivot, probuzeni z4jmu o tento obor u zakl i studenti
véetné nasledného studia na vysoké skole a snizovani mis-
koncepci a strachu, které v souvislosti s danym oborem
panuji mezi vefejnosti’.

Pro vSech 12 ptipravenych témat je typicka nasleduji-
ci struktura: Prvni ¢ast lekce je kratké animované video
zobrazujici situaci z bézného zivota, ktera na prvni pohled
viibec nemusi s radiochemii souviset. Druha lekce je stej-
né video, akorat je okomentovano, kde a jak jsou radio-
nuklidy, resp. radioaktivita pfimo spojené s danou situaci.
V této casti nejsou ucastnikovi vysvétlovana teoreticka
vychodiska nebo principy, cilem je pouze zdiraznit vy-
znam radiochemie v dané situaci a stimulovat pro samos-
tudium dal$ich lekci. Tato ¢ast nevyzaduje odborné zna-
losti, a proto miize byt pochopitelnd a zajimava i pro Sirsi
vefejnost.

Tyden 1
Pfirodni radioaktivita
Antropogenni radioaktivita

Naprava zivotniho prostiedi kontaminovaného radionuklidy

Radiochemie a zivotni prostiedi

Tyden 2
Nuklearni medicina

Radiochemie a zdravi

Sterilizace ionizujicim zafenim

Tyden 3
Vyuziti stopovact v primyslu
Radia¢ni technologie

Radiochemie a pramysl

Tyden 4
Prepracovani vyhotelého jaderného paliva
Nakladani s radioaktivnim odpadem
Vytazovani jadernych zatizeni z provozu

Radiochemie a jaderna energetika

Tyden 5
Kulturni dédictvi
Jaderna forenzni analyza a neSifeni jadernych zbrani

Radiochemie a spole¢nost
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Obr. 1. Ukazka tepelného Fezani z lekce ,,Vyrazovdani jader-
nych zafizeni 7 provozu*

Treti lekce jiz pfinasi pfehled celého modulu a vy-
svétluje prvni pojmy dilezité pro pochopeni pfipravenych
témat a konceptl. V ramci dalich lekei jsou uz systema-
ticky definovany a na konkrétnich ptikladech ptedstaveny
pojmy a principy. VSe je doplnéno fotografiemi, obrazky
(ukazka na obr. 1), schématy, tabulkami nebo grafy, slou-
Zicimi nejenom pro lepsi vysvétleni pojmd, ale i zatraktiv-
néni materiald.

Pro ucastniky jsou pfipraveny pribézné kvizy, pfi
jejichz teSeni si oveéfi pochopeni predstavenych témat,
pojml a principd, a ziskaji okamzitou zpétnou vazbu
o porozuméni dané Casti. Pro zodpovézeni otazky ma
ucastnik zpravidla vice pokust, aby se mohl sam znovu
zamyslet nad spravnou odpovédi a korigoval svou ptivodni

Chem. Listy 717, 708-713 (2023)

odpoveéd. Otazky jsou stejné pro vSechny ucastniky a pii
Spatné odpovédi se jejich znéni neméni. Pro zdjemce je
navic pfipravena stranka s odkazy na voln¢ dostupné ma-
terialy, které jesté vice prohloubi studovanou problemati-
ku a znalosti v oblasti radiochemie. U dil¢ich otazek zave-
recného testu se okamzité zobrazi vyhodnoceni odpovédi
a v ptipadé chybné vybranych moznosti ma ti¢astnik Sanci
na opravu. Prace s chybou je zde vnimana jako pfirozena
¢ast uceni (se). Pro ziskani osvédcéeni o Gspésné zakonce-
ném kurzu MOOC je tfeba ziskat 60 % boda ze zaverec-
nych testll. Ukdzka osvédcent je na obr. 2.

Vsechny materidly jsou vytvofeny v anglickém jazy-
ce. Jak je ukdzano na obr. 3, v pfipadé videa je vzdy mlu-
vené slovo pievedeno do psancho textu v pravém sloupci,
coz napomaha pochopeni a ucastnik si mize v ptipadé
potieby neznamé slovo vyhledat. V nasledujicim textu
bude stru¢né predstaven obsah roz¢lenény do péti tydna.

3.2. Obsah MOOC kurzu Vyznam radiochemie pro nasi
spolecnost

Radiochemie a Zivotni prostredi

Prvni tyden piipomene ucastnikim stavbu atomu
ajadra, seznami ho s pfirozenou radioaktivitou
a definicemi zékladnich pojma (modul 1 je rozepsan poz-
déji podrobngéji). Struéné seznami s jadernym palivem,
principy radiochemickych separac¢nich metod a predstavi
interakci ionizujiciho zafeni s hmotou. Prostor je vénovan
1 principu detekce ionizujictho zéfeni. Zajimavé jsou
ic¢lanky o vztahu radioaktivity a téZby ropy a zemniho
plynu nebo vyroby fosforeénych hnojiv, nebo video
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710



A. Airaksinen a spol.

Chem. Listy /17, 708-713 (2023)

She loves having some raw fresh milk for breakfast, before

starting the her daily activities.

Obr. 3. Ukazka ivodniho animovaného videa z lekce ,,Antropogenni radioaktivita*“ véetné prepisu mluveného slova

o stanoveni *°Sr v mléce. Posledni &ast se zaméfuje na
odstranovani radionuklidt ze zivotniho prostfedi, napf. po
radia¢nich havariich v Cernobylu nebo Fukusimé, po spa-
lovani uhli v tepelnych elektrarnach nebo po t&zbé kovi
v povrchovych dolech.

Radiochemie a zdravi

Druhy tyden se zaméfuje na benefity radiochemie pro
lidské zdravi. Hlavni pozornost je vénovana nuklearni
mediciné — pfi diagnostice (napf. pozitronova emisni to-
mografie s vyuzitim '*F-fluordeoxyglukosy, nebo vyuziti
9mTe) i terapii (napt. '), nebo jak funguje piijem a po-
byt pacienta na klinice nuklearni mediciny. Je vysvétleno,
jaky typ zafeni se pouziva pti diagnostice, jaky pfi terapii,
zpusob vyroby vyuzivanych radionuklidii na cyklotronech
nebo v jadernych reaktorech, dilezitost poloc¢asu premény
pouzitého radionuklidu a principy zobrazovacich metod.
Druhd cast je vénovéana vyuziti ionizujiciho zafeni pii
sterilizaci a jsou porovnany jeho vyhody s chemickou a
fyzikalni sterilizaci. Jedna se o vyuziti pfi procesech jako
napt. ni¢eni mikrobu, sterilizace chirurgickych nastroji
nebo zlepseni kvality a trvanlivosti potravin.

Radiochemie a priimysl

Tteti tyden je vénovan méné znamym, ale presto di-
lezitym aplikacim — napf. jak vyuziti radionuklidd mutize
pomoci zvysit urodu v zemédé€lstvi, objasnit fungovani
bunék a tkani v nasem téle, nebo mapovat pohyb polutantii
v zivotnim prostiedi. Samostatnou kategorii je vyuziti
radionuklidi ve stopovych mnozstvich v primyslu pfi
monitorovani riznych procest, detekcich netésnosti napt.
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u potrubi, nebo analyzy pritokd tekutin. Nechybi ani pie-

'''''' radionuklidti, jejich pfiprava
a vyuziti v primyslovych aplikacich. Vhodné radionukli-
dy mohou byt vyuzity i ke sledovani pohybu a akumulace
tézkych kovi nebo organickych latek ve vodach i zivych
organismech. Jako zajimavost je popsan zachyt kontami-
nanti z primyslu nebo zemédélstvi v moiskych organis-
mech a nasledny potravni fetézec vedouci az k produktim
— potravinam, které konzumujeme.

Radiochemie a jadernd energetika

Znamgjsi vyuziti radiochemie v jaderné energetice je
pfedstaveno ve Ctvrtém tydnu. Za¢ind se od pfirodnich
jadernych reaktort v africkém Oklu, poté je probran pali-
vovy cyklus, moznosti pfepracovani a ukladani vyhotelé-
ho jaderného paliva. Jsou predstaveny i rtizné typy reakto-
ra, paliva, princip fungovani jaderné elektrarny
a hlubinného ulozisté radioaktivniho odpadu.
V neposledni fadé je ucastnik seznamen s principy vyrazo-
vani jadernych zafizeni z provozu, protoZze se jedna o po-
tiebné a aktualni téma. Ukéazka z této Casti je na obr. 1
aradi bychom zminili, ze pfed tfemi lety byl otevien
inovy studijni obor , Vyrazovani jadernych zarizeni
z provozu‘‘ na CVUT v Praze®.

Radiochemie a spolecnost

V posledni ¢asti jsou uvedeny zajimavé piiklady apli-
kace nedestruktivnich technik radiochemie v archeologii
(radiouhlikové datovani), v pamatkové péci (konzervace
a restaurovani) nebo uméni obecné (ovéfovani pravosti
del, urceni mista vzniku nebo pouzitych materialt). V této
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' Design of atomic bombs

Chem. Listy 717, 708-713 (2023)

In order to ensure centrolled release of energy, an atomic bomb must be designed in such a way
that the nuclear chain reaction cannot begin before the intended ignition. To achieve criticality
of initially sub-critical masses of U-235 or Pu-239, two different designs were developed: gun

type and implosion type.

In the gun type, the nuclear chain reaction is started by shooting a subcritical hemisphere with
a normal explosive onto another hemisphere to get a critical sphere. In the case of the implosion
type, a subcritical spherical shell is compressed by explosive lenses to reach criticality.

Gun type

R
=
—

Subcritical U-235
hemispheres

Conventional
explosive

Implosion type

High explosive
lenses

Subcritical
spherical
Pu-239 shell

Obr. 4. Ukazka ¢asti infografiky z lekce ,,Jadernd forenzni analyza a nesiieni jadernych zbrani®

casti jsou také popsany rizné metody studia materiald,
zalozené napf. na rentgenové fluorescencni spektrometrii
nebo neutronové aktivacni analyze. Zavérecna Cast pred-
stavuje ,jadernou detektivku®, neboli patrani po pti¢inach
pritomnosti radioaktivnich latek (napf. v zivotnim prostie-
di, kam se mohly dostat z farmaceutického zavodu, jader-
né elektrarny nebo vyzkumného zatfizeni) s vyuzitim ja-
dernych forenznich technik. Jak je ukdzano na obr. 4, sou-
¢asti tohoto modulu jsou ijaderné zbrané, jejich vztah
k témto specidlnim metoddm vcetné informaci o dohodach
o nesiteni jadernych zbrani.

4. Vybrané zavéry z pilotaze kurzu MOOC

Uvodni pilotaze kurzu se zagastnilo pies 200 zdjemci
z 20 riznych zemi. Z detailnéjsi zpétné vazby byly vyhod-
noceny ziskané =znalosti (nejen formou testu, ale
i subjektivnich tvrzeni ,,osvojil jsem si dostatecné znalosti,
abych toto téma dokdzal vysvétlit dalsim lidem*/,,rozumim
hlavnim tématiim a obecnym situacim s nim spojenych®
nebo ,.zndm pouze nékterd z hlavnich témat®), byla dete-
kovana naro¢na témata a ¢asti (napft. téma zpracované do
s premirou odborné terminologie, nebo nedostatecné vy-
svétlené terminy), a v neposledni fad¢ byly zaznamenany
Cetné kladné ohlasy (napf. pestrost materialt, kvalita vi-
dei, pribézné kvizy na ovéfeni pochopeni a aplikaci zna-
losti). Po vyhodnoceni ziskané zpétné vazby lze konstato-
vat, ze navrzeny kurz je efektivni a uzivatelsky zajimavy.
Primérné doba feseni celého kurzu studenty vysoké skoly
byla kolem 30 hodin.
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5. Moznosti vyuziti kurzu ve vzdélavani
v prostiedi ¢eské Skoly

Bez ohledu na typ Skoly ¢i osobni zdjem o absolvova-
ni celého kurzu nebo vybranych ¢asti, doporucujeme za-
jemctum projit prvnim modulem Natural radioactivity
(Prirozend radioaktivita), kde je predstavena radiochemie,
jadro atomu, druhy radioaktivnich pfemén a jejich charak-
teristika, zakon radioaktivni pfemény a pfeménové tady,
a dalsi koncepty, které pomohou pochopit nésledujici té-
mata. V této kapitole je zminéna i problematika radonu,
ktera je v Ceské republice velmi aktualni. Radon piispiva
z 50 % k celkovému ozafeni ¢eské populace, v rdmci pii-
rodnich zdroji ionizujiciho zafeni vykazuje dokonce 70%

podil®.
Vramci stfedoskolské vyuky byl kurz ovéten
v pribéhu  prezenéni vyuky ivramci samostudia

v chemickém seminafi s zaky 6. a 7. ro¢niku osmiletého
gymnazia. Uvodni modul Zakam trval p¥iblizng dvé hodi-
ny. Pti vyuziti kurzu MOOC Zaci vyzdvihli zejména pie-
hlednou orientaci v celém kurzu, pestré materialy, zajima-
vé odkazy a moznost zvétSovani obrazkl/grafi pro lepsi
prostudovani a pochopeni. Pokud se v prubéhu studia ob-
jevil obtizny pojem, tak byl dle slov zaka brzy vysvétlen.
Ocenili 1 pribézné kvizy poskytujici pribéznou zpétnou
vazbu. Jako naro¢nou slozku oznacili, Ze nékdy bylo az
moc novych informaci a pojmi. To mize byt vyfeSeno
rozdélenim ¢asu prace na MOOC do vice krat$ich interva-
14, aby si zaci mohli pojmy lépe zafixovat, promyslet
a pochopit. U nekterych videi bylo naro¢né porozumét
mluvenému textu; tuto obtiz Zdci fesili s vyuzitim tran-
skriptu a ptekladem/vyhledanim neznamych slov. Zavé-
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rem bychom doporucili vést zdky k psani drobnych pozna-
mek b&hem prace na MOOC. Ty zakiim poméahaly v lepsi
orientaci v tématu a vhledu do prezentovanych zakonitosti.

Na vysoké skole doporuc¢ujeme vyuzit kurz pii kom-
binovaném vzdélavani, tedy vramci samostudia zadat
studentim k nastudovani konkrétni téma(ta), ktera budou
nasledné¢ béhem prezenéni vyuky spolecné diskutovana
nebo budou studenti fesit problémové tlohy zalozené na
osvojenych znalostech z kurzu MOOC (model pievracené
tfidy, flipped classroom). Tento model byl Gspésn¢ ovéten
na vybranych lekcich s bakalafskymi studenty 1. ro¢niku
oboru jaderna chemie v pfedmétu Obecna chemie. Druhou
moznosti je osvojeni problematiky (napf. vybrané radio-
analytické metody) pied vstupem do radiochemického
praktika. Pfed zapocetim laboratorni prace pak mohou byt
studenti prozkouseni zporozuméni tématu a principQ
(blended-learning, termin se do CeStiny zpravidla nepte-
klada). Tento zptsob Setfi Cas, finance i odborné kapacity
pedagogt, kteti nemusi teoretickd vychodiska vysvétlovat
pfed kazdym béhem praktika.

6. Zavér

Predstaveny kurz MOOC nazvany ,,Essential radio-
chemistry for society* piedstavuje moderni formu vzdéla-
vani a je zdarma pfistupny pro vSechny zajemce z celého
svéta, tedy i1 pro Ceské zaky, studenty, pedagogy i odbor-
nou vefejnost. Diky poutavému designu, pestrému obsahu
a interaktivnimu charakteru ma potencidl oslovit riizné
zajmové skupiny. Kromé (radio)chemie, kterd je zdkladem
kurzu, lze nalézt vztahy k biologii, fyzice, ekologii nebo
uméni a kultufe. Kurz je uceleny, ucastnik mtize nastudo-
vat vybrané kapitoly nebo cely kurz zcela samostatné. Na
zéaklad¢ pilotaze byla pro pedagogy Ceskych skol sestave-
na doporuceni, jak s kurzem MOOC ve vyuce efektivné
pracovat. Pro dalsi zatraktivnéni kurzu jsou prub&zné or-
ganizovany a nésledn¢ zvefejnény specidlni webinare
s prednimi odborniky v radiochemii'.

Tvorba prispevku byla podporena grantovym projek-
tem Horizon 2020 (MEET-CINCH, 754972, a A-CINCH,
945301).
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active nature, it has the potential to appeal to various inter-
est groups. Thematically, the course is divided into five
weeks: Radiochemistry for the environment, health, indus-
try, nuclear energy and society. In addition to radiochem-
istry and nuclear chemistry, which are the basis of the
course, direct connections can be found to biology, phys-
ics, ecology, art and culture. The course is comprehensive;
a participant can study only selected chapters or the entire
course independently. Recommendations and tips for ef-
fectively using the course in classes have been compiled
for teachers and lecturers.

Keywords: radiochemistry, nuclear chemistry, massive
open online course

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



Ceska spolecnost chemicka, Sekretariat a redakce Chemickych listil
E S Novotného lavka 5, 116 68 Praha 1

tel.: 221 082 383, redakce tel. 221 082 370
e-mail: chem.spol@csvts.cz
http://www.csch.cz

Clenské sluzby a vyhody | Ceska spole¢nost chemicka

Zapojeni v Ceské chemické spolegnosti, &lenu Asociace Geskych chemickych spole¢nosti, EuCheMS, ECTN-A a CSVTS piinasi
individualnim chemikiim, kromé vlastniho ¢lenstvi v nejvétsi a nejstarsi ceské profesni organizaci chemiku (zal. 1866):

ROZSIRTE SVE KONTAKTY
—  celosvétoveé uznavanou piislusnost k jedné z nejstarsich profesnich organizaci v chemii na svéte,
—  moznost zapojeni se do prace a komunikace v jedné z mistnich & odbornych pobocek CSCH,
—  kontakty, informace, sluzby, moznosti, uplatnéni, ...
—  pfistup ke sluzbam a slevam poskytovanym ¢lenskymi organizacemi EuCheMS pro ¢leny narodnich organizaci,

—  moznost piidruzeného ¢lenstvi v IUPAC, a z toho plynouci sleva u nakladatelstvi Blackwell a na konferencich
sponzorovanych [UPAC, ¢lenové IUPAC dostavaji ¢asopis Chemistry International,

—  moznost ziskani a doporugeni ¢lenské piihlasky do vyznamnych zahraniénich chemickych spoleénosti (RSC, ACS, GDCh, GOCh, SFC aj.),

ZUCASTNETE SE NARODNICH SJEZDU

—  moZnost zicastnit se narodnich sjezdi s vyznamnou slevou pro ¢leny, které jsou pofddany kazdoro¢né, jednou na Slovensku
jednou v CR, .
ZLEPSETE SVOJI INFORMOVANOST

— moznost dostavat 4x ro¢né zdarma tzv. ,,bulletinové ¢islo® Chemickych listd v tisténé ¢i elektronické podobé,
— moznost dostavat 4x ro¢né, cestou elektronické posty, ¢lenské upozornéni na nejdilezitéjsi udalosti a aktuality,

—  volny piistup k &lenskému magazinu ChemViews (http://www.chemistryviews.org/), jehoz je CSCH spoluvlastnikem,
a to 1 na vasem mobilnim telefonu apod.,

—  c¢lenské informace o novych knihach, produktech a sluzbach i o pfipravovanych odbornych akcich na celém svéte,

— informace o déni v evropskych strukturach, jako napt. EuCheMS, ECTN, EC2E2N a podobné,

—  pfistup k elektronickym informa¢nim médiim Spolecnosti,

—  volny piistup k tiSténym verzim ¢asopisi ChemPubSoc Europe v , knihovné CSCH*, kterou po dohod s PiF UK Praha zfidila
CSCH v Knihovné chemie (sidlici v budové Hlavova 8/2030, Praha 2, Albertov, piizemi, v mistnostech ¢. 148, 149, 150).

ZAPOJTE SE DO RESENI GRANTU EU
— moznost participovat na feSeni granti s evropskymi partnery, jako napti ECTN a partnerskymi narodnimi spole¢nostmi.

USETRETE PENIZE
—  moznost objednani pfedplatného Chemickych listd s vyznamnymi slevami,
—  podstatné slevy u vlozného na sjezdech a konferencich, jejichz oficialnim potadatelem je CSCH,

—  vyznamnou slevu (ca 90 %) na piedplatné Casopisu Chemistry — A European Journal, a dal§ich evropskych ¢asopisii
konsorcia ChemPubSoc Europe, jichZ je CSCH spolumajitelem,

—  pfistup ke sluzbam a slevdm poskytovanym ¢lenskymi organizacemi EuCheMS pro ¢leny narodnich organizaci,

—  moznost ziskani p¥ileZitostnych slev obchodnich firem spolupracujicich s CSCH,

—  slevu pfi zap@ijceni automobilu (az 35 %) u spole¢nosti AVIS a HERTZ na celém svet€, kromé Australie, a pouziti t€chto
automobill na akcich v CR za specialni tarify,

—  sleva 20 % z publikac¢nich poplatkl v ¢asopise ChemOpenChem, ktery spolec¢nost spoluvlastni.

ZDURAZNETE SVOJI PROFESIONALITU

— moznost zazadani o evropskou nostrifikaci chemického vzdélani a odborné praxe spojenou s udélenim titulu EurChem,
platného v celé EU, . .
BUDTE VIDENI

— moznost uplatnit informace z vlastni pracovni ¢innosti (vysledky, novinky, inzerce, tiskova oznament aj.),
— moznost zvefejnéni vlastniho oznameni v rubrice Bulletinu Chemickych listti ,,Praci hledaji,

— afadu dalsich sluzeb, které se teprve sjednavaji,
PRO FIRMY A PODNIKATALE

—  Firmam, podnikim, institucim a dal§im pravnickym osobdm nabizi CSCH mimo jiné i tzv. ,kolektivni ¢lenstvi, pii kterém
se ve vzajemné smlouve sjedna to, ¢im mohou pomoci jedna strana druhé. Podrobnosti na dotaz.

714



OBSAH

UVODNIK
75. sjezd chemickych spole¢nosti
T. Navratil

669

REFERATY

O oddéleni a posileni obrazu za zrcadlem
(deracemizace a amplifikace chirality)

M. Jurasek, B. Kratochvil, M. Kohout, F. Svec
a P. Drasar

671

Vitamin E — doporuceny a skute¢ny piijem 677
M. Sabolova, J. Fisnar a Z. Réblova

Urceni poloh nasobnych vazeb v lipidech
pomoci hmotnostni spektrometrie. Cast I

S. Strnad, V. Vrkoslav a J. Cvacka

684

PUVODNI A METODICKE PRACE
Chemiluminiscen¢ni a fotometricka analyza
matrix Gla proteinu u pacientii s onemocnénim
pohybového aparatu

M. Barna, J. Cepové, K. Dunovska, J. Petrus,

P. Melicher¢ik, R. Priisa, R. Kizek a E. Klapkova
Metodika pro stanoveni celkového mnoZstvi
fenolickych latek, flavonoidii a antioxidaéni
kapacity rostlinnych vzorki pomoci kombinované
extrakce

V. Berkova, L. §tépénkové1, P. Ci¢manec, M. Berka
a L. Frejlichova

694

701

VYUKA CHEMIE

Hromadny otevi'eny online kurz ,,Vyznam
radiochemie pro nasi spolecnost*

A. Airaksinen, F. Concia, S. Das, P. Distler,

J. John, E. Macerata, M. Mariani, E. Mossini,

M. Negrin, M. Némec, V. PottgieBer, T. Retegan,
M. Strok, M. Tepla a C. Walther

708

715

CONTENTS

EDITORIAL
75" Meeting of Chemists
T. Navratil

REVIEW ARTICLES

On the Separation and Strengthening

of the Image Behind the Mirror (Deracemization
and Chirality Amplification)

M. Jurasek, B. Kratochvil, M. Kohout, F. Svec,
and P. Drasar

Vitamin E — Recommended and Actual Intake
M. Sabolova, J. Fi$nar, and Z. Réblova
Location of Double or Triple Bonds in Lipids
Using Mass Spectrometry, Part [

S. Strnad, V. Vrkoslav, and J. Cvacka

ORIGINAL AND METHODICAL PAPERS
Chemiluminescent and Photometric Analysis

of Matrix Gla Protein from Patients

with a Defect of Musculoskeletal System

M. Barna, J. Cepové, K. Dunovska, J. Petrus,

P. Melicher¢ik, R. Prasa, R. Kizek, and E. Klapkova
Methodology for Determination of the Total
Amount of Phenolic Substances, Flavonoids

and Antioxidant Capacity of Plant Samples
Using Combined Extraction

V. Berkova, L. Stépénkové, P. Ci¢manec, M. Berka,
and L. Frejlichova

EDUCATION IN CHEMISTRY

Massive Online Open Course ,,Essential
Radiochemistry for Society*

A. Airaksinen, F. Concia, S. Das, P. Distler,

J. John, E. Macerata, M. Mariani, E. Mossini,

M. Negrin, M. Némec, V. Pottgieler, T. Retegan,
M. Strok, M. Tepla, and C. Walther

669

671

677

684

694

701

708



CHEMICKE LISTY ¢ ro¢nik/volume 117 (2023), &s./no. 11 » LISTY CHEMICKE rot./vol. 147, CASOPIS PRO PRUMYSL CHEMICKY, roé./vol. 133 « ISSN
0009-2770, ISSN 1213-7103 (e-verze) * evidenéni &islo MK CR E 321 « Vydava Ceské spolecnost chemické jako Sasopis Asociace eskych chemickych spolegnosti ve
spolupraci s VSCHT Praha, s CSPCH a UOCHB AV CR za finanéni podpory Rady védeckych spole¢nosti CR, Akademie v&d CR, Nadace Cesky literarni fond
a kolektivnich &lentt CSCH « ICO 444715 « Published by the Czech Chemical Society « VEDOUCI REDAKTOR/EDITOR-IN-CHIEF: V. Vysko¢il + REDAKTORI/
EDITORS: J. Barek, E. BeneSov4, P. Dragar, P. Holy, P. Chuchvalec, M. Jurd3ek, Z. Kolska, B. Kratochvil, J. Masak, J. Pode$va, P. Sme_]kal Bulletin: P. Drasar;
Webové stranky: R. Liboska, V. Vyskotil « ZAHRANICNI A OBLASTNI{ REDAKTORI/FOREIGN AND REGIONAL EDITORS: F. Svec (USA, CR) + TECHNICKA
REDAKTORKA/EDITORIAL ASSISTANT: R. Rapkova « REDAKCNI RADA/ADVISORY BOARD: K. Blaha, L. Cerveny E. Dibuszova, L. Grubhoffer,
J. Hanika, Z. Havlas, M. Hof, Z. Hostomsky, J. Ka§, M. Koman, P. Konvalinka, J. Kotek, J. Koubek, J. Malek, P. Mat&jka, K. Melzoch, V. Paces, M. Posp1s11 V. Ruzicka,
P. Slav1cek L Stlbor J. Zima, T. Zima ADRESA PRO ZASILANI PRISPEVKU/MANUSCRIPTS IN CZECH, SLOVAK OR ENGLISH CAN BE SENT TO:
Chemické listy, Novotného Lavka 5, 116 68 Praha 1; tel./phone +420 221 082 370, e-mail: chem.listy@csvts.cz = INFORMACE O PREDPLATNEM,
OBJEDNAVKY PRODEIJ JEDNOTLIVYCH CISEL A INZERCE/INFORMATION ADS: Sekretaridt CSCH, Novotného lavka 5, 116 68 Praha 1; tel.
+420 221 082 383, e-mail: chem.spol@csvts.cz, chem.ekonom@csvts.cz ¢ PLNA VERZE NA INTERNETU/FULL VERSION ON URL: http: //WWW chemlcke—llsty cz e
TISK: TG TISK s.r.0., 5. kvétna 1010, 563 01 Lanskroun » SAZBA, ZLOM: CSCH, Chemické listy * Uziti tohoto dila se ¥idi mezinarodni licenci Creative Commons
Attribution License 4. 0 Cena vytisku 180 K¢, ro¢ni plné predplatné 2023 (12 ¢isel) 1810 K¢, individuélni ¢lenské predplatné pro cleny CSCH 900 K&. Roéni pred-
platne ve Slovenské republice 96 EUR (dorugovani via SCHS), individuélni ¢lenské predplatné pro &leny CSCH 73 EUR (dorucovani via SCHS), 96 EUR + postov-
né (individualni doruc¢ovani), ceny jsou uvedeny vcetné DPH « DISTRIBUTION ABROAD: KUBON & SAGNER, POB 34 01 08, D-80328 Munich, FRG
Pokyny pro autory najdete na http://www.chemicke-listy.cz, zkratky Casopist podle Chemical Abstract Service Source Index (v1z http //cassi.cas. org/search Jsp) ¢
Chemické listy obsahujm Bulletin jsou zasilany zdarma viem individudlnim a kolektivnim &lenim CSCH a CSPCH v CR i zahrani¢i, do viech relevantnich
knihoven v CR a vyznamnym predstavitelim ¢eské chemie a chemického priimyslu; v ramei dohod o spolupréci i ¢lenim dal$ich odbornych spolecnost1 * Molekularni
namét na obalce: V. Spiwok * Dano do tisku 30.10.2023.

716



UOCHB &
I0CB PRAGUE

/

O Zivoté védcu a védkyn
nejen v laboratori

.uochb.cz iocbprague [f] I0CBPrague




MERRCUK

Take control of your day
and discover the mPAGE®
Lux Casting System for
preparation of ready-to-use
bis-tris protein gels

in just 3 minutes.

Millipore.

Germany operates as Preparation, Separation,

oY sdg““' 1 the U.S. Filtration & Monitoring Products

usine:
fM kKG A D rmst dt



