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Devét Skal po triadvacdté

Ve dnech 20.-23. 5. 2024 se pod zdstitou Ustavu
organické chemie a biochemie AV CR (resp. IOCB Tech
s.r.o.), Ceské spolecnosti pro biochemii a molekuldrni
biologii a Ceské spolecnosti chemické konal jiz 23. rocnik
konference pro mladé védce z riznych oborii prirodnich
ved Interdisciplinary Meeting of Young Life Scientists
(http://www.interdisciplinarymeeting.cz/).

Stejné jako v minulych letech i letos byl zdjem o tuto
konferenci veliky a odbornd komise méla nelehkou praci
pri vyberu viteznych 40 predndsek a 30 posterii. Béhem
konference zaznéla Fada zajimavych predndsek jak
z oboru biochemie a molekuldrni biologie, tak organické
chemie, analytické chemie a materidlni  chemie.
Tresnickou na dortu byla plendrni prednaska s vserika-
Jicim nazvem MY LOVE AEFAIR: MONOLITHS, kterou
prednesl prof. FrantiSek Svec, mimo jiné drzitel ceny
Neuron za rok 2023 a autor vice nez 530 védeckych
publikaci véetné knih a 75 patentii. Ostatné o kvalité
vyzkumu prezentujicich ucastnikii se ctendri mohou sami
presvédcit pri pohledu do sborniku abstraktii zverejneéného
v Czech Chemical Sociaty Symposium Series (prvni cislo
roku 2024,  http://www.ccsss.cz/index.php/ccsss/issue/
view/43/77).

Jako hlavni sponzor konference vystupovala, stejné
Jako jiz od jejich pocatkii, firma Merck Life Science spol.
s.r.0. (www.sigmaaldrich.cz). Jeji zastupce Mgr. Stanislav
Kukla prednesl v dnesni dobé vice nez aktudlni prispévek
na téema GREENING THE LAB: SCIENCE IN THE AGE
OF SUSTAINABILITY. Vtomto roce se vSak pripojili
i sponzori dalsi, a to vietné asociace Chemistry Europe
sdruzujici  chemické  spolecnosti  napric  Evropou
a spravujici fadu odbornych periodik.

Za dobu své existence si konference Interdisciplinary
Meeting of Young Life Scientists prosla celou fadou zmeén.
Konala se na riiznych mistech, prestdla i kovidové obdobi.
V letosnim roce ji viak ¢ekala vyzva nejveétsi. Poprvé se ji
nezucastnili jeji zakladatelé, prof. Martin Fusek
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a prof. Pavel Drasar a predali pomysiné ZzZezlo svym
nastupcum v Cele s Ing. Ondrejem Baszczynskim, Ph.D.
Doufejme, ze alespon z ddlky déni na Deviti Skaldch
pozorovali a nebyli zklamani. Hlavni myslenka totiz jisté
zuistala  zachovdana.  Konference umoznila  setkani
uspésnych mladych vedcu ze vsech koutii zemé, rozsireni
Jejich vedeckych obzori a navazani kontaktii, bez kterych
se zadny uspésny védec neobejde. Doufejme, Ze v tomto
duchu bude konference pokracovat minimdlné dalsich
23 let.

Eva Benesova

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

https://doi.org/10.54779/ch120240301
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PERFLUOORALKYLO,VE LATKY - PREHLED JEJICH VYSKYTU,
DOPADU NA ZDRAViI A METOD DETEKCE

KAROLINA KUKRALOVA, ELENA MILIUTINA, OLEKSIY LYUTAKOV a VACLAV SVORCIK

Ustav inzenyrstvi pevaych ldtek, Vysokd skola chemicko-technologickd v Praze, Technickd 3, 166 28 Praha, Ceskd republika
kukraloa@yvscht.cz

Doslo 22.2.24, piijato 28.3.24.

Na perfluoralkylové latky (PFAS) je v poslednich letech soustfedéna pozornost Sirsi vetejnosti, protoze to jsou latky
znecist'ujici zivotni prostiedi. Jsou to napf. kyselina perfluoroktanova a perfluoroktansulfonova. Tyto latky vznikaji pri-
myslovou aktivitou ¢lovéka predev§im pii vyrobé polymer nebo neptilnavych povrchii. Odpadni vodou nebo i jinymi
cestami se mohou dostat do prostiedi, a tak kontaminovat zdroje pitné vody nebo potraviny. Jejich piisobeni na organismy
a lidské zdravi je rozsahle studovano a jejich piitomnosti v organismu je pfipisovan vliv na mnohé zdravotni komplikace,
dokonce i n¢které druhy rakoviny. Z toho divodu byly stanoveny piipustné limity PFAS v pitné vod¢ a jejich regulaci se
zabyvaji mnohé statni organy a mezindrodni organizace. Aktudlnim standardem v detekci PFAS jsou chromatografické
metody. V soucasnosti jsou zkoumany i nové metody detekce predevsim optickou a elektrochemickou cestou. Jejich piikla-
dy jsou v textu detailngji popsany a diskutovany.

Klicova slova: perfluoralkylové latky (PFAS), jejich vyskyt, dopady na zdravi ¢lovéka, jejich detekce

Obsah Nejznaméjsim prikladem ze skupiny PFOS je kyseli-
na oktansulfonova, u které bylo vSech 17 atomi vodiku
1. Uvod navazanych na jednotlivych atomech uhliku v fetézci na-
2. Kde se s PFAS miizeme setkat a jak vznikaji hrazeno atomy fluoru. Tato latka byla diive zvazovana
3. Ekologicka situace ve svété jako 1ék, ktery je schopny snizovat hladinu tuki, napt.
4. Jak se PFAS dostavaji do organismu a co v ném mo- cholesterolu v krvi (tzv. hypolipidemika). Nyni je mno-
hou zptsobit hem zndmé&js$i jako vyznamny organicky kontaminant
5. Regulace Gfady Zivotniho prostfedi’. Neni to pfirodni latka. PFOS vznika
6. Metody detekce PFAS jen kvili ¢innosti ¢lovéka. Jeho prvni vyznamné pouziti
6.1. Opticka detekce bylo zaznamenano pii vyrob¢ impregnaci na textil a ktzi
6.2. Elektrochemicka detekce chranici material pfed vznikem skvrn. Za normélnich pod-

7. Problémy pii detekci PFAS minek je to stabilni nasedivél4 kapalina®.
8. Zavér Druhy vyznamny zéstupce, PFOA, je organicka kyse-

lina, za normalnich podminek bila, krystalickd pevna lat-
i ka’. Je také znamym kontaminantem Zivotniho prostredi
1. Uvod a zaroven se uvadi jako karcinogenni latka a endokrinni
disruptor®. Vznikd v priamyslu jako jeden z vedlejsich
Perfluorované a polyfluoralkylové latky (PFAS) se produktd predevsim pii vyrobé fluoropolymerd'.

dostaly do z&jmu verejnosti, protoze se bézné¢ pouzivaly PFOS i PFOA diky silnym vazbam mezi uhlikem
v primyslu k povlakovani materidld pro zlepSeni jejich a fluorem dobfe odolavaji rozkladu, zistavaji dlouhou
povrchovych vlastnosti, napt. odolnost proti ohfevu, me- dobu v zivotnim prostiedi, a tudiz se daji oznacit jako
chanickému namahani, vod¢ a dal§im provoznim fakto- bioperzistentni’. Latky ze skupiny PFAS byly dokonce
ram'. Do této rozséhlé skupiny fadime okolo 5000 latek, oznaceny jako nejdéle pretrvavajici ¢lovékem vyrobené
jakymi jsou napf. kyselina perfluoroktansulfonova latky v zivotnim prostiedi viibec. PFAS jsou obecné dobfte
(PFOS), kyselina perfluoroktanova (PFOA), kyselina per- rozpustné ve vodé, a proto v nezménéné podobé¢ zlstavaji
fluornonanova (PFNA), perfluorbutansulfonova kyselina v prostfedi, kde se mohou pienaset na dlouhé vzdalenosti
(PFBS) nebo perfluor(2-methyl-3-oxahexanoat)amonny od svého zdroje uvolnénim do prostiedi®.

(HFPO-DA nebo GenX) a mnoho dalsich (obr. 1)%.
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Obr. 1. Vyznamni zastupci chemikalii ze skupiny PFAS. (Barevna verze obrazku je dostupna na webovych strankach ¢asopisu Chemic-

Ké listy)

2. Kde se s PFAS miizeme setkat a jak vznikaji

Pramyslova odvétvi vyuzivajici PFAS zasahuji do
témef vSech sfér naseho zivota. Jedna se o automobilovy
primysl, vyrobu spotfebniho zbozi pro domacnost a mate-
riald prichazejicich do styku s potravinami; textil, kuzi,
odévy, koberce a calounéni; kosmetiku; stavebnictvi; elek-
troniku a izolatory; letectvi a obranu; chemicky, tézebni
a ropny pramysl; hasici prostiedky i lékaiské piipravky’.
Priklady jejich pouziti jsou uvedeny na obr. 2. Historicky
se jako prvni pouzivaly PFAS s dlouhymi alkylovymi
fetézci. S novymi védeckymi objevy ukazujicimi na jejich
nebezpe¢nost byly nahrazovany alternativnimi latkami
s kratkymi fetézci. To se vSak ukazalo jako liché feSeni,
protoze i tyto latky maji vlastnosti, které vzbuzuji obavy
0 mozném ohrozeni lidského zdravi®.

PFOA, piipadné jeji soli, hraji zasadni roli jako po-
mocné prostiedky pii produkci fluorovanych polymerQ
a také je nalezneme v procesech syntézy fluorakrylovych
esteri. Asi nejznaméj$im produktem, na jehoz vyrobé se
PFOA podili, je teflon. Béhem jeho vyroby vak dochazi k
vyhoteni vétsiny PFOA (cit.’). Proto se fluoropolymerni
materialy pro styk s potravinami ,,nezdaji“ byt vyznam-
nym zdrojem PFOA. Bylo zjisténo, ze z vyroby odchazeji
jen s velmi nizkou koncentraci, kterd minimaln¢ migruje
do vody nebo oleje pii vateni. Navic pfi bézném pouzivani
teflonového nadobi nebyla prokdzana generace Zzadného
dalstho mnozstvi PFOA. Vzhledem k tomuto by se mnoz-
stvi PFOA mélo blizit nule pti opakovaném pouziti nadobi
s timto povlakem'”. Teflon se nezda byt vyznamnym zdro-
jem PFAS, ktery by se dostal do lidského organismu, ale
potencialni hrozbou mutze byt uvoliiovani mikro- nebo
nano&astic z teflonového povlaku''.

Mezi dal$i vyrobky, které pouzivaji pti vyrobé PFAS
k dosazeni neptilnavého nebo skvrnam odolného povrchu,
patfi potravinové obaly'?. Takovymi jsou napf. saky na
popcorn, které mohou mit na vnitini strané¢ polymerni
povlak s relativné vysokym obsahem perfluoroktyletha-
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nolu (CF;(CF,);CH,CH,OH). Ten po zahtati degraduje
a uvoliiuje PFOA, ktera je schopna migrovat do pfipravo-
vaného pokrmu, a tim se dostat do lidského t&la”. V sa¢-
cich, které obsahuji 34 mg kg perfluoroktylethanolu, je
pak uvolnéné mnozstvi PFOA o stovky % vysSi nez
u teflonového nadobi'. Je viak nutné dodat, Ze ne u kaz-
dého popcornového sacku perfluoroktylethanol najdeme.
Jsou tu i dalsi plastové obaly na potraviny, které obsahuji
PFAS. Jsou jimi napt. obaly z restauraci rychlého obcer-
stveni a krabice na pizzu, které také vdéci PFAS za svoji
nepfiilnavost a odolnost. V roce 2017 byly PFAS nalezeny
v 56 % dezertnich ubrouskt, 38 % oballi na hamburgery
a 20 % lepenkovych , fastfoodovych® obalti v USA (cit.").

B e
PRUMYSLOVA

KONTAMINACE

Obr. 2. Priklady pouziti PFAS v prumyslu. (Barevna verze
obrazku je dostupna na webovych strankach ¢asopisu Chemické

listy)
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Stravovani v rychlém obcerstveni se proto pfipisuje i vy-
znamné zvySena koncentrace PFOA v krvi obéznich lidi®.

Jak bylo zminéno vyse, PFOA se do prostiedi dostava
hlavné diky primyslové ¢innosti. To podporuje i skutec-
nost, ze se jeji zvySena hladina v krvi objevuje predev§im
u lidi s vy$8im vzdé€lanim a socioekonomickym statusem.
Pripisuje se to faktu, Ze maji moznost nakupovat vysoce
kvalitni spotiebitelské produkty, které mohou obsahovat
vice PFAS (cit.%).

3. Ekologicka situace ve svété

Kontaminace prostfedi PFAS ma za nasledek vazné
ekologické zatizeni, protoze to jsou latky bioperzistentni
povahy. Cisténi mist kontaminovanych PFAS je zna&né
technicky i finan¢né narocné, a tudiz povétsinou zlstavaji
v prostiedi®. Primyslové vyuziti PEAS mélo za nasledek
hlavné jejich detekovatelnou pfitomnost v zivotnim pro-
sttedi zahrnujici vzduch, ptdu, prach, ledové plochy
i vodni zdroje (feky, ocedny, jezera, podzemni vody) po
celém svété veetng Ceské republiky'®'®. Hlavnimi lokali-
tami znecisténi jsou predevSim primyslové oblasti jako
napf. americkd fteka Tennessee, ktera se nachazi
v blizkosti vyznamné tovarny vyrab&jici fluorované latky.
PFOA a PFAS byly nalezeny také v pitné vodé kolem
primyslovych oblasti v Némecku, USA, Ghané, Turecku,
Australii nebo Cing, dale napf. v destové vodé v centrech
kanadskych mést, v pobfeznich vodach jizniho Japonska
a Koreji a mnoha dalsich mistech. Nejvyssi hodnoty zne-
¢isténi zivotniho prostiedi PFOA, PFOS a PFHS pak byly
zaznamenany po pouziti vét§tho mnozstvi pozarnich pén
k uhaSeni pozaru ropného skladisté v Japonsku zptisobené-
ho zemétresenim roku 2011 (cit.lg’zo).

Takto rozsahld kontaminace zivotniho prostfedi diky
PFAS mé& za néasledek jeji detekovatelnou pfitomnost
v mnoha organismech vcetné lidi a zvitat po celém svéte.
Vysoké koncentrace PFOS byly zaznamenany v tkanich
a organech i mofskych zvifat’'. Konkrétné PFOS byla
latka, ktera byla v dosavadnich vyzkumech nalezena ve
vsech analyzovanych druzich, tkanich i lokalitach. Vysoké
hodnoty PFOS obsahuji napt. krevety a musle z moii ko-
lem Severni Ameriky. Rekord mnozstvi PFOS i PFOA
drzi jeden druh motské ryby z Cartagenského zélivu
v Kolumbii, v jehoz ZIuéi se naslo 3673 ng g™ PFOS a 370
ng g ' PFOA. To jsou n&kolika fadové vyssi hodnoty nez u
jinych zvifat, kde se zaznamenané hodnoty pohybuji
v fadech jednotek nebo dokonce desetin ng g'. Vystaveni
PFAS se nevyhnou ani ptaci a savci. Vysoka hodnota
PFOS byla nalezena v organech a vaji¢kach americkych
i asijskych volavek nebo tieba Svédskych alkounti. Vysoké
koncentrace byly také zaznamenany u tuleiid Zijicich
v oblasti némeckych pfistavii, kde byly zaznamendny
v riznych organech: v jatrech, ledvinach, plicich, srdci,
mozku, krvi, svalech a dal§ich?'.
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4. Jak se PFAS dostavaji do organismu a co
v ném mohou zpusobit

Do lidského téla se stejn¢ jako do zvifat PFAS mo-
hou dostat predevS§im kontaminaci pitné vody nebo potra-
vin®. Podle vyzkumi se v lidském organismu nachazeji
nejéastéji PFOS, PFOA a PEHS (cit.?"), které se v téle
akumuluji a mohou byt zdravi nebezpec¢né. Podporuje to
skute¢nost, ze v lidském téle mohou zustat az nékolik let,
protoze je télo nezvlada dostate¢né vylucovat zadnym
béznym zplusobem. Polocas rozpadu PFOA v lidském téle
byl vypoéten na 2,4 roky a v Zivotnim prostfedi se odha-
duje minimaln& na 10-15 let (cit.>**).

PFAS jsou latky, které se zaCaly pouzivat relativné
nedavno a jejich historie saha jen do poloviny minulého
stoleti. Nejdiive byly povazovany za biologicky neaktivni
a nebyla jim vénovana velka pozornost z toxikologického
hlediska®. Pozdgji v8ak bylo zjisténo, Ze pisobeni PFOA,
ktera je jednou z negenotoxickych chemikalii, se
v organismu zamé&fuje piedevSim na jatra a ma za nasle-
dek vyssi umrtnost jaternich bunék. Vystaveni organismu
PFAS souvisi i s mnohymi dalSimi nepfiznivymi
a toxickymi ucinky na imunologickou odpovéd clovéka
(napt. jeji zdsadni snizeni nebo naruSeni protilatkové od-
povédi po ockovani) a jeho endokrinni systém.
V hormonélnim systému ovliviiuje pfedevsim S$titnou zla-
zu a pohlavni hormony, kdy dochazi ke snizeni jejich pro-
dukce. U muzi dochdzi i k nespravnym funkcim sperma-
togeneze a u téhotnych zen ma zvySend hladina PFAS
v téle za nasledek niz§i porodni hmotnost ditéte kvili ne-
dostate¢né dostupnosti glukosy pro plod®.

Celkové se PFAS pfipisuji mimo jiné imunotoxicita,
neurotoxicita, vyvojova toxicita a hepatotoxicita, pficemz
zakladni mechanismy jejich piisobeni jsou rozsahle studo-
Vainyz. Jejich pritomnost v lidském téle je pak konkrétné
spojovana i s nékterymi dal§imi zdravotnimi problémy,
jako je zvySeni hladiny cholesterolu, nemoci Stitné zlazy
nebo rakovina ledvin a varlat'>**. U nenarozenych déti
matek s vy$$i hodnotou PFOA se pak mluvi o vys$§im
riziku mozkové obrny®. Grafické shrnuti efektd PFAS
v lidském téle je uvedeno na obr. 3.

Distribuce polyfluoralkylovych sloucenin v téle zavi-
si na konkrétni sloufeniné a podavané davce. VétSinou
jsou detekovany v jatrech®', krevnim séru®® a ledvinach,
v mensim mnozstvi i v plicich a mozku*”*®. PFOA je pro-
teinofilni, ale ma tendenci byt distribuovana spise v tka-
nich s vysokym obsahem bilkovin neZ v tucich. Napf. byla
detekovana i v matefském mléku®. Ve viech t&chto mis-
tech se PFAS hromadi, a tudiz jejich hladina vyznamné
roste s rostoucim vékem u muzl i Zen, pficemZ u muzi
jsou hladiny vyrazng vy$3i*’. To mize souviset i se zptiso-
bem, jakym se télo latky zbavuje. PFAS se u lidi vylucuje
prevazné stolici, avSak mensi mnozstvi je vyluovano
i mo&iZ. Vyssi hladina u muzti ukazuje i na fakt, ze
s pravidelnou ztratou menstrua¢ni krve odchazi i PFAS
z zenského organismu®'.

Jako hlavni cesta, kterou se PFAS dostavaji do téla,
byla oznacéena pitna voda a nasledné potraviny, ale mohou
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PFAS V LIDSKEM ORGANISMU
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Obr. 3. Vyskyt PFAS a jejich efekty v lidském organismu

byt potencialné absorbovany i vdechnutim nebo ,,pfes
kazi>. Odhaduje se, Ze &lovek, ktery pouziva pitnou vodu
s obsahem PFOA mensim nez 350 ng "', by nemél byt
v ohroZeni vlastniho zdravi'’. Potraviny mohou byt konta-
minované bé&hem jejich produkce nebo prenosem
z potravinovych obald®. Daldimi potencidlnimi zdroji
byly oznaceny i ryby, moiské plody, maso a masné vyrob-
ky, vejce, mléko a mlééné vyrobky, kam se PFAS dosta-
vaji diky pitné vodé a potravé lovenych a zemédélskych
zvitat’.

5. Regulace uirady

Toxicita PFAS byla podrobena rozsdhlému zkouma-
ni. Nékteré mezinarodni instituce zakazaly pouziti urci-
tych polyfluoralkylovych latek v primyslu a zaroven sta-
novily pfipustné limity mnozstvi PFAS v pitné vod¢.

Diky vySe popsanym efektim na lidské zdravi byla
PFOA, jeji soli a ji ptibuzné slouceniny Evropskou unii
zakézany podle nafizeni o perzistentnich organickych
polutantech od 4. Cervence 2020 v ramci Stockholmské
umluvy.
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V Evropské unii byl stanoven limit 0,5 pg 1" pro
vSechny PFAS v pitné vodé¢, platny dle smérnice
z 12. ledna 2021 (cit.®). Rada rozvojovych statdi zadnou
regulaci doposud nezavedla a PFAS mohou nadale konta-
minovat Zivotni prostfedi na jinych castech planety.
O vyznamu a neblahych disledcich téchto kontaminantt
se zminuji i pfedni mezinarodni organizace, jako je Evrop-
skd chemickd agentura (ECHA), svétova zdravotnickd
organizace (WHO) nebo pfislusné organy jednotlivych
statd. V nafizenich platnych pro EU ECHA uvadi chemic-
ké latky, kterym bylo udéleno ,,Omezeni vyroby, uvadéni
na trh a pouzivani nékterych nebezpe¢nych latek, smési
a vyrobkd®“. Na seznamu z roku 2009 se mimo znamé
nebezpecné latky, jako jsou slouceniny olova, rtuti nebo
medi, nachazi i PFOS s dodatkem, Ze jakmile se objevi
zakézano upln&*. Od roku 2023 jsou PFAS zakazany
pro pouziti v hasicich pénich a s novym rozhodnutim
Evropské komise ptibyly i PFCA (perfluorované karboxy-
lové kyseliny Cy 14). Dalsi latky ze skupiny: GenX (latka
slouzici jako nahrada za PFOA), PFBS (ndhrada za
PFOS), PFHpA a jejich soli jsou pod drobnohledem ja-
kozto latky ,,vzbuzujici velmi velké obavy* kvili jejich
odolnosti, toxicit& a daldim potencialnim hrozbam®.
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6. Metody detekce PFAS

Se vzristajicim povédomim o hrozbach PFAS pro
lidské zdravi se objevila nové potieba detekce PFAS ve
vodé¢ a ptipadné i potravinach, aby se omezilo jejich ptso-
beni na naSe zdravi. Pro detekci PFAS nejen ve vodé se
v analytickych laboratofich pro komercni vyuziti standard-
né pouzivaji chromatografické metody spoleén¢ s hmot-
nostni spektrometrii — napf. plynova chromatografie
s hmotnostni spektrometrii, kapalinova chromatografie
s hmotnostni spektrometrii a vysoko u¢inna kapalinova
chromatografie-tandemova hmotnostni spektrometrie®.
Tyto metody jsou schopné meéfeni s relativné nizkymi
detekénimi limity. Na druhou stranu jsou to metody, které
je mozné provadeét pouze v laboratofi na drahych a nepie-
nosnych pfistrojich. Proto je aktualni snaha o jednodussi
moznosti detekce na misté¢ a v redlném cCase, levnéji,
s akceptovatelnou reprodukovatelnosti a pifipustnym de-
tekénim limitem. Nejcastéjsi sméry vyzkumtl smétuji op-
tickou nebo elektrochemickou cestou. Detekéni limity
diskutovanych metod se pohybuji v fadech jednotek az
tisic ng I" (cit.*?).
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6.1. Opticka detekce

Optické senzory funguji na principu kombinace pie-
vodniku a rozpoznavaciho prvku**’. Tim muze byt en-
zym, protilatka, nebo modifikovany povrch®®*, ktery diky
interakci s pozadovanym analytem, tj. PFAS, zaznamena
detekovatelnou zménu jednou z optickych metod. Pred
a po interakci se méti zmény fluorescence, absorbance,
Ramanova rozptylu nebo indexu lomu, které jsou diky
prevodu na elektricky signal kvantifikovany™.

Fluorescen¢ni metody jsou bézné pouzivané diky
pripustné citlivosti, jednoduchosti a variabilité. Reakce
analytu s fluorescenénim prvkem vede bud ke zhaseni
nebo k vybuzeni fluorescenéni emise®. V praci*® byla
pritomnost PFOS a PFOA ve vodé detekovana pomoci
kombinace fluorescen¢niho prvku Erythrosinu B se zhase-
¢em — hydratem chloridu berberinu. Intenzita fluorescen-
¢ni emise linearné vzrustala se vzrastajici koncentraci
PFOS nebo PFOA ve vzorku (obr. 4 I). V dal$im vyzkumu
byla PFOA detekovana diky tomu, ze pusobi jako povr-
chové aktivni latka. Lipofilni molekuly AIEgen, které
rozptylené v rozpoustédle nevykazuji fluorescencni emisi,
v pritomnosti PFAS tvofily agregaty a zpusobily emisi
(obr. 4 1I). Byl detekovan silny luminiscenéni signal®'
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Obr. 4. Opticka cesta detekce PFAS: 1. detekce PFAS ve vodném roztoku na zakladé ,,off-on*

systému erythrosin B (EB)-

hexadecyltrimethylamonium bromid (CTAB)*; II. (a) schéma AIE-micely, (b) AIE-micela na dné otvoru pro &ip, (c) fotofotografie &ipu,
(d) PL spektra AIE v pfitomnosti PFOA v zavislosti na mnozstvi vody ve smési s acetonem s 10 mM PFOA a 10 uM TPE, e) vodivost

roztoku v zévislosti na koncentraci PFOA, (f) piiblizena oblast v rozsahu nizké koncentrace*

! . Schéma metody detekce PFOA a PFOS

ve vzorcich vody pomoci geneticky upraveného bakteridlniho biosenzoru a snimky z (a) fluorescentniho a (b) optického mikroskopu

bunék obsahujicich PFOA a (c) kontrolni snimek bez PFOA z fluorescentniho mikroskopu®,

IV. Schéma detekce PFOA pomoci modifi-

kovanych AuNP (AuPS): (a) AuPS s polystyrenovymi skupinami jsou stabilné dispergovany a (b) AuNP bez polystyrenovych skupin jsou
agregovany™. (Barevna verze obrazku je dostupna na webovych strankach ¢asopisu Chemické listy)
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Jinou moznost nabizeji biosenzory. Pro detekci PFOS
a PFOA ve vod¢ byla napf. pouzita geneticky modifikova-
na bakterie. Diky vlozeni dvou specifickych genil
do bakterialniho genomu zacala bakterie produkovat zele-
ny fluorescenéni protein pii zjisténi pritomnosti hledanych
latek ve vod& (obr. 4 II1)*.

Existuji 1 metody vyuzivajici okem viditelnou zménu
barvy vzorku do charakteristického zabarveni diky jeho
reakci s analytem. Takové zplsoby detekce Casto vyuziva-
ji zlaté nanocastice (AuNP). Jsou zalozeny na schopnosti
snadné modifikace jejich povrchu, ktera muze metodu
specifikovat pro ur€ity analyt. Napt. AuNP s povrchem
modifikovanym thiolem funkcionalizovanym polystyre-
nem interaguji s PFOA v roztoku a méni svoji barvu
z ervené na fialovou (obr. 4 IV)*®.

Povrchove zesilena Ramanova spektroskopie (SERS)
je zalozena na principu interakce laserového paprsku
s analytem. Fotony laseru interaguji s molekulou analytu
a nasledné je méfen signal po neelastické srazce s moleku-
lou analytu, tj. po Ramanové rozptylu. Tento signal je ale
slaby a k jeho mnohonasobnému zesileni se pouziva nano-
struktura na povrchu substratu® *¢. Tato metoda ma zna¢-
ny potencial i pro detekci stopového mnozstvi PFOA
v hasicich pénach®*. SERS substrat z oxidu grafenu pokry-
ty stiibrnymi nanocasticemi byl schopen detekovat pfi-
tomnost PFOA az do limitu 50 ppb (cit.*").

|.  Tenzidem stabiizovana
e o Nukleace
L Y bublin

Velikost bublin

} 3 Jethfest | PFAEI poviak
I Tyt Hof g, we™

Screen printed ele!zh‘qdﬁl’E
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6.2. Elektrochemicka detekce

Elektrochemické metody jsou ,,oblibenymi“ metoda-
mi detekce pro svou jednoduchost, cenovou dostupnost,
vysokou citlivost a rychlost méteni***’. Diky priichodu
elektrontt dochazi k reakcim na rozhrani elektrody a elek-
trolytu, které jsou zakladnim kamenem elektrochemickych
metod™™'. Nejvyuzivan&jsimi jsou amperometrie, volta-
metrie, potenciometrie a impedimetrie®.

Amperometrické techniky pouzivaji konstantni napéti
privedené na pracovni elektrodu a méfi prichod naboje na
rozhrani nebo proudovou hustotu na dané plose. Voltame-
trické metody funguji na stejném principu s rozdilem, ze
se do obvodu ptivadi konstantni proud. Méfeny proud
nebo méfené napéti pak odpovida rychlosti probihajici
reakce na elektrodé, a tudiz i koncentraci analytu
ve vzorku®. Jednou z moznosti detekce PFOA metodou
pouzivajici popsany princip je detekce pomoci elektroche-
mické nukleace bublin. PFOA jako povrchové aktivni
latka dokdze snizit energii potiebnou k nukleaci plyno-
vych bublin v roztoku (obr. 5 I). Metodou cyklické volta-
metrie bylo zji$téno, ze bé¢hem elektrochemické reakce,
kdy v roztoku vznikal plynny vodik, hodnota maximalniho
proudu linearné klesala se zvysujici se koncentraci analy-
tu™. Velmi specifickou metodou je i pouZiti perfluorova-
ného anexového ionomeru na elektrode (obr. 5 II). Porov-

Obr. 5. Elektrochemicka cesta detekce PFAS: 1. Schématické zndzornéni metody pro detekci povrchové aktivni latky zalozend na nuk-
leaci bublin®’; II. Schéma detekce PFOA pomoci selektivnich ionomernich povlaki na sitotiskovych elektrodach™; III. Znazornéni zachy-
ceni PFOS a schéma procesu detekce na mikrofluidnim impedanénim senzoru na bazi MOF (cit.>*). (Barevna verze obrazku je dostupna

na webovych strankach ¢asopisu Chemickeé listy)
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nanim proudové odezvy z obdélnikové voltametrie bylo
potvrzeno, ze tato povrchova modifikace umoziluje prova-
dét primou detekci PFOA diky elektrostatickym, van der
Waalsovym a hydrofobnim interakcim mezi ionomerem
a PFOA (cit.>).

Elektrochemicka impedanéni spektroskopie byla pou-
zita v nasledujicim experimentu, kde byla vytvofena mi-
krofluidni platforma pro kvantifikaci PFAS. Organokovo-
va sit’ (MOF) jako zaklad systému v pdérech obsahovala
chromové sondy, které maji vaci PFAS vysokou afinitu.
Struktura s MOF tak aktivné zachycovala PFAS obsazené
v roztoku, ktery jim prochdzel. Diky napojeni
na mikroelektrodu bylo nasledné mozné méfit impedancni
spektra a sledovat zvySujici se odpor pienosu naboje
v zavislosti na koncentraci PFAS (obr. 5 II1)**.

7. Problémy pri detekci PFAS

Navzdory vyznamnému pokroku v metodach detekce
PFAS existuje stale fada problémd, které je tfeba preko-
nat, aby se zvysila ucinnost detekce a hodnoceni rizik
spojenych s pisobenim téchto latek:

a) Rozmanitost a pocet sloucenin ve skupiné PFAS zté-
zuje vyvoj standardizovanych detekénich metod
schopnych soucasné detekovat vice slouc¢enin PFAS
v riiznych matricich® 7.

Nizké koncentrace PFAS v zivotnim prostiedi a biolo-
gickych vzorcich vyzaduji vysoce citlivé metody ana-
lyzy*'.

Slozitost extrakce. Vzhledem k Siroké skale fyzikalng-
chemickych vlastnosti PFAS zistava vyvoj G¢innych
a univerzalnich extrak¢énich metod pro vSechny typy
matric (voda, puda, biologické tkan¢) vyzvou. Pro
maximalizaci detekce nebo extrakce cilovych slouce-
nin a minimalizaci ztrat jsou nutné specifické postupy
piipravy vzorka®® !,

Regulacni a zdkonna omezeni. Rizné zemée a regiony
mohou uplatiiovat rizné predpisy, coz vytvaii dalsi
vyzvy pro mezinarodni vyzkum a spolupraci®*®.

b)

©)

d)

8. Zavér

Zavérem lze fici, ze vyzkum PFAS tykajici se jejich
pfitomnosti v zZivotnim prostiedi, bezpecnosti a rizik spo-
jenych s jejich naslednymi dopady na lidské zdravi pfinesl
mnohé vyzvy a nové oblasti budouciho vyvoje technologii
v této oblasti. Odolnost PFAS vii¢i pfirozené degradaci
a schopnost dlouhodobé akumulace v zivotnim prostedi
a biologickych organismech z nich ¢ini zvlasté zajimavou
tfidu kontaminantt. Toxikologické studie ukdzaly, ze ex-
pozice PFAS muze vést k fad¢ nepfiznivych zdravotnich
ucinkt, vcetné naruseni endokrinniho systému, naruseni
reprodukce, zvySenému riziku nékterych typt rakoviny
a mnohym dalS§im neblahym nésledkdm na lidské zdravi.
Moderni metody detekce a analyzy PFAS se neustale zlep-
Suji, coz umoziuje lepsi citlivost a specificitu pii detekci
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téchto latek v rliznych prostfedich. Stdle vSak existuje
akutni potfeba vyvinout U¢innéj8i metody pro detekci
a likvidaci PFAS.

Tato prdce vznikla za finanéni podpory grantu GACR
¢ 23-074458.

Seznam pouzitych zkratek

GenX = HFPO-DA  perfluor(2-methyl-3-oxahexanodt)

amonny
PFAS perfluorované a polyfluoralkylové
latky
PFCA perfluorkarboxylové kyseliny
PFBS perfluorbutansulfonova kyselina
PFHpA perfluorheptanova kyselina
PFHS perfluorhexansulfonova kyselina
PFNA perfluornonanova kyselina
PFOA perfluoroktanova kyselina
PFOS perfluoroktansulfonova kyselina
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K. Kukralova, E. Miliutina, O. Lyutakov, and
V. Svortik (Department of Solid State Engineering,
University of Chemistry and Technology Prague, Prague):
Perfluoroalkyl Substances — an Overview of Their
Occurrence, Health Effects and Detection Methods

Perfluoroalkyl substances (PFAS) have gained wider
public attention in recent years as environmental
pollutants which include perfluorooctanoic acid and
perfluorooctanesulfonic acid. These substances are
produced by industry, mainly during the manufacture of
polymers or non-stick surfaces. They can enter the
environment through waste water or other routes and
contaminate drinking water sources or food. Their effects
on organisms and human health have been extensively
studied and their presence in the body has been attributed
to many health complications including cancer. For this
reason, limits for PFAS in drinking water have been
established and their regulation is being addressed by
many governments and international organisations.
Chromatographic methods are the current standard for
PFAS detection, but new detection methods, mainly
optical and electrochemical, are currently being
investigated. Examples of these are described in more
detail in the text.

Keywords: perfluoroalkyl substances (PFAS), occurrence
of PFAS, effects of PFAS on human health, detection of
PFAS
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Nukleosidova chemie se v UOCHB rozvijela od roku 1957 diky piedvidavosti jeho prvniho feditele Frantiska Sorma.
Tento novy obor, z po&atku cileny hlavné na syntézu oligonukleotidi, si brzy vydobyl skvélou reputaci. UOCHB byl v té
dob¢ jednim z pouhych &tyf pracovist’ na svEété tGspéSnych v syntéze oligonukleotidl. Prvnimi tspéchy v syntézach
chemicky modifikovanych nukleosidli byly syntézy 6-azauridinu jako antileukemika, 6-azauridin-triacetatu jakozto léciva
proti lupénce (Riboazauracil) a zejména S5-azacytosinovych nukleosidi S-azacytidinu a 2’-deoxy-5-azacytidinu
(decitabinu), které byly syntetizovany na pocatku 60. let Aloisem Piskalou. Ob¢ slouceniny jsou antileukemické latky
fungujici na epigenetickém principu jako inhibitory DNA methylaci. V soucasné dobé se klinicky pouzivaji k 1écbé
myelodysplastickych syndromt a dal$ich hematologickych malignit a jsou prodavany pod obchodnimi nédzvy Vidaza®™
(5-azacytidin, schvalen 2004) a Dacogen®™ (5-aza-2’-deoxycytidin, schvalen 2006). Vyznamné syntetické usp&chy jsou
spjaty s osobnosti Antonina Holého véetné syntéz L-nukleosidl a acyklickych nukleosidovych analogt, tj. latek, v nichz je
cukerny furanosovy kruh nahrazen (poly)hydroxylovanym acyklickym fetézcem. Mnohé byly shledany ucinnymi
antivirotiky a jeden z nich, 9-(S)-[(2,3-dihydroxypropyl)]adenin, dokonce vstoupil do klinické praxe jako antiherpetické
lé¢ivo Duvira gel. Skutecnym milnikem se stal vyvoj acyklickych nukleosidfosfonatii (ANP), poprvé publikovanych
Holym a De Clercqem v roce 1986. V pribéhu pristich tfi dekdd bylo identifikovdno ohromné mmnozstvi biologicky
aktivnich ANP jako antivirotik, cytostatik, imunomodulatorti a antiparazitik. Tti z nich se dostaly do klinické praxe jako
uspésna antivirotika: cidofovir pro 1é¢bu cytomegalovirové retinitidy u pacientt s AIDS, tenofovir pro 1écbu a prevenci
HIV a pozdéji schvalen téz pro 1é¢bu hepatitidy B a adefovir taktéz pro 1écbu hepatitidy B. Tenofovir je ve formé proléciv
nyni nejvice pouzivan jako soucdst kombinovanych anti-HIV preparatli obsahujicich v jedné tableté n¢kolik rliznych anti-

vvvvvv

Klicova slova: 6-azauracil, 5-azacytidin, decitabin, antimetabolity, L-nukleosidy, acyklické analogy, DHPA, acyklické
nukleosidfosfonaty, cidofovir, adefovir, antivirotika, HIV, tenofovir, kombinovana antiretrovirova terapie, antiparazitika

V historii védy zistane rok 1953 uz navzdy spojen prvnim feditelem Frantiskem Sormem. Cinnost tstavu se
s jednim z nejvyznamnéjSich objevi 20. stoleti. Stalo se zaméfovala hlavné na chemii pfirodnich latek (terpent
tak v Cavendishové laboratoti v Cambridgi a onou udalosti a rostlinnych 1é¢iv), steroidu, klasickou organickou synté-
bylo vyfeSeni struktury DNA jako dvojité Sroubovice zu (syntézy antibiotik, azulenti, aminokyselin a peptidd),
s antiparalelni orientaci obou fetézct, kde se paruji adenin aplikaci fyzikalnich metod (IC a UV spektroskopie), che-
s thyminem a guanin s cytosinem pomoci vodikovych mii a biochemii bilkovin a enzymologii. Frantisek Sorm
vazeb. Revoluéni objev, ktery polozil zaklady budouci byl ¢lovék s mimoradnou védeckou intuici a brzy dokézal
molekularni biologie a genetiky, byl odhalen svétu rozpoznat nezbytnost vyzkumu nukleovych kyselin pro
25. dubna 1953 v ¢asopise Nature'. Clanek dlouhy jen dalsi rozvoj biologickych a chemickych véd. Proto jiz
néco pres jednu stranku zacinajici pon€kud nesmélym Ctyfi roky po zalozeni ustavu, vroce 1957, zalozil
uvodem ,,Radi bychom navrhli strukturalni podobu soli v UOCHB oddéleni chemie nukleovych kyselin, jehoz
deoxyribonukleové kyseliny (D.N.A). Vyznacuje se novy- vedoucim se stal Dr. Jifi Smrt. Jednim z hlavnich témat
mi rysy, které maji znacnou biologickou zajimavost...” nového oddéleni byla syntéza oligonukleotidd.
zahy ovlivnil sméfovani védeckého vyzkumu chemickych Prvni oligonukleotidova prace autori Smrta a Sorma
a biochemickych laboratofi po celém svéte. z roku 1961 popisuje syntézu dimeru 6-azaU-p-U konden-

V prazskych Dejvicich byl ve stejném roce zalozen zacni reakei chrdnéného 6-azauridinu a uridin-3'-fosfatu
Ustav organické chemie a biochemie CSAV v &ele s jeho s DCC a néaslednym odchranénim®. Pozadavky molekular-
Chem. Listy 718, 311-320 (2024) https://doi.org/10.54779/chl120240311
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nich biologli na syntetické oligonukleotidy byly hnaci
silou k rychlému vyvoji novych efektivnéjsich metod syn-
tézy a prazska skupina si zde vydobyla velmi brzy prestiz-
ni pozici. Na pocatku 60. let patiil UOCHB k pouhym
Ctyfem pracoviStim na svEét€ GspéSnych v syntéze oligo-
nukleotidd. Pvodni metoda syntézy oligonukleotidi
v roztoku fosfodiesterovou metodou (Khorana) byla po-
stupné nahrazovdna nejprve ucinnéjsi fosfotriesterovou
metodou (Letsinger), poté metodou H-fosfonatovou
(Todd, Froehler, Matteucci) a fosfitovou (Letsinger), ktera
vytvotila zaklad fosforamiditové metody (Caruthers), kte-
rad je v soucasnosti jedinou prakticky pouzivanou metodou
syntézy oligonukleotidii na pevné fazi’. Také zde jsme
dokazali drzet krok se zapadnimi pracovisti. Diky technic-
ké zdatnosti Jitiho Smrta a pracovnikii vyvojovych dilen
byly na ustavu svépomoci sestrojeny prvni automatické
syntetizatory SynGen-1 a SynGen-2.

Paraleln¢ s chemii oligonukleotidi byla vénovéna
pozornost syntézdm a biochemickym studiim chemicky
modifikovanych nukleosidd. Strukturné pozménéné nukle-
osidy funguji jako antimetabolity v procesech metabolis-
mu nukleovych kyselin a mohou tedy ovliviiovat enzymo-
vé reakce v burikach nebo bunéénych parazitech (napf.
viry, bakterie, plisn¢). Osobnostmi nukleosidového vyzku-
mu byli v 60. letech Frantisek Sorm, Alois Piskala, Jifi
Zemlicka, Stanislav Chladek, Jifi Beranek, Miroslav
Prysta§, Antonin Holy, Josef Pitha, Jifi Vesely, Alois
Cihak a Karel Raska, Jr. Pozomost farmaceutického pri-
myslu se vté dobé upinala hlavné na latky s cyto-
statickymi G&inky. Prvni nukleosidové prace v UOCHB na
konci 50. let se tykaly hlavné 6-azauridinu (obr. 1), coz
byl v té dobé v socialistickém Ceskoslovensku jediny ko-
mercné dostupny nukleosid. Ziskaval se jako vedlejsi pro-
dukt z jedné biotechnologické vyroby na Slovensku a di-
vodem zijmu o n¢& byly jeho cytostatické ucinky.
6-Azauridin byl kratce vyvijen firmou Spofa jako prostie-
dek k 1écbé leukémie a byl dokonce licencovan britské
firmé Distillers Co. V klinickych zkouskach se vsak jeho
antileukemické ucinky ukdzaly jako nedostate¢né a vyvoj
Tento derivat byl komeréné dostupny pod nazvem Ri-
boazauracil a prodaval se v USA jako 1é&ivo na lupénku™®’.
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I jeho pouzivani vSak bylo zastaveno, a to z divodu
tromboembolickych vedlejSich uc¢inkd u malého procen-
ta pacientd.

Biologicka zajimavost 6-azapyrimidinovych derivati
vedla  logicky = kmyslence  syntetizovat  jejich
S-azaanalogy. Toto téma bylo naplni disertacni prace vé-
deckého aspiranta Aloise Piskaly. Ukazalo se, Ze synteti-
zovat 5-azauridin je nesmirng obtizné, a to z diivodu ne-
stability triazinového kruhu — poloha 6 je extrémné na-
chylnd k ataku nukleofilnich ¢inidel vcetné OH iontl
vody a dochézi vzdy spontanné k jeho otevieni®. Po vel-
kém usili se Piskalovi latku podafilo pfipravit znac¢né slo-
zitym postupem vystavby celé heterocyklické casti.
K velkému zklamani vSak byly jeho biologické ucinky
nulové a Sorm poté Piskalovi zakazal dalgi
S-azapyrimidinové derivaty ptipravovat jakozto ztratu
Casu a plytvani drahymi chemikaliemi. Piskala ale i tak
v syntézach tajné¢ pokracoval a roku 1963 pfipravil
5-azacytidin’. K prekvapeni viech se ukazaly jednak jeho
mimofadné silné antibakteridlni ucinky, ale predevsim
ucinky cytostatické, konkrétné antileukemické. Tématika
S-azacytosinovych derivati ziskala ihned oficialni podpo-
ru a rok na to byl syntetizovan i 2’-deoxy analog, 5-aza-2'-
-deoxycytidin (decitabin, obr. 1). Na ob¢ molekuly byly
podany patentové prihlasky a patenty dokonce licencovaly
velké farmaceutické firmy (Bayer a Upjohn, pozd¢ji Bris-
tol-Myers). Vzhledem ke komplikovanému zptisobu pii-
pravy byl prakticky veskery material obou nukleosidii na
preklinické a klinické testy (mnohasetgramové az kilogra-
mové Sarze) po dlouha 1éta syntetizovan v UOCHB vlast-
nima rukama Dr. Piskaly a jeho spolupracovnikii. Bohuzel
jeho objevy byly ucinény v nepfili§ vhodné dobé, a presto-
ze obé latky po 40 letech vyzkumu nakonec dospély az ke
klinickému schvéleni, jejich autor ani ustav z nich nemél
nikdy zadny zisk. Na tom se podepsaly jak nevyhodné
smlouvy s firmami nebo jejich nedodrzeni, tak predevsim
neznalost patentového prava a v§eobecné Spatna patentova
politika tehdejsi Ceskoslovenské akademie véd. Pohnuta
historie vyvoje obou 1é¢iv byla nedavno podrobné vylice-
na v Gasopise Vesmir®. Priilomovy objev, ktery hlavni
mérou pftispél ke klinickému vyvoji obou Ié¢iv, ucinili
vroce 1980 profesor Peter Jones se svou doktorandkou
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Obr. 1. Struktury biologicky aktivnich 6-aza- a 5-azapyrimidinovych nukleosidi
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Shirley Taylor z University Jizni Kalifornie (USC,
Los Angeles), kdyz pfi praci s 5-azacytidinem pozorovali
vté dobé téméf neuvéfitelny jev premény rakovinnych
bun¢k do stadia viceméné normalnich bunék. K objevu
doslo nahodou. Stacilo, aby si jeden z laborantti Jonesovy
laboratofe po skonceni experimentl s azacytidinem neu-
klidil stdl a odjel na dovolenou. Kdyz se vratil, zapomenu-
té rakovinné buiniky byly po nékolikatydennim plisobeni
azacytidinu zcela zdravé. Profesora Jonese ucinek latky
natolik nadchnul, ze si 5-azacytidin podle Piskalovy publi-
kace v Collection of Czechoslovak Chemical Communica-
tion” ihned nasyntetizoval k dal$im vyzkumtim a dokonce
si nechal jeho oznaceni 5-AZA-C ptepsat jako novou po-
znéavaci znacku svého auta.

Jak tedy S-azacytidin funguje? Ukazalo se, ze pfi
nizkych koncentracich maji 5-azacytosinové nukleosidy
zcela novy mechanismus uc¢inku, odlisny od vSech dosud
znamych cytostatik. 5-Azacytidin a decitabin funguji na
epigenetickém principu jako inhibitory DNA methylaci’.
DNA je methylovana enzymem DNA methyltransferasou
v poloze 5 cytosinu; K DNA methylacim dochazi témér
vyhradné v oblasti zvySeného vyskytu CpG dinukleotidu,
tzv. CpG ostravkd, které jsou pfitomny v promotorové
oblasti pfiblizné 50 % gend. Pravé abnormalni hyperme-
thylace promotorovych regiontt v CpG ostrivcich byla
umnoha druhli malignit prokdzéna jako pfic¢ina utlumeni
funkce tumorsupresorovych gent a rozvoje rakovinného
bujeni. Enzym DNA methyltransferasa a jeji inhibice se
tak stava dulezitym targetem ve vyvoji antitumorovych
1é¢iv, ktera necili na rakovinné buriky za Gcelem jejich
znieni, ale misto toho umoziuji zpétnou pfeménu maligni
bunééné populace do stavu vice méné normalnich zdra-
vych bungk'®. Po &tyficeti letech od publikace prvnich
syntéz a mnoho let po expiraci plivodnich patentd byly
nakonec oba 5-azacytosinové nukleosidy schvaleny FDA
jako 1éciva k terapii myelodysplastickych syndromt pod
nazvy Vidaza® (5-azacytidin, schvalen 2004) a Dacogen®
(5-aza-2'-deoxycitidin, schvalen 2006). Dalsimi indikace-
mi pro jejich aplikaci jsou akutni myeloidni leukémie
(Vidaza®, Dacogen®™) a chronickd myelomonocytova leu-
kémie (Vidaza®).

Ve stejné dobé¢, kdy Piskala rozviji svou chemii
5-azacytidinu, za¢ina svou kariéru v UOCHB také mlady
Antonin Holy. Ten se nejprve jako aspirant pod vedenim
Dr. Zdenika Arnolda vénoval klasické organické syntéze,
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specidlné syntetickému vyuziti reaktivity dimethylforma-
midu a polymethiniovych soli'' ™. Do nukleosidové sku-
piny nastoupil po aspirantufe a zde se n€kolik let zabyval
hlavné 6-azauridinovou chemii, fosforylaénimi reakcemi,
pripravou kratkych oligoribonukleotidii, cyklickych ribo-
nukleosidfosfatii a nukleosid 5'-fosfitt. Jeho prilomovou
praci vSak byla roku 1969 syntéza rL-nukleosidd a jejich
fosforylovanych ~ metaboliti.  L-Nukleosidy  byly
v hledacku biochemik jiz né&jaky Cas, ale cesta k nim byla
synteticky obtiznd. Prvni syntézy popsané o pét let diive
vychazejici z halogenosy L-ribosy nebo halogenosy 5'-di-
fenylfosforyl-L-ribosy a soli pfislusné baze vedly jen
k malym mnozstvim pozadovaného produktu'*'". Holého
syntéza vychazejici z L-arabinosy ptes 2-O-p-toluen-
sulfonyl-5-O-trityl-L-arabinosu, uzavieni epoxidového
kruhu mezi polohami 1 a 2 a nasledné otevieni epoxidu
sodnou soli piislusné baze bylo synteticky jednoduché,
univerzalni a umoznilo ziskavat L-nukleosidy ve velkych,
az 100 g 3arzich'® (obr. 2). O tii roky pozdéji, roku 1972
publikoval Holy podobné uspéSnou metodiku syntézy
L-deoxyribonukleosidi'’. L-Nukleosidy byly piedmétem
vyzkumu mnoha biochemickych pracovist, avsak vy-
znamné UCinky a uplatnéni v té dob¢ jesté nenasly. Jejich
,zlata éra® méla piijit az o nékolik desitek let pozdéji,
kdyz se hlavnim ukolem farmaceutickych firem stal boj
s tézkymi virovymi infekcemi, jako HIV, hepatitida B
nebo cytomegalovirové infekce u transplantovanych paci-
entl. Antivirotika, kterd dnes patfi k hlavnim terapeuti-
kim proti t€émto virovym infekcim, jako napf. lamivudin,
emtricitabin, clevudin, telbivudin nebo maribavir, jsou
slouteniny na bazi L-nukleosida'®. Piesto, Ze zadny
z téchto preparatd neni origindlnim produktem naseho
ustavu, pavodni syntetické know-how naSich chemiki
k jejich vyvoji ptispélo vyznamnou mérou.

Omezeny pristup k devizovym prostiedkiim byl inici-
aci snahy o maximalni sobéstacnost, a to v nejruznéjsich
odvétvich, chemii a zdravotnictvi nevyjimaje. Proto bylo
napf. vysoce oceriovanym pocinem vypracovani originalni
syntézy  cytostatika 1-B-p-arabinofuranosylcytosinu
(cytosin arabinosid, araC, cytarabin) pouzivaného k 1écbé
leukémii. Inovativni pouze tiikrokova syntéza vychazejici
z cytidinu (obr. 3) byla velmi efektivni a firma Spofa tak
mohla podle tohoto postupu vyrabét vlastni cytarabin,
ktery byl dodavan na trh pod firemnim nazvem Alcysten.
Autofi syntézy Hubert Hiebabecky a Josef Brokes pod
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Obr. 3. Originalni syntéza cytosin arabinosidu (cytarabinu) vyvinuta v UOCHB

vedenim Jitiho Beranka byli za tuto syntézu v roce 1980
ocenéni Cenou CSAV ,,Za nové poznatky v oblasti kance-
rostatika 1-B-p-arabinofuranosylcytosinu vedouci k prak-
tické aplikaci dosazenych vysledkd.* (cit.").

Zatimco v 50. a 60. letech byl hlavni zdjem farmaceu-
tického primyslu soustfedén na vyvoj latek cytostatické
povahy, koncem 60. a poc¢atkem 70. let se za¢ind obracet
pozornost stale vice i k virovym infekcim. Jednim
z iniciatort tohoto trendu byl v té dobé explozivni nartst
genitalniho herpesu v USA, ziejme jako dusledek spole-
¢enskych zmén vedoucich k celkovému uvolnéni moralky,
vzniku hnuti hippies a zvySeni promiskuity. Genitalni
herpes je sexualné prenosné onemocnéni, které je zpuso-
bené nejéastéji virem herpes simplex typu 2 (HSV-2), ale
puvodcem muze byt nékdy i HSV-1. Jedna z prvnich, kdo
se zacal systematicky vénovat hledani a testovani protivi-
rovych latek na béazi nukleosidovych analog, byla americ-
ka biochemicka a farmakolozka Gertrude Elion, vedouci
oddéleni experimentdlni terapie spolecnosti Burroughs
Wellcome. Poté, co si v§imla, ze adenin arabinosid vyka-
zoval znamky aktivity proti nékterym DNA virim, zacala
syntetizovat nové latky na bazi nukleosidovych analogg.
Vysledkem tohoto usili byl mezi jinymi také purinovy
analog  9-(2-hydroxyethoxymethyl)guanin  (acyklovir,
Zovirax), ktery se zahy ukazal jako U¢inny inhibitor her-
pes simplex viru typu I a typu II a dalSich herpetickych
virt®*?'. Zovirax firmy Burrough Welcome dlouho vedl na
zebticku prodeje protivirovych Iékd a v roce 1988 byla za
n¢j Gertrudé Elion spolu s kolegou Georgem Hitchingsem
udélena Nobelova cena. Byla to historicky prvni Nobelova
cena cilend do farmaceutického primyslu. Z chemického
hlediska byl acyklovir pfedstavitelem nové generace anti-
metabolitli, zalozené na tom, Ze potiebné prostorové uspo-
fadani bioaktivni molekuly nemusi byt a priori fixovano,
ale mize byt vyvolano z rozvolnéné struktury molekuly
teprve kontaktem s cilovym enzymem metabolismu, na
néjz plsobi. Podobné jako u antimetabolitd diive zminé-
nych, je i zde pro jejich funkci kliCovym metabolickym
krokem fosforylace. V burikach infikovanych herpes viry
je tato fosforylace 30—120krat rychlejsi nez u neinfikova-
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nych bunék, kli¢ovym enzymem katalyzujicim tuto fosfo-
rylaci je thymidinkinasa.

Novy typ nukleosidovych antimetaboliti s acyklic-
kym fetézcem nahrazujicim cukerny kruh inspiroval nuk-
leosidové chemiky z rtiznych pracovist. V UOCHB tato
tématika zaujala mladého védce Antonina Holého, ktery
brzy na to syntetizoval svou vlastni sérii acyklickych ana-
logli. V kvétnu 1976 dostal Holy prilezitost zucastnit se
v Gottingenu  nukleosidové  konference s nazvem
,»Symposium on synthetic nucleosides, nucleotides and
polynucleotides®. Konferenci organizoval Karl-Heinz
Scheit, ktery byl Holého pfitelem a spolupracovnikem
spolu s Fritzem Ecksteinem b&éhem Holého tfimésicni
postdoktorské staze v Gottingenu. Na konferenci se Holy
seznamil s pfednimi osobnostmi nukleosidové chemie té
doby, pfi¢emz do budoucna nejvyznamnéjsi bylo setkani
s mladym belgickym lékatem — virologem z Lované
Erikem DeClercqem. De Clercq, a¢ vzdélanim lékar, vyni-
kal znalostmi chemie a schopnosti spravného chemického
mysleni. Velmi rychle odhadl potencial nukleosidii a nuk-
leosidovych antimetabolit v jejich pisobeni proti bunéc-
nym parazitim vcetné vird. Na konferenci do Gottingenu
prijel hlavné proto, aby se tu pokusil najit chemika ochot-
ného ke spolupraci v hledani protivirové aktivnich latek.
Setkani De Clercqa s Holym bylo pro oba muze doslova
osudové. Z obou védcu se stali dozivotni pratelé a z jejich
spoluprace vnikla v prib&hu let protivirova 1é¢iva zachra-
fyjici zivoty miliént lidi. Toto prvni setkani pozdé&ji oba
zminovali ve svych pfednaskach a retrospektivnich publi-
kacich jako zcela zasadni****. Erik De Clercq se mnoho-
krat vyjadril, ze jeho nejvEtsi Zivotni vyhrou byla pravé
ucast na konferenci v Gottingenu v roce 1976 a objev
zdejsi plejady vynikajicich nukleosidovych chemik,
z nichz prvni mezi vSemi byl Antonin Holy. Prvni série
pouhych Sesti latek pfisla postou z Prahy do Lované jesté
téhoz roku. K obrovskému piekvapeni byly dvé latky proti-
hydroxypropyl)adenin (DHPA)*. K objevu DHPA doslo jen
kratce poté, co byl objeven protivirovy ucinek acykloviru.
Na rozdil od acykloviru pusobicimu selektivné proti her-
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pesvirim na zéklad¢ prednostni fosforylace virovou thy-
midinkinasou, DHPA m4 Siroké spektrum aktivit jak proti
DNA virim, tak i RNA virim. Jeho ucinek spociva
v reverzibilni inhibici enzymu S-adenosylhomocystein-
hydrolasy katalyzujicimu hydrolyzu S-adenosylhomo-
cysteinu (SAH) na adenosin a L-homocystein. Hromadici
se SAH, jenz vznikd z S-adenosyl-L-methioninu (SAM)
odstépenim methylu, nasledné pulisobi jako inhibitor riz-
nych SAM-dependentnich methylacnich procest véetné
téch, které jsou nezbytné pro fazi zrani (maturace) virové
RNA?®. Pro svou vysokou u&innost a prakticky nulovou
toxicitu byl DHPA postoupen do klinického testovani
aposléze schvalen jako 1é¢ivo k topickému pouziti pro
indikaci herpes labialis (opar), jehoz pliivodcem je virus
HSV-1. Preparat se prodaval ve form¢ krému pod nazvem
Duvira” gel a byl vyrabén firmou Spofa.

Dalsimi Holého ucinnymi virostatiky s podobnym
mechanismem uc¢inku (inhibice methylacnich reakci) byly
latky D-eritadenin, 3-(adenin-9-yl)-2-hydroxypropanova
kyselina (AHPA) a AHPA estery (obr. 4, cit2"2®).
Z téchto latek se vSak uz zadna do klinické faze nedostala.
Nejvyznamnéjsi Holého objevy z oboru protivirovych
1é¢iv v8ak jiz mély ptijit za nedlouho.

Jak jiz bylo zminéno vySe, vétSina nukleosidovych
analogl pfi vstupu do bunky potiebuje byt fosforylovana,
aby se mohl projevit jejich biologicky ucinek jakozto anti-
metabolitu. Piima aplikace nukleosidfosfati vSak neni
realnd, fosfaty jsou chemicky a metabolicky nestabilni.
Tento problém vytesil Holy jednoduchym a velmi elegant-
nim zpusobem — pfipojenim fosfatového uskupeni pies
methylenovy miustek. Takové latky jsou tedy nikoli fosfa-
ty, ale fosfonomethylderivaty. Nemohou v organismu
hydrolyticky odstépit fosfat, ale mohou se dale fosforylo-
vat a vstupovat do metabolickych d&ji podobné jako nuk-
leosidtrifosfaty. Pripojenim fosfonomethylového uskupeni
k molekule (S)-DHPA tak vznikla prvni latka nového
strukturniho typu, 3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl-
derivatt, zde konkrétné (S)-9-(3-hydroxy-2-fosfono-
methoxypropyl)adenin [(S)-HPMPA] (obr. 5). (S)-HPMPA
vykazoval $iroké spektrum aktivit proti prakticky vSem
DNA virm, tj. herpesvirim, poxvirim, adenovirdm, he-
padnaviram a papillomaviram®. Navzdory vysledkim
protivirovych testii nebyl HPMPA nikdy déle vyvijen jako
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protivirové 1é¢ivo, a to ani proti tém indikacim, kde zadna
alternativni moZnost 1écby nebyla zndmad, jako je tomu
napf. u adenovirovych infekei. Jeho objev vSak inicioval
syntézu dalsich acyklickych nukleosidfosfonata (ANP)
a v podstaté ur&il smér nukleosidové chemie v UOCHB na
pristi tii dekady. Pii té ptilezitosti je tfeba zminit uzkou
spolupraci Antonina Holého s Ivanem Rosenbergem. Ivan
Rosenberg byl Holého prvni védecky aspirant. Tématem
jeho disertaéni prace byla ptiprava fosfonomethylderivati
ptirozenych ribonukleosidi®’. Tyto latky sice Zddnou
biologickou aktivitu nemély, stejné jako jejich analogy
v 2'-deoxy fad&’', ale byly zde vypracovany zékladni me-
todiky fosfonatové chemie. Nejvétsim vysledkem spolu-
prace obou kolegli jsou nové protivirové struktury ANP,
znichz nékteré se pozd&ji staly klinickymi 1é¢ivy
(adefovir, cidofovir). Nedilnou soucasti celého tymu
a Holého pfitelem byl Dr. Ivan Votruba. Ten provadél
nejen veskeré dostupné biochemické eseje, ale téz farma-
kokinetické studie a polozil v UOCHB zaklady nového
oboru biochemické farmakologie. Antivirovy screening
ANP byl nadale provadén Erikem De Clercqem v Rega
Institute for Medical Research Katolické Univerzity
v Lovani. Kli¢ovym partnerem pro klinicky vyvoj
a komercializaci uspé$nych kandidatd byl John Martin,
generalni feditel firmy Gilead Sciences, Inc.

Prvnim acyklickym nukleosidfosfonatem, ktery do-
sahl klinické praxe, byl cidofovir, (S)-1-(3-hydroxy-2-
-fosfonomethoxypropyl)cytosin ~ (HPMPC,  cidofovir,
obr. 5, cit.*?). Tato latka s univerzalni aktivitou proti ves-
kerym DNA virim byla schvalena FDA roku 1996 jako
1é¢ivo proti cytomegalovirové retinitidé u pacientii s AIDS
a prodava se pod nazvem Vistide™ (vyrobce Gilead
Sciences, Inc.). Kromé toho se pouziva off-label k 1écbé
zavaznych virovych infekci, kde neni zndma jind moZnost
1é¢by nebo stavajici 1écba selhava. Mezi takové indikace
patfi  tézké papilomatdzy, polyomavirové infekce
(progresivni multifokalni leukoencefalopatie), adenoviro-
vé infekce a poxvirové infekce (molluscum contagiosum,
orf, opi¢i nestovice). V odiivodnénych piipadech Ize
cidofovir také pouzit i pro imunokompromitované pediat-
rické pacienty s komplikovanymi adeno-, polyoma- nebo
cytomegalovirovymi infekcemi. Cidofovir se aplikuje
intravendzng, pri¢emz jeho biodostupnost je velmi nizka.
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Obr. 4. Acyklovir a protivirové acyklické analogy nukleosidi syntetizované v UOCHB
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Vice nez 90 % Ié¢iva se vyluCuje v nezménéné podobé
ledvinovou cestou a zptisobuje poSkozeni ledvin. Problém
s nefrotoxicitou se da ¢aste¢né vyfesit pouzitim nefropro-
tektivniho 1é¢iva probenecidu, ktery se podava pred vlast-
ni aplikaci cidofoviru®.

Aby se zvysila biodostupnost cidofoviru, byly synte-
tizovany a zkouSeny rizné formy proléciv, avSak vétSina
pokust aplikovat cidofovir v podobé oraln¢ dostupného
proléciva selhala. Jedinou vyjimkou byly alkoxyalkylestery,
z nichz nejusp&$néjsim kandidatem byl hexadecyloxypro-
pylester cidofoviru (brincidofovir, obr. 5), vyvijeny firmou
Chimerix, Inc. V ¢ervnu 2021 byl brincidofovir schvalen
FDA jako mozny prostfedek k 1é¢bé pravych nestovic
v pripadé zneuziti jejich plvodce, viru variola,
k bioteroristickému utoku nebo v ptipadé jeho ndhodného
uniku. Brincidofovir se proddva pod komerénim nazvem
Tembexa™. V klinickych zkouskach proti adenovirovym
a cytomegalovirovym infekcim dospél brincidofovir az do
faze 3, avSak jeho dal$i vyvoj byl ukoncen kvuli vaznym
vedlej$im uéinkam?®.

Dalsim 1é¢ivem ztad ANP byl 9-[2-(fosfono-
methoxy)ethyl]adenin (PMEA, adefovir, obr. 5, cit.**7).
Adefovir je aktivni proti retrovirim (HIV) a n&kterym
typim DNA virt. Aktivita proti HIV a viru hepatitidy B
spociva v jeho funkci inhibitoru reverzni transkriptasy.
Adefovir se pouziva v prolékové formé¢ jako bis
(pivaloyloxymethyl)ester (adefovir dipivoxil)*® a piivodng
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byl vyvijen jako 1éCivo proti HIV. Klinické testy vSak
ukazaly, ze potfebna denni davka (120 mg) je s ohledem
na jeho nefrotoxicitu piili§ vysoka a vyvoj adefoviru jako
anti-HIV preparatu byl proto ukonc¢en. Nicmén¢ se ukéaza-
lo, Ze latka ma mnohondsobné vyssi ucinnost proti HBV,
kde 1ze dosdhnout poZadovaného terapeutického efektu jiz
pii denni davee desetkrat niz&i*>*°, tj. 10 mg. To umoznilo
pokracujici klinicky vyvoj adefov1ru jako terapeutika proti
chronické hepatitidé B a posléze roku 2002 jeho schvaleni
FDA a prodej pod obchodnim nizvem Hepsera™ (Gilead
Sciences Inc.).

slougeninou pochéazejici z UOCHB je (R)-9-[(2-fosfono-
methoxy)propyl)Jadenin (PMPA, tenofovir, obr. 5). Jeho
syntéza byla publikovdna poprvé roku 1995 v Casopisu
Collection'. O rok pozdéji nasledovala prace popisujici
jeho mimotadné protivirové ucinky proti hepadnavirim
(HBV) a retrovirim*?, a to na principu inhibice jejich re-
verzni transkriptasy. Podobné uc¢inky kromé tenofoviru
vykazoval také jeste¢ jeho 2,6-diaminopurinovy analog
(HPMPDAP). Situace kolem HIV/AIDS byla na pocatku
90. let nesmirn¢ vazna. V rozvojovych zemich, zejména
v zemich subsaharské Afriky, zacalo S$ifeni viru nabirat
katastrofického rozméru. V zemich s vyspé€lejsim zdravot-
nictvim sice jiz nékteré preparaty proti HIV byly
k dispozici, avSak 1écba spocivala vice méné jen v ur¢itém
zpomaleni infekce. Virus si na tyto latky (pfevazné nukle-
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osidové povahy) rychle vytvarel rezistenci. Pacient byl
nucen uzivat denné az dvacet riiznych tablet a lécba byla
provazena zavaznymi vedlejSimi ucinky. Zvladnuti pro-
blému s HIV se stalo prioritou farmaceutické¢ho primyslu.
Firma Gilead Sciences, ktera jiz méla jeden Holého prepa-
rat (Vistide) na trhu a druhy (adefovir) tou dobou
v klinickém vyvoji, zacala po zjisténi anti-HIV u¢innosti
tenofoviru na lidech ihned sjeho klinickym vyvojem.
Vzhledem k jeho nizké biodostupnosti ve formé volné
fosfonové kyseliny bylo pfistoupeno k syntéze proléci-
va, bis(isopropoxykarbonyloxymethyl)esteru (tenofovir
disoproxil-fumarat, TDF, obr. 5). Hlavni zasluha na dota-
zeni tohoto naro¢ného projektu do konce nalezi tehdejsi-
mu prezidentovi Gilead Sciences Johnu Martinovi. To celé
by vsak nikdy nebylo mozné bez vzajemné souhry a abso-
lutni davéry vSech tii zacastnénych stran, tj. Antonina
Holého jakozto autora latky, virologa Erika De Clercqa
a Johna Martina jako primyslového partnera. Dramaticky
pramyslovy vyvoj latek z Holého laboratofe popisuje ge-
nialnim zptisobem divadelni hra Petra Zelenky Elegance
molekuly v podani Dejvického divadla. Historickym mez-
nikem v boji s HIV se stal 26. tijen 2001, kdy byl teno-
fovir disoproxil-fumarat schvalen FDA pro 1é¢bu HIV. Na
trh byl uveden pod ndzvem Viread a aplikoval se oralné
jako jedna tableta denné. Brzy na to Gilead uvedl na trh
kombinace Vireadu s dalSimi antiretrovirovymi 1é¢ivy.
Jsou to preparaty Atripla (TDF/ emtricitabin/efavirenz),
Complera (TDF/ emtricitabin/rilpivirin), Stribild (TDF/
emtricitabin/elvitegravir/cobicistat), a Truvada (TDF/
emtricitabin). Kombinovana antiretrovirova terapie
(cART) je v soucasné dob¢ preferencni 1écbou pro napros-
tou vétSinu z celkovych dnes jiz 38 miliont HIV pozitiv-
nich lidi na svété. Princip cART spoc¢iva v kombinaci né-
kolika antiretrovirovych 1é¢iv zasahujicich nékolik stadii
replikaéniho cyklu viru soucasné. Tenofovir jakozto nuk-
leosidovy inhibitor reverzni transkriptasy (NRTI) tak mi-
ze byt kombinovan s nenukleosidovymi inhibitory reverz-
ni transkriptasy (NNRTI), inhibitory virové proteasy, inhi-
bitory vstupu nebo integrasovymi inhibitory*’. Obrovsky
vyznam tenofoviru v potlaceni Sifeni HIV infekce bylo
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zjisténi, Ze tato latka funguje téz profylakticky. Zabraiuje
pfenosu HIV z matky na dit¢ a jeho preventivni uzivani
dokéaze také spolehlivé chranit osoby, které jsou s HIV
pozitivnimi bézn¢ ve styku. To jsou ptredev§im rodinni
prislusnici, partnefi nebo zdravotnicky personal. Jen diky
tenofoviru mohou dnes HIV pozitivni prozivat normalni
plnohodnotny Zivot a ndkaza HIV uz definitivné pfestala
byt rozsudkem smrti, ale 1é¢itelnym chronickym onemoc-
nénim. Je smutnym paradoxem, ze ke schvaleni 1écebné
kombinace TDF s emtricitabinem pro preventivni pouziti
jakozto preparatu Truvada, doslo dne 16. Cervence roku
2012, coz je den Holého tmirti.

V roce 2015 byla firmou Gilead uvedena na trh nova
prolékova forma tenofoviru — tenofovir alafenamid-
fumarat (TAF). Toto prolécivo je predstavitelem tzv. pro-
Tides, aryloxyfosforamidatovych derivatt, v nichz amida-
tovou slozku predstavuje ester aminokyseliny. ,,ProTides*
jsou ve farmacii Castou pouzivanou prolékovou formou,
zejména diky optimalnim farmakokinetickym vlastnostem
a relativné snadné syntéze. TAF méd 10krat vyssi Gc¢innost
nez TDF a na rozdil od TDF k jeho aktivaci dochazi cilené
az v lymfoidnich bunkach, coz ptedstavuje vyhodu nizsi
systémové expozice a tedy i nizsi toxicity. TAF se proda-
va pod komerénim ndzvem Vemlidy a je téZ soucasti né-
kolika preparatd cART jako Genvoya, Odefsey, Descovy,
Biktarvy a Symtuza.

Nesmirn¢ dilezity pfinos tenofoviru spocivé i v 1écbé
dalsi zavazné virové choroby, a to chronické hepaptitidy
B. K 1écbé HBV byly schvaleny ob¢ prolékové formy —
tenofovir disoproxil i tenofovir alafenamid**.

Déle je tfeba zminit, Ze krom¢ onéch tfi klinicky
uspésnych ANP cidofoviru, adefoviru a tenofoviru byly
v Holého tymu béhem tfi dekéad systematického vyzkumu
syntetizovany stovky dalSich sloucenin tohoto strukturni-
ho motivu. Mnohé z nich jsou G¢inna antivirotika, ale jsou
zde téz cytostatika a latky s antiparazitickymi u¢inky nebo
imunomodula¢nimi u¢inky. Pfed nékolika lety byla velka
pozornost vénovana cytostatickym fosfonomethoxyethyl
derivatim purinovych bazi: guaninu, 2,6-diaminopurinu
a N°-substituovanym 2,6-diaminopurinim®’. Jeden z nich,
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GS-9219 (rabacfosadin, Tanovea)

Obr. 6. Struktura cytostatickych fosfonati cPrPMEDAP a jeho prolékové formy rabacfosadinu (GS-9219, Tanovea)
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N°-cyklopropyl-2,6-diamino-9-[2-(fosfonomethoxy)ethyl]-
purin (cPrPMEDAP, obr. 6) byl dokonce vybran jako viid-
¢i struktura a ve formé bis-amidatového proléciva
s ethylesterem L-alaninu vyvijen firmou Gilead Sciences
jako cytostatikum k 1é¢bé Non-Hodgkinovych lymfomd.
Jeho vysoka ucinnost v in vivo testech a dobrd snasenli-
vost zahy vedly k zahajeni klinickych zkousSek na lidskych
pacientech. U testl na psech stacila jedna jedina injekce
latky a nadory zmizely do né€kolika dnt. Vysledky mély
tehdy znaény ohlas i ve sd€lovacich prostiedcich i tim
padem téz u laické vetejnosti. O to vétsi zklamani bylo,
kdyz se u lidskych pacientli objevily necekané a zcela
neakceptovatelné vedlejsi ucinky a klinické zkousky mu-
sely byt ukonceny. Nicméné, osud této latky byl nakonec
prece jen uspésny. Licenci odkoupila firma na veterinarni
lé¢iva VetDC v Coloradu, kde byla latka vyvijena jako
1é¢ivo proti psim lymfomtm pod ozna¢enim (VDC-1101,
rabacfosadin). V dubnu 2017 byl rabacfosadin oficialné
schvalen FDA a v soucasné dob¢ je vyrabén a prodavan
firmou Elanco pod ndzvem Tanovea™. Cely tento pozoru-
hodny piib&h nedavno zpracoval ve svém review* Erik
De Clercq.

Jakym smérem pokracovala nukleosidova chemie
v UOCHB po smrti Anonina Holého a jaké jsou soucasné
trendy v medicinalni chemii ANP?

Jak jiz bylo zminéno, ANP nejsou jen virostatika
a cytostatika. Velka pozornost je vénovana novym struktu-
ram U¢innym proti parazitim. Ve spolupraci s Univerzitou
v Queenslandu jiz nékolik let uspésné vyvijime ANP jako
potencialni antimalarika. Princip u¢inku spociva v inhibici
enzyml 6-oxopurin fosforibosyltransferas ptvodcti ma-
larie parazitG Plasmodium falciparum a Plasmodium
vivax. Jednd se o enzymy, které hraji zasadni roli
v zivotnim cyklu téchto parazitl pii syntéze purind
de novo*™*®. Hlavni zasluhu na rozvoji této tématiky méla
Dr. Dana Hockova (1970-2021) av soucasné dob¢ vy-
zkum stale probiha v tymu Dr. Zlatka Janeby. Z dalsich
paraziti je cileno na parazity Trypanosaoma brucei
(ptivodce spavé nemoci). Nesmirné dilezity je vyvoj no-
vych ANP derivatd proti tézkym bakteridlnim infekcim,
kde se ANP uplatiuji napf. jako inhibitory adenylatcykla-
sového toxinu bakterie Bordetella pertussis (pivodce Cer-
ného kasle), nebo jako latky potenciadlné u¢inné proti an-
traxu (bakterie Bacillus anthracis)®.

Je tieba si pfipominat, Ze navzdory veskerému pokro-
ku v moderni mediciné potfeba novych biologicky aktiv-
nich molekul stale trva. Divodem jsou nové se objevujici
infekce, rezistence mnohych patogent viéi stavajici 1é¢bé
a narustajici poCet pacient s imunitnimi problémy. Mno-
hé nukleosidové analogy véetné ANP s vysokou aktivitou
proti vaznym, zivot ohrozujicim infekcim dosud ¢ekaji na
svij dalsi vyvoj a klinické vyuziti. Stale napt. chybi efek-
tivni 1écba cytomegalovirovych a polyomavirovych infek-
ci u imunokompromitovanych pacieti, 1é¢ba poxvirovych
infekei a nékterych specifickych herpesvirovych infekci
(napt. lidsky herpesvirus typu 6, HHV-6). To vSe opod-
statfiuje nas dal§i vyzkum, kterym se aktualn¢ zabyvame
a budeme se zabyvat i nadale.
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Seznam zkratek

AC 5-azacytidin (5-azacytidine)

ANP acyklické nukleosidfosfonaty (acyclic
nukleoside phosphonates)

cART kombinovana antiretrovirova terapie
(combination antiretroviral therapy)

DAC decitabin (decitabine)

DHPA (8)-9-(2,3-dihydroxypropyl)adenin

DMT DNA methyltransferasa (DNA methyl-
transferase)

DNA deoxyribonukleova kyselina
(deoxyribonucleic acid)

HBV virus hepatitidy B (hepatitis B virus)

HCMV lidsky cytomegalovirus (human
cytomegalovirus)

HHV-6 lidsky herpesvirus typu 6 (human herpes
virus type 6)

HIV virus lidské imunitni nedostate¢nosti
(human immunodeficiency virus)

HPMP (8)-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)-
propyl]

HPMP-5-azaC (S)-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)-
propyl]-5-azacytosin

HPMPC (8)-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)-
propyl]cytosin

HSV-1 herpes simplex virus typu 1 (herpes
simplex virus type 1)

HSV-2 herpes simplex virus typu 2 (herpes
simplex virus type 2)

PME (fosfonomethoxy)ethyl
((phosphonomethoxy)ethyl)

PMP (fosfonomethoxy)propyl
((phosphonomethoxy)propyl)

TAF tenofovir alafenamid (tenofovir
alafenamide)

TDF tenofovir disoproxil-fumarat (tenofovir
disoproxil fumarate)

\VAY% Varicella zoster virus
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M. Kreémerova (Institute of Organic Chemistry and
Biochemistry, Czech Academy of Sciences, Prague, Czech
Republic): Nucleoside Chemistry at the Institute of
Organic Chemistry and Biochemistry — Looking Back
on History

Nucleoside chemistry has been developing at the
Institute of Organic Chemistry and Biochemistry (IOCB)
since 1957 thanks to the foresight of its first director
FrantiSek Sorm. This new area, targeted especially to
oligonucleotide synthesis, earned soon an excellent
reputation. At that time IOCB was one of only four
institutions in the world successful in oligonucleotide
synthesis. First successes in the field of chemically
modified nucleosides were syntheses of 6-azauridine as
antileukemic agent, 6-azauridine triacetate investigated as
antipsoriatic  drug (Riboazauracil) and especially
S-azacytosine nucleosides, i.e., 5-azacytidine and 2'-deoxy
-5-azacytidine (decitabine) synthesized in early 1960s by
Alois Piskala. Both compounds are antileukemic agents
working on the epigenetic principle as inhibitors of DNA
methylations. At present, they are clinically used for the
treatment of myelodysplastic syndromes and other
haematological malignancies, marketed under the names
Vidaza™ (5-azacytidine, approved 2004) and Dacogen®
(5-aza-2'-deoxycytidine, 2006). Remarkable synthetic
achievements are connected with the personality of
Antonin Holy including syntheses of L-nucleosides or
acyclic nucleoside analogues, compounds having a sugar
furanose ring replaced by a (poly)hydroxylic carbon chain.
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Many of them were found effective antivirals. One of
them, 9-(S)-[(2,3-dihydroxypropyl)]adenine entered to
clinical practice as antiherpetic drug Duvira gel. However,
it was the development of acyclic nucleoside
phosphonates (ANPs), first reported by Holy and De
Clercq in 1986, that became a real milestone. During next
three decades a number of biologically active ANPs were
identified as antivirals, cytostatics, immunomodulators
and antiparasitics. Three of them reached the stage of
clinical practice as successful antivirals: cidofovir for the
treatment of cytomegalovirus retinitis in AIDS patients,
tenofovir for the treatment and prevention of HIV (later
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approved also for the treatment of hepatitis B), and
adefovir for the treatment of hepatitis B. Tenofovir in the
form of prodrugs is mostly used as a part of several
combined anti-HIV therapeutics containing various anti-
HIV drugs in all-in-one pill and is currently the most
successful anti-HIV drug available.

Keywords:  6-azauracil,  5-azacytidine, decitabine,
antimetabolites, L-nucleosides, acyclic analogues, DHPA,
acyclic nucleoside phosphonates, cidofovir, adefovir,
antivirals, HIV, tenofovir, combined antiretroviral
therapy, antiparasitics
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IGF2: OPOMIJENY HORMON Z RODINY INZULINU S VYZNAMNYM

TERAPEUTICKYM POTENCIALEM
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Inzulinu podobny rastovy faktor 2 patii, spolu s né€kolika dal$imi inzulinu podobnymi peptidy, do evolu¢né
konzervované rodiny signaliza¢nich molekul, které jsou nezbytné pro normdlni bunéénou proliferaci a vyvoj mozku.

odhaleny nové poznatky tykajici se role inzulinu podobného ristového faktoru 2 v centralni nervové soustavé, zejména
jeho vyznam pro uceni, konsolidaci paméti a zlepSeni kognitivnich funkci. I pfes stale ne zcela prozkoumanou
fyziologickou roli inzulinu podobného ristového faktoru 2 se v nasem ¢lanku snazime podrobnéji popsat a vysvétlit jeho
znamé funkce a diskutovat jeho potencialni vyuziti, véetné mozné aplikace v 1é¢bé neurodegenerativnich onemocnéni.

Klicova slova: IGF2, inzulin, inzulinovy receptor, IGF2 receptor, kancerogeneze, neurodegenerativni choroby,

embryogeneze
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1. Uvod

Inzulinu podobny ristovy faktor 2 (IGF2) patii, spo-
le¢né se svymi znaméj§imi ,,kolegy®, inzulinem a inzulinu
podobnym rustovym faktorem 1 (IGF1), do rodiny inzuli-
nu podobnych hormont, tzv. inzulinové rodiny. Tato
rodina obsahuje kromé¢ jiz zminénych peptidu tfi relaxiny
(H1-H3) a &tyii inzulinu podobné peptidy (INSL3—INSL6)".
I pies jejich rozdilné fyziologické funkce a pomérné niz-
kou sekvenéni homologii si tyto peptidy zachovavaji velmi
podobnou terciarni strukturu, na které ma nejvétsi podil
zejména piitomnost Sesti cysteinti v konzervovanych pozi-
cich tvoricich tfi stabilizujici disulfidové mistky'.

Vzajemna strukturni podobnost inzulinu, IGF1 a IGF2
zajiStuje schopnost téchto molekul vazat se nejen na své
primarni receptory, ale i na receptory ostatnich ¢lend inzu-
linové rodiny peptidi. Témito receptory jsou tfi receptoro-
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vé tyrosinkinasy, konkrétné¢ dvé izoformy inzulinového
receptoru (IR-A a IR-B) a receptor pro IGF1 (IGF1R),
a strukturné zcela odliSny receptor pro IGF2 (IGF2R)
(obr. 1). Napriklad inzulin se kromé¢ svych primarnich
receptorl IR-A a IR-B véze, i kdyZz slabéji, 1 na IGF1R.
Obdobné je IGF1 schopen vazat se nejen na IGFIR, ale
ina IR-A. IGF2 se vaze primarn¢ na IGF2R, stejné tak ma
ale pomérné vysokou afinitu k IR-A a IGFIR. Naopak na
IGF2R se IGF1 vaze jen minimaln¢ a inzulin viibec. IGF2,
jehoz mnozstvi je v dospélém organismu nékolikanasobné
vyss§i nez mnozstvi ostatnich inzulinu podobnych peptidd,
interaguje tedy s né€kolika riznymi receptory, v disledku
¢ehoz ma tento peptid Siroké spektrum fyziologickych
ucinkt. Hraje roli zejména v prenatdlnim vyvoji a rastu
organismu, z patologickych stavil je vyznamnym faktorem
ve vzniku a progresi nékterych druht rakovinného bujeni
a v posledni dob¢ se velmi diskutuje jeho role v centralni
nervové soustave.

2. Inzulinu podobny ristovy faktor 2 (IGF2)

Produkce IGF2 v buiice je slozity proces regulovany
velmi komplexnimi, komplikovanymi procesy. Vzhledem
ke zminénym fyziologickym G¢inkiim tohoto peptidu vede
jeji deregulace Casto ke vzniku zévaznych onemocnéni.
Poruchy exprese Igf2 jsou Casto pozorovany napiiklad
v nadorovych tkanich zavislych na IGF2. I proto lze pied-
pokladat, ze produkce IGF2 vyzaduje pfisnou kontrolu.
Obecny mechanismus této regulace produkce IGF2 je

https://doi.org/10.54779/chl120240321
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Vyvoj (IGF1/2) Clearance IGF2

Rust (IGF1/2) Smérfovani
Hojeni (IGF1) M6P-proteinu
Rakovina (IGF1/2) do lysosomu
Neuroprotektivita

Obr. 1. Inzulin/IGF systém. Sila jednotlivych interakci mezi hormony a jejich receptory je vyjadiena silou a pferusovanim jednotlivych

Sipek

nasledovny. Gen Igf2 o velikosti 30 kbp spole¢né s genem
pro inzulin (/ns) a neproteinogennim genem H19 lezi na
kratkém raménku chromozomu 11 (11pl15.5) (obr. 2A)%
Obsahuje 10 exonl a 5 promotorti, ze kterych probiha
transkripce. Vznik4 tak 5 rliznych pre-RNA, vSechny vSak
obsahuji 3'UTR, netranslatovanou c¢ast, tedy sekvenci, ze
které nevznika protein, a exony 8, 9 a 10, které koduji
prekurzory IGF2 (obr. 2B)’. Aktivita jednotlivych promo-
tortl zavisi na typu tkané a vyvojovém stadiu jedince®.

Exprese genu Igf2 je monoalelickd (probiha pouze
z otcovské alely chromozomu) a tzce souvisi s expresi
zminéného genu H19. Ten je rovnéz exprimovan pouze
zjedné alely, tentokrat vSak z matetské. Tento zplsob
regulace genové exprese je oznaovan genomovy imprin-
ting®>. Genomovy imprinting vyuzivd methylace riiznych
oblasti gend, kterd ovliviiuje vazbu zesilovace (enhanceru)
a dalsich DNA-vazebnych proteinil. V piipad¢ Igf2 je na
otcovském chromozomu methylovdana oblast ICRI
(imprinting control region 1) lezici mezi Igf2 a HI19. Tato
methylace znemoziiuje vazbu proteinu transkripéniho fak-
toru CTCF (CTCF), ktery tak nebrani vazbé zesilovacu
a exprese genu Igf2 probiha®. Zména konformace chroma-
tinu pii vazbé zesilovacli na promotory Igf2 zaroven zne-
moziuje expresi H19. V piipadé matefského chromozomu
je tomu naopak. Oblast ICR1 neni methylovana, nased4 na
ni tedy protein CTCF, ktery brani vazb¢ zesilovact a po-
tlacuje tak expresi genu /gf2. Zaroven se neméni konfor-
mace chromatinu, ¢imz je umoznéna exprese genu H/9
(obr. 2A)**.
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Translaci mRNA vznikd 180 aminokyselin dlouhy
prekurzor IGF2 (pre-pro-IGF2) slozeny z N-koncové sig-
nalni sekvence a domén B, C, A, D, E (cit.3’7). V endo-
plazmatickém retikulu je odStépen N-konec, vznikd tak
156 aminokyselin dlouhy pro-IGF2 (obr. 2C). Doména E
pro-IGF2 je déle glykosylovéna v Golgiho aparatu a pro-
protein konvertasa 4 (PC4) katalyzuje Stépeni peptidovych
vazeb za aminokyselinami v pozicich 67, 87 a 104 (cit.®).
Vznika tedy maturovany 67 aminokyselin dlouhy IGF2
advé delsi formy IGF2, souhrnné nazyvané jako big-
IGF2. Maturovany IGF2 je nasledné sekretovan do krve,
kde cirkuluje v koncentraci asi 700 ng mI™" a je v naprosté
v&tiing vazan na vazebné proteiny pro IGF (IGFBP)’.

Terciarni struktura maturovaného IGF2 byla pivodné
odhadnuta na zdkladé struktury inzulinu. Poprvé byla
upiesnéna v roce 1994 pomoci NMR (cit.'?) (obr. 3). Byla
potvrzena piitomnost 4 domén (B, C, A, D) (obr. 4). Do-
ména B zahrnuje prvnich 32 aminokyselin N-koncové
casti peptidu. S fetézcem B inzulinu sdili 50% sekvenéni
homologii. Doména C hormonu IGF2 navazuje na domé-
nu B (aminokyseliny 33—40), a je obdobou C-peptidu pro-
inzulinu, ktery se ale v inzulinu finaln¢ vystépuje. Obdobou
fetézce A inzulinu je pak ve struktufe IGF2 doména A, kte-
rou tvoii aminokyseliny 41-61. Doména D (aminokyseliny
62—67) vytvari C-konec peptidu. Stejné jako molekula
inzulinu, i IGF2 obsahuje 3 disulfidové mustky, konkrétné
mezi cysteiny v pozicich 9-47, 21-60 a 46-51. Strukturu
dale stabilizuji tfi a-helixy. Dva se nachazeji v doméné A
(Glu44-Arg49, Leu53-Tyr59), kde jsou vGcéi sobé
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A
otcovsky chromozom CTCF 1 matersky chromozom (CTCF w
MMM enhancery enhancery
| I -
5— INS Igf2 ——+—] icr1 H19 —00-3 55— INS Igf2 ——+—] rcr1 /-/19 |-e0-3
P3 P4
8 —9 -10— 3'UTR —
B G
PO 8 9 10 3'UTR N-konec IGF2 E-doména
: 24 AMK 67 AMK 89 AMK
P1 8 9 10 3UTR
P2l 8 9 o 3UTR
rsfll & 9 10 3UTR
Palll 8 9 10 3UTR

Obr. 2. Regulace exprese Igf2 genu. A) Usporadani gent na kratkém raménku chromozomu 11 (11p15.5) a mechanismus regulace ex-
prese Igf2 — genomovy imprinting. /NS — gen pro inzulin, /gf2 — gen pro inzulinu podobny ristovy faktor 2, /CRI — kontrolni oblast im-
printingu — na otcovském chromozomu methylovana (M), na mateiském chromozomu bez methylace, H/9 — neproteinogenni gen, CTCF
— DNA vazebny protein, PO-P4 — promotory genu /gf2 , ¢erné boxy 1-7 — nekodujici introny genu /gf2, barevné boxy 8, 9, 10 — exony
kédujici prekurzory IGF2, 3'UTR — netranslatovana cast /gf2; B) Transkripty (mRNA) vznikajici piepisem /gf2; C) Translaci vznikajici

prekurzor IGF2 — 180 aminokyselin dlouhy pre-pro-IGF2

v antiparalelnim uspofadani, jeden je pak v doméné B
(Glul2-Cys21).

2.1. Vazebni partnefi IGF2

Jak jiz bylo feceno, strukturni podobnost IGF2
s inzulinem a IGF1 umoziuje jeho vazbu na rizné recep-
tory inzulinu a inzulinu podobnych peptidi. Diky tomu
dokéze ovliviiovat rizné fyziologické procesy (obr. 1). Jak
jeho néazev napovida, jednou zjeho hlavnich funkci je
regulace rustu a vyvoje tkani. Predpoklada se, Ze je tato
jeho funkce zprosttedkovana prostiednictvim IGFIR, pii-
padné& IR-A (cit.""). Oba tyto transmembranové receptory
se vyskytuji na povrchu téméf vSech bunék v organismu.
Na IR-B se IGF2 vaze pomérné slabé. Diivodem této slabé
vazby je pfitomnost 12 aminokyselin pochdzejicich z exo-
nu 11 genu pro inzulinovy receptor. Tyto aminokyseliny
jsou pFitomny pouze v piipadé IR-B, u IR-A chybi'%.

Vsechny tyto receptory (IR-A, IR-B i IGFIR) jsou
2(of) homodimery s extracelularnimi doménami zaujima-
jicimi v apo-formé antiparalelni tvar pismene A (obr. 5A).
Kazdy homodimer je sloZzen ze dvou monomerd, pficemz
kazdy monomer je tvofen extracelularnim o-fetézcem (130
—135 kDa) a transmembranovym B-fetézcem (90-97 kDa).
a-Retézec tvori domény L1, CR, L2, Fnlll-1, FnllI-2 a a-
CT, P-fetézec je tvofen doménami Fnlll-2, Fnlll-3
a transmembranovou a kinasovou doménou (obr. SA, B).
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Monomerni jednotky homodimert jsou vzajemné propoje-
né disulfidovymi mistky tvofenymi cysteinovymi rezidui
extracelularnich a-fetézct. Receptor tak vytvari dveé ekvi-
valentni vazebna mista. Po obsazeni i jen jednoho z nich
ligandem dochazi k rozsahlé zméné konformace receptoru
a nasledné k autofosforylaci tyrosinovych zbytkl na tyro-
sinkinasové doméné& receptoru uvnité buiiky (obr. 5B)".
Jemné rozdily v mechanismu vazby jednotlivych ligandt
s jednotlivymi receptory spousti rozdilné nitrobuné&cné
odpovédi vedouci k odliSnym biologickym efektim
(obr. 1).

Roku 2013 byla publikovana prvni struktura kom-
plexu inzulinu se zkracenou formou IR-A (cit.'*). Od té
doby bylo publikovano mnoho struktur komplexi inzulinu
nebo IGF1 s jejich piislusnymi receptory v riiznych rozli-
Senich™ '®. V roce 2020 byla publikovéana struktura kom-
plexu IGF2 s receptorem IGFIR v rozlieni 3,2 A (cit'),
ktera odhalila, ze vazebna mista na IGFIR pro IGF2 jsou
velmi podobnd vazebnym mistim, kterd se ucastni inter-
akef inzulin:IR a IGF1:IGFIR (cit."*'%%%).

Receptorem zodpovédnym za kontrolu hladiny vol-
ného IGF2 v krevnim tedisti je zejména IGF2R. Je to asi
300 kDa velky transmembranovy glykoprotein patiici do
lektinové rodiny typu P (cit.") (obr. 5C). Tento receptor,
nazyvany také kation-nezavisly mannosa-6-fosfatovy re-
ceptor, je cilovym receptorem rovnéz nekterych 6-fosfo-
mannosylovanych proteind (nejcastéji lysosomélnich en-
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Obr. 3. Terciarni struktury inzulinu, IGF1 a IGF2. (A) Piekryv terciarnich struktur lidského inzulinu (HI) (bila, PDB 6SOF), IGF1
(tmavé ruzova, PDB 1GZR) a IGF2 (modra, PDB 11GL); (B) IGF2 v komplexu s ¢asti IGFIR (PDB 6VWI) (L1, L2 — domény bohaté na
leucin, CR — doména bohata na cystein); (C) IGF2 v komplexu s ¢asti M6P/IGF2R (PDB 6UM?2) (D4-D14 — domény 4—14 M6P/IGF2R)
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Obr. 4. Primarni struktura IGF2, inzulinu a IGF1. Oznaceni, usporadani a vzajemné porovnani jednotlivych domén

zymu). Vazbu ligandl zajistuje 15 homolognich extrace-
luldrnich domén (kazdd o 124-192 aminokyselinach)
s 14-28 % sekvencni identitou. Domény 3, 5, 9 a 15 jsou
zodpovédné za vazbu mannosylovanych glykoproteind,
doména 11 s pfispénim domény 13 vaze IGF2 (obr. 5D).
Receptor navadi jak lysosomalni enzymy (z trans-Golgiho
aparatu), tak IGF2 (z buné¢ného povrchu) do endosomu
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alysosomi. Uvadi se, ze pouze 5-10 % z celkového
mnozstvi IGF2R se nachéazi na bunééném povrchu, zbytek
cirkuluje uvnitt bun€¢k mezi trans-Golgiho aparatem
a endosomy™. Jinymi slovy, receptor je s navizanym li-
gandem internalizovan a pres Casné a pozdni endosomy
dopravuje ligand az do lysosomi, kde je tato molekula
degradovana (pripad IGF2) ¢i vykonava svou proteolytic-
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Obr. 5. Struktura inzulinového receptoru. (A) Schématické znazornéni apo-formy inzulinového receptoru (PDB 3LOH). Kazdy
z protomert receptoru je vyznacen jinou barvou (L1, L2 — domény bohaté na leucin, CR — doména bohata na cystein, Fnlll — doména
tvofena fibronektinem typu III); (B) Aktivovana forma IR receptoru (PDB 6PXV). Navazané molekuly inzulinu jsou vyznaceny zelen¢;
(C) Apo-forma IGF2R (PDB 6UM1); (D) IGF2R s navazanym IGF2 (modfe) (PDB 6UM2) (D1-D14 — domény 1-14 M6P/IGF2R)

kou funkci (pfipad lysosomélnich enzymi)®. Samotny
IGF2R je recyklovan a z pozdnich endosomi se vraci na
bunécnou membranu ¢i do trans-Golgiho aparétu.

Dosud bylo uvefejnéno pomérné¢ velké mnozstvi
struktur rzné velkych konstruktli IGF2R bez ligandu ne-
bo s navazanym IGF2 (cit.*'***). V roce 2020 byla publi-
kovana studie cryo-EM struktury apo-formy IGF2R
(domény 4-14) i IGF2R s navizanym IGF2 (obr. 5C, 5D)%.
IGF2R je také schopen tvofit v plazmatické membrané
dimery®’ a tato dimerizace miize dopoméhat ke stabilizaci
domény 11 s navazanym IGF2 navic jeSt¢ s pfispénim
fibronektinové domény 13 (cit.?®).

Ptesto, ze IGF2R postradd katalytickou intraceluldrni
doménu s kinasovou aktivitou, je podle nékterych starSich
vyzkumu schopen prostiednictvim receptorii sprazenych
s G-proteiny (GPCR) pfimym nebo nepfimym zplisobem
iniciovat signalizaci a ovliviiovat fosforylaci proteini za-
pojenych do GPCR signélni kaskady”. V soudasné dobé
je velmi intenzivné diskutovana role IGF2R v centralni
nervové soustave (viz kapitola Fyziologické funkce IGF2).

Pusobeni IGF2 a jeho biodostupnost jsou precizné
regulovany jeho interakci s rozpustnymi IGF vazebnymi
proteiny (IGFBP). IGF vazebné proteiny udrzuji IGF2
v cirkulaci a dopravuji ho k cilovym tkanim’. Dosud bylo
identifikovano Sest vazebnych proteinti. Vazbou na nékte-
ry znich je vyznamné prodlouZzen biologicky polocas
IGF2. Relativni afinita IGF2 k jednotlivym IGFBP je riz-
n4, ale je vyssi neZ afinita IGF2 k IGFIR (cit.**°). IGF2 ve
vazb¢ na IGFBP3 a IGFBPS muze navic tvofit mnohem
vetsi ternarni komplex s proteinem ALS (tzv. kyselou
labilni podjednotkou — z angl. acide labile subunit). Tim je
mnohonasobné zvysena stabilita komplexu a prodlouzen
jeho biologicky poloc¢as. Odhaduje se, ze volny IGF2 ma
biologicky polo¢as v krevni plazmé 5-10 minut,
v bindrnim komplexu sIGFBP kolem 30 minut
a v ternarnim komplexu s ALS az 16-20 hodin.
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2.2. Fyziologické funkce IGF2

Zésadni roli v organismu hraje IGF2 pfi regulaci fe-
talniho rustu a diferenciace. Jeho role v dospélém organis-
mu je uz mén¢ zfejmd, avsak na rozdil naptiklad od hlo-
davct je IGF2 v lidském téle produkovan béhem celého
zivota, a to v mnohem vyssich koncentracich nez inzulin
a IGF1. Jeho hladina je striktné regulovana na Grovni ex-
prese genu i na urovni biodostupnosti pro vazbu na recep-
tory, coZ naznacuje jeho vyznamnou funkci v lidské fyzio-
logii. Je prokazano, ze IGF2 dokdZze ovlivilovat svalovou
atukovou tkan, kosti, vajecniky a v nékterych Castech
mozku také neurogenezi“. Pozménéna exprese genu pro
IGF2 se mlze projevit patologickymi stavy, jakymi jsou
napiiklad obezita, diabetes, syndrom polycystickych ova-
rii (PCOS), nemoci jater, rakovina ¢i poruchy kognitiv-
nich funkci. O nejvyznamnéjsich fyziologickych funkcich
se zminime v nasledujicich kapitolach.

2.2.1. Fyziologicky vyznam v riistu a vyvoji

Oba IGF jsou spole¢né s jejich membranovymi re-
ceptory a IGF vazebnymi proteiny kli¢ovymi komponenty
komplexniho systému, ktery reguluje rist. Spolecné
s ristovym hormonem jsou schopny fungovat jak
v endokrinnim, tak parakrinnim ¢i autokrinnim moddu.
Jejich hladiny jsou pfesné regulovany v prenatalnim véku,
vdeétstvi, 1 vdospélosti. IGF1  reguluje  rist
od prenatalniho obdobi az do dospivani®, naproti tomu
IGF2 hraje zésadni roli v rtistu ve fetadlnim véku a pozdéji
uz rust téla ovliviiyje podle soucasnych poznatki relativné
malo, coz je v kontrastu s jeho vysokymi hladinami v do-
spélosti. I kdyz je IGF2 syntetizovan témé&f ve vSech orga-
nech, nejvice se ho tvofi ve slinivece plodu a jatrech
v jakémkoliv véku®. Ristova funkce IGF2 je zprostiedko-
vana nejvice IGF1 receptorem, vyznamnou roli v§ak hraje
i jeho vazba na IR-A (cit."").
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Aktivace IR-A plsobenim IGF2 byla prokazana na-
ptiklad pfi podpofe obnovy nervovych kmenovych bunék.
Tato aktivace vede k expanzi nervovych progenitorovych
bun¢k. Pozitivni vliv na obnovu kmenovych bunék byl
pozorovan i na jinych tkanich, naptiklad u stfevnich nebo
svalovych kmenovych bunék®*’. IGF2 navic dokéaze
ovliviiovat diferenciaci adipocytt, pfijem glukosy burika-
mi a také inzulinovou sekreci™.

Jakékoliv deregulace exprese Igf2 vede k ristovym
chorobam, jako je tfeba Beckwithtiv-Wiedemanniv syn-
drom (BWS), zpisobeny ztratou genomového imprintingu
genu /Igf2 nebo Silvertiv-Russeliv syndrom zplsobeny
ztratou genomového imprintingu vedlejsiho genu HI79.
Navic jsou tyto dvé choroby spojeny s vys$im vyskytem
détskych tumord, jako je naptiklad Ewingtiv sarkom nebo
Wilmstv tumor””.

Dulezité informace o roli IGF2, ale i IGF2R, poskytly
zviteci modely s deletovanymi piislusnymi geny™®. Vyta-
zeni genu Igf2 nesnizilo Zivotaschopnost mySich mladat,
ale zpusobilo jejich mensi velikost (asi 60 %) oproti kon-
trolnim mys$im. Delece Igf2r naproti tomu zpisobila vétsi
velikost (asi 140 % velikosti normalnich jedinct), zivota-
schopnost mlad’at byla ale drasticky sniZena a jen velmi
malo z nich piezilo, a pokud ano, tak s ristovymi defor-
macemi. Zajimavé bylo, Zze soucasna delece obou gend,
Igf2 a Igf2r, vedla k normalnimu pfeziti mysi a ke zmenSe-
ni jejich velikosti (asi na 75 %). Z vysledki se da usoudit,
ze rustové efekty IGF2 pfi vyvoji embrya jsou zprostied-
kovany aktivaci IGFIR a IR-A a ne IGF2R. IGF2R ale
vaze a blokuje podstatnou ¢ast IGF2 a pokud IGF2R chy-
bi, prili§ vysokd hladina IGF2 a jeho akce pies IGFIR
a IR-A zpisobuje nadmérnou stimulaci ristu, malformace
a snizeni Zivotaschopnosti plodu.

2.2.2. IGF2 a kancerogeneze

ZvySend produkce IGF2 muze byt pfi¢inou mnoha
zhoubnych nadort déti i dospélych. Za nadmérnou pro-
dukci IGF2 mtize stat mnoho riznych faktort, jako je
zména methylace DNA s néslednou ztratou imprintingu,
zmény v expresi genil transkrip¢nich faktori nebo zmény
v posttranskripénich nebo posttranslacnich modulatorech
exprese genu pro IGF2 (cit.*”). Deregulace exprese genu
pro IGF2 je velmi Casto zaznamenana u pacienttl s rakovi-
nou tlustého stfeva a konec¢niku, rakovinou prsu, prostaty
¢iplic.

Jednou z hlavnich pfi¢in vzniku a vyvoje rakovinné-
ho bujeni je ztrata imprintingu (LOI, z angl. loss of im-
printing) Igf2 genu. Ztratou imprintingu dojde ke zvyseni
exprese Igf2, buriky jsou tak vystavené vysoké hladiné
IGF2, coz zpusobuje rist tkani a podporu anti-
apoptotickych efekti®’. Jednim z nejéastéjsich onemocné-
ni spojenych s LOI Igf2 je BWS, ktery se projevuje nad-
mérnym rustem jedince a vysokym rizikem tvorby nado-
ra*'. A az u 90 % pacienti trpicich tzv. Wilmsovym tumo-
rem (rakovinou ledvin vyskytujici se v détstvi) byla zazna-
menana LOI Igf2 genu™. LOI Igf2 byla objevena i u mno-
ha dal$ich typd rakoviny, napf. u hepatoblastomu, rakovi-
ny plic, rakoviny dé&lozniho &ipku & rakoviny varlat®**
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Deregulace produkce IGF2 se miize projevit také pfi vzni-
ku sarkomti, jako napfiklad rabdomyosarkomu (sarkomu
mekkych tkani) udéti nebo Ewingova sarkomu
(maligniho nadoru kosti d&ti a adolescenti)®.

IGF2 podporuje rtst bunék zejména pii jeho pisobe-
ni prostiednictvim IGFIR. Pfi aktivaci IGFIR pomoci
IGF2 je proto umocnén vznik nadord a tvorba metastaz.
IGF2 muze vznik nadord zpuisobovat i pii vazbé na IR-A.
Tento receptor se nejcasteéji vyskytuje
v nediferencovanych zhoubnych nadorech, kde je dokonce
produkovan piednostng pred IGFIR (cit.**"7). V t&chto
typech nadort je potom IR-A hlavnim receptorem, ktery
je zodpovédny za rakovinotvorné uginky IGF2 (cit.*).

Nespravné  posttranslaéni  zpracovani  pro-IGF2
(prekurzoru IGF2) vede k navySeni hladin proforem IGF2
— jiz zminénych big-IGF2. 1 jejich zvySena hladina
v organismu pusobi rakovinotvorng€, byva spojovana
s tvorbou masivnich nebo metastatickych tumorti mnohdy
s vahou prevysujici kilogramy*®. Hlavni nebezpeéi téchto
nespravné zpracovanych proforem IGF2 spociva velmi
pravdépodobné v jejich zvySené biodostupnosti a tedy
vysokém proliferanim ucinku. Formy big-IGF2 totiz
vznikaji v disledku S$patné nebo neptitomné glykosylace
E-domény pro-IGF2. V dusledku toho neni molekula roz-
poznana proteolytickymi enzymy a E-doména tak neni
odstépena. Tyto big-IGF2 maji pak kvili své velikosti
pozménénou schopnost tvofit bindrni a ternarni komplexy
s IGF-vazebnymi proteiny a kyselou labilni podjednotkou
(ALS) atim padem =zdistavaji ve volnych formach
v krevnim fecisti. Naopak jejich vazba na hlavni mitogen-
ni receptory (IGF1R a IR-A) je ovlivnéna pouze minimal-
né. Jejich biodostupnost je tak nebezpecné vysoka, coz se
miize projevit ve vy3si proliferativni funkci®™'.

Role IGF2 v progresi rakoviny je stdle mnohem méné
charakterizovana nez role inzulinu a IGF1. Existuji studie
dokazujici ptimé zapojeni IGF2 v primarnim vzniku nado-
rt, progresi rakoviny a také v imunitni odpovédi ¢i v me-
chanismu rezistence organismu na 1é¢bu. V nadorovych
burikach byva Igf2 exprimovan vice nez Igfl a pusobi
autokrinng i parakrinng, coz umocitiuje jeho vliv na prib&éh
rakovinnych onemocnéni. Navic IGF2 podporuje motilitu
a schopnost invaze nadorovych bunék, ovliviiuje fenotyp
kmenovych buné¢k, angiogenezi a podporuje schopnost
nadorovych bunék skryt se pfed imunitnim systémem
organismu (immune evasion). VSechny tyto poznatky
naznacuji, ze je IGF2 pleiotropnim promotorem metasta-
tického &ifeni u nadora>>.

2.2.3. IGF2 v nervové soustavé

Nezanedbatelnou roli mé IGF2 i v nervové soustave.
IGF2R je produkovéan v neuronech celého mozku, zejmé-
na ale v hipokampu, kortexu, mozecku a mozkovém kme-
ni>. IGF2 je v centralni nervové soustavé rovnéZ produko-
van, a to v porovnani s ostatnimi inzulinu podobnymi
peptidy v relativné velkych mnozstvich. Jeho ptitomnost
byla prokazana napft. v hypothalamu, hipokampu, kortexu,
tteti mozkové komote, amygdale, choroidnim plexu
a v leptomeningach®**. O divodu produkce obou téchto
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molekul v mozku se intenzivné diskutuje. Obé jsou zmiilo-
vany v souvislosti s kognitivaimi schopnostmi jedinci,
predevsim pak s upeviiovanim dlouhodobé paméti. Pred-
poklada se i jejich zapojeni do molekularni podstaty riiz-
nych patologickych stavli (napt. psychiatrickych poruch ¢i
neurodegenerativnich onemocnéni), jejichz symptomem je
pravé porucha kognitivnich funkci. Konkrétni mechanis-
mus pusobeni té&chto molekul v mozku nejen pfi zming-
nych patologickych stavech, ale i ve zdravém organismu,
je vSak stéle z velké Casti neobjasnén.

Proces formovani dlouhodobé paméti stoji na de novo
expresi mRNA a syntéze proteind. Nové vzniklé proteiny
se podili na tvorb¢ strukturnich zmén v synapsich neuro-
ni. Pravé ve formé zmén v propojeni synapsi v mozku
jsou informace v paméti ukladany™. Po&atetni impulz
k transkripci novych genl dava transkripéni faktor CREB
(cAMP response element binding protein). Ten reaguje na
zvySenou hladinu cAMP po stimulaci piislusné signalni
drahy neurotransmiterem v postsynaptickém neuronu.
CREB se dale vaze na promotor genu pro C/EBPf
(CCAAT enhancer binding protein). Ten pasobi v jadie
rovnéZ jako transkripéni faktor. Vaze se na promotory
genu /gf2, coz vede k vysoké expresi genu pro IGF2
(cit.”?). Postupné se ukazalo, Ze je endogenni IGF2 produ-
kovany v hipokampu nezbytny pro formovéani dlouhodo-
bych vzpominek.

Nékteré experimentdlni prace naznalily, ze podani
IGF2 muze podporovat dlouhodobou pamét’ a prodluzovat
uchovéavani vzpominek® . Navic se zd4, Ze podani IGF2
hlodavcim zptisobuje zvySenou produkci proteint kodo-
vanych tzv. ¢asnymi geny (IEG — z angl. immediate early
gene)*®. Dalsi prace na zvifatech také ukazaly, ze IGF2
piisobi proti zapominani v disledku vysokého veku®
a jeho administraci by patrné §lo zvratit nékteré symptomy
nemoci, jakymi jsou napi. Alzheimerova choroba ¢i riizné
poruchy autistického spektra® %, véetnd Angelmanova
syndromu®. Pozorovani Cruze a spol.** se oviem nepoda-
filo potvrdit ve studii Bergové a spol.”®, kteii perifernd
podavali IGF2 mysim s indukovanym Angelmanovym
syndromem. Vysledky Bergové a spol. ukazaly, ze IGF2
nezlepSuje uchovavani dlouhodobych vzpominek zdra-
vych kontrolnich zvifat ani modelovych zvifat Angelma-
nova syndromu, nema vliv na koordinaci ani motorickou
¢i lokomotickou aktivitu zvifat a nezlepSuje jejich socidlni
komunikaci. Jediny, ale velmi zajimavy, dopad IGF2 na
organismus zvifat byl zaznamenan pii méfeni intenzity
mozkovych (konkrétné kortikalnich a hipokampalnich)
delta vIn, které se vyznamné snizovaly jiz hodinu po peri-
fernim podani IGF2. Tyto viny jsou v pfipad¢ zvitat simu-
lujicich Angelmantv syndrom zvySené a IGF2 je u¢inné
snizuje. Podani IGF2 ma tedy evidentné vliv na funkci
mozku, ale o mife tohoto vlivu a molekularnim mechanis-
mu ptisobeni na behavioralni chovani se vSak stale disku-
tuje.

Jisté je, ze efekty IGF2 na ptsobeni v mozku a pfi-
padné na behavioralni chovani jsou zprostfedkované hlav-
n¢ IGF2R a nikoli tyrosinkinasovymi receptory ostatnich
inzulinu podobnych peptidii (tedy IR-A, IR-B a IGFIR)
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(cit.7*%%%), Nove navrzeny mechanismus plisobeni IGF2

pres IGF2R uzce souvisi s jeho zminénou schopnosti na-
vadéni ligandi do endosomil a nésledné do lysosomi —
tedy s vezikularnim transportem. Alberini®® navrhuje, Ze
mobilizované endosomy mohou pisobit jako platformy
pro translaci nové vznikajicich mRNA. Tim muze byt
umocnén vznik potfebnych proteinti. Translace vazana na
endosomy je pro buriku vysoce vyhodna. Umoziiovala by
vznik novych proteintt ve specifickych ¢astech buiky.
Proteiny by tak pfimo vznikaly v misté jejich potieby,
napf. v rostoucich synapsich neuroniu. Tim by IGF2
aIGF2R regulovaly proteinovou syntézu a proteinovou
degradaci (lysosomalni i autofagickou) a zajistovaly by
udrzovani stalé hladiny proteinti v buiice nezbytné pro
zajisténi neuralni plasticity, potazmo tedy pro formovani
dlouhodobé paméti®®.

IGF2 figuruje i v mnohych studiich mechanismu
psychiatrickych a neurodegenerativnich poruch. Naptiklad
pacienti s Alzheimerovou chorobou maji oproti zdravym
jedinclim  signifikantné niz§i hladiny mRNA IGF2
i samotného IGF2 v mozku®. V tomto piipadé se proto
mluvi o vyuziti endogenniho IGF2 pro 1é¢bu této choroby.
Administrace IGF2 by mohla prospivat i pacientim
s Parkinsonovou chorobou, Huntingtonovou chorobou ¢i
amyotrofickou lateralni sklerézou®®. Viechny tyto choroby
maji totiz spole¢ného jmenovatele, a sice hromadéni agre-
gatl $patné sbalenych proteint v buiikach®. Podpofeni
vezikularniho transportu a potazmo tedy mechanismu
degradace proteinit a vzniku novych proteinti by tento
problém mozna tesilo. Administrace IGF2 se nabizi i pro
1é¢bu pacientl se schizofrenii. U schizofrenikii byla totiz
prokazana vysokd hladina IGFBP2 v krvi, kterd vyrazné
snizuje mnozstvi biologicky dostupného IGF2 (cit.*%).
Stejné tak i syndrom fragilniho X chromozomu, ktery je
jednim z typt autismu, by mohl byt 1é¢en podanim IGF2.
Jeho hladiny v hipokampu modelovych mysi jsou totiz
prokazatelné nizsi a pfimé podani IGF2 vyznamné zlepSu-
je kognitivni funkce mozku zvitat”’.

2.3. Analogy IGF2

Jak je zfejmé z predchozich kapitol, IGF2 je moleku-
la zastavajici v téle mnoho riznych funkci. Tyto funkce
zprostfedkovavaji tfi rizné receptory — IGFIR, IR
a IGF2R. Kvuli této tzv. cross-reaktivité je velmi tézké
rozli$it od sebe dopady aktivace jednotlivych receptort pii
vazbé IGF2 do jejich vazebnych mist.

Pro vyzkum fyziologickych funkei jednotlivych re-
ceptortt a konkrétnich signalnich transdukci, které spous-
téji, 1ze vyuzit Ctyfi rizné strategie. Zaprvé je mozné vy-
zkum provadét na bunéénych kulturdach obsahujicich jen
jeden konkrétni receptor z inkriminované skupiny’'. Za-
druhé lze vazebné misto nezadoucich receptorti blokovat
specifickymi protilatkami. Dalsi moznosti je receptor cile-
né¢ mutovat tak, aby nebyl schopny vazat své ligandy
azactvrt¢ lze produkovat mutované formy IGF2
s pozménénou aminokyselinovou sekvenci, kterd zarucuje
selektivitu analogu pouze k jednomu typu receptoru’”.
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NejuzivanéjSim pristupem je Ctvrtd varianta, tedy
produkce analogli nativni formy IGF2. Dnes je jiz zndma
presna struktura IGF2 i IGF2R (obr. 3C), a tedy i konkrét-
ni aminokyselinové zbytky, které se jejich vzajemné inter-
akce ucastni. Dfive byly analogy IGF2 vyuzivany i pro
ziskavani informaci o struktufe vazebného mista receptoru
a funkcich jednotlivych domén i konkrétnich aminokyse-
lin samotného IGF2 (cit.”*"*). Dnes jsou analogy vyuziva-
né nejen pro vyzkum specifickych funkei IGF2R (cit.”"®),
ale predevsim je atraktivni myslenka terapeutického vyu-
ziti analogli IGF2. Analogy se snizenou afinitou k IR
a IGFIR a zaroven se zachovanou afinitou k IGF2R by se
potencialné daly vyuzit pro 1é¢bu neurodegenerativnich
a psychiatrickych onemocnéni, aniz by ptsobily pfehnany
bunéény rust prostiednictvim IGFIR a IR-A.

3. Zavér

IGF2 je nesmimé¢ zajimavym hormonem a zaroveti
rustovym faktorem, jehoz biologickd role v prenatilnim
ristu a vyvoji je pomérn¢ dobfe prozkoumand, ale jeho
fyziologicka role v dospélosti neni ve srovnani s IGF1
a inzulinem pfili§ dobfe charakterizovana. To je prekvapi-
vé zejména v kontextu nékolikandsobné vysSich hladin
IGF2 v dospélosti v porovnani s hladinami IGF1 a inzuli-
nu. Z tohoto pohledu je IGF2 molekulou vhodnou pro
blizsi objasnéni jeho dalsich fyziologickych funkci, a to
zejména v mozku, kde by mohl byt odpovédny za udrzo-
vani normalnich kognitivnich funkci. Molekularni mecha-
nismus jeho pisobeni, a to zejména skrze vazbu na IGF2R
je ale zatim stale nejasny a bude tieba dal§iho intenzivniho
vyzkumu pro objasnéni role IGF2 v organismu a pro pii-
padny vyvoj terapeutik na bazi tohoto hormonu.

Seznam zkratek

IGF2 Inzulinu podobny rastovy faktor 2

Igf2 Gen pro inzulinu podobny rustovy faktor 2

IGF2R  Receptor pro inzulinu podobny rtstovy faktor 2

Igf2r Gen receptoru pro inzulinu podobny ristovy
faktor 2

IR-A Inzulinovy receptor — izoforma A

IR-B Inzulinovy receptor — izoforma B

Ins Gen pro inzulin

HI19 Neproteinogenni gen H79

3'UTR 3’ netranslatovana ¢ast genu (z angl. 3’ untrans-
lated region)

ICR1 Kontrolni oblast imprintingu 1 (z angl. imprin-
ting control region 1)

CTCF Transkrip¢ni represor CTCF

PC4 Pro-protein konvertasa 4

IGFBP  Vazebné proteiny inzulinu podobnych rusto-
vych faktort

GPCR Receptor sprazeny s G-proteinem (z angl.

G-protein coupled receptor)
Cryo-EM Kryoelektronova mikroskopie
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ALS Kyseld labilni podjednotka (z angl. acid-labile
subunit)

PCOS Syndrom polycystickych ovarii

LOI Ztrata imprintingu (z angl. loss of imprinting)

CREB cAMP response element binding protein

C/EBPB  CCAAT zesilovaci vazebny protein B (z angl.
CCAAT enhancer binding protein 3)

IEG ¢asné geny (z angl. immediate early gene)

Tento clanek byl podporen  grantem GACR

23-05805S, Ndrodniho ustavu pro vyzkum metabolickych
a kardiovaskuldrnich onemocnéni CR (program EXCE-
LES, projekt LX22NPO5104, financovany Evropskou unii
— Next Generation EU) a Akademii véd CR (vyzkumny
zamér RVO:6138963).
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T. Turnovska, J. Jiraek, and L. Zakova (Institute
of Organic Chemistry and Biochemistry, Czech Academy
of Sciences, Prague, Czech Republic): IGF2: Overlooked
Peptide from Insulin-Like Family of Hormones with
Great Therapeutical Potential

Insulin-like growth factor 2 (IGF2), along with
several other insulin-like peptides, belongs to an
evolutionarily conserved family of signalling molecules
essential for normal cell proliferation and brain
development. Previous studies have mainly focused on its
role in embryonic development and carcinogenesis. In
recent years, new insights revealed the role of IGF2 in the
central nervous system, particularly its importance in
learning, memory consolidation and enhancement. Despite
the still not fully explored physiological role of IGF2, in
this article we aim to describe and explain its known
functions in more detail and discuss its potential uses,
including its possible application in the treatment of
neurodegenerative diseases.

Keywords: IGF2, insulin, insulin receptor, IGF2 receptor,
carcinogenesis, neurodegenerative diseases, embryogenesis
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Thomas Midgley, Jr. (1889-1944) byl americky védec a vynalezce. Za svého zivota se stal velmi uznavanou osobnos-
ti. Nejvice se proslavil svymi objevy tetraethylolova a freontl. Teprve na konci 20. stoleti zacal byt obviniovan z rozsahlych
$kod na Zivotnim prostiedi, které tyto latky zptsobily. Clanek se snazi shrnout dostupné tidaje o viech okolnostech jeho
vyzkumné prace a ukazat tak, do jaké miry je zodpovédny za jejich Skodlivé ucinky na zivotni prostiedi.

Klicova slova: Thomas Midgley, Jr., Charles Franklin Kettering, tetracthylolovo, olovnaty benzin, otrava olovem, freony,
ozonova dira
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, Obr. 1. Thomas Midgley, Jr. (cit.")
1. Uvod ’

Thomas Midgley, Jr. byl vyznamnym americkym Je velmi neobvyklé az zardzejici, Ze tento vyznamny
védcem a vynalezcem'? (obr. 1, cit.)). Je autorem & spolu- vynilezce, ktery byl za svého Zivota povazovin za génia
autorem vice nez stovky patentd. V prub&hu své bohaté ajehoz Wzkumné vysledky byly leUhQU dobu vysoce
kariéry obdrzel fadu cen, vCetné¢ Nicholsovy medaile ocefovany, je mnoho let po své smrti oznaCovan za

v

(1923), Longstrethovy medaile (1925), Perkinovy medaile nejskodlivejsiho vynzilezc§ v histori.i3, podle jin¢ho prame-
(1937), Priestleyho medaile (1941) a medaile Willarda ne za vynalezce dvou nejsmrtelngjsich latek 20. stoleti™.
Gibbse (1942). Dlouhou dobu byl ¢inny v Americké Historik Zivotniho prostiedi John McNeill ve své knize

chemické spoleénosti, které 14 let predsedal a v roce 1944 Something New Under the Sun: An Environmental History

se stal jejim prezidentem. Byl americkym delegitem na of the Twentieth-Century World vyjadril negativni ekolo-

Mezinarodnim chemickém kongresu v Rimé v roce 1938. gicky dopad jeho vynalezil tvrzenim, Ze Thomas Midgley

V roce 1942 byl zvolen do Nérodni akademie véd. V letech ,»mél vetsi vliv na atmosféru nez kterykoli jiny Zivy orga-

1940 az 1944 byl feditelem a viceprezidentem Vyzkumné nismus v historii Zem&" (cit."?). I v eskych médiich byl

nadace Ohio State University. Zemfel tragicky dne 2. 11. v nedavné dob¢ zminén Thomas Midgley jako (anti)hrdina

1944 ve véku pouhych 55 let. minulého stoleti, jenz byl kdysi povazovan za génia
Chem. Listy 718, 331-341 (2024) https://doi.org/10.54779/chl120240331
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a pozdgji za vraha planety®, ktery svymi vynalezy vyslapal
cestu k vyhlazeni lidstva’.

Takovy zvrat v pohledu na tohoto vynalezce spociva
v tom, ze Thomas Midgley svymi objevy odstartoval pou-
zivani olovnatého benzinu a freont, pfi¢emz oba tyto pro-
dukty se zasadnim zpiisobem podilely (a stale jesté podile-
ji) na zhorSeni zivotniho prostfedi na Zemi. Jejich nesmir-
na Skodlivost spociva v celosvétovém rozsiteni a ve sku-
te¢nosti, Ze celd spole¢nost je mohutné vyuzivala az témef
do konce 20. stoleti. Teprve na zaklad¢ nezvratnych dika-
zl o jejich ekologické Skodlivosti byly tyto produkty po-
stupné z pouziti stahovany a s urCitymi potizemi nahrazo-
vany neskodnymi ¢i spiSe mén¢ skodlivymi latkami.

Pro zvazeni, do jaké miry jsou ponékud novinaiska
oznaceni Thomase Midgleye jako ekologického zloducha
spravedliva, je tfeba znat cely ptib&h jeho ,,objevi“ s po-
zadim tehdejsiho stavu technického a 1ékatského poznani
a obchodnich praktik prvni poloviny 20. stoleti. Zakladni
udaje o zivoté a pracovni draze Thomase Midgleye jsou
uvedeny ve struénych neutralné ladénych encyklopedic-
kych textech, napt."?. N&které jiz zminéné kritické &lanky
jsou obsdhlejsi*® a lze v nich nalézt podrobn&jsi informace
o Midgleyové védecké praci. K tomu poslouzi i dalsi Zivo-
topisné &lanky® ', Také odborné publikace tykajici se
tetraethylolova'®"®, respektive freond'*', popisuji Mid-
gleyv zptlisob feSeni zadanych ukoll, ktery vyustil
v nalezeni latek pozadovanych vlastnosti. Jeho postoj
k toxicité tetracthylolova a k zavadéni olovnatych benzint
na pozadi tehdejsiho ekonomicko-spolecenského pozadi
popisuje obsahly velice kriticky c¢lanek zroku 2000
(cit.'%). Vzpominkové publikace ukazuji, jak Thomase
Midgleye v praci i v soukromi vidé€li jeho prételé a spolu-
pracovnici'”'®,

2. Start védecké drahy Thomase Midgleye

Thomas Midgley, Jr. se narodil 18. kvétna 1889
v mésté Beaver Falls v Pensylvanii. Jeho otec byl vynalez-
ce v oboru automobilovych pneumatik, po ném zdédil jeho
syn objevitelsky talent. Ackoliv Thomas Midgley je pova-
zovan za uspé$ného chemika, jeho studium nebylo zame-
feno na chemii'>'™'®. Po absolvovani Bettsovy akademie
ve Stamfordu v Connecticutu dale pokracoval na Cornello-
vé univerzit¢ v New Yorku, kde v roce 1911 promoval
s titulem strojniho inZenyra'**". Jeho pozdg&jsi vyzkum-
nou strategii v§ak zasadnim zpisobem ovlivnil uz jeho
ucitel chemie ve Stamfordu H. M. Robert, ktery ho sezna-
mil s uzite¢nosti periodické tabulky prvka®'®. Po studiu
nastoupil Midgley jako kresli¢ do National Cash Register
Company v Daytonu v Ohiu, kde se poprvé setkal s Char-
lesem F. Ketteringem''. Z této firmy brzy odedel, aby se
ve firmé svého otce jeden rok vénoval zlepSovani vlast-
nosti pneumatik™'*'®. V roce 1916 pfijal misto ve vyzkum-
ném tymu ve firm¢é DELCO (Dayton Engineering Labora-
tories), kterou vlastnil a vedl Charles Kettering''. Za¢lens-
ni do jeho tymu mélo pro Thomase Midgleye zasadni vy-
znam. Charles Kettering (o 13 let star§i nez Midgley) mél
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vynikajici technické znalosti a obchodni talent, jiz v té
dobé byl znamym vynalezcem a drzitelem mnoha paten-
t0'*'?, byl zakladatelem spole¢nosti DELCO a po n&kolika
letech se stal vedoucim vyzkumu u spolecnosti General
Motors. Pod jeho vedenim a ve spolupraci s nim si Mid-
gley vybudoval celou svou objevitelskou kariéru. Také
Kettering si spoluprace s Midgleyem velice vazil, oceno-
val jeho pracovni zapal, s kterym se vrhal do problému
presahujicich do nékolika obori. Podle n¢j Midgley tézil
ze své inteligentni nevédomosti (,,intelligent ignorancy®),
kterd mu dovolovala zkouset véci, o kterych odbornici
,,vedeli“, ze nebudou fungovat, a tak mozna vyfesit ne-
mozné’. Kdyz se ndco nedatilo, nezastavil se a hledal dalsi
moznosti, jak potize odstranit'’. Krom& toho Midgley
obvykle pracoval velmi rychle, a tak Ketteringa ptekvapo-
val otazkou: ,,What do you want me to do next,
Boss?* (cit.'"'*"7).

3. Pribéh tetraethylolova
3.1. Hledani pficiny klepani benzinovych motort

Od nastupu do firmy DELCO se Midgley kromé fady
drobngjsich tkolu vénoval hlavné feSeni neptijemného
klepani benzinovych motorti. Tento problém §éfa Kette-
ringa velice trapil, protoZze mu byl pficitan (jak se ale poz-
déji ukazalo nepravem). V roce 1911 totiz Kettering pa-
tentoval v té dobé revolucni zptisob automobilového zapa-
lovani s rozdélovac¢em, akumulatorem a dynamem“o’“’lg,
které umoznilo opustit pon¢kud nebezpecné startovani
ruéni klikou. Novinku spole¢nost GM hned zavedla
u svych modeld Cadillac, coz mnoho fidia'® (zv1asté zen)
velmi ocenilo, naopak u Fordu T jesté ztstalo star$i mag-
netové zapalovani a startovani rucni klikou. Zatimco jed-
nodussi motory ve Fordu T bézely celkem klidné, chod
motoril v Cadillacu s novym zapalovanim rusilo silné
klepani.

Midgley'"'®2! si v§iml, Ze plazivy kefik trailing
arbutus (Epigaea repens) roste i v zim¢ diky svym silné
zbarvenym listim, které jsou schopny zachytit dostatek
energie. Proto uvazoval, Ze obarvené palivo by také absor-
bovalo vice tepla, ¢imz by se zlepsilo jeho hofeni a odstra-
nilo klepani. Tato tivaha byla sice v principu chybna, ale
ptesto prvni pokus ptinesl uspéch. Pti obarveni benzinu
jodem klepani pokusného motoru ustalo®'*'”'¥ Nasledné
viak takto fungoval i piidavek bezbarvého jodethanu'*'®.
Z4adna z téchto latek se sice pro praxi nehodila, ale odstra-
néni klepani znamenalo, Ze problém neni v Ketteringové
systému zapalovani, ale v tehdejSim palivu. To také potvr-
dilo snimani tlaku a optické sledovani hoteni za chodu
motoru'""*!7 které ukézalo, Ze klepani zptisobuji samoza-
paly smési. Kettering i Midgley dale sledovali dva zptso-
by zlepSeni paliva. Prvnim bylo pfidani vysokoprocentni
slozky do stavajictho benzinu, druhou moZnosti bylo
nalezeni ¢inidla, u néhoz by sta¢il minimalni ptidavek''.
Vysokoprocentni slozka byla brzy nalezena — uzZ mén¢ nez
20 % ethanolu v tehdej$im benzinu spolehlivé zabraiova-



P. Holy

lo klepani motoru. V tnoru 1920 podal Midgley patento-
vou pfihlasku na smés alkoholu a benzinu jako bezdeto-
naéni palivo™''. V fijnu 1921 jel Thomas Midgley autem
z Daytonu na setkani Spole¢nosti automobilovych inzeny-
i v Indianapolisu na benzin s 30 % ethanolu. Na shro-
mazdéni deklaroval vyhody alkoholu spocivajici v jeho
Cistém spalovani a v moznosti vysoké komprese paliva
v motoru, ktera umoziiuje znaén& zvysit vykon’'®!'6,
Thomas Midgley v letech 1919-1921 fesil klepani motoru
zalozené na obou moznostech, tedy pridavkem jak vyso-
koprocentni, tak i nizkoprocentni slozky. V roce 1923
obdrzel své prvni vysoké ocenéni (Nicholsovu medaili)
nikoliv specialn¢ za objev tetracthylolova, ale obecné za
antidetona¢ni ¢inidla pro motorové paliva'>*.

Kettering 1 Midgley spatfovali ve vysokém lihovém
podilu také opatieni proti palivové krizi, ktera byla pred-
povidana pii tehdej$im pomalém rozvoji t&Zby ropy’ .
Ovsem kvasny zplisob vyroby lihu byl nepatentovatelny
(tudiz komeréné nezajimavy') a jina technologie byla v té
dobé nedostupna'®. Priizkumem se také ukazalo, Ze tehdej-
§i kvasna vyroba lihu by kapacitng nepostadovala'', také
zpracovani celulosovych odpadi se zdalo ekonomicky
nevyhodné''. Lihu také neptala zavedena prohibice, kterd
komplikovala i jeho primyslové pouziti®'!. Krom& toho
vznikala oboustranné¢ vyhodna vazba GM a tézafskych
spolecnosti, kterym by lihova konkurence nevyhovovala.
Alfred P. Sloan jako viceprezident GM, pod ktery firma
DELCO od roku 1919 spadala, proto vysokoprocentni
variantu zamitl®.

3.2. Vyvoj t€inného antidetonacniho ¢inidla

Po feSeni valecnych vyzkumnych tkold, z nichZ nej-
uspésnéjsi bylo zvladnuti hydrogenace benzenu pro vyro-
bu vylepseného leteckého paliva tvofeného smési cyklohe-
xanu a benzenu®*>", se Midgley vratil do Daytonu, a to
do nové Ketteringovy firmy Dayton Metal Products, ktera
brzy nato piesla pod GM. V hledani nizkoprocentni anti-
detonaéni piisady pokracoval usilovné, ale uspéch dlouho
nepiichazel. PiSe se, Ze testoval kazdou latku, kterou nasel
(,,from melted butter and camphor to ethyl acetate and
aluminum chloride...most of them had no more effect than
spitting in the Great Lakes.*, cit.'®). Vedeni GM pro souté-
zeni s Henry Fordem a jeho modelem T antidetonacni
prisadu nutng potiebovalo®. Usilovalo o zlepseni vykonu
svych aut pomoci vysoké komprese smési, kdy se ale pro-
jevovalo Skodlivé klepani vyraznéji nez u jednodusSich
motortt v konkuren¢nim Fordu T. Tim se vyzkum
v DELCO dostal pod znacny tlak a §éf Kettering to musel
tymu oznamit slovy: ,,.By God, if you don’t come up with
something within the next three to six months you’re all
fired.* (cit.%).

Presny pocet testovanych sloucenin se v rtznych
zdrojich dramaticky 1i3i". Brozura z roku 1927 ,, The Story
of Ethyl Gasoline uvadi, ze bylo studovano 33 tisic slou-
genin®'®. Tak vysoky po&et dobie ilustruje intenzivni hle-
dani. Naproti tomu v prohlaseni spolecnosti Ethyl Corpo-
ration zroku 1980 se uvadi pouze 144 zkoumanych la-
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tek'. Toto velmi nizké ¢islo vychazi z denikit GM, které
ale byly pozd¢ji ,,vycistény®, aby slouzily jako doku-
mentace racionadlniho védeckého badani, které dovedlo
Midgleye ke kone&nému uspéchu'®. Skutegnost je takova,
ze Midgley dospél od pocatecni metody pokus-omyl nako-
nec k systematickému hledani, jak sam ve své publikaci®®
pise: ,,... we profitably abandoned the Edisonian method
(i.e., trial and error) in favor of a correlational procedure
based on the periodic table“. Popis myslenkového pocho-
du, kterym dospél Midgley k raciondlnimu hledani
s pomoci periodické tabulky prvki, slouzi jako piipadova
studie pro ugitele chemie?'.

Po dlouhé dobé netspésného hledani zkusil Mid-
gleytv spolupracovnik Thomas Boyd dne 30. ledna 1919
anilin, ktery se ukazal jako do té doby nejucinnéjsi antide-
tonator'’. Brzy nato nasledovalo podani patentu (obr. 2,
cit.?). Nedalo se ale mluvit o Usp&chu, protoe benzin
s anilinem pii spalovani produkoval takovy zapach, ze
Midgley byl doma vykazan na spani do garaze’. Kettering
pak navrhl Midgleyovi vyzkouSet oxychlorid selenici-
ty'>!7 jenz byl sice pongkud uginny, ale silng korozivni.
Také testovani diethylselanu bylo opusténo pro jeho slaby
ucinek a produkei silného charakteristického ¢esnekového
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To all whom it may concern:

Be' it known that I, Tuosxas Moy,
Jr., a citizen of the United States of
America, residin

an anti-knock material. Another suitable
material for the purpose is xylidine, which
is also an anti-knock material. A relatively
small proportion of either one or a mixture

3

at Dayton, eounty of
Montgomery, and State n? Ohio, have in-
vented certain mew and ureful Improve-
ments in the Prevention of Fuel Knock, of
which the following is a full, clear, and ex-
nct deseription.

The present invention relates io the pre-
vention of the so-called fuel knock in in-
ternal-combustion engines.

In its preferred form, it relates more spe-
cifically to a composition of matter for in-
jection or addition to the fuel mixture of
an internal-combustion engine before the
combustion of the same.

This application is & continuation of my

application Serial No. 419,763, filed October
o0 1920,

-

In application, Serisl No. 553,040, filed
April 15, 1922, there is described a method
and apparatus for preventing knock in in-
ternal-combustion engines, wherein aniline
and other anti-knock materials are injected
into the fuel-air mixture prior to its com-
bustién

of these two materials will reduce the freez-
ing point of aniline, or the mixture of ani-
line with the addition, to temperatures con-
siderably below the freezing point of the
aniline by itself.

This mixture of materials however be-
comes too viscous to allow its use in in-
ectors at these low temperatures, and it
becomes desirable to add a material which
will reduce the viscosity and which will re-
duce the rate of increase in viscosity on
cocling.

A material which is satisfactory for this
purpose is unsaturated line (unsatu-
rated in hydrogen, for example, the olefinic
series including decylene and monylene)
and the preferred unsaturated gasoline .is
one having an unsaturation of approxi-
mately 38 to 40%.

In cases where the anti-knock liquid is
to be used under conditions in which the
temperature never reaches a point below
about 0° C., it will be found that the mix-

In_application Serial No. 553,040, filed ture of aniline and unsaturated line
April 15, 1922, there is described the use will give satisfactory operation, however if
v of these materials without specific prepara- this mixture without the blending agent is

materials however, are some-
atisfactory under certain condi-
tions and it is the object of the present in-
vention to provide a composition of mat-
ter containing anti-knock material which
will have satisfactory physical properties
under all ordinary operating conditions.

Aniline, which'is the most readily avail-
able anti-knock material, freezes when
cooled to temperatures as low as about —6*
C. and consequently would not give satisfac-
tory operation at ‘temperatures approxi-
mating this point.

In order to overcome this tendency of
aniline to freeze, a substance is added which
will lower the freezing point of the aniline
or form a mixture which has a uulﬁcienl.li

reduced to temperatures as low as —6 or
—7% C. the aniline will begin to separate
out.

The preferred composition and one that
has been found to possess the desired phys-
cal and chemical characteristies within a
temperature range of a!i'pmx:mﬂ!]; 30° C,

proximately —30° C. is composed of
aniline, six parts;  unsatursted gasoline
(having substantially 38 to 40% unsatura-
tion) three parts; and the blending agent
(consisting of substantially equal parts of
ortho toluidine and xylidine) two parts.

Instead of the mixture of equal parts of
ortho toluidine and xylidine as indicated in
the last paragraph; being used as a blend-
ing agent, either one of t materials may
be_used. -

low freezing point. Such a substance shoul
preferably be one which does not interfere  While the specific rtions mention
00 with the operation of the engine or with aniline as the anti-knock material to be used,

the function of the aniline as an anti-knock
material. A satisfactory material for this
purpose ig ortho toluidine, which is itself

Obr. 2. Prvni strana patentu o

it should be understood that other anti.
knock materials may be substituted therefor,
such as other aromatic amines and that other

;v

icinku anilinu?
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zapachu. Pro dal$i smérovani vyzkumu pouzil Midgley
periodickou tabulku prvka v upravé podle R. E. Wilsona,
ktera tadi prvky do sloupct podle poctu neobsazenych
mist ve vn&jii elektronové slupce’'"**2!. Proto po selenu
jako dalsi prvek ve sloupci zvolil tellur, jehoz diethylderi-
vat byl jako antidetonator velice uéinny, ale v praxi opé&t
nepouzitelny pro jesté horsi zapach, jimz byli vSichni zu-
Castnéni na CGas spoledensky znemoznéni”™'"". Midgley
usoudil, ze antidetona¢ni U¢innost se u organokovovych
derivati prvka tazenych ve sloupcich tabulky zvySuje
smérem dold k t€z§im prvkim, takze po nadéjném efektu
tetraethylstannanu ocekdval dalsi pokrok s obdobnym
derivatem olova'**.

Tetracthylolovo (spravnym nazvem tetracthylplum-
ban) bylo jiz znamé. Prvni jej totiz pfipravil uz v roce
1853 Carl Jacob Lowig reakcei jodethanu se slitinou sodiku
a olova, v Cisté formé pak George Bowdler Buckton v roce
1859 reakci diethylzinku s chloridem olovnatym'*".
Carroll Hochwalt, chemik v Midgleyové tymu, zvolil stej-
nou reakci jako Buckton pro piipravu malého mnozstvi
tetracthylolova, které pak dne 9. prosince 1921 pouzili pro
zkougky v pokusném motoru”'"'®>. Nejprve namichali
smés tetracthylolova (dale oznacovaného zkratkou TEL)
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the efficien- &0

To oll uced, the engine heats rapidl
% e s i e S

whom it may concern:

Be it lmwn that ‘.l Tuosas Minarer, Jr., q' of tbecngmou
a citizen of the Unifed States of Americs, Jery high, high, engind parts may
vesiding at Dayton, county of Montgomery, inj um-d 'I'In i ressure at w!u.:l‘ 2

8 and State of Ohio, have invented certain mmun may be in & cylinder with-
new and uu[ul lmpnemu in Methods out producing a fuel knock varies with the 88
and Means for Motor Fuels, of which different fuels and, to some extent, with the
the i’olionqg is a?\txll.. clear, and exact de- temperature, position of spark plug- and
seri) other: conditions within the engi This

10 is mrenuom relates to lu=ln, such, for pressure T term the "crmcl.l enmpmmn
example as kerosene and gasoline, emj:!uy':l pressure” of the fuel ) @
in the operation of internal-combustion The & eritical com; on e

of kerosene is about 50 pounds, of the proper

-grades of gam]:m ll:nnl. 5 pounds and of

gbd,ur_rﬂ'luof gasoline about 125
ter grade of gasoline is es

gmu and to the art of b_rning the Imk in

e. The present undmcy is to pro-

L dm lower
obtain a sul

es of gasoline in order to

ient output for the increasing
demand for motor fuels to red
compressions of
lower grades of fuel may be used vathwl
20 knocking. As the lowering of
pression reduces the effici @:ﬁ
l sull greater output of fuel u requi
increase in fuel required to clpcrlln
rlpr and less efficient engines. prinei-
objects of the present. invention are to
vercome these difficulties and to provide a
mmm Inr using either low or high grades
of motor fuel more efficiently and so re-

enginés so that these

the pnxluud in lmihd quu:mu and is mt

[
grad o1 fuel, such s hrn-ene
and glnrhne, l:l:ﬂ‘ eritical mnprﬂaon
Fn—nmhhv Slpwnd;lnnnui purl 1]
lmi

Touse lighting systems, t mh.r.mm
nulomlﬁu l‘l’v designed to operate on thess
kinds of fuel.

T have found that the critical mnpnmm ™
pressure of a fnal nf the type mentioned
above is in L rporating there-
with any one of a large uumher of com-

metallic

dnoa the qnuml; of luel umi
The

Jpresen
in part of my application Smnl No. 464,
985, filed Apn]fr 1921
In the lmm:upng drawings
Fig. 1 is a side view of an lut.amobllc hav-
35 ing an engine embodying the present inven-
tion and showing the comparative sizes of
engines mployx-hm mmg high and low

MF:( 2iss tndlnll muhnnl view of
40 an engine cylinder and shows the Eun
tive mzes of combustion chambers employed
wllwn using fuels having high and low enh
cal com N pressures.
T ime 2ot 1ha, heaviar Jrpiro
- arhom have the charscteristic that, when a
combustible gaseous 'rlll‘lluh! mnmmng one
of these fuels and air is burned in an inter-
nal-combustion engine while subjected to a
relatively high pressure, a fuel knock is pro-

pounds ie
compounded metallic elements. ]
Ty way of example, I l'l'llg use a fuel
consisting by volume of 14 of one percent
of tetra m[hyl lead and ”’ﬁ.l"m of cut-
oline huvung a normal ‘1{-
pressure ® of about 75 nd:. lrcrn ']
ethyl lead dissolves in gasoline forming
ﬂ,e] having a “eritical com) m ptu-

1 he et compounh chanee the Pt
:mm . h'u:np;nm?n fuel to a higher 0

wr_r-iw pressu re This gasoline may be

pressure of about 160 pounds, with a
smaller fuel consumption for obtaining  #s
given amount of work than is required to
operate an engine having a compression
pressure of 75 pounds on the untreated gus

Obr. 3. Prvni strana patentu o tetraethylolovu®
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abenzinu vpoméru 1:100. Motor bézel bez klepani
a stejné tak 1 potom, kdy snizili mnozstvi TEL na polovi-
nu. Nakonec se ukézalo, ze pouhych 0,025 % TEL stacilo
k zamezeni klepani motoru’. Tim, Ze u¢innost byla spoleh-
liva uz pfi tak velkém zfedéni, jevilo se tetraethylolovo
jako idealni nizkoprocentni ptisada. Kettering zacal citit
uspéch, a i kdyz bylo tieba jeste vytesit n€které problémy,
rozhodl se co nejrychleji uvést produkt na trh'®. Zvolil pro
néj nazev ,,ETHYL*, ktery byl odvozen ze struktury TEL,
ale neobsahoval slovo ,,0lovo®, které by vzbuzovalo obavy
z toxicity produktu®>''S. Prvni patent na TEL byl podan
v zaii 1922 (obr. 3, cit.?).

3.3. Start primyslové vyroby tetracthylolova

Na Midgleye a jeho tym misto oslav tspéchu ¢ekala
dalsi horeéna prace”. Prvni problém s TEL byla tvorba
usad oxidu olovnatého na vSech povrsich spalovaciho
prostoru. Midgleytv spolupracovnik Thomas Boyd nalezl
feSeni v pridavku 1,2-dibromethanu, ktery preménil olov-
naté povlaky na tékavy bromid olovnaty, ktery odchazel
do vyfuku'. Zasadnim ukolem viak bylo vypracovéni
primyslové pouzitelného zptsobu vyroby TEL. Ten
v zacatku vychazel z postupu, ktery pouzil uz Lowig, totiz
z reakce jodethanu se slitinou sodiku a olova'’. Pro vyso-
kou cenu jodu musel byt v primyslovém méfitku jodethan
nahrazen bromethanem. Tim se ale musela vyfesit dostup-
nost vétsiho mnozstvi bromu (nutného soucasné i pro vy-
robu 1,2-dibromethanu). Midgley proto dostal ukol vypra-
covat zpusob ziskavani bromu z moiské vody, coz se mu
skute¢né podafilo™"?. Firma Ethyl-Dow Chemical Compa-
ny spustila v roce 1925 produkci bromu'® podle jeho po-
stupu. Vyrobu TEL svéfila spole¢nost GM chemickému
gigantu DuPont, ktery oteviel vyrobu ethylbromidovym
postupem v prvnim provozu v roce 1923 v Daytonu
v Ohio (cit.'"*'®). Mezitim firma Standard Oil Company
v New Jersey, kterd byla jiz diive v kontaktu s Ketterin-
gem, hledala vyhodnéjsi postup vyroby TEL s uzitim lev-
né&jsiho chlorethanu. Piedev§im spolupraci s profesorem
Charlesem Krausem, odbornikem na organokovové slou-
Ceniny, se podafilo vypracovat vyrobni postup na TEL
reakci slitiny Na/Pb S chlorethanem Tento v;'rrobm' postup
né&jsi (za svou praci obdrzel Kraus Nicholsovu medaili®?
rok po Midgleyovi). Firma Standard Oil Company si po-
stup patentovala. Protoze GM vlastnila zakladni patent na
TEL a Standard Oil Company méla patent na levnéjsi
vyrobu, byla témito dvéma partnery vytvofena spole¢nost
Ethyl Gasoline Corporation”'®, ve které byl Kettering
jmenovan prezidentem a viceprezidenty se stali Midgley
za GM a Frank A. Howard za Standard Oil. Firma Ethyl
Gasoline Corporation oteviela svou prvni poloprovozni
jednotku v roce 1924. Prvni velkokapacitni vyrobni jed-
notka firmy DuPont byla oteviena roku 1925 v mésté
Deepwater v New Jersey'’. Podrobn&jii popis vyroby TEL
v provozech firem DuPont a Standard Oil Company
a vyvoj moderngjSich postupid v dal§im obdobi podava
obsahly ¢lanek Dietmara Seyfertha'?.
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3.4. Problémy s toxicitou tetraethylolova

Zavaznou komplikaci pfi vyzkumu i pfi zavadéni do
vyroby byla vysoké toxicita TEL''. Midgleye pied touto
latkou varovalo nékolik chemiki, ten na tyto informace
piilis nedbal*'¢, i ke své vlastni $kod&. V roce 1923 poci-
til pfiznaky otravy a musel si dopfat rekonvalescenci na
Floridé'**'%. Také jeho spolupracovnici trpéli urditymi
potizemi’. Velice konkrétni popis nebezpe¢nosti TEL ,.ze
TEL je bezbarva kapalina nasladlého zapachu, velmi jedo-
vata, pokud se vstiebava kizi, coz ma za nasledek otravu
olovem témet okamzité“ meélo také od pocatku vedeni
firmy DuPont'®. Prvni benzin s ptisadou ETHYL se zacal
prodavat v unoru 1923 v Daytonu'*'®. Prvni zakaznici
brzy zjistili, ze se vyplati dat za galon o par centd na-
vic'®"® kdyz se zbavi otravného klepani a vykon motoru
citelng vzroste'®. Ale uZ vroce 1922 americka Veiejna
zdravotni sluzba varovala pfed nebezpecim vyroby olov-
natého paliva'"'®. Aby &elil témto varovanim, obratil se
GM roku 1923 na Ukad pro doly (,,Bureau of Mines*), aby
provedl testy na zvifatech, ktera méla uréenou dobu inha-
lovat vyfukové plyny motoru bézicim na benzin
s ETHYLem. Na zakladé ptiznivych vysledkt téchto testl
dospél urad Bureau of Mines k zavéru, ze neni zadné ne-
bezpeti z otravyolovem z vyfuki automobild'®'.
V prosinci 1922 vedouci lékat Americké vetejné zdravotni
sluzby (,,Surgeon General“) H. S. Cumming navrhoval,
aby vzhledem k moznosti kumulativni otravy olovem se
trvale sledovalo zdravotni riziko spojené s rozsahlym pou-
zivanim tetracthylolova v palivu. Nebyla ale pofizena
zadna skutecna experimentalni data. Midgley pouze Cum-
mingovi sdélil, ze firmy GM a DuPont véii, ze ,,bézna
ulice bude pravdépodobné tak bez olova, ze bude nemozné
ho detekovat nebo né¢jak absorbovat“(cit.!®17:h).

Jedovatost TEL se ale brzy provalila pti jeho vyrobé,
kde doslo k tfadé nestésti. Snaha rychle spustit vyrobu
vedla u obou prvnich produkénich zavodi k zanedbani
fady bezpecnostnich a hygienickych opatfeni (nékteré
vyrobni operace se provadély v otevienych nadobach bez
dostatecné ventilace) a nedostatenému $koleni obslu-
hy*!'®. V malé tovarn¢ Standard Oil v Bayway v New
Jersey doslo v fijnu 1924 k umrti 5 délnikt a 44 dalsich
muselo byt hospitalizovano s vaznou otravou'”. Midgley
byl tim skliceny, Kettering ho vSak pfesvédcoval, Ze to je
nevyhnutelnd cena za pokrok'®!'. Tragédie v tovarné se
chopil tisk'®, ktery ifil paniku z uniku ,.$ileného plynu.
Na svolané tiskové konferenci spole¢nost Standard Oil
odmitla famy o Sileném plynu. Pfiznala, Ze zji§téné zdra-
votni Skody vznikly otravou olovem, jejiz ptiCinou byly
docasné potize pri zavadéni nového vyrobniho procesu
a nedodrzovani bezpecnostnich opatieni ze strany zameést-
nanct'>'®. Na konferenci museli vystoupit Kettering
i Midgley, ktefi obhajovali TEL jako jediny dostupny pro-
stiedek k rozvoji automobilového primyslu s vyznamnym
dopadem na celé americké hospodaistvi'®. Aby otupil
obavy vetejnosti z jeho jedovatosti, Midgley nevahal ris-
kovat své zdravi — pfed novinafi si TEL potiral ruce a vde-
choval jeho vypary®*'®. Piesto firma Standard Oil musela
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na podzim roku 1925 uzavfit svlij zavod v Bayway a Ket-
tering i Midgley museli opustit své funkce ve spole¢nosti
Ethyl Gasoline Corporation”'""'®. Né&které staty jako New
Jersey, New York a mésto Filadelfie v roce 1925 vyrobu
a distribuci TEL na svém uzemi zakazaly'>'®. Podobné
problémy s umrtim a otravou pracovnikii v obdobi
1923-1925 mély i tovarny na TEL firmy DuPont'*'. Tyto
pfipady ale nebyly tolik medializovany. Midgley v roce
1925 napsal ve své publikaci®*: ,, The actual hazard invol-
ved in the general program of treating gasoline with tet-
raethyl lead has been found to exist only in the manufactu-
re and handling of the concentrated material.” Tim vlastné
oznacil benzin vylepSeny pfidavkem TEL za bezpecny.
Zvlastni vybor jmenovany hlavnim lékatem Cummingem
19. ledna 1926 vydal prohlééeni'3’16, 7e ,neshledal zadné
dobré diavody“ pro zakaz prodeje benzinu s TEL. Poté
byly regulacni bariéry postavené nékterymi staty a zdra-
votnickymi tfady zruSeny a TEL se od roku 1926 mohl
nadale pouzivat. Zistalo pouze doporuceni dale sledovat
jeho uginky'*!°. Spole&nosti prosazujici olovnaté aditivum
se rozhodly si pojistit piiznivé odborné posudky. Charles
Kettering proto najal 1ékare-toxikologa Roberta A. Keho-
ea'*'%?! z Univerzity v Cincinnati, ktery se v roce 1925
stal hlavnim lékarskym poradcem spolecnosti Ethyl Cor-
poration a tdajnou nezdvadnost benzini s TEL obhajoval
dobrych 30 let az do svého odchodu do diichodu'*'¢.

3.5. Vliv olovnatych benzint na zamofteni zivotniho
prostfedi olovem

Pro vysokou antidetona¢ni uc¢innost TEL se jeho pou-
ziti v USA rychle rozsitilo. V roce 1936 se pripravek
ETHYL (v podstaté TEL nafedény benzinem s ptidavkem
1,2-dibromethanu a 1,2-dichlorethanu pro odstrafiovani
olovnatych zplodin a s ¢ervenym barvivem pro oznacova-
ni olovnatého paliva) pouzival jiz v 90 % automobilového
benzinu®'®. V roce 1963 podil olovnatého benzinu piesahl
98 % (cit.*'?). Toto palivo si ziskalo vieobecnou oblibu,
protoze antidetona¢ni efekt TEL umoznil zavedeni vyso-
kokompresnich motorti, ¢imz se dramaticky zvysila G¢in-
nost spalovani, které se promitlo do vyrazného snizeni
primérné spotieby automobilovych motort (ktera od roku
1924 do roku 1974 spadla na méné& nez polovinu'®). Char-
les Kettering v roce 1958 odhadoval, Ze tim americti fidici
usporili 5 az 8 miliard dolarti ro¢n&'® a upozoriioval i na
priznivy ekologicky efekt v disledku nespaleni usetieného
paliva. Ov§em podobny efekt by byl dosazitelny i pifi pou-
ziti jiné (bezolovnaté) antidetonaéni piisady, napiiklad
lihové, pokud by ovSem jeji pouziti bylo stejné efektivné
prosazovano. Vedlejsi pozitivni pisobeni olovnatych ben-
zinll spocivalo ve vyrazném sniZeni opotfebeni motort,
protoze olovnaté zplodiny ,,promazavaly” ventily a jejich
sedla®. Po opusténi od jejich pouzivani se musely pridavat
do benzint zvlastni ptisady nebo bylo nutno motory pro
bezolovnaté benziny upravit.

Mnozstvi olova spotiebovaného na vyrobu benzinu
¢inilo v USA v roce 1930 asi 20 tisic tun, které pak dra-
maticky vzrustalo az na nejvyssi hodnotu 279 tisic tun
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olova pro rok 1970, poté uz toto mnozstvi zac¢alo pomalu
klesat, protoZe se vyroba olovnatych benzinii zacala po-
malu omezovat'"®. Nicméné celkova suma takto spotiebo-
van¢ho olova se jen v USA odhaduje na 7 miliont tun
(cit."®).

Pti spalovani olovnatych benzinli se vétSina olova
dostava do atmosféry ve formé aerosolu, tvoteného jem-
nymi ¢asticemi oxidd a uhli¢itant olova o velikosti od 0,1
do 2 pm. Tyto aerosoly se mohou snadno prostfednictvim
vzdusnych proudt piesouvat na velké vzdalenosti a roz-
pustnost aerosoli olova v dest'ové a povrchové vodé otvira
daldi cestu olova do Zivotniho prostiedi®® Vétsina
z ohromujiciho mnozstvi olova pochézejicitho z benzind
tak zustava v pudé, vzduchu a vod¢ a v télech zivych orga-
nismu. Zprava britské Kralovské komise pro znecistovani
zivotniho prostiedi z roku 1983 dospéla k zaveru, ze olovo
bylo ve dvacatém stoleti clovékem rozptyleno tak Siroce,
Ze ,,je pochybné, zda né&jaka cast zemského povrchu nebo
jakakoli forma Zzivota ziistiva nekontaminovana antropo-
gennim (¢lovékem vyrobenym) olovem® (cit.'®). I kdyz
olovo z t&zby, barev, taveni a dalSich zdroju je stale vaz-
nym ekologickym problémem, zprava americké vladni
Agentury pro toxické latky a registr nemoci odhaduje, ze
spalovani benzinu piedstavuje 90 % olova umisténého do
atmosféry od 20. let 20. stoleti*'®. Podle &lanku z roku
1992 v casopise The New England Journal of Medicine
jsou prumérné hladiny olova v kostech modernich lidi
625krat vyssi nez u predkolumbovskych obyvatel Severni
Ameriky®'®. 1 kdyZ koncentrace olova na zemském po-
vrchu i v atmosféfe jsou relativné nizké, jeho toxicky uci-
nek je kumulativni. Vyznamné nebezpeci zvIaste pro dét-
sky organismus je napadani nervového systému, coz je
pri¢inou zpomaleni dusevniho vyvoje a zvyseni duSevnich
poruch v dospélosti. Svétova zdravotnickd organizace
odhaduje, ze 15 az 18 miliont déti v rozvojovych zemich
(kde se nejdéle udrzelo pouzivani olovnatého paliva) trpi
trvalym poskozenim mozku v disledku otravy olovem®.

Prvni védecké dikazy o celosvétové otravé zivotniho
prostfedi olovem pfinesl americky geochemik Clair Came-
ron Patterson v roce 1965 (cit."*'**"). Ten v ramci svého
projektu ur€ovani stafi hornin vypracoval pfesnou metodu
na stanoveni stopovych mnozstvi olova?’. Zjistil, ze konta-
minace pfirody olovem zacala trvale a nebezpecné nartis-
tat brzy poté, co se v pohonnych hmotach zacalo pouzivat
tetracthylolovo. Dlouho byla jeho zjisténi zpochybnovana
a odmitana. Jeho tvrdym odptrcem byl zejména jiz zming-
ny Robert Kehoe?”. Az v 70. letech 20. stoleti byla Patter-
sonova prace piijata a jeho data uznana. Zvysené povédo-
mi o negativnich ucincich olovnatého benzinu na zdravi
vedlo od 70. let k jeho postupnému vytazovani, které bylo
dokonceno v USA sice az v roce 1995, ale pfineslo proka-
zatelny efekt'®, nebot’ koncentrace olova v krvi Ameri¢ant
za obdobi 15 let poklesla o 78 %. Zavadéni katalyzatora
pro Cistéj$i provoz automobilt uspisilo konec pouzivani
olovnatych benzint, protoze olovéné zplodiny by drahé
katalyzatory znicily. Na uplny zékaz olovnatych benzint
doslo v EU roku 2001 (cit.”®), také v Ceské republice jeho
prodej skongil k 1. lednu 2001 (cit.?®).
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4. Pribéh freonu

Druhy objevitelsky ptibéh Thomase Midgleye se tyka
freont. Stejné jako v pfipadé tetracthylolova mu pfinesl
nejdiive slavu a ocenéni, po dlouhych letech pak odsuzo-
vani az hanbu. Na rozdil od né¢kolikaletého strastiplného
hledani antidetonacniho ¢inidla se tentokrat uspéch dosta-
vil velmi rychle, podle n&kterych zdrojti*® uz b&hem tfi
dnt. Popis vzniku freonti jako velmi Gspésného chladiren-
ského média by tudiz mohl byt velice stru¢ny, kdyby
ovSem nebyl provazen fadou nevyjasnénych okolnosti,
které umozituji rtizné pohledy na jednotlivé faze vyzkumu,
které se dodnes diskutuji'.

4.1. Sporny rok vzniku freont

Objev freoni je spojen se spolecnosti Frigidaire
aopét se jménem Charlese Ketteringa. Firma Frigidaire
zazivala pod zaclenénim do koncernu GM ve dvacéatych
letech 20. stoleti uspéiné obdobi'’. Americké domécnosti
se tehdy zaCaly hromadné vybavovat lednickami. Prodej
65 tisic lednicek v roce 1925 vzrostl v roce 1929 az na 730
tisic (cit.*'), na Semz se vyznamné podilela spolenost
Frigidaire, ktera prodala roku 1929 svou miliontou lednici.
Hodlala dale expandovat, pfedevsim v primyslové oblasti
do chlazenych boxl a do mrazicich prodejnich pultd, ale
také do domacich klimatizagnich jednotek'®. V roce 1928
(4dajné) se firma Frigidaire obratila na Charlese Ketterin-
ga, ktery byl Séfem vyvojovych laboratoii GM,
s pozadavkem na vyvoj nového chladiciho média, které by
mélo mit teplotu varu v rozmezi 0 az —40 °C a které by
mélo byt zvlasté s ohledem na pouziti v domacich zatize-
tehdy pouzivana chladiva, jako amoniak, chlormethan,
propan, oxid sifi¢ity a methyl-formiat, rozhodné tato bez-
pecnostni kritéria nespliiovala'*'>*!. Charles Kettering
timto tkolem povétil Thomase Midgleye'®'**!. Ten a jeho
spolupracovnici Albert Henne a Robert McNary ihned
zadali hledat feseni®®. Jako vyhodna pomticka jim opét
poslouzila periodicka tabulka prvkid. S jeji pomoci zacali
hledat prvkové slozeni chladiva®™'****'* Nejprve vylou-
¢ili kovové prvky, které neposkytovaly t€kavé slouceniny.
Skupina vzacnych plynd se nehodila pro jejich extrémné
nizké teploty varu. Z nekovl jako perspektivni zistaly
vodik, uhlik, dusik, kyslik, sira a halogeny. Z dostupnych
dat odvodili, jak lze u uhlovodiki postupnou substituci
fluorem ¢i chlorem ovliviiovat teploty varu halogenderiva-
6>, Tato substituce soutasné snizuje jejich hoflavost.
U derivatd methanu zjistili*'*’, Ze pro zadané rozmezi
teploty varu bude nejvyhodnéjsi slouceninou dichlor-
difluormethan CF,Cl, (dnes$ni hodnota t. v. 29,8 °C).
Spoléhali se na pevnost vazby C—F (cit."), a tudiZ o&eka-
vali, ze latka bude i bezpecnd, protoze se jejim rozkladem
nebude uvolnovat toxicky fluorovodik. Albert Henne ne-
prodleng piistoupil k piipravé této sloudeniny®’. Pouzil pii
ni Swartzovu reakci tetrachlormethanu s fluoridem anti-
monitym (dichlordifluormethan pfipravil takto patrné
Swartz uz v roce 1907, ale latku necharakterizoval a Hen-
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ne jeho &lanek z roku 1908 zcela jisté neznal'). Hned byly
provedeny prvni testy toxicity, které ukazaly, ze zvifata
(psi, opice, morcata) prezila n€kolikahodinovou inhalaci
vzduchu s 20 % CF,Cl, (testy provadél uz diive zminény
Robert A. Kehoe). Prvotni nadSeni z vyfeseni zadaného
ukolu vystiidalo zdéseni, nebot’ pri opakovanych testech
s novym preparatem pokusna zvifata uhynula®. Takovy
vysledek by zcela zmafil dosavadni usili v projektu bez-
pecného chladiva. Nastésti se ukdzalo, Ze otravu zpisobil
preparat ze Sarze, kdy byl pouzit neCisty SbFs, z kterého se
uvolnoval fosgen. Proto se nadale pracovalo jen se subli-
movanym materialem?’. Testovéni toxicity, popis polopro-
vozniho zafizeni i zpusob izolace dichlordifluormethanu
popisuje publikace® zaslana Midgleyovym tymem do &aso-
pisu Industrial and Engineering Chemistry dne 10. dubna
1930 kratce poté, co byl jeji obsah pfednesen na schiizi
Americké chemické spolecnosti. Pfi této prednasce de-
monstroval Thomas Midgley vdechovanim par nového
chladiva jeho netoxi¢nost a sfouknutim plamene svicky
i jeho nehoflavost’.

Dalo by se ocekavat, ze publikaénimu zvefejnéni
predchazelo podani patentu. Nékteré z jiz citovanych zdro-

ja**0810 ydavaji, Ze freony byly objeveny jiZ roku 1928.

Patented Nov. 1, 1932

1,886,339

UNITED STATES PATENT OFFICE

CHARLES ¥. KETTERING, OF DAYTOX, OEI0, ASSIGNOR TO FRIGIDAIRE CORPORATION,
OF DAYTON, OHIO, A CORPORATION OF DELAWARE

REFRIGERATING APPARATUS
Application fied December 31, 1928, Serial ll.w

This in\;emiun!:}m-_s to ap-
paratus of absorption t;
One of the objects of !Im’%:vmtiun is to
provide absorp igerating
5 ;hiq: may be readily and effectively cooled
air.

i liquid refri : liedtoth
by the heated generator-absorber and its con-
denser and gaseous refri t is withdrawn
from tl iy the cooled
absorber. This eventually exbausts the heat. 5
ed generator-absorber of its refrigerant and
saturates the cooled generator-absorber with
‘When one generator-absorber
has thus been exhausted, the heating and cool-
ing are reversed so that the saturated gen- 80
erator-ubearber is now hested to distill re.
frigerant and the exhausted one cooled to
absorb the refrigerant.

Each generator-absorber may be formed in
any suitable manner, for example by s pair
of "co-axial tubes 14 and 15, the space be-
tween which is closed l:iphu- 16 to form
substantially annular chamber 17 in which
the al nluEmad.Tbcinwulhelﬁ
forms a flue both for heating and cooling
the generator-absorber and for this purposs
is provided on its interior surface with fins
18 to increase rate of heat flow into or
out of the generator-absorber. The outer
tube 14 is provided with an inlet and outlet 75
passage 19 for the chamber 17, connected to
the conduit 104 or 11a.

The means for huung' either gbt:nu -
absorber is a burner 22 which may pln;h:d
at the lower extremity of the flue provided
by the tube 15. The means for cooling either
generator-absorber is a flue with which is
associated a fan or blower 24 and which ma
be placed to direct & current of air t.hmu‘g
the flue 15 As illustrated, the blower is of
the centrifugal type having its intake at the
eoun_mugn?- , but the particular form of air
maving device is immaterial to the i i
The flue includes a stati ot S

7 e
Anot ject i e
jAnether cbjeciso provide an apperstas

stantially continuous refrigeration.

10 Still another object of invention is to
provide an improved and simplified arrange-
ment of the component parts of the appara-

us.

t
Further objects and advantages of the pres-
18 ent invention will be apparent from the fol-
lowing description, relerence being had to
accompanying drawings, wherein a pre-
ferred form of the present invention is clearly

own.
20 In the drawings:

Fig. 1is a diagrammatio illustration of a
refrigerating system embodying the inven-
tion, certain parts being shown in section;

Fig. 2 is a plan of a portion of the appara-

25 tus shown in Fig. 1;

Fig. 3is a section on the line 3—3 of Fig. 1;
"}?‘m 4 is an enlarged section of a control

Ive

Fig. 5 is an enlarged section of a therma-
20 stat corresponding to Fig. 3; ai
Fig.Gisa sec{ixn of the thermostat on the

2

line of Fig.
The refrigerating system shown in the
drawings includes two generator-absarbers 10
38 and 11 each of which is charged with a suit-
ablo absorbent, preferably a solid such as cal.
cium chloride or activated charcoal. Each
intermittently supplies liquid refrigerant,
for example ammonia, to an evaporator 12

40 and :n;ermi::nﬂy withdraws us refrig- 8 movable portion 26 in the gebnnlnl't?:mlﬁ "
erant from the evaporator. rator. & goose- hich rotated
absorber 10 is connected to one eﬁ“ﬂf the connection !T'ool lh::.‘.’!.lb?nuh mﬁb&?‘ﬁ;
evaporator by means of the mcuilimlnr]inﬁ register with the flue in either generator-
- 'mj mndmth%f‘l:, condenser 105 and control absorber 10 or 11. The burner is preferabl;
p:’o;.';n the 11 is ded l.ndnlppnl!edinn:h;dﬂ\él‘

FUrTOUn:
adapted to f tensi
through the conduit 114, condens- The shield and intake end 98 of the for iy
mdmn'd;llvul.lo. When either Wh;;dmd supported by a plate 34

is heated which is keye lnuhdtu)wml.hs' in sta-
A generator-absorber is simultaneously cooled, mwumwmhn&mm

of the flue 15,

&
er 115

Obr. 4. Ketteringtiv patent z roku 1928 (cit.*"), 3. strana (na str.
1 a 2 jsou nakresy aparatur)
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Toto datovani opiraji o patent podany Charlesem Ketterin-
gem za spolecnost Frigidaire 31. prosince 1928 (U.S. Patent
No. 1,886,339, cit.*). Oviem tento patentni spis mé titul
,»Refrigerated Apparatus® (obr. 4) a popisuje konstrukci
chladiciho =zafizeni a o novém chladivu, konkrétné
o CF,Cl,, tam neni ani zminka. Skute¢né prvni patent
tykajici se freonii s nazvem ,Manufacture of Aliphatic
Fluoro Compounds“ je U.S. Patent No. 1,930,129, ktery
podali Thomas Midgley, Albert Henne a Robert McNary
dne 30. dubna 1930 (obr. 5, cit.’"). Tento patent narokuje
prioritu pfipravy fluorovanych derivati uhlovodikd obec-
n¢ (na principu Swartzovy reakce) a pro dichlordifluorme-
than udava i detailni popis optimalniho fizeni reakce
a zpusob izolace produktu (pouze na tento patent odkazuje
idal§i publikace™ o pripravé fluorouhlovodiki zroku
1934).

Pro dokresleni pozadi rozporného datovani je vy-
znamny rok 1929, kdy doslo v Chicagu a v Clevelandu ke
dvéma rozsahlym pozarim, pii nichz zahynulo pies sto
osob. Oba pozary vznikly poruchami chladicich zafizeni,
ze kterych unikal hoflavy chlormethan'**. To vyvolalo
mnoho diskusi o bezpe¢nosti jeho pouzivani. Tato kritika
se sice pfimo spoleCnosti Frigidaire netykala, protoze ta

Fatented O:i 10, 1933

1,930,129

UNITED STATES PATENT OFFICE

Application April 5, 1930. Serial No. 441815
33 Clalms. (CL 260—1862)

the fuorine derivatives of hydrocar- herein shown as

bons. chamber 30 is also provided with a suitable
In its generic aspect, OUF Process comprises safety release 34 and with & pressure
the navel combination of steps Fauge 35

- contains a concentrated solution of sulphuric
acid and this solution may lkewise be replen-

ticular case by correlating the

the valve 32a to the reaction rate. This valve
may be elther manually or automatically con-
trolled.

r 1 it forma-
tion of over-fluorated products and because it Asa exam| meth- 83
returns direct from the the ane may be obtained by carbon,
reaction field the insuficiently - tetrachloride with a fluorh agent in the
ucts, results In an extremely high yield of the of a catalytic agent In the reaction-
fuorated product chamber 20 and the

the purpose of more cl our methane from the dephlegmator as it is formed. 00

have shown in 1 and 2 diagram- Por instance, carbon tetrachloride
matic illustrations of two forms of apparatus Into the reac chamber from the supply
be carried

the reac-

Obr. 5. Patent o pFipravé freoni z roku 1930 (cit.’"), 3. strana
(na str. 1 a 2 jsou nakresy aparatur)
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tehdy pouzivala jako chladivo oxid sifi¢ity'*. Po katastro-
fickych udalostech vroce 1929 se ale fada domacnosti
zatala provozu domécich lednic obavat®*. Takovy stav
nemohla spolecnost Frigidaire pro svou expanzi potiebo-
vat a naladu vefejnosti mohl zménit objev bezpecného
chladiva. To vysvétluje angazovanost koncernu GM ve
vyvoji nového bezpecného chladiva, pfitom $é¢fim patrné
velice zalezelo na tom, aby se jeho vyvoj datoval uz ro-
kem 1928 (podle Ketteringova patentu), a tudiz nebyl cha-
pan az jako nasledna reakce na tragické udalosti v roce
1929 (cit."").

4.2. Nejasnosti kolem struktury prvniho freonu

Kromé dvojiho datovani vznikla jesté dalsi otazka
tykajici se vzniku freont, a to ktera sloucenina byla tou
prvni, kterou Albert Henne jako cilové chladivo pfipravil.
V prednasce na schiizi Americké chemické spolec¢nosti
vroce 1930 Thomas Mitgley mluvil o dichlordifluorme-
thanu CF,Cl,, stejna sloucenina figuruje i v publikaci®',
ktera je tisténou formou prednasky. Také v patentu® je
shodné uvadén dichlordifluormethan CF,Cl,. OvSem
0 7 let pozdé&ji v prednésce na schiizi Americké chemické
spolecnosti, pii které Thomas Mitgley pfebiral Perkinovu
medaili za rok 1937, opakované hovofil o dichlormono-
fluormethanu CHFCI,. Jeho fec byla piepsana do publika-
ce”, a tak také v jejim textu je tento monofluorderivat
nékolikrat pisemné zminén jako prvni vyvinuté chladivo
(proto &lanek'® uvadi jako prvni syntetizovanou sloudeni-
nu dichlorfluormethan R-21 a ne dichlordifluormethan
R-12). Jmenovani jiné nez pivodné uvadéné struktury
tak nelze vysvétlit jako ndhodny omyl. Nabizi se ale vy-
svétleni, ze v Midgleyové skupiné se roku 1930 mluvilo
i o dichlormonofluormethanu  (naptiklad v souvislosti
s optimalizaci vyroby CF,Cl,) a delsi casovy odstup (ve
kterém se Midgley jiz zabyval jinymi tkoly, hlavné
v oblasti ptirodniho a syntetického kaucuku) tak zapfticinil
zaménu, ktera vyvolala mnoho diskusi. V tomto ptipadé
vSechny nejasnosti vysvétlil Albert Henne, ktery jako gra-
duovany chemik a hlavni aktér pfipravy jednoznaéné po-
tvrdil, ze prvni cilovou slouceninou byl dichlordifluorme-
than CFzClz

4.3. Vyroba a pouziti freon

V roce 1930 firmy General Motors a DuPont zalozily
spolenost  Kinetic Chemical Company™?*,  ktera
v nasledujicim roce spustila vyrobu velkého mnozstvi
dichlordifluormethanu, prodavaného pod obchodnim na-
zvem Freon-12 (firma DuPont zavedla pro fluorované
uhlovodiky obchodni znacku freony****. Chlor-fluorované
uhlovodiky se oznacuji zkratkou CFC (Freon-12 se uvadi
také jako CFC-12 nebo R-12, znaeni freond viz cit.*).
Do roku 1935 firma Frigidaire a dal$i vyrobci prodali ve
Spojenych statech 8 milionti novych chladnicek™ pouziva-
jicich Freon-12. V roce 1932 spole¢nost Kinetic Chemical
Company zaCala vyrabét rovnéz trichlorfluormethan
(Freon-11), ktery hned pouzila v prvni doméci klimatizac-
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ni jednotce™. V roce 1936 zadala (s odbornym piispénim
Midgleye’) vyrab&t také hydrochlorfluoruhlovodiky
HCFC, oznacované jako ,,me¢kké* freony.

Freony se staly preferovanym chladivem ve velkych
chladirenskych zafizenich®***7. Koncem 50. a za¢atkem
60. let 20. stoleti diky freontim doslo ke zna¢nému rozsi-
feni klimatiza¢nich jednotek v domacnostech a kancelar-
skych budovach a vzrostl zajem i o klimatizované automo-
bily. Produkce freont neustale vzristala, protoze se freony
pouzivaly i jako hnaci plyny ve sprejich slouzicich jako
barvy, prostfedky proti hmyzu, laky na vlasy, kondicioné-
ry, desinfekce a dalsi produkty zdravotni péce. Pred rokem
1987 se ve svéte spotiebovavalo okolo 1,1 mil. tun freont
ro&ng, z toho na dnesni CR piipadalo pies 5500 tun, tedy
ptiblizné 0,5 % svétové spotieby”’.

4.3. Stépeni freont ve stratosféie a ozonova dira

Naprosta vétSina z vyrobené¢ho obrovského mnozstvi
freonl se dostavala do atmosféry. Pritom se negativné
prosazuje jejich stalost. Zivotnost jednotlivych typi freo-
nd v atmosféfe je v desitkach aZ stovkach let® (u Freonu-
12 je atmosféricky polocas rozpadu 100 let®). Jejich pi-
tomnost v atmosféie nezplsobuje zadné zdravotni potize,
ale jejich molekuly se dostavaji az do stratosféry, kde zpti-
sobuji vazné problémy. V roce 1974 védci M. J. Molina
aR. S. Rowland ve svém ¢lanku v ¢asopisu Nature™ pou-
kazali na moznost jejich rozkladu ptisobenim UV zateni
ana jejich nasledny vliv na ozonovou vrstvu. UV zafeni ve
stratosfére Stépi molekuly chlorfluoruhlovodikti na radika-
ly*. Nebezpetny je primamé vznikly chlorovy radikal CI°,
ktery nésledné reaguje s molekulou ozonu Os;, ¢imZ vznika
novy radikal CIO°. Ten v reakci s dalsi molekulou ozonu O
regeneruje puvodni radikal. Timto cyklem muze jeden chlo-
rovy radikal rozlozit az 100 000 molekul ozonu®. Freony
tak vyrazné€ snizuji obsah ozonu ve stratosféfe, coz je zne-
pokojivé, nebot’ ozonova vrstva pusobi jako filtr ultrafia-
lového zafeni s vinovou délkou 280-320 nm (typu B a C),
které je karcinogenni a poskozuje zrak®>~*.

V disledku nizkych teplot a pfevazujiciho cirkularni-
ho proudéni je rozklad ozonu nejvyraznéjsi v polarnich
oblastech, kde vznika tak zvana ozonova dira*’. Ozonova
dira byla poprvé pozorovéana pocatkem 80. let 20. stoleti
nad Antarktidou. V roce 1985 tam poklesla koncentrace
ozonu na polovinu dlouhodobého priméru. Rekordni sni-
zeni bylo zaznamenano v letech 1992 az 1993. Mechanis-
mus zhoubného ptlisobeni freonti na ozonovou vrstvu byl
mnoha meéfenimi potvrzen a védci Mario J. Molina
a F. Sherwood Rowland spolu s Paulem J. Crutzenem se za
své zjisténi dogkali v roce 1995 Nobelovy ceny za chemii®.

Pro zachranéni ozonové vrstvy bylo tieba provést
nékterd zdsadni opatieni. Uk4zalo se, ze k radikélové reak-
ci, ktera ni¢i molekuly ozonu, nejvice ptispivaji tzv. tvrdé
freony (CFC). Proto byly do uréité doby nahrazovany tzv.
mékkymi freony — hydrochlorofluorouhlovodiky (HCFC),
jejichz stalost v atmosféie je nizsi*>*’. I to bylo vzhledem
ke kritickému ohrozeni ozonové vrstvy nepfijatelné. Navic
1 mekké freony vykazaly vyrazny piispévek ke skleniko-



P. Holy

vému efektu®. Pod patronatem programu OSN na ochranu
zivotniho prostfedi (UNEP) byla v roce 1985 podepsana
Videnskd timluva, zavazujici signataiské zemé omezit
unik freond do atmosféry. V roce 1987 byl podepsan pro-
vadéci dokument znamy jako Montrealsky protokol®*'.
V letech 1990 a 1992 byly pfijaty dva zpiisnujici dodatky
(tzv. Londynsky a Kodafisky z roku 1992), cit.***'. Na
zakladé téchto zpiisnéni primyslové zemé ukoncily vyro-
bu freont v roce 1996, staty Evropské unie jiz v roce 1994
(cit.*). V CR je pouziti tvrdych freont zakézano od roku
1995, zékaz recyklovanych tvrdych freond je platny od
roku 2004 a uplny zakaz mékkych freont vstoupil v plat-
nost v roce 2015 (cit.*’). Také asijské zemé mély ukonéit
produkci freond do roku 2010, ve skute¢nosti se tak zatim
nedgje, piedevsim Cina stile produkuje znaéné mnozstvi
trichlorfluormethanu CFC-11 (cit.*?). Navic je stile tieba
pocitat s tniky freont z vyfazovanych chladicich zafizeni.
NASA vypracovala predpovéd (cit.”®), podle které se méa
ptiblizné v roce 2060 kvalita ozonové vrstvy vratit na uro-
ven roku 1980. Vzhledem ke stalym unikim freont do
atmosféry se tento optimisticky piedpoklad ale nemusi
vyplnit.

5. Zavér

Olovnaty benzin a podobné¢ i freony byly lidskou
spolecnosti zavrzeny az v samém konci 20. stoleti. Ma byt
s nimi zavrzen i jejich plivodce Thomas Midgley, Jr., kte-
ry byl vté dob&é uz 50 let po smrti? Vysoka skodlivost
jeho produktt se projevila az s jejich obrovskou spotie-
bou. To ale znamena, ze spoleCnost v ur€ité fazi svého
vyvoje kvalitni benziny i1 bezpecnd chladiva nutné potie-
bovala. Dalo by se fici, ze Thomas Midgley svymi pro-
dukty ,.trefil hiebik na hlavicku®. Presnéjsi ale je, ze to
byla trefa jeho $éfii, on byl ,,pouze™ osobou, kterd svym
pracovnim zéapalem a kreativitou jejich zadani splnila
(podle tehdejsich kritérii) na podtrzenou jednicku.

Od doby jeho ¢innosti musela uplynout dlouha doba,
nez se svét naucil s védeckymi poznatky spravné zachazet
a s jejich uplatnénim pockat az po vyjasnéni vSech jejich
prednosti a nedostatkti. Takova praxe a opatrnost nebyla
v prvni poloving 20. stoleti bézna a Casto ani uskute¢nitel-
na. Firmy Frigidaire a DuPont (a tim je§t¢ méné samotné-
ho Thomase Midgleye) neni mozno obvinovat
z ,,neodpovédného* uvedeni freontl na trh, protoze ve 30.
letech 20. stoleti nebyla moznost zkoumat fotolytické Sté-
peni freont ani jejich reakci s ozonem ve stratosféie.

Jina situace byla pifi zavadéni olovnatého benzinu.
V tomto ptipadé nema Thomas Midgley Cisty §tit, ale hod-
né $piny spada i na jiné. Od samého pocatku Midgley vé-
deél o vysoké toxicité tetracthylolova a podilel se na jejim
zatajovani pred verejnosti, i kdyz v tomto sméru vykonali
mozna vétsi usili zejména Charles Kettering a Robert
Kehoe. Thomas Midgley i ke své vlastni $kod¢ hrubé pod-
cenioval toxicitu olova a vibec ji nebral v tivahu u spalin
olovnatého benzinu. Nedokazal si pfedstavit (a mozna ani
nechtél) mnozstvi olova, které se ze spalin dostane do
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zivotniho prostfedi a povazoval ho za zanedbatelné vedle
jinych zdroji. Zcela opustil ethanolové feSeni nezadouci-
ho klepani motord, které zpocatku prosazoval. K jeho
pozdéjsimu postoji je mozno jako omluvu uvést, ze se
podridil natlaku jeho $éfa Ketteringa i vedeni firmy GM
jako zaméstnavatele. Rozvoj olovnatych benzinti a potla-
¢eni vech obav z jejich uzivani velice umoznily americké
predpisy, které veskeré testy novych vyrobkt prenasely na
jejich producenty. U ptipravku ETHYL si tak firma GM
prostiednictvim prace Roberta Kehoea mohla pohodiné
a dlouhodobé¢ zajistovat piiznivé vysledky.

Na zacéatku 40. let dvacatého stoleti stanul Thomas
Midgley na vrcholu své védecké kariery a vydobyl si vSe-
néni, kdyzZ mu Americkd chemicka spole¢nost ud¢lila
Priestleyho medaili. Citil ale, ze mu ubyvaji sily, omezil
sva vefejna vystupovani a pracovni aktivitu. Chtél dat
prilezitost mladym. Jako prezident Americké chemické
spole¢nosti na vyro¢nim zasedani v roce 1944 piednesl
sviij projev s nazvem ,,Diraz na mladez“. Zadouci podpo-
ru mladych zdivodnil analyzou zaznami Patentového
uradu Spojenych statt americkych, které ukazaly, ze 90 %
ze skupiny vynikajicich vynalezii podali muzi mladsi
45 let.

V roce 1940 se Midgley trvale ptestéhoval do svého
luxusniho sidla ve Worthingtonu v Ohiu, kde si chtél uzi-
vat jeho pohodli a klidu’. Do jeho plani ale kruté zasahla
nemoc. Na podzim roku 1940 se stal po akutnim zachvatu
poliomyelitidy'***!'" rdzem polovi¢nim invalidou. Ne-
mohl ovladat spodni polovinu svého téla. S touto télesnou
nemohoucnosti, kterd ho velmi tiZila, bojoval svym tech-
nickym pfistupem — vybudoval si systém kladek, které mu
umoznovaly pfesun v mistnosti. Toto zafizeni se mu ale
stalo osudnym. Dne 2. listopadu 1944 byl nalezen mrt-
ev disledkem uskrceni ve spleti lanek kladkového zatize-
ni. Koroner do své zpravy uvedl, e §lo o sebevrazdu'®.
Také Midgleyuv pritel Boyd, kdyz tuto zlou zpravu ozna-
moval vdové, ji fekl, ze neslo o nehodu. Thomas Midgley
byl ovSem tak vazenou a uznavanou osobou, kterou se
spolecensky nehodilo spojovat se sebevrazdou, takze ofi-
cialné se udavalo, ze §lo o ne$tastnou nahodu. Do moz-
nosti planované sebevrazdy dobie zapada Midgleyovo
predchazejici bilancovani jeho zivota a dosti vypovidajici
epitaf®'®, ktery si nékolik mésicti pred svou smrti p¥ipra-
vil: ,,This one did a lot of living in a mighty little whi-
le.* (cit.'®). N&kdy se uvadi, e Midgleyiiv tragicky konec
je bozi trest nebo dusledek prokleti®, které si vyslouzil za
ohrozeni lidstva svymi vynélezy. Ale spiSe nez kletba mél
vliv na jeho smutny konec dlouhodoby kontakt s olovem
a dalSimi otravnymi latkami, které postupné decimovaly
celé jeho télo i mozek.

Na Midgleyové pohibu kazatel piecetl z Bible znamy
vers: ,,Nic jsme na svét nepfinesli a nic si také neodnese-
me.“ (1 Tim 6,7). Pfi odchodu k tomu Charles Kettering
poznamenal, Ze v piipadé Thomase Midgleye by bylo
vhodné doplnit: ,,ale mizeme toho hodné nechat za sebou
pro dobro svéta.” (cit.'”). A nyni, 80 let od jeho smrti
(2.11.1944), musime zaznam jeho zivotniho piib¢hu
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zakoncit stale nevyfesenou otazkou: Bylo to v§e pro dobro
svéta?
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P. Holy (Czech Chemical Society, Chemicke listy,
Prague, Czech Republic): Who Was Thomas Midgley, Jr.

Thomas Midgley, Jr. (1889-1944) was an American
scientist and inventor. During his lifetime, he became
a highly respected figure. He is best known for his
discoveries of tetracthyllead and CFCs. Only as late as in
the end of the 20th century he began to be blamed for the
extensive environmental damage these substances caused.
The article tries to summarize the available data on all the
circumstances of his research work and thus show to what
extent he is responsible for their harmful effects on the
environment.

Keywords: Thomas Midgley, Jr., Charles Franklin
Kettering, tetracthyllead, leaded gasoline, lead poisoning,
CFCs, ozone hole
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Vyvoj procesnich analytickych technologii se neustale posouva a dnes jiz umoziuje kombinovat nékolik technik do
jedné métici sondy. V této praci jsme porovnali in-line data z FBRM sondy a sondy EasyViewer s off-line analyzami.
Rekrystalizace intermediatu se ukazala byt citliva na délku domichani, s ¢asem dochéazelo k rozbijeni krystalického materialu
a k prodluzovani nasledné filtrace. U krystalizace finalni API latky jsme potvrdili spravné nastaveni krystaliza¢nich
parametr(, které umoznily izolaci materidlu s monomodalni distribuci ¢astic.

Klicova slova: aktivni farmaceuticka latka, procesni analytické technologie, krystalizace, technika FBRM, systém

EasyViewer

Uvod

Krystalizace je vyznamnou jednotkovou operaci ve
farmaceutickém primyslu, kde slouzi nejenom k izolaci
a ¢iSténi finalniho produktu, ale, zejména v poslednich
letech, také k piipravé materidlu o pozadovanych fyzikalné
chemickych vlastnostech' jako napt. velikost &astic, tvar
krystalu (napft. jehlicovité krystalky se nehodi pro ptipravu
latek pouzivajicich se jako nosni spreje), material o speci-
fické plose povrchu &i polymorfni forma®. V poslednich
letech roste dilezitost krystalizace, protoze se zvySuji na-
roky na Cistotu, fyzikalné chemické vlastnosti krystalické-
ho materialu, syntetizuji se komplikovangj$i molekuly
a duraz je kladen také na opakovatelnost atributi izolova-
ného materialu béhem vyvoje a nasledné vyroby®. Dlezité
z pohledu krystalizace jsou také jednotlivé intermediaty pii
syntéze aktivnich farmaceutickych latek (API), predevsim
jejich necistotni profil a chovani pti naslednych operacich,
jako je filtrace a suseni®. Se vzristajicimi pozadavky za-
kazniki a kontrolnich ufadd na kvalitu nejen findlniho
materidlu se zlepsuji in-line metody pro sledovani krystali-
zace bez nutnosti odbéru vzorkii béhem procesu’. Rychlé
porozuméni, jak jednotlivé parametry ovliviiuji proces
krystalizace, je dulezité pro rychly a uspésny vyvoj.
K tomu nam pomahaji stale vice se rozvijejici procesni
analytické technologie (PAT)’. PAT systémy slouZi
k analyze a monitorovani procesu v realném cCase s cilem
zajistit kvalitu findlniho produktu. PAT nebo-li in situ
analyzy jsou hojné pouzivany ve farmacii® od vyvoje aZ po
vyrobu a patii sem napiiklad kontinudlni méfeni pH,
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in situ spektroskopie™®’, PVM sonda'®, ktera poskytuje
mikroskopické snimky nebo FBRM sonda’'’, ktera zazna-
menava distribuci velikosti ¢astic.

Proces krystalizace mizeme kontrolovat vizualng, off-
line nebo in-line. Vizualni kontrola prib&hu krystalizace je
velmi nedokonaly zptsob kontroly. Jsme schopni postieh-
nout napt. po¢atek nukleace (i kdyz oko je velmi nedoko-
naly nastroj) a v dnes$ni dobg je to téméf nemozny zpisob
kontroly. Snad jedinou vyhodou je, ze nepotiebujeme
zadné analytické pristroje. Oft-line techniky nam o vyvoji
krystalizace prozradi vice, ale je poteba v prib&hu experi-
mentu odebirat vzorky, které musi byt ¢aste¢né upraveny
(napt. usuSeny) tak, aby byly vhodné pro analyzu. Tyto
operace mohou zpusobit zmény ve zkoumaném materialu
a poskytnout nam tak mylny vysledek''. Off-line analyzy
kolegti. In-line monitoring poskytuje soucasné nejvice
informaci o procesu v redlném Case bez nutnosti vzorko-
vani. Sondy (Ramanova®, FTIR’, PVM'’, FBRM"'’) Ize
pouzit od laboratornich reaktorti az po vyrobni méfitko.
Sledovani procesu krystalizace in situ a in-line ptimo uka-
zuje, jak jednotlivé zmény procesnich parametr ovliviuji
samotnou krystalizaci. Dtive platilo, jedna sonda rovna se
jedna analyticka technika. Abychom ziskali informace
o distribuci ¢astic, jejich morfologii, polymorfni formé
a ménici se koncentraci béhem krystalizace, bylo nutné do
reaktoru umistit &tyfi sondy’. Takovéto usporadani by
mélo velky vliv na hydrodynamické a kinetické vlastnosti
krystaliza¢niho experimentu, nemluvé o cenové narocnos-
ti. Technologicky pokrok umoziiuje kombinovat vice ana-
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lytickych technik (mikroskopie, PSD, Ramanova spektros-
kopie) do jedné méfici sondy, ktera poskytuje komplexni
data o zkoumaném procesu’.

V této praci jsme porovnavali data ziskana off-line
analyzami, FBRM sondou, kterd monitoruje pocet Castic
a jejich distribuci méfenim tétivové délky, a data ze son-
dy EasyViewer, kterd navic poskytuje mikroskopické
snimky o vysokém rozliSeni a m&fi turbiditu, distribuce
Castic vychazi z obrazové analyzy. Krystalizovanymi lat-
kami byly dv¢ heterocyklické slouceniny. U latky 4, ktera
je intermediatem pii vyrobé latky B, byla problematicka
filtrace béhem procesu ,,scaling-up“ do vyrobniho méritka,
proto bylo nezbytné spravné pochopit a optimalizovat
rekrystalizaci. Latka B je API, proto bylo tfeba béhem
vyvoje procesu krystalizace co nejlépe a nejrychleji po-
chopit vliv jednotlivych parametri na izolovany material.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie a pfistroje

Latka 4, latka B, ob¢ latky jsou heterocyklické slou-
Ceniny bazického charakteru, a mravencan latky B byly
pfipraveny in-house. Dimethylformamid (DMF), dime-
thylsulfoxid (DMSO), ethanol (EtOH) a vodny roztok
amoniaku (25% v/v) byly zakoupeny od firmy Sigma-
Aldrich. Experimenty byly provedeny ve 100 ml reaktoru
EasyMax 102 (Mettler Toledo) a monitorovany sondou
EasyViewer 100 (Mettler Toledo) nebo FBRM sodnou
(Mettler Toledo). SEM snimky byly potfizeny pomoci mi-
kroskopu TM 3030 Plus (Hitachi).

Rekrystalizace latky 4

Latka 4 (4 g) byla rozpusténa ve 28 ml DMF zahra-
tim na 55 °C, vznikly roztok byl ochlazen na 25 °C béhem
30 min a naoc¢kovan suspenzi latky 4 v EtOH (3 hm.%).
Suspenze byla michéana po dobu 30 min pfi teploté 25 °C.
Nasledné byl béhem 15 min ptidan EtOH (80 ml) jako

L] |

pocet ¢astic
]

* tétivova délka (um)
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antisolvent, vznikla suspenze byla michana 4 hodiny. Vy-
krystalovany materidl byl odfiltrovan, promyt EtOH
a susen po dobu 8 h pii 45 °C pod proudem dusiku. Celko-
vy vytézek rekrystalizace byl 90 %.

Reakéni krystalizace latky B

Formiat latky B (4 g) byl suspendovan v 8 ml DMSO
a 8 ml EtOH, suspenze byla zahtata na 30 °C a pak byl
ptidan 25% v/v vodny roztok amoniaku (1,05 eq.). Vznik-
ly roztok byl naockovan suspenzi latky B v EtOH
(3 hm.%). Okamzité¢ po naockovani byl do suspenze pfi-
dan EtOH (70 ml) béhem 30 min. Vznikld suspenze byla
30 min michéna pii 30 °C a dale ochlazena na 3 °C bé¢hem
2 h. Izolovany material byl promyt EtOH a susen po dobu
8 h pti 45 °C pod proudem dusiku. Celkovy vytézek krys-
talizace byl 75 %.

Vysledky a diskuse
Rekrystalizace latky 4

Pribéh rekrystalizace latky A jsme sledovali pomoci
FBRM sondy a sondou EasyViewer. Cilem bylo porovnat
jednotlivé trendy velikosti Castic snimané sondami
a optimalizovat proces tak, abychom zlepsili filtrovatel-
nost materidlu. Doba filtrace v poloprovoznim meéftitku
byla az 12 h a ve vyrob¢€ by se Cas jesté vice prodlouzil.
Data zFBRM sondy jsou na obr.1. Prvni kiivka
(teckovana) odpovida distribuci ¢astic v suspenzi po pii-
davku EtOH. V suspenzi je Siroka distribuce velikosti
Castic od tadové mikronovych az po castice/aglomeraty
o velikosti okolo 100 pum. Béhem 30 min michani po pii-
davku antisolventu je vidét maly nérast drobnéjSich ¢astic
vrozmezi 2—40 um. Velkd zména pfichazi sochlazenim
suspenze na 2 °C, kdy teplotni chladici profil trval 2 h
a v suspenzi jsou pievazné Castice o velikosti do 50 um.
K dalsimu zvétSovani drobnych c¢astic dochazi po celou
dobu domichani a na konci experimentu je v suspenzi

pocet fastic

R s en

tétivova délka (um)

Obr. 1. Distribuce velikosti ¢astic béhem rekrystalizace latky A4; po pridavku antisolventu — tec¢kovang, po vychlazeni na 2 °C — ¢arko-
vang, pied filtraci — plna ¢ara, z FBRM sondy (vlevo) a ze sondy EasyViewer (vpravo)
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jesté vyznamné vétsi podil ¢astic do 50 pm. Na zakladé
téchto dat mizeme usuzovat, ze béhem ptidavku EtOH
dochazi jak kristu krystalujiciho materialu, tak k jeho
aglomeraci. Béhem chlazeni dochézi k rozbijeni diive
vzniklych aglomerati michanim, otérem, ndrazy o stény
krystalizatoru a vzajemnou kolizi aglomerata.

Stejna rekrystalizace byla monitorovana sondou
EasyViewer, kterd ma v sob¢ navic mikroskop s vysokym
rozlienim. Po pfidani EtOH jsou distribucni kiivky jak
uFBRM, tak u sondy EasyViewer prakticky totozné
(obr. 1). Prvni odlisnost sledujeme u distribu¢ni kiivky po
domichani (teckovan¢). V ptipadé sondy EasyViewer vidi-
me velky nartst vétsich ¢astic 40—100 um. Béhem chladi-
ciho teplotniho profilu jsou trendy zaznamenané sondami
podobng¢jsi. Vidime bimodalni distribuci velikosti ¢astic
a v suspenzi je znacény podil malych Castic (v jednotkach
mikrometr(). S ¢asem se tento trend jesté vice umoctiuje
a klesa zastoupeni vétsich Castic stejn¢ jako u FBRM son-

2023/04/13 13:401 LUD4S x100

14:101 LUD45 x100

2023/04114

Chem. Listy /18, 342-347 (2024)

dy. Diky tomu, Ze mame k dispozici po celou dobu experi-
mentu mikroskopické snimky o vysokém rozliSeni, vidi-
me, Ze na zacatku rekrystalizace jsou v suspenzi aglome-
raty o velikosti okolo 100 um (obr. 2). S chlazenim a pro-
dluzujici se dobou michani dochazi k jejich rozbijeni na
drobné krystalky, které v dalsi fazi zpomaluji filtraci
(obr. 2). Jak je vidét z obr. 1, stiedni velikost &astic ve
sledované suspenzi se zaCind zmenSovat po piidavku
EtOH, podobny trend vykazuji i ¢astice vétsi nez 300 pm.
Naopak celkovy pocet Castic v systému roste. Z informaci,
které nam poskytlo jedno méfeni sondou EasyViewer,
vime, Ze suspenzi je tieba zfiltrovat co nejdiive po pfidani
antisolventu. Zabranime tim naslednému rozbiti aglomera-
th a tim urychlime cely krystaliza¢ni proces. Ten byl na-
konec zkracen z ptvodni délky 24 hodin na 8 hodin, byl
vynechan teplotni chladici profil a domichani krystalické-
ho materidlu pfi niz8i teploté. Vyznamné se zkratil také
Cas samotné filtrace z 12 hodin na 30 minut. Z méfeni

Microns

Obr. 2. Porovnani snimki SEM (vlevo) a snimku ze sondy EasyViewer (vpravo) z rekrystalizace latky 4 po piidavku antisolventu

(nahofte) a pred izolaci (dole)
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turbidity vyplyva, Zze chlazeni dale nesnizuje rozpustnost,
tudiz ani neovliviiuje vytézek.

Reakeni krystalizace latky B

Ve druhém pripadé byla sledovana reakéni krystaliza-
ce latky B. Krystalizace byla monitorovana jak FBRM
sondou, tak také sondou EasyViewer. Cilem bylo zjistit,
zda je proces spravné nastaven nebo je mozné ho dale
optimalizovat. Z méfeni sondou FBRM vidime, ze po
naockovani jsou v suspenzi ¢astice do 10 pm a nepatrny
podil vétsich castic/aglomeratd. Na zméné distribuce po

pocet &astic

1 ® 0o
tétivova délka (um)
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pridavku antisolventu se bud’ uplatiiuje rast krystali nebo
dochézi k aglomeraci a sekundarni nukleaci. Na konci
experimentu pred filtraci ma systém podle FBRM sondy
Siroké PSD od jednotek mikrometri az po 100 um
(obr. 3).

Vice informaci poskytlo méfeni sondou EasyViewer.
Na zacatku experimentu po nao¢kovani mame monomo-
dalni distribuci ¢astic (obr. 3). Béhem chlazeni a nasledné-
ho domichani se distribuce posouva doprava k vEétSim
Casticim, systém zacina aglomerovat. V malé mife dochazi
k sekundarni nukleaci. Krystaly vzniklé sekundarni nukle-
aci se 1épe projevi na inverzné vazenych distribucich, kte-

§

&

potet Eastic

tétivové délka (jim)

Obr. 3. Distribuce velikosti ¢astic béhem krystalizace latky B; po naockovani — teckované, po ptidavku antisolventu — ¢arkované, pred
filtraci — plna ¢ara, z FBRM sondy (vlevo) a ze sondy EasyViewer (vpravo)
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Obr. 4. Zaznam trendu béhem krystalizace latky B ze sondy EasyViewer
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2023/09/27 09131 LUD46 x200 500 um

Obr. 5. Porovnani mikroskopickych snimki ze sondy EasyViewer po nao¢kovani (vlevo), pred izolaci (uprostied) a SEM snimek

izolované latky B (vpravo)

ré davaji vétsi vahu mensim casticim. Sledované trendy
jako turbidita, ¢astice vétsi nez 300 pum, ¢astice mensi nez
25 um a stiedni velikost ¢astic, se zacinaji vyznamné mé-
nit zhruba v polovin¢ chlazeni pii teploté cca 15°C
(obr. 4). Turbidita zacina klesat, v systému roste pocet
aglomeratt (Castice vetsi nez 300 um), zaroven klesa po-
et ¢astic mensich nez 25 um a stfedni velikost ¢astic mir-
né roste. Z tohoto je jasné, ze primarné vzniklé krystaly
aglomeruji atvoii agregaty o velikosti okolo 100 pm
(obr. 5). Béhem samotného domichani velmi mirné klesa
celkovy pocet Castic a také turbidita. V systému dochazi
prevazné k aglomeraci a sekundarni nukleace je prakticky
nulova. Izolace by tak méla prob&hnout co nejrychleji po
vychlazeni. Domichdni nemd vliv na vytézek a potlacime
dalsi agregaci, ktera by mohla vést k bimodalni distribuci
castic a komplikovat naslednou mikronizaci.

Zavér

V této praci jsme ukazali vyhody in-line PAT systé-
mt, konkrétné FBRM sondy a sondy EasyViewer, kterymi
jsme monitorovali dvé krystalizace heterocyklickych 1a-
tek. Z méfeni jednotlivych trendd jako PSD, pocet Castic,
aglomeratt ¢i turbidity jsme byli schopni rychle a efektiv-
né upravit krystalizacni podminky. V prvnim ptipad¢ jsme
zkratili cely krystaliza¢ni krok a vyznamné urychlili ¢as
filtrace materidlu diky optimalizaci tvaru krystalické latky.
U druhé krystalizace jsme potvrdili spravné nastaveni
krystaliza¢nich podminek. Izolovany materiadl ma mono-
modalni PSD, které je vhodné pro naslednou mikronizaci.
Stale ale plati, ze je vhodné ovéfit vysledky také off-line
analyzami, které nam potvrdi zaveéry z in-line méfeni.

A. Benysek Bartova dékuje Interni studentské granto-
vé agenture Univerzity Palackého v  Olomouci
(IGA_PrF 2024 017). Autori také dekuji spolecnosti
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Czech Republic, * Department of Physical Chemistry,
Palacky Univerzity in Olomouc, Czech Republic): Faster
Development of the Crystallization Process Thanks to
Process Analytical Technologies

The development of process analytical technologies
is continuously advancing and today allows us to combine
several techniques into a single measurement probe. In
this work, we compared in-line data from the Focused
Beam Reflectance Measurement probe and the
EasyViewer probe with off-line analyses. The
recrystallization of the intermediate appeared to be
sensitive to the length of mixing. With time, the crystalline
material was breaking down, which prolonged the
subsequent filtration. For the crystallization of the final
active pharmaceutical substance, we confirmed the correct
setting of the crystallization parameters, which enabled us
to isolate a material with a monomodal distribution of
particles.
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Predlozend studie byla zaméfena na analyzu rozsahu a pojeti vyuky chemickych vypocti ve stfedoskolskych
ucebnicich. Byla provedena detailni analyza vybranych ucebnic zaméfend na: typy vypocCtl, pojeti jejich vyklada, formu
zadani piikladl, zpisoby feseni a moznosti procvi¢ovani. Vysledky ukazaly znacné rozdily mezi jednotlivymi uc¢ebnicemi
v rozsahu zafazenych témat a v pojeti vykladu daného uciva. To se mize odrazet v nedostate¢né piipravenosti studentd
nejen v oblasti chemickych vypoctd, ale také napf. v oblasti ivodnich laboratornich kurzt. Tato prace poskytuje ucitelim
preferujicim uéebnice pro ptipravu vyuky uceleny piehled pro informovany vybér z dostupnych ucebnic. Pro vyzkumniky
v oblasti didaktiky chemie a tvirce vzdélavaci politiky nabizi doporueni pro zlepseni vyukovych strategii a podporuje
hlubsi porozumeéni vyznamu a implementaci chemickych a matematickych kompetenci ve vzdélavani.

Klicova slova: chemické vypocty, analyza ucebnic, vyuka chemie

Uvod

V dobé revize kurikula se do poptedi dostava otazka
kritickych mist a moznosti, jak podporovat ucitele
v dosahovani cili vzdélavani. Chemické vypocty dlouho-
dobé patii mezi tii nejproblematictéjsi ¢asti uciva chemie’,
coz se konstantné projevuje i v pfipravenosti studentil prv-
nich ro¢nikd vysokych $kol (zjistovano na JU, MUNI,
UHK, UK, UPOL, ZCU v oborech zaméfenych na ucitel-
stvi chemie i konkrétni chemické discipliny)*’. Problém
neni nedostatek znalosti riznych typi chemickych vypo-
¢th, ale spiSe v nedostatecné schopnosti studentt fesit vy-
pocetni tlohy v kontextu chemie a aplikovat zakladni ma-
tematické operace s fyzikalné-chemickymi veli¢inami.

V minulosti byly realizovany analyzy Ramcovych
vzdélavacich programti (RVP) pro stfedni vzdélavani
a Skolnich vzdélavacich programii (SVP) vybranych skol®,
které naznacuji nefunkcénost dvoustupnového systému
kurikula — SVP je spide dokument vytvofeny z povinnosti
nezli dokument jasné ukazujici profilaci $koly*. Vyznam-
nou roli ve vzdélavacim procesu hraji uéebnice, jezZ mnoh-
dy prebiraji roli kurikularnich dokument (viz nize)®®.
V situaci, kdy kurikulum pro obory stfedniho vzdélavani
(gymnazialni i stfedni odborné vzdélavani) hovoii velmi
vagné (uvadi pouze ucivo ,,chemické vypocty®), je zfejmé,
ze rozsah vyuky tématu vypoctd bude silné fizen pravé
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u&ebnicemi (srov. cit.*?). Zmapovani rozsahu a zpracovani
tématu chemickych vypocti ve stiedoskolské vyuce che-
mie tak mtize nabidnout cenné poznatky jinak ziskatelné
pouze sledovanim velkého poc¢tu vyucovacich hodin. Ana-
lyza stfedoskolskych ucebnic ptinese hlubsi pochopeni
rozdilti mezi stfedoskolskym a zac¢atkem vysokoskolského
chemického vzdélavani, které zatim byly zkoumany pouze
okrajové®!!. Tyto informace by mohly piispét k harmoni-
zaci vzdélavacich standardt, sladéni ocekavani vysokych
kol (piijimaci fizeni i tvodni kurzy), stejné jako k rozvoji
specifickych pedagogickych strategii a vzdélavacich mate-
riald pro lepsi piipravu stiedoskolaki na vysokoSkolské
studium. M¢ly by také podpoftit revizi Ramcovych vzdéla-
vacich programi a ucebnic. Studie ma ambici slouzit jako
zdroj pro vyzkumniky v oblasti didaktiky chemie, posky-
tovat cenné informace pro tvirce vzdélavaci politiky
anapomoci k hlub§imu porozuméni vyznamu a imple-
mentaci matematickych dovednosti i kompetenci v kon-
textu chemického vzdélavani.

Teoreticka vychodiska
Tématu chemickych vypoct byla v minulosti véno-

vana soustiedéna pozornost jak v deském kontextu®*'*!!]

tak i v zahrani¢i'*"*. Jednotlivé vyzkumy konzistentn&
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poukazuji na to, ze schopnost zakl, potazmo studentli
provadét chemické vypocty nedosahuje optimélni Urov-
n&**'®. Tento stav byl analyzovan z pohledu celkovych
vysledka®™*!! arovné piipravenosti zaka & studentd na
feseni (problémovych) uloh'”'®, matematickych dovednos-
ti*!3, nebo se autofi soustfedili na specifické problémy,
jako  jsou miskoncepce studenti pfi  vypoctech
z chemickych rovnic'*. V uvedenych pracich se pak obje-
vuji implikace pro dal§i vyzkumy nebo samotnou praxi
v podobé potieby dalsiho zkoumani problémovych pasa-
2% &1 vyuzivani alternativnich piistupt k vyuce'®.

Ve dvou citovanych pracich'®'' byla zahrnuta také
teoretickd vychodiska, jako jsou Ramcové vzdélavaci pro-
gramy (RVP) & Skolni vzd&lavaci programy (SVP) kol
i pfitomnost tématu chemickych vypocéti v maturitni
zkouSce z chemie, kterou studenti Cerstvé nastupujici na
vysokou Skolu absolvovali. Dosud vSak chybi ucelené
informace o zpracovani tématu chemickych vypocti
v ucebnicich, které jsou podstatné pro porozumeéni celko-
vému kurikulu'". Ugebnice jsou ugiteli obecné vnimany
jako piedpis kurikula®®, a to bez ohledu na vzd&lavaci
obor. Déle se ukazalo, ze jsou uéebnice pro mnohé ucitele
i primarnim zdrojem vyucovacich metod®’, a tim se stavaji
i zdrojem namétd pro planovani a realizaci vyuky?'.

Lze ptedpokladat, Zze jednotlivé typy chemickych
vypoctl, zpasob jejich zavadéni, modelova feSeni
isamotnd  povaha dalSich uloh  k procvicovani
v dostupnych ucebnicich formuji piedpis pro realizované
kurikulum. Takto vedeny vyzkum tak mtize doplnit stava-
jici informace o této problematice™*” !
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Cile a metody

Jelikoz kurikularni dokumenty nenabizi jasné vyme-
zeni pozadovaného rozsahu daného tématu, dalsi konkreti-
zaci zamysleného kurikula tak nabizeji ucebnice. Pro uce-
leny piehled je zapotiebi sladit pozadavky prezentované
jednotlivymi ucebnicemi a nasledné optimalizovat poza-
davky vysokych skol.

Cilem této studie proto bylo posoudit ucebnicemi
vymezené pojeti a rozsah vyuky chemickych vypocti, kon-
krétné v ucebnicich chemie pro stiedni skoly.

Pro analyzu byly vybrany pouze uéebnice v nejuzsim
slova smyslu®. JelikoZ oproti ugebnicim chemie pro za-
kladni $koly’ neni k dispozici aktualni studie, na jejimz
zakladé by bylo mozné vybér provést, byly proto vyuzity
dilgi studie a Setfeni®*2*, které se utebnicemi vyuzivany-
mi na stfednich Skolach zabyvaly.

Do analyzy byly =zafazeny publikace uvedené
v tabulce 1. Do vybéru nebyla zahrnuta uspé$na ucebnice
Zaklady ptirodovédného vzdélavani: Chemie (Pumpr
a spol.), jelikoz je svym rozsahem a zaméfenim urcena
vyhradné¢ zaktim studujicim obory, kde chemie neni vyu-
¢ovana ve vys$im rozsahu.

V danych publikacich byly vyhledany ptislusné kapi-
toly vénované chemickym vypoctim, které byly poté ana-
lyzovany s ohledem na:

—  typ vypoctu,

—  prezentace defini¢niho, popi. vypocetniho vztahu,

— operacionalizace ¢lenil v defini¢nim, poptf. vypocet-
nim vztahu,

—  modelové/iesené ulohy,

—  zadani uloh na procviceni,

—  zpétna vazba (vysledky pro kontrolu),

—  prezentace alternativnich postupt (sem patii trojclen-
ka, procento, postupné dosazovani do jednotlivych
vztahi, kiizové pravidlo apod.).

Tabulka I
Prehled analyzovanych ucebnic chemie
Zkratka Autofi Rok vydani ~ Nazev ucebnice Nakladatelstvi
ChSS Banyr J., Bene§ P, Hally J., 1995 Chemie pro stiedni $koly” SPN
Holada K., Novotny P.
a kol.
ChSOS Blazek J., Fabini J. 2005 Chemie pro studijni obory SOS SPN

ChSOSNech  Capek Adamec M. akol. 2022

ChGI Flemr V., Dusek B. 2001

Ch4G Marecéek A., Honza J. 1998

Ch4G Marecéek A., Honza J. 2005

OACh Sramek V. 2005

UG Svandova V., Safrova A., 2023
Zabova 1., Kostura B.

PSCh Vacik J. 1999

a SOU nechemického zaméieni>

Chemie pro SOS nechemického Eduko

zaméteni

Chemie I pro gymnazia®' SPN

Chemie pro Ctyfleta gymnazia, Nakladatelstvi Olomouc
1. dil*

Chemie pro Ctyfletd gymnazia, Nakladatelstvi Olomouc
3. dil”

Obecna a anorganicka chemie™ Nakladatelstvi Olomouc
Ugebnice pro gymnazia™ Taktik

Pichled stiedoskolské chemie®® SPN
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Vysledky a diskuse

Z vysledkl analyzy vyplyva konsenzus mezi autory
ucebnic ohledné obsahu tohoto tématu. Toto zjisténi potvr-
zuje diive popsanou silnou tradici v predstavé o pojeti
udebnice”. Uebnice vyuzivané na gymnaziich zahrnuji
vSechny uvedené typy chemickych vypoctl, coz potvrzuje
i predchozi zjisténi’. U&ebnice pro jiné obory vysiiho
sekundarniho vzdélavani nékteré typy vypocti vynechava-
ji. To potvrzuje vhodnost piivodniho vybéru pro testovani
vysledki zaka®.

Analyzou byly odhaleny vyrazné rozdily mezi jednot-
livymi uéebnicemi, a to jak v rozsahu zafazenych témat
z chemickych vypoctu, tak v pojeti vykladu daného uciva
¢i rozsahu jeho procvicovani. Jelikoz je rozsah zavazného
uciva ve stavajicich RVP definovan velmi obecné, volba
konkrétnich témat zGstava na ucitelich. Je tedy pravdépo-
dobné, ze se budou i v tomto idit obsahem u&ebnice®’?!.
Toto zjiSténi Castecné umoznuje interpretaci predeslych
vysledkl o uspésnosti studentt v jednotlivych typech uloh.
Naptiklad vypocty hmotnostniho zlomku nebo latkové
koncentrace — témata, kterym se vénuji v§echny ucebnice
— patii z hlediska vysledkd zakd mezi nejméné problema-
tické*®. Tento typ vypodtd je, co se ty¢e pozadovanych
kroktli, myslenkovych operaci a prace s oborovymi kon-
cepty jednodussi  napf. v porovnani s vypocty
z chemickych rovnic. Nicméné pravé témata, ktera ob-
vykle zplsobuji studentim nejvétsi obtize (vypocty
z chemickych rovnic, vypoéty pH, sméSovaci rovnice)™”,
jsou v uéebnicich zastoupena v mensim rozsahu. Vyjimku
tvofi pouze vypoCty zchemickych rovnic, jimz je
v ucebnicich naopak spolu s hmotnostnim zlomkem véno-
vano nejvice ptiklad. Do vysledki zaku se to vSak nepro-
mitd’.

Tim ucebnice naznacuji uréitou dilezitost témat, kdy
mnozstvi pozornosti vénované danému typu vypoctu mize
znalit jeho dulezitost. Vzhledem k rozdilnému mnozstvi
prikladd je tato varianta méné pravdépodobna a lze se
domnivat, ze autofi ucebnic tuto skutecnost nebrali v po-
taz. V ptipadé¢, Ze by ucitelé chtéli danym typim vypocti
vénovat rovnocennou pozornost, je tak hledani nebo tvor-
ba dal$ich tloh na nich samotnych.

Mimo poctu ptikladd v analyzovanych ucebnicich se
také 1isi zpracovani jednotlivych kapitol. Nesoulad panuje
ve stylu prezentace tématu u riznych typt chemickych
vypoctl. Autofi u nékterych typa ptikladi postupuji syste-
maticky: zavadéji vzorec pro vypocet dané veli¢iny, uve-
dou i alternativni postup feSeni, postup demonstruji na
modelovém prikladu a nasledné poskytnou dalsi ulohy pro
ovéteni porozuméni a upevnéni uéiva. U jinych typd vypo-
¢th jsou nékteré kroky opomenuty. To je ¢aste¢né ovlivne-
no povahou samotnych vypocti (napf. feSeni vypoctu pH
pouze pomoci umeéry nelze). Nicméné u typu uloh, ve
kterych je mozné vyuzit matematické operace, tj. pouze
operace s Cisly nebo vypocetni vztah, tj. dosazovani do
vzorci pro vypocet, byla zaznamenana nejednotnost
v pristupu k vykladu.
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Souhrnné vysledky také ukazuji typicky zplisob zada-
ni vypocetnich uloh. VSechny analyzované ucebnice
s vyjimkou nejnovéjsi ucebnice UG predstavuji zadani
v podob¢ slovni ulohy bez §ir§iho kontextu (srov. cit.”).
V tom se tyto udebnice li§i od zahrani¢nich ugebnic’. To
muze potencidlné snizovat motivaci zakd vénovat se vy-
poétim (viz cit.”®). Na druhou stranu je timto zptisobem
minimalizovan potencialné negativni vliv omezené trovné
Ctenarské gramotnosti na feSeni chemickych vypocta,
ktera se projevuje jako neschopnost zakl ze slovni tlohy
vyjadiit (piepsat) chemické veliginy’ a také jejich nedosta-
te¢né rozvinutého chemického mysleni (srov. cit.”), jis-
toty v matematickych operacich®?’ i obecné schopnosti
fesit problémové wilohy (viz cit.").

Pojeti vykladu jednotlivych typi chemickych
vypocti v ucebnicich chemie

Hmotnostni zlomek

Jak jiz bylo diive zminéno, hmotnostni zlomek se
fadi mezi zdkladni chemické vypocty, a je proto zahrnut
v kazdé ucebnici. Prezentace tohoto tématu je v ucebni-
cich téméf unifikovana: je zaveden vzorec pro vypocet,
operacionalizovany proménné a nasledné je vypocet de-
monstrovan na teSeném prikladu, po kterém nasleduje
cvicny priklad. Zde se vSak ucebnice lisi. Pouze Ch4G
a ChSOS zahrnuji také vysledek pro kontrolu. S vyjimkou
UG, ChSOSNech a ChGI, vétsina autord ucebnic nabizi
alternativni postupy feSeni zalozené na Uvaze a vyuziti
trojélenky.

SmésSovaci rovnice

VétSina ucebnic prezentuje vzorec pro vypocet, ktery
pak, s vyjimkou uéebnic ChGI a ChSOSNech, operaciona-
lizuji. Nasleduje modelovy, feseny piiklad. V tomto jsou
mezi ucebnicemi rozdily. ChGI, ChSS a ChSOSNech
uvadéji pouze jeden feseny ptiklad, zatimco ostatni jich
uvadéji vice. To ovliviiuje 1 podporu procvi¢ovani — zmi-
néné dvé ucebnice obsahuji pouze jeden ptiklad, zatimco
ostatni az Sest. Podobné¢ jako u hmotnostniho zlomku,
pouze Ch4G uvadi spravné vysledky feSeni. Ucebnice
ChGI a ChSS se v tomto typu vypoltu omezuji pouze
na vzorec pro vypocet. Ostatni ucebnice, které zafazuji
sméSovaci rovnice, predstavuji také alternativni postup,
jako je ktizové pravidlo. Ozvlastnénim je v tomto ohledu
piistup ChSOSNech, ve které autofi obchazeji klasickou
sméSovaci rovnici a na konkrétnim ptipadu fedéni roztokl
demonstruji danou problematiku s oporou o schematicky
znazornény  postup. Problematiku  spojuji  rovnou
s hmotnostnim zlomkem a latkovou koncentraci.

V ucebnici Ch4G je pouzivan ve sméSovaci rovnici
vyjadiené pomoci hmotnostnich zlomka znak ¢ (bézné
pouzivan pro oznaceni molarni (latkové) koncentrace) ve
vyznamu hmotnostniho zlomku, coz je zavadéjici.



M. Rusek a spol.

Latkova koncentrace

Latkova koncentrace, v uéebnicich oznaCovana téz
molarni koncentrace, neni zahrnuta pouze v ucebnici
ChSOS. Ostatni u¢ebnice standardné prezentuji vzorec pro
vypoCet a operacionalizuji  jednotlivé  proménné.
V souladu s pfedchozimi tématy, ucebnice Ch4G, OACh,
UG, ChSOSNech a PSCh demonstruji postup na fesenych
ptikladech, zatimco ostatni uéebnice fesené priklady neob-
sahuji. Pfekvapujici je, ze ucebnice ChGI poskytuje pouze
vzorec pro vypocet bez dalsiho piikladu. Ostatni ucebnice
nabizeji 2-3 ulohy k procviceni, s vyjimkou Ch4G, ktera
obsahuje 10 uloh. Pouze v uc¢ebnici Ch4G jsou poskytnuty
vysledky feSeni uloh. Spoleéné¢ s UG je Ch4G jednou
z méala ulebnic, ktera nabizi alternativni feSeni, zatimco
v PSCh se alternativni postupy objevuji v kontextu stechi-
ometrickych vypo&ti. U&ebnice ChSOSNech navic pro-
blematiku spojuje sfedénim roztokli a kontextualizuje
pojmy nasyceny, koncentrovany, ziedény roztok.

Vypocéty z chemickych rovnic (stechiometrické
vypocty)

Tématu se vénuji vSechny analyzované ucebnice.
Pouze ucebnice Ch4G a UG nezavadéji vzorec pro vypo-
¢et z chemické rovnice a postupuji ivahou. Zbylé ucebni-
ce zavadéji vzorec pro vypocet, ale postupuji rozdilné.
V ChGI autofi na jednom ptikladu ukazuji prubéh vypoctu
zalozeny na postupném dosazovani do jednotlivych vypo-
Cetnich vztaht, na druhém piikladu pak postupnou tpravu
obecného vypocetniho vztahu a dosazeni. V. OACh autor
nejprve prezentuje jiz upraveny vzorec pro vypocet, ve
druhém ptikladu ukazuje feSeni postupnym dosazovanim
do vypocetniho vztahu. V ucebnici PSCh jsou uvedeny
tfi postupy: dosazeni do celkového upraveného vzorce

_b M®)

"B = Ay

m(A),

postupné dosazovani do jednotlivych vztahti a vypocet
pres podily latkovych mnozstvi. Pravé postup pies podily
latkovych mnozstvi je volen i v uéebnicich ChGI a OACh.
Z didaktického hlediska je vSak méné zdatilé, ze uvadéji
pouze piiklad, kdy jsou latkova mnozstvi v poméru 1:1
a po&itani s jinym pomérem, které &ini problémy?, neni
zafazeno. Tento nedostatek neni odstranén ani v pripadé
ucebnic, které pocitaji se vztahem, ktery tuto potiebnou
uvahu obchazi. Teoreticky tak tento pfistup muZze stat za
problémy s aplikaci stechiometrie pii popisu chemickych
d&ja, napt. kdyz se Zaci nebo studenti dostanou k vypoctim
souvisejicim s titracemi. V tomto duchu téma prezentuji auto-
fi ChSOSNech, ktefi celou problematiku zdafile prezentuji na
reakei hliniku s kyselinou chlorovodikovou.

Jednotlivé ucebnice pak odlisné pfistupuji i k fixaci
uciva. Zatimco Ch4G ke tfem fesenym uloham ptidava
devét tloh na procviéeni (tradi¢né s poskytnutymi vysled-
ky), OACh pét a CHSS tii piiklady, ve zbylych uebnicich
je uveden pouze jeden az dva piiklady. V tomto se proje-
vuje odlisna predstava autort o funkci ucebnice.
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Vypocty pH

U vypoctid pH se jinak pomérné homogenni pojeti
zpracovani udebnic rozchézi. V ugebnicich ChSS,
ChSOSNech a ChSOS neni téma zafazeno vibec. Tii
ucebnice se vénuji pH silnych kyselin, nikoli pOH, a pou-
ze v ucebnicich OACh a CH4G je pfedstaven i vzorec pro
vypocet pOH a v ucebnici UG se s vypoctem pOH sezna-
mime az v feSené tloze. Ucebnice CH4G zahrnuje navic
také fesené ulohy zaméfené na vypocet pH roztoku slabé
kyseliny anebo zasady. Rozdily mezi ucebnicemi jsou
opét v praci s piiklady. ChGI oproti ostatnim ucebnicim
obsahujicim tento typ vypocti neuvadi feseny piiklad.
Ostatni ucebnice obsahuji 1-2 piiklady na procviceni,
vyjimkou je ucebnice CH4G, ktera obsahuje az 10 feSe-
nych tloh.

Alternativni postupy se pak vyskytuji v ucebnicich:
Ch4G, ChGI, ChSS a PSCh:

— odvozeni pH podle hodnoty exponentu v zapisu kon-
centrace oxoniovych kationti (Ch4G a UG),

stupnice pH s vazbou na hodnotu exponentu koncen-
trace oxoniovych kationtd (ChGI, OACh a PSCh),
stupnice pH s vazbou na koncentraci oxoniovych
kationti a koncentraci hydroxidovych aniontl
(OACh a PSCh),

stupnice pH bez vazby na koncentraci oxoniovych
kationtti (schéma stupnice s informaci kyselé, neut-
ralni, zésadité — ChSS, PSCh).

Srovnani jednotlivych uéebnic

Ucebnice Ch4G a OACh, poprvé vydané pred imple-
mentaci souCasnych Rédmcovych vzdélavacich programi
(RVP) 2009-2012, pojimaji téma chemickych vypocta
nejkomplexnéji ze vSech analyzovanych ucebnic. Nabizi
rozséhlou Skalu uloh k procvicovani i ukazek alternativ-
nich feSeni. Z tohoto hlediska poskytuji ucitelim kom-
plexni podporu, eliminujici potiebu vyhledavat dalsi mate-
rialy. PSCh, coz je piekvapivé vzhledem k jeho charakteru
jako ptehledové publikace, se vyznacuje vysokym poctem
modelovych piikladd. Slouzi jako efektivni nastroj pro
vysvétleni postupt feseni chemickych vypocti. Avsak pro
upevnéni ziskanych dovednosti je nutné, aby ucitelé tuto
publikaci kombinovali s jinymi materidly, které obsahuji
dalsi ulohy k procviceni. S ohledem na cilovou skupinu,
pro kterou jsou uréeny udebnice ChSOS, ChSS a ChSOS-
Nech, neni piekvapujici, Ze v ni je téma vypocti vyrazné
omezeno. Nejenze se vénuji nejmensimu rozsahu typa
vypoctd, ale také poskytuji omezeny pocet tloh k procvi-
¢eni nebo je Gplné vynechavaji. Podobny trend byl zjistén
iu jinych ucebnic pro stfedni odborné skoly.

Ve vysledcich analyzy se projevuje rok vydani pte-
vazné vétSiny uebnic. Autofi je zpracovavali v dob¢, kdy
diive platné kurikulum udavalo samotny rozsah i typy
vypocti. Mezi uéebnicemi jsou ovsem rozdily i v povaze
role u¢ebnice. V ptipadé nekterych nabizi samotna uéebni-
ce umoziujici diky poctu fteSenych uloh i uloh
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k procviceni dostatecnou oporu. V jiném ptipadé — pokud
ucitel nepfevezme pojeti ucebnice jako dané, a po jedné
vyfesené tloze téma neopusti — je nucen kombinovat vice
udebnic (viz cit.’) nebo hledat dalsi zdroje. Piestoze se
v posledni dobé€ objevuje mnozstvi alternativnich materia-
14, je to pro ulitele jednak Casovou zatézi, jednak se musi
potykat s jejich kritickym posouzenim, jelikoz ne vzdy jde
o provétené, kvalitni materialy. Ve vétSing analyzovanych
ucebnic jsou ulohy zadané struénym textem. Ucebnice UG
a ChSOSNech zahrnuji spolu s tlohami i kontext — delsi
textova zadani Ci praktické ukazky zaméfené na aplikace
s pfesahem do b&zného Zivota (srov. cit.”).

Implikace pro praxi

Z provedené analyzy vyplyvéa nékolik implikaci pro
praxi i dal$i vyzkum:

(1) Revize a aktualizace Ramcovych vzdélavacich
programu: V navaznosti na zjist€énou schopnost studentti
po absolvovani stiedni $koly provadét zakladni chemické
vypocty, a predev§im podle rozdili v pfipravenosti stu-
dentli, by bylo vhodné vice specifikovat stavajici ucivo
atuto disciplinu konkretizovat do podoby ocekavaného
vystupu.

(2) ZvySeni dirazu na praktické aplikace a kon-
textové uéeni ve vyuce chemie: Vyzkumy** poukazuji na
nedostateCnou schopnost studentd aplikovat chemické
vypocty na ulohy ukotvené v realnych situacich (slovni
ulohy). I v pfipadé chemickych vypoctd je tedy vhodné
zvySit dairaz na kontextové uceni, schopnost prace
s textem a praktické aplikace v ucebnich osnovach. To je
zadouci propsat jak v novych ucebnicich, tak v dalsich
materidlech k podpofe vyuky tohoto tématu.

(3) Vyvoj a integrace novych pedagogickych pri-
stupii a materiali: Z analyzy ucebnic vyplyva potieba
vytvofit a zaclenit nové, inovativni vyukové materidly
s vyuzitim modernich pedagogickych strategii, které cili
na posileni matematickych dovednosti a konceptualniho
porozuméni chemickym vypoétim (viz napi.®).

(4) Dalsi vyzkum v oblasti didaktiky chemie: Je
tieba provést dal§i vyzkumy zaméfené na pochopeni, ja-
kym zpusobem stfedoSkolsti ucitelé chemie pojimaji za-
kladni témata uciva chemie a jak se jejich pfistup k pojeti
vyuky projevuje v dosahovani vysledkd uceni jejich zaky.

Zavér

Tento ¢lanek poskytuje komplexni analyzu pokryti
a zpracovani chemickych vypocti v riznych uéebnicich
chemie pro stfedni Skoly. Zjisténi ukazuji, Ze gymnazialni
ucebnice obvykle pokryvaji Siroky rozsah témat a typt
vypocti, zatimco ucebnice pro jiné typy stiednich Skol se
v tomto ohledu lisi. PfestoZze mezi ucebnicemi existuje
shoda ohledn¢ zakladnich  chemickych  vypocth
(hmotnostni zlomek a latkova koncentrace), vyznamné
rozdily se objevuji v rozsahu a hloubce pokryti dalSich
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témat, jako jsou vypocCty z chemickych rovnic a pH. Uceb-
nice se ruzni nejen v poctu a typu modelovych a cvi¢nych
uloh, ale také v pristupu k vykladu a prezentaci alternativ-
nich postupti feseni. Néktera témata, kterd byvaji pro stu-
na. Tento fakt mize mit vliv na uspé&s$nost studentil pfi
feSeni chemickych vypocti v téchto oblastech.

Na vysledky je zapotiebi nahlizet s védomim limitt
studie. Prvnim z nich je vybér materialti. Autofi si jsou
veédomi existence dal$ich publikaci (echembook.eu, Che-
mie pro spoluzaky, Odmaturuj z chemie, Chemie v kostce
aj.), tyto vystupy vSak nespliiuji pozadavek vSeobecné
rozsiteného média a/nebo pojeti ucebnice. Limitujicim
muze byt také pohled pouze na uéebnice. S ohledem na ne
vzdy podrobné SVP i popsany rozpor mezi SVP a realizo-
vanym kurikulem se tak analyza ucebnic spolu
s uspé&snosti studentl v chemickych vypoctech a postojem
uciteld k vypoctim jevi jako dostatecné relevantni.

Tento ¢lanek pfinasi poznatky o zptsobu, jakym riz-
né ucebnice pfistupuji k prezentaci chemickych vypocti,
a poukazuje na potiebu dalsiho vyzkumu v této oblasti za
ucelem zlepSeni vyuky a porozuméni chemie zaky
a nasledné i studenty.
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I. Bartova®, V. Sirotek®, and J. Strofova® (“ Faculty of
Education, Charles University, Prague, Czech Republic,
Faculty of Science, University of Hradec Krdlové,
Hradec Krdlové, Czech Republic, © Faculty of Science,
Palacky University Olomouc, Olomouc, Czech Republic,
! Faculty of Education, University of West Bohemia,
Pilsen, Czech Republic): Extent and Processing of
Chemical Calculations in the Chemistry Textbooks for
High Schools

The presented study is focused on the analysis of the
scope and conception of teaching the chemical
calculations in high school textbooks. The performed
detailed analysis of selected textbooks was focused on:
types of calculations, the conception of their explanations,
the form of example assignments, methods of solution,
and opportunities for practice. The results showed
considerable differences between individual textbooks in
the scope of topics included and in the approach to the
explanation of the given material. The findings suggest
that current high school education, in terms of its impact
on students’ abilities to solve chemical calculations, is not
fully adapted to the requirements of university studies.
This may be reflected in the insufficient preparedness of
students not only in the field of chemical calculations but
also, for example, in the introductory laboratory courses.
This work provides teachers who prefer textbooks for
teaching preparation a comprehensive overview for an
informed selection from available textbooks. For
researchers in the field of the chemistry didactics and
creators of educational policy, it offers recommendations
for improving teaching strategies and supports a deeper
understanding of the significance and implementation of

chemical competencies and mathematical skills in
education.
Keywords: chemical calculations, textbook analysis,

chemistry education
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