.;

'\.\
41
A,f, % T 2
L 4 \

SO ' A
‘_** ) zfi /OOS.V ‘Lsoe
P11
2 ‘9 %o Ye
- L 4
b ,;
> 100 let polarografie
Yo b %aif 4
e Grafické abstrakty v Chemickych listech
LR\ A ‘:‘ ,(“
Ukladani vyhorelého jaderného paliva
Rix N
4B $ Hormon miadi
: . -
&l ’u.*:
L4
: X

Nanocastice stfibra ve vodarenstvi

RocCnik 116
CHLSAC 116 (2) 097 - 144 (2022) ISSN 0009 - 2770 http://www.chemicke-listy.cz




UOCHB &
I0CB PRAGUE

Open call:

DIRECTOR

Institute of Organic Chemistry and Biochemistry of the Czech Academy of Sciences / IOCB Prague

The Board of the Institute of Organic Chemistry and Biochemistry of
the Czech Academy of Sciences is seeking applications for the
position of Director of the Institute.

Requirements

PhD or equivalent doctoral degree in the area of chemistry, biology, or medicine; senior level
scientific experience; proven management skills

Dates
Deadline for applications: February 28, 2022, 3pm CET
On-site interviews or videoconferences with preselected candidates: April 7, 2022 from 10am CET

Expected starting date: June 1, 2022 (for a term of five years with possible re-election for another
five-year term)

Full information

For more details about the position, necessary qualifications and other requirements, application
submission, and contacts, please visit www.uochb.cz/en/director2022.

Institute of Organic Chemistry and Biochemistry of the CAS
Flemingovo nam. 2, 160 00 Praha 6, Czech Republic

Contact: Pavel Jungwirth (Chairman of IOCB Board)
pavel.jungwirth@uochb.cas.cz
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Milovy, hotel Devét Skal

Interdisciplinary
meeting

16.-19.5.2022 Of young life scientists

16-19/05/2022 Hotel Devét skal, Milovy

GENERAL INFORMATION

Interdisciplinary Meeting

of Young Life Scientists is

an annual prize awarding
competition organized and powered
in collaboration with a general and
long-term commercial partner, Life
Science division of Merck. The aim of
the Meeting is to promote young Life
Scientists in their early careers, to
establish a platform for sharing their
ideas, oustanding results and important
innovations and, last but not least, to
allow them for networking with other
researchers. English is the official
language of the Meeting.

TERMS OF PARTICIPATION

& REGISTRATION

Registration is opened for
young researches and students under
the age of 35 (year of birth 1987 and
younger), who are employed in the Czech
Republic or in the Slovak Republic.
All interested are obliged to register and
send the abstract of their presentation
together with a the list of publications
before January, 31st 2022.

We kindly ask you to indicate during your
registration for which section you would
like to apply and whether you prefer to
present a lecture or a poster. In 2022,
the competition will be divided into the
following sections (both for oral lectures
and posters):

e Bioscience & Molecular Biology
(proteomics, genomics, synthetic
biology etc.)

e Materials Science for Life
(biomaterials, polymer chemistry,
biosensors etc.)

e Advanced Analytics in Life
Science (separation techniques, mass
spectrometry etc.)

e Organic Chemistry & Catalysis
(synthesis, medicinal chemistry etc.)

Registration form & abstract guidelines
are available on-line at the Meeting web
page wwwi.interdisciplinarymeeting.cz

TIMELINE & PRACTICAL
INFORMATION

Deadline for registration
& abstract submission is January,
31st 2022.

Expert committee will then select the
best applications in all sections before
March, 15% 2022.

All selected finalists will be invited to
participate at the final competition
during the Meeting itself which will take
place at Hotel Devét Skal in Milovy on
May, 16 - 19% 2022. The authors of the
winning oral lectures in each section

and also authors of the best posters

will be awarded a prize at the end of

the Meeting. Meals and accomodation
for all invited participants are pre-paid
by the Organizers of the Meeting, the
participants themselves are to cover their
expenses for beverages during the event
and transportation to the event venue.

ORGANIZERS & CONTACTS

General partner - Life Science division of Merck spol. s r. o.

Czech Chemical Society

Czech Society for Biochemistry and Molecular Biology

Technology Transfer Office of the Institute of Organic Chemistry

and Biochemistry AS CR, v.v.i.

N 10cBTech

N
CESKA SPOLEENOST b

PRO BIOCHEMII A
MOLEKULARNT BIOLOGII

WEB

www.interdisciplinarymeeting.cz
REGISTRATION
interdisciplinarymeeting@cbttravel.cz
QUESTIONS

fusek@uochb.cas.cz,
zuzana.antalova@merckgroup.com

or peckova@cbttravel.cz (organizing secretariat)
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100 let od zrodu polarografie

Na zacatku roku 1922 se prof. Heyrovsky (obr. la)
intenzivné zabyval studiem jevii souvisejicich s chovdanim
kovové rtuti pri styku s vodnym roztokem elektrolytu. Stu-
doval povrchové napéti rtuti pomoci méreni doby kapky
rtuti odkapavajici ze sklenéné kapilary. Pri téchto experi-
mentech dostal 9. unora 1922 ndpad meérit elektricky
proud prochazejici rtuti kapajici do vodného roztoku pri-
slusného elektrolytu, ktery lze povazovat za okamzik zrodu
této uzasné analytické metody. To je patrno z obr. Ic, ko-
pie stranky laboratorniho deniku prof. Heyrovského, ktery
si ho od svych studii v Anglii psal anglicky. A za tuto sice
Jednoduchou, ale genidlni myslenku ziskal o mnoho let
pozdeji Nobelovu cenu za polarografickou metodu analyzy
(viz obr. 1b). Moznad by bylo dobré v dnesni scientometrii
poznamenané dobé pripomenout, zZe tato myslenka byla
publikovana v ceském jazyce v casopise Chemické listy
(viz Chem. Listy 16 (6), 256 (1922)), ktery je v dnesni dobé
povazovan za casopis ve 4. kvartilu, a ze i nékteri vedouct
pracovnici silné nedoporucuji publikovdni v ¢asopisech
tohoto kvartilu. A rovnéz pripomenout, Ze to neni zdaleka
Jedind my§lenka za kterou byla pozdeji udélena Nobelova
casoplsu. A uvedomit si, Ze prof. Heyrovsky v této dobée
zi'ejmé nemusel travit stovky hodin nad nejriznéjsi admi-

nistrativou, neb jiz druhy den sviij ndpad experimentalné
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Uvodnik

realizoval (viz kopie strdnky z jeho laboratorniho deniku
na obr. 2).

Za zminku stoji i skutecnost, Ze od pionyrskych mérent
do jejich zverejnéni v nasem casopise uplynulo par mésicu
v dobé, kdy se vSe muselo délat rucné a k vyuziti pocitacu
ve vydavani casopisii bylo tehdy stejné daleko jako
k Nobelove cené za polarografii. A i autorovi téchto radek,
Jjako pocitacové zavislému analytickému chemikovi, vrtd
hlavou, proc je v dobé vzasnych pocitaci doba mezi zasld-
nim publikace do tisku a jejim vyddanim delsi, nez byla pred
sto lety.

Prestoze dnes je polarografie mnohymi povazovana
za prekonanou a v soucasnosti jiz nepouZitelnou analytic-
kou metodu, stdle rocné vychazeji desitky praci obsahujici
magické klicové slovo ,,polarography*, které maji stovky
citaci. Cilem tohoto textu neni hodnotit vyznam polarogra-
fie ¢i odvozenych metod vyuzivajicich kapalnou rtut’ jako
idedlni elektrodovy material s mimoradné Sirokym kato-
dickym potencidlovym oknem, s atomicky hladkym a mi-
mordadné snadno obnovitelnym povrchem a s neprebernym
mnozstvim za sto let shromdzdénych informaci o mecha-
nismu prislusnych elektrodovych reakci. Rad bych tento
uvodnik povazoval spise za vyzvu zkuSenym ceskym elek-
troanalytickym chemikiim, aby presné toto hodnoceni pro-
vedli a publikovali na strankdch Chemickych listii jako

/% A T ey

o

ALFRED NOBEL

akad har vid sin k MI
den 26 ckrober 1959 fenlighet med %W SN A 2
Foreskeefe o = e R ey

7. Febraary //-22 aflernrrorn

den 27 november 1895 upprattade ;
testamentet beslutat accdet prissom T2 Z2Fe
detta 3r bortgives it den som gjort
den vikeigaste kemiska upprackt o 0°300) 306605 1034
cller forbittring skall alleckinnas 0300 306608 7027
JAROSLAV HEYROVSKY o
<0, A4} 307750 1048
for hans uppfinning och utveckling 0 vov 3 0«;7m Jo5 7
av den polarografiska analys-
metoden /v /] 3»4;,02.5‘ 7088
X h 4. 1
il o 0 58 3 0819 (%) w0
0§80 30794 (1) 1078
----- 0530 3-0798 1 w&2

i

@

ot , it -
M MW/‘L;‘:Q”—M

C

Obr. 1.

(a) Prof. Jaroslav Heyrovsky ve své laboratofi na Chemickém ustavu Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy na

Albertové, (b) kopie diplomu Nobelovy ceny za polarografickou metodu analyzy, (¢) kopie stranky laboratorniho deniku
prof. Heyrovského ze dne 9. unora 1922, kdy prof. Heyrovského napadlo mérit proud prochazejici rtuti kapajici do roztoku
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Obr. 2. (a) Prvni, rukou prof. Heyrovského nakreslena zavislost proudu protékajiciho rtut’ovou kapajici elektrodou na vloZeném
napéti, (b) stejna zavislost transformovana podle dne$nich zvyklosti, na které jiz vidime dvé viny redukce kysliku a proud od povi-
dajici redukci draselnych iontd, (¢) prvni schéma zachycujici princip zcela nové elektroanalytické metody, ktera se diky neinavné

propagaci prof. Heyrovského ¢asem rozsirila po celém svété

pFripominky cti, které se nasemu casopisu dostalo publiko-
vanim prvni prdce o polarografii.

Je na misté pripomenout, Ze k obrovskému rozsireni
polarografie po celém svété prispéla obdivuhodnd propa-
gacni prace prof. Heyrovského, jeho snaha vysvétlovat jeji
princip co nejjednoduseji a co nejpochopitelnéji. Ta by
i dnes mohla byt vzorem nékterym predndsejicim, kteri se
naopak snazi auditorium presvédcit, Ze to, co délaji, je tak
vyjimecné a slozité, Ze tomu nikdo jiny nemiize porozumeét.
A pripomenout, zZe polarografie byla prvni analytickou
metodou s grafickym zdznamem mérené zavislosti, ze na ni
byly poprvé praktikovany dnes v celé analytické chemii
bézné pouzivané principy vyhodnocovani ziskanych zavis-
losti, kde z polohy urcitého signdlu usuzujeme na kvalitu
a z jeho vysky na kvantitu sledované latky, a Ze rozhoduji-
cim zpuisobem prispéla k dnes bézné pouzivanym metodam
kalibracni primky a standardniho pridavku. Snaha prof.
Heyrovského o rychlé prevedeni poznatkii z akademického
svéta do sveta praxe by nam méla byt vzorem i dnes. Na-
opak rozhodnuti patentového uradu neudélit patent pola-
rografu se zditvodnénim, Ze nelze ocekavat zadné prakticke
vyuziti, by mélo byt urcitou vystrahou nekterym dnesnim

98

hodnotiteliim, kteri casto odmitnou nové véci jen proto, ze
Jsou nové a neni s nimi dostatek zkuSenosti. Ale i zde ndam
muize byt prof. Heyrovsky vzorem: nenechat se otravit a jit
cestou, kterou nam ukazuje nds rozum a nase srdce. Ta
nam totiz urcité prinese radost z pozndni, i kdyz ndm po-
chopitelné nemusi prinést Nobelovu cenu.

A na zaver informace, Ze nase Odborna skupina ana-
Iytické chemie Ceské spolecnosti chemické i redakce caso-
pisu Chemické listy chystaji v této souvislosti ve spolupra-
ci s Prirodovédeckou fakultou Univerzity Karlovy, Usta-
vem fyzikdlni chemie Jaroslava Heyrovského AV CR
a firmou Metrohm CR celou Fadu akci, o nichi budete
informovani  na  internetovych  strankdach  http://
www.chemicke-listy.cz/, https://osanal.csch.cz/ a https://
www.metrohm.com/cs-cz/.

Jiri Barek
predseda vyboru Odborné skupiny
analytické chemie CSCH

e Barek J.: Chem. Listy 776, 97-98 (2022).
https://doi.org/10.54779/ch120220097



Chem. Listy 716, 99—-100 (2022)

Pojd’me tvorit grafické abstrakty

Vyhledavani védeckych i referdtovych publikaci je
dnes realizovano prostirednictvim webovych on-line data-
bazi. Vedci ke sdileni svych praci stdle casteji vyuzivaji
platformy socidalnich médii (ResearchGate, Facebook,
Twitter, LinkedIn atd.). I proto vétsina vyznamnych che-
micky, biologicky a technologicky orientovanych vydava-
telstvi doporucuje svym autoriim, aby soucasti jejich ruko-
pisit byly grafické abstrakty (GA). GA predstavuje
., miniaturni* umélecké dilo, které md ctendariim na prvni
pohled shrnout hlavni obsah ¢lanku vedouci ke grafické
iluminaci webovych stranek vydavatele a k celkovému
zlepSeni viditelnosti prislusné publikace. Primdrnim cilem
Jje upoutat pozornost publika a umoznit ctendrum, aby si
z nepreberného mnozstvi ¢lankii vybrali ten, ktery je pro
né potencialné zajimavy. Obrdazkovd upoutavka je navic
dokonale vhodnym medialnim ndstrojem pro sdileni pro-
strednictvim socialnich siti.

Typickym zpiisobem vyobrazeni GA jsou jednoduse

vvvvvv

sah) prezentované v rukopisu do vysoce informativni gra-
fické podoby. O ucinnosti GA jakozto c¢lankového atrak-
tantu toho doposud prilis napsdano nebylo. Tato bibliome-
tricka mezera ve vyzkumu muize byt zpiisobena i obtiznosti
ziskavani relevantnich dat pro statistické vyhodnoceni,
mozna i proto, ze nékterd (moznd i vétsina) vydavatelstvi
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Fluotescence

A (mAL)

vyzaduji GA jako esencidlni soucdst rukopisu. Na druhou
stranu, je také treba si priznat, ze GA neni vhodny pro
v§echny druhy clankii.

Hodnocent vykonosti GA v casopise Annals of Surge-
ry na socidlnich sitich ukdzalo, Ze , tweety s vizudlnimi
abstrakty mély 7,7krdt vice zobrazeni a 8,4krdat vice
., retweetti“ ve srovnadni s ,, tweety “, které obsahovaly pou-
ze ndzev clanku'. S principialné podobnymi zdvery prisla
recentni prdace Hoffberga a spol.”, 1j. Ze grafické abstrakty
zvy$uji povédomi ctendrské obce o publikacich ve védec-

Chem. Listy 775,669 (2021)
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kych casopisech a ze sdileni GA na platformé Twitter je
ucinnym nastrojem pro Sireni vyzkumu mimo tradicni aka-
demické vyzkumné publikum.

Na druhou stranu, ve starsi prdaci Pferschy-Wenzig
a spol.’, hodnotici uicinnost GA v casopise Molecules, se
ukadazalo, ze clanky s GA vykazuji nizsi miru stahovadni.
Zaverem byl vysloven predpoklad, Ze v ramci webovych
vyhledavani ctendri uspéesnéji tridi ¢lanky, které si prectou.

Vramci  osvojovani praktik  tradicnich védecko-
vyzkumnych vydavatelstvi se v redakci Chemickych listi
snazime o postupné alterace smérem k soucasnym tren-
dum. Od doby, kdy redakce casopisu umoznila paralelné
k cesky psané verzi publikovat anglicky preklad ¢lanki, se
nékteri autori na tuto alternativu dobie adaptovali’. Za
posledni obdobi byly v roce 2019 publikoviny dva’®,
vroce 2020 ctyii’ 1" a v roce 2021 jiz devet"™ anglickych
prekladu clanku, coz statisticky znamend mezirocni nariist
o vic nez 100 %. Od zari 2021 redakce Chemickych listii
nabizi autorum i moznost prekladu jejich cesky psanych
rukopisit do anglictiny s vyuzitim programu DeepL*’.

Soucasnd snaha o dalsi evoluci casopisu vyustila
v moznost publikovat k nové zverejiiovanym clankim GA
na webovych strankach Chemickych listii. Soucasné poza-
davky na GA jsou nasledujici: pomer stran 4:3
(Sirka:vyska), minimalni rozliseni obrdazku 300 dpi, idealni
Jormat jpg. Texty v GA by mély byt vvhradné v ceskem
Jazyce. V pripade dvoujazycnych clanku potom i verze GA
s anglickym prekladem. Nékteré clanky z roku 2021 jiz
maji GA na webu zverejnény (viz vyse)'>"*1>'% g jestli se
tato praxe osvédci v blizké budoucnosti, to je pouze na
Vas, nasich milych autorech.

Graficky materidal byl vytvoren v programu BioRender.

Michal Jurasek, Eva Benesova
a Vlastimil Vyskocil

100

Uvodnik

LITERATURA

1. Stahl-Timmins W., Black J., Simpson P.: Inf. Des. J.
25,101 (2019).

2. Hoffberg A. S., Huggins J., Cobb A., Forster J. E.,
Bahraini N.: Front. Res. Metr. Anal. 5, 564193
(2020).

3. Pferschy-Wenzig E-M., Pferschy U., Wang D., Mocan

A., Atanasov A. G.: Molecules 21, 1247 (2016).

Vysko¢il V.: Chem. Listy 774, 717 (2020).

5. Stranskéa D., Berka P., Dolezal P.: Chem. Listy 773,
337 (2019).

6. Kanika J. a 10 spoluautorti: Chem. Listy /13, 726
(2019).

7. Vaclavkova J., Koufilovd P., Vrbkova J., Holub D.,

Hajdtach M., Dzubak P.: Chem. Listy /74, 470 (2020).

Elbert T.: Chem. Listy /74, 609 (2020).

9. Kodr D., Rumlova M., Zimmermann T., DZubak P.,
Drasar P., Jurasek M.: Chem. Listy 774, 658 (2020).

*®

10. Czigle S., Barkociova M., Sovany T., Regdon Jr. G.,
Haznagy-Radnai E., Toth J.: Chem. Listy /74, 680
(2020).

11. Prerovska T., Benesova E., Lipovova P.: Chem. Listy
115,171 (2021).

12. Jurasek M., Opletal L., Kmoni¢kova E., Drasar P.:
Chem. Listy /75,363 (2021).

13. Palatinus L., Kratochvil B.: Chem. Listy /75, 368
(2021).

14. Jurasek M., Opletal L., Drasar P.: Chem. Listy 7175,
458 (2021).

15. Jurasek M., Opletal L., Harmatha J., Slama K., Drasar
P.: Chem. Listy 115, 595 (2021).

16. Hulickova T., Karamonova L.: Chem. Listy /75, 583
(2021).

17. Sterbova J., Kogova P., Pekarek L., Selinger M.,
Ondrus J., Grubhoffer L., Stérba J.: Chem. Listy. /15,
662 (2021).

18. Mracek O., Vysko¢il V.: Chem. Listy 115, 669
(2021).

19. Chocholous P., Polasek M., Kuban P., Foret F.: Chem.
Listy 715, 658 (2021).

20. Kratochvil B., Bélohlav Z.: Chem. Listy 715, 338

(2021).

e Jurasek M., BenesSova E., Vyskocil V.: Chem. Listy /16,
99-100 (2022).
https://doi.org/10.54779/ch120220099



Chem. Listy 776, 101-109 (2022)

Referat

NEUROHYP(V)FYVZ,ARNi PEPTIDY V LEKARSTVIi Z PRAZSKYCH A SVEDSKYCH
LABORATORI. CAST II: DESMOPRESSIN, TERLIPRESSIN, CARBETOCIN —

FARMAKOLOGIE A KLINICKE APLIKACE

VLADIMIR PLISKA?, ANTONIN PARIZEK",
MARTIN FLEGEL *

“ Department of Biology, Eidgendssische Technische Ho-
chschule (ETH), Wofgang-Pauli-Strasse 27, CH-8093
Ziirich, ® Gynekologicko-porodnickd klinika 1. lékarské
fakulty UK a VFN v Praze, Perinatologické centrum, Apo-
lindi'ska 18, 128 51 Praha 2, © Ustav chemie pFirodnich
latek, Fakulta potravindrské a biochemické technologie,
VSCHT Praha, Technickd 5, 166 28 Praha 6
viadimir.pliska@biol.ethz.ch, parizek@porodnice.cz

Doslo 12.10.21, pfijato 1.11.21.

Klicova slova: neurohypofyzarni hormony, oxytocin, vaso-
pressin, deamino-D-arginin vasopressin, DDAVP, Gly-
pressin, Terlipressin, Ferring company, peptidova 1é¢iva

https://doi.org/10.54779/chl120220101

Vyroba lé¢iv zaloZena na dohodach UOCHB
CSAYV - Ferring AB

Licen¢nimi dohodami, zminénymi v pfedchazejicich
sd&lenich'?, ziskala v prib&hu 70. a 80. let od Ustavu or-
ganické chemie a biochemie Ceskoslovenské akademie
véd (UOCHB CSAV) §védskd farmaceutickd firma Fer-
ring AB Malmé prava na vyrobu fady analogl a na jejich
distribuci na svétovém trhu mimo staty sdruzené v RVHP
(zkratka pro Radu vzdjemné hospodaiské pomoci)®. Tii
z nich nalezly pouziti jako Gspésné 1éky.

dDAVP: 1-deamino-8-p-arginin vasopressin
(Desmopressin)

Design tohoto analogu, jimz zapocala spoluprace
UOCHB s Ferringem'?, vychazel ze starsich znamych
fakti o vlivech vypusténi N-terminalni aminoskupiny
a D-enantiomerni substituci v pozici 8 na antidiuretickou
a vasopressorickou aktivitu u peptidit vasopressinového
typu. 1-Deamino-L-arginin-vasopressin (dAVP) popsali
v jiz roce 1966 Huguenin a Boissonnas (SANDOZ S.A.,
Basel)’ a pozdgji (1974) Sawyer se spolupracovniky®; obé
laboratofe nalezly shodné antidiuretické (1300 a 1390 TU/mg)
a vasopressorické (370 IU/mg) aktivity® proti pavodnimu
L-arginin-vasopressinu, tedy podstatné zvyseny antidiure-
ticky ucinek pfi stejné vasopressorické aktivité. Substituce
D-argininem v poloze 8 arginin-vasopressinu vedla sice
k mirnému snizeni antidiuretické aktivity (z 332 na 257
IU/mg (cit.%), resp. 114 IU/mg (cit.®)), ale zaroveti k pod-
statnému poklesu aktivity vasopressorické (mezi 1,1 a 4,1
1U/mg). Kombinace obou naznacovala, ze by mohlo jit
o zajimavy peptid pro substituéni terapii neurogenni formy
ziznivky® (diabetes insipidus). Presto, Ze kumulace struk-
turnich modifikaci v individudlnich peptidech obvykle
nevede k predpoklddané kumulaci aktivit spojenych
s témito modifikacemi, povéfil feditel UOCHB Frantisek
Sorm skupinu Milana Zaorala, aby peptid s kombinacemi
obou strukturnich zmén syntetizovala’. Vysledek byl vice
nez prekvapivy. Jiz v prvnich antidiuretickych testech
provedenych farmakologickou skupinou UOCHB vykazo-
val kombinovany peptid ve srovnini s 8-L-arginin-vaso-
pressinem (AVP) antidiuretickou aktivitu nejméné padesa-
tindsobné vyssi, aktivitu vasopressorickou testovanou sku-
pinou Ivana Krej¢iho z Vyzkumného ustavu piirodnich
1é¢iv! mensi n& 3 %. Standardni farmakologické testy
antidiuretické aktivity nejsou pfi tak velkych rozdilech
mezi standardem a testovanym peptidem jednoznacné

*+15.7.2021. Nekrolog dr. Flegela viz Drasar P.: Chem. Listy /75, 575 (2021).

* Po likvidaci RVHP pocatkem 90. let bylo toto omezeni bezpfedmétné a firma FERRING roz§ifila ¢innost celosvétove.

® Mezinarodni jednotka (IU) oxytocinu je nové definovana jako uterotonicka aktivita 1,68 pg mezindrodniho standardu
NIBSC (National Institute for Biological Standards and Control); viz https://www.nibsc.org/documents/ifu/76-575.pdf.
V piepoétu: 1 mg (nového) mezinarodniho standardu (ca. 107 mol oxytocinu) = 595 IU. Stary standard (lyofilizované ho-
vézi neurohypofyzy) uvadél 500 IU.

¢ U klinickych ptipadi popsanych v tehdejsich sdélenich §lo velmi pravdépodobné o neurogenni (centralni) formu Ziznivky
(d.i. centralis). U jeji renalni formy (d.i. renalis), nezavislé na plasmatické koncentraci vasopressinu, jde zpravidla o mutaci
genu vasopressinového receptoru V2R ¢i jeho celularni signalni drahy.

4 Pozdgji Vyzkumny ustav pro farmacii a biochemii (VUFB); na testovani se podilela Laboratof endokrinologie III. interni
kliniky vSeobecné fakultni nemocnice v Praze.

¢ Pfepocteno z dat ve zmin&nych publikacich. Data z VUFB pro anestetizovanou krysu jsou vztaZeny na tehdejsi mezina-
rodni standard, pituitrin (extrakt z hovézi neurohypotyzy), po ptepoctu ~31 560 IU/mg; v pokusech na neanestetizovanych
krysach (standard: synteticky 8-lysin-vasopressin — LVP) ~25 000 az 50 000 IU/mg.
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a dostateén& spolehlivé®: jednotlivé laboratofe udavaly
hodnoty pro dDAVP mezi 870 IU/mg (cit.”) a zhruba 50
000 IU/mg (cit.”'*)¢ . Hodnotu dolni meze, pozd&ji znovu
citovanou’, uvadgji autofi prvni (pfedb&zné) publikace®,
aniz zminuji podstatné vyssi aktivity nalezené v tehdy
dosud neukong&enych testech z UOCHB. Tyto pozoruhod-
né diskrepance lze snad c&astecné vysvétlit citlivosti
dDAVP na i pomémé malé rozdily v pouzitych testech,
predevs§im vSak pouzitim casto zcela rozdilnych testi
a vneposledni fadé nejednotnou numerickou formulaci
aktivit. Udaje antidiuretickych aktivit z jednotlivych labo-
ratofi pochézeji z testll na neastetizovanych krysach hydra-
tovanych jednorazovou peroralni davkou izotonického
hydrata¢niho media'' (s 1-2 % ethanolu, nebo bez alkoho-
lu), nebo krys s trvale udrzovanou hydrataci odpovidajici
8-10 % t&lesné vahy zviiete'>'. Antidiureticky efekt je
vztazen na celkovy objem ¢i vahu vyloucené moci, tedy
veli¢inu definovanou ve farmakologickych méfenich jako
AUC (area-under-the curve), hodnotu casového integralu
diuretické krivky. V ptipad¢, kdy aktivita je definovana
jako podil k danému standardu (zde tedy AVP), musi AUC
byt vztaZen na definovanou &asovou limitu'*. Neni-li tomu
tak, postrada kone¢ny udaj spolehlivou srovnavaci hodno-
tu. (Tak je tomu napf. u n&kterych vyse citovanych dat'®).

Referat

V piipadé nerovnobéznych zavislosti davka-ucinek je tu-
diz pojem relativni specifické aktivity neadekvatni
a dovoluje jen srovnani ekvipotentnich davek (davek dvou
latek ptisobicich stejny ucinek) na riznych trovnich uéinku.

Obr. 1 znazornuje spektrum publikovanych antidiure-
tickych a  vasopressorickych aktivit jednotlivych
~mezistupiii“ vyvoje dDAVP a zaroven i index preference
pro antiduretickou aktivitu (¢isla mezi svislymi Sipkami),
zde ad hoc definovany jako produkt poméru antidiuretic-
kéa/vasopressoricka aktivita x relativni antidiureticka akti-
vita. Jeho vysoké hodnoty pro udavané meze antidiuretic-
ké aktivity dokumentuji jeho pfednost mezi analogy poten-
cidlné pouzitelné v substitu¢ni terapii ziznivky.

Pokud jde o délku trvani u¢inkd dDAVP: prodlouze-
ny ucinek byl jeden z parametrt, ktery byl jiz od planova-
né syntézy predpokladan a pozadovan. Autofi prvni klinic-
ké publikace'® udavaji pro dDAVP 12,75krat pomalejsi
eliminaci G¢inku ve srovnani s pituitarnim standardem (t;.
AVP), coz by svédcilo o vysoké metabolické stabilité ana-
logu v cilovych tkanich. Jejich tdaje (obr. 1 v citované
publikaci) vSak sv&déi o tom, Ze neslo o kinetickou analy-
zu a udavana vysoka charakteristika perzistence neni divé-
ryhodna. Srovnani smérnic linearnich ¢asti zavislosti dav-
ka-uginek'* naznaduje pfiblizny index perzistence (I,)

Aktivity:
100- =)= antidiuretickd dDAVP
—{}— vasopressorickd p
50 i 'ﬂ mﬁciurmdtfd aktivita
25 '1' :' patme vyssi
!
10- Rl ; :
E“ j dAVE ¢ ’ :  dCDAVP
[s) 2517 AVP/1§3 ’ @®:>130000 |
R B L :
c:c I EEERRIETT D“'“—h—h-]j ............ peees ‘ .....
5 0,5 1 ’ i :
S 0,25 DAVPQ 264
'S = =
s : : >14125
= 0!1 -1 : =
S 005- 1 5 5
T oo % g
. Pl
0,01+ O
0,005 -
0,0025 4 O

Obr. 1. Schéma designu dDAVP piedpokladajiciho kumulaci poZadovanych aktivit peptidi s izolovanou strukturni zménou. Anti-
diureticka (krouzky) a vasopresoricka (¢tverce) aktivita analogl arginin-vasopressinu (AVP), deamino-arginin-vasopressinu (dAVP),
p-arginin-vasopressinu (DAVP) a kombinovaného peptidu deamino-p-arginin-vasopressinu (dDAVP, ¢erné symboly). Rozdily obou
aktivit jsou oznaceny svislymi teCkovanymi spoji, ¢isla mezi nimi udavaji ,,ad hoc index preference® pro antiduretickou aktivitu: produkt
poméru antidiureticka/vasopresoricka aktivita x relativni antidiureticka aktivita (analog/AVP). Dva udaje antidiuretickych aktivit pro
dDAVP odpovidaji rozdilnym tdajim z riznych zG¢astnénych laboratofi, pouzivajicich ¢asto rozdilné antidiuretické testy (viz text); nizsi
hodnota se vztahuje k extrapolované (prahové) davce peptidu, specificka aktivita pro vyssi davky'® neni jednoznaéné definovana (x ozna-
¢uje piibliznou horni hranici dat uvadénych v literatufe). Schéma naznacuje, ze v ptipadé¢ dDAVP byl ptedpoklad kumulace strukturnich
modifikaci v riznych polohach peptidového fetézce do zna¢né miry splnén. Pro srovnani jsou uvedeny aktivity dCDAVP (Sedé symboly;
viz text). Antidiureticka aktivita (2200 IU) byla testovana na neanastetisované kryse?'; jeji hodnota v testu (krysa v ethanolové narkéze) je
podle autort velmi vysoka a standardni metodou neméfitelna. Index preference je tudiz ve srovnani s dADAVP mnohem vyssi.
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vmezich 2,5 a3,9. Rovnéz udaje polocasu diurézy
v nasledujici publikaci’ dovoluji hruby tdaj inexu perzis-
tence (pouzitim napf. prepoctu podle Kimury
a Yokoyamy'), v dasledku volby neadekvatnich experi-
mentalnich podminek vSak neumoziuji detailni analyzu.
Nicméné, prepocet naznacuje I, =~2, tedy hodnotu bliz-
kou predpokladu. Ackoliv v pracich T. Bartha a jeho sku-
piny na UOCHB byla kineticka analyza riznych fad neu-
rohypofyzarnich peptidi provadéna velmi dtikladné,
dDAVP do téchto studii zahrnut nebyl. ZvySenou perzis-
tenci a s ni spojeny prodlouzeny ucinek je patrné spojen
s hydrolyzou N-terminalni peptidové vazby (cystein-
tyrosin), kterd v analogickych ptipadech vede k dvoj- az
Ctyfnasobnému zvyseni indexu perzistence. Udavané ex-
trémni hodnoty perzistence v citované publikaci'® jsou

United States Patent
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tedy patrné disledkem preddvkovani tohoto velmi ucinné-
ho antidiuretika v citovanych pokusech.

Terapeuticky potencial dDAVP byl ovSem rychle
odhadnut a substance sama byla kryta americkym paten-
tem'® (US 3,497,491; Feb. 24, 1970; obr. 2). Eventualni
dalsi patenty se tedy mohly tykat pouze produkéniho po-
stupu, ptipadné novych aplikaci. V tomto sméru mél Fer-
ring v dob& udéleni patentu jiz vybudovanou potiebnou
infrastrukturu a licenéni podminky byly tudiz pro ob¢ stra-
ny — CSAV a Ferring — vyhodné. Licenéni dohoda mezi
Ceskoslovenskou akademii v&d (podpis na dohodg:
K. Friml, Secretary General), Polytechnou’ (dva negitelné
podpisy) a Ferringem (S. Matarasso, Managing Director;
J. Mulder, Research Director) byla uzaviena v Praze v roce
1971.

3,497,491
Patented Feb. 24, 1970

Office

1

3,497,491
1-DEAMINO-8-D-ARGININE VASOPRESSIN
Milan Zaoral, Ivan Vavra, Alena Machova, and Frantisek

Sorm, Prague, Czechoslovakia, gnors to Cesko-
slovenska Akademie Ved., Prague, Czechoslovakia
No Drawing. Filed Sept. 14, 1967, Ser. No. 667,679
Claims priority, application Czechoslovakia,
Sept. 15, 1966, 5,996/66
Int. Cl. C07¢ /03/52; A61k 17/00; CO7d 93/36
U.S. CL 260—112.5 1 Claim

——

ABSTRACT OF THE DISCLOSURE

Mep-Tyr-Phe-Gln-Asa-Cys-P1o-D-Arg-Gly-NH;
1 @ 3k 8T 8 9 (I
wherein Mep is g-mercaptopropionic acid (Mep) at posi-
tion 1 and D-arginine is at position 8.
The compound of the invention has a high and specific
antidiuretic action.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Compounds exhibiting a high and specific antidiuretic
activity are important in the therapy of diabetes insipidus.
Such compounds are well known and represent structural
modifications of the vasopressin molecule. The most suit-

able propertics have been observed in the case of 1-de- 4

amino-Phe2-Args-vasopressin (cf. the table below).
SUMMARY OF THE INVENTION

It is an object of the present invention to provide for
an antidiuretic that has a higher degree of activity and

is more specific in its action than the just named vasopres- **

sin compound.
This is accomplished by a polypeptide of *
mnula ¥

10

—
<

25

2

which latter is then oxidized, preferably with potassium
ferricyanide in an aqueous solution at pH 6.5-7 to give
the polypeptide of Formula I.

The protected octapeptide derivative of Formula II can
also be obtained by other procedures such as are conven-
tional in the preparation of polypeptides. The compound
II may be thus prepared by a stepwise synthesis starting
with the amino terminal group as well as the carboxylic
terminal group, or by coupling of polypeptides containing
the partial amino acid sequences of the final polypeptide
of Formula I. The temporary protection of the amino
groups, mercapto (sulfhydryl) groups and of the guani-
dine group may be performed by means of substituents
that are conventional in the synthetic chemistry of poly-
peptides. E.g., a t-butyloxycarbonyl, o-nitrophenylsulfenyl
or trityl group can be used for blocking of the amino
groups, a trityl, benzoyl, or benzylthiomethyl group for
the protection of the sulfhydryl function, and a tosyl or
benzyloxycarbonyl group for the protection of the guani-
dine group.

The protective groups are then removed in the usual
manner in one stage or successively. Oxidation of the re-
duced form of the polypeptide of Formula IT1 to the cyclic
rolypeptide of Formula I may be accomplished by meth-
ods known per se, for instance, in an aqueous solution or
in a mixture of water and solvents miscible with water.

Preferably, the following method is used. Condensation
of g-benzylmercaptopropionyl chloride with tyrosine meth-
yl ester leads to the so far unreported g-benzylmercapto-
propionyl-L-tyrosine methyl ester. By the action of hydra-
zine hydrate, the latter compound is converted to the so
far likewise unreported hydrazide and is then coupled
with L-phenylalanine methyl ester. The resulting dipeptide
ester derivative is condensed, again in the form of tha
azide, with L-glutaminyl-L-acnn~s=snias? ©
methyl -~

Obr. 2. U.S. patent chranici dDAVP jako substanci a puvodni postup jeji syntézy, iinor 1970

"Polytechna (dnes: Polytechna Consulting, a.s.) byl statni podnik zahrani¢niho obchodu, ktery zprosttedkovéaval té% vymén-
né zdravotnické sluzby, véetné lidské sily v zahraniéi. Jeden z autord (A.P.) upozortiuje na udaje kolegt-1ékait, ktefi zpro-
sttedkovanim Polytechny odjizd€li pracovat napt. na Maltu nebo do severni Afriky: Polytechna si pfivlastiovala velkou
¢ast jejich vydelka. Na druhé strané bylo znamo, ze ten, kdo vyjel prostfednictvim Polytechny, byl podeziely ze spoluprace

s vladnimi a stranickymi $pionaznimi slozkami (KSC a STB).
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Klinické vyuziti dDAVP bylo pak v druhé poloviné
70. let rozsifeno o hematologické aplikace, vychazejici ze
studii o hemostatickém ucinku vasoaktivnich peptida.
Cash a spol."” (Regional Blood Transfusion Centre, Royal
Infimary, Edinburgh) poukézali na zvySené vyplavovani
aktivatoru plasminogenu a koagula¢niho faktoru VIII po
intravendzni aplikaci neurohypofyzarnich hormonti vaso-
pressinového typu, véetné dDAVP. Pozdgji rozsitili tuto
studii o dalii zajimava analoga'®. Pozoruhodn& vysokou
hemostatickou aktivitu nalezli u 6-karba-analogu dDAVP
(dCDAVP); naproti tomu zcela neucinny byl 8-arginin-
vasotocin. Pouziti dDAVP ke zvyseni koncentrace faktoru
VIII u pacientt s leh¢i formou hemofilie A, von Willebran-
dova-Jiirgensova syndromu a trombocytarnich dysfunkcich
popsal pak hematolog Pier Mannuccio Mannucci
z milanské univerzity se spolupracovniky'®?. Prevalence
téchto poruch hemostize, zpravidla dédi¢nych, je zjevné
vy$§i nez prevalence diabetes insipidus; dDAVP (Minirin®
Ferring, Desmopressin INN) nalezl tak Sir§i uplatnéni pfi
akutnich leh¢ich spontannich krvacenich a pfi mensSich
chirurgickych zasazich (ku piikladu ve stomatologii)®. To
vSe velice podstatné zvysilo vyznam licence, kterou Fer-
ring dohodou s UOCHB ziskal.

Ptipad dDAVP zaroven demonstruje Casté rozdily
v uplnosti farmakologickych a klinickych dat. Zatimco
klinickd dokumentace dDAVP je obsahla a detailni, spo-
lehlivé farmakologické udaje jsou nedostatecné. Ne zcela
vysvétlitelné jsou zminéné rozpory v tdajich aktivit mezi
jednotlivymi laboratofemi, chybéjici farmakokineticka
data a ostatné i doklad o tom, ze dDAVP piedstavuje pro
klinické uéely optimalni volbu ve skupiné analogti s velmi
podobnym spektrem aktivit. Publikovana data naznacuji,
Ze pro stejné terapeutické aplikace by takovym mohl byt
ku prikladu pozd€ji  syntetizovany karba-6-analog
dDAVP?, 1-deamino-8-p-arginin-6-karba-vasopressin
(dCDAVP, obr. 1). S ohledem na uspéch, ktery dDAVP
v klinickém pouziti doznal, neni ovSem tato akademicka
kritika zcela podstatna.

Triglycyl-8-lysin-vasopressin (Terlipressin)

V polate¢ni  fazi  licenénich dohod UOCHB
s Ferringem figurovala vedle dDAVP také skupina analo-
gl neurohypofyzarnich hormont s prodlouzenym peptido-
vym fetézcem na N®-koncové aminoskuping, pro néz se
ujalo (piivodné pracovni) oznadeni ,,hormonogeny“*. Je-
jich syntéza byla motivovana predstavou, ze prevladajici
inaktivacni proces oxytocinu a vasopressinu vznika Stépe-
nim peptidové vazby mezi 1-hemicystinem a 2-tyrosinem
aminopeptidasami, patrné¢  enzymem  leucin-amino-
peptidasového typu®. Od prodlouzeni N-konce amidopep-
tidasami $tépitelnou aminokyselinou ¢i kratkym peptido-
vym fetézcem se oc¢ekavalo postupné (a doCasné) uvolio-
véani aktivniho hormonu a tudiz prodlouzeni pfislusného

Referat

biologického uginku in vivo™. Tento predpokladany me-
chanismus byl postupné potvrzen syntézou fady analogi
8-lysin-vasopressinu®**>2" a oxytocinu®®*’ s vyrazné pro-
dlouzenymi ucinky antidiuretickymi, vasopresorickymi
a uterotonickymi, sindexem perzistence /, mezi 1 (pro
lehce Stépitelné aminoacidové substituenty — leucin, tyro-
sin) az 5. N%(Gly);-[Cys',Lys*]vasopressin, jehoZ stand-
ardni biologické aktivity na kryse jsou sice nizké
(antidiureticka 2,7, vasopressorickd 2,1 IU/umol, t.j. ko-
lem 0,5 % aktivit lysin-vasopressinu), index perzistence
ale vysoky (I, = 5), naznadoval ve farmakologickych tes-
tech moznost klinického vyuziti jako vasokonstricniho spaz-
molytika zvySujiciho periferni vaskularni rezistenci pii hrozi-
cim hemoragickém Soku. Prodlouzeny terapeuticky tcinek je
vyhodou piedevsim v akutnich stavech ezofagealnim a jiném
gastrointestinalnim krvaceni®, traumatickém a septickém
Soku, u cirhotickych pacientd s portalni hypertensi®' a s tzv.
hepatorendlnim syndromem®. (Struény piehled klinického
pouziti publikovali v roce 2004 Kam a spol.*?).

Analoga 8-lysin-vasopressinu acylované glycinovymi
peptidy na N-koncové aminoskupiné byly pivodné chra-
nény Ceskoslovenskym patentem CS 4,399/64 (1.8.1964),
pozdéji patenty v dalSich zemich véetné Spojenych statd
(US 3,558,590; July 30,1968). Patenty kryji, velmi obecné,
derivaty lysin-vasopressinu N-acetylované ,,kratkymi pep-
tidy obsahujicimi glycin®, tedy rozsahlou skupinu peptidi
véetné meziproduktl jejich syntézy uvadéné spolu
s diglycyl- a triglycyl-analogem jako piiklady. Licenci na
jejich produkei ziskal Ferring jiz v prvni fazi spoluprace
s UOCHB a registroval druhy z nich pod nazvem Terli-
pressin (INN, Glypressin®). Z &etnych publikaci po roce
1974 1ze vyvodit jeho rychlé rozsifeni v ¢etnych klinikach,
1 kdyz v omezeném rozsahu aplikaci.

V klinickém zkouSeni byla také pfipadnd moZznost
pouziti triglycyl-vasopressinu jako kontraceptiva. Tento
peptid hormonogenového typu ma znacné protrahovany
presoricky Gcinek a nizky, vasopressinu podobny uteroto-
nicky efekt. Predpokladalo se, ze peptid béhem 1. trimestru
té¢hotenstvi zpisobuje kontrakéni ¢innost hladké svaloviny
délohy a tim smrt plodu. Odhlizeje od etické stranky testo-
vani podobnych hypotéz, narazi zde fyziologicky vyzkum
na témét nepiekonatelné potize: pribéh decidualizace
a struktura placenty jsou u jednotlivych savcli zasadné
odlisné a tudiz data ziskana v pokusech na zvifeti nelze
v tomto specifickém pfipadé v humanni medicin€ pouzit.
Pokud je nam znamo, dal$i kroky v tomto sméru nebyly
podniknuty.

Carbetocin: veterinarni a humanni uterotonikum
Motivace syntézy a farmakologické zavéry

Carbetocin (INN)", deaminokarba'-2-O-methyltyrosin-
oxytocin, dnes rozSifené uterotonikum, byl syntetizovan

¢ Pro zajimavost: dDAVP pronikl, byt epizodicky, i do soucasné anglické beletrie; viz Barbara Vine: The Blood Doctor,

Viking — Penguin Random House, London 2002.
" Generikum pod ndzvem DURATOCIN®
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pred rokem 1971 v laboratofi Karla Josta v rdmci vyzkumu
potencialnich  antagonisti oxytocinu. OhldSen byl
k patentovani v Ceskoslovensku v tinoru 1971; udéleni &s.
patentu (CS-149028 B1; 15. 6. 1973)* nasledovalo
v ¢ervnu 1973. Jak je zfejmé, neslo o ochranu latky samot-
né — to nebylo v ¢eskoslovenském patentnim tizeni té¢ doby
ptipustné, nybrz o postup jeji piipravy. Blizsi popis tehdy
pouzité syntézy spolu s udaji o biologickych aktivitach byl
popsan v roce 1974 v publikaci o fyzikalné-chemickych
vlastnostech karba-analogii oxytocinu®’. Tato publikace
poprvé zahrnujici téz carbetocin je z riznych hledisek
pozoruhodnd, uvedené biologické aktivity carbetocinu
(zminéné spiSe na okraj) nevzbudily vSak z farmako-
logického hlediska zvlastni pozornost: uterotonicka aktivi-
ta v pokuse na krysi déloze byla zhruba 3,5 % (ex vivo)
a 7 % (in vivo) aktivity oxytocinu; vyrazny antagonismus
ex vivo zprvu prokazan nebyl. Byl vSak dokumentovan
v pozdgjsich pokusech na izolovanych bunéénych mem-
branach krysiho myometria®®. Stejnd studie prokazala, Ze
jde o parcidlniho agonistu oxytocinu (maximalni kontrakce
délohy ex vivo dosahla 50 % kontrakce inicializované oxy-
tocinem), patrné v ddsledku inhibice ¢asti oxytocinovych
receptort carbetocinem samotnym a jeho postupné vznika-
jicimi metabolity (tab. I, obr. 3). Inhibici oxytocinu in vivo
a s ni spojeny tokolyticky ucinek nebylo tudiz mozné pied-
pokladat, peptid vykazoval zhruba 10% nizsi uterotonickou
aktivitu oxytocinu (viz tab. I). Polocas uterotonického
uc¢inku in vivo u krysy je relativné k oxytocinu
n&kolikanasobné deldi’” (pomér rychlostnich konstant
eliminace je 3,5), pfedevsim patrné v disledku vypusténi
N-termindlni aminoskupiny (farmakologickd data jsou
shrnuta v tab. I). V souhrnu se tedy carbetocin ve srovnani

Tabulka I
Carbetocin a inhibitory uterotonické aktivity oxytocinu
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s oxytocinem jevil jako dlouhodobé pulisobici agonista se
slabsim uterotonickym efektem. V té dob& vSak byla
antagonisticky pusobici oxytocinova analoga jednim
z prioritnich z4jmi prazského UOCHB?® a timto z4jmem
byla téZ motivovana syntéza carbetocinu. K tomu nékolik
poznamek:

Antagonismem uterotonickych u¢inkd oxytocinu
v §ir$im smyslu se v druhé poloving 60. let zabyval piede-
viim Josef Rudinger na UOCHB a skupina Ivana Krej¢iho
na VUFB. Jejich studie byly shrnuty v fad& publika-
¢i®*%¥ Zajem o antagonisty oxytocinu na této bazi byl
podnicen rovnéz moznosti jejich pouziti v klinické praxi
pfi hrozicim spontdnnim potratu (abortus imminens)
a trval i po odchodu Josefa Rudingera do Svycarska v roce
1968. Koncem 60. let syntetizoval Karel Jost 1-N"-acetyl-
cystein-2-O-methyltyrosin-oxytocin®’, jeden z prvnich
inhibitort uterotonického uc¢inku oxytocinu, chranény
patenty ve vice nez dvou desitkdch zemi (ve Spojenych
Statech US 3,752,799; Aug. 14, 1973, US 260-112.5, Int.
Patent No. 3,752,799; cit.*"). Jesté pred publikaci projevil
zajem o toto potencialni tokolytikum Jan Mulder a spolu
s jednim z nas (V.P.) ptipravoval v fijnu 1969 podklady
pro klinickou registraci ve Svédsku. Doklady o daldim
licenénim jednani s UOCHB nejsou znamy; pravd&podob-
né je, ze licence byla udélena, ale dalsi vyvoj analogu ve
Svédsku nepokracoval. Mozné je, ze daldi kroky
v klinickych zkouskach byly odlozeny v ocekdvéni, ze
nové syntetizované latky budou pfipadné mit vyhodné&jsi
antagonistické vlastnosti nez stavajici peptid s pomérné
nizkou inhibi¢ni konstantou — na krysi déloze ex vivo se
udavéa pA4, = 7,03 (cit.**)'. Zajisté byly dalsi kroky v tomto
sméru ovlivnény i ndhlym umrtim Jana Muldera v roce

Parametry uterotonického

Polocas eliminace [min]

ucinku (krysa)
aktivita [IU/mg] pD, partidlni agonismus  antagonismus Clovek krysa®
in vivo ex vivo (relativni Enay) p4>* netéhotné post
Zeny® partum®
(2448 h)

Oxytocin 470 485 8,28 5,5-6,1 2,5
Carbetocin 45 17,1 7,32 0,52 8,21 41-42,7 60 8,8
Metabolit I° 7,81
Metabolit I1° 8,01
Atosiban 8,29
Ac-Tyr(Me)-OXT" 7,03

* Antagonisticka aktivita vii¢i oxytocinu in vitro (pAs: viz text, pozn.'). Dolni &st tabulky zahrnuje dalsi potencialni inhibi-
tory zminéné v textu, vietné metabolitii carbetocinu. ® Plasmaticka clearance (Sweeney et al. 1990, cit.*); ¢ Clearance od-
vozena z uterotonického uginku (Hunter et al. 1992, cit.*); ¢ Clearance odvozena z uterotonického w&inku (Barth a spol.

1980, cit.*"); ¢ Identifikované §tépné produkty carbetocinu’®

. "N“-acetyl-2-O-methyltyrosin-oxytocin*’

" p4,: negativni dekadicky logaritmus molarni koncentrace antagonisty redukujici efekt £ libovolné koncentace agonisty na

polovinu, E/2.
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Y.V

CH,-CH,-CO-Tyr(Me)-Ile-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu-GlyNH,

CH;
proteasa chymotrypsinového
typu
Des-GlyNH,'-carbetocin Y
(metabolit I)

\4
CH,-CH,-CO-Tyr(Me)-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu

S

!

CH,

Des-(Leu’-GlyNH,’)-carbetocin
(metabolit I1)

CH»

S

post-prolinové
Stépeni
v

l

y

CH,-CH,-CO-Tyr(Me)-lIle-GIn-Asn-Cys-Pro

S

Obr. 3. Potencialni metabolity carbetocinu identifikované in vitro a jejich antagonistické vazby (pA4,) na oxytocinovém receptoru
sa)’®. V prvnim stupni se piedpoklada paralelni §t&peni C-terminalni peptidové vazby leucin-glycinamid (,,chymotrypsin-like enzy-

me**>2, bily trojuhelnik; metabolit I) a enzymem hydrolyzujicim vazbu Pro’-Leu® (,,postproline cleavage enzyme

«3334 Gerny trojithel-

nik; metabolit II), v dalSim stupni nasledné stépeni metabolitu I na kone¢ny metabolit II

1976. Intenzivni vyvoj novych antagonisti v Malmé po-
kracoval po nastoupeni nového teditele vyzkumu Hanse
Vilhardta, ptevazné pod vedenim farmakologa Per Melina.
Jeho vysledkem byl v druhé poloviné 80. let analog
1-deaminocystein-8-ornitin-oxytocin s dal§imi zménami
v poloze 2 (D-O-ethyltyrosin) a 4 (threonin)*, ktery se stal
postupné standardnim inhibitorem v experimentalni
farmakologii a fyziologii neurohypofyzarnich peptidi (pA4,
= 8,29) a jako Atosiban (INN) rozsifenym klinickym
tokolytikem** ! .

Zda se, ze neprokazatelnost antagonismu u carbetoci-
nu byla pro prazskou peptidovou skupinu zklamanim a ani
jeho agonistické uc¢inky neslibovaly vyrazné vyhody ve
srovnani s jinymi uterotoniky. Vysvétlovalo by to okol-
nost, pro¢ tento analog, resp. jeho pivodni syntéza, nebyl
chranén v zemich, jejichz farmaceuticky priamysl byl scho-
pen v kratkém Case zajistit jeho produkci. Jeho patentové
kryti nebylo tudiz ptili§ disledné a fada firem ma carbeto-
cin ve svych nabidkach. Podminky, za jakych pievzal Fer-
ring v této situaci carbetocin do svého vyrobniho progra-
mu (patrn& opét v licenci Cs. akademie v&d), nemohli au-
tofi tohoto sdé€lenti zjistit.

Carbetocin jako veterinarni 1é¢ivo
Jeho prvni klinické pouziti ve veterinarni mediciné

spada do druhé poloviny 70. let. Patrn€ z popudu Karla
Josta (UOCHB) pievzal veterinarni klinicky vyvoj carbe-

I Tractocile®, FERRING Pharmaceuticals A/S

tocinu a jeho zavedeni do veterinarni praxe Vyzkumny
ustav pro biofaktory a veterinarni 1é¢iva v Pohofi-
Chotouni u Jilového (jeho feditelem byl Bohumil Sevéik;
ustav byl v ¢ervnu 1994 zakoupen firmou FATRO SPA,
Bologna). Dokumentace pro FDA (Food and Drug Admi-
nistration*) ve formé ,Drug Master File* (DMF)lpro 1éci-
vou latku (Depotocin®™) byla sestavena v prazské spolec-
nosti PolyPeptide Laboratories s.r.o. (PPL, viz nize) pro
firmu Veyx-Pharma GmbH, Sachwarzenborn (Hessen).
Deklarovanym cilem bylo usnadnéni a vedeni porodu
u krav a prasnic, pfedevSim ale snaha dosdhnout synchro-
nizovaného porodu ve velkochovech, v nichz zvifata byla
uméle inseminovana ve stejny den. Oc¢ekavalo se téz ome-
zeni nutné asistence veterinarnich 1ékara pifi porodech —
tedy charakteristické cile zkolektivizovaného chovu uzit-
kovych zvitat. Ukazalo se vSak, ze zatimco porod mlad’at
bylo mozno prakticky synchronizovat, porod placenty
probihal nezavisle a mé¢l odlisny prubéh. Piesto se stal
carbetocin ve veterinarni mediciné bé&Zné uZivanym pro-
sttedkem k indukci a vedeni porodu; jevil se jako obecné
Setrn¢j$i ve srovnani s oxytocinem uz tim, Ze snizoval
frekvenci porodnich a poporodnich komplikaci. Zdurazo-

a zvla§té u (multiparitnich) prasat*®™, absence tetanické

kontrakce uteru (Casté pii pouziti oxytocinu), zamezeni
poporodni hypoxie/asfyxie selat a urychleni involuce délo-
hy post partum u krav*’.

¥ Statni instance povolujici uziti 16&iv a pozivatin v U.S.A. Jeji rozhodnuti jsou tém&f universalng piebirana i mimo U.S.A..

"https://de.wikipedia.org/wiki/Drug_Master File
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Zde je nutno podotknout, Ze vyzkum provadény ve
jmenovaném ustavu nebyl in extenso publikovan. Prvé
publikace zjinych laboratofi pochazeji zlet 1977-1979.
Vyzkum ve veterinarni mediciné vSak pozdéji usnadnil
zavedeni carbetocinu v humanni medicing€, predevsim
v porodnické praxi.

Carbetocin, humanni klinicka aplikace

V humanni mediciné se carbetocin stal v poslednim
desetileti celosveétové pouzivanym lékem pro prevenci
a 1é¢bu porodnického krvaceni, z hlediska matky nejcastéj-

K fyziologické zastavé porodniho krvaceni dochazi
po porodu ditéte ve III. dobé porodni v disledku redistri-
buce v cirkulaci krve a soucasné k aktivaci hemostatickych
faktort. Tato zavére¢na ¢ast porodu je Casove presné kli-
nicky ohranicena: za¢ina porodem ditéte (plod ptrestava byt
plodem a stdvd se novorozencem) a kon¢i porodem pla-
centy. Pfi oddélovani placenty od stény délohy je hemosta-
za tizena kombinaci dvou mechanismi:

— retrakci hladké svaloviny délohy (myometrium). Tim
vznika komprese cévniho fecisté, kterym byla zasobe-
na vedle myometria i placenta. Vysledkem je mecha-
nick4 hemostaza;

— hemostatickymi faktory z délozni sliznice v t¢ho-
tenstvi (decidua"), kdy pisobi tkatiovy faktor, inhibi-
tor aktivatoru plazminogenu typu 1, systémové koagu-
la¢ni faktory (fibrinogen apod.), které zptisobuji sraze-
ni krve.

V patologickych piipadech dochédzi k porusSe alespoil
jednoho ze Ctyt zucCastnénych faktorit oznacovanych také
jako 4T (tonus — trauma — tkan — trombin); nasledkem
milze byt zdvazné, az zivot ohrozujici krvéceni. Peripartal-
ni krvaceni (peripartum/postpartum hemorrhage, dale také
PPH) patii mezi pét nejcastéjSich pfi¢in umrti Zen
v souvislosti s t€hotenstvim, porodem a Sestinedélim
(trombembolickd nemoc, hypertenzni choroby, kardiopa-
tie, sepse a PPH). Je tomu tak jak v zemich s vysokymi,
tak 1 nizkymi pfijmy na obyvatele, i kdyz absolutni riziko
umrti na peripartalni krvaceni v zemich s vysokymi piijmy
je mnohonasobn¢ nizsi.

Pro snizeni rizika PPH u vSech vaginalnich porodia ve
III. dobé porodni a po vybaveni plodu pii porodu
cisafskym fezem, byl dosud Iékem prvni volby
intravendzné nebo intermuskularné aplikovany oxytocin.
Od druhé poloviny 90. let minulého stoleti se v klinické
mediciné ke stejnym ucelim stale cCastéji uplatiiuje
carbetocin. Mechanismus ucinku obou peptidl je stejny,
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ve III. dob& porodni (porod placenty) zvySuji stazeni
(retrakci) délohy, a tim plisobi proti hypotonii nebo
dokonce atonii délohy, coz byva az v 80 % pfiCinou
peripartalniho zivot ohrozujiciho krvaceni (podle definice
se jedna o krevni ztratu vyssi nez 1500 ml krve matky). Ve
srovnani s oxytocinem je vyraznou piednosti carbetocinu,
jako uterotonika v této kritické porodnické situaci, jeho
podstatné del$i eliminacni polocas (pfiblizn¢ 8krat
unetéhotnych Zen®, 10- az 20krat 24-48 hodin post
partum®®). Mé tudiz mnohem delsi u&inek ne? oxytocin.
Podava se pouze intravendzné, rychlosti 100 pg béhem
jedné minuty. V pfipadé carbetocinu nejsou pfitom
popisovany zavazné vedlejsi Gcinky.

V dusledku netplného patentového chranéni carbeto-
cinu jako substance produkuje od pocatku 21. stoleti néko-
lik firem na jeho bazi 1 veterindrni IéCiva
(Depotocin™:Veyx Pharma, Germany; WDT, Germany;
Veyx-Pharma, Netherlands a  Tettnang, Baden-
Wiirttemberg, BRD; Decomoton®: Calier Polska; Labora-
torios Calier SA, Barcelona; atd.)°. Ferring AB vSak zista-
va nejvyznamnéj$im distributorem jeho lékovych forem
(pod riznymi jmény® ) pro humanni medicinu.

Carbetocin, navrzeny a poprvé syntetizovany
v laboratofi Karla Josta na prazském Ustavu organické
chemie a biochemie, se tak stal dik uzké spolupraci se
§védskou firmou UCinnym, casto pouzivanym lékem
v kritickych porodnickych stavech.
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V. Pliska®, A. Paiizek”, and M. Flegel® (“ Department
of Biology, Eidgendssische Technische Hochschule (ETH),
Ziirich, Switzerland, " Department of Obstetrics and Gy-
naecology, 1st Faculty of Medicine of Charles University
and General University Hospital in Prague, Prague,
Czech Republic, “Department of Chemistry of Natural
Substances, University of Chemistry and Technology, Pra-
gue, Czech Republic): Neurohypophyseal Peptides from
Prague and Swedish Laboratories Used as Pharmaceu-
ticals. Part 2: Desmopressin, Terlipressin, Carbetocin —
Pharmacology and Clinical Applications

Licence agreements between the Institute of Organic
Chemistry and Biochemistry, Czechoslovak Academy of
Sciences, Prague (IOCB), and the pharmaceutical compa-
ny Ferring AB Malmé enabled the Swedish company to
produce and commercialize worldwide a number of neuro-
hypophyseal peptides designed at the IOCB. Several of
them found therapeutic applications.

dDAVP: 1-deamino-8-p-arginine-vasopressin ~ was
designed in one of the IOCB peptide laboratories
(M. Zaoral and F. Sorm) in 1967. It displayed an extreme-
ly high antidiuretic activity (various tests indicate a 2- to
50-fold increase, as compared to arginine vasopressin) and
a very low pressor activity. The peptide (covered by the
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U.S. Patent No. 3,497,491, 1970) has been used as a pre-
ferred drug in the substitution therapy of the central form
of diabetes insipidus (Minirin®, today as Desmopressin
INN). Besides, as later discovered (Mannucci et al. 1977),
dDAVP increases the plasma concentration of the blood-
clotting factor VIII. This fact extended its clinical use as
haemostatics in cases of milder forms of haemophilia A,
von Willebrand-Jiirgens syndrome and some thrombocyte
dysfunctions. Despite of the clinical success of dDAVP,
a closer look reveals certain inadequacies in the presently
available pharmacological data: several reports declare
activity values and the prolongation effect (index of persis-
tence) in very broad ranges.

Triglycyl-8-lysine-vasopressin (Terlipressin), a pep-
tide with lysine vasopressin chain extended at the
N-terminal by a triglycine residue, acts mainly as a pro-
drug (releasing lysine vasopressin after aminopeptidase
splitting at the N” group). The analogue belongs to the so-
called ,,synthetic hormonogens®; individual peptides carry-
ing various acylating groups were synthesized in the mid-
sixties at the IOCB and legally protected by U.S. Patent
No. 3,558,590 (1968). It was a part of the licence agree-
ments mentioned above. The activities of triglycyl-8-lysine-
-vasopressin (both antidiuretic and vasopressor) are about
100 times lower than those of lysine vasopressin, but its
persistence is 5 times longer. As such, it is occasionally
used in emergency medicine in cases of esophageal (and
other gastroenteral) bleeding, traumatic or septic shock, in
cirrhotic patients and patients with portal hypertension. Its
use as an early abortion drug was discussed but not pur-
sued.
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Carbetocin (deaminocarba'-2-O-methyltyrosin-
-oxytocin) was synthetized in the laboratory of Karel Jost
at the IOCB before 1971; its synthesis was covered by
a Czechoslovak patent (CS-149,028 B1) in June 1973 (at
that time, Czechoslovak patent law did not provide for the
patentability of substances as such) and first published in
a biophysical communication by Fri¢ et al., 1974). As
a part of the licence agreement, it was included in the pro-
duction program of Ferring AB, but marketed later also by
several other pharmaceutical companies due to an incom-
plete patent protection. The peptide is a moderately active
uterotonic partial agonist and as such has been utilized in
veterinary obstetrics for delivery induction in cows and
(multiparous) pigs: its milder and better-controlled utero-
tonic action was found preferential as compared to oxyto-
cin so far used for these purposes. In the last two decades,
carbetocin has been commonly used also in the human
obstetrics, especially to prevent the peri- and post-partum
haemorrhage, from the maternal side the most frequent and
most severe delivery complication. It became a life-saving
drug in emergency obstetrics.

Keywords: neurohypophysial hormones, oxytocin, vaso-
pressin, deamino-p-arginine-vasopressin, DDAVP, Gly-
pressin, Terlipressin, Ferring company, peptide drugs
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1. Uvod

Zisadni otdzkou v bezpecnosti uloZeni vyhotelého
jaderného paliva je zivotnost a ¢innost bariér izolujicich
radioaktivni odpad od okolniho prostiedi. Resenim je mul-
tibariérovy systém ukladani skladajici se z nékolika bariér:
kompaktni struktura pelety paliva UO,,
pokryti paliva/ palivové proutky,
obalovy soubor,
bentonitova vrstva,
ulozna hornina.

Podoba jednotlivych bariér zavisi na konkrétnich
podminkach v geologickych strukturach statu zabyvajiciho
se likvidaci jaderného odpadu. V CR se podminky hlubin-
ného uloziste fesi pro prostiedi krystalickych hornin, jako
jsou granity, metamorfity, stejné jako napt. ve Finsku
a Svédsku. V téchto zemich je proces vystavby wloZist
v pokrogilejsich fazich nez v CR a lze tedy jejich zkuge-
nosti a védecké analyzy aplikovat i na naSe podminky
a spolupracovat s jejich organizacemi zajistujicimi vybu-
dovani a spravu téchto areali. Ve Svédsku je touto odpo-
védnou organizaci SKB (Svensk Kéarbréinslehantering
Ab) a ve Finsku Posiva. V obou zemich jsou jiz vybudova-
né podzemni laboratofe pro ovétovani podminek a vyzkum
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v hlubinnych geologickych formacich, ve Svédsku je to
laborato¥ v Aspd s jiz navrzenou finalni lokalitou
Forsmark', ve Finsku je to laboratof Onkalo na ostrové
Olkiluoto, kde bude umisténo i samotné ulozisté. Finsko je
také zemi, kterd je ve vyvoji hlubinného ukladani nejdale
a jako prvni rozhodlo o finalni lokalit¢ budouciho ulozis-
t&%. Ob& zmiiiované zemé vychézi z koncepce oznacované
KBS-3, kdy je vyhotelé jaderné palivo umisténo v kontej-
nerech z médi s ocelovou vlozkou, dal$i bariéra bude tvo-
fs::na3 bentonitem a hloubka ulozeni bude cca 400-500 m
(cit.”).

2. Vyhorelé jaderné palivo

Nejpouzivanéjsim jadernym palivem na bazi disperz-
nich keramickych materiald je oxid uranicity. Vyhody
oxidické keramiky jsou vysoka teplota tani, teplotni stabi-
lita, dobte zadrzuje §tépné produkty, je velmi dobie koroz-
né¢ odolna a radia¢né stabilni. Vlastnosti, které ovliviuji
chovani paliva z UO,, jsou hustota, porozita, stechiome-
tricky pomér kysliku a uranu, $t€penim zplisobené zhust'o-
vani a restrukturalizace®. Nevyhodou je nizké hustota §t&p-
nych jader, nizk4 tepelnd vodivost, nizkd odolnost viici
rychlym teplotnim zméndm a kiehkost.

Keramicka paliva jsou ulozena v palivovém proutku
pokrytym zirkoniovymi slitinami ve form¢ tablet, prostor
mezi palivem a jeho pokrytim je vyplnén heliem pro lepsi
prestup tepla (viz obr. 1). Proutek je tvofen souborem pelet
o primérech 7,6 mm a vySce 9—14 mm u paliva z EDU
(elektrarna Dukovany) s oznacenim Gd-2, trubka pokryti
palivového proutku miize mit priméry naptiklad 9,1 mm
u paliva zreaktoru VVER 440 (vodo-vodni energeticky
reaktor o vykonu 440 MWe) nebo 10,75 mm u paliva
z reaktoru VVER 1000 (vodo-vodni energeticky reaktor
ovykonu 1000 MWe)’. Podoba palivovych tablet se
s ménicimi se naroky na palivovy cyklus neustale vyviji
a upravuje. Star$i typy paliva s centralnim otvorem tablet-
ky byly rozmérové ménény, byl ménén také stupen oboha-

Palivo
Pokryti paliva

Mezera (He)

Obr. 1. Prifez palivovym proutkem
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ceni a zmenSovan pramér centralnitho otvoru na 1,6 az
1,2 mm. Centralni otvor snizuje teplotu ve stfedu tablety
a dava prostor vznikajicim plynnym S$t€pnym produktim.
Nové typy paliva ruské firmy TVEL, jako je napriklad
uran-gadoliniové palivo druhé generace s oznacenim Gd-
2M+, jiz nemaji centralni otvor, coz vede ke zvyseni vyko-
nu navySenim mnozstvi uranu. Palivo je obohaceno izoto-
pem uranu 235 na hodnotu 4,38 % a byla zvySena stfedni
velikost zrn v peletce na 25 um, coz vede k mensimu uni-
ku §t&pnych produkti z nitra peletky. Cela tabletek maji
cockovité vybrani, takze dochazi ke kontaktu pe;_letek pou-

Pro ucely dal§iho nakladani s vyhofelym jadernym
palivem existuji databaze jaderného paliva, zahrnujici
poCty a historii palivovych sobord, technické parametry,
izotopové slozeni atd. Obecné obsahuje vyhotelé jaderné
palivo cca 95 % ***U, 1% *°U, 3 % $tépnych produktt

(dlouhodobé napt. *°Cs, 1, *Tc), 1 % transurant (napi.
239Np, (239,240,241,242)1)[1’ (241’243)Am, (244,245)Cm)6'

2.1. Zmény v palivu béhem palivového cyklu

Béhem vyhotivani paliva v jaderném reaktoru docha-
zi u palivovych tabletek k tzv. dospékani, coZ ma za nasle-
dek zmensSeni priméru tabletek, postupné se vSak zacina
projevovat vliv napuchani paliva a primér peletek se zvét-
Suje v dusledku generovani zejména plynnych Stépnych
produktt. S rostoucim stupném vyhoteni dochazi ke zuzo-
vani mezery mezi palivem a pokrytim az ke kontaktu
a zvySovani tlaku na palivové pokryti. V dasledku ptsobi-
cich vlivi se tabletky paliva deformuji do bambusovitého
tvaru’.

Znacna cast produktli vznikajicich béhem Stépné re-
akce jsou plyny, naptiklad Kr, Xe, Cs, I, a ty mohou mit
vyrazny vliv na chovani jaderného paliva. Pii integral-
nich davkach vznikaji malé bublinky s rozmérem pfi-
blizn¢ 65 nm. Bublinky zlstavaji na dislokacnich ¢arach,
na hranice zrn se dostdvaji pouze ty, které se nachdzeji
v jejich blizkosti. Bublinky o vétSich rozmérech migruji na
hranice zrn, kde dochazi k jejich pohlcovani. Pti dosazeni
velikosti 450 nm se bubliny za¢nou pohybovat podél hranic
zrn, vytvareji vysoky tlak a podili se na tvorbé sloupcovitych
krystalti. Pii velikostech 700 nm, teplotach vysSich nez
1700 °C a za vysokého tlaku budou bubliny migrovat déle,
bude dochazet k vzrustu povrchové difuze a vypafovani
U0, (cit.”'%).

Za bé&znych podminek béhem provozu reaktoru do-
chazi ve struktuie paliva k zdsadnim zménam vhledem ke
zna¢nému teplotnimu gradientu. Teploty v centru peletek
se mohou pohybovat kolem 2000 K, zatimco na povrchu je
teplota kolem 800 K diky chladicimu médiu vné palivo-
vych souborti. Struktura zrn paliva bude v riznych oblas-
tech peletek rizna, tyto zmény maji vyrazny vliv na vykon
paliva, tepelnou vodivost, pevnost aj.

Struktura zrna a také poréznost souvisi s teplotami,
jimz je palivo vystaveno. Pfi relativné nizkych teplotach
jsou zmény ve velikostech zrn a pdrovitosti v prifezu pele-
ty malé s mirnym riistem zrn ve stfedu. Vyjimkou z tohoto
tvrzeni je struktura okrajové vrstvy paliva, kdy je porozita
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v hloubce do nékolika pm nékolikandsobné vyssi

avelikost zrn je men3i neZ v neozifeném materialu'?.

V obvodu pelet je zvySena hodnota vyhofeni materiald, az

na dvojnasobek priméru, ktera je spojend s vySSim obsa-

hem §tépnych produkti, piedevsim *°Pu, a zvysena inten-
zita o zateni''.

Béhem spalovani paliva v reaktoru vznika celd fada
Stépnych produktii a aktinidd s velmi rozdilnymi rozpust-
nostmi v zdkladni matrici. Podle mist jejich vyskytu
v palivu je lze rozdélit do tii kategorii:

1. Stépné produkty nachézejici se v mezefe mezi pali-
vem a pokrytim (Cs, I).

2. Stépné produkty migrujici k hranicim zrn paliva bud’
ve form¢ plynnych §tépnych produktti, nebo pevnych
Stépnych produkti jako napt. perovskity ((Ba, Sr)
Z1r0;) nebo &-faze kov (Mo, Ru, Rh, Pd, Tc¢).

3. St&pné produkty a aktinidy a lanthanoidy, které jsou
zadrzeny v matrici paliva.

Vice nez 90 % radionuklidi patii do tieti kategorie

a predpoklada se, Ze jejich uvoliiovani z paliva se bude

fidit rychlosti rozpousténi matrice oxidu uranu. Rychlost

uvolnovani radionuklidi druhé kategorie bude také tizena
degrada¢nimi procesy matrice paliva'>.

2.2.Zmény v palivu béhem ulozeni v hlubinném
ulozisti

Koncepéni feseni multibariérového obalu vysoceak-
tivniho jaderného odpadu pro hlubinna ulozisté pocita se
zajisténim izolace radioaktivnich produkti od zivotniho
prostredi po tisice az desetitisice let pomoci GloZnych oba-
lovych souborti. Fyzikdlné-chemické plsobeni prostredi
hlubinnych ulozist' ovSem z dlouhodobého pohledu nako-
nec pusobi jejich selhani, které povede ke kontaktu vlhkos-
ti a paliva. Vytvofenim vodniho filmu na povrchu paliva
mohou potencidlné nastat oxida¢ni podminky vedouci
k degradaci paliva a uvoliiovani radionuklidi.

Pro ptipady selhani inzenyrskych bariér byly vytvore-
ny dva modely"’:

IRF (frakce s okamzitym uvolnénim) — pro piipady
nahlych kratkodobych unikl §tépnych produktti z riznych
palivovych mikrostruktur porusenim v kanystru, napiiklad
z hranic zrn, lemu paliva, mezery mezi palivem a pokry-
tim,

MAM (model modifikace matrice) — model spojeny
s prunikem vody, jeji radiolyzou a naslednym rozpousté-
nim matrice oxidu uranu.

Viiv radiolyzy vody

Sledovany kriticky faktor uvolfiovani radionuklida
z matrice uranu bude fizen rychlosti degradace matrice
samotné. Prestoze je uran v palivu v tetravalentnim oxi-
dacnim stavu jen velmi malo rozpustny v redukénich pod-
minkéach vyskytujicich se v tlozistich, jeho rozpustnost se
muze vyznamné zvysit za piitomnosti vlhkosti. V ptipadé
kontaktu vody a vyhotelého jaderného paliva bude voda
vystavena ucinkim o, B a y zafeni. OvSem vzhledem
k tomu, ze hladiny B a y zéfeni klesnou na bezvyznamnou
aroven po uplynuti cca tisice let, zatimco zafeni o pretrva-
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va po mnohem del$i ¢asové obdobi, uvadi vétSina studii
predevsim vliv a zafeni na oxidaci a rozpousténi UO,.
o ¢astice mohou predavat svou energii vodnimu prostiedi
do limitované vzdalenosti, ktera je odhadovana na <45 um
od povrchu paliva'®.

Vlivem radiolyzy vody vznikaji na rozhrani voda/
UO; oxidaéni podminky, které mohou urychlit rozpousténi
matrice (viz obr. 2). B€hem radiolyzy vody vznika soubor
produktii, jako jsou radikdly OHe, OH,e, e, , He nebo
molekuldrni formy H;O", H,, H,0, v koncentracich, které
zavisi na povaze a davce zafeni. Déle mize vznikat O,,
coz neni primarni radiolyticky produkt, ale vznikd rekom-
binaci primarnich produktt nebo reakcemi H,0, (cit.”).

Nékteré produkty vnikajici béhem radiolyzy mohou
v systému pusobit jako depolarizatory:

*OH+e — OH

OHz' + HQO +3e¢e - 30H

H202 +2e —-20H

Nekteré produkty radiolyzy mohou korozi i zpomalo-
vat, napft.:

H202 — 2 I‘IJr + 02 +2e

Na druhou stranu pfi této reakci vznika O,, ktery pu-
sobi jako depolarizator. Obecné plati, ze produkty radioly-
zy vétSinou urychli proces koroze kovu, ale mohou zptiso-
bit i jeho pasivaci. Dal§im ptfikladem produktu, ktery miize
zpomalovat radiolytické procesy, je vodik vznikajici pfi
ptipadnych koroznich procesech ulozného obalového
souboru (UOS).

Pro ulozené jaderné palivo v dlouhodobém pohledu
uvazujme nejsilngjsi vliv a ¢astic, které pii radiolyze vody
prednostné vytvateji molekuldrni formy produktd (napf.
H,0,, H,, O,) pred radikaly a tyto vznikajici molekuly se
tvoii v blizkosti paliva. Cast znich naslednd reaguje
s povrchem paliva oxidaci U" na UY', ktery je mnohem
vice rozpustny (zejména za pritomnosti uhli¢itanti). Na-
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sledné dojde k rozpousdténi UY! za ucasti vodnich ligandi
OH", HCO; aj. a uvolnéni radionuklidi do roztoku
ak tvorbé anorganickych komplexti. Uran ve vodném
roztoku se pak muze vysrazet lokalné na povrchu paliva
nebo v blizké oblasti, coz zavisi na redoxni rovnovaze
a chemii vody'” .

Experimentalni prace prokazaly, ze pro prostfedi tlo-
ziSt' jsou ve vétsiné piipadl limitujicim faktorem zmén
v palivu radiolyza vody a oxidace matrice UO,, vétSina
soucasnych vyzkumu se proto i nadale zamétuje na studi-
um stupnt radiolyzy a oxidace.

Chovani ulozené¢ho vyhotelého paliva bude ovliviio-
vat nejen proces radiolyzy vody, ale také korozni procesy
UOS a jejich produkty a sloZeni podzemnich vod, bentoni-
tu i okolni horniny. Mlze zde dochazet ke vzniku kom-
plext, precipitaci, iontovym vyménam atd. Nicméné stale
neni zndmo mnoho parametri pro modelovani vlivu téchto
procesit a muze byt slozité posoudit ucinek navzajem si
konkurujicich procesi v podminkach méniciho se teplotni-
ho a radia&niho pole a pritoka ',

Viiv riiznych parametri prostredi na chovdni paliva

Hodnoty pH v prostiedi vétSiny tlozist' se pohybuji
vrozmezi 5 az 10, s vyjimkou téch, které jsou zaplaveny
solankou s obsahem Mg, kde je oc¢ekavano pH < 5. Tyto
hodnoty pH nebudou mit vyznamny vliv na rychlost koro-
ze UO,. Hodnota pH miize ale ovliviiovat chovani povr-
chovych vrstev na palivu v ur€itém rozmezi potencialt —
100 mV < E <+300 mV, kdy ovliviiuje tvorbu tisad koroz-
nich a dal$ich slozek prostfedi, a tim urychluje nebo brzdi
rozpousténi paliva'.

Piedpoklada se, ze uhli¢itany budou mit nejvétsi vliv
na urychleni rozpoustécich procestt ze vSech ostatnich
moznych slozek podzemnich vod. Vliv uhli¢itanu muze
byt kategorizovan jako funkce koncentrace:

H,0

-/

Radiolyza vody

r'y

Ulozny obalovy soubor
Degradace kovowvych obalovych materidld

H,O + Me = H, + korozni produkty

H,0;, 0H", H,, 0,

Precipitdty
Komplexy
Koloidni formy T

\""'-—J

Vyhorelé jaderné palivo

NS uv sy

Obr. 2. Hlavni procesy snizujici Zivotnost vnitinich ploch uloZného obalového souboru
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1.V nepfitomnosti uhli¢itanu se akumuluji nanosy koroz-
nich produktl a potlacuji rychlost rozpousténi.

2. Nizké koncentrace <10 moll™"; prevladajici vliv
uhli¢itanu zvysuje rozpustnost UO,*’, coZ zabrafiuje
usazovani koroznich produkta.

3. Stiedni koncentrace 10°-10"" mol I''; HCO; /CO;* je

kineticky zapojen do procesu rozpousténi tvorbou po-

vrchovych meziproduktii.

Vysoké koncentrace uhli¢itanu ve fazi, jako je

UO,COs;, zacinaji omezovat rychlost. rozpousténi

areakce se stava stdle méné zavislou na koncentraci

uhli¢itanu".

Mezi dalsi dulezité slozky patfi Gisady a komplexy,
které zpomaluji rozpousténi UO, podporovanim tvorby
usazenin koroznich produktd s extrémné nizkou rozpust-
nosti. Elektrochemické experimenty ukazuji, Ze zaclenéni
Ca’ a Si0,* do filmu koroznich produkti na povrchu
vede k rychlému potlaceni rozpousténi. Uvoliiovani radio-
nuklidl z palivového souboru mutize byt ve vzdalenéjsich
polich zpomalovano sorpci na mineralni povrchy, dal$im
zpusobem zadrzovani je tvorba komplex.

Komplexy tvoifi hlavné aktinidy a nenabité radio-
nuklidy s hydroxylovymi skupinami kifemiku, hliniku
a oxidu zeleza. K sorp¢ni kapacité pfispivaji také fosforec-
nany a uhli¢itany. Proces je reverzibilni, a pokud koncen-
trace volnych radionuklidi poklesne, mohou byt z kom-
plexii opét uvolnény?'.

Mobilita radionuklidu

Z dlouhodobého pohledu radiotoxicity ulozenych
radioaktivnich odpadl prevlada vliv aktinidd, jejichz roz-
pustnost je za redukénich podminek velmi nizkd, naopak
sorpce na mineralni povrchy je vysokd. Mezi malo roz-
pustné prvky v redukénim prostedi podzemnich vod patii
¢tyfmocny uran, a proto bude jeho uvoliiovani pomalé.
Naopak n&které produkty $tépeni, napi. *Tc, "¥I, %'Np,
jsou za ur¢itych podminek rozpustné ve vodé a také se
méné sorbuji v horninovém prostiedi, a proto jsou mobil-
néjsi nez ostatni.

Geochemicka mobilita U a Pu, stejné jako nékterych
dlouhodobych t&pnych produkti, jako jsou "Se a *Tc, do
znaéné miry zavisi na redoxnich podminkach a oxida¢nich
stavech aktinidd. V podminkach tlozi$té miZze uran exis-
tovat jako sloucenina nebo komplex v roztoku ve dvou
oxida¢nich stavech U" nebo U\, ktery je mnohem vice

vvvvvv

v prirodnich vodach existuji potencialné Ctyfi rizné oxi-
daéni stavy. Vys$si oxidaéni stavy leh¢ich aktinidd tvoii
stabilni uhli¢itanové komplexy, které zvysuji koncentraci
aktinidl v roztoku. Obecné plati, Ze redukce aktinidi vede
k niz8i rozpustnosti a zvySené tendenci absorbovat se na
mineralni povrchy'**'.

K transportu radionuklidii tlumicimi a vypliovymi
materialy dojde po jejich mobilizaci z matrice odpadu.
Teprve az se radionuklidy uvolni z matrice paliva, kde je
mohou brzdit i vznikajici vrstvy koroznich produkti,
a projdou materidly inzenyrskych bariér, mohou migrovat
hostitelskou horninou. Transport uvolnénych rozpusténych
radionukliddi zde mize probihat difuzi nebo advekci, a to
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pro ruzné radionuklidy rdznou rychlosti. Proto se i do kon-
taktu s okolnim prostfedim budou transportovat postupné,
podle doby migrace témito bariérami. Naptiklad mobilni
radionuklidy *°Cl se mohou objevit za nékolik desitek
tisict let, zatimco méné mobilni radionuklidy, napt. **'Np,
za mnohem del§i dobu®'.

3. Zavér

Keramické pelety paliva UO, se b&éhem palivového
cyklu vlivem vyhotivani méni, a to jak mirou vyhoteni
paliva, tak i rozlozenim a pisobenim vznikajicich produk-
th Stépeni. Stav paliva na konci palivového cyklu po vy-
jmuti z reaktoru miize mit vliv i na Zivotnost paliva béhem
ulozeni v hlubinném ulozisti. Zna¢né ¢ast produktli vzni-
kajicich v palivu jsou plyny, napi. Kr a Xe, které zptisobuji
zvySovani tlakt v palivovém proutku a dochazi k deforma-
ci peletek. Bublinky plynt, ale i dalsi $tépné produkty
mohou zlstavat ve struktuie UO,, ale také mohou migro-
vat po hranicich zrn a napomahat tak krystalovym zméndam
paliva. Dale dochazi k vytvofeni specifické okrajové vrst-
vy peletek a k napuchani paliva. Zptisob vazani a rozlozeni
Stépnych produktii bude mit vliv i na mozné uvolnovani
radionuklidt z paliva béhem uloZeni.

V ptipad¢ selhani ostatnich bariér lozného obalové-
ho souboru dochazi k rychlému uniku plynt a $tépnych
produktii nahromadénych v mezefe palivo-pokryti, v okra-
jové vrstvé paliva a hranicich zrn v dal$i dlouhodobéjsi
fazi bude dochazet k degradaci a korozi matrice UQO,.
V této druhé fazi bude rychlost uvolfiovani radionuklidi
fizena rychlosti degradace matrice, pficemz uran samotny
ve form& U" je jen velmi malo rozpustny v redukénich
podminkach ulozisté. Zména podminek ov§em nastava pti
selhani ochrannych bariér a vniknuti vody k palivu. Prede-
v§im vlivem o zafeni dochdzi k radiolyze vody. Produkty
radiolyzy vody méni redoxni podminky systému, podili se
na rozpousténi vyhotelého paliva a dochazi k uvolfiovani
radionuklidi do prostfedi. Vliv pH v prostiedich hlubin-
nych ulozist' se nepovazuje za vyznamny, ale mize ovliv-
flovat chovani tsad a koroznich produktti. Korozni pro-
dukty, vznikajici komplexy a dal$i usady pochazejici
z degradace paliva, inZenyrskych bariér nebo z podzem-
nich vod mohou zpomalovat rozpousténi paliva tvorbou
mechanické bariéry a tim zpomaleni difuznich procest. Po
uvolnéni radionuklidi z matrice paliva dochdzi k migraci
prostiedim, ktera mtize byt ovliviiovana sorpci na mineral-
ni povrchy.

Pro bezpe¢nost hlubinného ukladani bude zasadni
chovani jednotlivych vrstev tloZzného obalového souboru.
Nezanedbatelnym faktorem bude tudiz i struktura pelet
paliva a jejich vliv na integritu nejbliz$i ochranné vrstvy,
tj. povlakovych trubek.

Financovano z uicelové podpory na specificky vysoko-
Skolsky vyzkum (MSMT ¢. A1_FTOP 2021 004). Prezen-
tované vysledky byly ddle financné podporeny Statnim
uradem pro jadernou bezpecnost v ramci projektu ,, Vyvoj
hlubinného wlozisté“, zakdzka SUJB ¢. j. SUJB/
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ONRV/7849/2015 a Ministerstvem Skolstvi, mladeze

a télovychovy — projekt LQ1603 Vyzkum pro SUSEN
(Prace byla realizovana na velké infrastrukture UdrZitelna
energetika SUSEN vybudované v ramci projektu
CZ.1.05/2.1.00/03.0108 a
CZ.02.1.01/0.0/0.0/15_008/0000293).

Seznam zkratek

SKB $védska spolec¢nost odpovidajici za stavbu hlu-
binného uloziste¢ (Svensk Karnbrinslehantering
Ab)

EDU elektrarna Dukovany

VVER  vodo-vodni energeticky reaktor

MWe megawatt elektricky

PCMI  mechanickd interakce pelet a pokryti paliva
(Pellet-Cladding Mechanical Interaction)

IRF frakce s okamzitym uvolnénim (Instant Release
Fraction)

MAM  model modifikace matrice (Matrix Alteration
Model)

Uos ulozny obalovy soubor
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A key issue in the safety of spent nuclear fuel storage
is the lifetime and effectiveness of barriers isolating the
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Kolem nés je mnoho sekunddrnich metabolitti, které
maji podstatny (at’ jiz pozitivni, nebo negativni) vliv na
zdravi lidi, zvifat i rostlin. Tento Casopis se jich dotyka ve
svych prehledovych ¢lancich pomérné casto, protoze re-
dakce zastava nazor, Ze je nutno bojovat proti vzristajici-
mu (zejména internetovému) tmarstvi, které tuto oblast
zkaluje mnoha bléboly, jako napiiklad o ,,bilém zlu* cuk-
i, octa, soli, mouky a tak podobné, a které Sifi Skodlivé
nepravdy jako naptiklad, Ze ,,bily destilovany ocet a vinny
ocet (ve kterych je prevladajici substanci ,,kyselina aceto-
nova®) ... vznika kvasenim kyselych alkoholickych teku-
tin“ (cit."). Tudiz tento &lanek voln& navazuje na &lanky
o chutich a barvach®®, alkaloidech?, konopiS, kofeinu®
apod. proto, aby se vefejnosti dostalo rozumnych infor-
maci.

Titulni sloucenina zvana DHEA je chemicky (3[3)-3-
-hydroxyandrost-5-en-17-on, znamy také pod pojmenova-
nimi jako 17-chetovis, 17-hormoforin, 3B-hydroxy-A’-
-androsten-17-on(e), androstenolon(e), astenil(e), dehydro-
epiandrosteron(e) (DHEA, téz DHA), deandros, dehydro-
isoandrosteron(e), diandron(e), EM 760, GL 701, IM 28,
immunor, intrarosa, NSC 9896, prasteron(e), psicosteron(e),
siscelar plus, trans-dehydroandrosteron(e) (TDA), A’-andro-
sten-33-ol-17-on(e). DHEA je latkou, ktera je znama i pod
oznacenim ,,hormon mladi“ (ale i jako ,,matka hormont*,
,zazracna pilulka®, ,,pramen mladi“, ¢i ,,protilatka proti
starnuti“’) bud’ sama, nebo v konjugované formé& svého
esteru s kyselinou sirovou (DHEAS)*®, jehoz hladina je
v organismu mnohem vys§i. Hormonem mladi byla nazva-
na, protoze mezi 20. az 30. rokem lidského Zivota zacne
jeho hladina rapidng klesat'’, a protoZe jeho suplementace
u starSich lidi pfinesla nejen zlepSeni sexualnich funkci,
ale i snizeni vyskytu depresi a obav, spolu se zlepSenim
pocitu ,,well-being“'"'? i kdyz se vyskytly i hlasy, které
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s vy$e popsanym nesouhlasi'’. BohuzZel Ize nalézt pouziti
zkratky DHEA 1 pro jiné slouceniny, jako napf. dokosahe-
xaenoyl-ethanolamin (2-amino-1-hydroxytetrakosa-
4,6,8,10,12,14-hexaen-3-on) a zkratku DHA pro dokosa-
hexaenovou kyselinu, pfi¢emz obé latky rovnéz plsobi na
CNS a jsou zkoumany v souvislosti s endokanabinoidy".

Neni divu, ze si u DHEA pfiroda vybrala konjugova-
nou formu, protoze zatimco DHEA ma logP = 3,44, odpo-
vidajici sulfat DHEAS ma logP =1,94, z ¢ehoz plyne mno-
hem lepdi rozpustnost ve vods, a tim i biodostupnost'.
T¢lo si tento steroid vyrobi z cholesterolu (cholesterol
— pregnenolon — 17-OH-pregnenolon — DHEA) a je
vylugovan v kiife nadledvin'®. Jako steroidni hormon hraje
dilezitou roli nepfimého meziproduktu na metabolické
cest¢ k androgenim a estrogenim. Muzi ziskavaji
z DHEA 50 % svého testosteronu a zeny 75 % svého es-
trogenu, u postmenopauzalnich zen dokonce 100 % estro-
genll. Je zajimavé, ze DHEA nevykazuje typické anabolic-
ké vlastnosti, 1 kdyZ je za androgenni anabolikum povazo-
van; v této souvislosti stoji za pripominku, Ze zvySeny
pomér kortisolu k DHEAS v séru miiZze byt rizikovym
faktorem vzniku sarkopenie (typ ztraty svalové hmoty)
u starich pacient s diabetem'”. Existuji viak i studie, ve
kterych je popisovano snizovani rastu celkové vahy pii
obezitd'*. DHEA zlepsuje celkové metabolismus cukri
a dokonce snizuje oxidativni stres zpisobeny cukrovkou'’.
DHEA snizuje LDL, takze se zda byt v této oblasti vhod-
nym sparingpartnerem 24-epibrassinolidu®.

Na zdklad¢ zndmych imunomodulacnich vlastnosti
DHEA probéhl vyzkum jeho pouziti pfi autoimunitnich
onemocnénich, jako systémovy lupus erythematodes™.

~~~~~

zkoumano i v procesu lé¢eni astma a dalSich chorob, jako
Crohnovy nemoci a ulcerézni kolitidy a dalsich”. Celkové
DHEA podporuje imunitu organismu. Lidé nakazeni HIV
maji velmi nizké trovn& koncentrace DHEA (cit.”®). Stu-
die ukazuji, ze muzi i Zzeny nakazeni HIV po podéni
DHEA vykazovali lepsi mentalni funkce a zvySeni imuni-
ty”*. DHEA mize blokovat reaktivaci choroby, najmé
u HIV-1.

Snizeni koncentrace DHEA (o cca 2 % ro¢n¢) vede
nakonec k blokovani artérii srdce a k infarktu myokardu,

zejména u muzi>. Doplnéni DHEA sniZuje stupefi hyper-
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protodioscin

tenze, nebezpeCi ischemické choroby srde¢ni a atero-
sklerdzy. Dtlikazy pro inverzni vztah mezi hladinou DHEA
a kardiovaskularnim rizikem jsou pomé&rmé silné**. Jsou téz
diikazy o pfiznivém ptsobeni DHEA na hlavni onemocné-
ni plicniho ob&hu — plicni hypertenzi®’. Vyskytly se i pra-
ce, které doporucuji zkoumani vlivu DHEA na onemocné-
ni COVID-19 (cit.*®).

DHEA muze zlepsit mineralni hustotu kosti u Zen
imuzi s osteoporézou a osteopenii®. Existuje mnoho
studii, které ukazuji pozitivni plisobeni DHEA proti
Hstarnuti. Jiz citované snizovani koncentrace DHEA
s vékem vede k vyssi incidenci vaznych nemoci. Udrzova-
ni Urovné koncentrace DHEA ma4 vliv na celkovy obraz
pacienta, prispiva i k udrzeni svalové aktivity a fyzické
vykonnosti. Studie na hlodavcich ukazala, ze DHEA muze
prodlouzit zivot az o 50 %, pokusné objekty vypadaji mla-
dé a nesedivi*®?'.

Je pravdépodobné, ze po menopauze DHEA muze
napomadhat udrzeni koncentrace Zadoucich steroidd. Miize
usnadnit oplodnéni, zlepsit sexualni funkce, metabolismus
a ,,well-being®. Suplementace DHEA se ukazala byt uzi-
teCna pii zvladani posttraumatickych stavi a zlepsSeni
abstinence u zavislosti. Byly nalezeny efekty DHEAS jako
anxiolytika a prostfedku tlumiciho agresi. Celkové DHEA
(S) prispiva k podpote ,,well-being™ a k pozitivnim emo-
cim, pfipadné ke zvySeni pozornosti a celkové pracovni
paméti*? >,

Zda se, ze miize snizit vyskyt rakoviny prsu®’ a endo-
metria, nicméné¢ zde se doporucuje administrace DHEA
ruku v ruce s Iékafem, protoze existuje nebezpeci hormon-
senzitivnich nador®®, které je viak i zlehdovano®’.

Bylo prokazano, Ze suplementace DHEA u muzi
s poruchou erekce zpusobila zlepSeni erekce na dostatec-
nou uroveii’®. DHEA dokonce zlepsuje kvalitu semene
u muzi s poruchou fertility®”.

Obecné je DHEA dulezity v endokrinologii a neuro-
endokrinologii. Mnoho receptorti je aktivovano DHEA,
Casto vSak na rozdilnych urovnich nez b&zné ligandy.
DHEA je dilezitym regula¢nim nastrojem pro fadu moz-
kovych funkci. Pasobi jako ligand na né€kterych signalnich
kanalech® a je mozkovou tkani piimo produkovan. Tato
zjisténi ukazuji na Sirokou skalu aktivit pfipisovanych
DHEA*'. Lékati a endokrinologové u nas dlouho bojovali
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0 moznost pouziti DHEA pro jeho mnohocetnou biologic-
kou aktivitu, le¢ stale narazeli na prekazku, ze tato latka
ijeji derivaty (7a-hydroxy-DHEA, 7p-hydroxy-DHEA
a 7-keto-DHEA) jsou dodnes povazovany za anabolické
androgenni steroidy, doping® a u nas navic tato latka ne-
byla k dispozici®. Dnes se volné prodava, jako doplngk
stravy napt. v Mad’arsku a na Slovensku. I v literatuie se
vSak do¢teme o anabolickém ptisobeni DHEA pii sarko-
penii** a anorexii®’.

Nase sféra ,,Cistého* sportu se spoléha na informaci,
ze ze steroidniho glykosidu protodioscinu (z kotvicniku
zemniho (Tribulus terrestris), ziejmé dovezeného jako
extrakt z Ciny a prodavaného i v 1ékarnach jako prostiedek
pro zlepsSeni nasi pohlavni kondice, vykonnosti a zdravou
hormonalni aktivitu) si DHEA organismus vyrobi sam.
Vzhledem ke struktufe o tom lze velmi pochybovat.

Nicméné pripravek Intrarosa, ktery obsahuje jako
1é¢ivou latku DHEA, ziskal kladné stanovisko EMA v roce
2017 jako 1éCivy pripravek pouzivany k lécbé postmeno-
pauzalnich Zen se stiedné zavaznymi az zavaznymi ptizna-
ky vulvélni a vaginalni atrofie. U Zen s vulvalni a vaginal-
ni atrofii se sténa pochvy a okolni tkané ztenc¢i a mohou
zpusobit pfiznaky, jako je suchost, podrazdéni a boles-
tivost v oblasti genitalii a bolestivy pohlavni styk. Bylo
prokazano, ze ptipravek Intrarosa zlepSuje strukturu vagi-
nalnich tkani a ma mirny tlumici G¢inek na bolest pifi po-
hlavnim styku a ma piijatelny bezpe¢nostni profil*®. Pouzi-
va se jako vaginalni kulicka a u nas je na lékatsky predpis.
SUKL o jeho dostupnosti v CR nemé informace*’.

V Ceské ,,8edé” literatuie se traduje nazor, ze se
DHEA pfetvaii v organismu na testosteron, coz potvrzova-
li muzi, ktefi del$i dobu skoro tajné uzivali DHEA ¢&i
DHEAS. Byli to vétSinou experimentatofi, kteti pfiznivé
hodnotili libido a erekci, ale také vzrist télesné sily a men-
talnich schopnosti, véetné zlepseni paméti*’; avsak nadby-
tek muzskych pohlavnich hormont se davé i do souvislosti
s nékterymi zhoubnymi nemocemi, napiiklad s nadory
prostaty u muzi*®. EMA vsak uvadi, Ze nejb&Zn&jsim ve-
dlejs$im ucinkem ptipravku Intrarosa (ktery muze postih-
nout az 1 z 10 Zen) je vaginalni vytok. Ptipravek Intrarosa
se nesmi pouzivat u pacientll s nasledujicimi stavy: krva-
ceni z pohlavnich organt, u nichz nebyla diagnostikovana
pfi€ina, diagndza nebo podezfeni na rakovinu prsu nebo
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rakovinu zavislou na estrogenu, ptredchozi rakovina prsu,
nelécend hyperplazie endometria (zesileni délozni slizni-
ce), akutni (kratkodobé) onemocnéni jater, pfedchozi one-
mocnéni jater, kde jsou jaterni funkéni testy stale abnor-
malni, pfedchozi nebo soucasny zilni tromboembolismus
(tvorba krevnich srazenin v zilach), trombofilni poruchy
(abnormalni srazeni krve), aktivni nebo nedavné arterialni
tromboembolické onemocnéni (zpisobené krevnimi sraze-
ninami v tepnach), porfyrie (neschopnost rozkladat che-
mické latky zvané porfyriny).

S latkami, jako je DHEA, se setkdvame ve védeckém
badani, sportovni medicing, ale i na trhu Sedé ekonomi-
ky*. Je proto uZite¢né o nich védét najmé to, co udava
soucasna odborna literatura.
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M. Jurasek?, L. Starka®, and P. Drasar® (“ Institute
of Natural Chemistry, University of Chemical Technology,
Prague, " Institute of Endocrinology, Prague): About the
Hormone of Youth

DHEA, prasterone, (3)-3-hydroxyandrost-5-en-17-one,
is a natural secondary metabolite that is, mainly in its sul-
phated form, present in young humans. After the age of 30
its concentration gradually lowers. When it is supplement-
ed to the elderly people, their well-being and sexual func-
tions grow up together with mental capacity. Alternatively,
it may help to cure number of diseases. However, as it is
considered to be anabolic androgen, i.e., doping, its use is
in the Czech Republic limited on the medical prescription
only.

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

Keywords: DHEA, prasterone, hormone of youth, well-
being, doping
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1. Uvod

V piehledném referatu o potencialné negativnim do-
padu dlouhodobého pouZivani nanoéastic stiibra' (AgNP)
byly zminény dosavadni poznatky o jejich plsobeni na
prokaryotické a eukaryotické mikroorganismy, na jednotli-
vé burky, populace a spoleCenstva vodniho prostiedi.
V tomto navazujicim referatu se pozornost zaméfuje na
moznosti vyuziti AgNP pfi Gpravé a recyklaci vody a pti-
padné i jejich negativnim dopadem na uspéS$nost procesu
¢isténi odpadnich vod.

Frekventované pouzivani AgNP v Sirokém spektru
aplikaci miZze pfinaSet urcita ekologicka rizika (viz obr. 1).
Redlné riziko predstavuje stiibro a AgNP, které se uvolnuji
z povrchi, materiald, ptipravkd, aplikaci apod. a dostavaji
se spolu s odpadni vodou do &istirenskych zafizeni a dale
do recipienti. Vzhledem k antimikrobidlnim vlastnostem
stifbra existuje realny predpoklad, ze by AgNP mohly
ovliviiovat funk¢nost Cistirenského procesu. Tento piedpo-
klad se tykd zejména citlivého biochemického procesu
v aktivacnich nadrzich, biocendzy aktivovaného kalu
a procesu nitrifikace, tzn. biochemické aktivity nitrifikac-
nich bakterii. V odstrariovani stfibrnych iontl jsou Cistirny
odpadnich vod pomérné uc¢inné. Vice nez 90 % stiibra se
zachyti v kalu, ktery se tak stdva rezervoarem stfibra.
Vzhledem k tomu, ze kal z Cistirny miZze byt nasledné
vyuzit v zemédé€lstvi (s ohledem na platné legislativni
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Obr. 1. Mechanismus kolobéhu AgNP v Zivotnim prostredi
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predpisy v Ceské republice dané zakonem o odpadech
¢. 541/2020 Sb.) a v krajnim ptipadé mize byt skladkovan,
méla by mu byt vénovana zvysena pozornost. Pied aplika-
ci kalu v zemédé¢lstvi je nutna jeho tGprava, kterd zahrnuje
hygienizaci i odstranéni vybranych polutantii. Prestoze se
v ramci kontroly obsahu rizikovych latek zjistuje obsah
tézkych kovul, napf. arsenu, rtuti, kadmia nebo chromu,
obsah stiibra neni viibec sledovan®.

2. VyuZiti nanocastic stiibra v systémech
upravy a recyklace vody

Nanotechnologie by mohly pfinést feSeni problémi
technologickych procest spojenych s odstranovanim pro-
blematickych kontaminantii z vody a umoznit tak lidem
snadng&j3i piistup k pitné vodé&®. V soucasné dobé je klico-
vy svétovy nedostatek pitné vody, zejména v rozvojovych
zemich se s nedostatkem potykd témér 1 miliarda lidi.
Proto stale vice stoupa potieba alternativnich vodnich
zdroji a moznost opétovného vyuziti odpadnich vod, a to
zejména pro oblasti s nedostatkem vody*®. Zdroje
a mnozstvi pitné vody jsou v poslednich letech také ovliv-
nény klimatickymi zménami, proto obavy vzristaji nejen
kvili ubytklim zdroj vody, ale rovnéz kvili zhorSujici se
kvalité vody. Kvalita vody zavisi vyznamné na hospodare-
ni v dané oblasti. Nadmeérné hnojeni anebo nesetrné obde-
lavani zemédé€lské pudy vede k vyssi eutrofizaci vod
s negativnim dopadem na vodni ekosystém. Mezi nejpro-
nické latky, kovy, pesticidy a patogenni organismy*. Kon-
vencni technologie na upravu vody zahrnuji chemickou
upravu, odsoleni, filtraci a jako posledni stupen dezinfekci
vody (chlorace, ozonizace, UV zéfeni). B&Zné pouzivané
chemické dezinfekéni prostfedky ve vodarenstvi, jako je
napiiklad volny chlor, chloraminy a ozon, mohou reagovat
s riznymi slozkami ve vod¢ a vytvaret Skodlivé vedlejsi
produkty, kterymi jsou napt. trihalomethany nebo haloge-
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noctova kyselina, z nichZ mnohé jsou karcinogeny. Nékteri
patogenni prvoci, jako je napt. Cryptosporidium ¢&i Giar-
dia, jsou vi¢i béznym chemickym dezinfekénim prostied-
kiim a povolenym davkam rezistentni. Dezinfekce vody
pak vyzaduje extrémné vysoké davkovani dezinfekénich
prostiedkil, coz zvySuje tvorbu karcinogennich vedlejsich
produktd®. Pokud jde o ekonomickou néavratnost
v technologii vyroby a upravy vody, o provozni naklady
audrzbu objektd, jsou soucasné pouzivané technologie
chemické dezinfekce vody pomérné nakladné’. Proto je
potieba zajistit efektivni a ekonomicky vyhodnou techno-
logii pro Setrn&jsi zajisténi tpravy vody®, které by mohly
najit uplatnéni také pti nouzovém feseni nékterych havarij-
nich situaci’. Ur¢ité feSeni nabizi nanoastice stiibra. Na-
nocastice by mohly byt naneseny na vhodnych substratech
(podkladech), jako jsou napf. rizné typy membran a filtrd,
které se nejcastéji skladaji z uhlikovych nanotrubek, nano-
porézni keramiky, magnetickych nanocastic a dalSich ji-
nych nanomateriala’. Piiklad vzhledu membrany modifi-
kované nanocasticemi stfibra je patrny z obr. 2. Pii ptipra-
v¢é této membrany byly nanocastice stfibra aplikovany
piimo na povrch vicevrstvych uhlikovych nanotrubic, kte-
ré se nasledné jednoduchou filtraci zavedly na povrch du-
tého vlakna z polyakrylonitrilu. Takto pfipravena membra-
na vykazovala vyborné antimikrobidlni vlastnosti spojené
s jejim pomalejim zanasenim®. Vyhodou pii vyuZiti nano-
Castic je, ze dochazi pouze k jejich minimalnimu vyluco-
vani do zivotniho prostiedi, k nizsi ztraté jejich Gc¢innosti
a snadné separovatelnosti ze substratu’. V piipadé AgNP
je nutné piihlédnout k limitim ptipustné koncentrace stii-
bra v pitné vode, a proto je dilezité najit nové mechanismy
zabratiujici pfipadnému uvoliiovani stiibra béhem procesu
upravy vody.

AgNP jsou v soucasné dob¢ testovany v fadé experi-
mentalnich systému jako alternativni vyuziti v upravé vo-
dy za Gcelem snizeni davkovani chloru v systémech zaso-
bovani pitnou vodou'®. Tonty stiibra v mnoha ptipadech
synergicky zvySuji Gcinnosti dezinfekce vody chlorem,

Obr. 2. TEM snimek vicevrstvych uhlikovych nanotrubic s navazanymi AgNP (a) a SEM snimek jimi potaZeného povrchu mem-

brany z dutych vlaken o davce 1,45 g m 2 (b) (cit.®)
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chloraminy atd. Oxidac¢ni Cinidlo (chlor, chloramin atd.)
narusi bunéfnou sténu a ovlivni tak penetraci iontti do
bunky, kde nasledné¢ dojde kireverzibilni reakci
s molekulou DNA. Dalsi vysvétleni nabizi mozné vysraze-
ni stifbra v podobé AgCl pii vyssich koncentracich chloru,
coz zvySuje citlivost bakterii na stiibro''. V aplikacich
souvisejicich s dezinfekci a hygienickou nezavadnosti
pitné vody je stiibro nejcastéji pouzivano v domacich vod-
nich filtrech, ve kterych slouzi pro snizeni tirovné ristu
biofilmu ve filtru. Spolu s médi se stfibro vSeobecné pou-
ziva v systémech distribuce teplé vody v nemocni¢nich
zafizenich jako preventivni opatfeni proti kolonizaci bak-
terii rodu Legionella".

AgNP byly jiz n¢kolikrat usp&$né vyuzity pii dezin-
fekei pitné vody. Napfi. na pocatku 20. stoleti bylo ptipra-
veno porézni kovové pletivo ze stiibra, tzv. ,,Katadyn stii-
bro*, které bylo pouzito jako antibakterialni vodni filtr*.
Patil a spol."? provedli srovnavaci studii dezinfekénich
prostfedkit vyuzivanych v domdacich upravnach vody.
Jako testovaci voda byla pouzita podzemni voda s uméle
nao¢kovanym bakterialnim kmenem Escherichia coli
ATCC11229, odpovidajici koncentraci 10° KTJ ml .
U obou testovanych forem stiibra, iontd stiibra a AgNP
syntetizovanych z AgNO; za pouziti citratu jako redukéni-
ho ¢inidla, bylo zapotiebi alespoit 3 h doby kontaktu pii
koncentraci aktivniho dezinfekéniho Ccinidla niz$i nez
Imgl”.

Potencialni  vyuziti AgNP v pravé vody se
v soucasné dob¢ testuje napf. ve spojeni s titanem pii so-
larni dezinfekci nebo ve spojeni s jinymi materialy urceny-
mi pro filtraci. Solarni dezinfekce je jednoduchy proces,
kdy je pitnd voda vystavena pulsobeni slunec¢niho zafeni,
které inaktivuje patogenni organismy. Proces dezinfekce
probiha pfi vlnové délce v rozsahu 290-400 nm se stitedem
v oblasti 340 nm. Jednim z nejvice vyuzivanych fotokata-
lyzatort je TiO,, a to diky své nizké toxicité, vysoké foto-
katalytické Gi¢innosti a stabilité. TiO, absorbuje UV zafeni
o vlinové délce mensi nez 385 nm, které je zodpovédné za
proces fotokatalytické dezinfekce. AgNP maji rovnéz
schopnost absorbovat viditelnou ¢ast svétla a v kombinaci
s TiO, by se mohly vyuzivat pti dezinfekci vody. Tenké
vrstvy obsahujici TiO, a AgNP jsou podstatné vice fotoka-
talyticky a antimikrobidln¢ aktivnéj$i nez samotny titano-
vy film’. Pomoci malého fotoreaktoru Ize fotokatalytickou
dezinfekcei ucinné odstranit i viry. Naptiklad AgNP zvyso-
valy fotokatalytickou aktivaci TiO, pfi inaktivaci bakterio-
faga MS2 (cit."). Virus MS2 je odoln&jsi vici dezinfekei
UV zéfeni nez jiné bakteriofagy a také je odoln&j$i vuci
chloru a chloraminu v porovnani s virem hepatitidy A ¢i
poliovirem. Pro fotokatalytické a antimikrobidlni testy byl
bakteriofag MS2 zvolen pravé kvili jeho podobnosti
s mnoha patogennimi viry Sificimi se vodou a dale kvuli
jednoduchosti jeho §ifeni a enumeraci v testech. ZvySeni
inhibi¢niho ucinku AgNP/TiO, lze vysvétlit interakci ami-
nokyselin se stfibrem. Na povrchu kapsidy bakteriofaga
MS2 se nachazi 183 cysteinovych zbytkd a stiibro ma
vysokou afinitu k thiolovym skupindm. Vysledky experi-
mentl naznacuji, Ze za dezinfekéni ucinek je zodpovédna
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spise zvysena fotokatalyticka aktivita nez samotné antivi-
rové pisobeni AgNP (cit.'®). V piipadé vyuziti solarni
dezinfekce je zapotiebi vzit v ivahu mnoho proménnych,
kterymi jsou ménici se vlnova délka slunecniho zareni,
teplota vody, zakal, hodnota pH, koncentrace rozpusténého
kysliku v pribéhu roku a vybér vhodného konstrukéniho
materidlu, kterymi muize byt dezinfekce ovlivnéna. Pfi
katalyze vznikaji pomérné pfirozené latky, ¢imz se snizuje
také tvorba nebezpecnych vedlejsich produkti.

AgNP je mozné vyuzit jako tenké vrstvy potazené na
ruznych filtracnich materialech, napt. na polyuretanové
pené, alginatovych kompozitnich perlickach, sklenénych
vlaknech, aktivnim uhli, polypropylenu, papiru ¢i keramic-
kych filtrech. U nékterych materialt, které jsou
v kombinaci s AgNP vyuzivany, nejsou dostupné vSechny
ekvivalentni informace o jejich schopnosti odstranit mi-
kroorganismy z vody, proto je mnohdy tézké stanovit
vlastni piinos stiibra v tomto typu technologie'®. Obr. 3
prezentuje vysledky modifikovanych fasovych testl expo-
novanych AgNP metodou jejich nastiiku pfimo na plochu
s viditelnym naristem fas nebo jejich inkorporaci do Ziv-
ného agarového média.

AgNP potazené na bézném polyuretanu vykazovaly
stabilitu a nedochazelo k jejich vymyti, protoZe stabilita je
déana interakci AgNP s atomem dusiku v molekule polyu-
retanu. P¥i pritoku vody 0,5 1 min~' byl zaznamenan po-
kles poctu bakterii Escherichia coli na nulu jiz po nékolika
sekundach. Obdobna stabilita filtraniho materialu byla
také dosazena pti vyuziti makroporézniho materialu sloze-
ného z kyseliny methakrylové, kde je stabilita v tomto
pfipad¢ déna interakci AgNP s karboxylovou skupinou.
Testy prokazaly inhibi¢ni u¢inky na grampozitivni bakte-
rie druh@ Bacillus subtilis a Staphylococcus aureus
a gramnegativni  bakterie = druh@l  Escherichia  coli
a Pseudomonas aeruginosa. Dalsi prototypovy filtr vy-
tvofeny z polyuretanové pény byl potazeny AgNP stabili-
zovanymi citratem. Antibakterialni u¢innost byla sledova-
na po pfidani pény osSetfené AgNP k suspenzi bakterii
Escherichia coli o koncentraci 10°~10° KTI ml™" (KTJ,
kolonii tvoficich jednotek) a stanovena inhibici ristu bak-
terii po 5-10 min expozice. V porovnani s neoSetifenou
pénou byl podstatny rozdil v rastu bakterii, kdy samotné
vzorky polyuretanu podporovaly rist poétu kolonii'*. Dob-
ré antibakteridlni ucinky byly prokazany pii pouziti hyb-
ridni ultrafiltracni membrany, vyrobené z polyuretanu
s modifikovanymi nanotrubickami, jez branila dokonce
tvorb& usazenin'®. Stfibrem mohou byt potazené také na-
ptiklad katalyzatory Al,Os;, které vykazovaly vysokou
baktericidni aktivitu pii pokojové teploté ve vodé, a to
i bez potieby dodani jakéhokoli svétla nebo elektrického
prikonu. Na antibakteridlnim procesu se podilely také kys-
likové radikaly, coz naznacuje, Ze je nezbytna piitomnost
rozpusténého kysliku. Synergickym plisobenim vzniklych
radikalt reaktivnich forem kysliku (ROS, reactive oxygen
species) a uvolnénych iontl stiibra doslo k rozkladu bu-
nééné stény, uvolnéni intracelularni slozky a uplné lyzi
bun&k'’. Dalsi moznosti pro rychlé a mobilni ¢&isténi/
upravu vody by mohly byt alginatové partikule potazené
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Obr. 3. Inhibi¢ni G¢inek AgNP o velikosti 12 nm aplikovanych v Zivném agarovém médiu (a-f) na fasovou kulturu kmene CCALA
688 Desmodesmus subspicatus po 7 dnech expozice, anebo aplikovanych metodou nastiiku na povrch filtru ze sklenénych vliken
s rostouci Fasovou kulturou (v kontrolnim vzorku bez AgNP (a) a (g), pFi koncentracich neifedéného komeréniho pripravku (b)

a(h), 10 % (c), 5 % (d), 1 % (¢), 0,5 % (f)

vrstvickou  AgNP.  Algindtové kompozitni AgNP
v hodnoceném systému efektivné odstranovaly kontamina-
ci bakterii Escherichia coli, kdyz jejich u¢innost byla za-
visla na zvoleném postupu piipravy'®.

Antibakterialni ucinnost filtrd ze sklenénych vlaken
s AgNP byla testovana pii statickém i dynamickém uspo-
i4dani ve venkovskych komunitach v Jizni Africe'’. Zkou-
Sely se filtry ze sklenénych vlaken s AgNP a bez AgNP.
Pii pritokové rychlosti 20 1 min™" filtrem s AgNP byla
zjisténa vyrazna inhibice rustu bakterii Escherichia coli,
kdy ve filtratu nebyly detekovany zadné bakterie. Tyto
filtry byly ucinné pfi odstranovani bakterii rodu Sal-
monella, Shigella a fekalnich koliformnich bakterii ptitom-
nych v surové podzemni vod¢, slouzici pro zasobovani
v komunité. Sklenéné filtry impregnované AgNP vykazo-
valy silngjsi antimikrobidlni aktivitu v porovnani
s aktivnim uhlim obsahujicim AgNP (cit.'’). Aktivni uhli
se vyuziva zejména jako vysoce Gc¢inny sorbent pro odstra-
néni Siroké skaly organického i anorganického znecisténi z
vody. V oblasti Abu Rawash v Egypté bylo pro recyklaci
vycCisténé odpadni vody pouzito granulované aktivni uhli
potazené AgNP (cit.®). Impregnace stifbra na aktivni uhli
probihala ponofenim granulovaného aktivniho uhli do
roztoku AgNP. Zkousena voda byla odebrana z Cistirny
odpadnich vod po sekundarni upravé. Celkovy pocet pii-
tomnych mikroorganismii se pohyboval v rozmezi 10°~10°
KTIml"', pritok vody byl konstantni 0,8 1min .
Po prichodu vrstvou AgNP/aktivni uhli nebyly na vystupu

122

z technologie zaznamenany zadné pfitomné kultivovatelné
bakterie. Inhibice rdstu bakterii vzristala s koncentraci
AgNP a dobou kontaktu kontaminované vody s vrstvou
AgNP/aktivni uhli®.

Obdobny ucinek byl zaznamenan také u polypropyle-
nového filtru potazeného AgNP (cit.?°). Po 7 hodinach
filtrace a recirkulace nebyl vyskyt bakterii Escherichia coli
ve filtrované vodé zaznamenan. Koncentrace bakterii
Escherichia coli ve vodé prochdzejici pres neosetieny filtr
zistala na ptvodni hodnot& 10> KTJ ml™'. Pomoci skeno-
vaci elektronové mikroskopie bylo prokazano, ze se bakte-
rie Escherichia coli zachytily na povrchu filtru potazeného
AgNP a ze nedochazi k uvolnovani AgNP do filtratu.

AgNP navazané na polysulfonovou membranu efek-
tivné inhibovaly druhy bakterii Escherichia coli K12
a Pseudomonas mendocina KR1, a dokonce potlacily
mnozeni viru MS2. Antimikrobialni aktivita byla zptisobe-
na primarné uvolfiovanymi ionty stfibra. ZvySenim hydro-
filnich vlastnosti stiibro zabraiiovalo tvorb¢é biofilmu na
povrchu membrany. Nicméné dochazelo ke ztraté antimi-
krobidlnich ucinki nasledkem uvoliiovani iontd stfibra
z membrany”'. Dankovich a spol.”? vyuzili pro Gpravu
vody papirovych filtri s nanesenymi AgNP. Uginnost byla
hodnocena prichodem modelovych bakterialnich suspenzi
Escherichia coli a Enterococcus faecalis skrze filtr a na-
slednou analyzou zivotaschopnosti bakterii. Bakterie
Escherichia coli byly inhibovany ucinnéji nez Entero-
coccus faecalis. Nizké procento bakterii bylo z vody od-
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stranéno pouhym zachycenim bunék na filtru. Rada bézn&
dostupnych filtracnich materiali (zeolit, pisek, sklen¢na
vlakna, aniontové a kationtové pryskyfice) potazenych
AgNP byla testovana na vzorcich podzemnich vod obsahu-
jici bakterie Escherichia coli, Salmonella Typhimurium,
Shigella dysenteriae a Vibrio cholerae (vSechny bakterie
byly piitomny v fadech 10° KTJ mI™")*. Nejlepsi antimi-
krobialni vysledky byly zjistény v ptipadé pouziti kation-
tové pryskyfice, a to az 100 %. K odstranéni vsech cilo-
vych druhd bakterii do§lo béhem 120 min ucinku, aniz by
doslo k jejich opétovnému nardstu. Zeolitovy filtr mél
nejslabsi vykon, pfi¢emz mira odstranéni bakterialni kon-
taminace byla mezi 8 a 67 %. Mnozstvi iontu stfibra, které
se uvolnily z filtraéniho materialu, piekracovalo vyrazné
doporugeny limit pro pitnou vodu (vice nez 0,1 mg1").
Béhem prvnich 10 min byly uvolnény vysoké koncentrace
ze zeolitu, pisku, sklenénych vlaken a substrati aniontové
iz81 koncentrace stiibra, pod 0,1 mg |

byla uvolnéna z kationtového pryskyfiéného filtru®.
Dulezitym aspektem pfi navrhovani a vyuziti kera-
mickych filtri je pouzity typ AgNP. Piestoze nanocastice
zlepSuji odstrafiovani patogentt a dezinfekci v keramic-
kych vodnich filtrech, neni doposud znama ani jejich opti-
malni davka. Pro vyrobu jsou pouzivany rizné typy AgNP
a mnozstvi stfibra nanesené na jeden filtr je variabilni. Na
keramické filtry se AgNP obvykle aplikuji po vypdleni,
bud’ pfimym nanesenim na povrch filtru, nebo ponofenim
keramického filtru do roztoku suspenze AgNP. V porech
filtru, které vznikaji pfi jeho vypalovani, se AgNP zachyti
a zajistuji vysledny dezinfekéni Ucinek. Filtry mohou
ucinnéji odstranovat zvody patogenni bakterie typu
Escherichia coli spolu s ¢asticemi virll a prvokd, ale také
mohou redukovat zakal vody. Ren a spol.** vyuzili pfi
testovani AgNP na keramickych filtrech tfi rizné metody
aplikace AgNP na povrch, ato pfimou aplikaci pomoci
natéru, vnorenim do roztoku a vyuzitim vysokych teplot.
Procento stiibra zadrzované v keramickém filtru se zvySo-
valo s rostouci iontovou silou, pficemz AgNP nanesené na
keramické filtry pfi vysokych teplotich uvoliovaly do
roztoku nejméné iontl stéibra ze vSech tii pouzitych metod
aplikace AgNP na filtry. AgNP je mozné na keramické
filtry navazat také pomoci pojiv, napf. 3-aminopropyl-
triethoxysilanem. P#i pratoku 0,011 min™' a biologickém
zatizeni vy$§im jak 10° KTJml"' byl pocet bakterii
Escherichia coli na vystupu nulovy. Filtry byly odolné
proti vymyti AgNP pfii pritoku vody a vykazovaly dlouho-
Vzhledem ke snaze docilit ekologicky Setrn&jsich
technologii a postupti jsou také testovany AgNP, které jsou
pripravené biologickou syntézou. Biokonjugat AgNP pfi-
praveny pomoci mikromycety Rhizopus oryzae byl zkou-
Sen vsimulované kontaminované vodé obsahujici
Escherichia coli a pesticidy®. V pribéhu 10 min doglo
k vyraznému sniZeni koncentrace pesticidi a hustoty bak-
terii Escherichia coli. Na povrchu mycelia Rhizopus ory-
zae se vyrazné adsorbovaly pouze organofosfatové pestici-
dy, interakci mezi atomem siry pesticidii a atomy stiibra
AgNP biokonjugéatu. Hlavni hnaci silou adsorpce téchto
pesticidll byla kovalentni vazba. Koncentrace organochlo-
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rovych pesticidli se nezménila, protoze nedochdzelo
k interakci s AgNP. Zivotaschopnost bakteridlnich bungk
Escherichia coli se v oSetfené vodé¢ snizila az 090 %
(cit.?®). Biologicky syntetizované AgNP mohou u&inngji
odstranit i pritomné viry, napt. AgNP pfipravené redukei
pomoci bakterii mlééného kvaseni Lactobacillus fermen-
tum G¢inn¢ inaktivovaly mysi norovirus MNV-1 nebo
bakteriofaga UZ1 (cit.*’). De Gusseme a spol.”® porovna-
vali u¢inky biologicky syntetizovanych a chemicky synte-
tizovanych AgNP a iontl stiibra pro dezinfekci vody. Bio-
AgNP byly u¢inné viic¢i noroviru a inhibice byla zazname-
nana jiz po 30 minutach. lonty stiibra opét vykazovaly
niz§i inhibici. Imobilizaci biologicky syntetizovanych
AgNP na mikroporézni membrany bylo zjisténo, Ze tyto
membrany jsou schopny dosahnout vyrazngjsi redukce
koncentrace bakteriofdga UZ1 v porovnani s membranou
bez AgNP. Inaktivace probihala jak pfi nizkém, tak i pfi
vysokém prutoku, pravdépodobnym mechanismem ucinku
bylo postupné uvoltiovani ionti stiibra z membrany*’>*.
Nanotechnologie by mohly pfinést také feseni techno-
logickych problému spojenych s odstraiovanim problema-
tickych kontaminantt z vody’. AgNP by mohly byt vyuzi-
ty pro odstraniovani halogenovanych organickych latek,
protoze mineralizuji halogenované uhlovodiky obdobnym
mechanismem jako jiné kovy. Reakce probihd ve dvou
krocich, kdy se nejprve halogenderivaty adsorbuji na po-
vrchu nanocéastice a néasledné¢ dochdzi k mineralizaci za
vzniku halogenidu kovu aamorfniho uhliku. AgNP by
mohly pfinést i feSeni problémi spojenych s kontaminaci
vody pesticidy, protoze pfi jejich odstranovani nevznikaji
vedlejsi produkty, pouze halogenid a amorfni uhlik, ktery
je z ekologického hlediska neSkodny pro Zivotni prostiedi.
Pomoci pokrocilych technik hmotnostni spektroskopie bylo
potvrzeno, ze dochézi k celkové mineralizaci zkoumanych
vzorkli  pesticidi  (chlorpyrifos  amalathion), kdy
v analyzovaném vzorku nebyly piitomny vedlejsi produkty®.

3. Pritomnost nanocastic stiibra v systémech
odpadnich vod

Ro¢ni produkce nanomaterialti je odhadovana na tisi-
ce tun, a jejich spotfeba inadale stoupd, odhadem 23 %
pfipadd na AgNP (pfiblizné¢ 320t ro¢n¢). Vlastni odpad
s obsahem stiibra se bud’ spaluje ve spalovnach, nebo do-
chazi k jeho skladkovani na skladkach v Evropé, Asii
a Severni Americe. Pfi spalovani kondi stéibro ve strusce
ave zbytkovém popilku, do ovzdusi se tak dostava mi-
nimum emisi (cca 1 %). Skladkovanim mutze dojit
k uvolnéni stiibra do podlozi a do podzemnich vod. Zbyt-
ky rezidui se mohou dostat do ptirodnich vod, odpadnich
vod nebo se ukladaji v pade®’. 1 ptes ochranna opatieni
kon¢i Castokrat praimyslové produkty, odpady i nanoodpa-
dy ve vodnich tutvarech, v fekach, jezerech, usti ek a po-
breznich vodach. Mezi nanoodpad se tadi odpady z vyroby
(zpracovani a vyroba nanomaterialu), materidly jejichz
povrchy jsou kontaminované nanomateridly a produkty
s obsahem nanomateridlu na konci faze jejich uzivani.
Nékteré produkty mohou kontaminovat prostiedi jiz
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v pritbéhu svého uzivani pii jejich kontaktu s vodou, pra-
nim, oplachem nebo splachem. Za destivého pocasi miize
dojit ke splachu nanocastic z povrchi fasady, maleb atd.,
¢imz se do splaskovych vod dostane az 145 pg1' AgNP
(cit.*"). Naptiklad pfi prani textilii oetfenych AgNP do-
chéazi k uvolfiovani nejen iontl stiibra, ale i samotnych
AgNP do vody. Pii nékolikandasobném prani ponozek
s obsahem AgNP v ultra ¢isté vodé presly AgNP do vody
po tfech cyklech, podil iontu stfibra byl z celkového mnoz-
stvi uvolnéného stifbra 70-90 % (cit.”*). P¥i bézném pouzi-
vani se AgNP mohou spolu s odpadni vodou dostat na
Cistirnu odpadnich vod v tekuté, a hlavné aktivni formé
a ptipadn¢ ovlivnit Cistici proces.

Stiibro se dostavd s odpadni vodou kanalizacnim
systémem az na Cistirnu odpadnich vod. V odpadni vodé
pritékajici na Cistirnu byla celkova koncentrace stiibra
odhadnuta zhruba na 2-18 ug "' (cit.?%). Je pravdépodob-
né, ze se urcita ¢ast AgNP muze v kanalizaci udrzet a na-
sledné se vyplavit pfi vétsi srazkové Cinnosti do okolniho
prostiedi. Na obr.4 jsou prezentované vysledky testl
AgNP o velikosti 5 nm a 45 nm a iontd stéibra na populaci
koliformnich  bakterii pfitomnych v odpadni vodé.
V kanalizaénim systému probihaji rizné fyzikalni a che-
mické transformace nanocastic. Ve splaskovych vodach
jsou napf. vysoké koncentrace sulfidti (az 6 mg 1), které
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s nejvetsi pravdépodobnosti preménuji AgNP na Ag,S
jestds pred vstupem na Cistimu odpadnich vod®.
V porovnani s chemickym slozenim ptirodnich vod jsou
v odpadnich vodach tyto reakce diky vysokym koncentra-
cim sulfida Cast&jsi a snazsi. VEtsina AgNP, které se dosta-
vaji do odpadnich vod, podléhaji transformaci na sulfid
stifbra a tim padem se mohou zaclenit do suspenze Cisti-
renskych kalii**. V odpadnich vodach se oviem nevyskytu-
ji pouze sulfidy, ale také dalsi 1atky, které mohou transfor-
maci AgNP ovlivnit, napf. dusi¢nany, amonné ionty, fos-
foreCnany nebo karboxylaty. V zavislosti na podminkéch
prostfedi a vlastnostech AgNP, napf. modifikace povrchu
a velikost cCastic, se transformuji na rizné formy, jako je
iontové stiibro, Ag,O a Ag,S. Zapotiebi je zohlednit pti-
tomnost mikroorganismi a biofilmu, ve kterém se mohou
AgNP hromadit. Ackoliv se zd4, Ze biofilm odpadnich vod
nehraje vyznamnou ulohu v transportu AgNP kanalizac-
nim systémem, nejspise ovliviluje rozsah sulfidace AgNP
produkci a uvoliiovanim sulfidi z anaerobnich zon uvnitt
biofilmu. AgNP podléhaji sulfidaci v zavislosti na velikos-
ti piivodnich AgNP, na dostupnosti sulfidii a na dobé ex-
pozice v kanalizaénim systému a Cistirné odpadnich vod.
Kaegi a spol.*® sledovali chovani AgNP v méstskych od-
padnich vodach. Podle vysledkt této studie mohou byt
AgNP transportovany kanalizatnim systémem, aniz by
doslo k jejich sorpci na vytvoreny biofilm. Pokud se AgNP
zachyti do biofilmu, nemusi dojit ke vzniku sulfidd
a AgNP se v nezménéné form¢ dostavaji nejen na Cistirnu,
ale pronikaji dale do zivotniho prostiedi pti vyuziti kalu
jako hnojiva zemédélské pidy nebo ze zbytkd spaloven.
Experimentalni expoziéni studie od Fabrega a spol.*® pfi-
nesla dopliyjici informace o zvyseni sorpce a bioakumula-
ce AgNP v pritomnosti huminovych a fulvonovych kyse-
lin. Pravdépodobné se AgNP sorbuji na nerozpusténé latky
pritomné v odpadni vode¢.

Cistirny odpadnich vod jsou pomé&mé uginné
v odstraniovani iontl stiibra z odpadnich vod obohacenych
stfibrem. I pfes urcité obavy nebylo prozatim zaznamena-
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Obr. 4. Inhibi¢ni ucinek ionti stiibra a AgNP o velikosti 5 nm a 45 nm na populaci koliformnich bakterii pfitomnych v odpadni
vodé pritékajici na méstskou mechanicko-biologickou ¢istirnu odpadnich vod (K — kontrolni vzorek odpadni vody), test byl uskutec-

nén na dobu 24 h
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1,84 mg "' nemély vyznamny vliv na uginnost aerobniho
procesu Cisténi. Prakticky veskeré stfibro, vice jak 94 %,
bylo zachyceno v kalu®®. V primarnim stupni &isténi na
Cistirné odpadnich vod AgNP nezpisobuji problémy, vét-
Sinou zde dochazi k jejich ¢astecnému odstranéni sorpci na
povrchu nerozpusténych latek nebo oxidaci a srazenim
uvolnénych iontii stifbra®®. V této &asti Cistirny dojde
k odstranéni pouze cca 10 % z celkové ptivodni koncentra-
ce AgNP (cit.”’). V ptipadé probihajicich chemickych
a fyzikalné-chemickych procesti na Cistirné je jiz situace
s AgNP o néco komplikovangjsi. AgNP podléhaji mnoha
chemickym pfeméndm, rozpousti se, oxiduji se na ionto-
vou formu stiibra. Oxidaci AgNP se logicky snizuje mnoz-
stvi oxida¢nich ¢inidel, jako je H,O, ¢i O, a zaroven do-
chazi kuvolnéni iontd stiibra, které predstavuji realné
riziko pro biocendzu aktivovaného kalu (nejcitlivejsi cast
¢istirny odpadnich vod, viz obr. 5). V zavislosti na hodno-
té pH a koncentraci rozpusténého kysliku dochézi ke sra-
Zeni stiibra na Ag,S, pfi¢emz vétSina AgNP pfitomnych
vkalu se preméni na AgsS (cit.***®). Tyto reakce AgNP
s H,S jsou velmi dilezité, protoze dochazi nejen ke snizeni
puvodni toxicity AgNP, ale také se snizuje mnozstvi siry v
odpadnich vodach®. Agregace AgNP do vétsich celkd
vede ke ztraté nanoformy a tim dochazi astecné ke snize-
ni vlastni toxicity. Agregaty a adsorbované AgNP na pev-
nych latkach sedimentuji a zlstavaji obsazeny v kalu. Che-
mické procesy, probihajici pfi ¢isténi odpadnich vod, se
rovné€Z podileji na snizovani poctu piitomnych nanocastic
a jejich toxicity, avSak stale jsou nanocastice pritomny
v sedimentovaném kalu®’.

V sekundarnim stupni ¢i$té€ni odpadnich vod dochézi
k odstranéni vétSiny AgNP, napf. pii klasickém usporadani
systému, denitrifikace—nitrifikace, jsou AgNP z vice nez
95 % odstranény spole¢né s kalem. Znacna cast se jich
sorbuje na biomasu, anaerobni zéna v nadrzi umoznuje
jejich rychlou transformaci na Ag,S. Kaegi a spol.*® proka-
zali, ze sulfidace AgNP miize nastat béhem anaerobni faze
procesu Cisténi odpadnich vod reakci AgNP, poptipadé
uvolnénych iontl stifbra s redukovanymi skupinami siry.

Referat

Pomoci transmisni elektronové mikroskopie, rentgenové
absorp¢ni spektroskopie a kompozi¢ni analyzy kalu zjistili,
ze po 43 dnech se 85 % stiibra z AgNP sorbovalo ve for-
meé Ag,S, zatimco na odtoku bylo pouze 5 % stiibra. Dalsi
podrobné  mikroskopické  studie  odhalily  Ag,S
v Cistirenském kalu na vice provozech cistiren odpadnich
vod®*. AgNP by vzhledem ke svym antimikrobialnim
vlastnostem mohly pfedstavovat urcité riziko pro vitalitu
a metabolickou aktivitu biocendzy aktivovaného kalu.
V piipad¢ inhibi¢nich u¢inkii AgNP a iontl stiibra na mi-
kroorganismy aktivovaného kalu by mohlo dojit ke snizeni
i¢innosti Gisticiho procesu’’.

Nejcitlivgjsim procesem probihajicim v biologické
Casti Cistirny je proces nitrifikace. Nitrifikacni bakterie
popt. nitrifikanti jsou citlivé na zménu hodnoty pH, teplotu
a piitomnost toxickych latek®®. Piipadny inhibi¢ni vliv
AgNP by se nasledné projevil na nedostateéném odstrané-
ni nutrientd a dusikatych latek v ¢isténych odpadnich vo-
dach®’. Nitrifika¢ni bakterie jsou vynikajicim ukazatelem
funk¢nosti biologickych systémi ¢isténi odpadnich vod
(viz obr. 6). Na zakladé chemickych reakci, které zpro-
sttedkovavaji, 1ze rozliSit bakterie oxidujici amoniak na
dusitany, tzv. AOB (ammonia oxidizing bacteria) a bakte-
rie oxidujici dusitany na dusi¢nany, tzv. NOB (nitrite oxi-
dizing bacteria). Vzhledem k pomalejsimu ristu AOB
(bakterie rodlt Nitrosomonas, Nitrosospira Nitrosospira
a Nitrosococcus) a jejich citlivosti na stresové prostredi je
oxidace amoniaku fidicim procesem urcujicim rychlost
celého procesu®®. AgNP vykazuji v porovnani s jinymi
formami stiibra nejvyssi toxicitu na nitrifikaéni bakterie™
a pravdépodobné ovliviiuji enzymatické reakce souvisejici
s oxidaci amoniaku®. Enzymy, které jsou odpovédné za
oxidaci amoniaku (monooxygenasa a hydroxylaminoxi-
doreduktasa) se nachazi v bunééné sténé
a periplazmatickém prostoru bakterii. Poskozenim bunéc-
né stény vlivem AgNP tak dojde nejen k poskozeni bunék,
ale rovnéz celého enzymatického procesu™. Pii vystaveni
Cisté kultury bunék Nitrosomonas europaea AgNP o rizné

povrchové modifikaci (polyvinylalkohol a adenosin-
b
»
o T A

Obr. 5. Mikroskopicky snimek vlo¢ek aktivovaného kalu v kontrolnim testu (a) a pii aplikaci AgNP o velikosti 5 nm a koncentraci
18,5 mg 1! po 7denni expozici (b), foceno na rastru poéitaci komirky Cyrus II (délka strany zakladniho &tverce rastru 200 pm)
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Obr. 6. Mikroskopicky snimek prezentujici vliv AgNP na populaci amoniak oxidujicich p-proteobakterii (svétlé shluky na snim-
cich) v kalu kontrolniho vzorku (a) a v kalu vystaveného piisobeni AgNP o velikosti 45 nm a koncentraci 18,5 mg I”' po 14denni
expozici (b). Inhibi¢ni G¢inek je patrny na poklesu signald klastri sondy NSOmix (NSO192+NSO1225) znac¢enych Cy3 (v kontrole 5,1%

podil bakterii a v testované koncentraci AgNP 1,7% podil)

trifosfat disodny) a odlisné velikosti (743 a 40+£14 nm)
byla pozorovana inhibice oxidace amoniaku v zavislosti na
velikosti jednotlivych AgNP, ale také na jejich povrchové
modifikaci. Po pfidani AgNP do média doslo ve vSech
ptipadech k agregaci, kterd byla ovlivnéna nejen pfitom-
nosti bunek, ale také elektrolytti. Inhibice nebyla zptisobe-
na pouze uvolnénym rozpusténym stfibrem, ale také dis-
perzi AgNP v kultivaénim médiu. Pomoci elektronové
mikroskopie a analyzy SERS (surface-enhanced Raman
scattering, povrchem zesileny Ramantiv rozptyl) bylo pro-
kazéano, ze AgNP mohou zptlisobit poskozeni bunécné steé-
ny Nitrosomonas europaea a zpusobit rozpad nukleotidii.
Analyza exprese proteinu odhalila potlaceni exprese dile-
zitych funkénich proteind Nitrosomonas europaea, véetné
ATPsyntasy, amoniakalni monooxygenasy a hydroxylami-
nové oxidoreduktasy®’. Liang a spol.*' vystavili aktivova-
ny kal ptusobeni AgNP aionti stiibra v koncentracich
1 mg I"! na dobu 12 h. AgNP mély vyssi inhibiéni G¢inek
na nitrifikaéni bakterie aktivovaného kalu, snizovaly cel-
kové pocty bakterii AOB i NOB a vysledné inhibice rustu
byly 41,4 % pro AgNP a 13,5 % pro iontové stiibro. Zme-
ny ve struktufe spoleCenstva a snizeni druhové rozmanitos-
ti byly pozorovany pfi ptisobeni obou forem stiibra, AgNP
a iontového stifbra*’. AgNP s primérnou velikosti &astic
35nm o koncentraci 40 mg 1" zpiisobily po sedmidenni
expozici vyznamny pokles v poctu bakterii rodu Nitroso-
monas a uplné odstranéni bakterii rodu Nitrosococcus.
K obdobnym zavéram dogli také Choi a spol.*, ktefi ve
své praci testovali u¢inky AgNP (14+£6 nm), iontQ stiibra
(AgNO;) akoloidniho AgCl (0,25 um) v koncentracich
1 mg 1" na rist nitrifikadnich bakterii. Inhibi¢ni G&inky
byly hodnoceny na zaklad¢ respirometrickych testd, ke
snizeni nitrifikace doslo témétf o 90 %. Nejvyssi inhibici
pusobily AgNP (86+3 %), dale pak koloidni stiibro AgCl
(464 %) a ionty stifbra (42+7 %). Gaio a spol.” prezento-
vali préci, ve které AgNP o koncentraci do 10 mg 17, se
stejnou pramérnou velikosti, snizily aktivitu oxidace amo-
niaku pouze o 50 %. VétSina studii pfisuzuje vyssi citlivost
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nitrifika¢nich bakterii spiSe AgNP. Nicméné k dispozici
jsou studie testi, ve kterych inhibi¢né pusobily ionty stii-
bra po sedmidenni expozici na bakterie Nitrosomonas
europaea az 20krat vic (minimdlni inhibi¢ni koncentrace,
MIC 25 pug 1'") nez AgNP (MIC 500 pg I'')**. AgNP mo-
hou také ovlivnit velikost a strukturu vlocek aktivovaného
kalu, nasledkem ¢ehoz mtze dojit ke Spatnému usazovani
aktivovaného kalu*.

Pfi terciarnim CiSténi odpadnich vod dochazi
k oxidaci AgNP pusobenim dezinfekénich ¢inidel. Ozon
oxiduje AgNP v case kratSim nez 1 minuta. Oxidace chlor-
nanem sodnym je delsi, v fadech desitek minut, pficemz
lze docilit 1 vyssi rychlosti zvySenim hodnoty pH a iontové
sily. Oxidace UV zafenim v neutralnim prostfedi neprobi-
ha, je zapotiebi slabé kyselé nebo zasadité prostiedi a vyssi
iontova sila. Protoze UV zafeni se vyuziva pii vyrob¢ nano-
&astic pro redukci ionti stifbra na Ag’, opét mize dochézet
k tvorb& AgNP. Vysoké koncentrace AgNP mohou absorbo-
vat UV svétlo a tim redukovat vykon systému®.

4. Zavér

Vyuziti AgNP v technologiich upravy vody se jevi
jako vysoce perspektivni a nabizi alternativu stavajicim
technologiim. Pokud se nanaseji AgNP ve form¢ suspenze
pro potieby napi. membranové filtrace, je zapotiebi dosta-
tecné zajistit imobilizaci nanoc¢astic na povrchu reaktoru
nebo  membranovych  filtrd.  AvSak  vzhledem
k postupnému  uvoliiovani AgNP a iontd stiibra
z membrany do upravované vody lze impregnované mem-
brany pouZivat prozatim velmi omezend”>*®. Osud trans-
formovanych AgNP, jejich stabilita (krystalicky/amorfni
Ag,S) a dalsi transformace v systému s odpadnimi vodami
nejsou jednoznacné vysvétlené a popsané. Bez ohledu na
velikost, typ nebo povrchovou upravu podléhaji AgNP
heteroagregaci s vlo¢kami aktivovaného kalu, coz je dano
jejich velkym natfedénim v suspenzi. Primyslové vyrabéné



Chem. Listy 776, 119-128 (2022)

AgNP jsou vétSinou proti agregaci stabilizovany. Prozatim
neni k dispozici dostatek studii pro posouzeni dlouhodobé-
ho vlivu AgNP na aktivovany kal. V aktivovaném kalu
jsou mikroorganismy chranény diky tvorbé extracelular-
nich polymernich latek, jako jsou bilkoviny, cukry a extra-
celularni DNA. Pii koncentracich AgNP v fadech pug 1 se
predpoklada nulova antibakteridlni aktivita na bakterie
aktivovaného kalu”’. V soucasné dobé je ve svété snaha
dosahnout pro stfibro v odpadnich vodach podobnych
limitd, jako je tomu u pitnych vod (0,1 mgl™).
Z prehledného referatu vyplyva, ze je zapotiebi zajistit,
aby koncentrace stiibra nepiekracovala stanovené limity.
V CR nejsou koncentrace stiibra ve vodach piichazejicich
na Cistirny zatim monitorovany a neni k dispozici rovnéz
legislativni predpis.

Celkové lze konstatovat, ze je nutné eliminovat pii-
padné ekologické riziko spojené s vyuzivanim AgNP ve
vodnim hospodaistvi. Aplikované AgNP se uvoliuji po-
stupné zpovrchl, materidlli, roztokd apod., unikaji
z technologického systému, vstupuji do upravované, Cisté-
né anebo recyklované vody, kde se stavaji pfipadnym rizi-
kem nejen pro vlastni technologicky proces, ale ptipadné
i recipient s pfitomnymi biocendzami a organismy.

Seznam zkratek

AgNP nanocastice stiibra

AOB bakterie oxidujici amoniak na dusitany
(ammonia oxidizing bacteria)

cov Cistirna odpadnich vod

KTJ kolonie tvorici jednotky

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

NOB bakterie oxidujici dusitany na dusi¢nany (nitrite
oxidizing bacteria)

ROS reaktivni formy kysliku (reactive oxygen
species)

SEM rastrovaci elektronovy mikroskop

SERS povrchem zesileny Ramantiv rozptyl (surface-
enhanced Raman scattering)

TEM transmisni elektronovy mikroskop
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P. Cihakova, J. Zuzikova, and J. Rihova
Ambrozova (Department of Water Technology and Envi-
ronmental Engineering, Faculty of Environmental Tech-
nology, University of Chemistry and Technology Prague):
The Use of Silver Nanoparticles in Water Treatment,
Wastewater Treatment and Recycling

The review paper deals with the use of silver nanopar-
ticles (AgNP) in water treatment and recycling systems
and the presence of AgNP in wastewater systems. In the
water industry, AgNP can be used in the water treatment
process as new filter materials (layers applied to the mem-
branes of various compositions) or as a gentle alternative
to the existing drinking water disinfection (solar disinfec-
tion in combination with titanium). On the other hand,
AgNPs also can be a certain risk to the ecosystem if they
are released from such surface-treated materials or prepa-
rations into wastewater. The AgNPs, present in the
wastewater, then penetrate to the wastewater treatment
plants, where they can affect the treatment process itself,
especially the sensitive biological nitrification process.
Silver ions with antibacterial properties are effectively
removed by wastewater treatment plants and no significant
negative effect on the treatment process by higher concen-
trations of silver has been reported so far. With respect to
the bioaccumulation capabilities of nanoparticles, it is
important to focus primarily on assessing of the longer-
term effects of AgNP in the ecosystem and the aquatic
environment.

Keywords: silver, silver nanoparticles (AgNP), silver ions,
organisms, water treatment, wastewater treatment, nitrifi-
cation
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1. Uvod

Mykotoxigenni druhy hub pfedstavuji vyznamné kon-
taminanty potravin a krmiv. Problémem neni pouze snizo-
vani kvality danych komodit, ale rovnéz potencial kompli-
kaci se samotnou bezpecnosti potravin. Bezpecnost potra-
vin je ohrozena zejména kvili produkci mykotoxint. Tyto
fungalni sekundarni metabolity jsou strukturné velmi roz-
manité a rovné€z jejich ucinky na spotiebitele jsou rdznoro-
dé, od akutné toxickych az po chronické. Nékteré houby
jsou schopné produkovat vice nez jeden druh mykotoxind
a zaroven fada mykotoxinti je produkovana vice druhy
hub. Mezi mykotoxiny, které vyznamné ovliviiuji bezpec-
nost potravin a zpusobujici celosvétoveé ekonomické ztraty,
patii aflatoxiny, ochratoxiny, trichotheceny, fumonisiny,
zearalenon, patulin a dalsi. Producenty téchto sekundar-
nich metaboliti jsou zejména druhy rodt Aspergillus,
Fusarium, Penicillium a Alternaria'™.
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2. Mykotoxiny

Mykotoxiny jsou skupinou sekundarnich metaboliti
produkovanych vlaknitymi houbami, které mohou konta-
minovat potraviny, krmiva ¢i suroviny pouzité k jejich
vyrobé®. Viechny mykotoxiny jsou nizkomolekularni pfi-
rodni produkty tvofici toxikologicky a chemicky zcela
heterogenni skupinu. Psobeni téchto sekundarnich meta-
bolitd mize vyvolat onemocnéni a piipadnou smrt zivoci-
chi, coz je hlavni faktor spojujici jednotlivé zastupce®”.
Mykotoxiny je naro¢né klasifikovat vzhledem k jejich
riznorodym chemickym strukturdm, biosyntetickému pi-
vodu, biologickym u¢inkiim a producentim. Nejcastéji
uvadéné je rozdéleni podle organu, ktery ovliviuji
(nefrotoxiny, hepatotoxiny, neurotoxiny atd.) ¢i podle je-
jich uéinku (karcinogeny, mutageny, teratogeny atd.).
Stejné jako u vSech toxint, zpisob expozice, davka a doba
pusobeni toxinu determinuji celkovy u&inek mykotoxind®.

Vzhledem k faktu, ze vlaknité houby jsou bézné
a ubikvitni mikroorganismy, mykotoxiny jsou celosvétove
rozsifeny. V fad¢ starSich studii miizeme nalézt Gdaj, ktery
odhaduje zhruba 25% kontaminaci vSech zemédélskych
plodin. Tento odhad ma pochazet ptivodné ze strany Orga-
nizace pro vyzivu a zemédé€lstvi (FAO), ale i pfes snahu
ziskat podklady, jak se k tomuto odhadu konkrétné doslo,
neni tento idaj podlozen fadnymi studiemi. Eskola a spol.’
pro upfesnéni této hodnoty provedli analyzu zhruba
500 000 protokoli od Evropského tfadu pro bezpecnost
potravin (EFSA) a fady dalSich studii stanovujici obsahy
mykotoxini v obilovinach. Na zaklad¢ téchto podkladd
bylo zjisténo, ze se obsah mykotoxini ve studova-
nych plodinach do zna¢né miry 1isi v zavislosti na sledova-
nych mykotoxinech ¢i pouzitych analytickych metodach,
ale zda se, ze obsah mykotoxinti je az 60-80 %.

Produkce mykotoxint je ovliviiovana faktory prostie-
di, a tudiz se mira kontaminace bude liSit v zavislosti na
zemépisné poloze, vyuzitych metodach zemédélské cin-
nosti a nachylnosti komodit k fungdlni kontaminaci béhem
skladovani a zpracovani®. Kontaminace mykotoxiny byla
zjisténa u obilovin, lusténin, olejnatych semen, ale také
u dalsich komodit, v¢etné ovoce a zeleniny, které jsou
bohaté na ziviny a obsahuji vysoky podil vody, coz jsou
dva hlavni faktory ovliviiujici fungalni vyvoj’. P¥ivodna
cesta mykotoxini do organismu je zprostfedkovana nej-
Castéji pozitim kontaminovanych potravin, dermalni kon-
taminaci pfi kontaktu pokozky se substraty napadenymi
mikromycetami a kontaminaci dychacich cest inhalaci
spor. Po poziti potravin kontaminovanych mykotoxiny se
u lidi a zvitat vyskytuji rizné toxické ucinky, vcetné akut-
ni a chronické toxicity, karcinogenity, mutagenity, terato-
genity, imunosupresivnich a estrogennich uéinki’. Akutni
toxicita je obvykle vysledkem kratkodobé expozice vyso-
kym koncentracim mykotoxind a je charakterizovana néh-
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lymi piiznaky, jako je bolest bificha, zvraceni, priijem az
selhani funkce jater a ledvin. Chronickd toxicita muze
nastat pfi dlouhodobém vystaveni nizkym davkam myko-
toxind. Chronickym ucinkem nékterych mykotoxini je
podil na vyvolani rakoviny (zejména jater), cirthozy jater
a dalsich onemocnéni'®!!. Ze studii zabyvajicich se intoxika-
ci aflatoxiny v Indii a Keni ve spojitosti s konzumaci kukufi-
ce Ize odhadnout hranici pfijmu celkovych aflatoxini vedou-
ci k riziku umrti dospé&lého ¢lovéka na >20 pg kg™ t&lesné
hmotnosti/den (cit.").

velmi nizkych koncentracich. Z tohoto divodu jsou myko-
toxiny zdvaznym problémem ohrozeni vefejného zdravi.
Celosvétoveé probiha vyzkum pro leps$i pochopeni jejich
metabolismu, ptisobeni a tolerovatelného piijmu z potravy.
Legislativa je v ramci EU regulovana natizenimi Evropské
komise, kde jsou stanoveny maximalni hodnoty mykotoxi-
ni v danych komoditach a vyrobcich. Zakladnim doku-
mentem je konsolidované Natizeni Komise (ES)
¢. 1881/2006, které stanovuje maximalni limity mykotoxi-
nd v potravinach (tab. I)"’. Nafizeni Komise (ES)
¢. 2073/2005 o mikrobiologickych kritériich pro potraviny
zahrnuje mimo jiné ustanoveni o provadéni vySetieni
a odb&ru vzorki pro naslednou analyzu'®. Déle existuje
fada nafizeni tykajici se analyzy vzorkli ¢i stanoveni
zvlastnich podminek dovozu nékterych potravin z ur€itych
zemi v disledku rizika kontaminace'>'’. Pro ohlagovani
rizikovych potravin a krmiv za ucelem zamezeni jejich
uvedeni do ob&hu ¢i za ucelem stazeni ze spolecného ev-
ropského trhu slouzi systém RASFF (Rapid Alert System
for Food and Feed)'”.

3. Rod Aspergillus

Rod Aspergillus je jednim z nejrozsirenéjSich organis-
mi zahrnujici v soudasné dobé pres 335 znamych druha'®.
Predstavuje jeden z ekonomicky nejvyznamnéjsich fungal-
nich roda diky produkci mnozstvi rozlicnych metabolitt.
Z t&chto metaboliti byla odvozena fada antibiotik, protina-
dorovych a antifungalnich latek. Druhy Aspergillus spp. se
vyuzivaji v primyslové vyrobé s6jové omacky, miso, saké
(A. oryzae, A. sojae), organickych kyselin a enzymu
(A. niger, A. aculeatus, A. carbonarius). Dva z nejdule-

rodem jsou amylasa a kyselina citronova'’. Na druhou
stranu, vyskyt rodu Aspergillus je jednou z hlavnich pfic¢in
kontaminace potravin a krmiv. Kromé toho jsou zejména
druhy A. niger, A. flavus a A. fumigatus producenty myko-
toxind, které mohou vést ke vzniku mykotoxikoz u zvirat
a lidské populace. Obecné jsou druhy rodu Aspergillus
oportunni patogeny bez specializace na konkrétniho hosti-
tele a pouze omezeny pocet druhl je schopen napadnout
7ivé tkand®. Zemédglské produkty kontaminované timto
rodem se vyznacuji zménami senzorické, nutriéni a kvali-
tativni povahy, jako je pigmentace, zména barvy, hniloba
a rozvoj pacht. Kromé téchto zmén je fada patogennich
a saprofytickych druhti schopna produkce mykotoxind, coz
je nejvyznamngjsi disledek jejich pfitomnosti na danych
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potravinich a krmivech?'.

Hlavni mykotoxiny produkované druhy rodu Asper-
gillus jsou aflatoxiny, ochratoxin A, fumonisiny, patulin,
sterigmatocystin, kyselina cyklopiazonova, kyselina peni-
cilinova, citrinin a dal$i. Mezi nejvyznamnéjsi patii aflato-
xiny a ochratoxin A (cit.?").

3.1. Aflatoxiny

Aflatoxiny (AF) jsou sekundarni metabolity odvozené
od dekaketidu produkované komplexni biosyntetickou
dréhou, ktera vede ke Ctyfem rtiznym metabolitim — afla-
toxin B (obr. 1), B,, Gy, G,. Ze vSech dosud poznanych
klasifikace karcinogent Mezinarodni agentury pro vyzkum
rakoviny (IARC) patii AFB; do skupiny 1 (prokazany
karcinogen pro ¢lovéka)®. Tento aflatoxin piisobi u Elové-
ka karcinogenné a toxicky zejména na jatra®'. U zvifat
mize konzumace krmiv s obsahem aflatoxinti vést
k chronické aflatoxikdze spojené s poklesem vahy a osla-
benim imunitniho systému®. Pro lidské zdravi predstavuji
aflatoxiny riziko vzhledem k rozsahlé kontaminaci zejmé-
na ara$idl, ofecht, kukufice, baviny a soji. Zbytky krmiv
kontaminovanych aflatoxiny se mohou objevovat také

vvvvvv

do sekce Flavi, jedna se primarné o A. flavus a A. parasi-
. 21
ticus™ .

Obr. 1. Chemicka struktura aflatoxinu B,

3.2. Ochratoxin A

Ochratoxin A (OTA, obr. 2) je pentaketidovy myko-
toxin s nefrotoxickym a karcinogennim uc¢inkem (skupina
2B dle IARC = mozny karcinogen pro &lovéka)™. Cetné
studie na zvifatech ukazaly, ze OTA je silnym nefrotoxi-
nem, kde stupen poskozeni ledvin zavisi na davce toxinu
a dobé expozice?'. Mezi kontaminované plodiny a potravi-
ny timto mykotoxinem patii obiloviny a vyrobky z nich,
rozinky, kéva, vino, hroznové §tavy, pivo a fada dalsich.
Skrz kontaminovand krmiva pro zvifata se mohou zbytky
OTA dostat také do jedlych drobt a krevniho séra danych
zvitat. Samotny obsah OTA v mase, mléku a vejcich je
viak zanedbatelny®*. Ochratoxiny jsou produkovany
v tropickych &astech svéta prevazné druhy rodu Asper-
gillus, zatimco tfada druhti rodu Penicillium je odpovédna
za produkci OTA v chladnéj$im mirném podnebi. Ekono-

vvvvvv

cumdati a Nigri rodu Aspergillus®'.
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Tabulka I
Maximélni limity mykotoxini ve vybranych potravindch v Evropské Unii podle Nafizeni Komise (ES) ¢. 1881/2006
(piepracovano podle cit.'?)

Referat

1.2
1.2.1
122

1.2.3
124
1.2.5
1.3

1.3.1

132

133

134
1.4

1.4.1
142
143

144
1.5

1.5.1
1.5.2
1.5.3

1.54

1.5.5

1.5.6

1.6

1.6.1
1.6.2

1.6.3
1.6.4

Potraviny Maximalni limity [pg/kg]
Bl suma B1, B2, G1, G2

Aflatoxiny
Jadra podzemnice olejné, jez maji byt pred pouzitim k lidské spotiebé ¢i jako 8,0 15,0
potravinova slozka tfidéna nebo jinak fyzikalné oSetfena
Skotapkové plody, jez maji byt pred pouzitim k lidské spotiebé ¢i jako 5,0 10,0
potravinova slozka tfidény nebo jinak fyzikalné oSetfeny
Jadra podzemnice olejné, skotfapkové plody a zpracované vyrobky z nich uréené 2,0 4,0
k primé lidské spotiebé nebo pro pouziti jako potravinova slozka
Kukufice, jez ma byt pied pouzitim k lidské spotiebé ¢i jako potravinova slozka 5,0 10,0
tfidéna nebo jinak fyzikalné oSetfena
Ochratoxin A
Nezpracované obiloviny 5,0
Vsechny produkty pochazejici z nezpracovanych obilovin, véetné zpracovanych 3,0
vyrobki z obilovin a obilovin ur¢enych k piimé lidské spotiebé kromé potravin
uvedenychv 1.2.3a1.24
Obilné prikrmy a ostatni piikrmy urcené pro kojence a malé déti 0,50
Dietni potraviny pro zvlastni 1éCebné ticely urcené specialné pro kojence 0,50
Su§ené hrozny révy vinné (korintky, rozinky a sultanky) 10,0
Patulin
Lihoviny, jable¢né vino a jiné fermentované napoje ziskané z jablek nebo 50
obsahujicich jable¢nou stavu
Pevné vyrobky z jablek, véetné jableéného kompotu a jable¢ného pyré urcené 25
k ptimé lidské spotiebé kromé potravin uvedenych v 1.3.3a 1.3.4
Jable¢na $tava a pevné vyrobky z jablek, v¢etné jable¢ného kompotu 10,0
a jable¢ného pyré, pro kojence a malé déti, takto oznacené a prodavané
Jiné nez obilné piikrmy pro kojence a malé déti 10,0
Deoxynivalenol
Nezpracované obiloviny jiné nez pSenice tvrdd, oves a kukufice 1250
Nezpracovand pSenice tvrdd, oves a kukutice 1750
Obiloviny urcené k piimé lidské spotfeb¢, obilnd mouka (vcetné kukuii¢né 750
mouky, kukufi¢né krupicky a kukufi¢né krupice), otruby ve formé kone¢ného
vyrobku uvadéného na trh pro piimou lidskou spotiebu a klicky kromé potravin
uvedenych v 1.4.4
Obilné piikrmy a ostatni ptikrmy uréené pro kojence a malé déti 200
Zearalenon
Nezpracované obiloviny jiné nez kukufice 100
Nezpracovana kukutice 200
Obiloviny urcené k piimé lidské spotieb¢, obilna mouka, otruby ve formé 75
konecného vyrobku uvadéného na trh pro ptimou lidskou spotiebu a klicky
kromé potravin uvedenych v 1.5.4,1.5.5a 1.5.6
Kukufice ur¢end k pfimé lidské spotieb¢, kukufi¢nad mouka, kukufi¢na krupicka, 200
kukufi¢na krupice, kukuticné klicky a rafinovany kukufi¢ny olej
Obilné piikrmy (kromé kukuticnych piikrmt) a ostatni piikrmy urcené 20
pro kojence a malé déti
Kukufi¢né ptikrmy pro kojence a malé déti 20
Fumonisiny
Nezpracovana kukufice 2000
Kukufi¢na mouka, kukuficna krupicka, kukuficnd krupice, kukufi¢né klicky 1000
a rafinovany kukufi¢ny olej
Kukufi¢né potraviny k ptimé spotiebé kromé potravin uvedenych v 1.6.2 a 1.6.4 400
Kukufi¢né ptikrmy a ostatni pfikrmy urcené pro kojence a malé déti 200
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Obr. 2. Chemicka struktura ochratoxinu A

4. Rod Fusarium

Fusarium je rodem rostlinnych patogennich hub,
z nichz zhruba jedna sedmina produkuje dilezité mykoto-
xiny®. Nejvétsi ekonomicky dopad souvisi s deoxy-
nivalenolem (DON, obr. 3) a jeho derivaty. Pouze aflatoxi-
ny produkované Aspergillus spp. maji vétsi vliv na trh
s potravinarskymi komoditami a zdravi zivoCichi nez
DON (cit.?®). DON patii do skupiny trichothecent, které
jsou s fumonisiny a zearalenonem nejvyznamnéjSimi my-
kotoxiny produkovanymi timto rodem. Nejcasté&jsi vyskyt
fusariovych mykotoxint je v pSenici a kukufici, mohou se
vSak vyskytovat ve vSech obilninach, chiestu, ficich, picni-
néch, lu§téninach, kofeni, ofesich (pistacie)*”**. Vyznamna
je kontaminace fusariovymi mykotoxiny rovnéz b&hem
procesu vyroby piva®. V disledku kontaminace plodin se
mykotoxiny mohou objevovat i v krmivech pro zvifata,
coz miize negativné ovliviiovat jejich kondici*’. V USA
v posledni dob¢ rostou obavy z obsahu fusariovych mykoto-
xinl ve vedlejSich produktech vyroby ethanolu z kukufice.
Tyto produkty (nejcastéji vypalky z destilace) se z 90 %
vyuzivaji praveé jako krmiva zvifat a v porovnani s obilim je
v nich az tiikrat vy3§i koncentrace mykotoxind’®'.

4.1. Trichotheceny

Z fusariovych mykotoxind jsou nejéastéji s lidskymi
toxikdzami a zdravotnimi problémy hospodarskych zvitat
spojovany trichotheceny. Strukturné jsou to seskviterpeno-
idni slouceniny s tricyklickym kruhem, ktery Ize substituo-
vat v nékolika polohach. Trichothecent je vice nez 200,
rozdélenych do ¢tyt skupin (A, B, C, D) na zakladé substi-
tuci jejich struktury. Trichotheceny produkované Fusari-
um spp. jsou typu A a B, typ B je obvykle produkovan ve
vyssich mnozstvich, ale je méng toxicky™. T-2 toxin vyka-
zuje u zvifat nejvyssi akutni toxicitu. Toxicita trichothece-

OH

(0]
OH

OH

Obr. 3. Chemicka struktura deoxynivalenolu

132

Referat

ni je obecné zprostfedkovana prostiednictvim nékolika
mechanismil, véetné inhibice syntézy ribozomalnich pro-
tein®, biosyntézy DNA a RNA a funkce mitochondrii™.
Expozice ¢loveka témto metabolitim ve stravé je spojena
s nevolnosti, prijmem, bolestmi bficha a horedkou®.
Hlavnimi producenty trichothecentd z rodu Fusarium jsou

. . 35
F. armeniacum, F. poae, F. graminearum, F. culmorum™.

4.2. Fumonisiny

Fumonisiny, polyketidové mykotoxiny, jsou nejcasté-
jSimi toxiny nalezenymi v kukufici. Producenty téchto
metaboliti jsou druhy Fusarium verticillioides, Fusarium
proliferatum a dal§i druhy rodu Fusarium, i kdyz mensi
mnozstvi fumonisinu B, produkuje sekce Nigri rodu
Aspergillus®™>°. Skupina fumonisini se sklada ze sloue-
nin fady A, B, C a P, z nichZ nejcastgjsi jsou By, B,, B;
(cit.*?). Fumonisiny maji toxické a karcinogenni u¢inky na
zvifata a clov€ka. Podle klasifikace karcinogenti IARC
patii fumonisin B; a B, do skupiny 2B (cit.**). Toxicita
fumonisina spociva v jejich interakci s biosyntézou lipida.
Konkrétn¢ inhibuji ceramidsyntasu, coz Usti v naruSeni
syntézy ceramidu a sfingolipidového metabolismu. Aku-
mulace volného sfinganinu mtze vést k poskozeni jater
a ledvin®.

4.3. Zearalenon

Zearalenon a jemu piibuzné slouceniny jsou estrogen-
ni mykotoxiny s nizkou akutni toxicitou, které nezptusobuji
smrtelné toxikozy. Tyto latky jsou vSak spojovany
s vyznamnymi reprodukénimi abnormalitami zvifat
(zejména prasat)®. Producenty zearalenonu je mnoho
shodnych mikromycet, které produkuji DON a nivalenol,
diky tomu se ¢asto vyskytuji tyto tfi mykotoxiny spolecné.
Fusarium graminearum je jejich nejvyznamngj$im produ-
centem®®. Estrogenni uéinky zearalenonu a jeho derivata
mohou vést k reprodukénim abnormalitam, jako jsou zvét-
Sené mlécné zlazy a genitalie, atrofie vajecnikll a varlat,
neplodnost ¢i snizend hmotnost potomkil. Prasata jsou
nejcitlivéj§imi druhy hospodaiskych zvifat na plisobeni
téchto mykotoxind, konkrétné zearalenon byl objeven
v souvislosti s vypuknutim estrogenniho syndromu u pra-

s a‘;40,41 .

5. Rod Penicillium

Penicillium spp. je béznym fungalnim rodem vysky-
tujicim se po celém svété v padé, vegetaci, vzduchu ¢i
potravinaiskych vyrobcich. Tento rod je obecné znamy
zejména diky produkci penicilinu, ktera zpusobila prevrat
v 1é¢be bakterialnich onemocnéni. Druhy rodu Penicillium
hraji dulezitou roli ve vyrobé syrG typu camembert
a roquefort, uzenin, rozkladu organickych materiald, hnilo-
bé plodin a produkci riiznorodé §kaly mykotoxint. Mezi
hlavni a nejvice skodlivé mykotoxiny produkované Peni-
cillium spp. patii ochratoxin A a patulin. Déle jsou nékteré
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druhy producenty citrininu, kyseliny penicilové, citre-
oviridinu a dalgich*,

Ochratoxin A (obr. 2) je u rodu Penicillium produko-
van primarné druhy P. verrucosum a P. nordicum.
P. verrucosum kontaminuje zejména skladované obilovi-
ny, zatimco P. nordicum je hlavnim producentem OTA
v masnych vyrobcich (salamy, Sunky). Oba druhy byly
nalezeny také v syrech®.

5.1. Patulin

Patulin (obr. 4), genotoxicky mykotoxin produkovany
nekolika druhy rodG Penicillium, Aspergillus a Bysso-
chlamys, je nejCastéjsim toxinem v jablkach a produktech
z nich. Kontaminuje rovnéz dalsi ovoce, jako je hroznové
vino, pomerance, hrusky a broskve. Mezi buné¢né ucinky
patulinu patii tvorba reaktivnich forem kysliku, pferuseni
bunééného cyklu a uvoliiovani cytochromu ¢ z mito-
chondrii. Zpuasobuje poskozeni DNA a je mutagenni
zdrojem patulinu a hlavnim pivodcem kazeni jablek
a hruSek. Kmeny tohoto druhu produkujici patulin byly
izolovany také z merun¢k, morusi, tie$ni, kiwi, nektarinek,
Svestek, brusinek a jahod. Vzhledem k vysokému obsahu
patulinu ve vyrobcich z jablek byly Evropskou Komisi
stanoveny maximélni limity patulinu v téchto vyrobcich™.

OH

(@] -
Z=0

o

Obr. 4. Chemicka struktura patulinu

6. Rod Alternaria

Mikromycety rodu Alternaria jsou vsSudypfitomné
patogeny a saprofyty, vyznacujici se produkci hnédych
piehradkovanych makrokonidii. Vét$ina druhi tohoto rodu
ma ve svych buné¢nych sténach a sporach obsazen vysoky
podil melaninu. Melanin chrani dany mikroorganismus
pred ucinky UV zéfeni a zvySuje celkovou rezistenci vici
environmentalnim faktordm®. Vzhledem k jejich kosmo-
politnimu vyskytu a schopnosti riistu a produkce toxint
i za nepfiznivych podminek (nizké teploty) jsou druhy
rodu Alternaria Castou pti¢inou kontaminace plodin pfi
prepravé a skladovani v chladu*®.

Alternaria alternata je nejhojn&j$im z vice nez Ctyfi-
ceti druhd rodu Alternaria. Optimalni rdst tohoto druhu
nastava pii 25 °C a pH 4-5,4. Minimalni rstova teplota je
uvadéna kolem —5 °C, coz potvrzuje schopnost ristu pii
skladovani v chladu?’. Alternaria alternata produkuje
vyznamné mykotoxiny — alternariol, alternariol monome-
thylether, altenuen, kyselina tenuazonova, altertoxiny I, II,
III. Kyselina tenuazonova je toxicka pro fadu zvifecich
druht (mysi, kufata, psi). Alternariol, alternariol monome-

Referat

thylether, altenuen a altertoxiny nevykazuji pfilisnou akut-
ni toxicitu. U alternariolu a alternariol monomethyletheru
byly prokazany mutagenni a genotoxické ucinky. Alter-
nariol se vaze na topoisomerasu I a II, coz pravdépodobné
prispiva k narugeni integrity DNA v buiikach savei*®.
Velké mnozstvi alternariovych metabolitil se priroze-
né vyskytuje v potravinaiskych komoditach (ovoce, zeleni-
na, obiloviny, olejniny). Alternariol, alternariol monome-
thylether a kyselina tenuazonova byly casto zjiStény
u jablek, mandarinek, oliv, pepfe, Cervené papriky, rajcat,
fepkového Srotu, slunecnicovych semen, Ciroku, pSenice,
olivového oleje a vyrobki z jablek a rajcat. Samotny alter-
nariol se vyskytoval v fad¢ dzust (jable¢ny, brusinkovy,

hroznovy, $vestkovy, malinovy), v ¢erveném vin¢ a ¢oc-
46,49
ce™™.

7. Zavér

Mezi nové se objevujicimi otazkami bezpecnosti po-
travin ma zdsadni vyznam nartst vyskytu kontaminujicich
mikromycet a jejich sekundarnich metabolitll mykotoxini.
Samotna fungalni kontaminace znamena vysoké ekono-
mické ztraty, pokud se jedna o kontaminaci druhy, které
produkuji mykotoxiny, je zde navic potencial ohrozeni
zdravi lidské populace a zvifat. Mezi fungalni rody tvoiici
vyznamné mykotoxiny patfi Aspergillus, Fusarium, Peni-
cillium, Alternaria a dal$i. Jejich vyskyt v danych komodi-
tach musi byt peclivé sledovan a maximalni hodnoty kon-
taminace témito latkami striktn€ regulovany.

Tento vystup vznikl v ramci projektu Specifického
vysokoskolského vyzkumu — projekt ¢.
A2 FPBT 2021 014.
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Uvod

V poslednych rokoch sa stale viac upriamuje pozor-
nost na vyuzitie nanotechnologii a nanocastic (NP)
v roznych oblastiach Zivota. Syntéza NP mdze prebiehat
fyzikalnymi, chemickymi a biologickymi metodami' ™.
Avsak syntéza s vyuzitim fyzikdlnych a chemickych me-
tod predstavuje environmentalnu zataz*. Ekologickejsia
biologicka syntéza NP je sprostredkovana roznymi biolo-
gickymi Cinitel'mi (baktérie, mikromycéty, kvasinky, viru-
sy, riasy, rastliny a rastlinné extrakty’ . VyuZivaju sa rast-
liny a rastlinné extrakty, ktoré obsahuju zlaceniny schopné
redukcie, napriklad fenoly, flavonoidy, terpenoidy alebo
sacharidy. Pri biosyntéze Ag NP dochadza k redukcii iénu
Ag' na elementarne striebro Ag’ obsahovymi latkami rast-
lin®. Autori opisali viac ako sto réznych zdrojov rastlin-
nych extraktov na syntézu Ag NP*'°. Nanogastice striebra
patria medzi najznamejSie a najpouzivanejSie kovové na-
nocastice s antimikrobialnymi uginkami’. Posobenie Ag
NP je bez toxického vplyvu na T'udské bunky, pricom su
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schopné antimikrobialneho ucinku a inhibuju rast baktérii
aj pri nizkych koncentraciach (v mg 1),

V nasej praci sme sa usilovali prispiet’ k oblasti zele-
nej syntézy nanocastic pripravou striebornych nanocastic
biosyntetickou cestou pouzitim rastlinného extraktu 7hy-
mus vulgare L., Thymus serpyllum L., Sambucus nigra L.
a AgNOs;. Syntéza bola monitorovana pouzitim UV-Vis
spektroskopie a pripravené Ag NP boli sledované tran-
smisnou elektronovou mikroskopiou. Praktické vyuzitie
pripravenych Ag NP bolo zamerané na stanovenie ich
antibakterialnej aktivity.

Experimentalna c¢ast’
Chemikalie a rastlinny material

Pri syntéze bol pouzity dusi¢nan strieborny (AgNO;
(99,8 %), Mikrochem, Slovensko), listy Cajoviny dusky
tymianovej (Thymus vulgare L.) (Juvamed, Slovensko),
viiat’ Cajoviny dusky materinej (Thymus serpyllum L1.)
(Juvamed, Slovensko) a kvety cajoviny bazy Cciernej
(Sambucus nigra L.) (Juvamed, Slovensko).

Syntéza striebornych nanocastic

Extrakty boli pripravené zmieSanim 600 mg suSenej
drogy a 12 ml destilovanej vody, ktoré sa macerovali
2 hodiny pri laboratornej teplote. Pri syntéze sme pouzili
2mM vodny roztok dusi¢nanu strieborného, ktory sa zmie-
Sal s extraktom rastlin v pomere 9:1. Syntéza prebiehala
pri teplotach 50, 60, 70 a 90 °C vyuzitim Peltierovho blo-
ku. Vyhrievany Peltierov blok je stcastou UV-Vis spek-
trofotometra Cary 60 (Agilent Technologies, USA), takze
bolo mozné kontinualne sledovat’ syntézu Ag NP.

Charakterizacia nanocastic

UV-Vis spektroskopia

Proces syntézy Ag NP bol sledovany in situ
v minutovych intervaloch vyuzitim UV-Vis spektrofoto-
metra Cary 60 (Agilent Technologies, USA) s Peltierovym
blokom, pricom absorpéné spektrd boli zaznamenané
vrozmedzi od 350 do 700 nm v kremennej kyvete
(10 mm).

Transmisna elektronova mikroskopia

Velkost, tvar a chemické zlozenie Ag NP boli analy-
zované pomocou transmisnej elektréonovej mikroskopie
(TEM) s pouzitim mikroskopu JEM 2100 (JEOL, Japon-
sko) pracujucom pri napdti 200 kV. Sucasne bola pouzita
metdda SAED (selected area diffraction).
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Antibakteridlna aktivita

Testovanie antibakteridlnych vlastnosti bolo uskuto¢-
nené platiiovou agarovou difuznou metédou'®. Aktivita
bola testovana na kmerioch baktérii Staphylococcus aureus
CCM 4223 (SA) a Escherichia coli CCM 3988 (EC). Des-
tilovana voda bola pouzita ako negativna kontrola a genta-
micin-sulfat (Sigma-Aldrich, USA) s koncentraciou
10 mM ako pozitivna kontrola. Platne boli inkubované pri
teplote 37°C pocas 24 hodin. Po inkubacii boli
z fotografickych zaznamov vyhodnotené velkosti inhibi¢-
nych zén pomocou softwéru Imagel.

Antibakterialny u¢inok vzoriek bol prepocitany podla
vzorca'*:

% RIZD = [(IZDvzorka — 1ZDnegativna kontrola) /
1ZDgentamicin] x 100
kde RIZD vyjadruje % priemernej relativnej inhibicnej
zony a IZD je priemer inhibi¢nej zony v mm.

Vysledky a diskusia

V priebehu syntézy sme zaznamenali vizudlnu zmenu
spdsobenu vznikajucimi Ag NP. Nanocastice sfarbili roz-
tok z pociato¢nej hnedozltej farby az na tmavohnedu.
V obr. 1 mdézeme vidiet' Vis spektra pre syntézu Ag NP
pre sledované teploty 50, 60, 70 resp. 90 °C. Narast absor-
bancie prebicha pri vietkych vinovych dizkach, najmi
vSak okolo 450 nm. Syntézu sme povazovali za ukoncend,
ked’ uz nedochadzalo k narastu absorbancie.

Biosyntézu s extraktom dusky tymianovej sme moni-
torovali pri teplote 50 °C az 100 minut (obr. 1a). Reakéna
rychlost” bola najvyssia na zaciatku v prvych minatach
syntézy. Ani po 100 min nebola syntéza stale ukoncéena, aj
ked’ jej priebeh sa spomal'oval priblizne od 60 min. Zvyse-
nie teploty na 60 °C rychlost’ syntézy vyrazne urychlilo
(obr. 1b). Po 15 min uz k vyraznejSiemu narastu absorban-
cie nedochaddzalo, a preto je moZné povazovat syntézu
Ag NP za ukoncentl. V snahe d’alSicho urychlenia syntézy
sme reakciu realizovali aj pri teplote 70 °C (obr. 1c). Re-
akcia mala vel'mi rychly priebeh a syntéza bola ukoncena
uz po 7 min. NajvyhovujucejSia teplota na syntézu Ag NP
z extraktu dusky tymianovej z hl'adiska sledovania priebe-
hu syntézy je 60 °C.

Syntéza Ag NP pri pouziti extraktu materinej dusky
(Thymus serpyllum L.) prebichala pri teplote 60 °C vel'mi
rychlo (6 min) (obr. 1d). Syntézu Ag NP pri pouziti ex-
traktu bazy Ciernej pri 60 °C nebolo mozné pozorovat,
pretoze v UV-Vis spektre ani po 30 min nedochadzalo
k narastu absorbancie v oblasti okolo 450 nm (obr. le).
Zvys$enim teploty na 90 °C sa absorbancia v Zelanej oblasti
zvySovala (obr. 1f). Syntéza bola ukonfend v Case do
8 min, ked’ uz viac nedochadzalo k narastu absorbancie.

Rychlost’ syntézy Ag NP je rozdielna v zavislosti od
jednotlivych rastlinnych extraktov a tiez je vyrazne ovplyv-
nena teplotou.

Pocas biosyntézy Ag NP sme pozorovali farebné
zmeny Vv zavislosti od Casu, konkrétne sa farba menila
z hnedozltej na tmavohnedu. Subjektivne vizualne pozoro-
vanie bolo podporené spektrofotometrickym meranim
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absorbancie’. Spektrofotometrické meranie priebehu syn-
tézy Ag NP pomocou Thymus vulgaris L. ukazalo, ze tep-
lota nemala vplyv na polohu absorbénych maxim. Pri tep-
lote 50 °C bolo maximum totozné ako pri teplote 70 °C,
konkrétne 440 nm. Pri teplote 60 °C bol rozdiel len 2 nm,
ked’ze maximum plazmového piku malo hodnotu 442 nm.
Maximalna absorbancia u dalsich sledovanych vzoriek
dosahovala hodnotu 469 nm pre Thymus serpyllum L. pri
60 °C a 466 nm pre Sambucus nigra L. Nanocastice strieb-
ra pripravené pomocou katédového naprasovania do gly-
cerolu mali maximum absorbancie pri vinovej dizke okolo
425 nm (cit.)). Pri mechanochemickej syntéze s totoznou
rastlinou ako v nasej praci (Thymus vulgaris L.), boli iden-
tifikované dve maxima absorbancie: pri 452 nm, ¢o zodpo-
veda rastlinnej matrici, a pri 454 nm pre Ag NP (cit."). V
pripade d’alsich dvoch rastlin (Thymus serpyllum L. a Sam-
bucus nigra L.) bolo identifikované iba jedno maximum
prisluchajtice povrchovej plazménovej rezonancii charak-
teristické pre Ag NP, s maximami absorbancie ziskanymi
pri 440 nm pre Ag: Thymus serpyllum L. a 436 nm pre Ag:
Sambucus nigra L. (cit."”). V nadej praci bol u vietkych
sledovanych vzoriek identifikovany len jeden vrchol ab-
sorbancie, ktory zodpovedal Ag NP. Heidari a spol.'®
uviedli absorbanciu pri 440 nm pri pouziti rastliny Thymus
vulgaris L. Erci a Torlak'” uvadzaju absorpény vrchol pre
Ag NP pripravené pomocou Thymus serpyllum L. pri
467 nm. Absorpéné maximum pre systém Ag: Sambucus
nigra L. je v naSom pripade o nieco vyssie na vlnovej diz-
ke, ako uvadza Moldovan a spol.18 (407 nm).

Transmisna elektronova mikroskopia predstavuje
vyborny nastroj na sledovanie morfologie a potvrdenie
tvorby striebornych nanocastic (obr. 2). Z TEM mikrogra-
fov vzoriek pripravenych pomocou dusky tymianovej
a bazy ciernej vyplyva, ze v obidvoch pripadoch mali pri-
pravené Ag NP velkost' bud’ v rozmeroch desiatok nm
(najcastejSie okolo 30 nm) alebo boli mensie ako 10 nm.
V oboch pripadoch majii nanocastice najmd pyramidalny
tvar, v pripade bazy sme vSak pozorovali aj trigonalne
Castice (napr. v lavej dolnej Casti obr. 2a). TEM analyza
s vysokym rozlisenim (HRTEM) potvrdila pritomnost’ aj
velmi malych Castic s rozmermi v jednotkdch nm (vid’
obr. 2b a d).

Na potvrdenie pritomnosti nanocastic striebra
v elementarnej forme sme pouzili metodu difrakcie vybra-
nej oblasti (SAED) (obr. 3). Koncentrické kruznice pred-
stavuju jednotlivé krystalografické roviny v krystaloch
elementarneho striebra. Pre najintenzivnejsiu kruznicu sme
ziskali medzirovinna vzdialenost’ zhruba 0,24 nm, ¢o zod-
poveda rovine 100 a je v stlade s krystalografickou data-
bazou. Vypocditana medzirovinna vzdialenost’ bola takmer
Uplne totozna u oboch pripravenych Ag NP. Okrem signa-
lov pre elementéarne striebro sme iné krystalografické fazy
nepozorovali.

Distribucia velkosti ziskanych nanocastic je v stlade
sinymi pracami, kde boli taktiez pozorované vicsie aj
mensie &astice (tzv. bimodalna distribucia)®*'*. Obdobné
vysledky boli aj v pripade mechanochemickej syntézy za
vyuzitia rovnakych rastlin'>. V pripade SAED analyzy
Ag nanocastic pripravenych pomocou tych istych rastlin
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Obr. 1. Graf z Vis spektrofotometrie zobrazujici priebeh zelenej syntézy Ag NP v zavislosti od ¢asu/v jednotlivych ¢asovych inter-
valoch pouzitim extraktu Thymus vulgaris L. pri 50 °C (a), Thymus vulgaris L. pri 60 °C (b), Thymus vulgaris L. pri 70 °C (c),
Thymus serpyllum L. pri 60 °C (d), Sambucus nigra L. pri 60 °C (e) a Sambucus nigra L. pri 90 °C (f). (Farebna verzia obrazku je

dostupna na webovych strankach ¢asopisu Chemické listy)

boli pri daske tymianovej pozorované aj difrakcie pre
chlorid strieborny (AgCl), aviak nie pribaze G&iernej'.
V nasom pripade sa pritomnost AgCl nepotvrdila ani
v jednej vzorke.

Na stanovenie antibakteridlnej aktivity Ag NP bola
antibakteridlna aktivita testovand voci Escherichia coli
a Staphylococcus aureus (tab. ). Pre odliSenie antimikro-
bidlneho G¢inku samotného extraktu a nanocastic priprave-
nych z extraktu bola sledovana aj aktivita Cistych extrak-
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tov. Ziadny sledovany vodny extrakt Thymus vulgaris L.,
Thymus serpyllum L. a Sambucus nigra L. nepdsobil anti-
bakterialne.

Cioch a spol.” pouzili etanolové, metanolové a vodné
extrakty z plodu bazy Cciernej (Sambucus nigra L.)
a d’alsich rastlin. Vytazky vykazovali antimikrobidlnu
aktivitu na analyzovanych bakterialnych kultirach?. Inhi-
bi¢na aktivita bola pozorovana v pripade extraktu z bazy
Ciernej voli Enterococcus faecalis, Escherichia coli
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Obr. 2. TEM mikrografy pre Ag NP pripravené pomocou vodnych extraktov bazy Ciernej (a, b) a dusky tymianovej (c, d). Mikro-

grafy pri mensom (a, ¢) a vi¢Som (b, d) priblizeni

5 1/nm

5 1/nm

Obr. 3. Obrazce difrakcie z vybranej oblasti (SAED) pre Ag NP pripravené pomocou vodnych extraktov bazy ¢iernej (a) a dusky

tymianovej (b)

a Pseudomonas fluorescens™. Aj ked’ niektoré $tudie uva-
dzaju antimikrobialny ucinok Sambucus nigra L., Thymus
vulgaris L. a Thymus serpyllum L., v naSej praci sa nepo-
tvrdil. Dévodom moéze byt nizSia koncentracia, pouzité
odlisné Casti rastliny (plody bazy namiesto kvetov) a iné
extrakéné Cinidla.

Antibakteridlne ucinky boli pozorované pre Ag NP
pripravené réznymi metodami. Najcastej$i mechanizmus
antibakterialnej aktivity Ag nanomaterialov je zaloZeny na
principe povrchovej interakcie nanocastic s bunkami bak-
térii alebo pdsobenim Ag' iénov vznikajicich pocas roz-
pustania Ag’ nanostruktir'®. ZvySovanie koncentracie
volnych radikdlov v prostredi je dalSim potencidlnym
mechanizmom naruSovania mikrobialnych bunkovych
membran a vnutornych §truktar®. Mnohoraky mechaniz-
mus antibakterialneho ucinku striebornych nanocastic
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eliminuje moZnost’ vzniku bakteridlnej rezistencie®. Anti-
bakterialna aktivita mdze byt zavisla od koncentracie
striebra’®?’. Efekt Ag NP na podne mikrobialne spoloéen-
stvo bol davkovo zavisly®®. V pripade Bacteroidetes bol
sledovany stupajtci davkovo zavisly efekt. Avsak pri rode
Firmicutes bol antibakterialny efekt opacny, t. j. so stipa-
jucou koncentraciou klesal®®. Rozhodujtica je aj velkost
danej nanocastice, pretoze ¢im je nanocastica mensia, tym
vacsi je jej povrch, ktory moéze Specificky interagovat
s cieFovymi truktarami'>*.

Nase vysledky antibakteridlnej aktivity ukazujt, ze zo
vsetkych sledovanych vzoriek jedine nanocastice striebra
pripravené pomocou extraktu bazy ¢iernej vykazovali anti-
bakterialnu aktivitu voéi gram-pozitivnym a gram-
negativnym baktériam.
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Tabulka I
Vysledky antimikrobidlnej aktivity
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1ZD*

RIZD * RIZD [%] *

3

priemer

STDEV  priemer STDEV  priemer STDEV

Staphylococcus aureus
Thymus vulgaris L.

Thymus serpyllum L.
Sambucus nigra L.

Ag NP z Thymus vulgaris L.
Ag NP z Thymus serpyllum L.

- B8 B B B B
- B8 B B B B

Ag NP z Sambucus nigra L.
gentamicin 1,3
Escherichia coli
Thymus vulgaris L.
Thymus serpyllum L.
Sambucus nigra L.

Ag NP z Thymus vulgaris L.

5 B B B B

Ag NP z Thymus serpyllum L.

- B B B B B
- 35 B B B B

Ag NP z Sambucus nigra L. 0,9

gentamicin 1,2 1,2 1,0

- B B 5 B B

5 B B B B

0,9
1,2

n
n
n
n
n
0,1 6
0,1

0,67 0,07

5 B B B B

0,1
0,1

0,09

*n — nezdetekovana antibakterialna aktivita, RIZD vyjadruje % priemernej relativnej inhibi¢nej zony, IZD je priemer inhi-
bic¢nej zény v mm, STDEV je standard deviation (smerodajné odchylka)

Komer¢ne pripraveny strieborny nanoprasok mal
schopnost’ redukovat' rast kolénii E.coli a S. aureus™.
Ag NP boli pripravené zelenou syntézou aj z extraktu lis-
tov Thymus serpyllum L. Proti baktéridm Bacillus cereus,
S. aureus, E. coli, Salmonella enterica serovar
Typhimurium vykazovali silnejSiu antibakterialnu aktivitu
na gram pozitivne ako na gram negativne baktérie®®. Aj
v naSom pripade bol pozorovany silnejsi i¢inok Ag NP
pripravenych pomocou bazy ¢iernej na gram-pozitivnu
baktériu. Odlisny u¢inok moze byt na zaklade Struktural-

nej rozdielnosti v kompozicii bunkovej steny gram-
negativnych a gram-pozitivnych baktérii.
Zaver

Biosyntetickou cestou sme pripravili Ag NP

s pouzitim rastlinnych extraktov. UV-Vis spektroskopia
ukazala, ze priebeh syntézy bol vel'mi rychly (do 8 min)
pri extrakte bazy Ciernej pri teplote 90 °C. Vznik Ag NP
bol potvrdeny pomocou TEM. Zistili sme, Ze v pripade
dusky tymianovej (Thymus vulgare L.) abazy Ciernej
(Sambucus nigra L.) mali pripravené Ag NP velkost
v rozmeroch desiatok nm (najcastejSie okolo 30 nm) alebo
boli mensie ako 10 nm. Antibakterialnu aktivitu vykazova-
li Ag NP pripravené pomocou extraktu bazy Ciernej voci
gram pozitivnym a gram-negativnym baktériam.

139

V nasej praci sme sa pokusili poukazat na moznost’
syntézy NP pouzitim metddy, ktord je ¢asovo aj cenovo
vyhodna, ale hlavne nepredstavuje environmentalnu zat'az
pre zivotné prostredie. Z naSich vysledkov je zrejmé, ze
takto pripravené Ag NP maju Siroké uplatnenie a st rele-
vantnym prispevkom k danej problematike biosyntézy
nanocastic.

Vypracované s financnou podporou Ministerstva skol-
stva, vedy, vyskumu a Sportu Slovenskej republiky v ramci
Agentiiry na podporu vyskumu a vyvoja (APVV-18-0357)
a Vedeckej grantovej agentury VEGA (2/0044/18).
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Their Antibacterial Activity

Silver nanoparticles (Ag NPs) could be prepared by
effective and simple biosynthesis by using plant extracts.
Water extracts from Thymus serpyllum L., Thymus vulgar-
is L., and Sambucus nigra L. were used for a green synthe-
sis of Ag NPs. Progress of the syntheses, the structure of
Ag NPs and their antibacterial actiivity were followed by
UV-Vis spectroscopy, TEM analysis and agar well diffu-
sion method. UV-Vis analysis showed that the reactions
performed with various plants extracts need different tem-
peratures (60—90 °C) to synthesize Ag NPs. The NPs pre-
pared were approx. 30 nm in size, but Ag NPs smaller than
10 nm were detected, too. Pure plant extracts without na-
noparticles had no antibacterial activity. Of the Ag NPs-
containing samples, only those prepared by using extract
from Sambucus nigra L. showed antibacterial activity
against Escherichia coli and Staphylococcus aureus. Green
synthesis is a promising way to prepare NPs with biologi-
cal activities.
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