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Prazska makromolekularni setkani

Jiz nékolik desetileti se vzdy pocdtkem léta konaji na
prazském  Ustavu  makromolekuldrni  chemie, — v.v.i.
(UMCH), takzvand Prague Meetings on Macromolecules
(PMM), coz obndsi jednu nebo dvé na sebe navazujici
mezindrodni tydenni konference zamérené (pomérné uizce)
na urcitou konkrétni problematiku polymerni védy.
Letosni tyden na UMCH s titulem The Polymers for
Sustainable Future bude kombinaci dvou tradicnich
védeckych setkani: pod hlavickou PMM jako v poradi jiz
85. konference a zaroven jako 11. setkani skupiny Green
Chemistry and Nanotechnologies in Polymeric Materials
(GCNPM). Letosni akce probéhne v terminu 24. az 28.
Cervna.

PMM  nejsou  jedinym  typem  mezindrodnich
védeckych setkani konanych v Praze a zamérenych na
makromolekuly. Konala se zde i tFi velka symposia pod
hlavickou IUPAC, konkrétné v letech 1957, 1965 a 1992.
Kromé toho se brzy zacala prosazovat mensi setkani,
z nichz prvni — zpocatku pod nazvem Microsymposium —
se odehrdlo v roce 1967, a od té doby tedy jiz
Ctyriaosmdesatkrat, nékdy pod  titulem  Discussion
Conference (prvni v roce 1970), nyni jako PMM.

Domnivam se, zZe upozornit v uvodniku Chemickych
listii pripadné zdjemce na tuto akci neni zbytecné, i kdyz
se ji organizatori PMM jisté snazili propagovat obvyklymi
cestami. Ucast na ni je urcité vhodnd pro viechny
odborniky, které zajima vztah mezi polymernimi materidaly
a zivotnim prostredim. Dalsi informace vcetné pokynii pro
registraci  lze  nalézt na  https://www.imc.cas.cz/
sympo/85pmm/.

Predstavim zde nékterd z témat, ktera budou
predmétem zminéné konference. Pro ilustraci bude pro
kazdé z nich uveden vidy jeden odkaz (¢i dva) na
prehledny clanek z posledni doby, ktery jsem nalezl a ktery
se dotycného tématu tyka:

Polymery, pripravené z obnovitelnych zdrojii, tzv.
biobased"’. Ty je tieba odlisit od bioplastii, jejichz
puvodem  je  biomasa, anebo  které  jsou
biodegradabilni.

Degradace polymerii v prostiedi®’. Z praktického
hlediska je to dichotomicky problém: na jedné strané
muzeme usilovat o plasty co nejodolnéjsi proti
vnéjsim viivum, na strané druhé naopak o takové
makromolekuly, které se v prirodé rozlozi co
nejrychleji.
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Recyklace a upcyklace polymeri’’. Méné zndmy
termin upcyklace znamend, zZe doslouzivsi polymerni
produkt je zpracovan/upraven tak, aby se jeho uZitnd
hodnota — oproti piivodni — zvySsila.

Technologie ~ vyroby  udrzitelnych  polymerii.
Udrzitelné polymery — podivna cestina, podiizend
anglickému sustainable polymers — to jsou materialy
odvozené  od  obnovitelnych, recyklovanych
a odpadnich zdrojit uhliku®.

Enzymové reakce v makromolekularni chemii. To
Jsou in vitro polymerizace syntetickych monomerii
katalyzované izolovanym enzymem’.

Polymerizace pratelské k Zivotnimu prostredi.
Biokompatibilni monomery typu kyseliny mlécné sice
poskytuji biodegradabilni polymery, ty ale obsahuji
stopy karcinogennich katalyzatoru. Hledaji se proto
cesty bezkatalyzatorovych polymerizaci’.

Fixace oxidu uhlicitého do polymernich materidliv’.
Autor tohoto uvodniku wvitd, pokud se najdou
chemici, pro které budou tato témata natolik pritazliva, ze
se zaregistruji a vypravi do UMCH vyslechnout vybrané
prednasky nebo prohlédnout postery. A to i taci, jejichz
odborné zaméreni je zcela odlisné.

Jiri Podesva
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VYVOJ A POUZITI BIOORTOGONALNICH REAKCI PRO ZOBRAZOVANI

A AKTIVACI LECIV

Cléanek je vénovdn 70. vyroci zalozeni Ustavu organické chemie a biochemie AV CR v Praze.

MILAN VRABEL 2 VERONIKA SLACHTOVA

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i., F lemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6, Ceskd republika
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Doslo 26.10.23, pfijato 3.1.24.

Chemické transformace kompatibilni s biologickymi systémy slouzi jako neocenitelné nastroje pro zkoumani
biomolekul, sloucenin 1é¢iv a biologickych procest v jejich pfirozeném prostiedi. Slozité prostiedi zivych organismui
vyzaduje, aby tyto reakce byly vysoce selektivni a u¢inné, coz predstavuje pro oblast organické chemie obrovskou vyzvu.
V posledni dobé se objevila fada chemickych reakci, které tyto podminky spliiuji, a poskytuji proto vyzkumnym
pracovnikiim rozmanitou sadu nastrojii. Tento rukopis pfedstavuje komplexni piehled soucasnych bioortogonalnich reakei
s dirazem na jejich aplikace v zobrazovani, diagnostice a medicing.

Klicova slova: click chemie, bioortogonalni reakce, zobrazovani, fluorescencni znaceni, proléciva
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1. Uvod

Bioortogonalni reakce, charakteristické svou schop-
nosti probihat selektivné v komplexnim prostiedi zivych
systémt, oteviely nové moznosti pro manipulaci a studium
biomolekul. Tato dynamicky se rozvijejici oblast moderni
chemie ma hluboky dopad na rtizna odvétvi a prispiva
k vyvoji pokrocilych zobrazovacich sond, inovativnich
diagnostickych nastroji a novych terapeutik. Udéleni
Nobelovy ceny za chemii v roce 2022 Carolyn Bertozzio-
vé, Mortenu Meldalovi a Barrymu Sharplessovi ,,za vyvoj
click chemie a bioortogonalni chemie® potvrzuje obrovsky
potencial tohoto odvétvi. Vyvoj bioortogonalnich reakci je

vvvvvv

vaji samotné reagenty, které se reakce Gcastni. Tyto musi
byt ne jenom dostatec¢né reaktivni, ale i dostatec¢né stabilni
a selektivni vii¢i druhé funkeni skupiné. Navic tyto reagen-
ty nesmi byt toxické za podminek pouziti, a hlavné vici
organismu, ve kterém se pouzivaji. VSechny tyto podmin-
ky délaji z vyvoje bioortogonalnich reakci a ¢inidel naroc-
ny proces, ktery vSak mutze vést k novym nastrojim pro
Sirokou $kalu aplikaci.
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Cilem tohoto piehledového ¢lanku je ptedstavit sou-
¢asné poznatky o bioortogonalnich reakcich a jejich pou-
ziti zejména pfi zobrazovani, diagnostice a v medicing.

2. Z historie bioortogonalnich reakci

Bioortogonalni reakce jsou chemické reakce znamé
z ucebnic organické chemie. Nicméné ne vSechny reakce
v u€ebnicich organické chemie jsou bioortogondlni. Jako
bioortogonalni se definuje chemicka reakce, ktera neinter-
aguje ani nezasahuje do biologického systému, tudiz je
s biologickymi systémy kompatibilni'. Za viibec prvni
bioortogonalni reakci se povazuje tzv. Staudingerova liga-
ce, vyvinuta a popsana v roce 2000 (cit.?), ktera byla pou-
zita pro znaceni azidem modifikovanych cukernych mole-
kul na povrchu zivych bun€k pomoci fosfinovych derivati
obsahujicich elektrofilni past (Schéma 1).

Dalsim ddlezitym milnikem vyvoje reakei pouzitel-
nych na biologickych systémech bylo zavedeni pojmu
,click chemie® Barry Sharplessem vroce 2001 (cit.?).
Jako click reakce se oznacuji reakce, které jsou snadné na
provedeni, probihaji v rlznych rozpoustédlech (vcetné
vody) bez zasadniho vlivu dalsich faktort (jako napt. pH),
generuji minimalni a neSkodné vedlejsi produkty a vyzna-
Cujici se vysokou termodynamickou hnaci silou, ktera je
rychle a nevratné pohani k tvorbé produktii ve vysokém
vytézku, s vysokou reakéni rychlosti a specificitou (v né-
kterych ptipadech s regio- i stereo-specifitou). Za nejzné-
m¢ejsi click reakei l1ze povazovat médi katalyzovanou azi-
do-alkynovou cykloadici (z angl. copper-catalyzed azide

https://doi.org/10.54779/chl120240130
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Schéma 1. Staudingerova ligace

alkyne cycloaddition, CuUAAC, Schéma 2a)*’. CuAAC
nachazi vyuziti v riznych oblastech, jako jsou modifikace
biomolekul, materidlova nebo medicinalni chemie®®.
Nicméné, bioortogonalita této reakce je kompromitovana
toxicitou méd’nych soli, které se pii reakei vyuzivaji jako
katalyzator’. Tudiz ne kazda click reakce je bioortogonal-
ni. Pies riizné snahy kontrolovat toxicitu Cu' iontdi, napf.
pouzitim vhodnych komplexujicich ligandd'®, zistava
pouziti této reakce na Zivych systémech omezené'!.
Moznym feSenim tohoto problému se ukazalo byt
pouziti pnuti kruhu jako hnaci sily reakce alkyni s azidy
misto katalyzy. Konkrétn¢ se jednd o reakci cykloalkynt
s azidy, pfi které dochazi k uvolnéni napéti cyklooktyno-
vého kruhu za vzniku triazolového produktu jako smési
dvou regioisomert'?. Tato reakce je zndmé jako ,,strain-
promoted azide-alkyne cycloaddition* (SPAAC, Schéma
2b) a patii mezi nejpouzivanéjsi bioortogonalni reakce
vilbec. Obménou struktury cykloalkyni 1ze modulovat

cu(l)

Q

b)
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rychlost reakce a dal$i vlastnosti téchto sloucenin, jako
jsou rozpustnost, lipofilicita nebo stabilita'*'*.

Vyuziti principu uvolnéni pnuti molekul pfi reakci
dnes patifi mezi nejCastéji vyuzivany zpusob navySeni
reaktivity bioortogondlnich ¢inidel. Dtivodem potieby
vysokych reakénich rychlosti je pouzivani bioortogonal-
nich ¢inidel, resp. provadéni téchto reakci v zivych systé-
mech za nizkych koncentraci (dilezitou roli zde hraje
toxicita latek ale i rozpustnost nékterych sloucenin). Proto
je potfeba mit reakci s dostatecnou hnaci silou. Mezi
nejpouzivanéjsi bioortogondlni reakce dnes patii reakce
1,2,4,5-tetrazinl (Tz) s napjatymi systémy, jako jsou cyk-
looktyny a obzvlaste pak trans-cyklookteny (TCO)
(Schéma 3)">'€.

Rychlostni konstanty této Dielsovy-Alderovy reakce
s inverznimi elektronovymi naroky muzou ve vodném
prostiedi dosahovat hodnot enzymatickych reakci a jsou
v fadech stovek tisic az milioni M's™ (cit.""'®). Tato

NN

N, |©9 . N:@Q N:@Q

Schéma 2. a) Médi katalyzovana cykloadice alkyni a azidi (CuAAC); b) Cykloadice podporovana deformaci kruhu (SPAAC)

Schéma 3. Dielsova-Alderova reakce s inverznimi elektronovymi niaroky (IEDDA) 1,2,4,5-tetrazinu s trans-cyklookteny vedouci

k dihydropyridazinim
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vyjimec¢na reaktivita spojend s malou toxicitou derivati Tz
a TCO pak umoznuje pouZiti reakce v Zivych organismech
véetné prvnich klinickych studii na lidech'2!. Mezi nej-
Cast€jsi oblasti pouziti patii zobrazovani a medicina.

3. Vyuziti bioortogonalnich reakci v zobrazovani

Vizualizace biomolekul a biologickych procest
v prostiedi Zivych organismui je nedilnou soucasti studia
biologickych systémti***. Bioortogonalni reakce umoznu-
ji znadeni biomolekul v jejich ptirozeném prostredi***.
Tyto reakce umoznuji védcim zkoumat, zachycovat
a pochopit molekuldrni interakce s nebyvalou pfesnosti.
Od zavedeni fluorescencnich znacek az po vyvoj rtiznych
zobrazovacich sond, bioortogonalni chemie poskytuje
vyzkumnikiim rozsahlou sadu nastroju, které jim umoznuji
Iépe studovat a porozumét interakcim a procesiim probiha-
jicim v zivych organismech.

Nejbéznéjsi zpisob pouziti bioortogonadlnich reakci
pii vizualizaci biomolekul je zaloZen na pfipojeni fluo-
rescencni znaCky k biomolekule, kterd je pfedmétem stu-
die a obsahuje druhou bioortogonalni funkéni skupinu®®.
Zavedenim jedné bioortogonalni funkéni skupiny do struk-
tury biomolekuly, napt. ve form¢ modifikované aminoky-

Zhaseny
fluorofor

b)

-
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seliny, 1ze dosdhnout vysoké selektivity fluorescencniho
znadeni (obr. la)*’.

Navic, pokud buika dokaze sama vyprodukovat takto
upravenou biomolekulu, 1ze bioortogonalni znaceni prova-
dét piimo v zivych bunikach pfidanim druhé bioortogonal-
ni slouceniny nesouci fluorescen¢ni znacku. Tento zptsob
znaceni Casto vyzaduje zdlouhavou optimalizaci celého
procesu. Problém spociva zejména v potiebé odmyti pie-
byte¢né barvicky (druhého reagentu), aby se dosahlo vy-
sokého poméru signalu k Sumu. Elegantni feSeni tohoto
problému nabizi tzv. fluorogenni reakce®®. Pi téchto reak-
cich dochazi k tvorbé fluorescenéni znacky az v prubéhu
reakce. To znamend, Ze ze dvou reagentil, které nejsou
fluorescenc¢ni, vznika fluorescenéni produkt jejich vzajem-
nou reakci (obr. 1b). Timto odpada potieba odmyvani
nadbyte¢nych reagentl, protoZe ty nejsou fluorescenéni,
a nezpusobuji navySeni signalu pozadi. Jako piiklad flu-
orogenni reakce lze uvést reakci tetrazind modifikovanych
fluorescencni znackou s dienofily, jako jsou bicyklononyn
(BCN) nebo TCO*. Princip této fluorogenni reakce je
zalozen na schopnosti tetrazinti zhaset fluorescenci nékte-
rych fluoroford (obr. 1¢)*. Jejich reakci s BCN nebo TCO
pak dochazi ke vzniku pyridazint nebo dihydropyridazi-
nii, které uz tuto zhaseci schopnost nemaji*’. Nasledkem je
obnova fluorescence neboli rozsviceni pfipojeného fluoro-

<:| ( = bioortogonalni funkéni skupiny

\/k = fluorofor

c)

N—N
o
N=N

Fluorofor

Obr. 1. a) Fluorescené¢ni znaceni bioortogonalni reakci; b) Fluorogenni verze reakce; c) Priklad fluorogenni reakce 1,2,4,5-

tetrazini
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Obr. 2. Fluorogenni reakce tetrazin-kumarini a piiklad pouZiti na Zivych buiikach

foru. Piikladem je reakce tetrazinli modifikovanych kuma-
rinem, kterou lze pouzit k efektivnimu znaeni Zivych
bunék (obr. 2).

Vyse uvedeny zptsob fluorogennich reakci vyuziva
schopnost nékterych bioortogonalnich ¢inidel slouzit jako
zhése¢ fluorescence. Jako jiny ptiklad fluorogennich reak-
ci Ize uvést reakce, pii kterych dochazi ke vzniku fluorofo-
ri  de nmovo. Piikladem je reakce nitrilimin{
s nenasycenymi dipolaroﬁly”. P1i této reakci dochazi ke
vzniku fluorescenénich pyrazolind nebo pyrazoli™.
V kombinaci s moznosti generovani nitriliminti fotoche-
mickym rozpadem tetrazoll tato reakce umoznuje sledo-
vat, kde a kdy k modifikaci dojde®.

Mezi jiné reakce tohoto typu patii reakce TCO nebo
BCN s tetraziny nesoucimi rtizné substituenty, zejména
pak elektrondonorni skupiny®*. P této reakci dochazi ke
vzniku dihydropyridazinti nebo aromatickych pyridazind,
které jsou fluorescenéni’®>. Vhodnou substituci tetrazinu
pak 1ze modulovat fluorescenci vzniklych derivatl
v §iroké skéle barev®. Tato reakce byla isp&iné pouzita
napf. pii zobrazeni biologicky aktivnich latek, jako napt.
paklitaxel, v Zivych burikach.

Mezi nejpokrocilejsi a také nejslibnéjsi zptisoby vyu-
ziti bioortogonalnich reakci v zobrazovani patfi vyuZziti
v biomedicing'*?. Tento zpiisob pouziti se dnes b&zn&
testuje na modelovych zvitatech. Konkrétné se jedna
o reakce umoznujici pouziti napt. v jednofotonové emisni
vypocetni tomografii (z angl. Single-Photon Emission
Computed Tomography, SPECT) nebo v pozitronové
emisni tomografii (z angl. Positron Emission Tomo-
graphy, PET). Tento typ vyuziti nachazi uplatnéni nejen
v diagnostice, ale 1 medicing.
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4. Vyuziti bioortogonalnich reakci pro aktivaci
1é¢iv

Velkou ¢ast bioortogonanich reakci Ize charakterizo-
vat jako reakce konjugacni, tj. reakce, pii kterych dochdzi
ke spojeni dvou komponent, mezi kterymi vznikd nova
chemicka (zpravidla kovalentni) vazba. Druhou velkou
skupinu bioortogonalnich reakci tvofi reakce Stépné, pfi
kterych dochézi k rozpojeni vazeb’. K rozpojeni nicméné
vétSinou dochazi az po pocatenim konjugac¢nim kroku,
ktery také slouzi jako impulz pro nésledné rozpojeni. Mezi
tento druh bioortogonalnich reakci patii reakce iminosyd-
nonit s cykloalkyny®® a reakce tetrazint s alylovymi deri-
vaty trans-cyklooktent®”. Vzhledem k mnohem §ir§imu
vyuziti druhé reakce se budeme v tomto oddile vénovat
tomuto typu a jejimu vyuziti v aktivaci 1éCiv.

Pii reakci tetrazinovych derivati s TCO dochazi
k Dielsové-Alderové reakci a eliminaci molekuly dusiku
za vzniku dihydropyridazini (Schéma 3). Jak bylo popsa-
no vyse, tato reakce nachdzi S$iroké uplatnéni
v biokonjugacich. Pokud vSak TCO obsahuje substituent
v alylové poloze, dochazi po pocatecnim konjugacnim
kroku k sérii elektronovych piesuntl a nasledné eliminaci
pripojeného substituentu. Tuto reakci 1ze popsat jako uvol-
néni clickem (z angl. click-to-release)*”.

Utinnost této reakce zavisi na nékolika faktorech,
zejména na zpusobu pfipojeni substituentu na TCO, na
struktufe tetrazinu, a na pH prostiedi*’. K uvolnéni latek
z alylové polohy TCO lIze vyuzit spojeni pres karbamaty,
karbonaty, estery anebo ethery®'. V zavislosti na pouzité
latce pak ve vysledku dochézi pii reakci k uvolnéni amin
nebo alkohold. Struktura tetrazinu ma na cely proces za-
sadni vliv. Tetraziny nesouci elektronakceptorni substitu-
enty reaguji rychleji v prvnim kroku (Dielsova-Alderova
reakce), ale nevedou k u¢inné eliminaci. Na druhou stra-
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eliminace
N—N
7\

biologicky aktivni

Schéma 4. Elimina¢ni reakce 1,2,4,5-tetrazinii a alylickych TCO umeoZziiujici aktivaci 1é¢iv

nu, tetraziny nesouci alkylsubstituenty reaguji pomaleji
v prvnim kroku, ale poskytuji mnohem lepsi vytézky pii
eliminaci*’. Proces eliminace lze urychlit provedenim
reakce za kyselych podminek. Vhodnym zavedenim kar-
boxylovych skupin do struktury tetrazinu lze dosédhnout
intramolekuldrniho pfenosu kyselého vodiku, ¢imz docha-
zi k dal$imu navyseni uéinnosti eliminace*”.

Mezi hlavni vyuziti reakce patii aktivace biologicky
aktivnich slouGenin z prolé&iv*®. Jako prolétivo pfitom
slouzi derivat aktivni latky, ktery obsahuje na vhodném
misté TCO substituent (Schéma 4).

Vhodnym mistem je funkéni skupina v ramci mole-
kuly, kterd je dulezitd pro biologickou aktivitu. Timto
zpisobem lze blokovat biologickou aktivitu latky
(analogie proléciva), pti¢emz je nasledné mozné biologic-
kou aktivitu obnovit od$tépenim TCO molekuly piidav-
kem tetrazinu®*.

Mezi prvni piiklady vyuziti aktivace TCO-proléciv
reakci s tetraziny lze zaradit aktivaci protinadorové latky
doxorubicinu®. Blokaci volné aminoskupiny této latky
dochazi k n¢kolikanasobnému snizeni biologické aktivity.
Naslednou aktivaci pfidavkem tetrazinu se pak biologicka
aktivita doxorubicinu obnovi.

Tuto uvoliovaci reakci 1ze také provadeét v prostredi
bun¢k, a dokonce v bunéénych organelach. Jako piiklad
l1ze uvést specifickou aktivaci Niclosamidu v mitochon-
driich zivych bunék, kterd vedla k vyznamnému navySeni

ucinnosti tohoto 1é¢iva v porovnani s klasickym podanim
(obr. 3)*.

Dalsi elegantni zptsob vyuziti uvoliiovani clickem
byl demonstrovan na uvolnéni protinadorové latky aurista-
tinu z konjugétu s protilatkou*®. Vyhodou oproti b&znym
konjugatim tohoto typu je moznost kontrolovaného uvol-
novani 1é¢iva (pfidavkem tetrazinového aktivatoru) a moz-
nost cileni na neinternalizujici receptory. Tento zptsob
aktivace byl Gspésné demonstrovan i na mys$im modelu.
Princip uvoliiovani clickem v kombinaci s vyuzitim bio-
kompatibilnich polymerti nesoucich proléciva je také jedi-
nou bioortogonalni reakci, kterd je v soucasnosti v prvnich
fazich klinickych studii na lidech®"*".

5. Vyvoj novych bioortogonalnich reakci

Navzdory zna¢nému pokroku v rozvoji a aplikacich
zustava vyvoj novych bioortogonalnich ¢inidel a reakei
porad aktualni a dulezity. Divodem je zejména fakt, ze
zadna dnes znama bioortogonalni reakce neni univerzalni.
Jingymi slovy to, ktery typ reakce je nejlepSi pouzit
v konkrétnim ptipad€, vzdy zalezi na zamyslené aplikaci.
Jak uz bylo zminéno v tvodu, bioortogonalni reagenty
musi byt idealn€ vysoce reaktivni a stabilni v biologickém
prostiedi, musi reagovat dostate¢né rychle s druhym re-
akénim partnerem a nesmi byt toxické vici studovanému
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{ /’f‘\ /= 7NI7
GPN NN
N N oot (O~ 7 S
] N J /_\ = N-N
! ./ A .
= T [ Tz aktivator
fff\”/ p}j S N \T”O
() //“/T[OH cl Mitochondrie
7 o TN‘/‘
(o] ™~ WO . T
gN)' Intramitochondrialni

TPP-TCO-Niclosamid
(prolécivo)

oH
n er
ZQ 1!
o] el
!
o

aktivace Niclosamidu

4

100x nardst
v aktivité

Obr. 3 Intramitochondridlni aktivace Niclosamidu z pFisluSného TCO-proléciva vedouci k naristu biologické aktivity
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Fluorescenéni
znateni bunék

Schéma 5. a) Nova bioortogonalni reakce azometin iminu s isonitrily; b) Bioortogonalni ligace traziniovych soli a pFiklad pouziti

pFi fluorescenénim znaceni povrchu bunék

organismu. Optimalizace vSech téchto vlastnosti je nedil-
nou soucasti procesu vyvoje novych bioortogonalnich
reagentil a reakci. Cast téchto optimalizaci lze provadét
v chemické laboratofi, nicméné pienos takto ziskanych
informaci do prostfedi Zivych organismi neni vzdy jedno-
duchy. Jednim z hlavnich divodu je, Ze simulovat pod-
minky v Zivych organismech je naro¢né. Priblizeni se rea-
lit¢ pouzitim pufrii, bunéénych médii atd. je sice v oboru
béznou praxi, ale simulovat komplexnost podminek napf.
v zivych burikach je naro¢né, ne-li zcela nemozné. Pokud je
tedy cilem pouzit danou reakci napt. pro znaceni proteinti
v zivych bunkach, jsou bunky idealnim prostfedim pro opti-
malizaci dané reakce a reagentl. Nicméné optimalizovat
chemickou reakei v tak slozitém prostiedi nent trividlni.

Mezi nejnovejsi prirtstky do rodiny bioortogonalnich
reakci lze zaradit napf. rGzné reakce katalyzované pre-
chodnymi kovy**™ nebo reakce nanozymd, které imituji
funkei pfirodnich enzymi nebo umoznuji provadét nové,
nepiirodni katalytické reakce®. Dalgim piikladem novych
bioortogonalnich reagentii jsou azometin iminy (Schéma
5a)*2. V kombinaci s isonitrily lze azometin iminy pouzit
tteba pro znaceni proteind nebo povrchu bunék fluo-
rescen¢nimi znaCkami. Reakce na pfirozenych funkénich
skupinach proteinii a enzymt piedstavuji také dulezitou
oblast vyzkumu. Z nov¢jsich metod stoji za zminku tieba
reakce pro modifikaci tyrosind, kterd je indukovana elek-
trochemicky™. Mezi nejnovéjsi inidla lze také zatadit
N1-alkyl-triaziniové soli (Schéma 5b)>*. Tento typ reagen-
ti umoznuje elegantni ladéni reaktivity, stability a roz-
pustnosti riznou obménou struktury a substituentd.
V reakci s napjatymi cykloalkyny umoziuje tato tzv. tri-
aziniova ligace znaCeni biomolekul, jako jsou peptidy
nebo proteiny. Navic reakce dobfe probihd i v zivych buri-
kach, kde umoznuje efektivni znac¢eni molekul fluorescen-
¢nimi zna¢kami za mirnych podminek.
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6. Zavér

Bioortogonalni reakce dnes nachazi uplatnéni
v oblastech, kde bychom aplikaci chemickych reakci pied
20 lety necekali. Mezi nejslibnéjsi aplikace 1ze zahrnout
napf. pouziti v riznych zobrazovacich metodach a pfi
vyvoji novych biomedicinskych postupi a molekul. Vyvoj
téchto unikatnich nastroji moderni chemie je naroc¢ny
a zdlouhavy proces. Bioortogonalni reakce dnes umoznuji
ne jenom spojeni dvou komponent, jako jsou napf. biomo-
lekuly a malé syntetické latky, ale staly se i néstrojem pro
aktivaci 1éCivych latek slibujici ucinngjsi, specifictéjsi
¢jSi 1é¢bu ruznych zavaznych onemocnéni.
Vzhledem k dosazenym vysledkiim lze ocekavat, ze roz-
voj této védni discipliny bude pokracovat i v budoucnu
a ze kombinace védnich disciplin za hranicemi chemie
a biologie ndm otevie nové moznosti pro studium biolo-
gickych systémi a pro vyvoj lepSich diagnostickych
a biomedicinskych nastroji.

Tato prdace byla podporena instituciondlnim financo-
vanim UOCHB AV CR (RVO: 61388963) a projektem
Ndrodni institut pro vyzkum metabolickych a kardiovasku-
larnich ~ onemocnéni  (Program  EXCELES, ID:
LX22NPOS5104) — Financovano Evropskou unii — Next
Generation EU. Podeékovani patri vsem byvalym i soucas-
nym studentim a spolupracovnikiim uvedenym jako spolu-
autori citovanych publikaci.
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M. Vrabel and V. Slachtova (Institute of Organic
Chemistry and Biochemistry, Czech Academy of Sciences,
Prague, Czech Republic): Development and Application
of Bioorthogonal Reactions for Drug Imaging and
Activation

Chemical transformations compatible with biological
systems serve as invaluable tools for probing biomole-
cules, drug compounds, and biological processes in their
native environments. The complex environment of living
organisms requires these reactions to be highly selective
and efficient, posing a formidable challenge to the field of
organic chemistry. A number of chemical reactions have
recently emerged to meet this challenge, providing a di-
verse toolkit for researchers. This manuscript presents
a comprehensive survey of current bioorthogonal reac-
tions, emphasizing their applications in bioimaging, diag-
nostics, and medicine.

Keywords: click chemistry, bioorthogonal reactions,
imaging, fluorescent labeling, prodrugs
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Tau protein je jednim z neurocytoskeletalnich proteint podilejicich se na patogenezi zdvaznych neurologickych
onemocnéni, zejména Alzheimerovy nemoci. Vyznacuje se znacnou strukturni variabilitou, kterd se odrazi v existenci jeho
Cetnych proteoforem. Tento ptehled si klade za cil poskytnout struéné informace o struktufe tau proteinu a jeho proteo-
forméch, které se zdaji byt perspektivni jako biomarkery pro klinické pouziti. Jsou diskutovany biologické tekutiny vhodné
pro laboratorni vySetieni v klinické praxi, tj. mozkomis$ni mok a krev (plazma/sérum). Celkovy tau protein a jeho fosfo-
rylované formy (hlavné protein pT181-tau, fosforylovany na threoninovém zbytku 181) jiz nasly klinické uplatnéni

v diagnostice Alzheimerovy nemoci.

Klicova slova: tau protein, proteoforma, posttranslacni modifikace, fosforylace, proteolyza, Alzheimerova nemoc, mozko-

mis$ni mok, krev
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1. Uvod

Tau (t = tubulin-associated unit) protein je jeden
z neurocytoskeletalnich proteinti, ktery se uplatiuje
v patogenezi zavaznych neurologickych onemocnéni. Byl
popsan v roce 1975 jako protein, ktery navozuje vytvareni
mikrotubul'.

Poté, co byla zjisténa souvislost tau proteinu s Alzhei-
merovou nemoci (AN), zaméfila se na protein mimofadna
pozornost badateld jak na urovni zékladniho, tak aplikova-
ného vyzkumu’®. Patologické zmény struktury a koncentra-
ci tau proteinu v biologickych tekutindch se neomezuji
pouze na AN, ale jsou popisovany i u dalSich neurodege-
nerativnich a akutnich neurologickych onemocnéni*’.

Neustéle pfibyvad mnoho novych poznatkil o fyziolo-
gické funkci tau proteinu i patobiochemickych zménéach
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urtznych neurologickych onemocnéni. Rozvijeji se
i analytické metody umoziujici stanovovat koncentrace
nékterych proteoforem/isoforem tau proteinu v biolo-
gickych tekutindch nejen pro vyzkumné ucely, ale
i v klinické praxi'®"'. V soudasnosti jsou dostupné manu-
alni metody ELISA (enzyme-linked immuno sorbent
assay) nebo imunoanalytické metody pro automatické
analyzatory na bazi elektrochemiluminescence, vyuzivané
pro stanoveni tau proteinu v mozkomisnim moku (MMM).
Néktera pracovisté jsou vybavena i analyzatory pro vyso-
ce citlivé metody na bazi SIMOA (single molecule array)
pro stanoveni tau proteini v krvi (plazmé, séru), ktera
predstavuje mnohem dostupnéjsi biologickou tekutinu,
nez je MMM. Lze proto predpokladat, ze vySetieni tau
proteint se stane dostupnéjsi.

Nasledujici text si klade za cil poskytnout stru¢nou
informaci o struktufe tau proteinu a jeho proteoformach,
které se zdaji byt perspektivni pro klinické vyuziti. Budou
uvedeny vybrané neuropatologické stavy doprovazené
zménami koncentraci tau proteinu a jeho proteoforem
v biologickych tekutinach, které jsou vhodné pro labora-
torni vySetfeni v klinické praxi, jako je MMM a krev,
resp. plazma nebo sérum.

2. Struktura tau proteinu

Struktura tau proteinu se vyznacuje vysokou variabi-
litou podminujici existenci riznych proteoforem. Ty zahr-

https://doi.org/10.54779/ch120240138
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nuji isoformy vzniklé na podklad¢ alternativniho sestiihu,
které jsou dale upravovéany Cetnymi posttranslacnimi mo-
difikacemi (obr. 1). Lidsky gen pro tau protein je umistén
na dlouhém raménku chromosomu 17, konkrétné na pozici
17q21  (cit.'®). Produkce tau proteinu  dominuje
v neuronech centralniho nervového systému (CNS), probi-
ha i v neuronech periferniho nervového systému (PNS)
a byla prokazana v dalsich buikach nervové tkané i jinych
tkani'>'*,

V molekule tau proteinu lze rozlisit dvé domény
(projekéni doménu a doménu spojenou s mikrotubuly),
které jsou znazornéné a popsané na obr. 2A. Vzhledem
k vysoké flexibilité polypeptidového fetézce je tau protein
fazen mezi proteiny s vnitiné neuspotadanou strukturou,
umoziujici zaujimat proménlivé konformace, vézat se
sdal§imi strukturami a plnit rozmanité funkce'.
V dtsledku alternativniho sestfihu pre-mRNA muze
v lidském mozku vzniknout Sest isoforem tau proteinu
o délce 352-441 aminokyselinovych zbytkd a relativni
molekulové hmotnosti v rozmezi 37 00046 000. Uvedené
isoformy se odliSuji pfitomnosti ¢i absenci jednoho nebo
dvou inzertd v blizkosti N-konce a pfitomnosti tfi nebo
Ctyt repetitivnich sekvenci lokalizovanych blize C-konce
(obr. 2B) (cit."'®). V PNS je p¥itomen tau protein o vyssi
molekulové hmotnosti (Mr = 72 700). Je ekvivalentni iso-
formé¢ 2N4R, kterd je delsi o 242 aminokyselinovych zbyt-
ki z exonu 4a (cit.").

Tau protein podléha ¢etnym posttranslaénim modifi-
kacim zahrnujicim fosforylaci, acetylaci, methylaci,
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ubikvitinaci, ¢astenou proteolyzu, glykosylaci, neenzy-
movou glykaci a dalsi'®"®. Posttranslaéni tipravy tau pro-
teinu mohou byt soucasti fyziologickych procest, ale fada
z nich souvisi s patologickymi zm&nami v mozku'®.

K intenzivné studovanym modifikacim struktury tau
proteinu vztahujicim se k patogenezi AN tadime fosfory-
laci a proteolytické §t&peni'>'”. Molekula nejdelsi formy
mozkového tau proteinu obsahuje celkem 85 zbytkl seri-
nu, threoninu a tyrosinu, které ptedstavuji potencialni
fosforylaéni mista”. V normalnim mozku dospélych je-
dinct prevazuji tau proteiny fosforylované ptiblizn€ na
dvou az tfech fosforyla¢nich mistech, zatimco u AN je na
tau proteinech fosforylovano osm i vice fosforylacnich
mist'>?'. Abnormalni fosforylace tau proteinu omezuje
jeho kontakt s mikrotubuly a muze se podilet na vytvafeni
agregati'*'%?2. Agregovany tau protein je ve své hyperfos-
forylované formé soucasti jedné ze zakladnich neuropato-
logickych struktur, tzv. neurofibrilarnich smotkt pozoro-
vanych v mozku pacientii s AN (cit.?).

V mozkové tkani i v biologickych tekutinach se kro-
mé nativniho tau proteinu vyskytuji i jeho rizné fragmen-
ty. Mohou mit ptivod v bézném metabolismu tau proteinu,
ale nekteré z fragmentd byly nalezeny i v neurofibrilarnich
smotcich a jsou povazovany za specifické produkty u AN
nebo u jinych tauopatii'®***. Prepoklada se, Ze
C-koncové fragmenty zUstdvaji ulozeny intracelularné,
zatimco N-koncové, popt. dalsi fragmenty jsou uvoliiova-
ny do extracelularniho prostoru®.

Proteoformy tau proteinu

Alternativni sestrih

Isoformy tau proteinu
2N4R
2N3R
1N4R
1N3R
ON4R
ON3R

Posttranslacni

modifikace

* Fosforylace
(pfiklady)

— pT181-tau protein
— pT217-tau protein
- pT231-tau protein

* Proteolyza

* Acetylace

* Methylace

* Ubikvitinace

* SUMOylace

* Glykosylace

* Glykace

Obr. 1. Proteoformy tau proteinu. Na schématu je uvedeno Sest isoforem tau proteinu vzniklych alternativnim sestfihem pre-mRNA
v mozku a nékteré z posttranslaénich modifikaci. N — inzerty v N-koncové ¢asti molekuly tau proteinu; R — repetitivni sekvence
v C-koncové ¢asti molekuly tau proteinu; pT181 — fosforylace na threoninovém zbytku 181; pT217 — fosforylace na threoninovém

zbytku 217; pT231 — fosforylace na threoninovém zbytku 231.
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A
v (T

1
]

Projekéni doména

Domeéna spojena s mikrotubuly

B

Schéma isoforem tau proteinu Omateni,  [Poset  Me{kDa)

NH— T T T }COOH  2N4R - 441 459

NH T WITTEAC FCOOH  1N4R 412 430

NH, — T [EAND FCOOH N3 410 426

N, TITTW }COOH  onsR 383 400

NH: Tl [NENEN] J-cooH IN3R 381 39,7

NHz - [NEANN| J-cooH ON3R 352 36,7

Obr. 2. Struktura tau proteinu a jeho isoformy. A: V molekule tau proteinu jsou popisovany dvé domény. Projekéni doména ovliviiuje
rozestupy axonalnich mikrotubuld a interakce s dal$imi souc¢astmi bunky a jinymi molekulami. Doména spojena s mikrotubuly se tcastni
seskupovani a udrzovani stability mikrotubuld. Pro stfedni ¢ast molekuly je charakteristické bohatsi zastoupeni prolinovych zbytkd. B:
Alternativnim sestfihem mutize vzniknout Sest isoforem tau proteinu. OdliSuji se pfitomnosti jednoho nebo dvou inzertd (2N, 1N) nebo
jejich absenci (ON) lokalizovanych v N-koncové &asti molekuly a ptitomnosti bud’ tii (3R) nebo ¢tyf (4R) repetitivnich sekvenci

v C-terminalni poloving tau proteinu'®~"”.

3. Tau protein v riiznych biologickych
tekutinach a jeho klinicky vyznam

Tau protein lokalizovany intracelularné v rtiznych
subceluldrnich kompartmentech?” pronika i mimo buiiku.
Déje se to nejen za patologickych situaci jako napf.
v diisledku smrti neurond, nebo pfi riiznych tauopatiich,
ale 1 za fyziologickych podminek pfi zvySené aktivité neu-
ron{i miiZe byt tau protein z buiiky secernovan®?*’. Svéd¢i
o tom i studie, v niz byl pomoci mikrodialyzy tau protein
prokazan v intersticialni tekutiné mozku mysi, které nevy-
kazovaly znamky neurodegenerace™. Sato a spol.”® se
domnivaji, ze nativni tau protein pfestupuje do extracelu-
larniho prostoru pasivné napt. v disledku bunééné smrti,
zatimco zkracené formy jsou mimo buiku uvoliiovany
aktivng.

Sekrece tau proteinu do extracelularniho prostiedi se
uskutecniuje predevsim nekonvencnimi sekre¢nimi mecha-
nismy, které se intenzivné zkoumaji. Pfedpoklada se, Ze
tau protein mtize byt z neuront uvoliovan jako volna mo-
lekula translokaci pfes bunéénou membranu, nebo pro-
sttednictvim extracelularnich vacka®®*?'. Z intersticialni
tekutiny je moZny piestup proteini do MMM i do krve®
(obr. 3).

Koncentrace tau proteinu v biologickych tekutinach
vrizné mife odrazi neuropatologické procesy v CNS.
Cenné informace o zménach koncentraci tau proteind
u fady neurologickych onemocnéni byly ziskany analyzou
MMM a pribyva studii zabyvajicich se analyzou plazmy ¢i

séra™®**° Sporadické udaje jsou dostupné i pro dalsi,
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méné obvyklé biologické tekutiny, jako je slina nebo slzy
&i sekret z dutiny nosni*’’. Jednotlivé matrice vykazuji
urcité zvlastnosti, které je zapotiebi brat v ivahu pfi inter-
pretaci vysledki vySetieni tau proteinu jako biomarkeru®.

V biologickych tekutinach jsou prokazovany rizné
proteoformy tau proteinu, jejichz zastoupeni se v nich
mize odligovat™'***"* P¥itomnost proteoforem kompli-
kuje stanoveni tau proteinu. Na druhé strané prikaz kon-
krétnich  proteoforem poskytuje cenné informace
pro diferencidlni diagnostiku neuropatologickych stavi.
V soucasnosti je tau protein v MMM a krvi (séru, plazmg)
zpravidla vySetiovan jako celkovy tau (t-tau) protein, za-
hrnujici vSechny proteoformy bez ohledu na fosforylaci
a vSechny fragmenty obsahujici stfedni oblast molekuly
tau proteinu. Dale jsou stanovovany nékteré proteoformy
fosforylované na uréitych mistech polypeptidového fetéz-
ce. Objevuji se i zpravy o metodach pro analyzu konkrét-
nich fragmenti tau proteinu na bazi SIMOA (cit.**).

3.1. Tau protein v mozkomisnim moku

Celkovy tau protein

Hodnoty koncentraci t-tau proteinu v MMM se
u zdravych osob pohybuji fadové v desitkach az stovkach
pgml™. Dle nas studie je median koncentraci (10-90. percentil)
u kontrolnich osob 228 (128-377) pg ml ™" (cit.*).

Celkovy tau protein je povazovan za obecny biomar-
ker neuronalniho poskozeni bez ohledu na piicinu®’. Zvy-
Sené koncentrace t-tau proteinu v MMM odrazeji poskoze-
ni axoni a smrt neuronti u AN i jinych demenci a u roz-
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Intersticidlni tekutina Mozkomisni mok
Imunoanalytické @ t-tau protein
metody .
2. generace @ pT181-tau protein

Imunoanalytické

metody

3. a 4. generace
{napi siMoA)

Krev

Periferni tkané

(napi: ELISA)

Obr. 3. Tau protein v biologickych tekutinach. Z mozkovych bunék pronika tau protein v riiznych formach do intersticialni tekutiny.
Z intersticialni tekutiny je mozny piestup do mozkomis$niho moku, v némz je mozné stanoveni celkového tau proteinu a pT181-tau protei-
nu pomoci imunoanalytickych metod jako je napf. ELISA. Do krve se tau proteiny mohou dostat z mozkomi$niho moku, ale nelze vylou-
¢it ani plivod tau proteinu z perifernich tkani. Pro stanoveni vyrazné nizsich koncentraci tau proteini v plazmé/séru je zapotiebi citlivej-

$ich imunoanalytickych metod, nap¥. na bazi SIMOA**""",

trousené sklerézy”****”. Mimot4adné vysoké hodnoty jsou
zaznamenavany u onemocnéni, u nichz dochazi k rychlé
neurodegeneraci, jako je Creutzfeldtova-Jakobova ne-
moc”*. Nartst koncentraci t-tau proteinu v MMM dopro-
vazi také stavy zpusobené poskozenim neurond jako je
tomu u urazi hlavy s poskozenim mozku, cévnich mozko-
vych piihod, stavil po srde¢ni zastavé a u nékterych neuro-
infekci™**.

Fosforylované formy tau proteinu

Intenzivné zkoumanymi proteoformami tau proteinu
v MMM jsou jeho fosforylované formy, jejichz zvysené
neZ zvysené koncentrace t-tau proteinu®. Hyperfosforylo-
vany tau (p-tau) protein v MMM spole¢né s t-tau protei-
nem a [B-amyloidem ptedstavuji zakladni biomarkery,
které byly zarazeny mezi vyzkumna diagnosticka kritéria
AN a parametry nové biologické klasifikace AN pomoci tzv.
AT(N) profilu (A — f-amyloid, T — p-tau protein a N — t-tau
protein) (cit.’®). Fosforylace tau proteinu v mozku je po-
kladana za dynamicky proces. Studium vybranych fosfo-
rylovanych tau proteinti naznaCuje, Ze jejich koncentrace
odrazeji ¢asné poruchy v metabolismu tau proteinu jesté
v preklinickém stadiu AN, pravdépodobné jako reakci na
podateéni patologické zmény B-amyloidu™.

Nejvice dat bylo dosud shromazdéno pro tau protein
fosforylovany na threoninovém zbytku 181 (pT181-tau).
Je jednim z uzivanych biomarkerti u AN jako soucést je-
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jich tripletu, ktery kromé pT181-tau proteinu zahrnuje
celkovy tau protein a B-amyloid (cit.***?). Tvoii asi 20 %
z celkového tau proteinu. pT181-tau protein predstavuje
specificky biomarker pro patologické zmény u AN a je
povazovan za ,zlaty standard“ pro diagnostiku AN pfi
vySetfovani MMM (cit.>®). Nami stanoveny median
pT181-tau proteinu pro kognitivn¢ zdravé osoby byl
26 pgml™ (15-52 pgml™; 10.-90. percentil, pouZita sou-
prava Euroimmun)*.

K dal$im perspektivnim fosforylovanym tau protei-
nim v MMM muzeme zatadit p-tau proteiny fosforylo-
vané na aminokyselinovém zbytku threoninu 217
(pT217-tau) a 231 (pT231-tau)’>**. Oba tyto fosforylo-
ry pro AN nez pT181-tau protein. Pfinos pT231-tau pro-
teinu miZze byt zejména ve velmi Casnych, jesté preklinic-
kych stadiich AN. Zajimava je fosforylace na aminokyse-
linovém zbytku threoninu 153, ktera byla prokazana vy-
luéné u pacientd s AN (cit.”).

Fragmenty tau proteinu

Na rozdil od lidského mozku, v némz je tau protein
pritomen jak v nezkracené formé, tak i v podobé fragmen-
ti, v MMM kontrolnich osob i nemocnych s AN je tau
protein prokazovan pievazné jako smés rdznych frag-
mentd®*>®. Mezi nimi ptevazuji ty, které obsahuji
N-koncové a stfedni ¢asti molekuly (aminokyselinové

zbytky 1 az ptiblizné 230). Zastoupeni rliznych fragmenti
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je viak odligné u pacienti s AN a u kontrolnich skupin®*%.

Mize to byt ovlivnéno riznymi mechanismy clearance
tau proteinu (proteolytické S$tépeni, degradace pomoci
proteasomu nebo autofagie), které mohou byt zastoupeny
v odlisném poméru u pacientii s AN a u zdravych jedinca.
Hyperfosforylace proteinu u pacientd s AN muze ovlivnit
funkci nékterych proteas, které se St€peni tau proteinu
ucastni. Podobné nékteré dalsi patofyziologické zmeény
u AN mohou zvysit aktivitu nékterych proteas®’.

Podle Sato a spol.®® ke §tépeni tau proteinu dochézi
fyziologicky mezi aminokyselinovymi zbytky 222 a 225.
Nekteré prace popisuji v MMM i piitomnost nezkracené
formy tau proteinu, ale ve velmi nizkych koncentracich,
k jejichz stanoveni je zapotiebi vysoce citlivych me-
tod**. Nebyl prokazan rozdil v koncentracich nezkracené
formy tau proteinu u pacienti s AN a kontrolni skupiny.
Predpoklada se, ze prikaz nezkrdceného tau proteinu
v MMM neni diisledek patologickych zmén u AN (cit.*?).

Oligomery a isoformy tau proteinu vzniklé na vrovni
Stépeni pre-mRNA

Dalsi formou tau proteinu v MMM jsou oligomery,
které zatim stoji na okraji pozornosti. Nicméné byla zjisté-
na vys$i koncentrace tau proteinu ve formé oligomeru
u pacientii s AN neZ u kontrolni skupiny’.

Pro studium jednotlivych isoforem vzniklych na
urovni alternativniho Stépeni pre-mRNA byly vyuzity
naro¢né metody hmotnostni spektrometrie s cilenou prote-
omikou. Byly identifikovany rozdily v zastoupeni uvede-
nych isoforem v MMM u kontrolnich vzorki a u pacientil
s AN, u nichz dominovala isoforma 1N/3R (cit.*").

3.2. Tau protein v krvi

Proteiny mozkového pivodu mohou proniknout i do
krve, i kdyz mechanismus jejich ptestupu do cirkulace
neni pIln¢ objasnén. Miize se uplatiiovat resorpce do zilni
krve i tzv. glymfaticky systém a nelze vyloucit ani ptimy
prestup z mozku do krve ptes hematoencefalickou barié-
ru*? (obr. 3).

Na rozdil od MMM je koncentrace tau proteinu v krvi
ovliviiovana dal§imi faktory®'. V krevnim ob&hu se protei-
ny nafedi v mnohem vétSim distribuénim objemu, takze
jejich koncentrace se nékolindsobné snizi. V krvi muze
pokracovat proteolytické Stépeni mozkovych proteind.
Vliv na koncentraci tau proteinu muze mit vylucovani
proteint ledvinami a metabolismus v jatrech. Kromé vyse
uvedenych rozdilt predstavuje sérum/plazma v porovnani
s MMM mnohem komplikovanéjsi matrici, zejména
vzhledem k fadové vyssim koncentracim bohatého spektra
bilkovin. V krevni cirkulaci také nelze vyloucit moznost
piitomnosti analytu produkovaného v periférii mimo CNS.
Na rozdil od MMM je v plazmé vyssi podil nezkraceného
tau proteinu, ktery mize pochazet z perifernich zdroju®.
Tyto okolnosti pfispivaji k tomu, ze korelace mezi kon-

centracemi t-tau proteinu v plazmé a MMM nejsou sil-
&33:62.63
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Jak vyplyva z pfedchoziho, v krvi se tau protein vy-
skytuje v rliznych formdch a jejich zastoupeni ve srovnani
s MMM neni identické®. Podobné jako v MMM
i v plazmé, popf. séru je tau protein stanovovan jako cel-
kovy — t-tau protein a k dispozici jsou i metody pro stano-
veni vybranych proteoforem, zejména rizné fosforylova-
nych tau proteint®*.

Celkovy tau protein

Tau protein je pfitomen v plazmé/séru v fadové niz-
Sich koncentracich nez v MMM, a to nejen za fyziologic-
kého stavu, ale i za patologickych okolnosti®’. Na zakladé
metaanalyzy studii, v nichz jako analytickd metoda pro
stanoveni tau proteinu poslouzila vysoce citliva metoda
SIMOA, byla u zdravych osob urCena primérna koncen-
trace celkového tau proteinu v plazmé 3,07 pg ml™' (cit.*®).
Koncentrace tau proteinu v plazmé/séru jsou zvysSené
u pacientli s AN, ale také v ptipad¢ akutniho poskozeni moz-
ku z diivodii traumatu, iktu nebo srdeéni zastavy®*>%. Pro
srovnani jsou v tab. I uvedeny koncentrace t-tau proteinu
stanovené na platformé SIMOA u vybranych patologic-
kych stavi.

Fosforylované formy

Klinické studie se soustfedily zejména na plazmatic-
ké koncentrace téch fosforylovanych forem, které se uka-
zaly byt klinicky pfinosné pfi stanoveni v MMM -
pT181-tau, pT217-tau a pT231-tau proteintl. Z klinickych
studii zatim vyplyvd, Ze podobné jako koncentrace
v MMM i plazmatické koncentrace uvedenych fosforylo-
vanych forem tau proteinu by mohly byt vyuzity jako pfii-
nosné biomarkery u AN, popi. i daldich demenci®.
K dispozici je vice udaju o plazmatickych koncentracich
pT181-tau proteinu, které koreluji s koncentracemi
v MMM (cit.***®). Pramémé koncentrace pT181-tau pro-
teinu 11,18 pgml™, které vyplynuly z metaanalyzy, pie-
vySuji koncentrace t-tau proteinu. Tato diskrepance je
vysvétlovana odlisnou kalibraci pfi stanoveni obou analy-
td pii pouziti souprav na platformé SIMOA (cit.*).

Oligomery

Oligomery v séru byly stanovovany podle naSich
informaci u pacientd s AN a mirnou kognitivni poruchou
pouze v jedné studii pomoci metody ELISA (cit.*®). Bylo
pouze zjisténo signifikantni sniZzeni koncentraci oligomera
u pacientt s mirnou kognitivni poruchou.

3.3. Tau protein ve sliné

Slina je perspektivni biologickou tekutinou, jejiz
odbér nevyzaduje Zadny invazivni vykon. Kromé tau pro-
teinu, ktery do slin muze prestoupit z krevniho ob&hu,
nelze vyloudit jako dalsi zdroj sekre¢ni buiky slinnych
zlaz exprimujici mRNA pro tau protein, nebo exkreci
z axonu nervu inervujicich slinné zlazy. Vyhodou je sku-
te¢nost, ze koncentrace t-tau proteinu ve sliné stanovena
vysoce citlivou metodou SIMOA je pftiblizn¢ Ctytikrat



L. Fialova a spol.

Tabulka I

Chem. Listy /18, 138—145 (2024)

Koncentrace celkového tau (t-tau) proteinu v plazmé stanovené metodou SIMOA (single molecule array) u vybranych pa-

tologickych stavii

Onemocnéni Pocet Koncentrace t-tau Pocet osob Koncentrace t-tau proteinu Lit.
pacientd proteinu v kontrolni [pg mI™'] u kontrolni
[pg ml '] u skupiny skuping skupiny
nemocnych
Alzheimerova nemoc 168 3,1+1,3 166 2,7+1,0 73
(pramér + SD) (pramér + SD)
Mirna kognitivni 174 2,81+1,20 166 2,7+1,0 73
porucha (primér + SD) (primér + SD)
Preeklampsie 16 4,33 (3,97-12,83) 36 3,77 (1,91-5,25) 74
(37. tyden téhotenstvi) median median (interkvartilové
(interkvartilové rozmezi)
rozmezi)
Traumatické poranéni 34 9,56 (5,90-17,10) 69 4,1 (2,3-5,6) 65
mozku median median (interkvartilové
(interkvartilové rozmezi)
rozmezi)
Stav po srde¢ni zastave 73 9,9 (6,4-18,1) - - 66
(pfiznivy
priibeh)
39 12,7 (8,3-25,3)
(neptiznivy medidn
pribeh) (interkvartilové
rozmezi)
Sporadicka Creutzfeldtova- 83 45,1 £48,7 70 25+1,2 75

Jakobova choroba

(pramér + SD)

(pramér + SD)

vy$si nez v plazmé’®. Pro zhodnoceni klinického ptinosu

stanoveni tau proteinu ve slin€ existuje zatim omezeny
pocet studii.

3.4. Tau protein v extracelularnich vaccich

Pozornost byla vénovana nejen volnému tau proteinu
v biologickych tekutinach, ale i tau proteinu transportova-
nému v extracelularnich vaceich izolovanych z krve nebo
MMM. Byly v nich prokdzany rizné formy tau pro-
teinu®®’""%. Intaktni molekuly se vyskytovaly v mensim
mnozstvi ve srovnani s fragmenty tau proteinu obsahuji-
cim stfedni oblast molekuly™®. V exosomech z MMM byl
zkouman také tau protein fosforylovany na vybranych
aminokyselinovych zbytcich. Nebyly zjistény rozdily mezi
kontrolni skupinou a pacienty s AN. V exosomech

koncentraci celkového tau proteinu i vybranych proteofo-
rem v biologickych tekutinach. Existuje bohata literatura
dokumentujici zvyseni koncentraci celkového tau proteinu
anékterych fosforylovanych proteoforem v MMM
a plazmé/séru u riiznych neuropatologickych stavii. Celko-
vy tau protein i jeho fosforylované formy (predev§im
pT181-tau protein) jiz nasly Kklinické uplatnéni
v diagnostice AN a jejich stanoveni v MMM je hrazeno
pojistovnou. Nové se vyvijeji i metody pro stanoveni tau
proteintt v plazmé/séru. Po jejich zavedeni do klinické
praxe by mohly predstavovat znaény piinos pro pacienty
i lékate, nebot’ odbér krve se obejde bez invazivniho vy-
konu lumbalni punkce.

Seznam zkratek

z MMM kontrolni skupiny i pacientli s AN byla prokdzana AN Alzheimerova nemoc

i pitomnost tau proteinu ve formé oligomerti (trimert)’. CNS centralni nervovy systém
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
MMM mozkomis$ni mok

4. Zavér PNS periferni nervovy systém
p-tau fosforylovany tau protein

Tau protein se vyznacuje znac¢nou strukturni variabi-
litou, ktera podminuje existenci jeho Cetnych proteoforem.
Pokrocilé imunoanalytické metody umoziiuji stanoveni

pT181-tau protein  tau protein fosforylovany
na threoninovém zbytku 181

pT217-tau protein  tau protein fosforylovany
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pT231-tau protein

t-tau
SIMOA

na threoninovém zbytku 217
tau protein fosforylovany

na threoninovém zbytku 231
celkovy tau protein

single molecule array

Tento vystup vznikl v ramci programu Cooperatio,

védni oblasti Lékarska diagnostika a zdkladni Iékarské
védy a byl podporen MZ CR RVO VFN 64165.
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Republic): Tau Protein in Biological Fluids and Its
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The tau protein is one of the neurocytoskeletal pro-
teins that participate in the pathogenesis of serious neuro-
logical diseases, especially Alzheimer's disease. The tau
protein is characterized by considerable structural variabil-
ity, which is reflected in the existence of its numerous
proteoforms. This review aims to provide brief infor-
mation on the structure of tau protein and its proteoforms,
which seem promising biomarkers for clinical use. Bio-
logical fluids, suitable for laboratory examination in clini-
cal practice, i.e., cerebrospinal fluid and blood (plasma/
serum), are discussed. Total tau protein and its phosphory-
lated forms (mainly the pT181-tau protein, phosphorylated
at the threonine residue 181) have already found clinical
application in diagnosis of Alzheimer's disease.
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Identifikace bunéénych cilti aktivnich latek ma zasadni vyznam pro optimalizaci 1é¢iv a minimalizaci jejich
nezadoucich vedlejsich ucinkti. Komplexni povaha biologickych systémi ztézuje tuto identifikaci, ale mikroskopické
metody, zejména fenotypové testovani, reprezentované metodou ,,Cell Painting®, pfedstavuji cenny nastroj pro pochopeni
vlivu latek na Grovni bunék a organel. Tyto metody umoziuji rychlé testovani rozsahlych knihoven latek a nabizeji
unikatni pohled na mechanismus jejich G¢inku pozorovanim chovani bunck, pomoci hodnoceni jejich morfologie,
pohyblivosti, déleni a migrace. Mikroskopie zivych bunék Celi vyzvam, jako je fototoxicita, coz vyzaduje peclivy vybér
fluorescencnich znacek a optimalizaci podminek. Mezi syntetickymi fluorescencnimi sondami pro mikroskopii zivych
bun¢k vynikaji BODIPY barviva se svou syntetickou univerzalnosti a fotofyzikdlnimi vlastnostmi, které zajist'uji

minimalni poskozeni vzorku béhem biozobrazovani.

Klicova slova: bunéény cil, mechanismus uc¢inku, mikroskopie, fluorofory, BODIPY
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1. Uvod
Objeveni molekularniho cile aktivnich latek je

,svatym gralem* a mnohdy zasadnim krokem ve vyvoji
1é¢iv, pticemz v disledku vede k pochopeni jejich mecha-
nismu u¢inku. Tyto informace jsou nezbytné pro optimali-
zaci ucinnosti 1ékd a minimalizaci nezadoucich vedlejsich
ucinki. Znalost cile umoziuje lepsi terapeutické zacileni
1é¢iva, optimalizaci klinickych studii a vede k idealu per-
sonalizované mediciny. Krom¢ toho, identifikace novych
molekularnich cild pro existujici 1é¢iva mize vést k jejich
pouziti v novych terapeutickych indikacich, a to v mno-
hem krat§im ¢asovém horizontu nez pfi zcela novém vyvo-
jiléciva. Zacilenim vyvoje 1é¢iva také dochazi ke zefektiv-
néni celého procesu, a tim i ke snizeni nakladi na Cas
a zdroje potfebné k uvedeni konkrétniho 1éku na trh'. Do
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vyvoje 1éCiv se pfitom investuji nemalé prostfedky. Bez
ohledu na dostupné finanéni zdroje muze byt identifikace
molekularniho cile v kontextu vyvoje 1éCiv narocna
z nékolika objektivnich divodi. Biologické systémy jsou
slozité a Casto zahrnuji sit' vzdjemné propojenych drah
a molekul. Potencialni 1€k mize v rdzné mife, s riznou
specificitou a afinitou, interagovat s vice cili, jak zadouci-
mi, tak 1 nezadoucimi (off-target), v riznych tkanich nebo
bunéénych kontextech. Mnoho cilii jsou proteiny, které
funguji jako soucdast vétsich komplexti nebo neptimo in-
teraguji s jinymi proteiny v bunénych drahach. Néktera
1é¢iva funguji prostiednictvim nekonvenénich mechanis-
md, jako je modulace konformace proteini a interakce
s DNA a RNA, jejichz identifikace pomoci tradi¢nich
metod miize byt naroéna’. Mikroskopické metody, které
jsou klicové pro zobrazovani bun¢k a subcelularnich or-
ganel, hraji zasadni roli pfi identifikaci cili biologicky
aktivnich latek. Tyto metody, vetné technik jako fluores-
cenéni a elektronova mikroskopie, jsou neocenitelnymi
nastroji pro studium GCinkd latek na bunééné struktury
a organely’. Tyto latky totiz mohou vyvolat velmi speci-
fické zmény jak na bunécné Grovni, tak na urovni organel.
Mohou naptiklad zpisobit kondenzaci chromatinu a frag-
mentaci jadra, zménit distribuci cytoplasmy a vést
k nabobtnani a pfestavbé mitochondrii. Podle téchto zmén
mﬁiirne usuzovat na specificky mechanismus ucinku
latky”.

https://doi.org/10.54779/chl120240146
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2. Fenotypové testovani

Velmi zajimavym piistupem pro hledani mechanismu
ucinku a molekuldrniho cile je fenotypové testovani, které
analyzuje slouceniny z hlediska jejich G¢inku na fenotyp,
a to jak na bunéc¢né urovni, tak i na urovni celého organis-
mu’. Takové testovani Casto zatind vybérem vhodného
bunééného modelu a testovaciho systému. VétSinou jsou
potom buniky vystaveny knihovné malych molekul, pfirod-
nich produktti nebo jinych aktivnich latek a potom pozoru-
jeme a analyzujeme zmény jejich fenotypu. Fenotypem se
rozumi zmény bunécné morfologie, ristu, expresnich vzo-
ri1, nebo piitomnost specifickych marker®. Schéma feno-
typového testovani je uvedeno na obr. 1.

Pti zapojeni platformy pro vysokopropustné testovani
do fenotypového testovani’ (High-Throughput Screening,
HTS) mizeme v relativné kratkém Case sledovat/detekovat
ucinek  velkého souboru potencialnich  slouéenin
(knihoven), pfi¢emz testy probihaji v miniaturizovanych
podminkach a automatickych rezimech. Jednim z nejrych-
lejsich a nejméné invazivnich zplsobt fenotypového hod-
noceni stavu bun&k je automatickd mikroskopie*®. Cely
proces mize byt robotizovan a produkovat obrovské
mnozstvi mikroskopickych obrazi bunék ovlivnénych
konkrétnimi latkami v riznych ¢asovych bodech. Takovy
pfistup poskytuje velmi komplexni data pro identifikaci
cile. Stavajici metody jsou obvykle zaloZzeny na fluo-
rescenc¢ni mikroskopii, kterd poskytuje velmi prehledné

Testované knihovny

Knihovny latek

ol
oY

e

Expresni knihovny

g_‘ MODON
,") AS'D

Obr. 1. Schéma fenotypového testovani

"Cell painting"
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snimky, které lze snadno segmentovat a automaticky vy-
hodnocovat relativng jednoduchymi metodami’.

Nejrozsitengjsi fenotypovou HTS metodou je ,,Cell
Painting*“'® vyvinuty vyzkumnou skupinou Anne Carpen-
terové v roce 2016. Tato metoda je zalozena na barveni
bun¢k kombinaci specifickych fluorescencnich barviv pro
zachyceni detailnich informaci o riznych bunéénych
strukturach a procesech. Takovy multiparametricky pti-
stup poskytuje holisticky pohled na morfologii a funkei
buiiky. Po oSetfeni bun¢k testovanymi latkami dochazi
k jejich fixaci a barveni. V originalnim protokolu je fluo-
rescencné barveno jadro a jadérko, cytoskelet, endo-
plasmatické retikulum, Golgiho aparat, mitochondrie
a plasmaticka membrana. Vybér jiného setu fluorescen-
¢nich sond dle pozadavku na testovani urcitého cile je
mozny, ale pak pfichdzime o vyhodu porovnatelnosti
s puvodnimi daty. Na ziskanych snimcich se nasledné
provadi vypocetni analyza, kterd generuje kvantitativni
data Ciseln€ vyjadfujici rGzné obrazové charakteristiky
analyzovanych bunék, se kterymi je mozné dale pracovat.
Vystupem je sestaveni pomyslnych otiskt prstd specific-
kych pro testované latky, tedy jejich profild, které se dale
porovnavaji s profily ziskanymi testovanim standardi
nebo latek s pozadovanymi vlastnostmi. Pokud je v nich
vyznamna shoda, mizeme usuzovat na spolecny mecha-
nismus biologického u¢inku.

Nedavnym piikladem uspéSného fenotypového testo-
vani je studie Baillache a spol."', kde byly identifikovany
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pyrazolopyrimidiny, které selektivn¢ inhibuji CSF-1R
kinasu u glioblastomovych bunék.

2.1. Fluorescen¢ni sondy pouzivané
pti fenotypovém testovani

Fluorescen¢ni sondy jsou relativné malé molekuly,
které obsahuji skupiny detekovatelné na zékladé vnitini
chemické vlastnosti — fluorescence. Fluorescenéni mole-
kuly maji schopnost absorbovat energii fotonti v jedné
vlnové délce a nasledné ji vyzafit v jiné vinové délce. Dale
sondy obsahuji reaktivni skupinu schopnou se vazat na
funkéni biomolekuly. Pouzivané fluorescencni sondy by
mély dosahovat vysokych kvantovych vytézku a také mit
dostate¢né posunuté emisni spektrum, aby byla zajisténa
izolace detekovaného signalu'’. Vétsina pouzivanych
fluoroforti obsahuje systém aromatickych kruhi a pfitom-
nost donatorovych skupin nejéastéji v ortho- a para-
polohach muze zvysit kvantovy vytézek. Naopak ptitom-
nost elektronegativni skupiny kvantovy vytézek snizuje.
Dalsim potencialnim substituentem s velkym vlivem na
fluorescenci jsou tézké atomy. Aromatické kruhy obsahuji-
ci t&7ké atomy maji typicky niz$i kvantovy vytézek' . Nej-
Cast€ji pouzivané fluorescencni struktury jsou ve vodé
rozpustné derivaty cyaninu, fluoresceinu, rhodaminu
a kumarinu'*, Fluorescenéni sondy jsou kli¢ové pro feno-
typové testovani a mohou byt vhodné k barveni fixova-
nych bunék s permeabilizovanou membranou'®, nebo je
mozné pouzit kombinovany ptistup, kdy se barvi zivé
bunky, které jsou nasledné fixovany a dobarvovany dalsi-
mi barvivy, které by bez fixace nepronikly bunécnou
membranou'®. Dilezitou soudasti piivodniho protokolu dle
Carpenterové'® je pouziti specifickych fluorescenénich
barviv, jejichz charakteristiky jsou podrobnéji popsany
nize a shrnuty v tab. 1.

Hoechst 33342 patii do rodiny bisbenzimidovych
barviv a pouziva se k znaceni bunéénych jader. Specificky
se vaze na DNA, zejména do mist bohatych na adenin
a thymin'’. Nazev ,,Hoechst pochézi od némeckého vy-
robee barviv Hoechst AG, ktery tato barviva ptivodné vy-
vinul a prodaval. Hoechst 33342 pronikéd pifes bunétnou
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a jadernou membranu, coz znamend, Ze mize snadno pro-
niknout i do zivych bunék a diky tomu je pouzitelny pro
barveni jader fixovanych i zivych bunék. Kromé& mikrosko-
pickych metod ho 1ze pouZit i pro priitokovou cytometrii'®.

Konkanavalin A (ConA) je lektin, tedy typ proteinu,
ktery se muze vazat na specifické sacharidové struktury.
ConA pochazi ze semen tropické bobovité rostliny Cana-
valia ensiformis a je §iroce pouzivan v bunééné biologii
diky své schopnosti selektivné se vazat na a-mannosylové
a a-glukosylové zbytky na glykoproteinech a glykolipi-
dech, vcetné¢ bunéénych membran endoplasmatického
retikula'®. Tato vazba je zavisla na iontech Ca*" a vazebné
misto je na kazdé ze Ctyl podjednotek tetrameru tohoto
lektinu. ConA je aktivni mitogen a v buné¢né a molekular-
ni biologii se pouziva ke stimulaci lymfocyta®’. Maze byt
konjugovan s fluorofory a poté se pouziva pro metody
fluorescenéni mikroskopie®' nebo pritokové cytometrie®,
kdy znac¢i bunky na zéklad¢ slozeni povrchovych glyko-
proteini. ConA se také pouzivd v biochemickych purifi-
kacnich a chromatografickych technikach®, mize byt
imobilizovan na pevnych nosi¢ich a pouzit k separovani
a izolaci glykoproteinti nebo glykolipidi z komplexnich
smési. Vazebna afinita lektinu mize byt ovlivnéna rtzny-
mi typy glykosylace pfitomnymi na buné¢ném povrchu.

SYTO 14 patii do rodiny barviv SYTO, coz jsou
bunécnd permeabilni barviva, vazajici se na nukleové ky-
seliny. Tato barviva se Casto pouzivaji k detekci apoptozy
u zivych bunék, protoZe jsou netoxicka. Pfi snizené fluo-
rescenci sledujeme rozklad nukleovych kyselin a detekce
mikropartikuli zna¢i poskozeni membrany u aktivovanych
a apoptickych bungk?*2%. SYTO 14 barvi konkrétné RNA
a mize byt pouzito jak ve fluorescenéni mikroskopii®®, tak
v prittokové cytometrii®®.

Faloidin je cyklicky heptapeptid patrici do skupiny
falotoxinti, ktery pochazi ze smrtelné jedovaté houby mu-
chomurky zelené (Amanita phalloides). Faloidin se selek-
tivné vaze na filamentarni aktin (F-aktin), hlavni slozku
eukaryotického cytoskeletu. Po navazani zabranuje depo-
lymeraci aktinovych filamentd a stabilizuje jejich struktu-
ru”’. Faloidin je ¢asto konjugovan s fluorofory (jako jsou
barviva FITC nebo AlexaFluor) za ucelem vizualizace

Tabulka I
Fluorescenéni barviva pouzivana pro ,,cell painting assay“'°’
Barvivo Filtr pro excitaci BP Filtr pro emisi Bunééna struktura
[nm] [nm]
Hoechst 33342 405 447/60 DNA, znaceni buné&¢nych jader
ConA 488 536/40 endoplazmatické retikulum
Konjugat s AlexaFluor 488
SYTO 14 488 593/40 jadérka, cytoplazmaticka RNA
Faloidin 561 624/40 F-aktin a cytoskelet
Konjugat s AlexaFluor 568
WGA Konjugat s AlexaFluor 555 561 624/40 Golgiho aparat a cytoplazmaticka
membrana
Mitotracker Deep Red 640 692/40 mitochondrie
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aktinového cytoskeletu pomoci fluorescencni mikrosko-
pie’®. Zatimco faloidin se typicky pouziva ve fixovanych
bunkach, existuji derivaty, které byly vyvinuty pro zobra-
zovani Zivych bundk®. Tyto derivaty jsou méné toxické
a umoziuji pozorovat dynamické zmény v aktinovém
cytoskeletu v prubéhu ¢asu. Kromé& mikroskopie lze fa-
loidin pouzit v pritokové cytometrii ke kvantifikaci a ana-
lyze obsahu F-aktinu v buiikach®.

WGA (Wheat Germ Agglutinin) pochazi z pSenic-
nych klickt a je Siroce pouzivan v biologickém a bioche-
mickém vyzkumu pro svou schopnost selektivné se vazat
na rezidua N-acetylglukosaminu a kyseliny sialové na
glykoproteinech a glykolipidech®'. Pokud je konjugovan
s fluoroforem, mtze byt pouzit k vizualizaci a studiu bu-
n&&né membrany ve fluorescenéni mikroskopii*’. Dale ho
Ize pouzit v pratokové cytometrii k selektivnimu znacéeni
a tfidéni bunék na zaklad€ obsahu povrchovych glykopro-
teini®. WGA se pouziva v biochemickych a molekularné
biologickych technikdch pro afinitni ¢isténi glykoprotei-
ni’**. Vyuzitim jeho vazebné specifity lze izolovat glyko-
proteiny pro dalsi analyzu®.

Mitotracker barviva jsou skupinou fluorescenénich
sond pouZzivanych v buné¢né biologii k znaceni a sledova-
ni mitochondrii v zivych burikdch, pficemz néktera z nich
jsou stabilni i po jejich fixaci*®. Tato barviva jsou uZite¢na
ke studiu morfologie, dynamiky a funkce mitochondrii
prostfednictvim rliznych zobrazovacich technik, jako je
fluorescen&ni mikroskopie a priitokova cytometrie®’. Mito-
tracker barviva jsou navrzena tak, aby se selektivné aku-
mulovala v aktivnich mitochondriich. Jejich selektivni
akumulace je z4visla na potencidlu mitochondridlni mem-

Mitotracker Red CMXRos

Cl

Mitotracker Deep Red FM

Obr. 2. Molekularni struktury Mitotracker barviv
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brany a tato vlastnost je neocenitelnd pro hodnoceni zmén
v mitochondridlnim membranovém potencialu, ktery je
kli¢ovym indikatorem mitochondrialni funkce®. Mitotrac-
ker barviva diky své dostupnosti v riznych barvach (napf.
¢ervena — Mitotracker Red CMXRos, zelena — Mitotracker
Green FM, tmavé Cervend — Mitotracker Deep Red FM
a oranzova — Mitotracker Orange CMTMRos; chemické
struktury zobrazeny na obr. 2) poskytuji vysokou flexibilitu
pti piipraveé vicebarevnych fluorescenénich experimentd.

3. Mikroskopie zivych bunék

Zobrazeni zivych bunék je zasadni pro studium dyna-
mickych procesti v redlném Case, coz umoziuje detailni
sledovani G¢inka latky na chovani bun¢k, véetné vlivu
na bunéénou motilitu, déleni, migraci, zmény tvaru a or-
ganel. Nékteré aktivni latky maji rychlé a dynamické ucin-
ky na bun&né procesy”. Casosbérna mikroskopie nabizi
moznost dlouhodobého sledovani, ¢imz odhaluje ¢asovou
dynamiku bunéénych zmén, funkce a morfologie subcelu-
larnich struktur vyvolanych pasobenim studované latky.
Na druhou stranu ma mikroskopie zivych bunék nékolik
vyzev, mezi které patii fototoxicita a diky tomu i omezeni
frekvence snimani v ¢ase. Proto je dilezité vénovat pozor-
nost volb& vhodnych fluorescen¢nich znacek a optimaliza-
ci experimentalnich podminek®. Studium kolokalizace
latky s bunéénymi slozkami nebo organelami, pfipadné
proteinovymi komplexy pomoci FRET (Forstertiv rezo-
nan¢ni ptfenos energie) techniky, mize poskytnout cenné
informace o potencialnich interakcich s cili*'. Oznagenim

C«Q»q \Qﬁm
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latky a potencidlniho cilového proteinu fluorofory, z nichz
jeden je aktivovany pouze pii prenosu energie, mizeme
pii zméné ve fluorescenénim signalu usuzovat na jejich
t&snou blizkost, a tedy vzajemnou interakci®’.

3.1.Fluorescenc¢ni sondy vhodné pro mikroskopii
zivych bunék

Pro mikroskopii zivych bunék se Casto pouzivaji rtiz-
né fluorescenéni sondy. Tradi¢né pouzivané fluorescenéni
proteiny, spojené s cilovymi proteiny nebo peptidy, mohou
negativné ovlivnit funkci takto fuzovaného proteinu. Proto
se k prekonani téchto problému vyuzivaji syntetické sondy
zalozené na malych chemickych molekulach, které nabizi
mensi velikost, moznosti jednoduchych syntetickych
uprav i optimalizaci a vyuZiti riznych spektralnich charak-
teristik”. Mezi idealni luminofory pro tyto ulely pati
BODIPY (z angl. boron-dipyrromethene) barviva, jejichz
intenzivni a zafivé barvy, vysoka molarni absorptivita
a Siroky rozsah fluorescen¢ni emise jsou idealni pro fluo-
rescen¢ni mikroskopii, pratokovou cytometrii a biozobra-
zovani in vivo. BODIPY barviva jsou ¢asto vyuzivana pro
detekci a monitorovani biologickych procest, véetné inter-
akci protein-protein, enzymové aktivity, pfipadné bunééné

SSZEN
\ 2,
N\'B\_N
FF

BODIPY

Cl

ZL

OMeO

ER-Tracker Green
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lokalizace. Strukturdlni modifikace téchto barviv umoziiu-
je regulaci jejich klicovych charakteristik**. Prvnim kom-
plexem, ktery byl publikovan v roce 1968, je 4,4-difluor-4-
-bora-3a,4a-diaza-s-indacen® (struktura uvedena na obr. 3).
Mimo experimentalné pripravené sondy s BODIPY je
n¢kolik dostupnych i komeréné, naptiklad LysoTracker
a ER-Tracker®. Struktury komerénich sond jsou zobra-
zeny na obr. 3. Pfikladem vyuziti komeréni BODIPY
sondy je PARPI-FL, fluorescen¢ni sonda zaloZena na
BODIPY a olaparibu (inhibitor poly(ADP-ribosa)
polymerasy 1 (PARP1), kterd se ukdzala jako slibnd pfi
detekci a hodnoceni chirurgickych okraji epitelidlnich
karcinomil v klinickych podminkach***’. Fluorescenéni
vlastnosti BODIPY lze navic rozsifit do témét infracerve-
né oblasti zavedenim atomd dusiku do pyrrolové kostry
(aza-BODIPY)*, nebo rozsifenim konjugovaného systé-
mu*’. V posledni dobé piitahuji takové fluorofory pozor-
nost diky tomu, Ze umoziluji biozobrazovani se sniZzenou
autofluorescenci a rozptylem svétla, navic snizuji posko-
zeni ¢i ztratu fluorescence (photobleaching) zplsobeny
excitaci fluoroforu®. BODIPY sondy mohou byt vyuziva-
ny i pro pokro¢ilé mikroskopické techniky, jako je super-
rezoluéni mikroskopie. Ve studii Adhikari a spol.”', byla
vyuzita tvorba dimerti s posunem emitujicitho svétla do

LysoTracker Red p N—

QLR
ITIH

0=8=0

2

H  omeO

ER-Tracker Red

PARPi-FL

Obr. 3. Molekularni struktura 4,4-difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacenu a komer¢nich sond LysoTracker, ER-Tracker a PARPi-FL
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DSDMHDAB

DSDMHDAB-T

Obr. 4. Molekularni struktury experimentalnich sond BPDPA-Zn a DSDMHDAB

Cervené oblasti spektra. Takto byly ve vysokém rozliSeni
lokalizovana jednotliva analoga mastnych kyselin v mem-
brané¢ Zivych kvasinek pomoci mikroskopické metody
lokalizace jednotlivych molekul (Single Molecule Locali-
zation Mircoscopy — SMLM). Dalsi prace vyuzila BODI-
PY sondy pro super-rezolu¢ni techniku fotoaktiva¢ni loka-
liza¢ni mikroskopie (PhotoActivated Localization Micros-
copy, PALM). Tato metoda se opira o stochastickou exci-
taci fluorescen¢nich molekul, kdy je aktivovana jen mala
podmnozina fluorescenénich znacek, coz umoznuje jejich
individualni lokalizaci s vysokym rozliSenim. Po nasnima-
ni velkého mnozstvi snimki jsou tyto snimky kombinova-
ny do jednoho vysokorozliSovaciho obrazu, kdy po obra-
zov¢ rekonstrukei mizeme dosahnout zobrazeni biologic-
kych vzorkl v rozliSeni az témef na molekularni Grovni
10 nm (cit.*?). Kromé toho mohou byt do vyslednych foto-
aktivovatelnych fluoroforti zaclenény cilené ligandy pro
oznaceni vybranych subcelularnich slozek v zivych bui-
kach>*. Diky svému lipofilnimu charakteru se BODIPY
uplatiiuje pti syntéze sond pro znaCeni plasmatickych
membran®®. Struktury experimentalné piipravenych sond
jsou na obr. 4. Naptiklad sonda BPDPA-Zn byla vytvore-
na na zakladé BODIPY a zinkového komplexu, ktery spe-
cificky vaze fosfatidylserin v plasmatické membrang.
Slouzi k rozliSeni stupné apoptozy, protoze se selektivné
vaze na membranu ¢asnych apoptotickych bunék a inter-
nalizuje se do pozdnich apoptotickych bungk®’. Déle byla
vytvofena amfifilni sonda DSDMHDAB pro vizualizaci
extracelularniho uvoliiovani oxidu dusnatého na membra-
né pomoci in situ cyklizaéni reakce BODIPY obsahujiciho
3,4-diaminofenylovou skupinu®®.
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4. Zavér

Vyuziti pokrocilych technologii, jako jsou HTS
a fenotypové testovani, zasadn€ usnadnilo objevovani cila
biologicky aktivnich latek®. Je viak dilezité si uvédomit,
ze proces identifikace cilii téchto latek zistava komplex-
nim a neustale se vyvijejicim aspektem vyzkumu a vyvoje
1é¢iv, zejména v kontextu novych terapeutickych pristupt
a personalizované mediciny. Jako kazdy technologicky
pristup, mikroskopické metody ptinaseji fadu vyhod, vcet-
né piimé vizualizace bunéénych struktur, sledovani proce-
st v realném Case a uréeni prostorové subcelularni lokali-
zace cilovych mist plisobeni testovanych latek. Pokrocilé
mikroskopické techniky s vysokym rozliSenim nabizi de-
tailni snimky, které umoziuji odhalit i velmi jemné nuan-
ce interakci mezi latkami a jejich molekularnimi cili**.
Na druhou stranu, tyto metody mohou byt technicky na-
roéné>>, vyzaduji specializované vybaveni a odborné
znalosti v oblasti ptipravy vzorkl a zejména analyzy dat.
Mikroskopie miize vést k faleSné pozitivnim nebo negativ-
nim vysledkim, zejména pokud procesy znaceni a barveni
nejsou peclivé optimalizovany a pokud pouzita barviva
nejsou dostatecné selektivni a specifickda. BODIPY barvi-
va jsou idedlni pro mikroskopii, nabizeji intenzivni barvy
a ruzné spektralni charakteristiky. Moznost modifikace
struktury BODIPY umoznuje regulaci kliCovych vlastnos-
ti. Jejich vyuziti v mikroskopickych technikach super-
rezoluce, jako je SMLM nebo PALM, umoziuje biozobra-
zovani s vysokym prostorovym rozliSenim. BODIPY son-
dy jsou vyznamnym nastrojem pro studium zivych bunék
s minimalizaci poskozeni vzorku.
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J. Stankova, M. Hajduch, and P. DZubak (Institute
of Molecular and Translational Medicine, Faculty of
Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc,
Czech Republic): Identification of Cellular Targets of
Active Substances Using Microscopic Methods and
Fluorescent Probes

Target identification of active substances is critical in
optimizing drugs and minimizing side effects. The com-
plex nature of biological systems presents challenges; to
meet them, however, microscopic methods, particularly
phenotypic screening, represented by "Cell Painting"
method and fluorescent probes, can be used as valuable
tools for understanding the impact of various substances at
the cellular and organelle levels. These methods enable
rapid testing of large libraries of compounds and offer
unique insights into their mechanism of action by ob-
serving cell behavior, assessing cell morphology, motility,
division, and migration. However, live cell microscopy
faces challenges like phototoxicity, requiring a careful
selection of fluorescent labels and optimized conditions.
Among synthetic probes for live cell microscopy, BODIPY
dyes stand out for their synthetic versatility and photo-
physical properties, providing minimal sample damage
during bioimaging.

Keywords: drug target, mechanism of action, microscopy,
fluorophores, BODIPY
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Autentizace rybich vyrobkl s vyuzitim analyzy DNA vyzaduje zisk kvalitni DNA bez pfitomnosti inhibitord.
V soucasné dobé¢ jsou dostupné rizné metody pro izolaci nukleovych kyselin; pro svou rychlost a nenaro¢nost extrakéniho
postupu se staly velmi oblibenymi zejména silikdtové centrifugacni kolonky. Jejich nevyhodou vSak miize byt princip
vyuzivajici zaporny naboj DNA, ktery muize byt ovlivnén slozenim potravin, nebo jejich ucpdni v disledku Spatné
piedipravy vzorkd. Cilem této prace bylo porovnat tfi metody izolace DNA vyuzivajici rizné principy (silikatové
centrifugacni kolonky, modifikované magnetické kulic¢ky, cetyltrimethylamonium-bromid (CTAB) a chloroformova
extrakce) a zhodnotit jejich vhodnost pro izolaci DNA z rybi svaloviny. Posuzovanymi kritérii byla vytéznost, Cistota
a amplifikovatelnost izolované DNA. Analyzovana byla tkan makrely obecné bez a s piidavkem pridatnych latek bézné
pouzivanych pii vyrobé rybich produkti, konkrétné difosforecnani (E 450) a barviv (E 110 a E 124), a nasledné byla
vybranda metoda aplikovana i na komer¢né nabizené vyrobky z ryb. Jako nejvhodnéjsi se ukazala upravena metoda
vyuzivajici detergent CTAB.

Klicova slova: amplifikace, autentizace potravin, DNA analyza, inhibice, izolace DNA, PCR, rybi produkty
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1. Uvod Motské ryby se stale Cast&ji objevuji na jidelnicku
2. Experimentalni cast obyvatel stiedni Evropy. V Ceské republice jsou vedle
2.1. Vzorky Cerstvych ryb nejcastéji prodavané ryby uzené nebo zpra-
2.2. Izolace nukleovych kyselin cované do vyrobkl, jako jsou rybi konzervy ¢i pomazan-
2.2.1. Izolace kitem DNeasy® mericon Food Kit ky. Autentizace takovych potravin je slozita, protoze nelze
2.2.2. Izolator croBEE® NA16 Nucleic Acid urcit pouzity druh na zakladé morfologickych znaki. Pro
Extraction System Plus nepoctivé vyrobce to znamend, ze mohou snadno nahradit
2.2.3. Izolace s vyuzitim detergentu CTAB deklarovany rybi druh méné kvalitnim a/nebo levnéj$im.
2.3. Ovéfeni kvality a kvantity izolované DNA To vede k falSovani potravin zdménou rybich druhii nebo
2.4. Ovéfeni amplifikovatelnosti DNA s vyuzitim uvedenim nadhodnoceného obsahu rybi svaloviny na eti-
PCR v realném case s fluorescen¢ni detekcei keté, neZ je ve skute¢nosti pfi vyrobé pouzito'”. Riziko
3. Vysledky a diskuse falSovani se v poslednich letech znaéné€ zvySuje nejen
3.1. Izolace DNA z rybi svaloviny a sledovani vlivu vlivem rostouci celosvétové spotieby ryb a zvySujicimi se
vybranych potravinaiskych latek na mnozstvi naklady na vyrobu danych produkti, ale také poklesem
a kvalitu izolované DNA populaci voln¢ zijicich ryb ve svétovych oceanech a mo-
3.2. Izolace DNA z rybich vyrobku fich®™. Z vye uvedenych divodi je klidové disponovat
3.3. Ovéfeni kvality DNA s vyuzitim qPCR v realném vysoce specifickymi a rychlymi metodami umoziujicimi
Case s fluorescencni detekei ovéteni autenticity ryb a rybich vyrobki. Jednou z efektiv-
4. Zavér nich metod pro stanoveni mnozstvi a identifikaci druht

ryb ve vyrobku je polymerasova fetézova reakce (PCR,
angl. Polymerase Chain Reaction). Dal$i vhodnou meto-
dou je naptiklad metoda izotermické amplifikace zpro-
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sttedkované smyckou (LAMP, angl. Loop-mediated iso-
thermal amplification), kterd se pro rozliSeni druhd ryb
vyuziva teprve par let’. V obou piipadech je viak nezbytné
ziskat izolat nukleové kyseliny (NK) z analyzovaného
vzorku, ktery slouzi jako matrice pro analyzu.

Pro spravnou detekci druhtt ve vzorku je dulezité
zajistit kvalitni a Cisty izolat NK, jelikoz na ném zavisi
ucinnost pouzivanych metod. Extrakce NK ze vzorkl za-
hrnuje lyzi bunéénych membran, inaktivaci bunétnych
nukleas a separaci NK od zbytkd bunék. Kvalita DNA je
urcovana délkou fragmenti NK a stupném jejiho poskoze-
ni, které mize byt zptisobeno riznymi faktory, napiiklad
chemickymi (latkami vyuZivanymi pfi vyrobé potravin),
fyzikalnimi (vyssi teploty, nizké pH, mechanické poskoze-
ni) a/nebo enzymovymi (nukleasy). K degradaci DNA
v pribéhu zpracovani potravinaiské suroviny typicky pfi-
spiva dlouhotrvajici tepelna tiprava pii konzervaci vyrob-
ku ¢i chemicka modifikace a hydrolyza DNA v kyselém
prostfedi, napf. u vyrobkli konzervovanych v octovém
nalevu nebo v rajcatovém protlaku. U takto upravenych
produkti muze dojit k ovlivnéni vysledki analyz NK.
Pri¢inou neptesné detekce miize byt i nizka Cistota izolatu
NK vlivem nedostate¢ného odstranéni doprovodnych la-
tek, které mohou pusobit jako inhibitory reakce. Peclivy
vybér vhodné izola¢ni metody a procesu purifikace NK je
tak pfi analyze rybich produktii zcela zésadni.

Pfitomnost inhibitorl reakce v testovaném materidlu
redukuje ucinnost amplifika¢nich metod, naptiklad PCR.
Mezi inhibitory PCR tadime bézné slozky potravin, jako
jsou kationty (Ca®', Fe*"), t&7ké kovy, uhlovodiky, tanin
(kyselina trislova), fenoly a soli (NaCl, dusitany). Dale
pak proteasy degradujici DNA-polymerasy a ¢inidla dena-
turujici DNA-polymerasy, jako je dodecylsiran sodny
(SDS), fenol, mocovina, Triton X-100 a cetyltrimethyl-
amonium-bromid (CTAB), ktera byvaji pouzivana i pii
izolaci DNA. Inhibovat reakci mohou rovnéz polysachari-
dy vézajici se na aktivni doménu DNA-polymeras a fakto-
ry interferujici s ionty hof¢iku, mezi které fadime nukleo-
sidtrifosfaty, primery, chelata¢ni latky (kyselina ethylendi-
amintetraoctova — EDTA, kyselina egtazovda — EGTA),
DNA, ionty kovil a proteiny. Uginnost amplifikace tak
muze byt snizena i vysokou koncentraci primert ¢i DNA
v reakéni smési, kterd vede rovnéz ke snizeni specifity
konkrétni reakce®’.

Potencialnimi inhibitory mohou byt i dal$i potravinai-
ské pridatné latky bézné pouzivané za ucelem prodlouzeni
doby trvanlivosti ¢i vylepSeni chuti potravin. K povole-
nym latkdm vyuZivanym pro Gpravu nezpracovanych ryb
patfi zejména antioxidanty, stabilizatory, konzervanty,
tavici soli, fosfore¢nany a regulatory kyselosti. Pro zpraco-
vané vyrobky z ryb jsou pouzivany latky ze skupin barviv,
konzervantu, sifi¢itany, dusi¢nany, fosfore¢nany a stabili-
zatory. Napiiklad Zlut' SY (Sunset Yellow FCF, Gelboran-
ge S; E 110) a Ponceau 4R (koSenilova Cerven A; E 124)
jsou synteticka barviva, ktera dodavaji nahrazkam lososa
pozadovany stabilni odstin a ¢ini je vizudlné pfitazlivéjsi-
mi. Casto je tak E 110 a E 124 pouzivano v rybich poma-
zankach nebo u rybich filetti 4 la losos a jim podobnych
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vyrobcich'™!". Do skupin konzervantii (E 338, E 450-452),
tavicich soli (E 339, E 450, E 452), stabilizatorti (E 340-343),
modifikovanych Skrobli a zahustovadel (E 451) nebo
zvlh¢ujicich latek (E 452) mohou byt zafazeny kyselina
fosforecna (E 338), fosforecnany (E 339-343), di- (E 450),
tri- (E 451) a polyfosfore¢nany (E 452). Na ceském trhu
jsou dostupné pouze rybi vyrobky s piidavkem E 450452
(cit."), které jsou pouzivany jako konzervaéni solici latky.
Hlavnim divodem ptidavani fosfore¢nanti je zlepSeni
vzhledu produktid. Pozitivni G¢inky fosfore¢nanti na barvu
a obchodni kvalitu solenych ryb jsou zplisobeny snizenim
oxidace lipidl a bilkovin ve svaloving, ktera jinak vede
k tmavsi barvé vyrobkd.

Zminéné pridatné latky je nutné b&hem izolace DNA
odstranit. Pro vybér konkrétni izolaéni metody je tak urcu-
jici povaha vzorku, doba izolace, cena materialu a moz-
nost automatizace. K izolaci DNA se dnes nejcastéji vyu-
ziva extrakce na pevné fazi, konkrétn¢ na silikdtovych
kolonkach nebo magnetickych €asticich, a to z divodu
Casovych uspor a jednoduchosti provedeni v porovnani
s organickou extrakci.

Cilem této studie je navrzeni vhodné metodiky pro
izolaci DNA z ryb a rybich vyrobkul. Za timto G¢elem byla
ovéfena efektivita vybranych postupli izolace DNA na
vzorcich rybi svaloviny, které byly oSetfeny ptidavkem
potravinaiskych pridatnych latek, a vybranych komercnich
vyrobceich. Pro ptipravu modelovych vzorkt (rybi svalovi-
na s ptidavkem vybranych latek) byla vyuzita svalovina
makrely obecné (Scomber scombrus, Linnaeus 1766),
ktera je diky svym nutriénim a chutovym vlastnostem'> ™",
ale 1 snadnému rybolovu jednou z nejvice konzumovanych
ryb ve svéte*'. Diléim krokem hodnoceni kvality izolova-
né DNA bylo ovéteni jeji amplifikovatelnosti s vyuzitim
PCR. Jako marker byl vyuzit jaderny gen pro vyznamny
rybi alergen — parvalbumin. Diky tomu mutze metodika
prispét i k vyznamné ochrané zdravi spotiebitele.

7 wr

2. Experimentalni ¢ast

Analyza DNA pochazejici z potravin zahrnovala od-
bér a ptipravu vzorku pro izolaci DNA. DNA byla izolo-
vana tfemi riznymi zpisoby a poté byla vyhodnocena
kvalita a kvantita izolath DNA. Ovéfena byla i moznost
amplifikace DNA pomoci vybrané molekuldrné-
biologické metody (obr. 1).

2.1. Vzorky

V této studii byly analyzovany vzorky svaloviny ma-
krely obecné (Scomber scombrus) s piidavkem a bez pfi-
davku vybranych ptidatnych latek tak, aby modelovaly
slozeni komer¢nich vyrobkl. Pro skupinu vzorkl
s ptidavkem pfidatnych latek bylo k 200 mg homogenizova-
né svaloviny makrely obecné pred samotnou izolaci pfidano
8 ul 5% roztoku smési potravinafskych barviv (kombinace
E 110 a E 124, ADITIVA CZ s.r.0., CR) nebo 10 ul 10%
roztoku difosforecnant (E 450, Raps GmbH & Co. KG,
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Obr. 1. Pracovni postup pri vybéru vhodné metody izolace DNA

Neémecko), coz odpovidd udajim o danych pridatnych
latkdich uvedenym vyrobcem na etiket¢ (mnozstvi
2000 mg kg ', resp. 5000 mg kg ). Vzorky byly homoge-
nizovany mlynkem IKA A10 (IKA-Werke, Staufen
im Breisgau, Némecko) a nasledné rozvazeny po 200 mg
do mikrozkumavek. Takto ptipravené byly uchovavany pii
—20 °C do doby dalsiho zpracovani.

Pro ovéfeni G¢innosti vybrané izolacni metody i spe-
cifity navrzenych primert pro identifikaci DNA makrely
pomoci PCR (viz tab. I) byly testovany nasledujici vzorky
ryb: kapr obecny (Cyprinus carpio), karas obecny
(Carassius carassius), lin obecny (Tinca tinca), losos
obecny (Salmo salar), pangas spodnooky (Pangasianodon
hypophthalmus), pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss),
prazma kralovska (Sparus aurata), sled’ obecny (Clupea
harengus), Stika obecnd (Esox [lucius), tilapie nilska
(Oreochromis niloticsu), tolstolobik bily
(Hypophthalmichthys molitrix), tunak obecny (Thunnus
thynnus); z tiidy ptakt: kur domaci (Gallus gallus), krocan
divoky (Meleagris gallopavo), kachna domaci (Anas
platyrhynchos); ze tiidy savcd: prase domaci (Sus scrofa),
tur domaci (Bos taurus), kan domaci (Equus caballus)
a z rostlin: kukufice seta (Zea mays).

Vhodnost vybrané izola¢ni metody v praxi byla déle
ovéfena analyzou 16 komeréné prodavanych rybich vyrob-
ki (viz kapitola 3.2). Vzorky byly homogenizovany mlyn-
kem IKA A10 (IKA-Werke, Némecko) a rozvazeny do
mikrozkumavek po 200 mg. Takto ptipravené byly ucho-
vavany pii —20 °C do dalsiho zpracovani.

Tabulka I
Prehled pouzitych primera

Chem. Listy 718, 154—-163 (2024)

Stanoveni
lzolace DNA kvality a kvantity
DNA
+CTAB +Spektrofotometricky
*Komeréni kity +Elektroforeticky

*PCR: moznost
amplifikace, efektivita

2.2. Izolace nukleovych kyselin

DNA z homogenizovaného vzorku svaloviny makre-
ly obecné bez pridavku potravinaiskych latek,
s ptidavkem barviv a s ptidavkem difosfore¢nanti byla
izolovana kazdou znasledujicich metod (kap. 2.2.1—
2.2.3). Vybranou metodou pak byla izolovana také DNA ze
vzorki tkéni Zivocichl, kukufice akomer¢né nabizenych
rybich vyrobkd.

2.2.1. Izolace kitem DNeasy® mericon Food Kit

Izolace kitem DNeasy®™ mericon Food Kit (Qiagen,
Némecko) byla provedena z 200 mg homogenizovaného
vzorku podle standardniho protokolu s eluci do 100 pl
elu¢niho pufru.
2.2.2. Izoldtor croBEE®™ NAI6 Nucleic Acid Extraction
System Plus

K navazenému homogenizovanému vzorku (200 mg)
bylo ptidino 400 ul CTAB extrakéniho pufru (20 g1
CTAB; 1,4 mol "' NaCl; 0,1 moll"! Tris; 20 mmol I'!
Na,EDTA; pH 8,0). Smés byla dikladné¢ promichana
a poté byla inkubovana 20 minut pfi 95 °C za stalého mi-
chéni. Nésledovala centrifugace pfi 11 337 x g (13 000
rpm). 270 pl supernatantu bylo pfeneseno do nové mi-
krozkumavky a bylo pfidano 20 pl proteinasy K, 10 pl
RNA carrier a 100 ul TBE (Tris-borat-EDTA) pufru pro
dosazeni potiebného objemu (400 ul) stanoveného vyrob-
cem. Takto pfipravené vzorky byly vlozeny
do automatického izolatoru croBEE® NA16 Nucleic Acid
Extraction System (GeneProof” a.s., CR) s kazetami 201

Nazev Sekvence (smér 5'-3") Délka Amplifikovana sekvence  Reference
produktu
M-F CAGGACAAGAGTGGCTTCAT 215 bp*/ Exon 2—Intron 2 Tato prace
M-R GCTGTATAGGTGATAGGACAGA 193 bp** B-parvalbuminu makrel
R-F GACAAGAGCGGCTTCATTGAGG 400 az Exon 3-Exon 4 Rehbein H.2®
R-R TCAACTCCAATCTTGCCATCACCAT 600 bp p-parvalbuminu ryb

* makrela obecna (GenBank: FN544077.1), ** makrela japonska (GenBank: EF016113.1)
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se vSemi potfebnymi roztoky pro izolaci. Eluce DNA byla
provedena do sterilni mikrozkumavky, elu¢ni objem byl
100 pl.

2.2.3. Izolace s vyuzitim detergentu CTAB

Extrakce byla provedena podle EN ISO 21571:2005
(cit."%) s nasledujicimi upravami: k ptipravenym vzorkiim
svalovin bylo navazeno 50 mg sklenénych kuli¢ek o pri-
méru 0,6-0,8 mm a 650 pl CTAB extrakéniho pufru, vzo-
rek byl homogenizovan pomoci piistroje FastPrep (MP
Biomedicals, CA), resuspendace pelety nukleovych kyse-
lin byla provedena v 50 pl vody zbavené nukleas (NFW).

Izolaty DNA byly uchovéavany v lednici pfi teploté
2 az 8 °C, v piipad¢ delsiho skladovani pak v mrazicim
boxu pii teploté —20 °C.

2.3. Ovéfeni kvality a kvantity izolované DNA

Kontrola integrity a ¢istoty DNA izolované ze vzorku
byla provedena pomoci horizontalni agarosové elektrofo-
rézy s vizualizaci zobrazovacim systémem Quantum
(Vilber Lourmat, Francie) po barveni Midori Green
Advance (NIPPON Genetics, Némecko). Kvalita a kvanti-
ta DNA byly stanoveny spektrofotometricky pomoci Na-
noDrop™ One (ThermoFisher Scientific, USA), fluoro-
metricky pomoci Quantus™ Fluorimetr (Promega, USA)
as vyuzitim PCR v redlném case s fluorescenc¢ni detekei
(kapitola 2.4). Rozdily mezi hodnotami koncentrace
a Cistoty DNA byly hodnoceny pomoci t-testu za vyuziti
Excel 2016 (Microsoft Office).

Izolovana DNA byla ziedéna na zasobni koncentraci
25 ng ul™' v NFW, dale pak fedéna dle potieby v NFW.

2.4. Ovétent amplifikovatelnosti DNA s vyuzitim
PCR v realném case s fluorescenéni detekci

Amplifikace DNA s vyuzitim metody PCR byla pro-
vedena v reakéni smési HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR
Supermix (Solis BioDyne, Estonsko). Slozeni reakéni
smési bylo dle doporuceni vyrobce; koncentrace primert
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byla 0,2 pmol I"'. Pro PCR byly pouzity dvé sady primert
(viz tab.I): univerzalni pro rybi DNA (primery “R”)
a specificky navrzené pro DNA makrely obecné (primery
“M”). Teplotni cyklus pro qPCR zahrnoval pocatecni akti-
vaci polymerasy a denaturaci DNA pii 95 °C po dobu
12 min, nasledovanou 45 cykly pti 95°C 15s, 60 °C
30sa 72°C 30s. Analyza kiivek tani byla provedena
v rozsahu 60-95 °C. Vysledky byly vyhodnoceny analy-
zou kiivek tani i prostfednictvim horizontalni agarosové
elektroforézy v 2 % gelu. Analyzy byly provadény na
dvou pracovistich, v laboratofi VUPP v.v.i. (termocykler
StepOne Plus, Applied Biosystems) a ZkusSebni laboratofi
UBM VSCHT Praha (ABI 7500, Applied Biosystems).

Efektivita amplifikace v PCR byla pouZita jako para-
metr pro stanoveni miry inhibice v pfitomnosti nezadou-
cich latek ze vzorku. K hodnoceni byl vyuzit dokument
pro ovéfovani analytickych metod pro testovani geneticky
modifikovanych organismi pfi zavadéni mezilaboratorné
validovanych metod'’. Sledovanymi parametry byly: sklon
regresni pfimky, pozadovano rozmezi mezi —3,6 a —3,1;
efektivita 90-110 % a koeficient determinace R? > 0,98.
Parametry kalibra¢nich piimek byly zjistény piimo
v softwaru v2.3 pro piistroj ABI 7500 Real Time PCR
System a Design & Analysis 2.6.0.

3. Vysledky a diskuse

Cilem této prace byl vybér nejvhodné&jsi metody pro
izolaci DNA z ryb a rybich vyrobkl. Testovany byly tfi
metody, zalozené na odliSnych principech, konkrétné vyu-
7iti (a) silikatovych centrifugatnich kolonek (DNeasy®
mericon Food Kit), (b) modifikovanych magnetickych
kuli¢ek (izolator croBEE™ NA16) a (c) izolace s vyuZitim
CTAB (tab. II).

DNA byla izolovana ze svaloviny makrely obecné
bez a s ptidavkem piidatnych latek b&zné€ pouzivanych pti
vyrobé rybich produkti, konkrétné difosfore¢nanti (E 450)
a barviv (E 110 a E 124), a nasledné byla vybrana izola¢ni
metoda oveéfena na komerénich rybich vyrobcich. Vybér

Tabulka IT
Princip pouzitych metod izolace DNA'6*2
Metoda Princip
Silikatové kolonky (DNeasy®™ — selektivni sorpce DNA na silikatové ¢astice v prostiedi chaotropnich soli,
mericon Food Kit) — extrakce na pevné fazi,
— separace od proteind, polysacharidi a dal$ich buné¢nych zbytkii: na kolonku se nevazou
a jsou béhem izolace odstranény
Magnetické ¢astice (croBEE® —  vazba DNA k povrchové modifikovanym magnetickym ¢asticim,
NA16) — extrakce na pevné fazi,
— separace od proteind, polysacharidii a bunécnych zbytkl: vyuzitim magnetické sily
Metoda vyuzivajici CTAB ~ — kationtovy surfaktant zajistujici bunéénou lyzi,

— komplex CTAB-DNA rozpustny pii vysoké koncentraci soli,
— organicka extrakce (chloroform),
— separace od proteint, lipidti, polysacharidi: extrakci do chloroformu a naslednou centrifugaci
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nejvhodnéjsi metody izolace DNA z ryb byl proveden
s ohledem na vytéznost, Cistotu, amplifikovatelnost DNA
a efektivitu qPCR. Zohlednéna byla také cena reakce
a pracnost provedeni.

3.1.1zolace DNA z rybi svaloviny a sledovani vlivu
vybranych potravinatskych ptidatnych latek na
mnozstvi a kvalitu izolované DNA

DNA ze vzorkl rybi tkané byla Gspésné izolovana
vSemi vySe uvedenymi metodami. Nasledné byl testovan
vliv pfidavku potravinafskych latek na vyslednou koncen-
traci a Cistotu DNA. Ze spektrofotometricky stanovenych
koncentraci vyplyva, ze pridavek barviv a fosfore¢nani
ma jen maly vliv na vytézek izolace (tab. IIT). Koncentrace
naméfené u vzorkd s ptidavkem potravinaiskych latek
abez téchto latek se, podle vysledkd t-testu, vyznamné
ligily (hladina vyznamnosti a = 0,05) pouze u izolatu DNA
ze vzorku makrely s pfidavkem potravinafského barviva
v ptipadé izolace pomoci CTAB a piistroje croBEE®™
amakrely s piidavkem fosfatii pii pouziti piistroje croBEE®.
Pomér absorbanci A4 pti 260 nm ku 4 pii 280 nm se
v piipadé¢ metody vyuzivajici CTAB i komer¢niho kitu
DNeasy® mericon Food Kit pohyboval u viech testova-
nych vzorkll v rozmezi 1,83-1,87, coz odpovida pozado-
vané Eistotd izolatu DNA; pfi pouziti croBEE® byl dany
pomér v rozmezi 1,96-2,04. Izolator croBEE®™ je uréeny
pro rychlou simultanni izolaci nukleovych kyselin (DNA
i RNA), dosazeny pomér absorbanci tak odpovida i pfi-
tomnosti RNA izolované ze vzorku. Napfi¢ metodami ani
vzorky nebyl pozorovan jednotny trend nartstu ¢i poklesu
koncentrace a/nebo zmény Cistoty DNA v diisledku pii-
davku potravinafskych latek (tab. III).

Nejlepsi vysledky byly dosazeny metodou vyuzivajici
CTAB, ktera poskytla nejvyssi vytéznost (v praméru
1,7krat vyssi koncentrace DNA neZ ostatni metody) i po-
zadovanou Cistotu DNA; izolovana DNA byla téz amplifi-

Tabulka III
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kovatelna (kapitola 3.3). Naopak automatickd izolace pfi-
strojem croBEE™ poskytovala izolaty s niz&i koncentraci
DNA a vyznamnym zastoupenim RNA.

Metody vyuzivajici CTAB byly popsany jako vhodny
nastroj pro izolaci DNA z rybi svaloviny i v jinych publi-
kacich. Napiiklad Masri a spol.'®, kteti porovnavali rizné
metody izolace DNA ze svaloviny lososa, izolovali meto-
dou vyuzivajici CTAB v priméru 60 pg DNA ze 100 mg
analyzovaného vzorku, zatimco testované komeréni kity
poskytly vytéznost 20-50 ug DNA ze 100 mg vzorku.
V préaci Debode a spol." tykajici se detekce transgennich
lososovitych ryb bylo metodou vyuZzivajici CTAB izolo-
véano az 2,5krat vice DNA nez komerénim kitem DNeasy™
mericon Food, coz je v souladu s nasimi vysledky. Uvede-
ny komeréni kit pouzili ve své praci naptiklad také Piskata
aspol?® a Servusova a spol.®', kteii Gsp&né izolovali
DNA ze syrové itepelné opracované svaloviny turndka
zlutoploutvého (Thunnus albacares). Dosazené vysledky
izolace DNA pro syrovou svalovinu byly fadové srovna-
telné s nasimi (51 ng ul™'; Axe0/A250 = 1,8). Pro tepelné
zpracovanou svalovinu byly publikované vytézky DNA
s vyuzitim kitu DNeasy™ mericon Food znateln& nizsi,
a proto byla v nami ptedkladané studii pro navazujici pra-
ci zvolena metoda vyuzivajici CTAB.

3.2. Izolace DNA z rybich vyrobku

Dostate¢né mnozstvi kvalitni DNA z homogenizova-
né rybi svaloviny bylo v minulosti ziskano pomoci riz-
nych protokold™ . Z rybich vyrobkd je viak izolace
DNA v mnozstvi a kvalité potiebné pro navazujici DNA
robcich mize byt snizena vyrobnim procesem, zejména
tepelnym zpracovanim, mixovanim, ale také vlivem pii-
datnych latek (napf. konzervanty, barviva, emulgétory).
Proto byl v této praci nejprve sledovan vliv vybranych
pridatnych latek na samotnou izolaci DNA a vyhodnocena

Porovnani vlivu pfidavku potravinaiskych latek k rybi svaloviné na mnozstvi a kvalitu izolované DNA. Koncentrace
a absorbance DNA izolované ze svaloviny byly méfeny spektrofotometricky

Vzorek Metoda Koncentrace [ng pl ']+ SD ? Anze0/A2s0
Makrela CTAB 149,4 + 0,9 1,88
DNeasy® mericon Food Kit 74,0 £ 5,6 1,85
Automaticky izolator croBEE® 17,2+0,2 2,00
Makrela s pridavkem CTAB 108,1 £0,1 1,85
potravinafského barviva DNeasy® mericon Food Kit 77,1+2,0 1,85
Automaticky izolator croBEE® 15,8+0,3 2,04
Makrela s pridavkem CTAB 140,4 £2,0 1,85
fosfore¢nani DNeasy® mericon Food Kit 83,7+ 7.4 1,83
Automaticky izolator croBEE® 24,4+0,1 1,96

*SD — smérodatna odchylka
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Tabulka IV

Ukézka vysledkt izolace DNA z komer¢nich vyrobkil s pouzitim metody vyuZivajici CTAB

Nazev produktu Koncentrace DNA [ng p,l’l] Aas0/Aas0
Felix Soup 350+4,0 1,54 +£0,13
Losos s bylinkami 600 £+ 500 1,92 +0,10
Losos uzeny 1820 £ 550 2,08 +0,02
Losos ve vlastni stave 1121 £ 72 1,98 £0,01
Losos v tomatové omacce 930 £290 2,04 £0,01
Lososova pomazanka a 140 £ 120 2,03+0,15
Lososova pomazanka b 440 £ 150 1,97 £0,03
Makrela obecna uzena 80 +40 1,70 £0,10
Makrela ve slaném nalevu 126,7+9,5 1,71 £0,08
Makrela v oleji 116 £ 34 1,68 £ 0,02
Grilované filety z makrely 390 +370 1,74 £ 0,24
Makrela v oleji a tomatové omacce 730 £62 1,99 £0,01
Makrela ve vlastni §tave 172 £ 60 1,75+ 0,14
Pomazanka 4 la losos s kaviarem 4,1+2,6 1,81 +£0,17
Rizoto s moiskou treskou 39,5+7,0 2,77+0,22
Solena treska v oleji Varmuza 24,5+ 1,0 1,70+ 0,11

efektivita amplifikace pomoci PCR s ohledem na mozny
zustatek inhibitorti v izolatu, a az poté byly analyzovany
samotné komer¢ni vyrobky. Nebyl pozorovén statisticky
vyznamny vliv testovanych piidatnych latek, tyto pridatné
latky v rybich vyrobcich nebyly divodem nizsich vytézkt
izolované DNA (tab. IV).

V tabulce IV jsou uvedeny vysledky uspésné izolace
z 15 komer¢nich vyrobki; ze vzorku ,,Pomazanka a la
losos s kaviarem™ bylo ziskano pouze malé mnozstvi
DNA, av8ak cistota izolatu byla vysoka. Izolovanou DNA
se tak podafilo amplifikovat s primery R u vSech typt
vyrobki. Do reakce bylo pfidavano 50 ng DNA, diky
¢emuz mohlo dojit k dostateénému nafedéni ptipadnych
inhibitortt reakce v izolatu. Vyjimkou byla jmenovana
pomazanka, u niz nebylo mozné takto velké mnozstvi
DNA do reakce pridat. V tomto piipadé tak bylo do reakc-
ni smési pridano pouze 5 pl nefedéného izolatu DNA.

3.3. Ovéfeni kvality DNA s vyuzitim qPCR
v realném case s fluorescenéni detekci

Amplifikace DNA prob¢hla Gspésné ve vsech analy-
zovanych vzorcich ryb a rybich vyrobkt s vyuzitim prime-
ri R; primery M poskytly dle o¢ekavani pozitivni vysled-
ky pouze pro vzorky obsahujici DNA makrely obecné. Pii
noty prahovych cykli (Ct) izolaty ziskané kitem DNeasy®™
mericon Food, ackoliv nejvyssi koncentraci a Cistotu vy-
kazovaly podle spektrofotometrickych dat izolaty DNA
ziskané metodou vyuzivajici CTAB. Stejny trend byl po-
zorovan 1 pii piidavku jednotného mnozstvi DNA do reak-
ce, tedy po zfedéni izolatl a tak i moznych inhibitort
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(tab. V). Z vyse uvedeného lze usuzovat, ze komeréni kit
by mohl byt vhodngjsi v piipadé€, kdy je potieba odstranit
vice inhibitorti ze vzorku. Pfitomnost moznych inhibitorQ
v izolatu byla déle testovana analyzou desetkrat ziedénych
vzorkd, kdy bylo oéekavano, ze pfi 100% uc¢innosti ampli-
fikace bude ACt mezi dvéma fedénimi rovno piiblizné 3,3.
V piipadé metody vyuzivajici CTAB bylo za pouziti pri-
mert M pro amplifikaci ACt rovno 2,4 pro samotnou sva-
lovinu, zatimco u komer¢niho kitu byl rozdil roven 3,0.
O néco lepsich vysledkil bylo dosazeno s primery R, kdy
v ptipadé metody vyuZivajici CTAB bylo ACt 2,9; pro
komer¢ni kit 3,1. Je tak patrné, Ze je pii pouziti metody
vyuzivajici CTAB potfeba dbat na peclivé odstranéni 1a-
tek, které mohou mit vliv na pribéh amplifikace.

U izolatit DNA ziskanych izolatorem croBEE®™ bylo
mozné pozorovat vyznamn¢ nizsi hodnoty Ct (primery M)
pro vzorky svaloviny s piidavkem fosfore¢nant
v porovnani s ostatnimi vzorky izolovanymi touto meto-
dou; u ostatnich metod tento pokles zaznamenan nebyl
nebo byl zanedbatelny. Vzorky s pfidavkem barviv posky-
tovaly o néco vyssi Ct u vsech testovanych metod a pii
amplifikaci obéma sadami primert.

Efektivita qPCR byla testovana pomoci DNA izolo-
vané ze svaloviny makrely fedéné v NFW, ukazka ampli-
fikacnich kiivek je uvedena na obr. 2, vysledky jsou shr-
nuté v tab. VI. Amplifikace probéhla ve vSech vzorcich
s ptidanou DNA (100-0,098 ng v reakci). VSechny namé-
fené kalibracni pfimky spliiovaly pozadovand kritéria na
smérnici (—3,6 az -3,1) a efektivitu (90-110 %). Vliv pii-
datnych latek na efektivitu PCR tak nebyl prokdzan
(obr. 2). Pozadavek na koeficient determinace R* (>0,98)
nebyl splnén pouze v piipadé DNA vzorku makrely
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Tabulka V
Rozdily hodnot prahovych cykli (Ct) v disledku pfidavku piidatnych latek k svaloviné makrely obecné a/nebo vlivem
izola¢ni metody DNA
Metoda Vzorek * Mnozstvi® DNA Cr+SD
v reakei [ng] Primery M Primery R
CTAB M 100 25,74+ 0,13 24,40 £ 0,11
MB 26,35+ 0,10 25,69 + 0,49
MF 25,75 +0,11 25,04 + 0,05
DNeasy” mericon M 100 23,99 + 0,05 23,08 £ 0,15
Food Kit MB 24,21 +0,12 23,30+ 0,11
MF 23,68 £0,14 23,00 £ 0,14
Automaticky izolator M 50 27,35+0,13 netestovano
croBEE® MB 2839+0,21
MF 25,97 +0,17

* M — makrela obecna, MB — makrela obecna s ptidavkem barviva, MF — makrela obecna s piidavkem fosforeénani,

® spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

s ptidavkem fosforenant izolované pfistrojem croBEE®,
kde bylo dosazeno hodnoty 0,96. Dynamicky rozsah pro
kvantifikaci DNA byl pfi pouziti primerti R stanoven na
0,4-100 ng DNA v reakci v ptipadé vSech izolath ziska-
nych metodou vyuzivajici CTAB a izolath makrely
s piidavky pridatnych latek izolovanych kitem DNeasy™
mericon Food. Pro izolaty ze samotné makrely byl dyna-
micky rozsah v ptipad¢ kitu 0,1-100 ng. V pfipad¢ izola-
toru croBEE™ bylo dosazeno nizsich vyt&zki DNA, a pro-
to byl testovany rozsah nizsi (tab. VI). Pro makrelu samot-
nou a s piidavky fosforecnanti byl dynamicky rozsah sta-
noven na 0,4-25 ng, a pro makrelu s pfidavkem barviv na
1,625 ng DNA v reakei. Pii pouZiti primert pro makrelu
bylo mozné kvantifikovat DNA v nejvyssim dynamickém
rozsahu pii pouziti DNA izolované komer¢nim kitem
DNeasy® mericon Food (0,1-100 ng pro ¢istou svalovinu;

Smérnice: -3,12
: Efektivita: 109,1 %
R2: 0,995

&Rn
1
-

qPCR cyklus

" % » 2 X 32 ®N ¥ B X N N & & u

0,4-100 pii pridavku piidatnych latek). Srovnatelny roz-
sah poskytla pouze DNA makrely s pfidavkem fosfore¢na-
nd izolovana metodou vyuzivajici CTAB.

Metodu vyuzivajici CTAB ve své praci pouzili také
Abdullah a Rehbein®®. Pro rozliSeni vyrobkd z tunidka
(Celed” Scombridae) vyuzili shodny usek parvalbuminové-
ho genu jako v predkladané praci (primery R). Ziskané
amplikony o délce cca 600 bp uspésn¢ sekvenovali, coz
dokazuje vhodnost metody vyuzivajici CTAB pro nasled-
né analyzy DNA. Izolace DNA metodou vyuzivajici
CTAB snaslednou amplifikaci ¢asti parvalbuminového
genu byla uspésné pouzita také pro identifikaci DNA morana
tmavého (Spondyliosoma cantharus)*’. Laknerova a spol.”’
uvadéji, ze kvalita i kvantita izolované DNA metodou vyuzi-
vajici CTAB byla srovnatelna s DNA ziskanou komercnimi
kity na bazi silikatovych centrifugacnich kolonek.

s Smérnice: -3,32 P =
e : .. Efektivita: 100,1 %
an o . R}: 0,994

.

qPCR cyklus
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Obr. 2. Pfiklad amplifikagnich k¥ivek a kalibra¢nich pfimek qPCR. Vlevo: qPCR s M primery, DNA izolované s vyuzitim CTAB ze
svaloviny makrely obecné s piidavkem fosfore¢nant, vpravo: qPCR s R primery, DNA izolovana kitem DNeasy® mericon Food ze svalo-

viny makrely obecné s ptidavkem barviv
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Casova naroénost Naklady

VytéZnost DNA

Cistota DNA Amplifikovatelnost
PCR

Metoda izolace s vyuZitim CTAB

—u—Metoda izolace DNeasy® mericon Food Kit
Metoda izolace croBEE®

Obr. 3. Porovnani metod izolace DNA dle vybranych parametri. Metody byly hodnoceny body v rozmezi 1-5 b., kde 5 b. znaéi nej-
lepsi metodu. Vytéznost a Cistota DNA byly hodnoceny na zakladé vysledku spektrofotometrického méfeni. Jako ¢ista DNA byla pova-
zovana takova, ktera méla pomer Axe0/4250 = 1,8. Amplifikovatelnost DNA byla ohodnocena na zakladé dosazeného Ct a efektivity PCR

pridavku fosfati nebo barviv na pribéh izolace DNA,;
izolaty ziskané vSemi testovanymi metodami byly uspésné
amplifikovany pomoci qPCR. Komeréni kit DNeasy®™
mericon Food by mohl byt vhodngjsi v pripadé, kdy je
potieba odstranit vice inhibitord ze vzorku.

Prace byla financné podporena Ministerstvem zeme-
delstvi (grant cislo QK1910231) a Ministerstvem Skolstvi,
mlddeze  atélovychovy  (projekt METROFOOD-CZ,
¢. LM2023064).

Pouzité zkratky

CTAB cetyltrimethylamonium-bromid (N,N,N-tri-
methylhexadekan-1-aminium-bromid)

EDTA  kyselina ethylendiamintetraoctova

EGTA  kyselina ethylenglykol-di-(2-aminoethylether)-
-tetraoctova

NFW voda zbavena nukleas

NK nukleové kyseliny

PCR polymerasova fetézova reakce

qPCR PCR v redlném case s fluorescencni detekcei

SDS dodecylsiran sodny
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E. Cermikova®, K. KodeSova’, P. Horka',
K. Demnerova®, and K. Zdeiikova" (“ Food Research
Institute Prague, " Department of Biochemistry and Micro-
biology, University of Chemistry and Technology, Prague,
“Institute for Environmental Studies, Faculty of Science,
Charles University, Prague, Czech Republic): Testing of
the Effect of Food Additives on the DNA Isolation
from Mackerel and Fish Products

Authentication of fish products by DNA analysis
requires the extraction of high quality DNA without the
presence of inhibitors. Many nucleic acid isolation meth-
ods are currently available; silicate centrifugal columns
have become very popular due to their speed and ease of
extraction. However, their disadvantage may be the princi-
ple based on DNA charge, which may be affected by food
composition, or clogging due to a poor sample pretreat-
ment. The aim of this work was to compare three DNA
isolation methods using different principles (silicate cen-
trifugal columns, modified magnetic beads, Cetrimonium
bromide and chloroform extraction) and to evaluate their
suitability for DNA isolation from fish muscle. The crite-
ria assessed were the recovery, purity and amplifiability of
the isolated DNA. Mackerel tissue was analysed without
and with the addition of additives commonly used in the
manufacture of fish products, namely diphosphates
(E 450) and colorants (E 110 and E 124), and the selected
method was subsequently applied to commercial fish
products. The modified method using the detergent CTAB
proved to be the most suitable.

Keywords: amplification, DNA analysis, DNA isolation,
fish products, food authentication, inhibition, PCR
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Ochrana ¢loveéka za mimotradnych udalosti je povinny vzdélavaci obsah volné navazujici na byvalou brannou vycho-
vu, o jejimz obnoveni se v kontextu udalosti posledni doby opét diskutuje. Nabizi velmi Sirokou paletu témat, ktera 1ze
zafadit nejen do vyuky chemie, ale i jinych (nejen) pfirodnich véd. Velmi vhodné je napt. zatazeni do vyuky jako (kratko ¢i
sttednédoby) projekt zaméfeny na téma radioaktivita a jaderné zbrané, které je pro zaky zajimavé. Pro realizaci projektu
byla autory ¢lanku vytvofena pojmova mapa a navodné otazky, a také seznam doporuc¢enych zdroju informaci, které mo-
hou ucitelé a jejich zaci vyuzit. Cilem projektu je nejen nabyt nové znalosti a védomosti v souvislosti s tématem jadernych
zbrani a radioaktivity, ale také ziskat uceleny piehled diky mezipfedmétovému usporadani.

Klicova slova: branna vychova, radioaktivita a ionizujici zafeni, jaderné zbran¢, vyuka chemie

1. Uvod

V kontextu dnesni doby mizeme najit velké mnozstvi
kontroverznich témat a stim souvisejicich extrémnich
postojii. To se tykd i jadernych zbrani. Abychom piipad-
nym hrozbdm porozuméli, je zapotiebi pochopit fyzikalni,
chemické a biologické koncepty tykajici se principu jader-
nych zbrani, ucinky ionizujictho zareni a jeho (ne)
bezpecnost. Teprve potom se aktivné 1ze ucastnit celospo-
leCenské debaty. N4s§ text se zaméfuje na moznosti zaraze-
ni tématu radioaktivity a jadernych zbrani do vyuky
(nejen) chemie. V textu piinaSime navod k tomu, jak zpraco-
vat téma na urovni stiednich Skol a gymnazii. Chemie
v nasem pojeti tvoti zastieSujici obor, pfi¢emz poznatky z ni
vzeslé se vhodné prolinaji s dal§imi vzdélavacimi obory.

2. Branna vychova — zastaralé, nebo znovu
aktualni téma?

Branna vychova je pojem, se kterym se v 21. stoleti
setkavame v odborné pedagogicko-didaktické debaté jen
okrajoveé. Nicméné pro mnohé, kteti byli ve $kolnich lavi-
cich nebo za katedrami mezi 70. az 80. lety 20. stoleti,
tento pojem evokuje odbornd i prakticka cviceni
v tématech souvisejicich s moznosti vzniku vojenskych
konfliktd a dalSich bezpecnostnich rizik, Casto opfedena
politickou ideologii dané doby. Pokud si ale odmyslime
ideologické pozadi, mozna si vybavime, co délat pfi che-
mickém poplachu ¢i zvySeném vyskytu ionizujiciho zare-
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ni. Vime, kam mame bézet do krytu, ¢i jak si rychle nasa-
dit plynovou masku a dal$i ochranné pomtcky. A fada
z nds také tusi, jaké dopady maji rlizné zbrané¢ hromadné-
ho niceni na naSe zdravi.

Branna vychova byla soucasti Skolnich osnov az do
roku 1991. Poté z nich vymizela a v soucasnosti souviseji-
ci témata prochazeji vice vzdélavacimi obory, resp. oblast-
mi vzd&lavacich programi na réiznych trovnich'. Od roku
2013 (cit.**) byla branna vychova do jisté miry nahrazena
vzdélavacim okruhem ,,Ochrana ¢lovéka za mimotadnych
udalosti* ve vzdélavaci oblasti Clovék a zdravi*”.

Pfiblizn€ od roku 2018 se nazory na potiebnost zata-
zeni branné vychovy do vyuky opét vice akcentuji, a to
ive vefejnych médiich (viz napt.®). Oviem zamérem
Ministerstva Skolstvi, mladeze a teélovychovy (dale
MSMT) je stavajici vzd&lavaci programy spise zestihlovat
(ve smyslu vzdélavaciho obsahu), a tak je zafazeni branné
vychovy do nové revidovanych vzdélavacich programi
vice nez nejisté. Diivodem piitom neni skute¢nost, ze téma
branné vychovy, tedy pfenos teorie i praxe souvisejici
s chovanim v riznych typech situaci ohrozujicich lidské
zdravi a Zivot, nepovazuji zastupci MSMT za podstatné,
ale jednoduse proto, ze nezapada do jejich koncepce revi-
ze kurikula.

Nehledé na piipadné znovuzarazeni branné vychovy
do kurikula maji Skoly poskytujici vSeobecné vzdélavani
(pfi napliiovani vzdélavaciho obsahu ,,Ochrana ¢lovéka za
mimotadnych udalosti®) stale povinnost zaky naucit za-
kladnim védomostem a dovednostem umoziujicim jim
zachovat se adekvatné v jakékoliv mimoradné situaci, se

https://doi.org/10.54779/chl120240164
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kterou se mohou v bézném zivoté potkat. At uz se jedna
o zivelni pohromy, havarie, teroristické utoky ¢i dokonce
vojenské konflikty.

3. Moznosti pojeti mezioborového tématu
ve vyuce chemie

Jak tedy propojit vzdélavaci obor ,,Vychova ke zdra-
vi“ s akcentem na vzdélavaci obsah okruhu ,,Ochrana ¢lo-
véka za mimotadnych udalosti“ s dal$imi vzdélavacimi
obory, predev§im ze vzdélavacich oblasti ,,Clovak
a piiroda“ a ,,Clovék a spolecnost*?

I kdyz zpisobt, jak zaradit téma do vyuky, mlize byt
mnoho, znaseho pohledu je vhodné, v souladu s dal$imi
autory, aktivni zapojeni zakd do vyuky”'®. Jako vhodna
metoda se zde jevi projektové vyucovani, ve kterém lze
vhodné vyuzit mezipfedmétovych vztahl pii zpracovani
daného tématu'®"". Diky $ifi tématu se daii zapojit aktivng
vice zaku, itéch, ktefi o piirodovédné obory nemaji tak
velky zajem.

Prvni fazi projektu je tvorba myslenkové mapy (viz
obr. 1), kterou je vhodné tvofit s celou tfidou. Vyucujici
¢innost moderuje, zarovenn vSak ziskdvd velmi cennou
zpétnou vazbu nejen o dosavadnich zakovskych znalos-
tech, ale i o jejich prekonceptech a miskonceptech'*!®. Jiz
v této fazi ma vyucujici moznost opravit zakovské pojeti
hierarchie a vztahi mezi pojmy v mySlenkové map¢€. Nami

Jadema zbran

e

covani uranu
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navrzena myslenkova mapa je pro vyucujici dobrym vo-
ditkem k tomu, jaka témata mohou byt do projektu zaraze-
na.

Dalsim krokem je rozdéleni zaki do Sesti skupin,
pri¢emz kazda skupina voli n¢které z témat z oblasti che-
mie, fyziky, biologie a vychovy ke zdravi, chovani za
mimofadnych udalosti, geografie a spolecenskovédni ob-
lasti. Zna$i zkuSenosti vime, Ze zaci maji v nékterych
ptipadech problém vybrat informace, které jsou pro dané
téma skutecné stézejni. Proto je kazdé ze skupin pfidélen
systém navodnych otdzek, které pro projekt musi zpraco-
vat. Systém navodnych otazek je uveden v tab. I. Otazky
zaci zpracovavaji formou komentovaného posteru, prezen-
tace nebo videoprezentace, piipadné nasledné piispévku
do sborniku, pokud projekt simuluje studentskou konfe-
renci. Podminkou uspé&$ného celottidniho projektu je, aby
mezi sebou skupiny komunikovaly a vysledné ztvarnéni
tématu bylo konzistentni. To znamena, aby na sebe jednot-
livé bloky vzajemné navazovaly a doplnovaly se. K tomu
napomdaha pravé myslenkova mapa, kterou maji zaci stale
k dispozici.

Dalsi oporu, kterou nabizi tento piispévek, je soubor
vhodnych zdrojti pro Cerpani informaci o daném tématu.
Jist¢ lze namitat, Ze prace s literaturou ma byt jednou
z podstatnych dovednosti, kterou Zaci mohou v ramci pro-
jektu samostatné rozvijet. My vSak argumentujeme tim, Zze
pokud vyucujici zjisti, Ze zaci maji fadu mylnych prekon-
ceptt, nebo dokonce miskonceptd, které se tykaji uvede-

radioaktivni spad

medicina

prirozena

Obr. 1. Priklad myslenkové mapy (vyfez) k tématu jaderna energie a jaderné zbrané (dostupné na: https://app.contextminds.com/?

m=wvKo6Z7)
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Tabulka I
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Navodné otazky k jednotlivym oblastem pojmové mapy tfidéné podle vzdélavacich obort

Vzdélavaci obor

Otazky

Chemie

Nachazi se uran v prirodé elementarni ¢i ve slouceninach (ptipadné jakych)?

Jaky je pomér dvou nejbéznéjsich izotopti uranu v ptirodé? Jaké jsou jejich polocasy premény?
Na jakém principu funguji jaderné zbrané?

V ¢em se princip jadernych zbrani shoduje nebo 1is$i od principu fungovani jaderného reaktoru?
Jak a pro¢ probiha svrzeni atomovych zbrani?

Co jsou tzv. izotopické zbrané neboli ,,Spinavé® bomby a jaky je rozdil oproti jadernym zbranim?
Co je to obohaceny uran? A o co se vlastn¢ obohacuje?

Jak a pro¢ se pfirodni uran obohacuje?

Jak se li$i obsah obohaceného uranu v jaderném reaktoru a v jadernych zbranich?

Na jakou slouceninu se pievadi uran z ptirodnich zdroji pfed procesem obohacovani? A proc?
Jak se dale jiz obohaceny uran zpracovava?

Fyzika

Cim se od sebe lii tzv. piirozena a uméla radioaktivita?
Co je tzv. zéfeni z ptirodniho pozadi?
Jaké je ptirodni radiadni pozadi v CR a jinde ve svét&?
Porovnejte ro&ni ozafeni primérného obyvatele CR s davkami pfi jednorazovych zdravotnickych
vySetienich (RTG, CT apod.).
Popiste rozdil mezi radioaktivni pfeménou a $tépnou reakci.
Jaké typy zateni vznikaji pti radioaktivnich pfeménach ¢i jaderném $tépeni?
Pro¢ se zafeni uvolnénému pii radioaktivni pteméné tika ionizujici?
V jakych veli¢inach (a jednotkach) se méii a pro¢ jsou dulezité:
Davkovy ekvivalent?
Absorbovana davka zateni?
Vyhlede;j tii priklady prospésného vyuziti radioaktivity.
Jak se nazyva a jak funguje ptistroj na méfeni radioaktivity (ionizujiciho zateni)?

Biologie
a Vychova
ke zdravi

Jaky vliv ma ionizujici zafeni na zivé organismy?

Jak muze zateni postihnout lidsky organismus na buné¢né urovni?

Co je biologicka dozimetrie?

Co je to radioaktivni spad (mrak) a jak ptisobi na ¢lovéka?

Které radionuklidy (vznikajici pti jadernych mimotadnych udalostech) jsou pro ¢lovéka nebezpecné
a proc¢?

Jak souvisi profylaxe jodidovymi tabletami s jadernymi mimotfadnymi udalostmi? Kdy je jodova
profylaxe uzite¢na? Mize mit také negativni zdravotni dasledky?

Vyberte si jedno z medicinskych vySetieni, které vyuziva ionizujici zafeni, a struéné ho predstavte.

Chovani
za mimoféadnych
udalosti

Jaka jsou ochranna opatfeni pfi radia¢ni udalosti?

Co ma obsahovat evakuaéni zavazadlo?

Jaké prostiedky improvizované ochrany osob lze vyuzit v prostiedi zamofeném radioaktivitou, che-
mickymi ¢i biologickymi latkami? Jak se tato zamofteni 1i$i a co maji spole¢ného?

Kde (internetové stranky/média) ziskavame informace béhem mimotadnych udalosti, pti nichz ndm
neni umoznéno opusténi vniténich prostor (napt. bytu, kancelare)?

Jak funguji a kolik stoji ochranné obleky?

Lze se branit G¢inkdm ionizujiciho zafeni z jadernych zbrani? Jak?

Jaké utady v CR dohliZi na bezpe&nost pfi provozovani jadernych elektraren a na radiaéni ochranu
obyvatelstva?

Geografie

Kde se nachazi (ve svété i v CR) piirodni zdroje pro moznou vyrobu jadernych zbrani?

Které staty disponuji jadernymi zbranémi? Znazornéte je na map¢.

Jaké ma drzeni jadernych zbrani dopad na geopolitickou situaci v oblasti?

Co je to radioaktivni mrak a jak se v atmosféie pohybuje?

Je drzeni jadernych zbrani néjak regulovano? Jak, pro¢ a co je cilem? Maji jaderné zbran¢ i n&jaka
pozitiva?

Kde a jak je skladovano &erstvé/vyhoielé jaderné palivo v CR?

V soucasné dobé je v CR planované hlubinné ulozisté radioaktivniho odpadu. Jaké jsou vytipované
lokality a jaké podminky musi spliovat?
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Tabulka I
Pokracovani
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Vzd¢lavaci obor Otazky

Spolecenskovédni
oblast (Obcansky
a spolecenskovédni
zéaklad, D¢jepis)

Jaky efekt na vnimani jaderné energie mélo pouziti jadernych zbrani?

Kde byly jaderné zbrang v historii pouzity? Dokumentujte konkrétnimi tidaji a zajimavostmi.
Jak souvisi Kubanska (Karibska) krize a jaderné zbrang?

Diskutujte, pro¢ jsou jaderné zbrané tak obavané. Srovnejte je napf. i s konvenénimi zbranémi
(ptipadné i chemickymi a biologickymi).

Jak souvisi termin Nashova rovnovaha a jaderné zbran¢?

Jaké dalsi (nejen) vojenské oblasti se obvykle rozviji spolu s jadernym programem? Proc?
Jaké jsou podle vas prinosy filmu Oppenheimer (2023) pro $irsi spole¢nost? Diskutujte.
Jak byla radioaktivita objevovana? Kdo se o jeji objev a popis zaslouzil?

nych témat, mohou je posilit vyhledanim dal$ich mylnych
informaci. V tomto piipadé doporuCujeme dat zakim
k dispozici seznam zdrojt, ze kterych mohou/maji Cerpat
(viz tab. II).

Praci na projektu doporucujeme vénovat minimalné
tfi vyucovaci hodiny, pfi¢emz béhem prezentaci vyucujici
koriguje ptipadné chyby, identifikuje, zda primarni pre-
koncepty, piipadné miskoncepty byly odstranény. Kromé
ziskani zakladnich poznatkd se diky tzv. transformativni-
mu uceni u zakl rozviji rovnéz afektivni slozka jejich
osobnosti, tj. utvaii své hodnotové systémy a od nich se
odviji jejich postoje'*".

4. Pilotaz navrzeného projektu

Pilotaz byla realizovana v 6. rocniku (sext&) osmileté-
ho gymnizia v pfedmétu Chemie. Pfitomno bylo 20 Zzak.
Zaci byli nejprve seznameni se zamérem a asovou reali-
zaci projektu a zvolili si prioritu vzdélavacich oblasti (viz
tab. I). Ucitel poté rozradil zaky do skupin dle jejich prio-
rit (podatilo se, ze vSichni zéci ziskali téma 1. nebo 2.

volby). Zpracovani své ¢asti vénovali zaci dvé vyuCovaci
hodiny, pfipravili si ustni vystoupeni v délce cca 5 minut,
véetn¢ jedné otazky do diskuse a stru¢né argumentace,
pro¢ by mél ,bézny* clovek o dané oblasti asponi néco
znat. Své téma tykajici se jadernych zbrani ¢i ionizujiciho
zafeni zpracovali formou posteru o rozméru A3. Treti
vyucovaci hodinu prob¢&hly prezentace a diskuse, evaluace
byla uskute¢néna na zacatku dalsi hodiny.

Na zakladé¢ zpétné vazby (piekryvani témat v riznych
oblastech) byly upraveny (konkretizovany) otazky v tab. 1.
Pii reflexi Zaci ocenili zejména moZnost volby tématu
spadajiciho do rGznych oblasti vzdélavani, nahled na téma
,radioaktivity* z riznych Ghli pohledu a smysluplné stra-
veny Cas (prace je bavila). Pro ¢ast zakd bylo narocné
vhodné rozvrzeni Casu na dil¢i tkoly; promysleni, jak
téma uchopit, aby nebylo pro spoluzaky pfili§ povrchni
ani piili§ detailni. Pro n¢které bylo rovnéz slozité vybrat
informace, které by mély byt umistény na poster s ohle-
dem na cCasovy limit. Z pohledu vyucujiciho vSak tyto
obavy byly zbyte¢né. Zakovské postery i prezentace byly
v dobré kvalite.

Tabulka II

Doporucené zdroje pro zodpovézeni vybranych navodnych otazek

Vzd¢lavaci obor Zdroj

Biologie Statni Gfad pro jadernou bezpecnost (2023). Strucny prehled biologickych iicinkii zdreni. Online,

Vychova ke zdravi

https://www.sujb.cz/radiacni-ochrana/oznameni-a-informace/strucny-prehled-biologickych-
ucinku-zareni/, stazeno 8. 8. 2023.

Chovani za mimorad-

Ministerstvo vnitra CR (2003). Pro pFipad ohroZeni : Prirucka pro obyvatele. Online, https://

nych udalosti www.mvcr.cz/clanek/pro-pripad-ohrozeni-prirucka-pro-obyvatele.aspxcit, stazeno 8. 8. 2023.
Statni Gfad pro jadernou bezpeénost (2023). Ochrannd opatieni pri radiacni mimoradné uda-
losti. Online, https://www.sujb.cz/radiacni-ochrana/oznameni-a-informace/ochranna-opatreni-
pri-radiacni-mimoradne-udalosti/, stazeno 8. 8. 2023.

Zemgépis Ttipdl (2021). Jaderna fyzika a energetika: Uran v roce 2021. Priivodce cenou, hodnotou
a vyuzitim komodity. Online, https://www.3pol.cz/cz/rubriky/jaderna-fyzika-a-energetika/2667-

Spolecenskovédni uran-v-roce-202 1-pruvodce-cenou-hodnotou-a-vyuzitim-komodity, stazeno 8. 8. 2023.

oblast (Obc¢ansky a Statni Gfad pro jadernou bezpeCnost (2023). Vyroci 70 let od bombardovani Hirosimy

spolecenskovédni za-
klad, D¢&jepis)

a Nagasaki. Online, https://www.sujb.cz/fileadmin/sujb/docs/aktualne/roll_up JZ final.pdf,
stazeno 8. 8. 2023.
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5. Zavér

Integrovany pfistup k vyuce multioborovych témat je
pro vyucujici vZzdy naro¢ny. Proto jsme vytvofili navod
k tomu, jak ve vyuce pracovat s aktualnim tématem jader-
nych zbrani ve stfednim vseobecném vzdélavani. Nas
pristup umoznuje napliiovat vzdélavaci obsah (nejen) vyu-
ky chemie, jak je stanoven v RVP, ale pfispiva rovnéz
k realizaci tématu Ochrana ¢lovéka za mimotfadnych uda-
losti. VE&fime, Ze Givodni teoretické vymezeni, mySlenkova
mapa, systém konkrétnich navodnych otazek i seznam
aktualnich zdrojt préci vyucujicich usnadni a umozni tak
realizaci projektu zaméfeného na velmi aktudlni téma.
Nase zkuSenost ukazuje, ze téma Zzaky bavi i zajima,
a diky multidisciplindrnimu pfistupu zaujme i ty zaky,
kteti preferuji spolecenskovédni obory pied obory ptiro-
dovédnymi. Dulezité vsak je, ze i bez ohledu na oborové
preference si Zaci odnaSeji na konci projektu pomérné
komplexni pfedstavu o daném tématu. Kromé toho se roz-
vijeji jejich komunikacni kompetence a ziskdvaji doved-
nosti spoluprace.
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Radioactivity and Nuclear Weapons

Human protection in emergencies is a compulsory
educational content in the Czech Republic loosely related
to the former military education. It offers a very wide
range of topics that can be included not only in chemistry
education, but also in other (not only) natural sciences.
For example, it is very suitable to include it as a (short- or
medium-term) project focused on radioactivity and nucle-
ar weapons, which is of interest to the students. For this
purpose, we have created a concept map and guiding ques-
tions, as well as a list of recommended sources of infor-
mation that teachers and their pupils can use. The aim of
the project is not only to gain new knowledge and under-
standing, but also to gain holistic insight into the topic
through cross-curricular educational approach.
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Clanek se zabyva problematikou nebezpednych chemickych latek v souvislosti s vyuzitim eské databize nebezped-
nych latek Medis-Alarm. Databaze Medis-Alarm je v tomto pfispévku charakterizovana a jsou nazna¢eny moznosti jejiho
vyuziti na vysokych $kolach pti vyuce studentti. Dalsim cilem je vyvolat diskusi o nutném zvyseni bezpec¢nosti jak obyva-
tel, tak zachranatd a zlep$eni ochrany Zivotniho prostiedi v Ceské republice.

Klicova slova: nebezpecné chemické latky, Medis-Alarm, Integrovany zachranny systém, vyuka

Obsah

1. Uvod do problematiky nebezpe&nych chemickych
latek

2. Nebezpecné primyslové chemické latky a smési

3. Databéaze nebezpecnych chemickych latek

4. Bezpecnostni listy nebezpecnych chemickych latek

5. Moznosti vyuziti databdze nebezpecnych chemickych
latek ve vyuce na vysoké skole

6. Zavér

1. Uvod do problematiky nebezpeénych
chemickych latek

Nebezpecné latky mutizeme obecné rozdélit do tif
hlavnich skupin. Patii sem chemické latky, radioaktivni
latky (radionuklidy) a biologické agens (latky). Uvedené
skupiny se zna¢né 1isi svymi vlastnostmi, projevy a nebez-
pecnosti, zplisoby detekce i ochranou ¢lovéka pied jejich
nepfiznivym pusobenim. Dulezité je téz znat moznosti
jejich rychlé, spolehlivé a bezpetné likvidace. Zasadné je
ovSem tfeba vnimat vyznamné fyziologické ucinky jednot-
livych nebezpecnych latek na lidsky organismus, ptipadné
zvitata a zivotni prostfedi. Od mechanismu putisobeni jed-
notlivych nebezpecnych latek se pak odviji zptisoby ochra-
ny ¢lovéka. Ackoliv radioaktivni a biologické latky mohou
byt velmi nebezpecné pro lidské zivoty a zdravi, pocet
téchto latek je relativné maly. Podstatné vétsi skupinu tvori
nebezpeéné chemické latky a smési, kam obecné patii
bojové chemické latky (diive nazyvané také otravné latky
nebo bojové otravné latky) a nebezpecné priimyslové che-
mické latky.
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Tento ptispévek se zamétuje na nekontrolované uni-
ky nebezpecnych chemickych latek pii chemickych neho-
dach a havdriich, a to jak u stacionarnich objektl a zafize-
ni, tak 1 pfi silnicni a Zelezni¢ni pfepravé nebezpecnych
véci podle mezinarodnich dohod ADR (Evropska dohoda
o mezindrodni silniéni pfepravé nebezpecného zbozi)
aRID (Rad pro mezinarodni Zelezniéni prepravu nebez-
pecnych véci). Je vhodné struéné ptipomenout, ze bojo-
vych chemickych latek a jejich riznych smési je znamo jiz
z obdobi 1. svétové vélky, kdy byly masové nasazeny,
vice jak 80. Jedna se vétSinou o vysoce toxické latky
(n¢kdy nazyvané super-jedy), které byly vyvinuty pfimo
k usmrcovani nebo zneschopiiovani lidi  (vojaki)'.
V soucasné dobé€ jsou tyto vysoce nebezpecné latky zaka-
zany Mezinarodni smlouvou o zdkazu chemickych zbrani
z roku 1993 (cit.?), ktera vesla v platnost v roce 1997.
Ceské republika ma vydan vlastni narodni zikon® a pii-
slusnou provadéci vyhlasku® o zékazu chemickych zbrani
a bojovych chemickych latek. Témito nebezpecnymi lat-
kami se ptispévek dale nezabyva.

Skupinu nebezpecnych priamyslovych chemickych
latek a smési definuje tzv. ,,chemicky zakon*, se kterym
uzce souvisi ,,zakon o prevenci zavaznych havaru“"’ zahr-
nujici v podstaté vSechny nebezpecéné primyslové chemic-
ké latky a smé&si. Za hlavni nebezpecné vlastnosti jsou
u pramyslovych chemickych latek povazovany jejich toxi-
cita (jedovatost), vybusnost a hoflavost. Vétsina nebezpec-
nych primyslovych chemickych latek ma pouze jednu
hlavni nebezpecnou vlastnost (napiiklad pro chemické
latky chlor a fosgen je typicka toxicita). Jiné zndmé a roz-
Sifené nebezpetné prumyslové chemické latky jako amo-
niak, oxid uhelnaty, kyanovodik a sirouhlik jsou toxické,
vybusné i hoflavé. Jsou velmi nebezpeéné nejen pii vyro-
be, ale také pii skladovani, preprav€é, manipulaci, a nako-
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nec i pfi samotném pouziti. Toto klasické déleni nebezpec-
nych primyslovych chemickych latek uvadi mnoho doma-
cich i zahrani¢nich informacnich zdroju, jejichz podrob-
né&jsi vycet je uveden v seznamu pouzité literatury. Tento
prispévek se zaméfuje na aspekty manipulace s témito
latkami z pohledu zvyseni bezpecnosti pii jejich pouzivani
jak v primyslovém méfitku, tak i v domacnostech.

Lze statisticky sledovat a pfipadné nasledné vyhodno-
tit nekontrolované havarijni tniky nebezpeénych latek
v Ceské republice? Statistickd ro¢enka Generalniho fedi-
telstvi Hasi¢ského zachranného sboru Ceské republiky
(dale jen GR HZS CR) vychézi jiz 30 let (prvni ro¢enka
vysla v roce 1991) a kromé jiného v sobé zahrnuje nekon-
trolované uniky nebezpecnych latek za hodnoceny rok.
Ve statistice jsou uvedeny dvé hlavni skupiny nehod, a to
uniky pohonnych hmot a uniky ostatnich nebezpecnych
chemickych latek. V minulé dekadé (roky 2012 az 2020)
zpocatku dochéazelo k trvalému rlistu téchto unikt a teprve
od roku 2018 dochazi k urcité stagnaci — viz tab. 1.

Uniky nebezpetné chemické latky jsou ve Statistic-
kych roenkach GR HZS CR definovany jako odborné
zasahy u neptiznivych udalosti spojenych s nezadoucim
uvolnénim nebezpecnych chemickych latek vcetné rop-
nych produkti (béhem vyroby, dopravy nebo manipulace,
kdy na misto uniku musel vyjet na odborny zasah Hasic-
sky zachranny sbor Ceské republiky (HZS CR)). Zasah
HZS CR se provadi k omezeni nebo sniZeni rizika nekon-
trolovaného uniku hoftlavych, vybusnych, ziravych, jedo-
vatych, zdravi Skodlivych, radioaktivnich a jinych nebez-
pecnych latek, ropnych produktd, ptipadné ostatnich latek
do Zivotniho prostfedi, véetn¢ zévaznych havarii podle
zakona o prevenci zavaznych havarii zptisobenych vybra-
nymi nebezpe¢nymi chemickymi ldtkami nebo chemicky-
mi smésmi, podle zakona ¢. 224/2015 Sb. (cit.®). Hlavnim
tkolem HZS CR pii takovych zasazich je pochopitelné
zachrana lidskych zivotl, ochrana lidského zdravi (jako
prvoradé a nejdilezitéjsi ukoly) a potom také ochrana
zivotniho prostiedi, uchranéni poskozeni majetku apod.

2. Nebezpecné primyslové chemické latky
a smési

Nejvetsi nebezpecéi uniku nebezpecnych latek hrozi
pfi mimofadnych udalostech, jako jsou primyslové neho-
dy, havarie, pozary, vybuchy, dopravni nehody nebo zivel-
ni pohromy. Pfi téchto situacich mize dojit k nekontro-
lovatelnému tniku nebezpe¢nych chemickych latek nebo

Tabulka I
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smési, coz mize mit dopad na zdravi a Zivoty obyvatel,
zasahujicich jednotek, zivotni prostfedi a majetek. K po-
dobnym situacim muze dojit také pti teroristickych tuto-
cich, pfi nichz mohou byt zneuzity nejen nebezpecné pri-
myslové chemické latky, ale hrozi i pouziti bojovych che-
mickych latek. Aby se co mozné nejvyssi mérou zamezilo
¢i predeslo témto udalostem spojenych s nebezpecnymi
chemickymi latkami, byl zaveden neoficialni pojem che-
micka bezpecénost.

Chemicka bezpecnost predpoklada aktivni znalost
souboru vyznamnych udaju o fyzikalné-chemickych, che-
mickych, toxikologickych a jinych vlastnostech, které
jasné charakterizuji potencialni rizika veskerého nakladani
s chemickymi latkami a chemickymi smé&smi, a to véetné
protiopatieni, ktera jsou zakladem pro krizové a havarijni
planovani a fizeni a vytvaieji komplex nouzové pfiprave-
nosti pro dany okruh hrozeb. Je proto snaha ujednotit ves-
keré vyznamné a nezbytné udaje o chemickych latkach
a zakotvit je v jednotné legislativé platné nejen pro oblast
statli Evropské unie, ale i celosvétoveé. K oznaCovani ne-
bezpecnych chemickych latek se pouZivaji jak presné defi-
nované piktogramy (specialni znacky), tak i vystrazné
tabulky. Vlastnosti nebezpecnych chemickych latek
a smési, tak jak jsou uvedeny v tzv. ,,chemickém zakoné*
Ceské republiky (zékon &. 350/2011 Sb., v paragrafu 5)°,
jsou v tab. II.

3. Databaze nebezpe¢nych chemickych latek

Moznosti, jak ziskat potfebné dilezité a vérohodné
informace o ucincich nebezpe¢nych chemickych ¢i biolo-
gickych a radioaktivnich latek, jejich fyzikalnich a che-
mickych vlastnostech, toxikologickych datech, pouziva-
nych ochrannych prostfedcich, prvni pomoci pfi zasaZen,
zpusobu likvidace, ptedepsaném oznaCovani, H-vétach
a P-vétach a dalSich uzitecnych udajich, je celd fada. Lze
samoziejmé vyuzit odbornou literaturu, vydané bezpec-
nostni listy nebezpecnych chemickych latek, rizné tabul-
ky, firemni katalogy a v neposledni fad¢ elektronické da-
tabazové systémy, které se v soucasné dobé jevi jako zcela
nejvhodnéjsi. Poskytuji  snadnou orientaci, rychle
a piehledné zpracované potiebné a vyznamné udaje, jsou
pravidelné aktualizovany a dopliiovany na zakladé védec-
kého poznani a diky této aktualizaci mohou zahrnovat
velké mnozstvi nebezpecnych latek a relativné presné
udaje o téchto latkach.

Nekontrolované havarijni Gniky nebezpeénych chemickych latek a smési v Ceské republice v obdobi 2012-2020 (niZe jsou
uvedeny pocCty uniki, aniz by byl specifikovan jejich rozsah a zavaznost)

Rok 2012 2013 2014

2015

2016 2017 2018 2019 2020

Pocet tniktl 5106 5253 6161

6693

6698 7304 7687 7798 7719
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Tabulka II
Vlastnosti nebezpecnych chemickych latek a smési

Chem. Listy 718, 169-173 (2024)

Skupiny latek jsou vyjmenovany v souladu s ,,chemickym
zakonem* Ceské republiky (¢. 350/2011 Sb.)

Osobni hrubé subjektivni hodnoceni autord ¢lanku
ve Ctyfech trovnich nebezpeci

Vybusné latky nebo smési

Oxidujici latky nebo smési

Extrémné hoflavé latky nebo smési
Vysoce hoflavé latky nebo smési
Hoftlavé latky nebo smési

Vysoce toxické latky nebo smési
Toxické latky nebo smési

Zdravi Skodlivé latky nebo smési

Ziravé latky nebo smési

Drazdivé latky nebo smési

Senzibilujici latky nebo smési
Karcinogenni latky nebo smési
Mutagenni latky nebo smési

Latky nebo smési toxické pro reprodukcei
Latky nebo smé&si nebezpecné pro zZivotni prostiedi

vysoce nebezpecné
nebezpecné

extrémné nebezpecné
vysoce nebezpecné
nebezpecné

extrémné nebezpecné
vysoce nebezpecné
nebezpecné
nebezpecné

malo nebezpecné
malo nebezpecné
nebezpecné
nebezpecné
nebezpecné
nebezpecné

Cennym zdrojem ziskdvani potfebnych dat o nebez-
pecnych chemickych latkach jsou databaze nebezpecnych
chemickych latek. Databazi nebezpecnych primyslovych
chemickych latek existuje v Ceské republice cela fada.
Samotni hasi¢i Ceské republiky pak uvadgji, ze databaze
nebezpecnych latek Medis-Alarm je nejrozsitenéjSim sys-
témem v Ceské republice u této zakladni slozky IZS
(Integrovaného zachranného systému). Zde je strucné uve-
dena charakteristika této databaze.

Databaze Medis-Alarm, jejimz producentem je Ceska
firma, obsahuje pfiblizné 10 000 zaznaml nebezpecnych
chemickych latek a je vytvarena jiz od roku 1991. Jejim
puvodnim zdkladem byl seznam pfiblizné tif tisic latek
a nebezpe¢nych véci dle dohody RID a postupem cCasu
byly ptidavany dalsi latky, které figuruji v ¢eské a evrop-
ské legislativé upravujici nakladani s nebezpe¢nymi latka-
mi a smésmi. Databdze je urCena zejména slozkam za-
chranného systému a vyrobnim podniktim, ale i distributo-
ram chemickych latek, ufadim statni spravy, studentim
a dal$im. Pouzivd multi-kriteridlni vyhleddvani (aktudlné
zahrnuje kolem Ctyficeti kritérii) a jeji soucésti jsou rovnéz
hygienické limity, uznavana doporuceni, pfiznaky otrav,
pokyny pro oSetfeni a propojeni s Ceskou, slovenskou a
evropskou legislativou. Demoverze databaze nebezpec-
nych latek Medis-Alarm je dostupnd na webové strance
www.medisalarm.cz. Ukazka jednoho ,,0kna*“ databaze je
uvedena na obr. 1
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4. Bezpecnostni listy nebezpe¢nych
chemickych latek

Vsechny nebezpecné chemické latky a smési uvadéné
na trhu musi mit podle zdkoni zpracovany bezpe¢nostni
listy. Tyto listy obsahuji souhrn v8ech dulezitych informa-
ci o dané latce, jako jsou napf. slozeni dané latky, pokyny
pro poskytnuti prvni pomoci, opatieni pro hasebni zasahy,
opatfeni v ptipad¢ nahodného tniku, skladovani, tdaje
tykajici se ochrany a bezpecnosti osob a dalsi vyznamné
bezpecnostni a jiné informace. Kazdy bezpecnostni list
obsahuje povinnych 16 polozek. Pti Cerpani automobilo-
vého benzinu nebo motorové nafty do osobniho vozidla si
1ze na Cerpaci stanici bezpe¢nostni list vyzadat a podrobné
se s nim seznamit. Hlavni smysl téchto listd je, aby uziva-
tel pfed manipulaci s nebezpecnou chemickou latkou byl
obeznamen s pravidly a riziky tykajicimi se dané latky.
Bezpec€nostni list umoziiuje uZzivatelim ucinit nezbytna
opatfeni tykajici se ochrany lidského zdravi a bezpe¢nosti
pri praci a ochrany zivotniho prostfedi. Zpracovatel bez-
pecnostniho listu musi informovat uzivatele o nebezpec-
nosti chemické latky nebo smési a poskytnout informace
0 jejim bezpeéném skladovani, manipulaci a odstrafiovani.

Vyraznym oznacenim nebezpecnosti chemickych
latek jsou ptredevsim grafické symboly uvadéné na oba-
lech. Smyslem je, aby byl uzivatel v¢as a dostatecné infor-
movan o moznych rizikach spojenych s danou latkou.
Krome grafickych symbola se pouzivaji také jejich hmata-
telné ekvivalenty, umoziujici identifikovat nebezpecnost
latek 1 osobdm nevidomym nebo se zhorSenym zrakem.
Spole¢né s grafickymi nebo hmatovymi symboly jsou také
pouzivana signalni slova, napf. varovani nebo nebezpeci.
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8 Medis-Alarm 1214
Kapitoly Litka Oblibené Pomnamky Pomoc

Ei :,—«g =uyacll = / /;v_\zi s\ ﬂ

@ 1-CHLOR-2,4-DINITROBENZEN

Vysvétlivky F1_~| Signalnislovo  «| | [nazevasymonyma = - . g - . .
Rvdty | Svéty | Hvéty «|Pvéty »| [67561 Hieas | & & | /‘)m \é*ﬁ \1.)

Bezpeinostni znatka ADR/RID

Vystrazny symbel CLP

Vystrazny symbol DSD

Upozornéni

et wss o [NNRGON] A & A
Identifikace: A Identifikace latky v predpisech
¥ |ARegistraéni &islo CAS: 97-00-7 chioradintrobenzene + (die 1272/2008/ES EN) A
Qgislo ES (EINECS/ELINCS/NLP): 202-551-4 chiordintrobenzen * (dle 1272/2008/ES CZ)
RIndexove cislo (EEC): 610-003-00-4 Chiordinitrobenzol * (dle 1272/2008/ES DE) v
ANafizeni REACH: Latka je uvedena v piloze XVII. @2 Synonyma:
viz kapitola F8 -chior-2,4-dintrobenzen (3l IUPAC) ~
Asumarni vzorec: C6H3CTIN204 1-Chior-2,4-dinitro-benzol
QEunkéni vzorec: CIC6H3(NO2)2 1-Chioro-2,4-dinitrobenzene v
v Qlasifikace (revidovans): Acute Tox. 3 (*); H301
F Acute Tox. 2; H310 o o
P Acute Tox. 3 (*); H331 e
STOT RE 2 (*); H373 () I I I |
;_ Aquatic Acute 1; H400
= Aquatic Chronic 1; H410 N N
L p-vaty viz kapitola F2 4 %
Qvystrazny symbol: GHS06 GHS08 GHS09 [i] O [0}
Qsignalni slovo: Nebezpet
QH-véty - oznaceni: H301 H310 H331 H373 H410 [i]
Poznamky : c
APoznamka zpracovatele: Klasifikace CLP se li&f od harmonizované CLP (zmény jsou al
zvyraznény Zervens)
Cerveng zvyraznena je zpiisnéna harmonizovana
cLp
PCLP harm
PDSD Nouzova opatfeni:
¥ Qicemleriy kod (ADR): 60 © ERG 2016 ERG153
£ R emleriv kéd (RID): 60 @ ERIC 2015 6-03
e QuN Eislo: 3441 [i]
P Qank: 6.1,T2 @Pfibuzné zaznamy:
3 agiD: 6.1,T2 @ CHLORDINITROBENZENY ; tuhé
a ABezpednostni znatka (ADR): 6.1 [ o et
QBezpetnostni znatka (RID): 6.1 [i} 4-CHLOR-1.2-DINITROBENZEN
A0balovs skupina ADR/RID: I
AIMDG: 6.1 [i]
AIMDG-vedlejéi nebezpeti: P (5]
AIMDG-obalové skupina: I
QLatka zneéistujici more: Ano
Znacka pro latky ohroZujic Zivotni prostredi: Ano
QICAQ/IATA: 6.1 [i]
QIATA-vedlejsi nebezpeti: i ]
QIATA-obalovd skupina: i
¥ AHAZCHEM 2017: 2% (i) v

ANouzova opatfeni ERG 2016:
314 /10284 || 1-CHLOR 2. 4 DINITROBENZEN

ERG153 - LATKY TOXICKE A/NEBO Z{RAVE (ZAPALNE)

Identifikace 2021/4 V4 2 359

Obr. 1. Ukazka jednoho vystupu z databaze Medis-Alarm

Kromé grafickych symbolid a signalnich slov se pouzivaji
také tzv. bezpecnostni véty, pokyny a doplitkové informa-
ce. Smyslem vét je podrobnéji informovat uzivatele
o moznych rizikdch (H-véty) a doporucenych postupech
pro bezpetné zachdzeni ¢i chovani v piipad¢ incidentu
(P-véty). H-véty (z angl. Hazard statements) jsou stan-
dardni véty o nebezpecnosti chemickych latek a jejich
smési. Jsou soucasti Globaln¢ harmonizovaného systému
klasifikace a oznacovani chemikalii a nahrazuji diivejsi R-
véty se stejnym ucelem a obdobnym obsahem. P-véty
(z angl. Precautionary statements) jsou standardizované
pokyny pro bezpetné zachazeni s chemickymi latkami a
jejich smé&smi. Jsou opét soucasti Globalné harmonizované-
ho systému klasifikace a oznaCovani chemikalii a nahrazuji
drivejsi S-véty se stejnym ucelem a obdobnym obsahem.

5. Moznosti vyuziti databaze nebezpecnych
chemickych latek ve vyuce na vysoké Skole

Autofi tohoto textu pléduji pro zavedeni databazi
nebezpecnych chemickych latek jako soucast vyuky na
bezpeénostnich oborech vysokych skol v Ceské republice.
V bezpecnostni praxi se s databazemi nyni pracuje Castéji
nez s literaturou. Moznosti vyuziti databazi nebezpecnych
chemickych latek je na vysokych skolach cela fada. Pied-
né je nutno zddraznit, ze prednaska tykajici se databaze
nebezpecnych chemickych latek sice muze studentim

172

nabidnout urcity soubor zakladnich védomosti o moznos-
tech a vyuziti informaci o nebezpeénych chemickych lat-
kéch, ale rozhodn¢ nelze pocitat s tim, ze studenti ziskaji
v této fazi vyuky potfebné dovednosti. Umoznit studentovi
zisk&ni vybranych dovednosti pro aktivni pouziti databdze
nebezpecnych chemickych latek by mélo byt cilem akade-
mického pracovnika, ktery tuto bezpecnostni problematiku
vyucuje a idealni formou vyuky jsou pak odborné semina-
fe, nejlépe ve specialni pocitacové ucebné, kde se kazdy
student mtize s databazi nebezpecnych chemickych latek
dikladné seznamit. Prvni autor ¢lanku vyucoval tuto bez-
pecnostni problematiku na vysoké $kole, kde v seminafi
zadaval jednoduché pracovni odborné tkoly, pii kterych
se studenti aktivné ,,potykali s databazi nebezpecnych
chemickych latek a to v riznych oblastech, jako jsou
vlastnosti nebezpecnych chemickych latek, poskytovani
prvni pomoci po zasazeni, haSeni pozart, ochrana osob
pted ucinky nebezpeénych chemickych latek apod. Zjed-
nodusené je mozno fici, Ze student samostatné¢ hleda/
listuje v databazi nebezpeénych chemickych latek a vyhle-
dava pozadované informace a podklady pro zpracovani
zadaného ukolu. Tim se pochopitelné podrobné seznamuje
sjeji strukturou, obsahem a moznostmi jejtho rychlého
a ucelného vyuziti v praxi. Dalsi dilezité pouziti databaze
je pak mozné pii zpracovani studentskych kvalifika¢nich
praci, jako jsou bakalaiské a diplomové prace, pripadné
jako podkladovy material pro feSeni specifickych védecko-
vyzkumnych bezpecnostnich projektt na vysokych skolach.
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6. Zavér

Nebezpecné chemické latky jsou na mnoha mistech
kolem nés. Jejich fyzikéalni, chemické, toxikologické
a dalsi vyznamné vlastnosti jsou pochopiteln¢ zna¢né roz-
dilné a mnohdy mohou byt tyto latky az extrémné nebez-
pecné pro zivot a zdravi. Je proto dulezité mit piistup
a dovednosti k rychlému ziskani potiebnych informaci
o téchto latkach. V Ceské republice existuje mobilni apli-
kace Databaze nebezpeénych chemickych latek Medis-
Alarm uréen pro HZS CR s obsahem 10 tisic nebezpeé-
nych chemickych latek. S touto databazi ma piimou sou-
vislost v Ceské republice jiz roky provozovany a osvéd&e-
ny systém TRINS (transportni, informacni a nehodovy
systém), ktery byl zalozen v roce 1996. Dany piispévek si
klade za cil podpofit diskusi o nutném a potiebném zvyse-
ni bezpecnosti jak obyvatelstva, tak také zasahujicich za-
chranafi a zkvalitndni ochrany Zivotniho prostiedi v Ces-
ké republice.
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Prague, Faculty of Security Management, Department of
Crisis Management, Czech Republic, ® University of South
Bohemia in Ceské Budéjovice, Faculty of Health and So-
cial Sciences, Czech Republic): Medis-Alarm Significant
Database of Hazardous Substances in Czech Republic

This article deals with the security of the population
and the fire brigade, which uses the Czech database of
hazardous substances, Medis-Alarm. This database is con-
nected with the long-term operation of the proven safety
transport system TRINS (transport, information and acci-
dent system) in the Czech Republic. The Medis-Alarm
database is the most widespread one used in the Czech
Republic. In this paper, this database is therefore charac-
terized and described in detail, and various possibilities of
its use at universities are indicated. The article also aims
to provoke a public professional discussion on the neces-
sary increase of the safety of both the population and res-
cuers and the improvement of environmental protection in
the Czech Republic.

Keywords: hazardous chemical substances, medis-alarm,
integrated rescue system, teaching

Uziti tohoto dila se fidi mezinarodni licenci Creative Commons Attribution License 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/
by/4.0/legalcode.cs), ktera umoziiuje neomezené vyuziti, distribuci a kopirovani dila pomoci jakéhokoliv média, za podminky
tadného uvedeni nazvu dila, autord, zdroje a licence.
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Veletrh analytica 2024 Mnichov ukaze laboratorni svét zitrka:

Veletrhu se ztcastni vsichni lidfi trhu

Vysoky narist poctu vystavovatell ze zahranici % a n a IYt i ca

Nabity doprovodny programu s konferencemi a odbornymi féry ‘ .

Top témata veletrhu: digitalni transformace nazivo

Ve dnech 9. aZ 12. dubna se mezinarodni laboratorni priimysl znovu sejde na veletrhu analytica v
Mnichové. Predni svétovy veletrh laboratorni techniky, analytiky a biotechnologie pokryva celé
spektrum laboratofi v priimyslu a vyzkumu a klade velky dliraz na vyménu odbornych znalosti pro védu
a praxi.

Laboratofe 4.0: Laboratory & Analytical Device Standard nebo zkracené LADS se neddvno stal
dostupnym komunikaénim standardem, ktery propojuje softwarové systémy, analyzy a laboratorni
zarizeni od rlaznych poskytovatel(. , Digitalni transformace laboratorniho svéta nedprosné postupuje.
Komunikace zafizeni nezavisla na vyrobci nyni vyrazné urychli vyvoj“, zdUrazruje Susanne Grodl,
zastupkyné reditele pro analytiku veletrhu Messe Minchen. ,Zveme Vas k navstévé veletrhu analytica,
kde nahlédnete do sitové propojené laboratofe budoucnosti”. Specidlni show analytica Digital
Transformation v hale B2 ukazuje, jak Ize diky bezproblémové komunikaci zafizeni implementovat pIné
automatizované laboratorni procesy, od digesce vzorku aZ po analyzy a hodnoceni. Veskeré podrobnosti
o LADS jsou k dispozici také na stanku prlimyslového sdruzeni SPECTARIS, které sehralo klicovou roli ve
vyvoji komunikaéniho standardu plug-and-play.

Jednim z vrcholUl specidlni show analytica Digital Transformation bude autonomni laboratorni robot
Kevin, ktery prebirad predevsim rutinni Gkoly pro laboratorni personal. Kevin mizZe prepravovat vzorky
a dodavat systémy s Cinidly, Spickami pipet a mnoha dalsimi vécmi. Mobilni pomocnik byl vyvinut ve
Fraunhofer Institute for Production Engineering and Automation (IPA) a nyni jej do sériové vyroby uvadi
firma United Robotics Groups.

Navstévniciveletrhu a této specidlni vystavy si také vyzkousi vyhody digitalizovaného skladovani, véetné
online udrzby skladu a automatického tisku etiket. To vSe zvySuje nejen efektivitu v laboratofi, ale také
bezpecénost prace, protoze nespravné nebo nedostatecné oznacend cinidla a nevhodné skladované
nebezpecné latky jsou jiz minulosti.

Uméla inteligence jako hnaci sila.

Skutecnost, Ze si uméla inteligence stale vice nachazi cestu do svéta laboratofi, se ukdze zvlasté na
konferenci analytica, ktera je védeckym vrcholem veletrhu. Prikopnikem je lékarska diagnostika, ktera
vyuzivd umélou inteligenci napfiklad v diagnostice nadord. Tomuto tématu bude vénovana konference
»Aplikace algoritm( umélé inteligence v laboratorni mediciné” 10. dubna odpoledne. VyuZiti umélé
inteligence je uZiteCné nejen v medicing, ale také v zobrazovani a spektroskopii obecné, jak ukaze
zavérecna predndska celodenniho sympozia ,A Dream Comes True: Fantastic News from Analytical
Chemistry” dne 9. dubna.

Uplatnéte voucher na vstupenku zdarma s timto kédem: analyticaAV63 na
https://analytica.de/en/munich/tickets/

evvs




Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologické

nabizi pro akademicky rok 2024/2025

DOKTORSKE STUDIJNI PROGRAMY

(standardni doba studia 4 roky)

® Analyticka chemie

® Anorganickda chemie

® Anorganickd technologie

@ Biochemie

® Ekonomika a management podnikU s procesnimi vyrobami

® Fyzikdlni chemie

® Chemické a procesni inzenyrstvi, specializace Environmentdlni inzenyrstvi;
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® Organickda chemie

® Organicka technologie
® Povrchové inzenyrstvi ‘
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VSechny nabizené doktorské studijni programy je moinéhdo.m v prezenéni i kombinované formé.
Pfihlasky k doktorskému studijnimu programu musi byt dolozeny pisemnym souhlasem potenciondalniho
skolitele s navrhem tématu disertacni prdce, Zivotopisem, potvrzenim o zdravotni zpUsobilosti, doklady
o dosazeném vzdélani.

Prihlasku Ize podat bud' elekironicky na adrese http://eprihlaska.upce.cz nebo na standardnim formuldari
Prihlaska ke studiu na vysoké skole v CR".

Termin prihlasek: 31. kvétna 2024

www.zivotjechemie.cz
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