4 %Y
-

-
'Y 3
Wy a
.
Fiw,
Vo s
-
& r
12~
I
5
v X
¥ ¥ ~»
gt i
TP $howny i
L v -
2
&
s IS
\
C 1
v ¥
& -
z %
"4‘: .
& F, & .
Pr:
‘s bl ¢ 5
/\)‘; “Fwwy
‘. “
; N\, A
o
"
. el
s . v 7
. €N &
iy <
S
i "h,,;‘
-
~ .
% 4
\}\ g
',
7% ‘ﬁ;
% A A \vy
N .
-
i {
X e
vy
! L%
9 -
25
v N
N
e - $
TP ~
L NSOy
W 0 Y

Roc¢nik 116
CHLSAC 116 (9) 517 - 564 (2022)

R

J | ), o
: o
.:‘{;L
,‘g e
L T
o \\y* -
e A
\‘ - \“
o%, ‘__Qzé

’ " [ QY

. > .

‘\‘1\ 7 &

e

\ R

»N TR GHEM/

R A
L) |
2 %
18 2
;"«.ux,,i

%

Predatorské Casopisy

L 4

Lécivy zazvor

LT

&
Sekundarni metabolity rodu Aspergillus
Stanoveni biogennich amind v potravinach

Pl

Vyuziti nizkoemisniho vodiku v EU

ISSN 0009 - 2770 http://www.chemicke-listy.cz




Chemistry
Europe

European Chemical
Societies Publishing

Stay
in touch

through our
Virtual Symposia

Connecting leading minds in the chemical sciences
and bringing cutting-edge research directly to you

Keep up-to-date on upcoming events
hosted by Chemistry Europe journals
on topics, such as:

Organic Synthesis

Chemical Biology

Physical and Medicinal

Chemistry

Battery Research

and Sustainability
And many more...

chemistry-europe.onlinelibrary.wiley.com/hub/events WILEY-VCH



é sHIMADZU

Excellence in Science

— - -
S — ~—— o d_,.a-"'ﬂ-

~—— 4 —
_‘_\_\-_\-\- L - - -—"'-'_Fr
Svy Ky nuz lytik
Inspirovany vernosti a spolehlivosti — to je nova era SFC
Superkriticky fluidni chromatograficky systém Nexera UC Automatizovany proces vytvareni metod
je dostupny v rdznych konfiguracich tak, aby poskytoval pro LC nebo SFC testovani
aplikacné specifické feseni zakaznikim ve farmaceutickém,
chemickém a potravinarském primyslu. Unikatni hardwa- Kombinace se superkritickou fluidni extrakci
rové inovace zarucuji spolehlivou a stabilni analyzu, kterou spojuje rychlou a jednoduchou pfipravu vzorku
Ize ziskat idealni nastroj pro narocné separace vzorkl. Diky s nejmodernéjsi chromatografickou analyzou a vysoko-
spojeni specificity MS detekce a vsestrannosti SFC dosah-  citlivostni detekci

ne tento systém nejvyssi mozné citlivosti.

Bezprecedentni stabilita tlaku zajisti presna
a reprodukovatelna data

pomoci unikatniho nizko-objemového regulatoru
zpétného tlaku

Rychlejsi pratoky, vyssi vykon a nizsi naklady

na analyzu

diky nizko-viskézni mobilni fazi, ktera je nejvice pratelska
k Zivotnimu prostredi

www.shimadzu.eu/next-era-SFC



Chem. Listy 716, 517-518 (2022)

Preddtorské casopisy podruhé

Predatorské casopisy jsou produktem dnesni doby,
kterd tviirci cinnost akademickych védeckych pracovnikii
hodnoti strikiné podle poctu publikaci a jim odpovidajicich
scientometrickych ukazatelii. S tim souvisi rozdélovani
financnich prostiedkii, a proto je védecké publikovani
dobry byznys. Téma publikovani v preddatorskych casopi-
sech bylo jiz v Chemickych listech zminéno v roce 2016
v uvodniku Jifiho Podesvy'. Od tohoto roku se taktika
a strategie predatorskych casopisii prece jenom trochu
pozmeénila a predevsim vznikla podivnd Sedd zéna na hra-
nici seriézni/predatorsky. Stdale vSak plati, ze publikovat
v preddatorskych casopisech je neetické a jejich prispévate-
1é se vystavuji jistému politickému riziku’. Podrobnd ana-
lyza toho, kdo a zjaké zemé publikuje v predatorskych
Casopisech, je citliva zdlezitost, jak lze dokumentovat na
prikladu ceskych autorii Machacka a Srholce, kteri se o to
pokusili ve svém prispévku v casopise Scientometrics’.
., Postizeni* se samozirejmé redakci ozvali a ta pod jejich
tlakem stahla zminénou publikaci ze svého webu, a to zase
k nelibosti zminénych autorii. Oznaceni casopisu za pre-
datorsky tak miize byt i predmétem soudniho sporu. Na
druhé strané visak nékteri vyzkumnici, kteri publikuji
v predatorskych casopisech, tak cini neumysiné. Proces
vzniku a zaniku védeckych casopisii je prirozeny jev a ne
kazdy novy casopis na trhu musi byt nutné preddtorsky.
Nicméné situace ve vedecké komunité je takovd, Ze rada
z nas stale dostava 10 i vice nevyzdadanych mailu tydné
s podlézavym oslovenim, typu: ,, Highly respected persona-
lity; The selective scientist who has enormously contri-
buted to the scientific community; An eminent researcher
like you ....", kdy redakce nejroztodivnéjsich casopisi
zddaji o spoluprdci, tj. predevsim o rukopis. Viitbec pritom
nevadi, ze chemik je Zdadan o prispévek z naprosto odlehlé-
ho oboru (napr. oSetiovatelstvi, nebo klinické studie
apod.). Je pozoruhodné, zZe tyto Zdadosti si redakce peclivé
eviduji, coz vyplhva z opakovanych pokusii (we tried seve-
ral times...). Jak se v té spleti védeckych casopisii vyznat?
Zakladem je tzv. Beallitv seznam: ,, Potential predatory
scholarly open-access publishers®, ktery je pravidelné
aktualizovain, posledni aktualizace je z 8. 12. 2021 (cit.*).
Pri hodnoceni je potreba postupovat obezretné. To, Ze
vydavatel je na Beallové seznamu, znamend pouze indikd-
tor — pozor! Problematika je daleko komplexnéjsi a jedna
z ndmitek proti Beallové seznamu je podjatost jeho autora
viici rezimu ,,Open Access* (OA). Kromé toho nékteré
nase védecké instituce umistuji na svoje webové stranky
varovani pred (potencidlné) predatorskymi vydavatelstvi-
mi°. Strategii téchto preddtorskych vydavatelstvi jsou spe-
cialni cisla, jejichz enormni pocet naprosto prevazuje nad
Cisly nespecidlnimi®. Specidlni ¢isla jsou garantovina
., guest editors”, pricemzZ tato pozice Vam miize byt téz
nabidnuta a pak je Vasi starosti si obstarat z okruhu Va-
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Sich kolegii z oboru dostatecny pocet prispéviii. Uroveii
téchto specidlnich cisel miize proto velmi kolisat podle
toho, jak je osoba , guest editora” zbéhla a zndmd
v oboru. Specialni cisla vychazi v rezimu OA, tzn., Ze autor
plati za svoji publikaci vydavateli predem.

Ale nyni ruku na srdce — dokdzeme s jistotou udelat
delici c¢aru mezi ,,predatorskymi* a ,, nepreddatorskymi
vydavateli? Co kdyz se jednd jen o agresivni marketing
(jakkoli otravny a obtézujici) a redakcéni postup a recenzni
Fizeni jsou v poradku? Samoziejmé to miize byt i tak, Ze
vydavatel se rozhodl vybrat penize a kromé viezlych mailit
téz ,, pusti vSechno“, protoze kazdy c¢lanek znamend dalsi
prijem.

Podivejme se na vyse odkazované vydavatelstvi MDPI
(Multidisciplinary Digital Publishing Institute)’ — a ukaz-
me, jak bychom mohli identifikovat ,, podezielé* casopisy
(nebo vydavatele), a to nikoli na zdklade dojmu, nybrz na
zdklade dat? Za jeden z indikatorii miiZzeme povazovat
(témer) exponencidlni narist poctu publikaci v poslednich
letech. Necht si laskavy ctendr sam porovnd hlavni vyda-
vatele na strance ESAC Market Watch’ (a zaméFi se zejmé-
na na MDPI, Frontiers Media SA, Springer Nature, ale
i napr. Elsevier). Biochemik by rekl, Ze ti OA vydavatelé
Jsou v log fazi (exponencialni), ale napr. Elsevier a Sprin-
ger Nature maji dosti podobné tendence a vypadaji, zZe
Jjsou jen trochu pozadu — na prechodu z lag (klidové) faze
do exponencialni faze. Nevypada to, Ze by se , tradicni*
komercni vydavatelé divali na extra penize skrz prsty.

Abychom byli konkrétni — zde je vyvoj poctu publikaci
u MDPI, ktery asi nepotiebuje prilis komentdar.

Pocty publikaci podle WoS - MDPI
250 000

200 000
150 000
100 000

50000

o

o o
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Ale nyni trochu komplikovanéjsi priklady — casopis
RSC Advances (vydavan Royal Society of Chemistry)
a Casopisy Scientific Reports a Nature Communications
(dva Open Access casopisy vydavané Nature Research
Group, jez je dnes soucasti Springer Nature).
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Poity publikaci podle WaS
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Masivni publikovani v casopisech Scientific Reports
a Nature Communications je hlavnim ditvodem ndriistu
poctu publikaci u vydavatele Springer Nature. Jak tohle
interpretovat? Bylo vZdy tolik dobrych rukopisii, které jen
nedostaly prostor? Nebo je to tak, Ze védci jsou ochotni
potisknout jakykoli volny kus papiru pro nasbirdni dalsich
bodii? A je mirnejsi ndarist poctu clanki (oproti napr.
MDPI) dan lepsim recenznim rizenim, nebo (cynicka vari-
anta) jich pri APC (Article Processing Charge) ve vysi
7000 EUR prosté tolik nepotrebuji (pro vygenerovani
zajimavého prijmu)?

A nyni obrdceny pripad — casopis RSC Advances. Mél
témer exponencidlni ndrist clankit az do roku 2016. Od
ledna 2017 presel do rezimu Gold OA, a to za nijak pro-
hibitivnich podminek — 500 GBP za jeden prispévek,
v letech 2017-2018, pak 750 GBP.

Jak ale interpretovat v grafu ten skokovy pokles? Ze
rezim OA prispél ke kvalite, protoze vétsina autori usoudi-
la, Ze jejich vytvor nestoji za vynalozeni 500 GBP pro ote-
vireni v rezimu OA? Nebo Ze se jednalo o netispésny pokus
vytvorit OA ,,megajournal“ pro chemii? Nezacalo se ale
rovnou v rezimu OA, nybrz v cisté predplatmém reZimu.
Casopis se ,,nafoukl* a pak se spoléhalo na to, Ze cdst
autorit vydrzi a ¢asopis neopusti ani po prechodu do rezi-
mu Gold OA?

Jak je videt, podezieni se nevyhnou ani renomovani
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(i ti mensi) mohou mit jak Spickové tituly, tak tituly, kde je
rozhodné prostor pro pochybnosti.

A tak na zaver nezbyva, nez kazdému doporucit podi-
vat se na weby Think. Check. Submit/Attend, prip. na jejich
ceskou verzi®. Je doba letnich a podzimnich dovolenych —
a ejhle, nahodicka — nabizi se tydenni konference v reckém
letovisku, s garantovanym vyddnim prispévku v néjakém
blize nespecifikovaném casopise, pricemz abstrakt je prijat
do tydne. To vypada ldkavé! Tady asi Zadny ,,checklist*
nepotiebuje nikdo, ze...? Ale presto, prozkoumdme-Ii zd-
znamy v RIVu, tak do ,,top 40° vydavatelii se ndm jeden
takovy subjekt propracoval. Ze by (staro)novd kategorie —
predatorské konference?

Bohumil Kratochvil a Jiri Jirat
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ZAZVOR, Z JIDELNIHO STOLU ROVNOU DO LEKARNY
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drasarp@vscht.cz
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ucinnost
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Zazvor 1ékatsky (Zingiber offici-
nale Roscoe) je vytrvala tropicka
rostlina (obr. 1, cit."), péstovani
v Orientu pod rlznymi jmény,
jmenovit¢ ada, adrak, aradraka,
adu, ale, allamu, gyin, halia bara,
ingiver, inchi, inji, sonthi.
V angli¢iné znama jako ginger,
némecky Ingwer. Je z Celedi za-
. zvornikovitych spolu s kurkumou,
i kardamomem ¢i galangalem. Pou-
ziva se jeji oddenek, jako potravi-
na i léCiva droga, at’ jiz Cerstvy,
nakladany, kandovany, anebo mle-
ty suseny, ¢i z n¢ho ziskany olej a pryskyfice (oleoresin),
oba posledni s ptivlastkem GRAS (Generally Recognized
As Safe)’. Vanglicting je tieba odliit ginger-grass
(Cymbopogon martinii) a black ginger (Kaempferia par-
viflora).

Ve svété je péstovan od nepaméti, s produkei vice nez
4 miliony tun ro¢né, ponejvice v Indii. Produktivita se
pohybuje kolem 3,5 t/ha (cit.?), pfi¢em? je znamo, Ze jeho
produkce je stile vice ohroZovana napadenim houbami®.
Zminuji se o ném, jako o uziteéné 1é¢ivé rostling, jiz pied
4000 lety i véda®, dale pak TCM®, Dioscorides’ a Matthio-
1i®. O tuto drogu jevi chemicka literatura vzristajici zajem,
kdy v roce 2021 Chemical Abstracts Service evidoval jiz
351 ¢lankd, jak ukazuje graf na obr. 2.

Zazvor je jednou z nejcastéji konzumovanych rostlin-
nych drog s vyznamnymi farmakologickymi a fyziologic-
kymi aktivitami. Je Siroce pouzivan v lidovém 1é¢itelstvi,
ato u riznych onemocnéni, véetné chronickych, jako je
obecné cukrovka'®!!, diabeticka nefropatielz, diabeticka
retinopatie'®, diabetes 2 typu'*, fady druhd nadord'> ',
viedy ", 223 kardiovaskularni

Obr. 1. Zazvor lékarsky

Alzheimerova choroba™~,
onemocnéni****, plicni fibrozy™, artritické bolesti, otravy®,
virozy”’, a deprese®. Piiznivy uginek zézvoru u téchto
onemocnéni spo&iva piedeviim v jeho antioxida¢nich?®*’,
antimikrobialnich®', izan¢
vlastnostech® a kromé jiného zmen3uje obtize pii kinetd-

ze**, migrén&®®, snizuje hladinu lipida*®, mirni nevolnost
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a zvraceni, kterdZto vlastnost je vyuzivana mj. i pii podavani
chemoterapeutik®’, mirni kiece a bolesti v krku®® a podporuje
traveni’’. Je znamo jeho pouziti jako afrodisiaka®, podle
Koranu jej budou uzivat pravovérni v raji*'. Jde o piirodni-
nu stejné mocnych biologickych vlastnosti jako ty, které se
snazime popisovat vtomto Gasopise, napi.* ™, v sérii
¢lank, kterou jsme zahajili pred 15 lety™.

Ostra ving a chut’ ¢erstvého zazvorového oddenku je
dana smési bioaktivnich tékavych oleji*® & lipofilniho
extraktu®’ (napf. gingeroldi, shogaolil, paradolu a zingero-
nu), které tvoii piiblizné 1-3 % jeho hmotnosti. [6]-
Gingerol ((5S)-5-hydroxy-1-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-
dekan-3-on) je povazovan za hlavni Stiplavou a hlavni
bioaktivni slouteninu v erstvém zazvoru®. [4]-, [8]-, [10]-,
a [12]-gingeroly jsou pfitomny v men§im mnozstvi*. Kro-
mé toho zazvor obsahuje i mono- a seskviterpeny™’, néko-
lik vyznamnych a antioxidacnich sloucenin, jako je vita-
min C, vitamin E, niacin, f-karoten, kyselina pantotheno-
va, lutein, lykopen, kvercetin, genistein a tanin''”'.
V zédzvoru byly nalezeny nejen zdkladni prvky, jako je
draslik, hoi¢ik, fosfor, vapnik, ale i mangan, méd’, selen
a zinek'*%. Kromé toho bylo zjisténo, Ze zazvor obsahuje
malé mnozstvi toxickych prvki, jako je kadmium, olovo
a nikl*.

Databaze PubChem uvédi, Ze [6]-gingerol je v litera-
tufe asociovan s piisobenim pfi fadé onemocnéni jako neo-
plazma, rakoviny, metastdzy, hyperplazie, komplikace
spojené s diabetem, intolerance glukosy, keratoza, prijmy,
krvaceni, nemoci prostaty, teratozoospermia, testikularni
onemocnéni, patologické zmény véhy™. V téze databazi se
uvadi, Ze je drazdivy a toxicky (LDsy/mys/p.o. 250 mg kg™")

.Mlll\ll“lmll
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Obr. 2. Rostouci trend poétu publikaci o zizvoru (1969-2022)°



Chem. Listy 716, 519-521 (2022)

[6]-gingerol [6]-shogaol R — (CH,),CH;
[8]-gingerol [8]-shogaol R —(CH,)¢CH;
[10]-gingerol [10]-shogaol R —(CH;)sCH;
[12]-gingerol [12]-shogaol R —(CH;),0CH;

Referat

) 6}

0 (o]

OH l OH |
zingeron [6]-paradol

Cislo v hranaté zavorce zna&i po&et uhlikil v postrannim Fetézci za a-uhlikem vedle uhliku karbonylu.

(cit.>*). Na rozdil od piedchoziho je statut GRAS pro pro-
dukty, které obsahuje, a mj. téz studie, ktera uvadi, Ze byl
studovan metabolismus gingerolli a shogalolt na zdravych
dobrovolnicich'® s davkami p.o. az 2 g. Rozpusti se jej
80 mg v litru vody™, ale jeho rozpustnost lze zvysit kom-
plexaci s B-cyklodextrinem®® minimalng& 4x.

Gingeroly a shogaoly jsou po poziti metabolizovany
na glukuronidy a sulfaty, a tak snadno vyludovany''.

Pti zkoumani biologickych vlastnosti zazvoru a jeho
komponent narazime na obtiz. Gingeroly, hlavni slouceni-
ny v Cerstvém zazvoru, jsou nachylné k dehydrataci a pre-
meéné na shogaoly, hlavni slouceniny v suSeném zézvoru,
v disledku nestability B-hydroxyketonu pfi vystaveni mir-
nému teplu a/nebo kyselym podminkdm®’. Tepelna uprava
zazvoru transformuje reverzni aldolovou reakci gingerol
na zingeron, ktery je méné Stiplavy a ma kotenné¢ sladkou
vini.

Department of Complementary and Alternative Medi-
cine, John A. Burns School of Medicine, University of
Hawai'i, USA, po vyhodnoceni dostupnych studii rozd¢lu-
je vysledky na ,,sugestivni* (napf. kratkodobé uzivani za-
zvoru pro bezpecnou tlevu od nevolnosti a zvraceni souvi-
sejicich s téhotenstvim), ,,smiSené* (napf. pouziti pro ces-
tovni nevolnost, nevolnost po chemoterapii nebo operaci)
a ,,nejasné (napt. 1é¢bu revmatoidni artritidy, osteoartriti-
dy nebo bolesti kloubi a svali)*®.

Pfinasime tento piispévek opét jako ucebni text popi-
sujici rizné zajimavé aspekty chemie ptirodnich latek
(srovnej™®), i proto, Ze chceme takto reagovat na mnoz-
stvi smyslenek, polopravd a nesmysld, které jsou kolem
ptirodnich sloucenin dnes §ifeny. Mame totiz radost, kdyz
najdeme piirodni latku, ktera ma navic zanedbatelnou toxi-
citu, téméf nulové kontraindikace a ktera je lidstvem pou-
zivana po tisice let.
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1. Uvod

Neustale sa meniace klimatické podmienky na nasej
planéte okrem iného ovplyviiuji aj vyskyt mikroskopic-
kych vlaknitych hib. Mikromycéty, ktoré maji rozmanité
rodové a druhové zastupenie, si za ur¢itych environmen-
talnych podmienok schopné syntézy sekundarnych meta-
bolitov — mykotoxinov. Mykotoxiny uz od svojho objave-
nia predstavuji problém celosvetového charakteru. Spdso-
buju nielen zdravotné problémy T'udi, ale Casto byvaju
pri¢inou ekonomickych strat v chovoch zvierat. Mykotoxi-
ny st skrytou hrozbou, pretoZze sa moézu nachadzat
v krmovinach,  krmivach, v produktoch  zivocisneho
arastlinného pdvodu, a tiez vpotravinéchl. Konzumacia
krmiv a potravin kontaminovanych mykotoxinmi moéze
negativne ovplyvnit zdravotny stav zvierat a ['udi. Mozu
sposobit’ akttnu alebo chronicki mykotoxikdzu, dokonca
az smrt’ postihnutého jedinca, ato v zavislosti od typu
mykotoxinu a jeho prijatého mnozstva. Z toxikologického
hladiska mykotoxiny pdsobia ako hepatotoxiny, nefrotoxi-
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ny, karcinogény, mutagény a mdzu mat’ aj imunosupresiv-
ny uginok’. Okrem toho niektoré mykotoxiny maju terato-
génny potencial a moézu spOsobit malformaciu kosti
a negativne ovplyvnit vyvoj fetilnych organov**. Medzi
celosvetovo najvyznamnej$ich producentov mykotoxinov
patria  rody  Aspergillus,  Alternaria,  Fusarium
a Penicillium’.

2. Sekundarne metabolity rodu Aspergillus

Po prvykrat boli popisané mikromycéty rodu Asper-
gillus botanikom Pierom Antoniom Mitchelim v roku 1729
(cit.%). Dnes predstavuje rod Aspergillus  jeden
z najvyznamnejSich rodov mikroskopickych vléknitych
hab, ktoré st zodpovedné za  znehodnotenie
a kontaminaciu potravin prostrednictvom mykotoxinov’?®
(tab. I). Druhy rodu Aspergillus s prispésobené na rast
v tropickych oblastiach pri teplote 37 °C a vysSej. Druhy,
ktoré sa bezne vyskytuju v potravinach, st xerofilné
arasti pri aktivite vody min. 0,80. VicSinou st prisne
saprofytické (rastu po zbere), ale niektoré druhy mézu rast’
a vyvijat' sa ako komenzaly v rastlinich, bez poSkodenia
urody'®. Mnoho druhov rodu Aspergillus zapriiiiuje ocho-
renia rastlin, zivocichov a ¢loveka. Dominantnymi druhmi
anajcastej§imi  povodcami infekénych ochoreni su
A. flavus a A. fumigatus''. Vo vieobecnosti patria sekun-
darne metabolity aspergilov medzi najnebezpecnejsie my-
kotoxiny v ramci zdravia l'udi a zvierat. NajvyznamejSie
mykotoxiny rodu Aspergillus su aflatoxiny, ochratoxiny,
patulin, sterigmatocystin, gliotoxin a kyselina cyklopiazo-
nova. Ich vyskyt sa potvrdil v mlie¢nych vyrobkoch
(mlieko a syry), v Cerstvom a susenom ovoci a zelenine,
v semenach s vy§§im obsahom tuku a obilninach'?.

2.1. Aflatoxiny

Aflatoxiny (AF) st vyznamné sekundarne metabolity
prirodného podvodu, ktoré moézu byt produkované az
16 druhmi rodu Aspergillus, najmda druhmi 4. flavus
a A. parasiticus™'*. Boli popisané v roku 1960 v stvislosti
s vyskytom ochorenia ,,Turkey X disease* na anglickych
hydinovych farmach'>'®. Postupom &asu boli identifikova-
né 4 typy aflatoxinov AFB;, AFB,, AFG, a AFG, a dva
metabolické produkty AFM; a AFM,, ktoré boli izolované
z mlicka zvierat v laktacii. V sG¢asnosti je znamych pri-
blizne 20 druhov aflatoxinov. Ich pritomnost’ bola zazna-
menand v kukurici, pSenici, jaémeni a inych obilninach,
olejnatych semendch, kave, kakaovych bdboch, figach,
suenom ovoci, koreni, mlieku a v mlie¢nych vyrobkoch'”.

Z hl'adiska chemickej Struktury zarad’ujeme aflatoxi-
ny medzi nenasytené polycyklické, vysoko substituované
kumariny. Su to termostabilné zliceniny a rozkladaji sa
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Tabulka I

Referat

Vyskyt mikroskopickych hub rodu Aspergillus v potravinach (prepracované podra cit.””)

Potravina Druh mikroskopickej huby

Obilniny Aspergillus clavatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus, Aspergillus
versicolor

Strukoviny Aspergillus aculeatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus,

Aspergillus parasiticus, Aspergillus versicolor

Semena olejnatych
rastlin

Aspergillus aculeatus, Aspergillus clavatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus
ochraceus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus versicolor

Koreniny

Aspergillus clavatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus, Aspergillus
versicolor

Ovocie a zelenina

Aspergillus aculeatus, Aspergillus clavatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus

ochraceus
Iné Aspergillus clavatus (suSené ryby), Aspergillus flavus (ryby), Aspergillus niger (syr),
Aspergillus ochraceus (kava), Aspergillus versicolor (susené méso)
pri teplote vysSej ako 250 °C. Aflatoxiny By a B, pod lekuly, bielkoviny, RNA a DNA, pri ktorej sa prednostne

UV ziarenim vykazuji modra (blue) fluorescenciu
a aflatoxiny G; a G, su pomenované podla Zltozelenej
farby (green) fluorescencie. Aflatoxiny st nizkomolekular-
ne latky s molekulovou hmotnostou v rozsahu 299 az
346 g mol ™' (obr. 1-4). Toxikologicky najvyznamnejsi je
alfatoxin B; (C7H,0¢) s molekulovu hmotnostou 312,3
a chemickym nazvom (6aR-cis)-2,3,6a,9a-tetrahydro-4-
-metoxy-cyklopenta[c]furo[32":4,5]furo[2,3-h][1]benzo-
pyran-1,11-dién. Z hl'adiska fyzikalnych vlastnosti je afla-
toxin B, svetlozlta krystalicka latka, ktora sa dobre rozptis-
ta v polarnych organickych rozpustadlach (chloroform,
metanol a dimetylsulfoxid (DMSO) a malo vo vode.
V nepolarnych rozpustadlach je AFB; nerozpustny'®. Sa-
motny aflatoxin B, je biologicky net¢inny. Toxickym sa
stdva az po jeho komplikovanej metabolickej aktivécii,
ktora prebiecha pomocou mikrozomalnych (cytochrém P-
450 dependentnych) oxidaz (hlavne CYP1A a CYP3A) za
vzniku aktivneho metabolitu AFB1-8,9-epoxidu19’20.
V tejto forme je schopny sa viazat’ na bunkové makromo-

Obr. 1. Aflatoxin B,

Obr. 2. Aflatoxin B,
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viaze na molekulu guaninu v pozicii 7 za vytvorenia stabil-
ného aduktu. Vzniknuty produkt byva pri¢inou vzni-
ku génovych mutécii*'. Aflatoxiny okrem karcinogénnych
ucinkov, posobia imunosupresivne, mutagénne
a teratogénne. Sposobuji u 'udi menej Castu akatnu aflato-
xikdézu alebo sa prejavia neskorymi toxickymi Gc¢inkami
v podobe chronickej otravy. Letdlna davka pre cloveka
predstavuje 10-20 mg aflatoxinu® %, Na G&inky aflatoxi-
nov su citlivé vSetky druhy zvierat, ale medzi najcitlivejSie
patria vtaky, ryby, psy a oSipané. Menej citlivym je dospe-
1y hovidzi dobytok'®. Podl'a medzinarodnej agentury pre
vyskum rakoviny (IARC) bol AFB, zaradeny do skupiny
1A ako preukdzany karcinogén pre ¢loveka a vo vSeobec-
nosti boli ostatné aflatoxiny zaradené medzi potencialne
karcinogény do skupiny 2B. AvSak podla aktudlnych tda-
jov st vratane aflatoxinu B, zaradené do skupiny 1 ako
karcinogény pre Cloveka aj aflatoxiny B,, G;, G, aM;
(cit.?9).

Obr. 3. Aflatoxin G,

Obr. 4. Aflatoxin G,
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2.2. Ochratoxiny

Ochratoxiny st v tropickych a subtropickych oblas-
tiach produkované predovsetkym mikromycétami rodu
Aspergillus (A. ochraceus, A. westerdijkiae, A. niger a iné)
a v chladnejsich oblastiach najmi mikroskopickymi vlak-
nitymi hubami rodu Penicillium (P. verrucosum a P. nor-
dicum)®’. Prirodzene sa vyskytuje niekol’ko druhov ochra-
toxinov: ochratoxin A, ochratoxin B (dechlorovany ochra-
toxin), ochratoxin C (etylovany ochratoxin), ochratoxin D
(4-hydroxyochratoxin), 10-hydroxyochratoxin a ochratoxin a.
Ochratoxin A (OTA) je najcastejSie sa vyskytujuci potra-
vinovy mykotoxin. MdZe sa nachadzat' v Sirokej Skéle
potravin a pol'nohospodarskych komodit, kde jeho pritom-
nost’ suvisi najmd s nespravnymi podmienkami susenia
a skladovania®®. Vyskyt ochratoxinu A bol potvrdeny
v obilninach, strukovinach, olejnatych semenach, suSenom
ovoci, kavovych zrnach, kakaovych boboch, hroznovej
$tave a vine®.

OTA je chemicky stabilné zlicenina v podobe bielej
krystalickej latky s bodom topenia 168—173 °C. Rozpusta
sa v chloroforme, etanole a metanole. Z chemického hla-
diska a sposobu biosyntézy patri ochratoxin A medzi pen-
taketidy odvodené od dihydrokumarinov spojenych
s B-fenylalaninom. Ochratoxin A (C,0H;30¢CIN) ma mole-
kulovi hmotnost’ 403,8 g mol™ a jeho chemicky nézov je
N-[(3R)-5-chloro-8-hydroxy-3-metyl-1-o0x0-3,4-dihydro-
-1H-2-benzopyran-7-karbonyl]-L-fenylalanin (obr. 5)*.
Pod UV ziarenim vykazuje v kyslom prostredi intenzivnu
zelenu fluorescenciu a v alkalickom prostredi fluoroscen-
ciu modrej farby®'. V ramci toxicity ochratoxinu A sa po-
tvrdili predovsetkym jeho nefrotoxické Gcinky, ale moze
posobit’ aj hepatotoxicky, neurotoxicky, teratogénne
a imunosupresivne. Potencidlne nefrotoxicky je pre vSetky
druhy zvierat okrem dospelého hovidzieho dobytka. Druh
a miera toxicity sa li§i v zavislosti od druhu a pohlavia
zvierat. Akttna a chronicka toxicita je spajana so schop-
nostou OTA inhibovat’ syntézu proteinov na zaklade kom-
peticie s fenylalaninom v reakciach, ktoré su katalyzované
prostrednictvom fenylalanin-tRNA syntetazy. Okrem inhi-
bicie bielkovin, zvySuje peroxidaciu lipidov, nariSa meta-
bolizmus cukrov, funkcie mitochondrii a metabolizmus
vapnika’. Medzinarodnad agentira pre vyskum rakoviny
zaradila ochratoxin A do skupiny 2B medzi mozné karci-
nogény pre cloveka. AvSak pre viaceré dokazy
o karcinogenite ochratoxinu A sa do buducna uvazuje
o prehodnoteni jeho zatriedenia a zaradenie ochratoxinu A
do skupiny 2A ako pravdepodobny karcinogén pre 'udi*'.

OH
NH

Obr. 5. Ochratoxin
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2.3. Patulin

Patulin (obr. 6) je produkovany okrem zastupcov
rodov Penicillium a Byssochlamis aj mikroskopickymi
vlaknitymi hubami rodu Aspergillus (A. clavatus, A. gi-
ganteus, A. longivesica)’>. V minulosti bol patulin (PAT)
pre svoje antibiotické vlastnosti pouzivany v terapii proti
gram-negativnym a gram-pozitivnym baktéridm. Napriek
jeho antibakteridlnym, antivirotickym a antiprotozodrnym
ucinkom bol v 60. rokoch minulého storocia preklasifiko-
vany na mykotoxin, pretoze bola zistend jeho vysokd mie-
ra toxicity pre udsky organizmus™. MoéZe sa vyskytovat
v plesnivom ovoci, obili a inych potravinach, najmi v
produktoch z jabik (3tavy, dzusy, musty)**.

Patulin (4-hydroxy-4H-furo[3,2-c]pyran-2(6H)-6n) je
po chemickej stranke nenasyteny lakton s molekulovou
hmotnostou 154 gmol’l a chemickym vzorcom C;HgOs
(cit.?). V kyslom prostredi a pri teplote do 100 °C je po-
merne stabilny. PAT zvySuje permeabilitu bunkovych
membran rozruSovanim cytoplazmatickych mikrovlakien
a negativne ovplyviiuje enzymatické procesy v bunkach.
Posobi inhibi¢ne na sukcinatdehydrogenazu a laktat-
dehydrogenazu a nekompetitivne inhibuje aldolazu. Inhibi-
ciou Na', K adenozintrifosfatazy naru$uje funkcie mem-
bran apriamo ovplyviiuje mitochondridlne funkcie
a procesy dychania®®. Negativne zasahuje do biosyntézy
makromolekul vratane RNA polymerdzy a DNA poly-
merazy I all. Priamym uc¢inkom na DNA poskodzuje
priebeh transkripcie a translacie®”®. Boli potvrdené jeho
teratogénne a mutagénne ucinky. Podla IARC je PAT
zaradeny do skupiny 3 medzi ostatné mykotoxiny, ktoré
zatial’ nie su klasifikované ako karcinogény?'.

2.4. Sterigmatocystin

Po prvykrat bol sterigmatocystin (STE) izolovany
v roku 1954 z kultary Aspergillus versicolor. Vyskytuje sa
vécsinou v obilninach, koreni, zelenych kavovych zrnach
a mlie¢nych vyrobkoch™.

o}
o}
N
H
O~ "OH

Obr. 6. Patulin

Obr. 7. Sterigmatocystin
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STE je prekurzorom aflatoxinu B; aich chemicka
struktira  je  podobna  (obr. 7)*’.  Sterigmatocystin
((3aR,12cS)-8-hydroxy-6-metoxy-3a,12c-dihydro-7H-furo-
[3',2"4,5]furo[2,3-c]xantén-7-6n) je organicka heteropen-
tacyklicka zltcenina, ktora pozostava z xantonového jadra
pripojenc¢ho ku bisfuranovej Struktare. Patri medzi polyke-
tidy s molekulovou hmotnostou 324,29 g mol™" a teplotou
bodu topenia 246 °C (cit.*"). STE (C,sH,,05) je rozpustny
v metanole, etanole, acetonitrile, benzéne a chloroforme™®.
Z toxikologického hladiska sterigmatocystin mdze indu-
kovat tvorbu tumorov u l'udi a zvierat. Predpokladaju sa aj
jeho mutagénne a genotoxické ucinky. Napriek obmedze-
nym toxikologickym informacidm je sterigmatocystin
podla TARC zaradeny do skupiny 2B ako potencialny
karcinogén Tudi®.

2.5. Gliotoxin

Gliotoxin (obr. 8) produkuju viaceré druhy mikrosko-
pickych vlaknitych hab ako napriklad Aspergillus fumiga-
tus, Eurotium chevalieri, Gliocladium fimbriatum, a tiez
niektoré druhy rodov Trichoderma a Penicillium***. Vy-
skyt gliotoxinu bol zaznamenany predovsetkym
v obilninach a suienom ovoci*.

Chemicky nazov gliotoxinu je 2,3R,5aS,6S-tetrahydro-
-6-hydroxy-3-(hydroxymetyl)-2-metyl-10H-3,10aR-epidi-
thiopyrazino[1,2-a]indol-1,4-dién s chemickym vzorcom
Ci3H14N,04S,. Ako pevna krystalicka latka je rozpustny
v DMSO alebo v DMSO s PBS v pomere 1:5. Gliotoxin
(GT) je epipolytiodioxopiperazin s molekulovou hmotnos-
tou 326,4 gmol'. Obsahuje disulfidovy mostik, ktory
moze podlichat’ opakovanému $tiepeniu a naslednym opra-
vam, ¢o vedie k silnej intracelularnej redoxnej aktivite. GT
(syn. aspergilin) posobi najmé imunosupresivne, indukuje
apoptézu monocytov a dendritickych buniek, redukuje
fagocytozu neutrofilov a indukuje angiogenézu'**’. Glio-
toxin nie je podl'a dostupnych tdajov v sucasnej dobe za-
radeny do databaz IARC (cit.”).

2.6. Kyselina cyklopiazénova

Kyselinu cyklopiazénovu (obr. 9) syntetizuju zastup-
covia rodov Aspergillus (A. flavus, A. versicolor a A. tama-
rii) a Penicillium®. Prvykrat bola izolovana v roku 1968
Holzapfelom®™. Kyselina cyklopiazonova sa vyskytuje
hlavne v arasidoch, ale jej vyskyt bol preukdzany aj
v d’al$ich potravinach, ako st cerealie, suSena Sunka, syr,
ovocie a orechy™.

Po chemickej stranke je kyselina cyklopiazonova
(CPA) derivat kyseliny indoltetramonovej s nazvom

Obr. 8. Gliotoxin
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Obr. 9. Kyselina cyklopiazénova

10-acetyl-2,6,6aR,7,11aS,11bR-hexahydro-11-hydroxy-7,7-
-dimetyl-9H-pyrrolo[1',2":2,3]isoindolo[4,5,6-cd]indol-9-
6n a molekulovou hmotnostou 336,4 g mol™. Kostra kyse-
liny indoltetramovej CPA je biosyntetizovana z tryptofanu,
mevalonatu a dvoch molekul acetatu. CPA (C,H,oN,O3)
je v praskovej forme bielej farby rozpustna v chloroforme,
metanole, DMSO alebo v kombinacii DMSO s PBS
v pomere 1:1 a vo vode sa nerozpusta. Kyselina cyklo-
piazénova je znama ako silny inhibitor sarkoplazmaticke;j
a endoplazmatickej ATP-azy aktivovanej Ca®'. Toxicky
posobi najmi vo vyssich davkach (70 mgkg")
a najcitlivejSim druhom na tGcinky kyseliny cyklopiazono-
vej je odipana®®. Medzinarodna agentura pre vyskum rako-
viny pre nedostatok dokazov doposial’ nehodnotila ucinky
kyseliny cyklopiazonovej z hl'adiska potencialneho karci-
nogénneho nebezpedenstva®®,

3. Zaver

Zastupcovia rodu Aspergillus patria medzi potencial-
ne toxinogénne mikroskopické vlaknité huby. To zname-
na, ze za vhodnych podmienok st schopné produkovat
Siroku Skalu sekundarnych metabolitov, ktoré sa vyznacuju
roznou biologickou aktivitou. Najvyznamnej$imi pro-
duktami st mykotoxiny, ktoré pdsobia na zivy organizmus
ako karcinogény, mutagény alebo teratogény. Pritomnost’
mykotoxinov rodu Aspergillus sa dokazala v rozli¢nych
pol'nohospodarskych plodinach, ale aj v zivociSnych
a rastlinnych produktoch. Ich maximalne pripustné hladiny
su v ramci EU regulované zdkonmi. Maximalne pripustné
limity kontaminujucich latok v potravinach vratane myko-
toxinov rodu Aspergillus st uvedené v Nariadeni Komisie
(ES) ¢. 1881/2006. O neziaducich latkach v krmivach pre
zvierata pojednava Smernica 2002/32/ES a maximalne
limity mykotoxinov v produktoch urcenych na kfmenie
zvierat su uvedené v Doporuceni Komisie ¢. 576/2006/ES.
Zaujem o mykotoxiny vyplyva najmid z ich fyzikalno-
chemickych vlastnosti, akymi s najmi stabilita v menia-
cich sa podmienkach prostredia a vysoka toxicita.
V stcasnej dobe existuju rozne fyzikdlne, chemické
a biologické postupy a prostriedky, ktorymi sa znizuju
hladiny jednotlivych mykotoxinov. Poznatky o chemicko-
fyzikalnych vlastnostiach mykotoxinov rodu Aspergillus
prispievaju k snahe vybrat/vytvorit’ ¢o najucinnejsiu meto-
du, ktora by viedla k ich degradacii alebo inaktivacii.
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Zoznam skratiek

AF aflatoxiny
CPA kyselina cyklopiazonova
DMSO dimetylsulfoxid
EU Eurépska Unia
IARC Medzinarodna agentara pre vyskum rakoviny
OTA ochratoxin A
PAT patulin
PBS fosfatom pufrovany fyziologicky roztok
STE sterigmatocystin
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den threat that cannot be completely prevented. In animal
husbandry, they impair their productive health and, in hu-
man nutrition, they can cause acute or chronic health com-
plications. This article provides an overview of the most
important secondary metabolites of the genus Aspergillus
in terms of their occurrence, toxicity and physico-chemical
properties.
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1. Uvod

Biogénne aminy (BA) st biologicky aktivne nizko-
molekulové dusikaté zluc¢eniny s dobrou chemickou stabi-
litou atepelnou rezistenciou'?. Vyskytuju sa beZne
v roznych druhoch potravin a napojov a su produkované
$pecifickymi mikroorganizmami ako vysledok metaboliz-
mu niektorych volnych aminokyselin enzymatickou reak-
ciou (exogénne aminy). Tato reakcia moze byt dekarbo-
xylacia, redukénd amindcia, transamindcia aldehydov
a ketonov (endogénne aminy) alebo degradacia urcitého
prekurzoru aminozluceniny” .

Podla Struktiry sa BA rozdeluji na alifatické:
putrescin (PUT), kadaverin (CAD), agmatin (AGM), sper-
min (SPM), spermidin (SPD); aromatické: tyramin (TYR),
fenyletylamin (PEA); heterocyklické: histamin (HIS)
a tryptamin (TRP)®.

Aj ked’ sa v zivocichoch nachadzaju aminy, ktoré sa
podielaji na fyziologickych funkciach (kontrola krvného
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tlaku, bunkového rastu, zmena pH zalidka a Criev, meta-
bolizmus, mozgova aktivita, a pod.), nadmerna konzuma-
cia BA zpotravin a napojov méze spdsobit’ alebo zvysit
riziko nepriaznivych vplyvov na zdravie (tab. I), ako su
napriklad bolesti hlavy, nevolnost, alergické reakcie, vy-
razky a zmeny krvného tlaku”®. Prave z tohto dovodu je
potrebné neustale vyvijat' a zdokonalovat metddy na ich
stanovenie, hlavne metddy s nizkou medzou detekcie.
KedZze BA sa nachadzaju v kazdodenne konzumovanych
potravinach ¢i napojoch, tento referat ponuka prehlad
moznosti stanovenia BA v rozliénych druhoch potravin
a napojov publikovanych za posledné 3 roky.

2. Uprava vzoriek potravin a napojov

Najdolezitejsim krokom analytického postupu je
Uprava vzorky. Spravnou Upravou vzorky mozno znizit
vplyv matrice ¢izvysit analyticky signal sledovanych
analytov. Extrakcia je prvym krokom k oddeleniu pozado-
vanych analytov z matrice. Na ziskanie biogénnych ami-
nov zo vzoriek potravin a napojov sa pouziva mnoho ex-
trak¢énych technik, medzi najpouzivanejSie patria extrakcia
v systéme kvapalina-kvapalina (LLE), extrakcia tuhou
fazou (SPE), mikroextrakcia v systéme kvapalina-
kvapalina (LLME), disperznd mikroextrakcia v systéme
kvapalina-kvapalina (DLLME), mikroextrakcia tuhou fa-
zou (SPME) a ultrazvukom podporend extrakcia (UAE)
(obr. 1)*4.

LLE, a tiez jej miniaturizovana forma LLME, je jed-
noducha technika extrakcie analytov z kvapalnej vzorky
do inej kvapaliny zaloZena na rozdeleni analytu medzi dve
vzajomne nemieSatené rozpustadla. Zvycajne sa analyt
nachadza vo vodnej faze a extrahuje sa do organického
rozpustadla® 2,

DLLME je prikladom miniaturizovanej techniky,
ktora na zvySenie G¢innosti extrakcie pouziva disperziu
rozpustadla vo vzorke. Zmes extrakéného Cinidla
a disperzného Cinidla sa rychlo nastrekne do vodnej vzor-
ky, ¢im sa vytvori zakalena stistava obsahujtica malé kvap-
ky extrakéného rozpustadla dokonale dispergované vo
vodnej faze™.

SPE predstavuje v sucasnosti vysokovykonnu techni-
ku na rychlu a do urcitej miery aj selektivnu tpravu vzor-
ky. Extrakcia prebieha v kolonke (z polypropylénu alebo
skla) naplnenej sorbentom. Princip SPE spociva v sorpcii
analytu/zmesi analytov na tuht fazu. Extrakcia sa uskutoc-
nuje tak, Ze sa cez sorbent prepusta kvapalna alebo plynna
vzorka®®*'.

SPME je zalozena na sorpcii prchavych a semiprcha-
vych latok na vlakno potiahnuté sorbentom, a to bud’ pria-
mo vo vzorke (priama SPME) alebo v priestore nad hladi-
nou vzorky (headspace SPME). Analyt sa sorbuje na po-
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Tabulka I
Zakladné fyzikalno-chemické vlastnosti niektorych vyznamnych biogénnych aminov a ich fyziologické ucinky na organiz-
mus
Nazov (skratka) Struktarny Molarna ~ Vyznam biogénnych aminov *
a molekulovy vzorec hmotnost’
[gmol ']
+ regulécia teploty tela, pH zaludka, reguldcia mozgovych
N NH. Ny Yo . ‘< . . .
Z 2 aktivit, ovplyviiuje funkcie v ¢revach a mnozstvo bielych krvi-
Histamin (HIS) / 111,15 niek
AN — bolesti hlavy, alergické reakcie, nevolnost, poruchy
CsHoN;3 s dychanim, Zalado&né a srdcové poruchy, neurotoxicita
, + zvysuje krvny tlak, neurotransmiter, neuromodulator
Tryptamin (TRP) / NH, 160,21 — halucinogén, agresivita, bolesti hlavy
C]OHIZNZ
! + antioxidant, uvolfiuje noradrenalin — zvySuje krvny tlak
Tyramin (TYR) 137,18 a srdcovu frekvenciu
"o — kardiovaskularne problémy, bolesti hlavy, nevol'nost’
CgH;NO
NH;
, + neurotransmiter, reguldcia hladiny noradrenalinu,
Fenyletylamin L S , . ,
121,18 — halucinogén, zrychl'uje srdcovy tep, zvySuje krvny tlak, vy-
(PEA) o , :
voldva tzkost’, nepokoj
CgHy N
+ syntéza DNA, RNA a bielkovin, nevyhnutny pre metaboliz-
, P e : ’ _ .  udrzani o
Putrescin (PUT) 88.15 mus, rast obnoyu ysetkych organov tela, udrzanie metabolic
kej aktivity, antioxidant
CaHioN, — bolesti hlavy, zaludo¢né a ¢revné problémy
+ syntéza DNA, RNA a bielkovin, nevyhnutny pre metaboliz-
AT Setky 4 Zani ic-
Kadaverin (CAD) ™" Ny 10218 mus, I‘Z_lSt., obnoyu ysetkych organov tela, udrzanie metabolic
C-H..N kej aktivity, antioxidant
S — bolesti hlavy, zaludo¢né a ¢revné problémy
+ syntéza DNA, RNA a bielkovin, reguldcia bunkového rastu
NP a proliferacie, obnova vSetkych organov tela, iprava imunitnej
Spermin (SPM) ' : 202,34 odpovede, udrzanie metabolickej aktivity, antioxidant
CioH26Ny — znizenie krvného tlaku, respira¢né problémy, nefrotoxicita,
podiel’a sa na karcinogenéze
+ syntéza DNA, RNA a bielkovin, reguldcia bunkového rastu
o PPN a proliferacie, obnova vsetkych orgénov tela, uprava imunitnej
Spermidin (SPD) T » 145,25 odpovede, udrzanie metabolickej aktivity, antioxidant
C7H9N3 — znizenie krvného tlaku, respiracné problémy, nefrotoxicita,

podiela sa na karcinogenéze

*+ Pozitivne G¢inky BA v tele, — negativne G¢inky pri predavkovani sa BA

vrchu vlédkna a po uplynuti definovaného Casu, potrebného
na dosiahnutie rovnovazneho stavu, sa desorbuje priamo
do pristroja®®>".

Pri UAE sa pri extrakcii vyuziva energia ultrazvuko-
vych vin (frekvencia viac ako 20 kHz). Ultrazvuk v roz-
pustadle vytvarajuci kavitaciu urychluje rozpastanie
a difziu rozpustene;j latky, ako aj prenos tepla, Co zlepsSuje
Gi¢innost’ extrakcie®>~*,

Cao aspol. vyvinuli citlivi metédu na stanovenie
siestich  BA (TRP, PEA, HIS, TYR, SPD a SPM)
v potravinovych matriciach. V tejto metode vyuzili na
extrakciu BA zo vzoriek techniku DLLME. K 5 ml rozto-
ku vzorky s pH 9 sa pridalo 400 pl derivatizaéného ¢inidla,
zmes bola dokladne premiesana a inkubovana pocas
15 min pri 60 °C. Na odstranenie prebyto¢ného derivati-
zacného Cinidla bolo pridanych 60 ul 25% hydroxidu
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Obr. 1. Techniky vyuZivané na extrakciu biogénnych aminov

amonneho. Nasledne sa na extrakciu pridalo 20 mg mag-
netickej idnovej kvapaliny — trihexyltetradecylfosfonium
tetrachlorkobaltu (MIL) a 300 pl metanolu a zmes sa vor-
texovala. Z tejto zmesi pomocou silného magnetu ziskali
MIL spolu s analytom, ktoré rozpustili v 500 pul metanolu,
prefiltrovali cez 0,22 um PTFE filter a analyzovali pomo-
cou HPLC (cit.>).

UAE vyuzili vo svojej praci' na kvantifikaciu 6 BA
v potravinach. Vzorka (2 g) bola zmie$ana s 20 ml roztoku
5% HCIO, a vortexovana 5 min a ultrazvukovana v kupeli
pocas 20 min. Po centrifugacii bola k supernatantu opat’
pridana HCIO, a extrakcia sa zopakovala. Supernatant bol
upraveny na pH 3 s pouzitim NaOH a rozpusteny na ob-
jem 50 ml v 0,5% HCIO4. Nasledne boli 2 ml extraktu
zmie$ané s 5 ml hexanu, po ustaleni bolo odobratych zo
spodnej fazy 0,25 ml a zmieSanych s 0,75 ml acetonitrilu,
roztok bol prefiltrovany a analyzovany HPLC-MS/MS.

LLME s GC-MS bola vyuzitd na stanovenie BA
v ovocnych dzusoch. Extrakcia BA prebichala nasledovne:
v 2ml ependorfke bolo zmieSanych 65 pl vzorky s 32,5 mg
chloridu sodného. Nasledne bola vykonana derivatizacia
etylchloroformatom pri izbovej teplote — 11 ul 1 M NaOH
bolo pridanych ku vzorke na tpravu pH, nasledované pri-
davkom 1,2 pul derivatizacného ¢inidla a 1,2 pl trietylami-
nu. Zmes bola zmiesana s 260 pl etylacetatu a vortexovana
po dobu 1 min, nasledne bola zmes centrifugovand 2 min
pri 3500 rpm a analyzovana pomocou GC-MS (cit.*).
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Stanovenim BA v alkoholickych napojoch sa zaobe-
rali Gil aspol.*. Vzorky napojov boli odplynené
v ultrazvukovom kupeli, prefiltrované cez 0,2 um nylono-
vy filter a preCistené pomocou SPE — cca 1 ml vzorky bol
naneseny na kolonku a dvakrat vymyty s 1 ml ultracistej
vody. Analyty boli kvantitativne izolované po trojitej elu-
cii s roztokom metanol : NH4,OH (95 : 5, v/v). Eluat bol
vysu$eny pod pradom N, a rekonstituovany v 1 ml pocia-
toénej mobilnej fazy. Pred chromatografickou analyzou
bol roztok prefiltrovany.

3. Metddy stanovenia biogénnych aminov

Na stanovenie biogénnych aminov vo vzorkach sa
pouziva viacero analytickych technik, ako st vysokoucin-
né kvapalinova chromatografia (HPLC), plynovéa chroma-
tografia (GC), kapilarna elektroforéza (CE) a tenkovrstvo-
vé chromatografia (TLC)’.

3.1. Kvapalinova chromatografia

NajcastejSie pouzivanou metodou na stanovenie BA
v potravinach je HPLC na reverznych fazach (RP-HPLC).
Na separaciu BA sa v najvacsej miere vyuzivaju stacionar-
ne fazy C18 a C8. Mobilnu fazu tvori voda'®'" alebo tlmi-

vy roztok, najéastej$ie octanovy'? alebo mravanovy'*'
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a organickii fizu tvori zvy&ajne acetonitril'™'"""*. Najpouzi-
vanejSimi typmi detekcie a kvantifikacie BA su ultrafialo-
va (UV)"", fluorescenéna (FLD)'®*'7 &i hmotnostne spek-
trometricka (MS)'®2°. V zavislosti od typu detekcie je
potrebné dodanie chromofoérov prostrednictvom vhodného
derivatizacného Cinidla. NajcastejSie vyuzivané derivati-
zacné ¢inidla pri UV ¢&i fluorescenénej detekeii st o-ftal-
dialdehyd (OPA)'"?°, 9-fluoroenylmetyloxykarbonyl chlo-
rid (FMOC-C1)®, dietyl-etoxymetylénmalonat (DEEMM)
(cit?'®), dansyl chlorid (Dns-Cl)"*?***%  fenyl-
izotiokyanat (PITC)***"  a 6-aminochinolyl-N-hydroxy-
sukcinimidyl-karbamat (AQC)’*%.

Do tejto kategorie patri aj TLC alebo jej vykonnejsia
forma — vysokotéinna tenkovrstvova chromatografia
(HPTLC), ktora sa pre svoje obmedzenia (pracnost,, citli-
vost, obmedzené moznosti kvantifikacie) vyuziva na sta-
novenie BA v ovela mensej miere. Aj napriek tomu nie-
ktori autori tito techniku dodnes vyuZivaji*>°. V oboch
uvedenych pracach sa autori venovali stanoveniu histami-
nu v morskych zivo¢ichoch. VSeobecne sa ako stacionarne
fazy vyuzivaju hlinikové platne potiahnuté silikagélom®®,
pripadne modifikovanym silikagélom. Mobilnymi fazami
st najéastejsie chloroform®', trimetylamin®', dietyléter™
(samostatne alebo v zmesi) ¢i iné rozpustadla podla typu
zvolenej stacionarnej fazy.

3.2. Plynové chromatografia

Priame stanovenie BA vo vzorkach pomocou GC je
naroéné¢ vzhladom na ich relativne nizku prchavost
a mnozstvo interferentov v zlozitych matriciach. Tieto
nedostatky je mozné zmiernit’ extrakciou a derivatizaciou,
ktord zvySuje prchavost aminov a ulahCuje detekciu
v plynovochromatografickej analyze. Na separiciu sa
vyuzivaju najcastejSie dimetylpolysiloxanové kapilarne
kolény s mobilnou fazou héliom a MS detekciou®*". Pri-
kladom vyuzitia GC na stanovenie BA je praca® popisuju-
ca novi mikroextrakénu techniku v spojeni s GC-MS na
stanovenie BA v ovocnych stavach.

3.3. Kapilarna elektroforéza

Kapilarna elektroforéza je menej Casto vyuzivana
technika na kvantifikdciu BA pre jej nizku senzitivitu na
tieto analyty®®. Za posledné 3 roky je dostupnych iba malo
publikacii zaoberajtcich sa stanovenim BA vo vzorkach
potravin &i napojov***°. Mantoanelli a spol. optimalizovali
metodu CE spojenu so spektrofotometrickou detekciou,
ktorou stanovili obsah BA (CAD, HIS, PUT, TRP a TYR)
v jogurtoch a syroch®’. Vo vi&sej miere sa vyuziva CE na
stanovenie BA vo vzorkach mocu a v inych telovych teku-
tinach*~*. Napriklad praca®* je zamerana na stanovenie
serotoninu v mo¢i pomocou dvojdimenzionalnej kapilarne;j
izotachoforézy — kapilarnej zonovej elektroforézy s MS/
MS detekciou.
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Referat

4. Biogénne aminy vo vybranych druhoch
potravin a napojov

V tab. II je uvedeny prehlad prac so stanovenim BA
vo vzorkach potravin.

Wang a sp01.24, Ochi'® a Shiono a spol.19 stanovovali
obsah BA vo vzorkach ryb pomocou HPLC sPDA
(detektor s pol'om didd), resp. MS/MS detekciou. Koncen-
tracie tychto analytov boli v pracach porovnatelné, avsak
vmletom rybacom mise'’ bol ich obsah vysii ako
v Cerstvych rybach ¢&i konzervovanych. V praci Tsai
a spol.* sa zamerali na stanovenie BA vo fermentovanej
rybacej omacke, kde boli ich koncentracie viac ako 10na-
sobne vyssie v porovnani s predchddzajicimi pracami
kvoli fermentacii produktu. Pre porovnanie je v tab. Il
uvedené aj stanovenie BA v sojovej omacke, kde su
ich hodnoty oproti BA v rybacej omacke ovel'a nizsie
(1,99-37,40 mg kg H)".

Wojnowski  aspol®*  porovnavali obsah BA
v kuracom, bravéovom a hovddzom mise s vyuzitim GC-
MS. Obsahy vsetkych analytov vo vzorkach boli do
10 mg kg ', aviak obsahy SPM boli v kazdom druhu mésa
vysSie, najvyssie v pripade hovddzieho misa, ato 23,30
mg kg™'. Naopak, koncentracia TYR bola vo vzorke hovi-
dzieho misa najnizsia (0,2086 mg kg™'). Okrem toho rov-
naki autori sledovali Cerstvost’ vybranych druhov misa
z hladiska koncentracie BA skladovanych pri réznych
podmienkach. Autori vo vysledkoch uvadzajt, ze obsah
TRP, CAD, PEA a PUT mdze poukazovat na cerstvost
miisa®.

Pomocou HPLC-UV s off-line predkolénovou deriva-
tizaciou boli stanovené BA v rozli¢nych mésovych vyrob-
tychto analytov sa nachadzal v suSenej Sunke, niekol’kona-
sobne vyssi v parkoch, avsak vo vzorke salamy koncentra-
cie BA (okrem CAD, PEA a SPD) dosahovali viac ako
100 mg kg ', PUT az 818,5 mgkg'. Obsah HIS v tejto
vzorke (214,1 mgkg™) dokonca prevysoval povoleny
limit HIS v potravinach (200 mg kg™)*.

DIhs$im skladovanim potravin dochédza
k mikrobialnej aktivite, a tym k zvySeniu koncentracie BA
vo vzorkach. Kvantifikiciu BA v zavéaranych uhorkach'
vykonali Zhang a spol. Koncentracie BA v tejto vzorke
boli nasledovné: CAD 1,76 mgkg ', PUT 9,13 mgkg ',
TYR 23,32 mg kg ', PEA 1,36 mg kg ', HIS 3,63 mg kg .
Obsahom BA v kyslej kapuste’ sa zaoberali Fong a spol.
Tito autori porovnavali obsahy BA v kyslej kapuste
zobchodu s BA v domadcej kyslej kapuste. Zistili, ze
v domacej kyslej kapuste je obsah BA niekol'konasobne
vyS$$i oproti kupovanej kapuste. Tieto rozdiely v obsahu
mozno pripisat’ hlavne rozdielom v podmienkach sklado-
vania.

V kvasenej kyslej kapuste bol obsah BA niekol’kona-
sobne vys$§i v porovnani so zavaranymi uhorkami. Napri-
klad obsah PUT bol v kyslej kapuste viac ako 10ndsobne
vy$8i v porovnani s obsahom PUT v zavaranych uhorkach.

Vyznamny obsah BA sa nachadza v mlie¢nych vyrob-
koch, hlavne v syroch. Renes aspol.?' sledovali zmeny
koncentracie vybranych BA v ov¢ich syroch na zaklade
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Tabul'ka IT
Stanovenie BA vo vybranych druhoch potravin

Referat

Matrica Metdda stanovenia Koncentracia BA vo vzorke v mg kg™

Konzervované ryby** HPLC-PDA CAD 1,40-3,37 SPM 0,69-2,54
PEA 0,94-1,84 TRP 1,57-5,14
PUT 1,19-2,24 TYR 0,92-1,67
SPD 0,90-2,73

Makrela'® LC-MS/MS PUT 1,23 SPM 3,40
SPD 3,44

Mleté sardinky'’ LC-MS/MS CAD 39-75 TYR 2,2-31
HIS 2,1-49

Rybacia omacka™ HPLC-UV CAD 759,1 SPD 138,7
HIS 247,3 SPM 249.6
PUT 284.,9 TYR 4262

Kuracie méso™ GC-MS CAD 8,706 SPM 15,76
HIS 4,332 TRP 2,132
PUT 1,116 TYR 3,116

Brav&ové miso™ GC-MS CAD 6,330 SPM 10,180
HIS 3,752 TRP 4,42
PUT 0,762 TYR 1,118

Hovidzie miso™ GC-MS HIS 1,266 TRP 7,582
SPM 23,30 TYR 0,2086

Sugena Sunka’ HPLC-UV CAD 6,4 SPM 82
PEA 0,1 TRP 0,2
PUT 2,2 TYR 1,9
SPD 1,6

Salama® HPLC-DAD CAD 54,5 SPD 54,5
HIS 214,1 SPM 128,6
PEA 52,4 TRP 123,9
PUT 818,5 TYR 346,9

Cottage parky® HPLC-UV CAD 31,0 SPM 76,3
HIS 8,7 TRP 13,3
PUT 17,7 TYR 10,8
SPD 26,1

Zavérané uhorky"’ HPLC-MS/MS CAD 1,76 PUT 9,13
HIS 3,63 TYR 23,32
PEA 1,36

Kysla kapusta’ HPLC-PDA CAD 41,1 PUT 98,3

Séjova oméacka' HPLC-MS/MS HIS 13,90 PUT 3,75
PEA 1,99 TYR 37,40

Probioticky jogurt' RP-HPLC-DAD CAD 8,22 SPM 6,34
PUT 4,18 TYR 14,20
SPD 4,83

Ovei syr”! UHPLC-PDA CAD 89,47 PUT 75,45

(doba zretia 240 dni) PEA 69,79 TYR 585,47

roznej doby zretia tychto syrov. Koncentracia CAD, PEA,
PUT aTYR vsyre po 240 dfioch zretia je uvedena
vtab.II.  Na  zdklade  teoretickych  poznatkov
o mikrobiologickych procesoch, ktoré potvrdili aj vysled-
ky préce tychto autorov, je zrejmé, Ze ¢im dlhSia je doba
zretia syrov, tym vyssi obsah BA sa v syre nachadza.
Vieira a spol.'® vyvinuli RP-HPLC-DAD metédu na
stanovenie BA  vo viacerych druhoch jogurtov

(probioticky, prirodny, grécky, sladeny, bezlaktozovy,
atd’.). Obsahy vybranych BA v probiotickych jogurtoch
boli v rozmedzi 4,18-14,20 mgkg'. Vzorky probiotic-
kych jogurtov vykazovali najvys$iu koncentraciu celko-
vych BA. To mdze byt spdsobené niektorymi kmenimi
probiotik, u ktorych je hlasena vyssia schopnost’ produkcie
BA.
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V tab. III je uvedeny prehlad prac so stanovenim BA
vo vzorkach napojov.

V roku 2019 bola publikovana praca'®, ciefom bolo
zistit obsah BA v roznych druhoch rastlinného mlieka
kvoli vhodnosti tohto napoja pri histaminovej intolerancii.
Obsahy BA v ja¢mennom a ovsenom mlieku su uvedené
v tab. III. Ako vyplyva z tejto tabul’ky, koncentracia CAD
bola v jaémennom mlieku 5x vyssia ako v ovsenom mlie-
ku. Naopak, v ovsenom mlieku bola koncentracia HIS
takmer 3% vysSia ako v jaémennom mlieku.

V ramci kvantifikdcie BA vo vzorkach napojov sa
znacna pozornost’ venuje ich stanoveniu v pive, nakol'ko
tato matrica obsahuje rozne hodnoty BA. V praci*® na sta-
novenie vyuzili HPLC s potenciometrickou detekciou,
zatial' o v praci?’ stanovenie prebiehalo s vyuZitim CE
v spojeni s MS/MS. Na zéklade vysledkov z oboch analyz
(tab. III) mézeme tvrdit’, Ze koncentracie BA s porovna-
telné.

Rozne metddy na sledovanie obsahu BA vo vzorkach
vin vyuzili aj Han a spol.” ¢i Daniel a spol.”’, kde autori®®
vyuzili ultravysokotu¢inni kvapalinovii chromatografiu
(UHPLC) s PDA detektorom a autori*’ vyuzili uZ spomi-
nani CE s MS/MS. Z vysledkov vyplyva, ze priemerné
koncentracie vSetkych BA su vo vzorkach ¢erveného vina

Tabulka III
Stanovenie BA vo vybranych druhoch napojov

Referat

vysSie ako vo vzorkach bieleho vina kvéli dlhSej dobe
kvasenia Cerveného vina. TaktieZ v oboch pracach PUT
prevySuje koncentracie ostatnych BA. Vo vSeobecnosti je
obsah PUT vyssi v Cervenych vinach ako v bielych
z dovodu pritomnosti Supky a duziny hrozna, z ktorych sa
do vina uvoliuje PUT (cit.*®).

Vseobecne najviac pouzivanou technikou na stanove-
nie BA vo vzorkach potravin a napojov je HPLC, resp.
UHPLC s MS detekciou. Tato metoéda je vysokocitliva
a v spojeni s MS detekciou nevyzaduje derivatizaciu tych-
to analytov. GC sa na stanovenie BA v potravinovych
matriciach vyuziva menej Casto kvoli mnozstvu interferen-
tov zo zlozitej matrice a nizkej prchavosti BA. CE je
v poslednych rokoch malo vyuzivanou technikou kvantifi-
kacie BA v potravinach a napojoch pre jej nizku senzitivi-
tu na tieto analyty.

5. Zaver

Tento prehl'adny referat je venovany metodam stano-
venia BA vo vzorkach potravin a napojov publikovanych
za posledné 3 roky. Je dolezité monitorovat’ hladiny BA
v potravinach a napojoch vzhladom na ich vyznam pre

Matrica Metoda stanovenia Koncentracia BA vo vzorke v mg "'

Jaémenné mlieko'® RP-HPLC-FLD CAD 3,10 SPM 0,12
HIS 2,55 TYR 0,43
SPD 0,21

Ovsené mlieko'® RP-HPLC-FLD CAD 0,67 SPD 0,57
HIS 7,20 SPM 0,13

Pivo™* HPLC CAD 0,25 SPD 0,34

s potenciometrickou HIS 0,21 SPM 0,58
detekciou PEA 0,50 TRP 0,59

PUT 0,30 TYR 0,74

Pivo®’ CE-MS/MS CAD 0,28 SPD 0,47
HIS 0,75 SPM 2,24
PEA 0,37 TRP 0,59
PUT 5,89 TYR 1,17

Vino"’ CE-MS/MS CAD 0,17 SPM 0,12
HIS 2,08 TRP 1,14
PUT 9,27 TYR 0,29
SPD 0,75

Biele vino® UPLC-PDA CAD 0,90° SPD 0,60
HIS 1,34° SPM 0,05
PEA 1,63° TRP 2,27°
PUT 3,60 ° TYR 1,19°

Cervené vino® UPLC-PDA CAD 1,36° SPD 1,37%
HIS 2,04° SPM 0,31°
PEA 2,25° TRP 2,72°
PUT 8,02° TYR 2,47

*Priemerna hodnota koncentracie aminu z réznych druhov vina
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l'udské zdravie a bezpecnost’ potravin. Koncentracie BA,
ako su HIS, CAD, PUT, SPD a TYR, davaju informacie
o Cerstvosti potravin. Stanovenie BA v Cerstvych a spraco-
vanych potravinach je vel'mi zaujimavé nielen kvoli ich
toxicite, ale aj preto, Ze mozu byt uzitoénym indikatorom
dozrievania alebo znehodnotenia potravin.

V stcasnosti je na stanovenie BA v tychto matriciach
najviac vyuzivana metéda HPLC spojena so spektrofoto-
metrickou alebo MS detekciou. TLC, GC a CE sa na kvan-
tifikaciu BA pre ich obmedzenia vyuzivaju v ovel'a mensej
miere ako HPLC. Potreba vyvijat’ citlivé metddy s nizkou
medzou stanovenia BA narastd so zvySenym vyskytom
alergickych reakcii po konzumadcii potravin obsahujticich
vys$sie koncentracie BA. Okrem tychto vykonnych sepa-
racnych technik sa do budtcnosti ako perspektivne na
stanovenie BA javi vyuZitie biosenzorov alebo elektroche-
mickych senzorov.

Vypracované s podporou grantovej agentury (APVV-
17-0113, KEGA 025UCM-4/2021).
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Biogenic amines are low-molecular-weight nitrogen
compounds that are formed primarily by the decarboxyla-
tion of amino acids by microbial enzymes. These active
substances are found mainly in various types of food or
beverages. At certain concentrations, biogenic amines are
essential for many physiological functions but toxic if
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and optimization of methods sensitive to determine these
substances are very much needed. The determination of
biogenic amines in food and beverages by the most com-
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1. Uvod

Pre §iroké spektrum nadorovych ochoreni je v pocia-
tocnom S§tadiu tumorigenézy typickd mutacia v metabolic-
kom enzyme izocitritdehydrogendza (IDH). Standardny
enzym katalyzuje premenu izocitratu na o-ketoglutarat
(0-KG). V pripade bodovej mutacie v aktivnom mieste
izoenzymov IDH1 aIDH2 nadobida mutantny enzym
(IDH™) onkogénny potencial ziskom novej funkcie, kto-
rou je premena o-KG na onkometabolit D-2-hydroxy-
glutarat (p-2HG). Z dovodu, ze IDH™ hra kla¢ova ulohu
pri vzniku mnohych typov rakoviny, je vynakladand velka
snaha na vyuzitie IDH®" ako terapeutického ciel’a, na kto-
ry je mozné zamierit Specifické inhibitory. Niektoré
z lieCiv sa dostali do klinickej praxe, ich pouzivanie v§ak
komplikuje vznik rezistencie. Cielom textu je poskytnut’
najnovsie informdcie o mechanizmoch karcinogenézy in-
dukovanej IDH®", $pecifickych inhibitoroch potlacajucich
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aktivitu IDH®™ a o mechanizmoch rezistencie komplikuju-
cich lie¢bu zalozent na tychto chemoterapeutikach.

2. Izocitratdehydrogenaza

Metabolické IDH (EC1.1.1.42) tvoria rodinu enzy-
mov vyskytujicich sa od baktérii az po ¢loveka. Katalyzu-
ju oxida¢nu dekarboxylaciu izocitratu za vzniku o-KG
a CO, a sucasne dochddza k redukcii dinukleotidového
kofaktoru, ktory sa lisi v zavislosti od izoformy enzymu'~.
V T'udskom jadrovom gendéme st kédované tri izoenzymy
IDH: NADP"-zavisl¢ IDH1 a IDH2 a NAD"-zavisla IDH3.
Po jednom géne su kddované IDH1 a IDH2 a maji homo-
dimérnu Struktiru, kym IDH3 je kddovana tromi génmi
a nadobuda §truktiru heterotetraméru’.

Mitochondridlny izoenzym IDH3 je za fyziologickych
podmienok schopny katalyzovat’ len priamu reakciu a ma
bezprostredny vyznam pre Krebsov cyklus prostrednic-
tvom produkcie a-KG vstupujtiiceho do cyklu. Cytosolicka
a peroxizomalna IDH1 a mitochondrialna IDH2 su vza-
jomne evolucne pribuznejsie a na trovni aminokyselinovej
sekvencie zdiel'aju az 70% identitu. Nepriamo participuju
aj na Krebsovom cykle tym, ze na zdklade pomerov
v bunke vd’aka schopnosti reverzibilnej katalyzy regeneru-
ju prevysujuci o-KG spét’ na izocitrat. Vyznam vSak maja
aj pre generovaniec NADPH zohravajuceho ulohu
v ochrane pred oxidativnym poskodenim a pri dalSich
metabolickych drdhach®.

Struktira NADP -zavislej IDHI a IDH2 je tvorena
homodimérom nadobudajucim tri konformacné stavy.
Enzym je aktivny v zatvorenej konformdcii, neaktivny
v otvorenej konformacii a pri prechode ziskava ciastocne
otvoreni konformdaciu. Rozdiel medzi stavmi spociva
v §truktirnom segmente aktivneho miesta, ktory nadobuda
pri zatvorenej konformadcii Struktaru a-helixu a pri otvore-
nej konformécii $truktiru slucky”.

Podjednotka IDH1 pozostava podobne ako podjednot-
ka IDH2 z troch domén: malej, vel'kej a svorkovej domény
(obr. 1). Podjednotka IDH1 je tvorena 414 aminokyselina-
mi: vel'kd doména je z rezidui 1-103 a 286-414, mala do-
ména zrezidui 104-136 a 186-285 (striedanie a-helixov
a B-listov) asvorka z rezidui 137-185 (dva antiparalelné
B-listy naskladané na sebe). Spojenie malej a vel'kej pod-
jednotky je prostrednictvom B-listu, pricom vznikaji po
jeho stranach dve ryhy. Vicsia ryha obsahuje aktivne
miesto a na ulahCenie pristupu substratu a kofaktoru ma
hydrofilné vlastnosti. Mensia ryha ma hydrofobne rezidua
vo vnutri a hydrofilné rezidud pri okraji, ¢o umoziuje re-
gulaciu zmien konformécie’.

Z hladiska zamerania tejto prace su dolezité rezidua
v aktivnom mieste enzymu, ktoré sprostredkuvaji vizbu
so substratom tym, ze vytvaraji vodikové vizby s jeho
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Obr. 1. Schéma $truktiry a konformaénych stavov NADP*-zavislych IDH. A. Otvorend (neaktivna) konformécia podjednotiek IDH
s naviazanym kofaktorom. B. Zatvoren (aktivna) konformacia podjednotick IDH s naviazanym kofaktorom NADP", izocitratom a iénom
kovu. Podjednotka je tvorend malou, svorkovou a velkou doménou. Aktivne miesto je vo vi¢ej ryhe. Upravené podla (cit.”). Vytvorené

pomocou Biorender.com

B-karboxylom. Tuto funkciu plnia rezidua IDHI®*, ana-

logické reziduum IDH2R'"* atiez IDHI®'® a IDH2M'*
nachédzajuce sa v ich blizkosti®. Zaroveni IDHI®'*? vytva-
ra vodikovii viizbu s IDHI*" v ramci jednej podjednotky
a vizbu s IDHI1”* na druhej podjednotke, ¢o plni tlohu
zarazky drziacej enzym v otvorenej konformdcii, ktord je
odstranend vstupom izocitratu, o sposobi zatvorenie enzy-
mu a nadobudnutie aktivneho stavu’®.

2.1. Onkogénne formy izocitratdehydrogenazy

KTtcovy faktor pre inicidciu a progresiu rakoviny je
reprogramovanie metabolizmu’. Mutacia metabolického
enzymu je vSak primarnou pri¢inou transformdcie vzacne
— napr. mutdcia v enzymoch Krebsovho cyklu, ako su fu-
marathydrataza a sukcinatdehydrogenaza, pri ktorych do-
chadza k strate funkcie enzymu'’. Iny mechanizmus moz-
no pozorovat’ v pripade metabolického enzymu IDH, kedy
ma mutacia v aktivnom mieste enzymu za nasledok zisk
novej funkcie enzymu''.

Prvy krat bola objavena missense mutacia IDH
pri §tadiu molekuldrneho mechanizmu vzniku kolorektal-
neho karcinému'’>. Nasledovala detekcia mutacii
IDH1R132C, IDH1R132H’ IDH1R13ZS, IDH1R132L aIDH2R]72X
v glioblastomoch'*!"*. Mutécie v IDH1 aIDH2 sa viak
asociované s velkym mnoZstvom typov rakoviny, medzi
ktoré patri gliom, akutna myeloidnd leukémia (AML),
chondrosarkém, karcindém prostaty, papilarny karcindm
prsnika, cholangiokarciném alebo melanom'® (tab. I
v Doplnku prace). NajcastejSie sa vyskytujuce su mutacie
IDHIRM 3 IDH2R*Q alebo IDH2R'?* (cit.*). V IDH1
a IDH2 sa podarilo zaznamenat aj iné missense mutacie
mimo aktivneho miesta enzymu, avSak bez efektu na zisk
novej funkcie enzymu'®.

R132C
1
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Vsetky spominané mutacie v IDH1 a IDH2 st soma-
tického charakteru a vznikli ndhodne v konkrétnom tkani-
ve pocas zivota’. Odligny mechanizmus bol pozorovany
pri vrodenych ochoreniach nededi¢ného charakteru —
Ollierovej chorobe a Maffuciho syndréme, ktoré vykazuju
znaky somatického mozaicizmu. Su typické nezhubnymi
nadormi (enchondrém, hemangiom) s IDH®™ pozadim.
Mozna je ich nasledna maligna transformacia alebo vznik
sekundarnych malignych transformacii (AML, gliomy)"”.

Pri  nadoroch boli zaznamenané muticie aj
v podjednotkach IDH3, ale ide len o sprievodné mutacie
bez inicia¢ného potencidlu posobit’ karcinogénne'®. Vplyv
na transformaciu buniek alebo progresiu nadoru v§ak moze
mat’ aj zmena produkcie podjednotiek IDH3, resp. moze
dochéadzat’ ku korelacii produkcie jednotlivych podjedno-
tiek s prognézou ochorenia®®.

2.2. Neomorfna aktivita onkogénnej
izocitratdehydrogenazy

Somatickd missense mutacia v aktivnom mieste enzy-
mu sa vyskytuje vyhradne v heterozygotnom stave na jed-
nej z dvoch aliel génu IDH1 alebo IDH2. V désledku mu-
tacie sa zhorSuje interakcia aktivneho miesta enzymu so
substratom izocitratom. Namiesto izocitratu, ktory sa ma
premienat’ na a-KG, sa preferencne za¢ne viazat’ do aktiv-
neho centra prave a-KG a ten je premietiany na D-2HG,
pricom reakcia je sprevadzana spotrebuvanim NADPH
(cit.**'"). Okrem D-2HG existuje aj L-2HG, ¢o je dané
hydroxylovou skupinou viazanou na druhy uhlik
5-uhlikatého aniénu kyseliny 2-hydroxyglutaratu®'. Na
rozdiel od p-2HG v8ak s IDH®™ vznik molekuly L-2HG
asociovany nie je*''. Zapojenie enzymatickej aktivity
IDH™ do kontextu Standardnych IDH je zndzornené na
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obr. 2. Produkcia p-2HG pri vyskyte formy IDH™ je
10-100nasobne vyssia, ako za fyziologickych podmienok
a koncentracia D-2HG sa pohybuje okolo 0,005-0,035
mol m™ (cit.'"**%). Mutacia IDH1*?" vedie k produkcii
porovnatel'ne vysokého mnozstva D-2HG ako jej analogic-
k& mutacia IDH2?'*® na rozdiel od muticie IDH2R!*0Q
ktora ma na produkciu D-2HG mensi vplyv?’. p-2HG sa
hromadi v nadore, ale méze byt exportovany aj do extra-
celularneho priestoru a nasledne detegovany v telovych
tekutinach, krvnom sére ako aj v cerebrospinalnom moku
pacientov?*%.

Mutécia len v jednej alele génu umoznuje vznik Stan-
dardnej, ako aj mutantnej podjednotky enzymu®. V in vitro
podmienkach vykazuje mutant IDHI®**" vyssiu produk-
ciu D-2HG pri nadbytku substratu v homodimérnom
i heterodimérnom stave v porovnani so Standardnym enzy-
mom®*®. Bola snaha identifikovat, ¢i je dimérna $truktira
esencidlna pre vykonavanie neomorfnej aktivity. Nezavis-
lost’ produkcie D-2HG od $tandardnej podjednotky dokazal
experiment s inaktivaciou Standardnej, ako aj mutantnej
podjednotky, no tiez pouzitie monomérnej bakterialnej
IDH druhu Azotobacter vinelaii s vnesenou mutaciou
IDH™*™ (analogicka k IDH1®3) (cit.®). V pripade fyzio-
logickych podmienok v bunke je vSak mnozstvo substratu
limitované a mutantna IDH1 v komplexe so Standardnou
podjednotkou produkuje viac pD-2HG, nakol'ko Standardna
podjednotka v heterodimérnom komplexe viaze izocitrat
a katalyzuje jeho premenu na o-KG a ten rovno viaze mu-
tantnd podjednotka a premiena ho na p-2HG. V bunke
vSak existuje rozdiel medzi prostredim cytosolickej IDH1
a mitochondrialnej IDH2, ktory spociva v odlisnej koncen-
tracii izocitratu. Aktivita IDH2°™ v prostredi bohatom na
izocitrat aj a-KG nie je zavisla od heterodimérnej Struktury
poskytujucej aktivitu §tandardnej podjednotky”’. IDHI
v prostredi s nizSou hladinou substratu profituje z aktivity

mitochondria

”im\
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Standardnej podjednotky. Vyznam heterodimérnej Strukti-
ry IDH1 je potvrdeny aj na gliéme, v ktorom dochadzalo
pri strate Standardnej podjednotky k 14nasobnému znize-
niu produkcie p-2HG (cit.”).

Existuje viacero hypotéz vysvetlujucich mechaniz-
mus Gc¢inku mutéacie v IDH na zisk novej funkcie. Jedna
z prvych vychadza zlohy R132 ako zapadky drziacej
enzym v otvorenej konformacii a navrhuje posunutie rov-
novahy smerom k zatvorenej konformacii. Zmena R132H
spOsobuje  stratu  schopnosti  vdzby medzi R132
a B-karboxylom izocitratu, ¢o je sprevadzané prestavbou
aktivneho miesta a k posunu kritickych pozicii. Presunuté
su Y139 v jednej podjednotke a K212 v druhej podjednot-
ke. Na mieste, kde by sa mal nachadzat’ -hydroxyl izocit-
ratu, sa v dosledku mutéacie nachadza hydroxylova skupina
Y139 (cit."). Je to viak v rozpore s d’al§im pozorovanim
zhorsenej schopnosti tvorby zatvorenej konformacie v ingj
studii, v ktorej bolo preorganizovanie aktivneho miesta
spajané s vyznamom Y139 pre kompenzaciu zvyseného
negativneho néaboja na C2 atdéme o-KG pocas prenosu
hydridového aniénu z NADPH na a-KG, kI'i¢ového pre
vznik D-2HG. V pripade uginku muticie IDH28Q je
kritickym parametrom zvicS$enie vzdialenosti pre kl'ucové
prigianie B-karboxylu v procese konverzie a-KG na izocit-
rat’.

3. U¢inok p-2-hydroxyglutaratu na bunku

Metabolit D-2HG vznikajuci ako produkt neomorfne;j
reakcie katalyzovanej IDH®™ vystupuje v bunke ako onko-
metabolit a ovplyviiuje Siroké spektrum bunkovych proce-
sov’. Hromadiaci sa D-2HG v nadoroch interferuje s celym
spektrom enzymov, najmé s a-KG-zavislymi dioxygenaza-
mi. Rozdiel v Struktare spociva len v jednej funkénej sku-

cytoplazma

c
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Obr. 2. Schéma enzymatickych aktivit Pudskych izocitratdehydrogensz v §tandardnom aj mutantnom variante. Uginkom onkogén-
nej IDH1°™ a IDH2" dochéadza k syntéze onkometabolitu b-2HG. Vytvorené pomocou Biorender.com
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pine na C2, ato kysliku u a-KG a hydroxylovej skupine
D-2HG, preto mdze p-2HG vystupovat’ ako kompetitivny
inhibitor enzymov vyuzivajucich a-KG (cit.**). V Pudskom
gendme je priblizne 60 roznych a-KG-zavislych dioxyge-
naz a spektrum funkcii, ktoré tieto enzymy plnia je vel'mi
siroké. Inhibované moézu byt histondemetylazy, DNA
metyltransferazy alebo ten-eleven translocation (TET)
S-metylcytozinhydroxylazy, ¢o spdsobuje masivne epige-
netické zmeny. Vplyv ma p-2HG aj na prolylhydroxylazy,
¢im dochadza k akumulacii hypoxiou-indukovaného fakto-
ru la (HIF-1a), ¢o navodzuje stav podobny podmienkam
hypoxie a vedie k naruSeniu schopnosti diferenciacie bu-
niek. Zoznam funkcii bunky ovplyvnenych p-2HG obsa-
huje tiez opravu DNA, metabolizmus mastnych kyselin
a regulaciu tvorby kolagénu®.

Okrem 0-KG je chemicka Struktira p-2HG podobna
aj Struktare sukcindtu a fumardtu — substratom enzymov
Krebsovho cyklu sukcinatdehydrogenaza
a fumaréthydratdza. p-2HG posobi ako kompetitivny inhi-
bitor tychto enzymov, ¢o spdsobuje akumulaciu sukcinatu
a fumaratu, ktoré sa z energetického hl'adiska mozu pre-
menit’ spit’ na sukcinyl-CoA. To vedie k zvySeniu koncen-
tracie donoru sukcinylovej skupiny — sukcinyl-CoA
(cit.”®). Sukcinylacia ako posttranslaéna modifikéacia prote-
inov prebicha najmd neenzymaticky, a preto je priamo
timern od koncentracie donoru®. Dosledkom hypersukci-
nyldcie je poSkodenie mitochondridlnych  funkcif
aunadorovych buniek aj navodenie rezistencie voci
apoptoze™.

4. Terapia nadorovych ochoreni asociovanych
s onkogénnou izocitratdehydrogenizou

Nadorové ochorenia asociované s IDH*™ disponuji
Specifickymi charakteristikami, ktoré moézu byt vhodnym
ter¢om terapie. Jednou z terapeutickych stratégii na elimi-
naciu negativnych dopadov IDH®" a rekonstrukciu povod-
ného stavu je vyuzitie hypometylaénych agensov. Azaciti-
din je analégom cytidinu a decitabin je deoxyderivatom
azacitidinu. Uginok azacitidinu na xenograft u mysi deri-
vovany z IDH®" Tudského gliému sa prejavil na zniZeni
metylacie promotorovych oblasti, indukcii diferenciacie
gliovych buniek, redukcii proliferacie a zniZzeni rastu na-
doru®. Inhibicia DNA metyltransferaz latkami ako azaciti-
din alebo decitabin ukdzala slubné vysledky tiez u AML,
ako aj u myelodysplastického syndromu, ktoré s v§eobec-
ne tazko lietitelné. Uginok azacitidinu sa v III. faze kli-
nickych skusok prejavil signifikantnym zvySenim celkové-
ho preZivania pacientov’'.

Nakolko IDH™ je neoantigén cudzi zdravym bun-
kam a jeho pritomnost’ je viazand vyhradne na nadorové
bunky, je vhodnych cielom imunoterapie. Zaroveri je pro-
dukovany vo velkom mnozstve, nakolko ide o enzym
dolezity pre metabolizmus. Antigén je navysSe vysoko uni-
formny a obsahuje vhodny epitop vyuzitelny pri vakcina-
cii. Experimenty s anti-IDH1** vakcinaciou na humani-
zovanom modeli mysi vyuZzivali ako ciel’ terapie priamo
mutantny epitop a rozpoznanie prostrednictvom T-bunko-
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vej imunity’”. Po pozitivnych vysledkoch na zvieracom
modeli sa zacali realizovat’ klinické skasky I. stupna vak-
ciny oznacenej ako NOA-16. Ide o peptidova vakcinu
proti IDH1®3? podavanu pacientom s novo diagnostiko-
vanym astrocytomom III. a IV. kategdrie. Po podani vakci-
ny bol zaznamenany vznik T-bunkovej alebo protilatkove;j
imunity aZ u 93,3 % pacientov>.

4.1. Chemoterapeutika Specificky cielené
na onkogénnu izocitratdehydrogenazu

Pri navrhovani liediva $pecifického voéi IDH™ je
potrebné zvazit' viacero faktorov. Kompetitivny inhibitor
namiereny na miesta viazuce NADP" alebo 0-KG by mo-
hol interferovat’ s funkciou akéhokol'vek enzymu interagu-
jiceho s NADP" alebo a-KG atak aj samotnd u¢innost
lieciva in vivo by bola z dovodu nespecifickej vizby varia-
bilna. Zaroven by takto dochadzalo k inhibicii aj samotnej
Standardnej IDH, ¢o by malo dopad na celkovy metaboliz-
mus”.

Mutécia nastava len v jednej alele génu, a preto je
vi¢sina molekul IDH™ tvorena heterodimérom®. Zaciele-
nie lie¢iva musi byt Specifické len na mutantny enzym
ana to je vhodné vyuzit' vlastnost’ $pecificka pre IDH*™
enzymov — znizenu stabilitu. V IDH1 plni funkciu regulac-
ného segmentu oa-helix (oznacovany ako al0) tvoreny
reziduami 271-286 malej domény podjednotick’. Za §tan-
dardnych podmienok brani pristupu inhibitoru enzymu
k alosterickému  miestu.  Missense mutacia, napr.
IDHI** m3 vak za nasledok destabilizaciu regulacné-
ho segmentu zruSenim interakcie R132:N271 a pristup
inhibitoru umoznuje. U IDH2 st stabilnejSie regulacné
segmenty a10 tvorené reziduami 311-326 a tie brania pri-
stupu inhibitorov do alosterického miesta Standardného
IDH2, ako aj IDH2*“°? a IDH2*'"** Analogickou inter-
akciou kR132:N271 ulIDHI je idnova interakcia
K172:N310 u IDH2, no v pripade jej prerusenia je destabi-
lizacia len ciastocna. NavySe alosterické miesto IDH2
neobsahuje rezidua interagujuce priamo s inhibitorom, ako
je tomu v pripade IDH1. Na rozdiel od IDH1 obsahujucej
S280 vytvarajuci interakcie s hydrofobnym vnttrom dimé-
ru, vIDH2 je analogicky 1319 vytvarajuci hydrofébne
interakcie cez rozhranie diméru™.

Spektrum $pecifickych IDH*™ inhibitorov
v klinickych s$tadiach, ako aj v klinickej praxi je S$iro-
ké*3%3538 Blizsie budu popisané dve chemoterapeutika
schvalené na klinické pouzitie u pacientov s AML (zhubné
nadorové ochorenie postihujuce kmeriové bunky hemato-
poetického systému), pri ktorom dochadza ku klonalnemu
mnozeniu nediferencovanych myeloidnych prekurzorov.
Vysledkom je poskodenie kostnej drene a hematopoézy.
Ochorenie sa objavuje prevazne u pacientov nad 60 rokov
a je spojené¢ s enormnou molekularnou heterogenitou, pri-
¢om u vdcsiny pacientov je vramci DNA detegovatelna
viac ako 1 mutacia®®*. Pre AML je typickej$ia mutacia
v IDH2 nez v IDHI1, ¢o je vrozpore s pomerom muticii
napr. u gliémov®. Vyskyt IDH1°™ bol zaznamenany u 8 %
a IDH2°™ u 15 % pacientov s AML. Z nich 35 % pacien-
tov malo vo svojej DNA mutaciu v pozicii IDH1%'2,
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54 % v IDH28* a 11 % v IDH2R'7 (cit.*").

Prvou vol'bou lie¢cby AML je cytotoxickd chemotera-
pia, po ktorej mdze nastat’ remisia. U cca 50-85 % starSich
pacientov vsak po nej zvykne nasledovat’ recidiva a vznik
rezistentnych foriem (R/R) s naslednou zlou progndzou.
Existuje aj skupina pacientov bez moznosti konvencnej
chemoterapie pre pridruzené ochorenia, ktori si odkazani
na paliativnu lie¢bu*. Pre tieto pripady v suasnosti exis-
tuje v zavislosti od genetického podkladu 5 kategorii Spe-
cifickych terapeutik na liecbu AML: kyselina all-trans
retinova, midostaurin, inhibitory poly-ADP-ribdza-
polymerdzy (PARP), inhibitory histon-lyzin-N-metyl-
transferdzy (DOTIL) a inhibitory IDH*™ (cit.*").

Medzi inhibitory IDH®" pouZivané pri R/R AML
patria lieCiva enasidenib a ivosidenib. Mechanizmus ich
ucinku nespo¢iva v ni¢eni nadorovych buniek, ale
v znizeni produkcie D-2HG a v obnoveniu schopnosti bun-
kovej diferenciacie”. Prvym inhibitorom IDH™ schvale-
nym Spravou potravin a lie¢iv (FDA) je enasidenib
(AG-221) s obchodnym nézvom Idhifa®. Ide o inhibitor
IDH2R*Q 3 IDH2R'"*® patriaci medzi triaziny — triedu
heterocyklickych $truktur obsahujucich dusik***. Enaside-
nib sa viaze do alosterického miesta na rozhrani homo-
diméru, ¢o udrziava enzym v otvorenej konformacii
a nedochadza ku vzniku konformécie potrebnej pre kataly-
zu reakcie’*. Uginnost’ enasidenibu sa prejavila v in vitro
testoch poklesom mnozstva D-2HG o viac ako 90 %
a u pacientov s AML a s myelodysplastickym syndrémom
v krvnej plazme 098 %. Udaje z klinickych skusok I/II
kategdrie na pacientoch s AML preukazali celkovia mieru
odpovede 38,8 % a uspesnost’ uplnej remisie 19,6 %. Me-
dian celkového prezivania bol 8,8 mesiaca. Miera preziva-
nia sa medzi IDH2®'* a IDH2R?'" neligila av pripade
IDH2*'"  korelovala miera zniZenia hladiny p-2HG
s kompletnou remisiou®’.

Inhibitor ivosidenib (AG-120) je dostupny pod ko-
merénym nézvom TIBSOVO®. Vznikol optimalizaciou
inhibitora AGI-5198 apatri do triedy fenylglycinov’.
Ivosidenib je vysoko $pecificky pre inhibiciu IDH1®'3*",
ale U¢innost’ inhibicie je podobna aj pre zdmenu ami-
nokyseliny argininu za cystein, glycin, leucin alebo serin®’.
V 1. faze klinickych §tadii podavania ivosidenibu pacien-
tom s IDH1™ AML bolo pozorované zniZenie urovne
D-2HG v krvnej plazme pacientov az 0 99,7 % a v kostnej
dreni a7 099,9 % (cit.*®). Miera remisie bola 30,4 %
a celkova miera odpovede bola 41,6 %. Median trvania
odpovede bol priblizne 8,2 mesiaca. Zaujimavé je pozoro-
vanie, ze u2l % pacientov suplnou remisiou alebo
s remisiou s ¢iastoénym hematologickym zotavenim do-
chadzalo ku poklesu priemernej frekvencie alely IDH1°™
v mononuklearnych bunkéch kostnej drene
a v neutrofiloch. U pacientov bez remisie zostdvala alelova
frekvencia mutacie IDH1°™ v priebehu ¢asu stabilne zvy-
Send, pricom tato skutoénost’ mala vplyv aj na dizku preZi-
vania — pacienti s nedetekovatel'nou IDH1°™ mali dlhSiu
remisiu (11,1 oproti 6,5 mesiaca). Rozdiel bol aj v mediane
celkového prezivania (14,5 oproti 10,2 mesiaca)*’. Ivoside-
nib absolvoval aj klinické skusky zamerané na jeho ucinky
na solidne tumory asociované s IDH1°" — cholangiokarci-
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ném, chondrosarkém a gliom. Vysledkom bolo znizenie
hladiny p-2HG az 0 98 % (cit.**). STubne sa javi aj kombi-
nované vyuzitie inhibitorov spolu s epigeneticky miere-
nym lieivom, napr. hypometylaénym agensom decitabi-
nom™ .

5. Rezistencia vo¢i inhibitorom onkogénnej
izocitratdehydrogenazy

Genetické analyzy uskutocnené pred podanim inhibi-
toru IDH™ odhalili niektoré mutacie stvisiace s neskor
pozorovanou primarnou rezistenciou na liebu. Rezisten-
cia na inhibitor IDHI®™ bola pozorovand pri mutacii
v génoch kodujucich RTK drahu (dréha zahrnajica recep-
tor s tyrozinkinazovou aktivitou)”’. Uginok inhibitoru
IDH2°™ bol zoslabeny v stvislosti s mutaciou v MAPK
(mitogen-activated proteinkinase) signdlnej drahe alebo
mutaciou v NRAS (typ Ras proteinu, GTPaza)*'. Nakolko
vystupom tejto drahy je aj indukcia diferenciacie™, podpo-
ruje to tedriu, Ze ovplyvnenie diferenciacie je hlavnym
mechanizmom G&inku inhibitorov IDH®™ (cit.>'*?).

Jednym zo spdsobov vzniku rezistencie voci liecivu
moze byt aj ,,prepnutie izoformy — v pripade liecby za-
mierenej na IDH1" vznik onkogénnej mutacie v IDH2,
anaopak. Tym sa obnovi produkcia D-2HG v bunkach,
nakol’ko d’alej nepodlieha inhibicii pouzitym lie¢ivom.
Tento jav ilustruje moznost' kombinovanej terapie inhibi-
tormi IDH™, napr. ivosidenibu s enasidenibom, pripadne
s d’al§im z inhibitorov™*.

Samostatnym typom vzniku rezistencie je spontdnny
vznik sekundarnych mutacii v IDH1 a IDH2, ktoré navo-
dzuju rezistenciu znemoznenim vizby IDH®" inhibitoru na
molekulu enzymu. Tento u¢inok bol pozorovany u skupiny
pacientov s IDH1°™ aj s IDH2°"*-pozitivnou AML po lie¢-
be ivosidenibom a enasidenibom®*. Vznik sekundarnej
rezistencie nastal po poc¢iatocnom uc¢inku inhibitoru preja-
vujicom sa zniZzenim rovne D-2HG a normalizaciou krv-
ného obrazu. Pocas kontinudlne pokracujucej terapie sa
hladiny p-2HG zvysili a nastali priznaky progresie. Pri-
kladmi sekundarnych mutécii v IDH2 st Q316E a 1319M
vramci exonu 7 (onkogénna R140Q je vexdne 4).
V tomto pripade ide o somatické mutécie v pozicii trans
(tandardna podjednotka heterodimérnej IDH2). Uginok
Q316E spocival v strate vodikovej vdzby s enasidenibom
a [319M stéricky branil vdzbe enasidenibu. Samotné muta-
cie Q316E aI319M nijako neprispeli ku katalyze vzniku
D-2HG, len umoznili jeho syntézu mutantnou podjednot-
kou tym, Ze zabranili inhibitoru viazat’ sa do alosterického
miesta na rozhrani enzymu a udrziavat’ enzym v otvorenej,
neaktivnej konformacii. Kompenzac¢né mutacie boli pozo-
rované¢ aj u IDHI, napriklad S280F (analogicka pozicia
k1319 v IDH2), v tomto pripade v pozicii cis (mutantna
podjednotka heterodimérnej IDH1)**. V kombinacii so
vznikom kompenza¢nych mutécii v IDH1 bolo pozorova-
né umocnenie rezistencie mechanizmom primarnej rezis-
tencie, napr. v ramci drahy RTK (cit.’ 0).
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6. Zaver

Za 15 rokov od objavenia prvej mutacie IDH*" asoci-
ovanej s naddorovym ochorenim priSlo k velkému posunu
chépania mechanizmu pdsobenia tejto mutacie na urovni
samotného enzymu, ale tiez pOsobenia onkometabolitu
D-2HG na bunku. Poznatky sa posunuli dost’ d’aleko na to,
aby vznikali nové spdsoby liecby. Nie je prekvapenim, Ze
sucasné terapeutické prostriedky mézu byt znacne limito-
vané vznikom rezistencii. To je vSak len d’alSou vyzvou na
eSte intenzivnej§ie porozumenie procesov a navrhnutie
stratégii, ako pripadné rezistencie obist’.

Internetova verzia tejto prace obsahuje naviac dopliu-
jucu cCast. Pre vyhl'adanie plnej verzie ¢lanku vratane pri-
slusného dodatku je potrebné otvorit’ aktudlnu webovu
stranku Chemickych listov.

Podakovanie patri Prof. RNDr. Lubomirovi Tomds-
kovi, DrSc. za vedenie projektu, odborné konzultdcie, bys-
tré postrehy, ako aj za ludsku spolundlezitost. Tato publi-
kacia vznikla vdaka podpore v ramci Operacného progra-
mu Integrovand infrastruktura pre projekt: Advancing
University Capacity and Competence in Research, Deve-
lopment and Innovation, ITMS2014+.: 313021X329, spolu-
financovany zo zdrojov Eurdpskeho fondu regiondlneho
rozvoja a grantov Agentury pre podporu vedy a vyskumu
(APVV-19-0068), VEGA (1/0061/20) a Univerzity Komen-
ského v Bratislave (UK/ 145/2021).

Zoznam skratiek

a-KG a-ketoglutarat

AML akutna myeloidna leukémia

D-2HG/ L-2HG  Dp-2-hydroxyglutarat/
L-2-hydroxyglutarat

DOTIL histén-lyzin-N-metyltransferazy

HIF-1a hypoxiou-indukovany faktor la

IDH izocitratdehydrogenaza

IDH™ onkogénny variant izocitrat-
dehydrogenazy

MAPK mitogénom aktivovana proteinkindza

PART poly-ADP-rib6za-polymerazy

R/R recidiva so vznikom rezistentnych
foriem

RTK draha zahriajica receptor
s tyrozinkinadzovou aktivitou

TET ten-eleven translocation 5-metylcytozin
hydroxylaza
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Many types of tumors harbor a mutation in the gene
for the metabolic enzyme isocitrate dehydrogenase result-
ing in the production of the oncometabolite D-2-hydroxy
glutarate with a pleiotropic effect on the cell. The paper
provides an overview of the latest knowledge of the me-
chanism of carcinogenesis, of specific drugs suppressing
D-2-hydroxy glutarate production and of the causes of
resistance complicating treatment based on specific inhibi-
tors of oncogenic forms of isocitate dehydrogenase.
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Uvod

Kontaminacia zivotného prostredia predstavuje
v stiasnosti zavazny celosvetovy problém. Priroda je kon-
taminovana predovSetkym antropogénnou cCinnostou
(priemyselnd, banskd, vojenskd, polnohospodarska cin-
nost’ a doprava)'. Medzi bezné kontaminanty sposobujtice
environmentalnu zétaz patria aj tazké kovy. Niektoré ako
kadmium (Cd) a olovo (Pb) nie st pre zivé organizmy
esencialne, iné ako med’ (Cu), zinok (Zn), zelezo (Fe) ale-
bo selén (Se) patria do skupiny takzvanych esencialnych
stopovych kovov. V stopovych koncentraciach su pre zi-
vocichy nevyhnutné a podielaju sa na mnohych procesoch
v organizme. Stopové prvky su zakladnou zlozkou potravy
zvierat a su potrebné pre cely rad metabolickych a fyziolo-
gickych procesov. Maju aktivnu tlohu v syntéze hormd-
nov a v Strukture niektorych enzymov. Nielen
v deficitnych mnozstvach negativne pdsobia na organiz-
mus, ale aj opacne v pripadoch, kedy koncentracie tychto
prvkov niekol'’konasobne presiahnu fyziologické referenc-
né rozmedzie, spdsobuju intoxikacie organizmov??. Medzi
najviac znecistené regiony patria izemia s rozsiahlou ba-
nickou a hutnickou produkciou. Uzemie stredného Gemera
(GPS N48°68'48" E20°11'07") nielen v minulosti, ale aj
v sUcasnosti predstavuje vyznamny banicky region.
V minulosti pocas niekolkych storo¢i sa tu intenzivne
tazila v prevaznej miere zelezna ruda, neskor aj ortut'ova
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ruda a magnezit. Tazba magnezitu sa vykonava v tomto
priestore aj v tomto obdobi. Poda stredného Gemera aj
v dnesnych Gasoch je bohatd na rudy mnohych kovov®.
V prevaznej miere sa jedna o zelezné rudy a magnezit.
Preto aj divozijiica zver je vhodnym indikatorom nielen
kontaminacie, ale aj odrazom bohatych mineralnych zdro-
jov v tejto oblasti.

Ciel'om tohto sledovania je stanovit' a zhodnotit’ kon-
centracie medi, Zeleza a zinku v réznych organoch u volne
zijucich prezuvavcov (jelenia a srnlia zver) a porovnat
koncentracie tychto kovov medzi jednotlivymi vekovymi
kategdriami a pohlavim u tejto zveri.

Material a metodika

Sledovanie koncentracii vybranych stopovych prvkov
sme robili v niekolkych polovnych reviroch v regione
stredného Gemera na strednom Slovensku, ktory je pova-
zZovany za vyznamny banicky regién. V minulosti sa tu
pocas niekol’kych storo¢i t'azila a spracovavala v prevaznej
miere zeleznad ruda. V sucasnosti je tato oblast’ environ-
mentalne zatazena podnikmi, ktoré tazia a spracovavaji
magnezit (Magnezitové zavody v Lubeniku a JelSave).

Vzorky organov (oblicka, pecen, svalové tkanivo)
jelenej a srncej zveri roznych vekovych kategérii boli odo-
braté polovnikmi po uloveni volne Zijucich prezivavcov
(jelenia zver n=23 a srnéia zver n=25) pocas polovnickej
sezony od septembra do konca januara v rokoch 2012 az
2015. Pocas odberu bol zaevidovany vek a pohlavie ulove-
nej zveri. Vzorky tkaniv boli odobraté a skladované pri
mraziarenskej teplote (—20 °C) aZ do d’alSieho spracovania,
ktoré prebehlo do mesiaca po odbere.

V laboratoriu boli tieto vzorky spracované pomocou
mokrej mineralizacie v laboratornom systéme Multiwave
Laboratory Systém Milestone (Microwave Digestion Sys-
tém with MDR Technology, MLS-1200 Mega, Module
P.N. 34100, Italia 1992). Névazka vzoriek jednotlivych
organov (oblicka, peceri a sval) dosahovala hodnoty od
1,3 g do 1,8 g. Po preneseni tkaniv do patrony bolo prida-
né 6 ml HNO;(1:1; 65% pro analyzu, Merck KGaH,
Némecko) a 2 ml H,O, (peroxid vodika p.a. 30%, Micro-
Chem, Slovensko). Tato zmes bola mineralizovana
v mineralizacnej piecke pri maximdalnom tlaku 2 bary,
maximalna internd teplota 100 °C, maximalna externa
teplota 30 °C a ventilacia pofas 1 min v programe:
1.250 W 1 min, 2. 0 W 30 s, 3. 300 W 5 min, 4. 600 W
5 min, 5. 0 W 30 s. Zmineralizované vzorky boli preliate
do 25ml odmernej banky a doplnené vodou do objemu
25 ml. Kazda vzorka bola mineralizovana jedenkrat.

Koncentracie Cu, Fe a Zn boli stanovené pomocou
plameniovej atdmovej absorpcnej spektroskopie (FAAS)
na pristroji AAnalyst (Perkin Elmer, USA) pri vinovej
dizke (A): Cu 328 nm, Fe 247,7 nm a Zn 213,9 nm. Pri
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analyzach bol pouzity Standardny horak Perkin-Elmer
(10 cm, N040-0103) pre zmes plynov. Ako spalovaci plyn
pristroj vyuziva acetylén a ako oxidac¢né ¢inidlo vzduch
dodévany kompresorom. Bola pouzita externd kalibracia
zmesnym Standardom Cu-Fe-Zn o koncentracii 0,20 ppm
(Copper standard for AAS, Fluka Analytical, Sigma-
Aldrich, Svajgiarsko; Iron standard for AAS, Fluka Analy-
tical, Sigma-Aldrich, gvajéiarsko; Zinc standard for AAS,
Fluka Analytical, Sigma-Aldrich, Svaj&iarsko). Kazda
vzorka bola stanovena dvakrat. Pre Cu LOD, LOQ, CV
a R?bolo 0,02931 mg 1", 0,08793 mg 1™, 2,27 % a 0,9992;
pre Fe 0,06022 mg 1", 0,18066 mg 1", 5,03 % a 09986
apre Zn 0,03615mg 1™, 0,10845 mg 1", 2,95 %, 0,9994.

Statisticka analyza bola urobena pomocou $tatistické-
ho softwaru Microsoft Excel (2000 Edition, MicroSoft®,
Inc., USA). Stanovené hodnoty boli rozdelené do skupin
podla  organov, vekovych kategérii a  pohla-
via. Porovndvanie medzi koncentraciami tychto kovov
medzi orgdnmi a vekovymi kategériami bolo vykonané
pouzitim testu ANOVA a medzi pohlaviami pouzitim ne-
parového Studentov t-testu.

Vysledky a diskusia

V oblickach jelenej zveri sme stanovili priemernu
koncentraciu Cu 4,36 mg kg', Fe 72,5 mg kg' a Zn
27,77 mg kg (tab. I). V pe&eni bola detegovana priemer-
né koncentracia Cu 19,65 mg kg ™', Fe 131,9 mg kg ™' a Zn
30,22 mg kg a vo svale Cu 1,96 mg kg ', Fe 45,09 mg kg
' a Zn 29,58 mg kg (tab. I). V koncentraciach dvoch
tazkych kovov (Cu a Fe) medzi jednotlivymi orgdnmi sme
zaznamenali Statistické odchylky (P<0,05 a P<0,001;
tab. I). Pri porovnavani koncentracii Cu, Fe a Zn medzi
jednotlivymi vekovymi kategériami priemerné hodnoty
rastli s vekom, avSak Statisticky vyznamné rozdiely neboli
zaznamenané (tab. II-IV). U jednotlivych pohlavi sme
v danych organoch detegovali takmer zhodné vysledky bez
signifikantnych odchylok (tab. II-IV).

V tomto monitoringu sme u srncej zveri detegovali
najvys$§iu  priemerntt  koncentraciu medi v  peceni
26,4 mg kg'. V oblickach priemerna koncentracia medi

Tabulka I
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dosahovala hodnotu 4,83 mg kg™ a vo svalovom tkanive
(tab. I). Rovnako ako pri medi sme najvysSiu priemernu
hladinu pri Zeleze namerali v peeni 122,83 mg kg
V oblickach sme zaznamenali priemernu koncentraciu na
tirovni 66,69 mg kg™ a vo svalovom tkanive 49,07 mg kg
(tab. I). Pri Zn sme namerali najvyssiu priemernu koncen-
traciu zhodne v pedeni (29,76 mg kg') a najnizsiu opit’ vo
svale (24,37 mg kg'; tab. I). Statistické odchylky boli
zaznamenané iba pri koncentraciach dvoch tazkych ko-
vov, a to Cu a Fe, kde dosahovali hodnotu P<0,001
(tab. I). Pri porovnavani koncentracii Cu a Fe medzi jed-
notlivymi vekovymi kategoriami priemerné hodnoty rastli
s pribudajucim vekom, avsak Statisticky vyznamné rozdie-
ly neboli zaznamenané (tab. II a III). Pri koncentraciach
zinku sme detegovali najvys§iu koncentraciu u najmladsej
vekovej skupiny so Statistickymi odchylkami, kde P<0,01
(tab. IV).

Podobny monitoring vybranych tazkych kovov sa
vykonal aj u jelenej zveri ulovenej na zapadnom Sloven-
sku v okrese Topol'¢any, pri ktorom sa sledovali koncen-
tracie vybranych kovov, medzi nimi aj Cu a Zn. Priemerné
hodnoty Cu dosahovali v peeni 13,34 mg kg ', v obli¢-
kach 4,93 mg kg ' a vo svalovom tkanive 2,49 mg kg .
V pripade peCene a obli¢iek boli nizsie a vo svalstve nao-
pak vyssie v porovnani s nami ziskanymi vysledkami. Pri
Zn zaznamenali v pedeni 26,24 mg kg™, v oblickich
31,12 mg kg a vo svalovom tkanive 54,76 mg kg (cit.%).
Koncentracie Zn sa zhodovali s naSimi vysledkami.
V dalsej stadii zo severovychodnej Casti Pol'ska sa prie-
merna koncentracia Cu v peceni jelenej zveri pohybovala
v rozmedzi 6,7-8,6 mg kg'. V oblickach boli namerané
priemerné hodnoty 5,0-6,5 mg kg’1 a v svalstve 1,6-1,7
mg kg™'. Pri koncentraciach Zeleza u jelenej zveri detego-
vali vyrazné rozdiely v skimanych organoch, kde priemer-
né hladiny Fe sa pohybovali v oblickach 64—68 mg kg,
v pedeni 25-51 mg kg ' a u srndej zveri 82-87 mg kg
a 26-64 mg kg (cit.). Vo svale boli tieto hodnoty pribliz-
ne zhodné u vsetkych sledovanych druhov. Priemerné
koncentracie Zn, ktoré boli detegované v pol'skom monito-
ringu u jelefiov, sa podobali nas§im nameranym koncentra-
cidm. Priemernd koncentracia Zn vo svalovom tkanive sa

Koncentracie tazkych kovov u raticovej zveri v regione stredného Gemera (mg kg ™)

Kov Vzorka Koncentracia + smerodajna odchylka [mg kg ']
oblicka peceil sval
Cu jelenia zver 4,36 + 1,99° 19,65 + 16,09*° 1,96 + 1,52°
srnéia zver 4,83 +2,29° 26,40 + 17,08*° 2,10 £ 1,54°

Fe jelenia zver 72,50 £+ 30,87°¢
srnéia zver 66,69 + 41,00°

Zn jelenia zver 27,77 £ 8,88
srnéia zver 27,34 £ 847

45,09 + 16,50%°
49,07 + 16,85¢
29,58 + 12,32
24,37 +12,35

131,90 + 44,394
122,83 +73,61°¢
30,22 £ 5,65
29,76 + 9,52

P — signifikatné odchylky priemernych hodnét: “*%¢ P<0,001; ¢ P<0,05
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Koncentracie Cu u raticovej zveri — delenie podl'a vekovych kategérii a pohlavia (mg kg ")

Vzorka Koncentracia + smerodajna odchylka [mg kg ']
vekové skupiny jelenej zveri pohlavie
do 1 roka 2-3 roky nad 3 roky samec samica
Oblicka jelenia zver 3,66 + 1,69 4,13 +2,39 5,50 £ 1,86 4,45+2,20 4,40 + 1,66
srnia zver 4,18+2,58 4,71 + 1,88 4,85 +2,09 5,05£2,51 4,17+ 1,42
Pecen jelenia zver 17,36 + 13,30 19,06 £ 19,67 22,27 +15,81 22,88+1731 15,05 + 14,37
srncia zver 19,63 + 16,41 2698 £ 1586  28,52+21,04 26,32+17,92  29,99+15,06
Sval jelenia zver 1,43+ 1,14 1,80+ 1,21 2,554+ 0,55 1,89 + 1,37 1,44 + 0,88
srnéia zver 1,29 £1,15 2,08 £1,51 3,31 +0,69 2,21 +£1,67 2,10+0,97
Tabulka III
Koncentracie Fe u raticovej zveri — delenie podla vekovych kategorii a pohlavia (mg kg™)
Vzorka Koncentrécia + smerodajna odchylka [mg kg ']
vekové skupiny jelenej zveri pohlavie
do 1 roka 2-3 roky nad 3 roky samec samica
Oblicka jelenia zver 53,53 +£19,00 69,70 £ 21,36 92,36 + 39,92 76,61 £29,01 70,30 +£ 32,30
srnéia zver 55,58 £ 16,83 57,25 +£20,79 73,61 + 54,07 70,98 + 37,02 45,36 + 21,73
Pecent jelenia zver 100,79 £ 28,51 128,68 £41,04 162,14 +4333  13645+31,72  125,85+59,99
srnéia zver 117,24 £54,21 100,99 £22,51 161,13 +£101,61 103,42 +39,85 104,45+29,18
Sval jelenia zver 40,37 + 11,96 41,37 + 14,66 53,93 £20,32 45,22 + 15,62 39,47 + 13,83
srncia zver 49,68 + 4,60 51,78 £12,49 57,16 £ 19,87 52,19 + 14,68 48,93 £9.49

pohybovala v rozmedzi 3045 mg kg™, v peteni 23-38
mg kg, v oblickach 37-42 mg kg™ (cit.?). V d’alsej préci
z roku 2005 z rovnakej lokality v Pol'sku (Krajina vel'kych
jazier) boli stanovené koncentracie Cu v peceni,
v obli¢kach a vo svalovom tkanive jelenej zveri, ktoré sa
pohybovali v rozmedzi 6,4-29 mg kg ', 3,3-7,2 mg kg *
a 1,9-6,4 mg kg'. Koncentracie Zn dosahovali hodnoty
v peceni 19-43 mg kg ', v oblickich 17-41 mg kg ' a vo
svale 19-64 mg kg ' (cit.”). V stadii z Norska, kde sa sta-
novovala koncentracia medi u niekol’kych volne Zzijucich
prezivavcov (los, jelenia a srnCia zver a sob), sa zistili
vyrazne vysSie priemerné hodnoty v porovnani s diviacou
zverou®’. Detekcia sa vykonavala v peéeni tejto zveri
(2001-2003). V studii, ktoru vykonali v roku 2001 v Noér-
sku sa stanovovali koncentracie medi u jelenej zveri pocas
polovaciek, kde priemerna koncentracia medi v peceni
bola 20 mg kg a najvyssia hodnota koncentracii dosaho-
vala 103 mgkg™. Podla tychto nérskych autorov patria
koncentracie Cu u losa a srncej zveri medzi najvysSie
v Eurdpe. Volne zijice losy mali podstatne vysSiu priemer-
nu koncentraciu Cu v pedeni 222 mg g ' susiny ako smdia
zver 112 mg g' sudiny a soby 105 mg g' susiny’.
V d’alSom monitoringu vo vychodnej Casti Chorvatska sa
analyzovali koncentracie esencidlnych kovov (Cu, Zn
a Fe) v oblickach jelenej zveri. Priemerna koncentricia Cu
bola 5,20 mg kg', Zn 35,1 mg kg'' a Fe 108 mg kg’
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(cit."®). V slovinskej tudii v pe¢eni danielej zveri sa zistili
nasledovné koncentracie Cu 31,0+21,9 mg kg ', Zn
31,3£10,8 mg kg ' a Fe 141465 mg kg ' (cit."").

V praci zo zapadného Nemecka najvyssia koncentra-
cia medi u srnej zveri bola zaznamenana v peceni
24 mg kg™, o sa zhoduje s nasim sledovanim. Avsak
v obli¢kdch namerali 15 mg kg™, ¢o bolo trikrat vyssie ako
v nasej praci'>. Podobné zistenia zaznamenali aj v §tudi,
kde sa stanovovala koncentracia medi u volne Zijucich
prezuvavcov (los, jelenia a srncia zver a sob) v Norsku,
kde na zaklade tohto monitoringu zistili, Ze koncentracie
Cu v srncej zveri v Norsku patri medzi najvyssie v Eurdpe
a dosahujii priemernti hodnotu 112 mg g susiny®.
V kanadskej $tadii monitorovali koncentracie stopovych
prvkov u jelen¢ekov bielochostych, kde koncentracie Cu
dosahovali vy$$iu hodnotu 122 mg g' suSiny a Zn
79,9 mg g™ susiny"®. Priemerné koncentracie zinku u srn-
¢ej zveri, ktoré boli stanovené v Pol'sku, boli najvyssie
v oblitkach 45-49 mg kg™, vo svale 28-37 mg kg
a najnizsie v peeni 27-36 mg kg '. Priemerné hladiny Fe
sa pohybovali v oblickach sm&ej zveri 82-87 mg kg’
a v peeni 26-64 mg kg '. Vo svale boli tieto hodnoty
priblizne zhodné u vietkych sledovanych druhov®. Tieto
priemerné koncentrdcie Fe boli v oblickdch vyssie
a v peceni nizsie v porovnani s nasimi vysledkami. Pocas
monitoringu zo severného Slovinska u srncej zveri bola
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Koncentracie Zn u raticovej zveri — delenie podl'a vekovych kategérii a pohlavia (mg kg ™)

Vzorka Koncentracia + smerodajna odchylka [mg kg ']
vekové skupiny jelenej zveri pohlavie
do 1 roka 2-3 roky do 1 roka 2-3 roky do 1 roka

Oblicka jelenia zver 24,72 + 3,59 26,08 + 7,84 32,57 +9,92 32,07 £ 10,41 26,14 £ 4,08

srnéia zver 29,75 £ 11,11 25,46 +7732 29,33 £ 8,51 28,42 + 8,83 24,08 +£ 6,95
Pecen jelenia zver 27,77 £+ 4,97 29,52 £ 6,15 32,86 + 14,22 29,59 £ 5,25 31,43 £5,67

srnia zver 26,31 +9.33 30,82 + 10,42 32,05+ 7,82 28,81 £9,47 32,60 + 9,96
Sval jelenia zver 25,58 + 6,63 27,01 £ 11,90 36,32 + 14,59 30,79 £ 11,66 30,85 + 15,66

stnéiazver 39,11 £16,45" 20,68 6,93 1648 £225"  2517+13,45  22,13+9,16

P — signifikatné odchylky priemernych hodnét: “fP<0,01

najvyssia koncentracia Zn stanovena vo svale (51,6 mg kg '),
32,6 mg kg ' (cit.'?).

V d’alSom monitoringu vo vychodnej Casti Chorvat-
ska boli detegované esencialne kovy (Cu, Zn a Fe)
v obli¢kach jelenej zveri. Priemerna koncentracia Cu bola
5,20 mg kg, Zn 35,1 mg kg a Fe 108 mg kg (cit.'").
V inej Studii zo zapadného Ruska v peceni sobov koncen-
tracia medi dosahovala priemerni hodnotu 98 mg kg
aZn 37 mg kg ' (cit."”).

Zaver

Na zaklade zistenych vysledkov sme dospeli
k zaveru, ze napriek rozvinutej priemyselnej vyrobe
(vyroba magnezitu a v minulosti tazba a spracovanie Ze-
leznej rudy) region stredného Gemeru nie je nadmerne
kontaminovany sledovanymi kovmi. Prezentované vysled-
ky poukazuji na najvyssiu koncentraciu vsetkych sledova-
nych kovov (Cu, Fe, Zn) v pe€eni. Kontaminacia vonkaj-
Sieho zivotného prostredia tymito tazkymi kovmi na sle-
dovanom uzemi nebola potvrdend, ale aj napriek tomu je
potrebné pokracovat’ v monitorovani tunaj$ieho Zivotného
prostredia aj nad’ale;j.
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V. Hisira, M. Kadasi, R. Klein, L. Mesarc¢ova, and
J. Posivak (Clinic of Ruminants, University of Veterinary
Medicine and Pharmacy in Kosice, Slovakia): Bioaccu-
mulation of Cu, Fe and Zn in Wild Ruminants in Mid-
dle Gemer Region

The aim of this study was to monitor trace metals
(copper, iron and zinc) concentrations in parenchymatous
organs and muscle tissue of red deer (#=23) and roe deer
(n=25) that were hunted down in the middle Gemer region
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in south central Slovakia. Being expressed in mg kg in all
cases, these concentrations assumed the following values:
mean renal copper concentration in red deer was 4.36,
hepatic 19.65, muscle 1.96; renal iron concentration was
72.5, hepatic 131.9, muscle 45.09; mean zinc concentra-
tion in kidney was 27.77, in liver 30.22 and in muscle
29.58 , respectively. In roe deer, mean level of copper in
kidney was 4.83, in the liver 26.4, in muscle tissue 2.1;
mean concentration of iron in kidney was 66.69, in liver
122.83, in muscle tissue 49.07; mean concentration of zinc
in kidney was 27.34, in liver 29.76, and in muscle tissue
24.37, respectively. Concentration of metals under study in
different age groups showed that the values rose propor-
tionally with age except for zinc concentration, where the
highest Zn concentrations were detected in muscle of
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young animals. In other trace metal levels no significant
differences were detected between age groups, males or
females. Based on the given results, the Revuca district
does not show itself as the most polluted region consider-
ing surveyed heavy metals, but nevertheless the presented
results document that the presence of heavy metals in the
tissues of game is still an interesting object for the next
studies.

Keywords: parenchymatous organs, muscle, wild ruminants,
trace elements
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1. Uvod

Rozli¢né vodikové technologie jsou klicové pro sni-
zovani emisi sklenikovych plynt v energetice, prumyslu
a dopravé. Cilem publikace je popsat soucasné hlavni tren-
dy ve vyrob¢ a spotiebé vodiku v EU, do zna¢né miry na
zakladé obsahlého dokumentu Clean Hydrogen Monitor
(cit."), ktery popisuje stav vodikovych projektii ke konci
roku 2019 a planované projekty v oblasti vodikovych tech-
nologii. Pro uchovani ptehlednosti pfispévku neni tento
zdroj opakovang citovan.

Vzhledem k o¢ekavanému vyznamu budouci elektro-
Iytické vyroby vodiku je této technologii vénovana zvyse-
na pozornost. Pokud je déle zmiflovana elektrolyza, jedna
se o elektrolyticky rozklad vody, nikoliv o chlor-
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alkalickou elektrolyzu, pokud neni vyslovné uvedeno
jinak. Tato publikace se nezabyva moznostmi finan¢ni
podpory, ani podrobnym popisem politik EU, nebo odlis-
nymi piistupy jednotlivych stati EU pro dekarbonizaci
a stimulaci vodikové ekonomiky. Déle je zde uveden aktu-
alni stav v CR se zam&fenim na vodikové technologie.

2. Stavajici vyrobni kapacita vodiku v EU

Ke konci roku 2019 bylo v EU 536 lokalit, které pro-
dukuji vodik. Jejich celkova kapacita se pohybuje kolem
12,1 Mt/rok a primérné vyuziti vyrobnich kapacit dosahu-
je 80 %. Pii vylouceni vyrob vodiku z koksarenského ply-
nu se pak jednalo o 504 lokalit s ro¢ni kapacitou 10,5 Mt
vodiku. Nejvétsi producenti, tj. Némecko, Nizozemsko,
Polsko a Spanglsko, vyrobili piiblizng polovinu vodiku
z celé EU (vcetné Velké Britanie). Naptiklad v materialu
zroku 2020 Vodikova strategie pro klimaticky neutralni
Evropu (cit.?) se piedpoklada v roce 2030 v EU vyroba
10 Mt nizkoemisniho vodiku, coz je mnozstvi srovnatelné
se soucasnou vyrobou obvykle vysokoemisniho vodiku.
Soucasné sdéleni (duben 2022) Evropské Komise
REPowerEU (cit.*) v reakci na potiebu rychlého odklonu
od ruského plynu planuje vroce 2030 vyrobu a dovoz
celkem 20,6 Mt nizkoemisniho vodiku.

V soucasnosti zhruba 90 % trhu s vodikem v EU
ovladaji firmy Air Liquide, Air Products, Linde a Messer.
Za 95,5 % objemu vyroby vodiku dosud stoji termické
zpusoby vyroby z fosilnich paliv (parni reforming zemniho
plynu, parcialni oxidace, autotermni reforming a dalsi rafi-
nérské a petrochemické procesy), 3,9 % bylo vyrobeno
chlor-alkalickou elektrolyzou, reformingem se zachycova-
nim vzniklého CO, pak 0,5 % (v pouhych 3 lokalitach)
a elektrolyzou vody jen 0,1 %.

2.1. Soucasna elektrolyticka vyroba vodiku v EU

Elektrolyzéry byly provozovany ve 129 lokalitach
amély celkovy vykon 135 MW, 44 % této kapacity bylo
postaveno v Némecku (59,4 MW), Francii (11 MW), Svy-
carsku (10 MW), Svédsku, Spojeném Kralovstvi, Finsku
(po 9 MW) a Rakousku (7 MW). Uvedend kapacita se
mezi roky 2019-2021 navysila o 45 MW. Mimo uvede-
nych 135 MW existuje fada drobnych elektrolyzérti, celko-
va kapacita tak mize byt jesté o néco vyssi. Jen nékolik
malo zprovoznénych jednotek mélo kapacitu nad 1 MW.
Analyza 89 elektrolyzért s kapacitou 114 MW ukazuje, Ze
mirné pievazuje PEM elektrolyza* (62 MW) nad alkalic-
kou (50 MW) elektrolyzou®, zbytek jsou dalsi elektrolytic-
ké technologie. Kapacita 85 MW se tyka odbéru elektriny
ze sité, 34 MW je piimo pfipojeno k obnovitelnému zdroji
energie, S MW v uvedenych podkategoriich kombinuje
oba zdroje.
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2.2. Elektrolyzéry ptipojené do sité elektfiny

Néklady na elektrolytickou vyrobu vodiku z elekttiny
z distribu¢ni sité Cinily v roce 2020 3,75 EUR/kg vodiku
(primér zemi EU a Norska), nejnizs§i byly v Norsku
(1,8 EUR/kg vodiku), jedny z nejvyssich pak v Némecku
(7,2 EUR/kg vodiku). To je zplsobeno vysokym zdanénim
elektrické energie, které predstavovalo 58 % nakladti na
vyrobu vodiku. Pro srovnani v Lucembursku, které ma
stejny trh se silovou elektrickou energii jako Némecko,
jsou naklady 2,27 EUR/kg vodiku. Emisni intenzita vyro-
beného vodiku kopiruje energetické mixy jednotlivych
zemi, téméf nulova je na Islandu, naopak nejvyssi (37,6 kg
COy/kg vodiku) v Polsku.

2.3. Elektrolyzéry pfipojené pifimo k obnovitelnému
zdroji

Piimé pfipojeni elektrolyzéru k obnovitelnému zdroji
energie (OZE) je vyhodné v tom, ze vylouci fadu nékladd,
jako naptiklad poplatky spojené s vyuzitim distribuéni sité
elektrické energie nebo dané€. Na druhou stranu je v takové
konfiguraci vykon elektrolyzéru limitovan dostupnosti
energie z OZE a nemoznosti dodavky energie z distribu¢ni
sité. Pro fotovoltaicky zdroj se typicky jednd o 1000 hodin
roéné podle mistnich klimatickych podminek. Autofi'
odhaduji cenu 3 EUR/kg vodiku pro oblasti jizni Evropy
s vysokou mirou slune¢niho svitu nebo 2,5 EUR/kg vodi-
ku pro oblasti Severni Evropy s dobrymi ptirodnimi pod-
minkami pro vétrné elektrarny. Lze ocekavat, Ze tento
koncept bude stale levnéjsi spolu s tim, jak bude dochéazet
k masové vyrobé a zlevnéni elektrolyzéri. Autoti' déle
zdlraziuji vyhodu hybridnich konceptil, napt. vyuziti do-
pliwyjicich se OZE (fotovoltaika a vétrnd energie), nebo
cilené poddimenzovani elektrolyzérti vzhledem ke kapaci-
té zdroje energie a stim spojené vyssi vyuziti kapacity
elektrolyzéru.

Uvedené ceny vodiku jsou ve shodé s nasim nedav-
nym piispévkem (cit.’). Otekavame, Ze klicovy faktor pro
nakladovou cenu nizkoemisniho vodiku z OZE budou
mistni klimatické podminky dané zemé (slunecni svit,
intenzita vétru) a do zna¢né miry také globalni vyvoj zi-
votnosti a cen elektrolyzéri.

3. Stavajici spotireba vodiku v EU

Celkova spotieba vodiku v EU vroce 2019 byla
8,4 Mt. Z toho se vyuzilo 4,1 Mt v rafinériich, 2,6 Mt pro
vyrobu amoniaku a zbytek v dalsich sektorech chemického
primyslu (napiiklad ve vyrobé methanolu, peroxidu vodi-
ku, cyklohexanu, anilinu, kaprolaktamu, oxoalkohold,
kyseliny adipové a chlorovodikové). Vyznamnym spotie-
bitelem vodiku byly také primysl metalurgicky (vodik
jako redukéni ¢inidlo nebo ve smési s dusikem jako inertni
atmosféra) nebo sklaisky pramysl (inertni, nebo ochranna
atmosféra). Sektor dopravy spotieboval pouhych 0,1 %
vodiku. Nejvice vodiku spotiebovaly Némecko (20 %),
Nizozemsko (15 %), Polsko (9 %) a gpanélsko (7 %).
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Zajimavé je, ze mezinarodni obchod s vodikem jak mezi
staty EU, tak mimo EU, je zanedbatelny (dlouhodoby pri-
mér cca 80 kt roéné), z pohledu mezinarodniho obchodu je
vyznamny vodikovod mezi Nizozemskem, Belgii a Fran-
cii, provozovany firmou Air Liquide.

4. Planovany rozvoj vyroby vodiku

Celkova kapacita planovanych elektrolyznich projek-
t s datem spusténi postupné v letech 2024, 2030 a 2040
byla 6 606 MW, 118331 MW a 152 511 MW (pro 179,
420 a 429 projektd). Dalsi kapacita 3 459 MW (pro
53 projektti) neméla specifikovano datum spusténi. Nejvét-
§i planovana kapacita k roku 2030 byla ve Spanélsku (cca
74 GW), Nizozemsku (cca 11 GW), Recku, Némecku,
Dansku (vSude cca 5 GW). Primérna velikost projektu ve
Spanglsku je t&7ko predstavitelnych vice nez 1000 MW, na
rozdil od Némecka s planovanou primérnou kapacitou
93 MW. Trendem je ptiklon k velkym instalacim,
k alkalické elektrolyze a k odpojeni se od distribucni sité
elektrické energie. Piekvapivy je vysoky podil alkalickych
elektrolyzérii, mj. vzhledem k jejich mirné¢ hor$im dyna-
mickym vlastnostem oproti elektrolyzérim PEM, a také
diky o¢ekdvanému masivniho zlevnéni PEM elektrolyzéri
poté, co zacnou byt produkovany ve velkych sériich. Elek-
trolyzéry pripojené piimo k OZE jsou typicky vétsi nez ty
pfipojené do distribucni sité. VéEtsina, tj. 68 %, resp. 75 %
projektt, s datem spusténi 2024, resp. 2030, vyuzije alka-
lickou elektrolyzu o primérné kapacité¢ 42 MW, resp.
235 MW. Primérna kapacita PEM elektrolyznich jednotek
bude nizsi, pro rok 2024 10 MW, v roce 2030 34 MW.

5. Rozvoj infrastruktury vodiku

Velkokapacitni infrastrukturu vodiku bude formovat
predevsim kliCova iniciativa European Hydrogen Back-
bone (cit.®), ktera predpoklada do roku 2030 vybudovani
11 600 km vodikovodu, ktery zpocatku propoji rozvijejici
se vodikova udoli a klastry. V roce 2040 se predpoklada
transformace na panevropskou sit’ o délce 39 700 km, se-
stavajici z 69 % zupravenych plynovodi (uréenych pu-
vodné pro transport zemniho plynu) a 31 % z novych ply-
novodd. Ocekava se, ze prvni transfery vodiku nastanou
mezi Belgii, Nizozemskem a Némeckem. Do roku 2035 se
planuje pripojeni Francie, Italie, Span&lska a Skandinavie
avroce 2040 dojde prakticky k vodikovému propojeni
celé EU.

6. Plany vyuziti nizko- a bez-emisniho vodiku
vEU
6.1. Primyslova vyuziti obecné
Celkova planovana ro¢ni spotieba nizkoemisniho

vodiku v primyslu EU k roku 2030 je 5,2 Mt. Nejvetsi
podil (38 %) planuje Némecko. Shodou okolnosti stejny
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38% podil je planovan na spotfebu v metalurgickém pri-
myslu v celé EU, prestoze stavajici technologie vyroby
oceli omezuji spotiebu vodiku upfednostiiovanim vyroby
zeleza a oceli ve vysokych pecich s koksem
a v elektrickych obloukovych pecich. Vyrobci oceli se
vSak snazi vodik coby redukéni ¢inidlo do procesu vyroby
oceli zakomponovat’.

Vzhledem k soucasnym vysokym a velmi proménli-
vym cenam silové elektrické energie a zemniho plynu
v EU a dale ke skute¢nostem, Zze OZE se Casto stavi bez
statnich podpor pro produkovanou elektrickou energii
(jinymi slovy nakladova cena elektfiny z OZE je nezavisla
na trzni cené silové elektrické energie), a vzhledem
k omezené schopnosti pienosovych soustav absorbovat
dal$i intermitentni zdroje, je pravdépodobna stale vyssi
mira vyrob vodiku z OZE. Oc¢ekavame, ze tato skute¢nost
urychli pronikani vyroby vodiku do réiznych oblasti pri-
myslu véetné zrychleni produkce chemickych latek vyro-
benych z nizkoemisniho vodiku.

6.2. Vyroba e-paliv a rafinérsky sektor

Jako e-palivo jsou oznacovana uhlovodikova paliva,
ve kterych uhlikova slozka pochazi z CO,, pii jejich vyro-
bé je vyuzita nizkoemisni elektfina, a kterd mohou byt
vyuzita ve spalovacich motorech. Ocekava se, ze prvni
sériova produkce e-paliv zacne v roce 2024 (se spotiebou
vodiku 771 kt/rok) a do roku 2030 vzroste na 912 kt/rok.
Zhruba 84 % pldnované produkce piipadne na Spanélsko,
mensi projekty budou realizovany v Némecku, Svédsku,
Rakousku a Belgii. V Némecku je planovana spotieba
vodiku pro tento sektor pouhych 48 kt/rok, i kdyz draz-
d’anskd firma Sunfire mé& vyrobu e-nafty technologicky
dobfte zvladnutou jiz od roku 2015 (cit.b).

Rafinérsky sektor predstavuje nejvétsiho spotiebitele
vodiku v EU. V roce 2023 se oc¢ekava spotieba 136 kt/rok,
vroce 2030 uz 568 kt/rok. Nejvétsi spotiebu planuje
Némecko (205 kt/rok), dale pak Bulharsko a Nizozemsko.

6.3. Vyroba amoniaku a methanolu

Vyroba amoniaku piedstavovala v roce 2019 druhou
nejvyssi spotfebu vodiku. Amoniak je klicova primyslova
a zemédelska komodita, kromé toho se z néj stava dilezity
nosi¢ energie. Do roku 2025 jsou v EU planovany kapacity
na vyrobu amoniaku se spotiebou vodiku 376 kt/rok, do
roku 2030 pak 697 kt/rok. Nejvétsi podil predstavuje Nor-
sko (40 %), Nizozemsko, Dansko a Portugalsko, 12 kt/rok
planuje Slovensko. Ve vyrobé methanolu jsou planova-
né kapacity 535 kt/rok v roce 2030, s nejvétsim podilem
Némecka 265 kt/rok.

7. Situace v Ceské republice

Vodikova strategie Ceské republiky (cit.”) predpokla-
da v CR vyuzivani piedeviim elektrolytické vyroby vodi-
ku. V CR se v roce 2020 vyrobilo 125,6 kt vodiku’. Veske-
4 uvedena produkce pochazi z chemického pramyslu'
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Labem) a vyrobeny vodik je také na mist¢ dale zpracovan.
Ocekava se, ze spolu s rozvojem infrastruktury pro vyuziti
vodiku bude ¢ast uvedeného vyrobeného vodiku vyuziva-
na v dopravé. Zde se nabizi vyuziti predev§im elektrolytic-
ky vyrobeného vodiku, nebot’” diky jeho vysoké kvalité je

Z planovanych vyrobnich kapacit je vhodné zminit
neratovicky podnik SPOLANA s.r.o., ktery planuje vy-
stavbu chlor-alkalické elektrolyzy. Ocekavame, ze ptjde
o podobnou kapacitu vyroby vodiku, jaka je instalovana
v Usti nad Labem, tj. cca 3 kt/rok (cit.”).

CEZ, a.s. rozviji az 15 projektovych zam&ri vyroby
a vyuziti vodiku. V Sesti zamérech jiz kona konkrétni kro-
ky, zejména ve vyuziti vodiku ve vefejné dopravé. Mezi
dalsi tuzemské projekty zamétené na spotiebu vodiku patii
nékolik vodikovych plnicich stanic, vyvoj (ve fazi studie
proveditelnosti) Zelezni¢ni lokomotivy HydrogenShunter
spole¢nosti CZ LOKO, a.s. (cit.'") nebo vyvijeny vodikovy
nakladni automobil spole¢nosti TATRA TRUCKS, a.s.
(cit.'?). O&ekavame, Ze vodikova akumulace nahradi bate-
riovou akumulaci u nékterych nové budovanych fotovol-
taickych elektraren. Spole¢nost ORLEN Unipetrol RPA,
s.r.o. planuje vroce 2022 zprovoznit n€kolik vefejnych
plnicich stanic (pod stavajici znackou BENZINA) na stla-
Ceny vodik, jak pro osobni, tak i pro nakladni vozidla
a autobusy. Spolecnost Vitkovice, a. s. v ¢ervnu v Ostrave
uvedla do provozu prvni vetejnou vodikovou plnici stanici
v Ceské republice. Uvedené aktivity v souasné dobé
predstavuji ptisloveéné prvni vlastovky, velké projekty na
vyrobu vodiku v Ceské republice chybi. Dota¢ni politika
vodikovych technologii bude vychézet teprve z ndrodni
vodikové strategie. Pfipadné danové zvyhodnéni nebo
investi¢ni pobidky také chybi.

8. Zavér

V EU je pfipravovana fada skute¢né rozsahlych pro-
jektl vyroby, transportu a spotieby nizkoemisniho vodiku.
Obecné plati trend, Ze spolu s pozd€j$im zacatkem realiza-
ce roste vyrobni kapacita projektd, pravdépodobnost vyu-
ziti alkalické elektrolyzy a piimé ptipojeni elektrolyzéru
k OZE. Spolu s vyrobou je planovana velkokapacitni pre-
prava vodiku jak vnitrostatni, tak i mezi staty EU, a také
vyuziti vodiku v mnoha oblastech primyslu a dopravy,
jako jsou nakladni i osobni automobilovd, Zzelezni¢ni
a lodni doprava. Podobné jako v zemich EU se v CR ode-
kava vyznamny narust elektrolytické vyroby vodiku a jeho
distribuce. V CR je v soudasné dobé vétsina vodiku vyro-
bena v chemickém primyslu a soucasné i spotfebovana
na misté vyroby. Vyroba a vyuzivani vodiku tak predsta-
vuje vysoky potencial k rozvoji zelené energetiky.
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1. Uvod

Zijeme v spolo&nosti, ktora sa stiva oraz viac globa-
lizovanou, v dosledku ¢oho sme neustale pod tlakom glo-
balnych kulturnych, socialnych, ekonomickych, technolo-
gickych ¢i enviromentidlnych zmien. Preto je potrebné
u ziakov rozvijat’ systémové myslenie a schopnost’ hl'adat’
suvislosti, aby dokazali ¢elit’ tomuto globalizujucemu sa
svetu, konStruktivne premyslat o svojej budtcnosti
a o ulohe, ktort maju zohravat pri jej formovani'.

Systémovy pristup k vyucbe rozvijali odbornici uz
v 60. rokoch 20. storoia, prikladom st publikace®. Nova
koncepcia vyuCby zalozenda na deduktivhom pristupe
k prirodnym veddm v nasledujtcich 70. rokoch mala za
nasledok, ze uplatiiovat’ tento pristup vo vyucbe bolo vel-
mi problematické.
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Systémovy pristup k vyucbe a uceniu sa, oznacovany
SATL (z angl. Systemic Approach in Teaching and Lear-
ning), zaviedli Fahmy a Lagowski v roku 1997 na Te-
xaskej univerzite v Austine®. Ciefom tohto pristupu je
pretvarat’ mechanické (povrchné) ucenie na zmysluplné
(hlboké) ucenie Ziakov’. Tento ciel’ je mozné dosiahnut
rozvojom systémového myslenia v kontexte systémovo
orientovanych ugebnych tiloh®.

Takéto tlohy vyuzivaji uzavreté schémy tzv. systé-
mové diagramy, v ktorych st pojmy priamo alebo nepria-
mo prepojené a vytvaraju uzavreti pojmovu Strukturu. Od
ziakov sa vyzaduje analyza, zostrojenie alebo doplnenie
systémového diagramu, pricom na splnenie tychto tloh by
ziaci mali pouzivat’ systémové myslenie a rozvijat’ dolezité
zruénosti, ako su schopnost’ rozliSovat pojmy, vytvarat
vztahy, analyzovat systém na zdkladné zlozky (pojmy
a prepojenia) a syntetizovat’ tieto zlozky do vzajomne pre-
pojenych subsystémov tvoriacich celok’. Ukazuje sa, Ze
rieSenie uloh zalozenych na systémovych diagramoch roz-
vija prave také zrucnosti, ako st analyza, syntéza ¢i hod-
notenie.

Metoda SATL bola implementovand do rdznych
odborov chémie — vieobecna chémia'®, anorganicka,
organicki a analytickd chémia'', fyzikilna chémia'?
a biochémia'’.

2. Od tradi¢ného sposobu vyucby
k systémovému pristupu k vyucbe
a systémovému hodnoteniu

Tradi¢ny pristup k vyucbe a uceniu sa zahriia vacsi-
nou usporiadanie suvisiacich pojmov linearnym spdsobom
(obr. 1A). Systémovy pristup k vyucbe a uceniu sa (SATL)
zahrnia usporiadanie pojmov/problémov vyjadrujice vza-
jomné vztahy a stvislosti medzi nimi (obr. 1B). Schema-
tické znazornenie tychto dvoch pristupov k vyucbe
a uceniu sa znazoriuje obr. 1.

Jednou z klicovych tém vo vyucbe systematickej
anorganickej chémie je reaktivita prvkov a ich zlicenin.
Prostrednictvom tradi¢éného pristupu k vyucbe ucitelia
ziakom prezentuju vybrané reakcie prvkov, reakcie ich
zltcenin a prislusné chemické rovnice, Ziaci sa ich naucia
napisat’ pomocou chemickych znaciek a vzorcov, ale Casto
nerozumejii  podstate  vztahov  medzi  reaktan-
tmi, produktmi a reakénymi podmienkami. V kone¢nom
désledku sa chemické rovnice len mechanicky naucia'"*!*.

Tradi¢ny pristup k vyucbe mozeme ukézat’ na prikla-
de s-prvkov. Ucitel’ od ziakov vyzaduje, aby ziaci napisali
chemickymi rovnicami napriklad tieto deje:

a) reakciu sodika s vodou;

b) neutralizaciu hydroxidu sodného kyselinou chlorovo-
dikovou;

elektrolyzu taveniny chloridu sodného.

c)
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Obr. 1. Porovnanie linearneho a systémového pristupu k vyuébe a uéeniu sa (SATL); upravené podra cit.®

Od ziakov sa ocakava, Ze napiSu nasledovné chemic-
ké rovnice:

a) 2Na+2H,O—2NaOH +H,
b) NaOH + HCl — NaCl + H,O

¢) 2NaCl—2Na+Cl,

Podla Ausubela (cit."®) s takto naugené poznatky
izolované jednotky, ktoré nesuvisia s uz zavedenymi
pojmami v kognitivnej Strukture.

V praxi sa stretdvame s tym, Ze sa ziaci naucia zapi-
sat’ chemické rovnice bez toho, aby porozumeli vzajomné-
mu vztahu medzi sodikom a jeho zlu¢eninami. Rovnako
skusenosti ukazuju, ze pri tomto mechanickom uceni sa
ziaci nesustredia na podstatu chemickych dejov, ako je
substitucia, acidobazicka reakcia, elektrolyza, tepelny roz-
klad a i. Podl'a Bloomovej taxondémie ucebnych tuloh su
tieto ulohy zamerané na nizSie Grovne — zapamétanie
a porozumenie'".

Metdéda SATL vychadza z pojmového mapovania,
ktoré zahrnia prvky konstruktivizmu v tom zmysle, Ze sami
Ziaci spajaji nové vedomosti s uz existujucou Struktirou
vedomosti. Pre dany stibor pojmov je tak mozné vytvorit’
niekol’ko roznych pojmovych map. Problémom vsak je, ze
pojmové mapy su naroéné na objektivnu skorovatelnost’
z hladiska postdenia jednoznacnosti a spravnosti pojmo-
vej mapy'®. V literarnych zdrojoch néjdeme viac pristupov
ku kvantifikacii a interpretacii ziakmi vytvorenych pojmo-
vych map. Vicsina autorov, napr. P. Boyer, podobne ako
J. D. Novak, navrhuju neurcovat’ vopred jediny, kone¢ny
a nemenny pocet bodov, ale vymedzuju iba postupy a kri-
téria, ktoré napokon urcéia bodovy zisk jednotlivych ziakov
za danii pojmovi mapu'’. Vyhodnocovanie pojmovych
map, hlavne v pocetnych triedach, je casovo narocné a pre
ziakov, ktori maju silné sklony k mechanickému uceniu,
modze byt stresujice'®. Johnstone a Otis'’ vo svojich vy-
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skumoch zistili, Ze medzi kvalitou pojmovej mapy
a hodnotenim ziaka neexistuje relevantny vzt'ah a pojmova
mapa je subjektivnou zalezitostou kazdého ziaka.

Uvedené skutocnosti mozno vysvetlit na nasledov-
nom priklade: Ak ziakom zaddme ulohu, aby vytvorili
pojmova mapu z nasledovnych pojmov (chemickych la-
tok): Na, NaOH, Na,COs;, NaHCO;, NaCl, Na,O a Na,0,
so zdoraznenim na reakéné podmienky a vzajomné vztahy
medzi latkami, mézu vytvorit' niekol’ko rdéznych pojmo-
vych map, ktoré ,,spravne* zobrazuji vztahy medzi danym
suborom pojmov (latok) (obr. 2).

Prave z dovodu, ze existuje vel'a moznych pojmovych
map, ktoré ,,spravne zobrazuju vztahy medzi danym su-
borom pojmov, pojmové mapy sa nepovazuju za vhodny
hodnotiaci nastroj Ziakov®.

Klacovym bodom, ktory spaja pojmové mapy
a metddu SATL, je vyber pojmov a ich organizacia
v systéme’.

Metéda SATL umoziuyje ucitelovi so ziakmi postup-
ne vybudovat logicku Struktiru pojmov a poznatkov
o tychto pojmoch. Zac¢ina s linedrnou Struktirou pojmov,
ktort rozvija do uzavretého systému. V uzavretom systé-
movom diagrame existuju aj implikacie viaccestnych
vztahov, ktoré moézu byt ,,odhalené” neskor a v danom
Case pouzité na ucely posudzovania. V tomto zmysle uzav-
reté systémové diagramy su Uplné, ¢o je v kontraste so
$tandardnymi pojmovymi mapami®. Diagramy méZu obsa-
hovat 3—6 zloziek (nazvy prvkov ¢i zlucenin, chemické
znacky ¢i chemické vzorce), pricom jednotlivé zlozky
systémového diagramu musia navzajom suvisiet’.

Pre overovanie porozumenia a vedomosti ziakov
v ramci SATL Fahmy a Lagowski® zaviedli tzv. systémové
hodnotenie SA (z angl. Systemic Assessment). Systémové
hodnotenie ma niekol’ko vyhod: T'ahko sa skoruje, je ob-
jektivne, reliabilné (spolahlivé) a validné (platné)®. Jeho
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Obr. 2. Pojmové mapy vytvorené Ziakmi; Zdroj: vlastné spracovanie

Tabulka I
Typy systémovych uloh a ich charakteristika

Typy systémovych tiloh podPa tirovne overovanych vedomosti a zru¢nosti

Ulohy na systémovii syntézu — overuju vedomosti Ziakov na irovni syntézy, teda na zaklade pochopenia reak&nych
vztahov medzi latkami. Od ziakov vyzaduju zostrojenie systémového diagramu z danych chemickych latok.

Ulohy na systémovi analyzu — overuji vedomosti ziakov na trovni analyzy. Ziaci analyzuji chemické reakcie
v systémovom diagrame.

Ulohy na systémovu syntézu a analyzu — overuju vedomosti Ziakov na tirovni syntézy a analyzy. Ziaci vytvaraju schému
vyjadrujucu reakéné vztahy a zarovei analyzujl vytvorené vztahy v diagrame.

Typy systémovych loh podPa formy ich zadania a rieSenia

Ulohy na dopliiovanie — overuju vedomosti Ziakov na trovni syntézy. Ziaci dopliiaju systémovy diagram o chybajuce
zlozky.

Ulohy na prirad’ovanie — overuju vedomosti Ziakov na urovni syntézy. Ziaci hl'adaju vzt'ah medzi siborom dvoch
zloziek. Ulohu tvoria dva krajné stlpce — subor létok a reak&nych podmienok a treti stlpec v strede, v ktorom sa
z ponuky v krajnych stlpcoch vytvéra systémovy diagram.

Ulohy typu ,,pravda-nepravda“ — overujii vedomosti Ziakov na irovni porozumenia, syntézy a analyzy. Od Ziakov
vyzaduji postdenie, ¢i je systémovy diagram spravny alebo nie. Umoznuju v kratkom Case odpovedat’ na otazky tykajice
sa vel'kého poctu pojmov, faktov a vzt'ahov.

Ulohy s moZnost'ou vyberu z viacerych odpovedi — overujii vedomosti Ziakov na trovni analyzy, syntézy a hodnotenia.
Ziaci uskutoCriuju vyber zo zoznamu systémovych diagramov; kazdy systémovy diagram pozostava z troch az piatich
chemickych vzt'ahov.

Ulohy na zorad’ovanie — overuju vedomosti Ziakov na rovni analyzy, syntézy a hodnotenia. Od Ziakov vyZaduju umies-
tnit’ text alebo vzorec v danej postupnosti do systémového diagramu.

zakladnym nastrojom su systémové tlohy. Uvedeni autori Pracovné listy so systémovymi tilohami boli vytvara-

navrhli viacero typov systémovych tloh®'"'*% (tab. I). né v spolupraci autorov ¢lanku s d’al$imi ucitel'mi, pilotne
overené a nasledne optimalizované.

Systémové tlohy sme vytvorili pre pracovné listy

3. Vybrané systémové ulohy k téme s-prvky k témam ,,Sodik a jeho zlageniny* a ,,Vapnik a jeho zluge-

a ich zluceniny niny* v stlade s obsahovymi a vykonovymi $tandardmi

tematického celku ,,Prvky a ich anorganické zluceniny*

Uvedené typy systémovych tloh boli vyuzité pri tvor- podra Statneho vzdelavacieho programu (SVP) pre gym-

be tloh k téme s-prvky a ich zluceniny zo systematicke;j nazia*' (SR) a Ramcového vzdelavacieho programu (RVP)

anorganickej chémie gymnazia. pre gymnazia® (CR).
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Cielom tloh v pracovnych listoch bolo prehibit,
upevnit’ a overit’ porozumenie poznatkom o chemickych
reakciach sodika a vapnika. Systémové ulohy overuju
a rozvijaju spdsobilost’ ziakov urCovat’ vztahy a suvislosti
medzi reaktantami a reakénymi podmienkami, a zruénosti,
ktoré stvisia so zapisovanim chemickych reakcii prislus-
nymi chemickymi rovnicami (tab. II).

Diagramy vyuzivané v systémovych tlohach (tab. II)
moéZu pripominat’ tzv. experimentilne cykly”**. Experi-
mentalne cykly podobne predstavuji uzavreté cykly reak-
cii, zahrfiujuce rozne typy premien chemickych latok,
v ktorych je vychodiskova latka zaroven finalnym produk-
tom cyklu. Napriklad v CR pre potreby vyugby boli navrh-
nuté cykly medi a vapnika®?**. Z hladiska uskuto¢nenia
jednotlivych reakeii v $kolskom laboratériu spliia bezpeé-
nostné poziadavky (toxicita latok) iba cyklus vapnika.

Systémové ulohy sa odliSuju od experimentalnych
cyklov tym, Ze Ziaci dopiiiaju okrem latok aj reakéné pod-
mienky (tab. IT) , ktoré viak nemaju ponuknuté. Ziaci tu
tiez musia uvazovat’ o vSetkych produktoch chemickych
reakcif.

U experimentalnych cyklov sa stretdvame iba s typmi
uloh zameranych na syntézu, pricom u systémovych tloh

Tabul’ka IT
Priklady systémovych uloh k téme s-prvky a ich zli¢eniny

Vyuka chemie

aj s dalSimi typmi uloh, ako st tlohy na priradovanie,
ulohy typu ,,pravda-nepravda‘“, Glohy s moznostou vyberu
z viacerych odpovedi alebo ulohy na zorad’ovanie. Prave
tieto ulohy su zamerané na overovanie poznatkov na vys-
Sich urovniach Bloomovej taxondmie.

4. Nazory a postoje ucitelov k implementacii
systémovych tloh do vyu¢by anorganickej
chémie

Vicsina studii, ktoré sa tykaju metédy SATL, su za-
merané hlavne na tvorbu systémovych uloh a zist'ovanie
efektivnosti vyucby s ich implementaciou z hl'adiska roz-
voja konceptualneho porozumenia®®. Nézory a postoje
ucitel'ov na tento spdsob vyucby sa vo vyskumoch nezis-
tuju.

Metdéda SATL je pre slovenskych ucitelov nova,
a preto cielom nasho vyskumu bolo zistit’ nazory a postoje
ucitelov k implementacii systémovych tloh do vyucby
systematickej  anorganickej  chémie, ich  kladné
a problémové stranky.

Uloha na systémovu syntézu:

Mame k dispozicii tieto latky: Na, NaOH, Na,COj;, NaHCOj3, NaCl, Na,O,.
Zostrojte trojuholnikovy diagram zobrazujuci chemické reakcie a reakéné podmienky medzi tromi vybranymi latkami.

Uveden4 uloha overuje poznatky na trovni vy$sich myslienkovych operacii, ako st syntéza a hodnotenie. Ziaci okrem
doplnenia latok do reakéného diagramu musia doplnit’ aj spravne reakéné podmienky, ktoré vSak nemaju pontknuté.
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Uloha na systémovu analyzu:
Prepiste systémovy diagram zobrazujici vzt'ahy medzi sodikom a jeho zlu¢eninami
do chemickych rovnic.

RieSenie:

Chemické rovnice:

2 Na + O, — Na,0,

Na,0, + 2 H,0 — 2 NaOH + H,0,
2 NaOH + CO, — Na,CO; + H,0

Na,CO; +2 HCl — 2 NaCl + CO, + H,O

elektrolyza
2 NaCl —2"_5 2 Na+Cl,

Q2
horenie

V tejto ulohe Ziaci musia brat’ do Gvahy d’alsie produkty a stechiometrické koeficienty. Ulohu méZeme rozsirit’ zadanim,
aby ziaci charakterizovali deje, ktoré tieto chemické rovnice popisuju.

Systémova tuloha na prirad’ovanie: ) )
Vyberte prvky a zlG¢eniny zo stlpca A a reakéné podmienky zo stlpca B a zostavte systémovy diagram v stlpci C.

(A) (€) (8)

Na H:0

NaCl Qalteplo

NazC0z CO;
i ) s

Na0 elektrolyza
taveniny
NaOH HNO2
RieSenie:
HzO
Ng NaOH
[y ?
el ekJrro_ lyza COs
tawvenin
HCI L

NaCl Na:COs

V porovnani s tradi¢nymi priradovacimi ulohami sa od ziakov vyzaduje zostavenie systémového diagramu, ¢o znizuje
pravdepodobnost’, Ze spravne odpovede ziakov mézu byt vysledkom tipovania. Uvedenti ulohu je vhodné vyuzit' aj na
hodnotenie, body m6zeme pridelovat’ za spravne zaradenie vybranych latok a reakénych podmienok do diagramu.
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Systémova uloha s moznost'ou vyberu z viacerych odpovedi:
Urcte, ktory z diagramov vyjadruje spravny priebeh chemickych reakcii medzi vapnikom a jeho zluceninami. Svoj vyber
zdovodnite.

a) b) O
At horenie
Ca Ca0 Ca Ca
elekirolyza elekiroljza

taveniny taveniny

; ) CO2 3 H0

L Y

HCl H:0 HC .
Cacos HCGIOH}: Cacos }-ﬁ[cG[OH};
RieSenie:

Spravny je systémovy diagram b). Hydroxid vépenaty vznika reakciou CaO s vodou, a nie s CO,. Uhli¢itan vapenaty
vznika reakciou Ca(OH), s CO,, a nie s vodou.

Od ziakov sa o¢akava, ze posudia spravnost’ jednotlivych systémovych diagramov.

Pri tejto tlohe vécsinou nevieme, ¢i ma ziak dané poznatky osvojené, nakol’ko sa jedna o napoved pre ziaka a spravna
odpoved’ moze byt’ vysledkom tipovania alebo ndhody. Preto ulohu mézeme rozsirit' zadanim, aby ziaci vysvetlili a zd6-
vodnili svoju odpoved'.

Uloha na systémovu analyzu a syntézu:

Usporiadajte spravne vapnik a jeho zlaceniny CaO, CaCOj3, CaCl,, Ca(HCOs3),, Ca(OH), do nasledovného systémového
diagramu. PrepiSte vytvoreny systémovy diagram zobrazujuci vztahy medzi vapnikom a jeho zlti¢eninami do chemickych
rovnic. Dopliite k chemickym rovniciam prakticky vyznam dejov, ktoré popisuju.

RieSenie:

2 Ca+ O, — 2 CaO (palené vapno)

CaO + H,0 — Ca(OH), (hasené vapno)

Ca(OH), + CO, — CaCOs; + H,0 (tvrdnutie malty)
CaCO;+ H,0 + CO, « Ca(HCOs), (krasové javy)
Ca(HCO3), +2 HC1 — CaCl,+2 CO,+ 2 H,O
CaCl, — Ca + Cl, (elektrolyza taveniny)
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V pripravnej faze vyskumu sme vytvorili dva pracov-
né listy pre ziakov 2. ro¢nika gymndzia obsahujice systé-
mové tlohy pre témy ,,Sodik a jeho zluceniny* a ,,Vapnik
a jeho zluceniny* (pozri kapitolu 3).

V realizacnej faze vyskumu vytvorené pracovné listy
implementovalo do vyucby 30 uditel'ov pocas dvoch skol-
skych rokov (2019-2021). Na tejto vyucbe sa zcastnilo
spolu 687 ziakov 2. ro¢nika gymnazii. Vyber $kol bol us-
kuto¢neny nahodne tak, aby boli zastiipené skoly z celého
Slovenska.

V literarnych zdrojoc sa nestretdvame s pres-
nym hodnotenim systémovych uloh za tcelom zndmkova-
nia. Preto ucitelia na zéklade vlastného uvézenia mohli
systémové tlohy implementovat’ do vyucby bud’ s cielom
poskytnut’ ziakom spétna vdzbu sliziacu na zlepSenie ich
procesu ucenia sa, alebo za ucelom sumativneho hodnote-
nia, kedy napr. pridel'ovali body za sprdvne zaradenie vy-
branych latok a reakénych podmienok do diagramu.

Nazory a postoje ucitelov k pracovnym listom so
systémovymi ulohami po ich implementécii vo vyucbe
boli zistované prostrednictvom elektronického spitnoviz-
bového dotaznika.

Dotaznik obsahoval 17 poloziek, ktoré boli rozdelené
do dvoch oblasti, a to aké st vyhody implementacie systé-
movych uloh do vyucby a aké st problémové stranky.
Ucitelia vyjadrovali svoje nazory a postoje k jednotlivym
polozkam dotaznika na trojstupnovej skale ,,ano®, ,,neviem
posudit* a ,nie“. Vysledky vyhodnotenia jednotlivych
poloziek dotaznika uvadzame na obr. 3.

8 11.1420

Vyuka chemie

Podl'a 90 % ucitel'ov vytvorené systémové ulohy roz-
vijaju vedomosti a zrucnosti ziakov v stlade s ciel'mi sta-
novenymi prislusnym SVP pre gymnazia®'. To pomdze
ucitelom posudit’ dosiahnuté vysledky ziakov vzhladom
na obsahové aj vykonové §tandardy®’. Ugitelia odporucaju
takéto typy uloh implementovat’ do vyucby v ramci fixac-
nej fazy (90 %) za ucelom upevnenia a prehibenia uciva
alebo diagnostickej fazy (80 %), a to na overovanie vedo-
mosti. Za kladné stranky tychto uloh povazuji ucitelia to,
ze rozvijaju prepajanie vedomosti (83 %), kritické mysle-
nie (87 %) a argumentacné schopnosti (80 %). Prepéjanie
vedomosti pomaha ziakom vidiet’ pojmy nie izolovane, ale
vnimat ich vo vzéjomnych suvislostiach s d’alsimi poznat-
kami a pojmami''. Podla 80 % u&itelov systémové ulohy
oproti tradicnym udloham rozvijaju poznatky Zziakov
v ramci vyssich trovni Bloomovej taxondmie, ako st ana-
lyza ¢i hodnotenie. Vyznam implementacie tychto uloh do
vyucby vidia ucitelia i v tom, Ze poskytuju spédtni vizbu
pre d’alSie ucenie sa ziakov (83 %), ziak pochopi poznatky,
ktorym predtym nerozumel, hlbSie porozumie ucivu
(90 %). Toto hibkové ugenie sa lisi od povrchného ucenia,
ktoré sa zameriava na pamidtové zapamitanie a povrchné
chapanie pojmov'"*®. Podl'a 73 % ugitelov Ziaci o rieSenie
takychto typov uloh zaujem mali a pritom sa vytvoril
priestor na rozvoj skupinovej spoluprace (83 %). Vacsina
ucitelov (80 %) sa vyjadrilo, ze planuje vyuzivat takéto
typy uloh vo vyucbe aj nad’ale;.

Implementacia systémovych tloh do vyucby naraza
na niektoré problémy (obr. 4). Ako hlavné problémy sa

rozvijaji vedomosti a zruénosti v stlade s prislusnym SVP
moznosti vyuZitia: motivaéna faza vyué. hod.

moZnosti vyuZitia: expoziéna faza vyué. hod.

moZnost vyuZitia: fixaéna faza vyué. hod.

moZnosti vyuZitia: diagnosticka faza vyué. hod.

s zrozumitelne formulované

sl zamerané na prepajanie vedomosti

rozvijaju vyssie kognitivne procesy oproti tradiénym Gloham

systémové Ulohy

Iy

rozvijaju kritické myslenie

rozvijaji argumentaéné schopnosti

umozfAuju hibdie porozumenie uéivu
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ukazuju chybajice metodické materidly (73 %), ¢im sa
myslia pracovné listy, nedostato¢né vstupné teoretické
vedomosti ziakov (60 %) a obavy ucitelov z imlementacie
metddy SATL do vyucby (47 %), €o si podl'a nich vyzadu-
je vzdelavanie. Daldim problémom je, Ze niektori Ziaci
nemaju hlboké vedomosti napr. o nazvoslovi anorganic-
kych zlucenin, urcovani typov chemickych reakcii ¢i vy-
¢isl'ovani chemickych rovnic (t. j. vypocet stechiometric-
kych koeficientov). Niektori ulitelia sa stazuju na nedos-
tatok Casu na rieSenie systémovych tloh (40 %) z dovodu
extenzivneho nérastu ucebného obsahu, teda tlaku na pri-
budanie poznatkov, ktoré sa maju ziaci naucit’. Ucitelia sa
mnohokrat snazia Zziakov naucit’ vSetko, ¢o vedie iba
k povrchnému uceniu. Pociato¢ny nezvyk ziakov na takéto
typy uloh sa po 2-3 ulohéch odstranuje.

5. Zaver

Utitelia na Slovensku ani v Ceskej republike sa dopo-
sial’ nestretli s moznostami implementacie systémovych
uloh do vyucby chémie. Z nazorov ucitelov na kvalitu
pracovnych listov so systémovymi ulohami vyplynulo, ze
su plne vyuzitelné vo vyucbe systematickej anorganickej
chémie. Uvitali by takto spracované pracovné listy aj pre
iné témy. UCcitelia vidia potencial systémovych uloh
v hlbokom porozumeni a rozvoji kritického a systémového
myslenia ziakov, na rozdiel od u¢enia sa naspamét’.

Skusenosti s tvorbou systémovych tloh a poznatky
z vyuzitia systémovych uloh v systematickej anorganickej
chémii nas viedli k tvorbe uloh pre organicku chémiu,
ktord umozniuje oproti anorganickej chémii va¢siu rozma-
nitost’ vychadzajuc z uplatiiovania logickych pravidiel
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medzi zlG¢eninami, reakénymi podmienkami a typmi che-
mickych reakcii.

Tato prdca bola podporend ndrodnym projektom
IT Akadémia — vzdelavanie pre 21. storocie s ITMS kodom
312011F057 a grantom KEGA ¢ 004UPJS-4/2020
,, Tvorba, implementdcia a overovanie efektivnosti digital-
nej kniznice s ndstrojmi formativneho hodnotenia pre pri-
rodovedné predmety, matematiku a informatiku na zdklad-
nej skole .
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M. Ganajova®, I. Sotakova®, Z. DzuriSinova®, and
H. Ctrnactova® (“ Department of Didactics of Chemistry,
Faculty of Science, Pavol Jozef Safirik University in
Kosice, " Grammar School of Jin Adam Rayman, Presov,
“Department of Teaching and Didactics of Chemistry,
Faculty of Science, Charles University, Prague): Systemic
Tasks in the Teaching of Inorganic Chemistry

The Systemic Approach in Teaching and Learning
(SATL) involves an arrangement of concepts/problems
into diagrams, which represent how they are linked. The
goal of this paper is to present the systemic approach in
teaching chemistry and provide examples of systemic tasks
in terms of this approach on a selected topic from inorgan-
ic chemistry, i.e. s-block elements and their compounds. In
accordance with SATL, systemic tasks in chemistry aim to
verify and develop students’ ability to determine the rela-
tionships and links between reactants and reaction condi-
tions, as well as their ability to write down chemical reac-
tions in the form of chemical equations. The paper com-
pares the traditional approach to the creation of tasks, as-
signments, and the resulting mind maps with the systemic
tasks. Thus, the evaluation of teachers’ opinions on the
pros and cons of the systemic tasks implementation into
teaching are presented.

Keywords: SATL method, systemic tasks, chemistry tea-
ching
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