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Zahady polyamidii a mezilidskd chemie

Za kazdym velkym objevem a vyndlezem je treba
vidét jednoho jediného clovéka. Ten poskytne prvotni nd-
pad a ideu, kterou pak jeho spolupracovnici ddle rozpra-
cuji a uvedou do praxe.” Takovy ndzor jednou vyjadril
Otto Wichterle (1913—1998), znamy jako spoluautor vyndle-
zu pripravy polymerniho hydrogelu zaloZzeného na hydro-
filnim 2-hydroxyethylmethakryldatu (spolu s Drahoslavem
Limem [1925-2003]) a vyndlezce piivodni metody pripra-
vy méekkych kontaktnich cocek polymeraci v rotujicich
formickach. A jesté pokracoval: ,, Také origindlni hudebni
dilo, treba symfonii, vytvori jen jediny skladatel. Az po
ném mohou prijit dalsi, kteri jeho motivy mohou ddle
upravovat, treba pro jiné ndstrojové obsazeni. * Miizeme si
predstavit, Ze za vyznamnymi vyndlezy, které jsou dnes
soucasti civilizace, byli opravdu genidlni jednotlivci. Ale
dnes uz je nemozné zjistit, kdo byl ten prvni, koho napadlo
udelat si luk a Sip, vytvorit kolo na hrideli, rozdeélat trenim
ohen nebo kombinaci medi a cinu vytvorit bronz.

Zato historie soucasnych syntetickych polymernich
materidalit je pomerné mladd. Jejich masivniho rozvoje
a vyuziti v jednadvacatém stoleti se puvodni vyndlezci
a objevitelé casto nedoZili, zato o nich existuji pisemnad
svedectvi, patentova literatura a mnozstvi védecké a od-
borné literatury. Presto o vzmniku vyznamnych polymerii,
jako jsou polyethyleny, polypropylen nebo polyamidy,
které jsou dnes soucasti kazdodenniho Zivota, panuje rada
nejasnosti, a dokonce i zdahad a povér. To plati zejména
pro historii polyamidii. Jejich pribéh je natolik zajimavy,
ze stoji za blizsi prozkoumdni. A ukazuje se, Ze u vyznam-
nych objevii prvnich polyamidii opravdu vystupuji vyrazni
Jednotlivci. Nikdy ale nebyli sami.

Na prvnim misté je to jist¢e Hermann Staudinger
(1881-1965), nositel Nobelovy ceny. Staudinger v roce
1920 v casopise Chemische Berichte zverejnil revolucni
¢lanek nazvany O polymeraci. Samotny termin polymer uz
na pocatku 19. stoleti navrhl svédsky chemik Berselius pro
latky, jejichz molekuly jsou vytvoreny z mnoha stejnych
chemickych jednotek. AZ do Staudingerova clanku platil
v chemii ndzor, Ze polymerni molekuly jsou jen koloidni
shluky nizkomolekuldrnich jednotek. Staudinger ale formu-
loval predstavu, zZe polymery jsou molekularni retézce,
v nichz jsou nizkomolekularni jednotky spojeny chemicky-
mi vazbami. Z toho pak logicky vyplynula moznost takové
Fetézce vytvdret synteticky chemickym spojovanim dvoj-
funkcénich monomeraii.

Myslenky polymernich retézcii se hned ve dvacdtych
letech dvacatého stoleti chopilo nékolik proziravych che-
mikit a snazili se takové nové polymery zamérné vytvaret.
Prave tricata a ctyricata léta 20. stoleti byla pro tvirci
chemiky neobycejné vzrusujici a napinava. Oteviral se
pred nimi svet nejruznéjsich, dosud neznamych materialu
s netusenymi vlastnostmi. Mezi takovymi tviircimi chemi-
ky hned vystupuje tviirce ,,nylonového véku* Wallace
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H. Carothers (1896-1937). Absolvoval Harvardovu uni-
verzitu, néjakou dobu predndsel studentiim a v roce 1928
nastoupil do ustiednich laboratori firmy DuPont ve
Wilmingtonu v americkém staté Delaware. I kdyz Nemec
Staudinger dostal Nobelovu cenu az v roce 1953, je témér
Jisté, Ze americti chemici jeho predstavu polymerniho re-
tézce znali a prakticky podle ni postupovali. Carothersové
skupiné se takto podarilo pripravit nékolik pozoruhodnych
polymernich materidalii, napr. chloroprenovy kaucuk
(neopren) a také polyamidy. Nejvétsiho uspéchu ale do-
sahli - pripravou polyamidit  kondenzacni reakci hexa-
methylendiaminu a dichloridu kyseliny adipové na rozhra-
ni vodné a organické faze. Spolecnost DuPont prihldsila
americky patent na takovy polyamid uz v cervenci 1931.
Prvni  uspésnou  laboratorni  syntézu  uskutecnil
v Carothersove laboratori 28. unora 1935 francouzsko-
americky chemik Gerard Bérchet (1902—1990). Protoze
kazda z reakcnich sloZek ma v molekule 6 atomii uhliku,
chemici navrhli pro vysledny produkt jméno polyamid 6-6.
To se ale nelibilo ndazvoslovné komisi firmy. Vedeni spolec-
nosti pochopilo, ze polyamidovd vidkna naleznou rozsahlé
uplatnéni na vyrobu damskych puncoch. A také, Ze poly-
amidové puncochy budou mnohem odolnéejsi proti parani
a tvorbé ocek. Ocku na puncose se v Americe rika ,,run*,
a tak prvni navrh jména pro polyamidova vldkna byl ,,no
run‘. Z tohoto sloganu se pak postupnym preskupovanim
pismen vzniklo nyni znamé slovo nylon. To slovo se vSem
libilo, protoze nemélo do té doby Zdadny konkrétni vyznam,
a navic se dal vysvetlit jako pocdtecni pismena dvou nej-
vetsich mést USA a Velké Britanie NY-LON. Kdyz se blizi-
la vdlka a Japonci zablokovali dovoz cinského hedvabi do
Ameriky, dostala zkratka nylon jeste dalsi viceslovny roz-
voj: Now You Lost, Old Nippon, tedy: Ted jste prohra-
li, stari Japonci.

Dalsi nadéjnou cestu na pripravu polyamidit nabizel
uz od pocdtku kaprolaktam. Molekula tohoto cyklického
amidu tvori sedmiclenny uzavieny kruh. Kazdého prozira-
vého chemika by mélo napadnout, zZe rozevienim kruhu
mezi skupinou C=0 a skupinou NH vznikne segment, jehoz
postupnym opakovanim by vznikl linearni retézec polyami-
du. Polymer kaprolaktamu ve tricatych letech 20. stoleti
doslova visel ve vzduchu. Vzdélany Carothers o ném nepo-
chybné uvazoval, ale rozevrit kruh kaprolaktamu se mu
nepodarilo. A to je hned prvni zdhada spojena s polyamidy
(moznd nemél patricné cisté vychozi latky). A nasleduje
hned dalsi a tragické tajemstvi: Ten chytry a ispésny che-
mik ukoncil dobrovolné sviij Zivot. Jesté navstivil kratce
svou laborator a pak, 28. dubna 1937, objevili nahodni
hosté jeho mrtvé télo v hotelovéem pokoji. Pobliz byla polo-
prazdna ampulka se zbytkem kyanidu draselného a piilka
vymackaného citronu. Motiv jeho nestastného cinu se ne-
podarilo jednoznacné objasnit, ale s kaprolaktamem urcité
nesouvisel.
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Mezitim, na druhé strané Atlantického ocednu,
usiloval o pripravu polyamidii Nemec Paul Schlack
(1897-1987), vyzkumny chemik u nemecké firmy
Glanzstoff. Kdyz  zjistil, Ze priprava  polyamidii
z kaprolaktamu neni patentové chranéna, vydal se timto
vyzkumnym smérem. Vyzkum zahdjil z vlastniho zaujeti bez
primého  prikazu vedeni firmy. S jedinym laborantem
W. Ahrensem byli tak presvédceni o dosazitelnosti svého
cile, Ze pracovali doslova ve dne v noci. Pravé jedné noci
z 28. na 29. ledna 1938 pripravili prvni polykaprolaktam
neboli polyamid-6 (jeho strukturni jednotka ma prdvé
6 uhlikii).

U nds se zabyval pripravou polymerii kaprolaktamu
za protektordtu ve vyzkumném ustavu firmy Bata ve Zliné
Otto Wichterle, a to ziejmé nezavisle na Schlackovi. A to
Jje vlastné dalsi zahada. Na druhé strané Wichterle znal
americké publikace a reserse Carothersovy skupiny. Ty
pripravu vidknotvorného polymeru z kaprolaktamu kupo-
divu vylucovaly. Presto se o to Wichterle pokusil, a spolu
s Jirim  Prochdzkou, ktery pracoval v jeho oddéleni
v Batovych laboratorich, prvni kaprolaktam skutecné pri-
pravili. Kdyz ziskali prvni pétigramovou kulicku polymeru,
vytahli z ni horkou tycinkou dlouhé vidkno. Wichterle to
hrdé predvedl vedoucimu laboratori docentu Stanislavu
Landovi (1898-1981) a spolu s nim pak v osmém patre
zlinského mrakodrapu i Fediteliim firmy Bata, Hlavnickovi
a Ciperovi. Reditelé celé oddéleni financné podporili
a roz$irili o dalsi chemiky. Mezi nimi byl prijat také Alois
Novotny. Po vdlce pak pomohl Otto Wichterle zavést prii-
myslovou vyrobu polyamidu-6 v Ceskoslovensku. Nejprve
v chemickych zdvodech Zilina, pozdéji v Plané nad Luzni-
ci. Navrzeny ndazev domdctho polyamidu winop (Wichterle-
Novotny-Prochdazka) byl zmenén na silon. Jiri BrozZek
z prazske Vysoké skoly chemicko-technologické uvadi, Ze
slovo silon navrhl basnik Vitezslav Nezval.

Kdyz se ted pokusime spletitou historii pocatkii synte-
tickych polyamidii shrnout, je ziejmé, Ze by vyzadovala
vysvetleni jednotlivych kroku chemickych reakci. Také sled
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Jednotlivych udalosti by si zaslouzil podrobnejsi vyklad.
Ale jedna véc je ziejma, Zadny z téch vedoucich chemikii,
kteri jsou uvadeéni jako pivodci prvnich polyamidii, nebyl
sam. Vzdycky méli alespor jednoho nebo dva blizké spolu-
pracovniky a pak také nezbytné laboratorni zazemi, véetné
tymii svédomitych laborantek a laborantii. Uspésné vysled-
ky spolupracujicich chemikii byly mozné jen proto, ze mezi
nimi panovala také optimalni spoluprdce a vzdjemné poro-
zuméni, spravna mezilidskd chemie. Podle nezarucené
ustni tradice by se dalo jméno nylon sestavit také
z pocdtecnich pismen kiestnich jmen Carothersovych spo-
lupracovnic: Naomi, Yvet, Luisa, Olivia, Nancy.

Zaverem je tieba Fict, Ze polyamidy a polyamidova
vidkna nevytvoril jako prvni Zadny z vyse uvedenych vyji-
mecnych lidi, ale Matka Priroda. Proteiny (bilkoviny) jsou
totiz prirodni polyamidy dovedené miliony let evoluce do
chemické i  strukturni  dokonalosti.  Stejné  jako
v priimyslové zvldakinovaci lince také pri vzniku prirodnich
polyamidovych vidken probiha dileZita faze dlouzeni. Ta
vidkna zjemnuje a vytvdri jejich nadmolekuldarni strukturu.
Pavouk své vidkno neustdle nozickama odtahuje a housen-
ka bource morusového se pri vypuzovani vidkna vrti kolem
své osy. Az si budeme pristé vazat hedvabny Sdatek, nebo
vymetat pavuciny, méli bychom si to uvédomit.

Miroslav Raab, Martin Hruby a Tereza Hamsova
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1. Uvod

Kdyz se stal jeden zautord tohoto pfispévku (SR)
skoro pted 30 lety ¢lenem S§irsi redakéni rady mezinarodni-
ho &asopisu Drugs of the Future', pojednéval tento &asopis
v podstat¢ pouze o takzvanych ,malych moleku-
lach* (small molecules). S nastupem biologickych 1é¢iv na
pocatku 90. let se situace zacCala meénit, ale stale pocet
schvalenych biologickych 1é¢iv nedosahuje pocétu schvale-
nych 1é¢iv s malymi molekulami. Napf. v roce 2018 ame-
ricky regulaéni Gfad FDA (Food and Drug Administration)
schvalil sice nejveétsi pocet biologik v historii (17), ale také
42 malych molekul (obr. 1). Zjevné tedy 1éky budoucnosti
budou predstavovany obéma zminénymi tfidami 1&Civ.
V nasledujicim textu bychom chtéli osvétlit hlavné roli
malych molekul v terapii, véetné problému, které zavadéni
takovych 1é¢iv provazi.

2. Malé molekuly a biologicka lé¢iva

Pod pojmem malé molekuly se ve farmacii obvykle
mini latky s jednotnou strukturou o pomérné¢ nizké mole-
kulové hmotnosti. VétSinou jsou schopné se dostat dovnitt
bun¢k a tam zprostiedkovavat svoji biologickou aktivitu.
Dalsim aspektem malych molekul je, ze je lze podavat
fadou zpisobu a pokud maji vhodné fyzikalné-chemické
vlastnosti, tak i oralni cestou. Vzhledem k jednotné struk-
tufe a malé velikosti lze tato lé¢iva snadno charakterizovat
a také analyticky sledovat jejich Cistotu. Byly to pravé

Léciva schvalena FDA v letech 1991 az 2020
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471



Chem. Listy 716, 471-480 (2022)

malé molekuly, které béhem minulého stoleti dosahly vy-
znamnych uspéchil v 1écbé fady onemocnéni a které po-
mohly soucasnym farmaceutickym firmam k dosazeni
jejich vehlasu a bohatstvi. Vétsina 1ékt s roénimi prodeji
nad milion americkych dolart, takzvanych ,,blockbusterti*,
patfila dlouho k malym molekulam. V 60. a 70. letech
minulého stoleti takovym lé¢ivem byl benzodiazepin dia-
zepam (Valium), ktery se zadhy po jeho zavedeni v roce
1963 stal ,,blockbusterem* a po nékolik desetileti ztstaval
v USA nejprodavanéjsim lékem na ptedpis. DalSim prilo-
mem bylo hypolipidemikum atorvastatin (Lipitor, Sortis),
ktery v letech 2003-2011 pfinaSel firm¢ Pfizer roéné obrat
nékolika miliard USD s vrcholem 13 miliard v roce 2006
(cit.?). Vzhledem k jednotkové cené neni Zadnym piekva-
penim, ze monoklonalni protilatka adalimumab (Humira)
firmy AbbVie nékolik let po svém schvaleni ptekonala
svymi prodeji atorvastatin a stala se nejveétSim
,,blockbusterem* v§ech dob.

Vétsina malych molekul je ziskavana chemickou syn-
tézou nebo z piirodnich zdroj, popiipadé chemickou mo-
difikaci prekurzorii ziskanych z pfirodnich zdroji. Mezi
malé molekuly ale také patii klasicka antibiotika ziskavana
fermenta¢né. Podobné jsou biotechnologicky ziskavané
i dalsi typy malych molekul. Z té€ch znaméjsich lze zminit
prvni schvédlené statinové hypolipidemikum lovastatin
(Mevacor) nebo orlistat (Xenical) k 1écbé obezity.

Na druhou stranu biologicka 1éciva (biofarmaceutika)®
jsou slozité organické struktury, obvykle nemajici jednot-
nou strukturu. My se v nasledujici diskusi budeme vénovat
hlavné monoklonalnim protilatkdm (-mabtm), které pred-
stavuji zdaleka nejvetsi ¢ast noveé schvalovanych biologic-
kych 1é¢iv*”. Diky svoji velké molekule tyto latky obvykle
nejsou schopny proniknout do bunék a svoji biologickou
aktivitu zprostiedkovavaji mimo buiiky. Vzhledem k jejich
charakteru nelze biologicka 1é¢iva snadno strukturné cha-
rakterizovat a stavajicimi analytickymi metodami nelze
spolehlive sledovat jejich Cistotu.

S rozvojem molekularni biologie a podobnych véd
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doslo za poslednich 50 let k vyraznému rozvoji v oblasti
biologickych 1é¢iv a nékteti experti pfedpokladali rychlou
dominanci téchto 1éCiv ve vétsiné terapeutickych oblasti.
Ve skute¢nosti malé molekuly stale dominuji jak ve vy-
zkumu, tak v terapii vétSiny onemocnéni. Tento fakt ma
fadu pficin, mezi néz patii jak nemoznost oralniho podani,
tak vysokd cena té€chto 1é¢iv. DalSim divodem je fakt, Zze
u malych molekul vzhledem k relativné nizké molekulové
hmotnosti a jednoduchym chemickym strukturdm jsou
jejich farmakokinetické a farmakodynamické vlastnosti
obvykle predvidatelnéjsi nez je tomu u biologickych 1é¢iv.
A 1 kdyz néktera 1é¢iva s malou molekulou, zvlasté ta
z prirodnich zdroji nebo ta ptirodnimi latkami inspirova-
na, jsou strukturné velmi slozitd, jsou jejich vyroba a Ciste-
ni ve srovnani s biologickymi léCivy obvykle pomérné
jednoduché. Vysledkem je fakt, ze vétSina malych molekul
mize byt cenové mnohem dostupngjSimi, zvlasté
v okamziku vstupu generickych ekvivalenti na trh, kdy
dochézi k vyznamnému snizeni jejich ceny. U biologic-
kych 1éCiv sice také po uplynuti patentové ochrany mohou
nastoupit takzvand biosimilarni 1é¢iva®, cenova eroze
v této oblasti ale nebyva tak vyrazna jako u generik. To je
dano jednak znacnou sloZitosti vyroby biologickych 1¢¢iv,
do zna¢né miry ale také tim, zZe vzhledem k slozitosti jejich
vyroby a kontroly jakosti zde neexistuje tak ostra konku-
rence jako u generickych 1é¢iv.

Zvlasté v onkologii se biologicka 1é¢iva velmi rychle
stala nepostradatelnou soucasti terapie, kde napliluji nena-
plnéné klinické potieby, které malé molekuly nemohou
uspokojit. Rada monoklonalnich protilatek, jako je napfi-
klad trastuzumab (Herceptin), se stala zakladni cilenou
terapii v 1é¢bé fady onkologickych onemocnéni.

3. Pokroky v oblasti 1é¢iv s malymi molekulami
V tomto pojednani bychom radi diskutovali roli ma-

lych molekul a biologickych 1é¢iv v riznych terapeutic-
kych oblastech a ilustrovali nase nazory ptiklady nékolika
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imatinib

terapeutickych oblasti. Vzhledem ke schopnosti fady ma-
lych molekul dostat se do buiiky a tam ovliviiovat intrace-
lularni dgje, vCetné téch zprostiedkovanych proteiny, jsou
a 1 v budoucnosti budou malé molekuly nepostradatelnou
soucasti terapie. Vzhledem k jednodus$imu ziskavani ma-
lych molekul ve velkych kvantech se da predpokladat, ze
zv1asté u 1écby chronickych a Siroce rozsifenych onemoc-
néni malé molekuly ziistanou pilifem klinické 1é¢by.

Farmaceuticky vyzkum uc¢innych latek v podobé ma-
lych molekul stale roste, avSak jejich povaha se méni —
jsou Casto velmi $patné rozpustné a vysoce potentni. To
pfinasi mnoho vyzev pro farmaceutické firmy, které muse-
ji ménit své vyrobni trendy a primyslové zazemi, aby
mohly zformulovat nové ucinné latky do 1écivych produk-
th, které se stdvaji velmi komplexni a vyzaduji pouziti
inovativnich technologii.

V soucasné dob¢ nejvétsi ¢ast novych 1é¢iv s malymi
molekulami zavadénych do terapie patii do skupiny inhibi-
tor proteinovych kinas, které inhibici téchto enzymi blo-
kuji pfenos signalu v bunce. Brzy po zavedeni prvniho
léciva této kategorie, inhibitoru tyrosinové kinasy imatini-
bu (Gleevec) v roce 2001, nasledovalo v roce 2003 zave-
deni gefitinibu (Irresa). Ob¢ 1é¢iva pouzivana v onkologii,
imatinib k 1é¢b¢ urcitych typa leukémie a gefitinib v 1écbé
nemalobunééného karcinomu plic, se zahy stala
,,blockbustery*.

Nasledovalo schvaleni mnoha dalSich 1é¢iv zaloze-
nych na inhibici fady tyrosinovych kinas, Zjistilo se, Ze u
té&chto 1éc¢iv je vyhodné&jsi, pokud inhibuji soucasné¢ néko-
lik kinas, a tak moderngjsi lé¢iva této skupiny jiz nejsou
selektivnimi inhibitory, ale jsou cileny na nékolik riiznych
enzymi. Kromé typickych inhibitori tyrosinovych kinas
nékterd nova lé¢iva inhibovala jejich rtizné subtypy, véet-
né¢ Janus kinasy (napf. ruxolitinib — Jakafi), Brutonovy
kinasy (napf. ibrutinib Imbruvica), nebo serin-
threoninové kinasy, jako jsou cyklin-dependentni kinasy
(napft. palbociclib — Ibrance). Nastup kinasovych inhibito-
ri je patrny ztoho, Zze od schvaleni imatinibu uplynulo
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pouhych 20 let a v soucasné dobé je jiz registrovano kolem
70 kinasovych inhibitorg.

4. Problémy ieSené v souvislosti s aplikaci
malych molekul

V pribéhu vyvoje medicindlni chemie a farmakologie
byla objevena fada platnych principu, jejichz aplikaci 1ze
obecné ziskat malé molekuly, které svymi fyzikalng-
chemickymi vlastnostmi zajistuji pfijatelnou Groven far-
makokinetickych parametr pozadovanou pro oraln¢ poda-
vana lé¢iva. Jednim z nich je takzvané Lipinského pravidlo
5 (cit.”), jehoz aplikaci pii optimalizaci struktury vyvijené-
ho 1é¢iva doslo v poslednich 20 letech k podstatnému zvy-
$eni uginnosti tohoto procesu. Rada biologicky zajimavych
latek ptisobicich novymi mechanismy u¢inku (napt. inhibi-
tory proteinovych kinas) ale spadaji do oblasti sloucenin,
které Lipinského pravidlo 5 nespliuji. Uvadi se, Ze se to
tykd zhruba poloviny nové zavadénych 1éCiv. V téchto
piipadech se pouziva pro dosaZeni pfijatelné biodostup-
nosti fada pristupl zahrnujici chemickou a fyzikalni modi-
fikaci Gc¢inné latky. O nejcastéji pouzivanych se zminime
v nasledujicim textu.

4.1. Proléciva

Prolé¢ivo je neucinnd latka, kterd se teprve
v organismu preméni na ucinné 1é¢ivo. Pivodné se Casto
teprve béhem vyvoje, nebo dokonce b&hem pouzivani
1é¢iva zjistilo, ze k vyvolani pozadovaného ucinku se musi
nejprve podand latka metabolizovat. V soucasné dobé mu-
si byt jiz béhem vyvoje 1é¢iva znama jeho farmakokinetika
a proléciva jsou u G¢innych latek s nevhodnymi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi vyvijena cilené¢. Racionalnim
divodem pro ptipravu proléciv je nejcastéji optimalizace
absorpce, distribuce, metabolismu nebo vylucovani 1é¢iva,
které obecn¢ sméfuji ke zlepSeni biologické dostupnosti
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aktivni substance.

Tento ¢lanek nemd za cil pojedndvat o prolécivech,
pokud ale mame diskutovat oblast zlepSeni biodostupnosti
1é¢iv, nemizeme se této oblasti vyhnout. Pro blizs§i sezna-
meni s problematikou existuje fada knih a nékolik recent-
nich publikaci®°.

Velkym pfinosem byl vyzkum prolé¢iv odvozenych
od betalaktamovych antibiotik, kde pro zlepSeni bio-
dostupnosti byla ¢asto modifikovana karboxylova skupina,
obvykle ve formé slozenych esterd. Typickym piikladem
mohou byt pivaloyloxymethylester ampicillinu pivampici-
lin nebo obdobné odvozeny ester cefalosporinového anti-
biotika cefpodoximu.

NH»
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Nejvétsiho rozsifeni vyuzivani proléciv se ziejmé
dostalo v oblasti protivirovych nukleosida'®, kde piitom-
nost silné polarnich fosfatovych nebo fosfonatovych sku-
pin zpisobovala $patné vstiebavani. Typickym ptikladem
takového proléciva je Dr. Holym objeveny tenofovir pou-
zivany ve formé& esteru disoproxilu (Viread). Vyznamnym
pokrokem v této oblasti bylo zavedeni sofosbuviru
(Sovaldi), 1éku proti hepatitidé C obsahujiciho novy typ
promoiety. Stejnou modifikaci ziskany tenofovir alafenamid
(Vemlidy) je mozné diky mnohem lep§imu vstiebavani po-
davat v podstatné nizsich davkach nez ptislusny disoproxil.

Vétsina dosud zavedenych proléciv byla navrzena tak,
aby svymi vlastnostmi zlepSovala prunik riznymi bariéra-
mi vtsle. Casto se jednalo o zlepSeni vstiebavéani
z gastrointestindlniho traktu do krve, ale také umoznéni
pfestupu 1éCiva pres hematoencefalickou bariéru. Nizka
biodostupnost 1é¢iv je ale ¢asto ve zna¢né mite dana i tim,
ze je 1é¢ivo pii prvnim prichodu jatry ¢astecné odbourava-
no. Tomu by se dalo vyhnout, pokud by se ucinna latka
modifikovala tak, aby se z bun€k stfevni stény misto do
krve dostala do lymfatického systému. Tento moderni
trend je sice dosud ve fazi akademického vyzkumu, ptred-
stavuje ale velmi perspektivni, dosud terapeuticky nevyu-
Zivany smér vyzkumu prolé&iv''.
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4.2. Pevné formy ucinnych latek: polymorfy,
solvaty, soli a kokrystaly

Utinné latky mohou byt piipraveny v fadé riiznych
pevnych krystalickych forem (obr. 2). Volba pevné formy
ucinné latky je dulezita jednak pro izolaci (vytézek krysta-
lizace a jeji Cistici schopnost) a pfedev§im pro formulaci
1ékové formy, protoze kazda pevna forma vykazuje speci-
fické fyzikalné-chemické vlastnosti (stabilita, rozpustnost,
apod.). Z pohledu generickych IéCiv je podstatné, ze
vSechny pevné formy, tj. polymorfy, soli, solvaty
1 kokrystaly, jsou zpohledu Evropské lékové agentury
ekvivalentni'?.

Polymorfie byla diskutovdna v fadé publikaci'*"
a jeji znalost pro danou Gcinnou latku je zasadni nejen pro
vyvoj krystaliza¢niho procesu, ale i pro vyvoj 1ékové for-
my. V souCasné dob¢ je polymorfni screening soucasti
vyvoje kazdého 1é¢iva, a to jak zalozeného na nové ucinné
latce, tak 1é¢iva generického. U novych 1é¢iv jde o naleze-
ni polymorfu s optimalni biodostupnosti a stabilitou — nej-
stabilngj§i pevna forma miva nejpomalejsi rozpoustéci
rychlost. U generickych 1é¢iv pak jde o to, aby vysledna
lékova forma byla bioekvivalentni s origindlnim lé¢ivem.
Proto by mél mit vybrany polymorf srovnatelnou nebo
vy$$i disoluéni rychlost, kterou lze formulaci ménit a do-
sahnout tak pozadované bioekvivalence.

V nékterych ptipadech jsou ucinné latky izolovany
a dale pouzity v 1ékovém ptipravku ve formée solvatu, nej-
ast&ji hydratu'. Na trh viak byly uvedeny i solvaty
s organickymi rozpoustédly, napt. s acetonem (cabazitaxel,
Jevtana firmy Sanofi), dimethylsulfoxidem (trametinib,
Mekinist firmy Novartis), nebo ethanolem (darunavir,
Prezista firmy Janssen).

Prevod neutralni G¢inné latky na vhodnou sul s vyssi
rozpustnosti ve vodé je bézné pouzivany zpiisob jak zvysit
biodostupnost. V poslednich letech je pro zlepSeni fyzikal-
né-chemickych vlastnosti vyuzivana i ptfiprava kokrysta-
1a'%. Vzhledem k tomu, Ze existence specifickych pevnych
forem neni jednozna¢né predvidatelna, je mozné jejich
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Obr. 2. Schématické zobrazeni moznych krystalickych forem u¢innych latek

patentovani. Toho vyuzivaji jednak originatorské spolec-
nosti k prodlouzeni exkluzivity 1é¢iva, tak i generické fir-
my, které se snazi uvést cenové dostupnéjsi ekvivalent na
trh co nejdtive.

Zatimco pouziti riznych soli stejné Gcinné latky je
pomérné bézné, vyuziti kokrystalu a¢inné latky s vhodnym
koformerem v komeréné vyuzivaném lécivu je jevem rela-
tivn¢ novym. Ptikladem takového léciva je piipravek En-
tresto, kde je pouzit kokrystal dvou u¢innych latek, sod-
nych soli valsartanu a sacubitrilu. Prvnim generickym
prikladem 1éc¢iva s ucinnou latkou ve formé kokrystalu na
trhu je piipravek Agomelatin Zentiva, obsahujici kokrystal
agomelatinu s kyselinou citronovou. V originalnim antide-
presivu firmy Servier Valdoxanu pouZzivany stabilni poly-
morf agomelatinu (forma II) je patentoveé chrdnén az do
roku 2025 a objeveni zminéného kokrystalu umoznilo
firm¢ Zentiva vstoupit na trh jiz v roce 2019.

Uvolnéni restrikei tykajicich se 1é¢ebného uziti kana-
binoidd vedlo kzavedeni prvnich 1é¢iv obsahujicich
A’-tetrahydrokanabinol (THC) a kanabidiol (CBD)'”. Pfes-
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to pretrvava problém nizké biodostupnosti téchto latek a je
v souCasné dob¢ fesen u fady firem, hlavné u CBD, ktery
je diky absenci psychoaktivnich vlastnosti potencidlnim
lé¢ivem v fadé indikaci. Nejdale se ve vyvoji ziejmé do-
stala firma Artelo, ktera vyviji pod ozna¢enim ART-12.11
kokrystal CBD s tetramethylpyrazinem, latkou ptirodniho
puvodu znamou také pod nazvem ligistrazin. Podle pted-
béznych vysledkl lze timto zpusobem nékolikandsobné
zvysit biodostupnost CBD.

4.3. Amorfni pevné disperze

Zvyseni rozpustnosti uc¢inné latky muze byt dosazeno
jak na trovni ucinné latky (proléciva, pevné formy), tak
technologickym procesem v ramci formulace 1é¢ivého
pripravku'® 2!,V soucasnosti se nejcastéji setkavame
s pouzitim pevnych disperzi, které se v primyslu pfipravu-
ji metodami sprejového suseni nebo extruze z taveniny.
Pevné disperze se skladaji z nejméné dvou komponent —
ucinné latky a nosice (hydrofilniho polymeru), pti¢emz
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nejvyssi rozpustnosti a tedy i biodostupnosti daného 1é¢iva
je dosazeno v piipad¢, Ze ucinnd latka je molekuldrné dis-
pergovana v polymeru’>*. Piitomnost polymeru zajistuje
jak vyssi fyzikalni stabilitu ve srovnani s Cistou amorfni
formou, tak ovliviiuje uvolniovani lé¢iva z polymerni ma-
trice. Snazime se dosahnout tzv. ,,spring and parachute®
efektu, kdy je dosazeno vyss$i rozpustnosti ucinné latky
diky jeji ptitomnosti v termodynamicky vys$§im energetic-
kém stavu (spring) a polymer nasledné zajist'uje udrzeni
ucinné latky v rozpusténém, casto presyceném stavu
(parachute)®. Tim dochazi k prodlouzeni doby potiebné
pro vstiebavani Gcinné latky ze zazivaciho traktu a z toho
plynoucimu zvyseni biodostupnosti. Polymer zaroven brani
nezadouci krystalizaci IéCiva a zabrariuje jeho vysrazeni.

Sprejové suseni je nejb&znéjSim zpisobem piipravy
amorfnich pevnych disperzi, které se pouzivaji v pevnych
lékovych formach pro zvyseni biodostupnosti Spatné roz-
pustnych aginnych latek®. Amorfni pevné disperze jsou
ziskany rozpusténim G¢inné latky a polymeru v organic-
kém rozpoustédle. Roztok je nasledné rozprasovan do
horkého média, ve kterém jsou jemné kapky roztoku suse-
ny a vzniklé pevné Castice jsou pouzity jako komponenta
do pevnych 1ékovych forem. Pro primyslové pouziti této
technologie a jeji nasledné prevedeni do vétSiho meritka
(scale-up) je klicovym parametrem rozpustnost U¢inné
latky ve zvoleném rozpoustédle.

V tabulce I jsou shrnuty 1é¢ivé pripravky obsahujici
pevné disperze ucinné latky a polymeru pfipravené meto-
dou sprejového suseni. Pro ptipravu pevnych disperzi byly
pouzity nasledujici polymery: smésny acetat-sukcinat hyd-
roxypropyl methylcelulosy (acetat-sukcinat hypromelosy,
HPMC-AS), hydroxypropyl methylcelulosa (hypromelosa,
HPMC) a kopovidon. Nejcastéji pouzivany HPMC-AS ma
vhodné vlastnosti pro pouZiti pfi sprejovém suseni: vyka-
zuje vysokou teplotu skelného prechodu v jejim neionizo-
vaném stavu, vysokou rozpustnost v organickych rozpous-
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tédlech a amfifilni povahu. Ta zajiStuje interakci neroz-
pustnych molekul aktivni substance (API) s hydrofobnimi
¢astmi polymeru, pticemz hydrofilni ¢asti tohoto polymeru
zaruduji stabilitu ve vodném roztoku?.

Extruze z taveniny je dalsi primyslova technologie,
kterd je pouzivanad pro zvySeni rozpustnosti a biodostup-
nosti $patné rozpustnych G&innych latek”’. Jedna se
o termomechanicky proces, ve kterém je G¢inna latka spo-
lu s polymerem, ptipadné se  zmekcovadlem
(plastifikatorem) intenzivné hnétena ve Snekovém extrudé-
ru ucinkem stfiznych sil pii teploté vyssi nez je teplota
skelného prechodu polymeru. Tavenina je vytlatena pies
profilovy otvor a nasledné¢ zchlazena. Vytlacovany ex-
trudat ve form¢ dlouhych valeck (Spaget) je nasledné
zpracovan napiiklad mletim a spolu s dal§imi pomocnymi
latkami formulovan do 1éCivého ptipravku. Mezi hlavni
vyhody této techniky ve farmacii patii moznost jeji vyuziti
jako kontinudlniho procesu ve vyrobé bez potieby roz-
poustédla a vSestrannost pouziti extrudatu pro 1ékové for-
mu s okamzitym i fizenym uvoliiovanim.

V produktech, které byly vyrobeny touto technologii
v poslednich letech, byly jako polymery pouzity kopovi-
don a HPMC-AS (viz tab. II). V produktu Venclyxto obsa-
hujici Gi€innou latku venetoclax byla k extruzi pouzita Ctyi-
slozkova smés obsahujici API, kopovidon, polysorbat
Tween 80 a koloidni oxid kiemigity (Aerosil)*®. Tento
produkt vykazuje zajimavou zvySenou biodostupnost
v zavislosti na obsahu tuku v jidle®.

4.4. Lipidické formulace

Lipidické formulace predstavuji vedle modifikace
ucinné latky a technologického postupu dal$i moZnost pro
zvySeni biodostupnosti Spatn¢ rozpustnych u¢innych 14-
tek®™*!. Jedna se o pomémé Sirokou skalu systémd, ve
kterych se vyuziva rozpustnosti ucinné latky v riznych

Tabulka I

Seznam produkti vyrobenych technologii sprejového suseni, dle registraéni dokumentace

Produkt Utinna latka Polymer Spolecnost Registrace

Kalydeco ivacaftor HPMC-AS Vertex 2012

Harvoni ledipasvir + sofosbuvir kopovidon (ledipasvir) Gilead 2014

Zepatier elbasvir + grazoprevir kopovidon Merck 2016

Orkambi lumacaftor + ivacaftor HPMC-AS * (ivacaftor) Vertex 2016

Epclusa sofosbuvir + velpatasvit kopovidon (velpatasvir) Gilead 2016

Vosevi sofosbuvir + velpetasvir + kopovidon Gilead 2017
voxilaprevir

Erleada apalutamid HPMC-AS * Janssen 2018

Symkevi tezacaftor + ivacaftor HPMC-AS ?, HPMC ° Vertex 2018

* HPMC-AS — smésny acetat-sukcinat hydroxypropyl methylcelulosy; ® HPMC — hydroxypropyl methylcelulosa
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Tabulka II

Seznam produktii vyrobenych technologii extruze z taveniny, dle registracni dokumentace

Produkt Utinna latka Polymer Spolecnost Registrace
Noxafil posaconazol HPMC-AS* Merck 2013
Belsomra suvorexant kopovidon Merck 2015
Venclyxto venetoclax kopovidon AbbVie 2016

Maviret glecaprevir + pibrentasvir kopovidon (obé& API) AbbVie 2017

*HPMC-AS — smésny acetat-sukcinat hydroxypropyl methylcelulosy

tucich, pfi¢emz formulace Casto obsahuji surfaktanty
a kosolventy. Lipidické formulace zahrnujici G¢innou latku
v rozpu$téném nebo suspendovaném stavu byly rozdéleny
do ¢tyf hlavnich t¥id podle zastoupeni mono-, di-, tri-
glyceridi, ve vodé nerozpustnych a rozpustnych tenzidi
a mnozstvi hydrofilnich kosolventt. Slozeni lipidické for-
mulace ma vliv na in vivo u¢innost, a proto musi byt zhod-
nocena cela fada parametrd pro uspésnou formulaci. Mezi
né¢ patfi napiiklad fyzikdlné chemické vlastnosti Ucinné
latky a formulace a zhodnoceno musi byt také chovani
formulace v zazivacim traktu — dispergovatelnost formula-
ce a udrzeni solubiliza¢ni schopnosti rozpoustédla pti zie-
déni formulace v zazivacim traktu a nasledném traveni
lipidickych vehikuli. Absorpce u¢inné latky z lipidické
formulace je komplexni biochemicky proces, ktery zahrnu-
je traveni tukd piisluSnymi lipasami, vznik micel soli Zlu-
covych kyselin a ucinné latky a jejich prenos do krevniho
teCisté nebo lymfatického systému. Pies lymfaticky systém
se mohou vysoce lipofilni G¢inné latky dostat do krevniho
ob¢hu aniz by byly portalnim zilnim transportem doprave-
ny do jater, kde by doslo k jejich metabolizaci (first pass
effect)’”. Nezddoucim jevem muize byt precipitace Géinné
latky v zazivacim traktu, které se snazime zabranit vhod-
nym slozenim formulace nebo pfidanim inhibitort precipi-
tace. Vyzkum lipidickych formulaci je v soucasnosti pro-
vadén predevsim na akademickych pracovistich a ve speci-
alizovanych kontraktnich firmach. Pro vétsi pramyslovou
aplikovatelnost riznorodych v literatufe popsanych formu-
laci je potieba dosahnout ucinné spoluprace mezi akade-
mickou a primyslovou sférou, alesponi v n€kterych ¢astech
vyzkumu, jak navrhuje R. Holm ve své publikaci®’.
Platforma The Parc (Pharmaceutical Applied Re-
search Center) pfedstavuje spolupraci mezi akademickym
a prumyslovym prostfedim ve farmaceutickych védach

HNT

N/\
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venetoclax

v Ceské republice. Z této spoluprace vznikla v roce 2020
start-up spole¢nost Marblemat, ktera se vénuje piipraveé
lipidickych samoemulgujicich systému. Jedna se o olejové
kulicky slozené z lipidického jadra obsahujici smés oleji
a surfaktantd, ve které je rozpusténa G¢inna latka. Kulicky
jsou zpevnény/zhutnény smacivym praskovym excipien-
tem, ktery brani jejich aglomeraci. Zpevnéné kulicky vy-
kazuji (alespont pti pokojové teplote) vlastnosti pevnych
1ékovych forem a daji se plnit napiiklad do kapsli. Ugin-
nost této formulace obsahujici jako ucinnou latku abirate-
ron acetat a jako zhutniujici excipient pH zavisly typ
HPMC-AS byla testovana in vitro a v invivo studii na
potkanech®. Ve srovnani s originalnim ptipravkem bylo
dosazeno zvySeni biodostupnosti 1é¢iva nalacno. Navic
bylo ukdzéano, ze tento typ formulace potlacuje nezadouct
efekt jidla ve srovnani s origindlnim pfipravkem, ktery je
nutno podavat pacientim vyhradné nalac¢no.

Pro ucinné latky vykazujici nizkou rozpustnost
v tucich je potfeba k dosazeni pozadované davky tcinné
latky v ptipravku hledat nové strategie lipidickych formu-
laci. Mezi né patii pesycené lipidické formulace®, pouziti
lipofilnich soli*® nebo lipidickych hybridnich systémii’’.
Uvedené pfistupy byly pouzity u dfive zminéné ucinné
latky venetoclax. V pripadé presycenych formulaci byla
zkoumana role polymernich inhibitorG precipitace na
in vitro a in vivo u¢innost. Pouziti lipofilni soli venetoclax
dokusatu v lipidické formulaci v preklinické studii na pra-
satech ukazalo vice nez dvojnasobné zvySeni biodostup-
nosti naladno a odstran&ni efektu jidla na biodostupnost™.
Uvedena formulace abirateron acetatu a venetoclaxu tak
ukazuje sméry, jakym by mohly byt sou¢asné ptipravky na
trhu vylepSeny — snizenim davky Gc¢inné latky v pripravku
a/nebo odstranénim ,,food efektu.

abirateron acetat
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5. Koexistence malych molekul s biologickymi
1é¢ivy

Jak bylo ukazano vyse, nejrychleji se rozvijejici sku-
pinou 1é¢iv s malymi molekulami jsou inhibitory proteino-
vych kinas pouzivané mimo lécby nékterych autoimunit-
nich onemocnéni hlavné v 1é€bé onkologickych onemoc-
néni. Pfitom ve stejnych indikacich se Siroce rozviji
i vyuzivani biologickych 1é¢iv. Prikladem mize byt dvoji-
ce modernich 1é¢iv Siroce pouzivanych k 16¢bé revmatoid-
ni artritidy monoklonalni protilatka adalimumab
(Humira) a inhibitor Janus kinasy baricitinib (Olumiand).
Adalimumab je indikovan i u fady dalSich autoimunnich
onemocnéni (napf. Crohnova choroba) a vzhledem
k vysoké cen¢ se stal v roce 2018 Iékem s nejvyssimi pro-
deji, kdy jeho obrat dosahl témét 20 miliard dolart. Na
druhou stranu mnohem levnéj$i baricitinib je pouzivan
hlavné k 1é¢b¢ artritidy a v mensi mite k 1é¢bé zavaznéj-
Sich forem atopické dermatitidy. I kdyz nékteré zdroje
v piipad¢ revmatitidy uvadéji vyhodnost drazsi biologické
1écby™, jiné dospély hlavné v piipadé zmirnéni bolesti
k opaénym zavérim’’.

baricitinib

Kromé 1é¢by onkologickych a autoimunnich onemoc-
néni se zacinaji biologicka 1é¢iva prosazovat i v n¢kterych
oblastech dosud vyuzivajicich pouze 1é¢iva s malymi mo-
lekulami. Ptikladem mohou byt hypolipidemika®’, kde
jsou jiz ftadu let 1éCivy volby statiny, popiipadé
v kombinaci s inhibitorem vstfebavani cholesterolu ezeti-
mibem (Zetia). I pfes jejich vyznamnou G¢innost ma tato
lécba u nékterych pacientli nezddouci u€inky a také pro
¢ast pacientll neni vhodnd. Proto se jiz fadu let zkoumaji
dal§i moznosti 1é¢iv pusobicich jinym mechanismem.
V posledni dobé se vyzkum soustiedil hlavné na inhibici
peptidu PCSK9 (Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin
type 9), ktery se vyskytuje v fad¢ tkani, nejvice ale v jat-
rech. Prvni dva PCSK9 inhibitory byly schvaleny v roce
2015. Jednd se o monoklondlni protilatky alirocumab
(Praluent) firmy Sanofi a evolocumab (Repatha) firmy

ubrogepant
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Amgen. Podavaji se injekéné 1% za 4 tydny a jsou uréeny
hlavné pro pacienty, ktefi nejsou 1éCitelni statiny. Nevyho-
dou téchto 1é¢iv je nutnost injekéniho podani a také vysoka
cena. Snahy vyvinout malé molekuly jako oralné fungujici
PCSKO9 inhibitory byly u firmy Pfizer uspésné in vivo, do
klinického hodnoceni se ale zadné takova latka nedostala.
Piesto aktivity farmaceutickych firem v tomto sméru po-
kracuji.

Dalsim zajimavym ptikladem koexistence obou tiid
1é¢iv jsou moderni lé¢iva k 1é¢b& migrény”. Zlomem
v 1é¢bé tohoto zavazného onemocnéni bylo zavedeni nové
skupiny 1é¢iv triptantt v 90. letech minulého stoleti. Tyto
latky pusobi jako agonisté serotoninovych 5-HTig
a 5-HT)p receptort (n€které i 5-HT)r) a jsou obvykle dob-
fe tolerovany. I kdyz triptany piedstavovaly vyrazny po-
krok v 1é¢bé migrény, jejich omezené vyuziti u nékterych
pacientt a také fakt, ze u 25-40 % pacientll se po pocatec-
ni ulevé znovuobjevi bolest, vedl k hledani alternativnich
se jevi ovlivnéni systému kalcitoninu genové piibuzného
peptidu (Calcitonin Gene-Related Peptide — CGRP). Pii-
slusné CGRP receptory jsou v fadé cév, zvlasté vysoka
koncentrace je ale v cévach zajistujicich prokrveni mozku.
CGRP receptor se tedy stal cilem vyzkumu novych antimi-
grenik. Pocatecni snaha se zaméfila na obménu struktury
CGRP s cilem najit G¢inné antagonisty, u nichz se ptedpo-
kladal jejich vasokonstrik¢ni uc€inek. Skutecné bylo obje-
veno nékolik takovych peptidd, jednalo se hlavné
o C-terminalni fragmenty CGRP, napt. CGRPg3;;. Pro
terapii nejsou ale peptidy prili§ vhodné a snahy o objeveni
ucinnych peptidomimetik, tedy latek s modifikovanym
peptidovym fetézcem s vyssi stabilitou, nevedly k objeveni
nadéjnych molekul.

Dalsi vyzkum se zaméfil na vyvoj malych molekul
a u n¢kolika farmaceutickych firem bylo provadéno testo-
vani knihoven vlastnich latek s cilem objevit ligandy toho-
to receptoru. Neuspéchy prvnich 1é¢iv tohoto typu
v klinickych studiich vedly u velkych farmaceutickych
firem k deziluzi a firma Merck dvé své latky v roce 2015
licencovala firm¢ Allergan. Jedna znich s generickym
nazvem ubrogepant prokazala terapeuticky ucinek bez
zavaznych vedlejsich ucinkd a byla v prosinci 2019 schva-
lena FDA pod nazvem Ubrelvy jako prvni gepant schvale-
ny pro terapii migrény. V tnoru 2020 byl FDA schvélen také
rimegepant (Nurtec) podavany ve formé ODT (Orally Disin-
tegrating Tablet), coz umoziiuje rychly nastup Gcinku.

Jesté zcela nedavno pred schvalenim uvedenych ge-
pantl se zdalo perspektivnéjsi vyuziti biologickych 1é¢iv
vyuzivajicich CGRP systém. V roce 2018 byla pro preven-

° NH
N N/ N
\
T
O
rimegepant
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ci migrény schvalena tii biologickd lé¢iva pouzivana sub-
kutanné 1x za mésic. Jednalo se o anti-CGRP monoklonal-
ni protilatky erenumab (Aimovig) a fremanezumab
(Ajovy). Dalsi biologicky preparat galcanezumab, ktery
byl schvélen pro prevenci migrény pod nazvem Emgality,
na rozdil od vySe uvedenych protilatek blokuje vlastni
CGRP receptor. Vroce 2020 pak byla schvalena prvni
monoklondlni protilatka pro prevenci migrény podavana
intravenézné 1x za 3 mésice eptinezumab (Vyepti). Zatim
je brzo na hodnoceni pfinosu téchto biologickych Iéciv,
soucasné ceny kolem 575 USD za mésic ale naznacuji jen
omezené pouziti.

6. Zavér

Na zavér bychom méli odpovédét na otazku vyicenou
v nazvu tohoto ¢lanku, tedy zda se stanou v budoucnosti
lécivy volby prevazné malé molekuly, nebo biologicka
l1é¢iva. Soucasna situace napovida, Ze trh s 1é¢ivy opanuje
rozumna rovnovaha obou téchto typt 1é¢iv. Nepominutel-
nym aspektem podporujicim pouzivani 1éCiv s malymi
molekulami je a v dohledné dobé ziejmé bude snaha mit
vysoce u¢inna 1é¢iva pro 1é¢bu co nejvétsiho poctu pacien-
ti bez ohrozeni rozpoCti na zdravotnictvi jednotlivych
zemi. Budoucnost terapie pak musi byt zalozena na pokra-
Cujicim vyzkumu jak 1é¢iv zalozenych na malych moleku-
lach, tak biologickych 1éCiv a jen jejich vyvazenou kombi-
naci 1ze dosdhnout vyznamného pokroku v 1é¢bé onemoc-
néni, ktera jsou za soucasné¢ho stavu poznani dosud neléci-
telna. A bohuzel ptikladl takovych onemocnéni je dosud
cela fada, jen namatkou Ize zminit Alzheimerovu chorobu.
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S. Radl, O. Dammer, and L. Ridvan (Zentiva, Pra-
gue, Czech Republic): Will the Drugs of the Future Be
Small Molecules or Biological Drugs?

After the approval of the first therapeutic monoclonal
antibodies and their successful introduction into therapy,
a great future was expected for this class of drugs. This
assumption has been fulfilled to a limited extent only, es-
pecially in the treatment of oncological problems, some
autoimmune diseases and in the treatment of some rare
diseases. On the other hand, a considerable progress has
been made in the fields of oncology and autoimmune dis-
eases by discovering protein kinases, and these small mol-
ecule drugs represent alternatives in the treatment of
arange of such diseases. In this article, we have tried to
shed light mainly on the role of small molecules in thera-
py, including problems connected with the development of
this class of drugs. For many of them, their physico-
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chemical properties prevent using traditional formulation
techniques and modern technologies must be applied. This
paper summarizes the most commonly used approaches for
increasing bioavailability, including both the prodrug ap-
proach and the use of various solid forms of the active
ingredient in specific formulations available on the market.
The article also provides examples of practical use of
amorphous solid dispersions and modern trends, including
the development of various types of lipid formulations.

Keywords: small molecules, biologics, biosimilars, poly-
morphs, solvates, cocrystals, amorphous solid dispersions,
lipidic formulations

e Radl S., Dammer O., Ridvan L.: Chem. Listy /16, 471—
480 (2022).
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1. Uvod

Voda je esencialnou podmienkou zivota na Zemi a je
tak nevyhnutné kontrolovat’ jej kvalitu a stanovovat’ konta-
minujuce zlozky. Pesticidy a polyaromatické uhlovodiky
su priklady zlucenin, ktorymi je voda v rdznych oblastiach
sveta Casto zneCistena. Pri detekcii a stanoveni tychto ana-
Iytov vo vzorkach vody sa vSak stretdvame s problémom.
Nakol'’ko polyaromatické uhl'ovodiky a mnoho pesticidov
vykazuju lipofilny charakter, ich koncentracia priamo vo
vzorkach vody je prili§ nizka. Vodné druhy koérovcov
a mikkySov, ale aj ryby sa tak pouzivaju ako indikatory
kvality vody. Tela tychto organizmov maji schopnost
lipofilné latky akumulovat’ a koncentrovat’ vo svojich tu-
kovych tkanivach. Korovce, mikkySe a ryby st zdrojom
nizkokalorickych bielkovin a ich nutri¢nd hodnota je vyso-
ka. Prave kvoli tymto charakteristikdm su spominané orga-
nizmy okrem indikacie Cistoty ich biotopov aj ¢astym prv-
kom Tudskej stravy. V pripade pozivania kontaminova-
nych jedincov je konzument vystaveny karcinogénnym,
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mutagénnym, alebo inym negativnym vplyvom. V pripade
kontaminacie polyaromatickymi uhlovodikmi a intoxi-
kacie reziduami pesticidov méze dochadzat k naruseniu
¢innosti endokrinného systému konzumenta, z coho vyply-
va nutnost’ kontroly pritomnosti kontaminantov v jedlych
Castiach diskutovanych organizmov.

Cielom referatu je poskytnut’ literarny prehlad po-
znatkov uverejnenych v rozmedzi rokov 2015 az 2022,
ktoré boli prinosom v oblasti vyvoja alebo aplikacie analy-
tickych metdod na analyzu latok znecistujucich zivotné
prostredie zameranych na pesticidy a polyaromatické uh-
Povodiky zo vzoriek kdrovcov a vodnych druhov méakky-
Sov atiez ich zhodnotenie pre vstupné zorientovanie sa
Citatel'a v problematike. Praca sa v uvodnej kapitole venuje
korovecom a mikkySom, so zameranim sa na ich chemické
zlozenie, pretoze je to kI'a¢om k potencialnym komplika-
ciam pocas analyzy. Nasledne sa vel'mi detailne diskutuju
rozne sposoby pripravy tychto vzoriek na analyzu a inStru-
mentalna analyza extraktov, pricom sa hodnotia aj medze
detekcie analytickych metdd v stivislosti so spojenim chro-
matografie s roznymi detektormi. Prehlad je ukonceny
poukazanim na tie vyskumy, v ktorych vysledky pozitiv-
nych nalezov kontaminantov v realnych vzorkach vyvolali
obavy o zdravie konzumentov analyzovanych korovcov
a mikkysov.

2. Korovce a mikkyse

Koérovee a mikkysSe st indikatory Cistoty prostredia,
v ktorom ziju a su tak ¢astou vzorkou environmentalnych
analyz. Korovce s miakkySmi predstavuju vel'mi komplex-
nu matricu, ktorej chemické zlozenie je pre vyvoj analytic-
kej metddy a predovSetkym Casti extrakcie a Cistenia ex-
traktu kI'icovym poznatkom. Chemické zlozenie tiel mék-
ky$ov a kérovcov je v mnohom podobné zloZeniu ryb'.
Zivo&ichy oboch spominanych skupin pozostavaji najmi
z vody, ktora moze tvorit’ az 80 % ich tiel’. Bielkoviny st
hlavnou zlozkou tiel ryb aj vodnych bezstavovcov a prijem
bielkovin prave z tychto organizmov mdze pdsobit’ pre-
ventivne pred kardiovaskuldrnymi chorobami'. Vo svalo-
vych tkanivach koérovcov a mikkySov rozpoznavame tri
druhy bielkovin. Myofibrilarne bielkoviny v telach vod-
nych bezstavovcov v najvd¢som mnozstve zastupuje para-
myozin a z celkového obsahu bielkovin st myofibrilarne
proteiny v tkanivach koérovcov a mikkySov zastupené az
na trovni 75 % (cit."). Sarkoplazmatické bielkoviny pred-
stavuju az do 30 % celkového mnozstva bielkovin vod-
nych bezstavovcov'. Z vyznamne zastipenych proteinov
v kérovcoch najdeme myoglobin. Taktiez su obsiahnuté
enzymy, ako rozne oxydoreduktdzy, transferdzy, fos-
forylazy ainé. Stromatické bielkoviny su triedou bielko-
vin, ktora tvori len priblizne 3 % vSetkych bielkovin svalo-
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vej hmoty ryb a vodnych bezstavovcov a ako priklad tych-
to bielkovin mozeme uviest' elastin a kolagén, ktoré sa
vyskytuji najmid v telach lastarnikov, konkrétne v ich
pruznych vizoch, ktoré umoznuju otvaranie a uzatvaranie
schranok'.

Teld korovcov a mikkySov pozostavaju iba z 3 %
tuku, ¢o je podstatne menej, ako je to pri telach ryb, nakol-
ko niektoré druhy ryb mdzu obsahovat’ az 13 % tuku z ich
celkovej hmotnosti'. Mnozstvo tuku viak zavisi najmi od
potravy, ktori jedince prijimaji. Zivogichy chované na
farmach su cCastokrat kfmené vysoko tukovou stravou
s cielom dosiahnut’ maximalnu velkost’ jedincov, zatial’ ¢o
jedince tych istych druhov Zzijucich volne s podstatne
menSie s men$im obsahom tuku. Tuky vodnych bezstavov-
cov, ale aj ryb, pozostavajii najmé z nasytenych mastnych
kyselin, v najvi¢som mnozstve zastipené kyselinou palmi-
tovou, no vo velkom mnozstve je pritomna aj mononena-
sytena kyselina olejova. Cholesterol je podobne ako aj
u l'udi dolezitou zlozkou tiel ryb a vodnych bezstavovcov,
v ktorych tvori bunkové membrany ¢i nervové obaly a tiez
je  zodpovedny za produkciu zl¢ovych kyselin.
V morskych rybach méze tvorit’ az 90 % vsetkych stero-
lov, zatial’ ¢o v telach korovcov a mikkySov je zastipeny
len na urovni 25 %, ¢o vyplyva z pritomnosti vysokej hla-
diny organickej kyseliny — taurinu, ktord v ich teldch spo-
sobuje lepsiu degradaciu cholesterolu a vylucovanie zlco-
vych kyselin'.

Morské plody su vo vSeobecnosti bohatym zdrojom
vitaminov a mineralov, ked’ze aj samotné zivocichy potre-
buju tieto zlozky pre svoj vyvin a spravnu funkciu. Kérov-
ce a mikkySe obsahuju najmd vo svojich vnutornostiach,
no v mensich koncentracidch aj v ich mése, vitaminy A, D
aE, avSak vneporovnatelne menSom mnoZstve
v porovnani sich koncentriciami v teldch ryb. Vo vode
rozpustné vitaminy st distribuované v celom tele kdrovcov
a mékkySov. Vitaminy B1, B2 a B3 predstavuji az do 7 %
vsetkych pritomnych a o nieo mensie zastipenie na urov-
ni 3 % zo vsetkych pritomnych vitaminov prislicha vita-
minom B5 a BY. Vitamin B12, ktory je obsiahnuty vo vel-
kych koncentraciach najmid v mise cicavcov, je
v tkanivach niektorych mikkySov, hlavne z triedy Lastur-
niky, obsiahnuty az na urovni 18 % zo vSetkych pritom-
nych vitaminov~.

Z literarneho prehladu je zrejmé, Ze najCastejSie ana-
lyzovanymi kérovcami st rozne druhy kreviet. Krevety st
kozmopolitné zivocichy a je teda vhodné vyvijat’ metddy
na ich analyzu, nakol’ko mozu byt aplikované celosvetovo.
Podobne je to aj pri analyze mikkysSov. Prave mensie dru-
hy ako skl'abky, ustrice, musle, ¢i slimaky su relevantnymi
vzorkami. Ich populdcia je velkd a pohybuji sa pomaly
alebo vobec sa nepohybuji, ¢o zjednodusuje vzorkovanie.
Mensie druhy kérovcov a mikkySov sa analyzujt s cielom
hodnotit’ kvalitu komplexnych vodnych biotopov, nakol'’ko
je relativne jednoduché odobrat’ vel'a vzorky. Vicsie druhy
mikkySov a kdrovcov ako homare, raky ¢i chobotnice sa
vzorkuju zlozitejsie, nakol’ko ich populdcia je mald, mézu
sa pohybovat’ vel'mi rychlo, v pripade chobotnic az reak-
tivne a v porovnani s krevetami ¢i muslami a ustricami sa
zvy&ajne vyskytuju vo visich hibkach. Spomenuté vigsie
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druhy méakkySov a kérovcov su ¢asto konzumované najma
v primorskych oblastiach a cielom analyz tychto vzoriek
je najmé kontrolovat’ ich kvalitu ako potraviny. Prehlad
analyzovanych vzoriek s prisluSnymi referenciami je su-
marizovany v tab. L.

3. Metédy pripravy vzorky

Koérovce a mikkySe predstavuji komplexné vzorky
a priprava na samotnu pristrojovu analyzu musi zohl'adnit’
fakt, ze extrakty je potrebné cielene Cistit’ od interferencii.
Vzorky sa v prvom kroku vzdy homogenizuju s cielom
zvy$it. povrch vzorky anasledne tak dosiahnut' vysSiu
ucinnost’ extrakcie. SuSenie mrazom alebo lyofilizacia je
tiez Castym krokom predapravy vzoriek, ktory je zaradeny
eSte pred homogenizaciu. Vysledkom lyofilizacie je vzor-
ka, ktord je lepSie homogenizovatelna, skladovatelna
a trvanlivejSia. Z homogenatu sa extrahuju cielové analyty
a prvotny extrakt sa kvoli komplikovanosti vzoriek musi
precistit, C¢o mdze prebichat rdznymi sposobmi
a technikami.

3.1. Priprava na extrakciu

Homogenizaciou sa ziskava vzorka, ktorej chemické
zlozenie je rovnaké v kazdej jej casti, Co sa realizuje
v zariadeniach, ktoré homogenizaciu zabezpecuju mecha-
nickym rozruSovanim. Na homogenizéciu vzoriek koérov-
cov a mikkySov sa pouzivaju zariadenia, ktoré homogeni-
zaciu vzorky dosahuju jej mletim, drvenim ¢i rezanim na
mensie Casti, avSak pre dokonali homogenizaciu je Casto
nutné pouzit' kombinaciu homogeniza¢nych metdd, ktoré
sa kombinuji s obCasnym chladenim homogenizacného
pristroja ako aj homogenatu s cielom chranit’ vzorku pred
tepelnou degradaciou.

Lyofilizacia alebo suSenie mrazom sa aplikuje pred
homogenizaciou vzoriek. Lyofilizovanim vzoriek sa pred-
chadza degradacii zloziek, ktoré su tepelne nestabilné.
Ochraiuju sa tak svalové tkaniva a bielkoviny v nich, no
lyofilizovanim vzorky sa zabezpeCuje aj jej sterilita
a stabilita, o napomaha v d’alSich krokoch analyzy. Pro-
ces suSenia mrazom mozeme rozdelit’ do troch krokov,
ktorymi st fdza mrazenia, sublimécie a faza desorpcie. Vo
faze mrazenia je cielom dosiahnut’ zmrazenie vody pri-
tomnej vo vzorke. Voda je vo vzorkach pritomna ako roz-
tok a nie ako chemické individuum, preto je potrebné
vzorku chladit’ na teplotu niZ$iu ako je bod topenia vody.
Faza sublimacie tiez oznafovand ako primarne suSenie
aplikuje nizky tlak pomocou vakua, ¢im sa vytvoria pod-
mienky pre sublimaciu. Krystaly zmrazenej vody vytvore-
né v prvej faze procesu sublimuju a vysledkom su mikro-
skopické kandliky a dutiny vo vzorke. Vzorka sa tak stdva
krehkejsia, ¢o d’alej ul'ahcuje nasledovnii homogenizaciu.
Studeny povrch kondenzatora poskytuje povrch pre desub-
limaciu par kvapaliny, ¢im odstraiuje pary vody
z lyofiliza¢nej komory a umoziuje tak prestup d’alSich par
z povrchu vzorky. V poslednom kroku s ndzvom desorp-
¢né faza alebo sekundérne suSenie, sa teplota vzorky oproti
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Tabulka I
QuEChERS postup pripravy vzoriek kérovcov a méikkySov
Analyty Vzorka Priprava vzorky Analytickd metéda LOD, LOQ Lit.
66 pesticidov  krevety 1. HOMOG LC-MS/MS LOD <5 pgkg! 3
(blizsie neurené) 2. E: QUEChERS: kolona: XSELECT HSS Cig LOQ <10 ugkg"
CH;COONNH,, Na,EDTA, MF: voda(HCOOH)/MeOH
ACN, CH;COONa (HCOOH-+octan aménny)
d-SPE: PSA, C3 ionizacia: ESI
3. filtracia (PVDF) analyzator: QqQ, SIM
18 OPP biele, obrovské 1. HOMOG LC-MS/MS, GC-MS/MS LOQ=5ngg" 4
riene, obrovské 2. extrakcia, Cistenie: ionizacia: ESI
tigrie krevety QuEChERS, d-SPE analyzator: QqQ, SIM
84 PCB, OCP  musle, skl'abky 1. HOMOG GC-MS/MS LOQ=0,01-9,02 5
2. extrakcia, Cistenie kolona: DB-5 ug kg
QuEChERS: davkovanie: splitless
hexan:aceton+voda, MgSO,, analyzator: QqQ, DMRM
NaCl
d-SPE: PSA, MgSO,, MIPs
3. Cistenie supernatantu:
filtracia
59 POP rozne krevety 1. HOMOG. LPGC-MS/MS, HPLC-MS/MS LOD<5ngg" 6
(blizSie neurcené) 2. extrakcia,Cistenie: kolony: Supelco SLBTM-5 ms,
QuEChERS: ACN, RP ODS3
HCOONH,4 davkovanie: PTV
d-SPE+in-vial fil: MgSO,,  MF: HCOOH/MeCN
PSA, Cig, Z-Sep ionizacia: EI, ESI
analyzator: QqQ, MRM
imidakloprid krevety 1. HOMOG s ACN LC-MS LOD=09 ngg' 7
(Metapenaeus 2. extrakcia, Cistenie: koléna: RP-Cg LOQ=2,7 ngg"
macleayi) QuEChERS: ACN, Q-Sep MEF: (voda+TFA), (ACN+TFA)
d-SPE: MgSO,, PSA ionizacia: ESI
imidakloprid krevety 1. HOMOG s ACN HPLC-MS LOD=03 ngml' 8
(Panaeus monodon) 2. extrakcia, Cistenie: koléna: fenyl/hexyl LOQ=1 ngml™
QuEChERS: ACN, Q-Sep MF: (voda+TFA), (ACN+TFA)
d-SPE: MgSO,, PSA ionizacia: ESI
analyzator: SQ, SIM
Fenobukarb krevety 1.HOMOG LC-MS/MS LOD=0,7 pgkg' 9
(aj vajcia, mlieko, 2. extrakcia, Cistenie: kolona: RP-Cg LOQ=2 pgkg"
m&so) QuEChERS: (ACN+TFA), MF: voda(HCOOH/octan
NaCl, SCTD, SCDS amonny)
d-SPE: MgS0O, Cis MeOH(HCOOG/octn aménny)
ionizacia: ESI
analyzator: QqQ, MRM
19 OCP krevety (blizsie 1. HOMOG GC-ECD LOD=3-9ngkg" 10

neurcené)

2. extrakcia, Cistenie:
QuEChERS: ACN, MgSO,,
NaCl

d-SPE: PSA, MgSO,

koléna: RTX-CL
davkovanie: splitless
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Tabulka I
Pokracovanie
Analyty Vzorka Priprava vzorky Analyticka metdda LOD, LOQ Lit.
76 herbicidov  ustrice 1. HOMOG LC-MS/MS, GC-MS/MS LOQ<5 ngg 11
(Crassostrea gigas) 2. extrakcia, Cistenie: davkovanie: splitless
Sklabky (Meretrix QuEChERS: ACN ionizacia: ESI, EI
lusoria, Corbicula  d-SPE analyzator: QqQ, MRM
fluminea)
60 pesticidov  raky, krevety 1. HOMOG HPLC-MS/MS LOD=0,4-10ngg’ 12
2. extrakcia, Cistenie: kolona: RP-Cg LOQ=1-16ngg’
QuEChERS: ACN, NaCl MF: ACN/HCOOH
d-SPE: PSA ionizacia: ESI
analyzator: QqQ, MRM
6 diacyl- krab (Eriocheir 1. HOMOG mésa LC-MS/MS LOD =0,38-0,96 13
hydrazinovych sinensis) a pohlavnych zliaz (krab), kolona: Hypersil Gold Cg ngg’
insekticidov krevety (Panaeus ~ homogenizacia krevety MF: CH;COOH/ACN LOQ=1,27-3,20
vannamei) 2. exktrakcia Cistenie: ionizacia: ESI ngg’
QuEChERS: analyzator: QqQ, MRM
ACN, MgS04 NaCl,
dispergator, hexan
d-SPE: PSA,C18
20 pesticidov ~ krevety 1. HOMOG LC-MS/MS LOQ<5 ngg" 14
(blizsie neurcené) 2 extrakcia, Cistenie: koléna: Phenomenex Luna Cg
QuEChERS MF: (HCOOH+voda)/
EDTA 0,1M, CH;COONH,; (HCOOH+ACN)
(pufor), ACN, NaCl ionizécia: ESI
dSPE: PSA, MgS0O,, C18 analyzator: QqQ, MRM
Imidakloprid krevety 1. HOMOG LC-DAD/MS LOD=1 ngml” 15
(Saccostrea), ustrice 2. QUEChERS: ACN, Q-Sep kolona: Zorbax Cg LOQ=3,7 ngml!
MEF: (voda+TFA)/(ACN+TFA)
ionizacia: ESI
analyzator: SQ, SIM
PAH krevety 1. HOMOG susenych kreviet kvantitativna analyza: LOD=1,52,1ngg" 16

(Gammarus pulex)

2. extrakcia, ¢istenie:
QuEChERS: MiliQ, ACN,
MgSO4, NaCl

d-SPE: MgSO4, Clg
DLLME: NaHCOj3, CHCl;
H,SOy4 clean up: H,SO,4
pridané k odobratej
sedimentovej faze, ruéné

pretrepanie, pridanie hexanu

GC-MS/MS

koléna: 2x15 m kapilarne
koloény pripravené rozdelenim
kolony (30 m) selektivnej na
PAH

davkovanie: pulzny splitless
ionizacia: EI

analyzator: QqQ, pseudo MRM
kvalitativna analyza:

GC-MS

koldéna: 2x15 m identické
HP-5MS

davkovanie: PTV, TDU,
splitless

ionizacia: EI

analyzator: Q, FS

LOQ=4,7-63ngg"

Pozn. ACN — acetonitril, C18 — silikagél modifikovany oktadecylsilianom, DLLME — disperzna mikroextrakcia kvapalina-
kvapalina, dSPE — disperzna extrakcia tuhou fazou, HOMOG — homogenizacia, OCP — organochlérované pesticidy, OPP —
organofosforecné pesticidy, PCB — polychlérované bifenyly, POP — perzistentné organické polutanty, PSA — slikagél modi-
fikovany funk¢énymi skupindmi primarnych a sekundarnych aminov, Q-Sep — extrakény set na QUEChERS
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2. faze procesu zvysi, ¢im sa dosiahne rozbitie vézieb me-
dzi molekulami kvapaliny a vzorkou.

Najjednoduchsie sa lyofilizacia realizuje pomocou
velkych krystalov, ktorych vznik sa da dosiahnut’ poma-
lym mrazenim alebo chladenim. V pripade biologickych
vzoriek su vel'ké krystaly nevyhodné, pretoze mdzu nari-
Sat’ bunkovi stenu, apreto proces mrazenia korovcov
a mikkySov prebieha vel'mi rychlo.

3.2. Procedira QuUEChERS

Koncepcia pripravy vzorky na analyzu s ndzvom
QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and
Safe, jedna sa o akronym slov: rychla, jednoduchd, lacna,
ucinna, robustna a bezpecnd) je najCastejSie pouzivanou
extrak¢nou technikou pripravy vzorieck korovcov
a mikkySov s cielom detekcie a stanovenia pesticidov® ',
ale aj polyaromatickych uhlovodikov'®, polychlérovanych
bifenylov (PCB)® a celej skupiny perzistentnych organic-
kych polutantov (POP)’. Postup pripravy vzorick QuE-
ChERS je vsulade s poziadavkami zelenej analytickej
chémie, kedze QUEChERS vyuziva len malé objemy ex-
trakénych rozpustadiel a chlorované rozpustadla sa pri
tejto metdde nepouzivaji vobec. NajCastejSie pouzivanym
rozpustadlom pri extrakcii pesticidov z homogenatov ko-
rovcov a mikkysov je acetonitril>* ™! ktory je vieo-
becne najdominantnej$im extrakénym rozpustadlom QuE-
ChERS postupu, pretoze poskytuje najcistejSie extrakty
v porovnani s d’al$imi bezne dostupnymi rozpustadlami
aje vhodny na davkovanie v plynovej chromatografii.
QuEChERS postup pripravy vzoriek vodnych bezstavov-
cov bol tiez realizovany extrakénou zmesou hexanu
aacetéonu v pomere 1:9 s pridavkom destilovanej vody’
alebo aj 0,1 % roztokom kyseliny trifluéroctovej
v acetonitrile’. Pouzita bola aj modifikacia QUEChERS
spocivajuca v pridani timivého roztoku do znameho postu-
pu. Homogenat vzorky sa najprv vortexuje spolu so sus-
penziou tlmivého roztoku octanu a soli kyseliny etyléndia-
mintetraoctovej a az nasledne je k tejto zmesi pridavané
extrﬁk(‘:né ¢inidlo (ACN) a to uz priamo s extrakénou so-
Pou'™.

Dalsim krokom QuEChERS postupu pripravy vzoriek
je pridanie extrakénych soli, ktoré zabezpecuji oddelenie
vodnej aorganickej fazy. Pri ziskavani extraktov
z korovcov a mikkySov sa na oddelenie faz pridavaju soli
NaCl aMgSO,. Extrakéné soli ako dihydrat citronanu
trisodného (SCTD) a seskvihydrat disodnej soli kyseliny
citronovej (SCDS), pripadne ich zmes je mozné pouzit
namiesto pufrov v pripade potreby stabilizacie pH (cit.”).
V pripade originalneho QuUEChERS postupu, ktory nevyu-
ziva tlmenie, sa Casto uplatiiuje Q-Sep komeréna sol’ origi-
nalneho QUEChERS kitu. Balenie obsahuje presne navaze-
ni zmes soli NaCl a MgSO,, ¢im sa praca spresiuje
a zjednodusuje”®".

QuEChERS extrakty kdrovcov a mikkysov st nasled-
ne Cistené pomocou rdznych sorbentov aich zmesami
postupom Cistenia extraktov zndmym ako disperznd ex-
trakcia tuhou fazou (d-SPE). Metdda d-SPE je v porovnani
s klasickou SPE omnoho rychlejsia a naviac pouziva me-
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nej extrakéného Cinidla. Princip Cistenia spociva
v disperzii tuhého sorbentu priamo vo vzorke/v extrakte.
Po disperzii je sorbent zo vzorky izolovany pomocou cen-
trifagy alebo filtracie. Najcastejsie pouzivanymi sorbentmi
je PSA (silikagél s fixovanou primarnou/sekundarnou ami-
novou funkénou skupinou) a C18 (silkagél modifikovany
oktadecylsilanom), avsak kvoli komplexnosti vzorky sa
takmer stale pouziva zmes viacerych sorbentov. Pouzitie
samotného PSA alebo jeho kombinacia s MgSO4 poskytu-
je dostatocne Cisté extrakty vzoriek, ktorych matrica neob-
sahuje vysoké percento tuku”®'®'2. Touto matricou su
zvycajne volne zijuce krevety a v pripade vel'mi chu-
dého druhu kreviet je mozné krok cCistenia prvotného
QuEChERS extraktu tplne vynechat'®. Pri tukovych vzor-
kach je vhodné pouzit zmes PSA aCl8, ale aj zmes
MgSO4, PSA, C18 aZ-Sep (silikagél modifikovany oxi-
dom zirkonicitym), ked’ze ¢istenie zmesami tychto sorben-
tov sa javi byt najefektivnejSie pri eliminacii tukovych
interferentov®. V pripade &istenia extraktu QuEChERS
ziskan¢ho extrak¢nou zmesou hexdnu a aceténu sa uplatni-
lo aj Ccistenie zmesou MgSO,; so sorbentmi PSA
a selektivnym sorbentom tvorenym  polymérom
s odtlackom molekuly MIP (molecularly imprinted poly-
mer) v pomere 3:1:1(cit.%).

Osobitni  pozornost’ si vyzaduje metoda Cistenia
d-SPE v spojeni s filtraciou vo vialke (d-SPE + in-vial
filtration), ktord bola vyvinutd a aplikovand na vzorky
kreviet s cielom detegovat’ 59 organickych perzistentnych
polutantov®. Na obr. 1 je zobrazeny postup tejto procedury,
ktora vyrazne zjednodusuje a urychl'uje pripravu vzorky.
V prvom kroku sa k sorbentu, ktory je pripraveny vo vial-
ke, prid4 primarny QuEChERS extrakt. Filtrany piest sa
zatla¢i do polovice vysky vialky a obsah sa pretrepava po
dobu 30 sekuind. Piest sa nakoniec zatlaci Uplne, ¢im sa
ziska filtrovany extrakt vhodny na in§trumentalnu analyzu.

Nagyovéa aspol.'® predstavili spojenic QuEChERS
a disperznej mikroextrakcie v systéme kvapalina-kvapalina
(DLLME) a tiez pouzili roztok kyseliny sirovej na Gpravu
extraktu DLLME. Ako prva bola aplikovana originalna
acetonitrilovd metéda QuEChERS spolu s klasickou
d-SPE. Po odskusani sorbentov C18, PSA aich zmesi
spolu s MgSO, bola pre krok disperznej extrakcie tuhou
fazou vybrand zmes sorbentov C18 a MgSO,. DLLME

=
—

Obr. 1. Postup disperznej extrakcie tuhou fazou d-SPE
v kombinacii s in vial filtraciou. (Farebna verzia obrazku je
k dispozicii na webovej stranke Chemickych listov)
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Tabulka II
Soxhletova extrakcia ako metdda pripravy vzoriek kérovcov a mékkySov
Analyty Vzorka Priprava vzorky Analytickd metéda LOD, LOQ Lit.
Sklabky 1.LYO, HOMOG HPLC - DAD LOD =0,07-0,16 ng g 17
PAH (Ruditapes 2. extrakcia, Cistenie: koléna: RP-C
philippinarum) SoxE: DCM:aceton, Na, SO, MF: voda, ACN
SPE: PSA,DCM:hexan
PAH krevety (Panaeus 1. HOMOG mrazenych GC-FID neuvedené 18
monodon) vzoriek (pridavok acetonu  koldna: HP-5890
kraby (Uca a Na,SO,)
tangeri) 2. extrakcia: SoxE
(DCM:hexén)
8 OCP, krevety 1.LYO GC-MS/MS LOQ =0,008-0,028 19
7 PAH, (Parapenaeus, 2. extrakcia, Cistenie: koléna: BPX5S ngg'
18 PCB Penaeus), SoxE: DCM ionizacia: EI
musle GCP: cyklohexan/etylacetat analyzator: QqQ
(Mytilusgallo
provincialis),
chobotnica
(Octopus
vulgaris)
kalamare
(Teuthida)
OCP, PCB krevety 1. LYO, HOMOG s Na,SO,; GC - bliZsie neurcené neuvedené 20
(Exopalaemon 2. extrakcia:
carinicauda) SoxE: hexan/aceton
musle 3. cistenie:
(Mactra koldna (silikagél,alumina)
veneriformis, eluény roztok (DCM:hexan)
Meretrix
meretrix)
EDC Skl'abky 1.LYO, HOMOG GC-MS/MS neuvedené 21
(PCB, PBDE, (Ruditapes 2. extrakcia: davkovac¢: PTV
DDT) philippinarum) SoxE: hexan/aceton koléna: SMS
3. Cistenie: ionizacia: EI
kolona (kysly silikagél, analyzator: QqQ
Florisil)
eluény roztok (DCM:hexan)
PCB, OCP Sklabky, musle  1.LYO, HOMOG GC-ECD LOD =0,01-0,03ng g 22
2. extrakcia: koléna: DBS

SoxE: (hexan:aceton)

3. Cistenie:

kolona (silikagél, alumina;
Florisil)

elu¢ny roztok
(hexan:aceton, hexan)

Pozn. ACN — acetonitril, DCM — dichlérmetan, EDC — endokrinne disrupéné chemikalie, GCP — gélova permea¢nd chromatogra-
fia, HOMOG — homogenizacia, LYO — lyofilizacia, OCP — organochlérované pesticidy, OPP — organofosforecné pesticidy, PBDE
— polybrémované difenylétery, PCB — polychlérované bifenyly, POP — perzistentné organické polutanty, PSA — silikagél
s funkénymi skupinami primarnych a sekundarnych aminov, SoxE — Soxhletova extrakcia, SPE — extrakcia tuhou fazou

a uprava extraktu roztokom kyseliny sirovej boli aplikova-
né scielom precistit extrakt, vymenit rozpustadlo
a zakoncentrovat’ extrakt bez toho, aby bolo potrebné roz-
pustadlo odparovat. Ako disperzné rozpustadlo sa pouzil
chloroform. Aby sa predislo rozkladu niektorych polyaro-
matickych uhl'ovodikov, bolo nutné zvolit’ tpravu chloro-
formového DLLME extraktu pomocou roztoku H,SO,. Po
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skusani roztokov kyseliny sirovej s roznymi koncentracia-
mi bol za optimdlny zvoleny 0,1 M H,SO,, nakolko sa
zistilo, Ze ma pozitivny vplyv na potlaéanie matricovych
efektov a pri tvoreni fazy sedimentu sa ucinne uvoliuju
cielové analyty.

Postup QUEChERS extrakcii s prehladom relevant-
nych detailov analytickej metddy vratane prehl'adu vzoriek
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a tiez medzi detekcie ziskanych danou metédou sumarizu-
jetab. .

3.3. Soxhletova extrakcia

Soxhletova extrakcia je jednoducha a efektivna me-
toda extrakcie, ktorou sa moézu extrahovat' najroznejSie
tuhé vzorky, ako su aj zivocisne tkaniva. Extrakcia sa odo-
hrava v Soxhletovom extraktore, ktory pozostava
z destilacnej banky ulozenej na varici, extrak¢énej nadobky
so vzorkou a chladica. Pary extrakéného ¢inidla uvolnené-
ho varom v destilacnej banke kondenzuju v chladici
a pretekaju do extrakénej nadoby so vzorkou, z ktorej ex-
trahuju jej zlozky. Po naplneni nadobky roztok extrahova-
nych latok pretecie cez spétny prepad — naspit’ do varnej
banky. Extrahované analyty sa uz nasledne z roztoku ne-
odparuju. Odparuje sa len Cisté rozpustadlo, Co umoziuje
opakovanie procesu extrakcie s d’alSou davkou cistého
extrakéného cCinidla. Soxhletova extrakcia je vel'mi u¢inna,
zéroveni viak zdihava a pouziva relativne velké objemy
rozpustadla, ktoré je spravidla v naslednom kroku potreb-
né odstranit’.

Soxhletovou extrakciou sa pripravuji vzorky korov-
cov a mikkysov s cielom detekcie hlavne polyaromatic-
kych uhl'ovodikov'”™", ale aj organochlérovanych pestici-
dov, polychlérovanych bifenylov'*** a zliGenin radenych
do skupiny disruptorov hormonélneho systému®'. PouZiva-
ju sa rozne extrakéné rozpustadla aich zmesi, ktoré sa
volia tak, aby mali vysoku afinitu k analytu a naopak nizku
afinitu k matrici. Pri izolacii cielovych analytov sa pouzi-
va zmes hexanu aaceténu v réznych pomeroch’®*? sa-
motny dichlérmetan', ale aj jeho zmesi s acetonom'” &i
hexanom'®. Prehlad metod je sumarizovany v tab. II.

Na cistenie extraktov po realizdcii Soxhletovej ex-
trakcie vzoriek korovcov a mikkySov boli najcastejSie
pouzité metddy stipcovej chromatografie a SPE. Uvolne-
nie kontaminantov z koloénok sa realizuje vhodnymi roz-
pustadlami. Pri potrebe oddelit’ polarne aj nepolarne latky
z extraktov boli pouzité kolonky naplnené zmesou deakti-
vovaného silikagélu a aluminy, alebo Florisilu, ktoré latky
zadrZia a nasledne su eluované zmesami eluénych ¢inidiel
s vhodnou polaritou®®**. Podobne ako pri &isteni QuE-
ChERS extraktov poskytol PSA dobré vysledky aj pri Cis-
teni Soxhletovych extraktov, aviak v rezime SPE (cit."”).
Gélova permeaéna chromatografia je konven¢nd metoda
Cistenia vzoriek s velkym obsahom tuku a ucinne bola
pouzita nie len pri Cisteni extraktov Soxhletovej extrak-
cie'’, ale aj pri extraktoch mikrovinne podporenej extrak-
cie, ultrazvukom podporenej extrakcie a extrakcie kvapali-
na-kvapalina, ktorych vyuzitie pri priprave vzoriek korov-
cov a mikkysSov na analyzu je diskutované v nasledujucej
podkapitole.

3.4. Dalgie metddy extrakcie

Prehlad dalSich metdod na extrakciu korovcov
a mikkySov sumarizuje prehlad v tab. III. Extrakcia kva-
palina-kvapalina (LLE) je jedna znajviac pouzivanych
extrakcii vSeobecne asvoje vyuzitie ma aj pri analyze
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organickych latok v koérovcoch a mikkySoch. Ide
o metddu, kedy sa rozpustend latka — analyt — rozdel'uje
medzi dve kvapaliny, ktoré sa navzajom nemiesaju. Tato
technika bola pouzita pri izolovani polyaromatickych uh-
Tovodikov??!, na multirezidualnu analyzu disruptorov
endokrinného systému a farmaceutik® ako aj réznych tried
pesticidov®®. Pre LLE sa pouZivajii rozne extrahovadld,
ktoré mozu byt obdobné ako pri Soxhletovej extrakcii***,
alebo sta¢i k vzorke obsahujicej vodu pridat organické
rozpustadlo ako napr. etylacetat”. Pouzitd bola taktiez
extrakénd zmes rozpuitadiel acetonitrilu s metanolom®.
Pri extrakcii sa pre lepSie oddelenie faz pouzivaju extrake-
né soli podobne ako v QUEChERS extrakciach. Pri pripra-
ve vzorky na LLE extrakciu je mozné vzorku homogenizo-
vat’ priamo s extrakénou solou®*. Cistenie extraktov po
extrakcii kvapalina-kvapalina prebiecha v kolonkach naj-
Zastejdie naplnenej silikagélom™, ale Gi¢innym je aj pristup
Cistenia extraktu vo filtracnom lieviku cez vrstvu sklenej
vaty** a v pripade prili§ zneéisteného extraktu pouzitie uz
spomenutej gélovej permeaénej chromatografie®®.

Ultrazvukom (UAE)*"*° a mikrovlnnym Ziarenim
(MAE)*! podporené extrakcie vo vieobecnosti poskytuju
vytaznosti priblizne rovnaké ako LLE, avSak v kratSom
Case. Je teda prirodzené, ze nasli uplatnenie v pripade ana-
lyz koérovcov a mikkysov. Sorbent LiChrolut®EN je ko-
merc¢ny produkt, ktory sa vyznacuje vysokou adsorpcnou
kapacitou na polarne latky ajeho pouZzitim na Cistenie
UAE extraktu pomocou prietokovej metddy SPE sa pri
analyze inStrumentaciou GC-MS dosahuje vytaznost az
96 % (cit.”™). V pripade &istenia extraktov vzoriek ziska-
nych tymito extrakénymi mechanizmami bolo reportované
pouzitie gélovej permeacnej chromatografie s napliiou
BioBead, ¢o je nepolarny styrén-divinylbenzénovy gél,
ktory sa pouziva predovSetkym na Cistenie extraktov mat-
ric s vysokym obsahom tuku®**'. Urychlena extrakcia roz-
pustadlom (ASE — Accelerated Solvent Extraction) je
v porovnani s LLE blizsie ku kritéridm zelenej analyticke;j
chémie, nakol’ko tlak a teplota, ktora je pri extrakeii apli-
kovana, nielen urychl'uje proces, ale vyzaduje sa pouzitie
mensicho objemu rozpustadla ako pri klasickej LLE. ASE
sa pouzila pri extrakcii celej skupiny POP latok®” a pri
extrakcii PAH (cit.”) pomocou klasickych organickych
rozpustadiel, pouzivanych pri LLE extrakciach.

Disperzia matrice vzorky na tuhej faze (MSPD) je
metdda extrakcie, ktora vyuziva disperziu zloziek vzorky
na tuhej faze sorbentu pomocou mechanického roztierania
vzorky so sorbentom v trecej miske. Pri priprave vzoriek
korovcov a mikkySov bola aplikovana na analyzu POP
zliCenin s pouzitim aktivneho silikagélu s elu¢nym cinid-
lom — dichlérmetanom™.

Pri izolacii PAH latok z korovcov a mékkySov je tiez
mozné pouzit' extrakciu s predradenym zmydeliovanim,
pri ktorej sa homogenat vzorky zahrieva v banke spolu
s alkoholovym roztokom hydroxidu aaz nasledne sa
v deliacom lieviku takto zahriaty roztok pretrepava spolu
s organickym rozpustadlom. Takto ziskané extrakty su
pomerne dost’ znecistené aje nevyhnutné precistit’ ich
viacerymi sorbentmi*,
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Tabulka III
Iné spdsoby extrakcif pouzivané pri priprave vzoriek kérovcov a makkySov
Analyty Vzorka Priprava vzorky Analyticka metdda LOD, LOQ Lit.
PAH Krevety 1. HOMOG, LYO GC-FID + Trace GC-MS neuvedené 23
(Macrobrachium 2. extrakcia: davkovanie: splitless
felicinum) LLE: etylacetat, voda, kolona: ZB-5MS
MgSO,, NaCl ionizacia: EI
3. Cistenie extraktu: analyzator: SQ, SIM
Mini-column Silica
eluény roztok:
(hexan:DCM)
PAH Kraby 1. HOMOG s Na,SO4 GC-MS LOD =0,02-30 24
(Callinectes amni- 2. extrakcia, Cistenie: davkovanie: splitless mg kg
cola) LLE (DCM:hexan), filtracia koléna: Fused silica kapilar-
Krevety v lieviku (siran sodny, na koléna
(Penaeus notialis)  sklena vata), ionizacia: EI
3. Cistenie (vyrobena analyzator: SQ, SIM
koldna, sklena vata,
silikagél, Na,SO,)
44 EDC,PhAC  Musle 1. HOMOG LC-MS/MS LOD<1ngg" 25
(Perna viridis), 2. extrakcia, Cistenie: davkovanie:
Sklabky LLE: ACN/MeOH kolona: SB-C18
(Polymesoda ionizacia: ESI
expansa) analyzator: QqQ, MRM
OCP, OPP, kar-  Krevety 1. strihanie noznicami GC-MS, GC-FID LOD=10ngg" 26
bamaty, pyretroidy (Penaeus indicus, z nehrdzavejucej ocele, davkovanie: splitless
Metapenaeus HOMOG koldna: SMS
monoceros, 2. extrakcia: LLE (DCM,  jonizacia: EI
M. monoceros, cyklohexan) analyzator: SQ, SIM
P. semisulcatus, 3. ¢istenie: SEC
P. indicus) (etylacetat:cyklohexan)
16 krevety 1. HOMOG HPLC - FLD, LOD=23ngg"’ 27
PAH (Metapenacus s Na,SO4, MgSO,4 UV-Vis
affinis, Penacus 2. extrakcia: UAE kolona: kapilarna, blizsie
semisculatus) (hexan:aceton) neuréena
3. &istenie: stipcov
chromatografia (Silikagél,
Na,S0,) eluény roztok
(hexan:DCM)
24 EDC sépie (Sepia lyci- 1. HOMOG GC-MS LOD =0,5-20 ng kg™’ 28
das) 2. extrakcia, Cistenie: UAE  davkovanie: splitless
chobotnice (ACN) kolona: DB-5MS
(Octopus vulgaris) kontinualna SPE (PTFE ionizacia: EI
krevety (Crangon  vyrobena kolona, LiChrolut analyzator: SQ, SIM
crangon) sorbent)

varen¢ krevety
(Panaeus kerathu-
rus)

peceny krab
(Carcinus maenas)
musle (Mytillus
galloprovincialis)
musle (Ruditapes
decussatus)

ustrice (Crassostrea

gigas)
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Tabulka III
Pokracovanie
Analyty Vzorka Priprava vzorky Analytickd metdda LOD, LOQ Lit.
89 POP, EDC Sklabky 1. HOMOG s Na,SO4 GC-MS/MS LOD=0,9-33 ngg' 29
2. extrakcia: UAE koléna: DB5-MS, HT5-MS
(DCM:hexan) ionizacia: EI
3. Cistenie: analyzator: QqQ, MRM
GPC (Bio-Beads, LC-MS/MS:
DCM-hexan) kolona: ZORBAX Eclipse
75% pre GC, 25% pre LC  Plus C18
GC: Florisil, DCM:hexan ~ MF: MiliQ/(ACN:MeOH)
LC: filtracia v strickacke ~ ionizacia: ESI
15 PAH krevety, kraby 1. HOMOG GC-FID neuvedené 30
2. extrakcia: UAE blizsie neurcené
(hexan:DCM),
filtracia organickej vrstvy
cez lievik s vrstvou
(Na;SO4)
3. Cistenie: sklena kolona
(aktivna a neutralna
Alumina),
elucny roztok (hexan:DCM)
OCP krevety 1.LYO, HOMOG GC-MS LOD (DDD, DDT)= 31
(Leander modestus 2. extrakcia, Cistenie: davkovanie: splitless 5ngg’
Heller), MAE, filtracia za znizeného koldna: HPS LOD (iné OCPs) <1
slimaky tlaku, GPC (BioBead) ionizacia: EI ngg’
(Cipangopaludina  elu¢ny roztok analyzator: SQ, SIM
chinensis) (etylacetat:hexan), SPE
(silikagél, DCM:hexan —
eluény roztok)
POP ustrice 1.LYO, HOMOG PAH: GC-MS 32
(10 PCB, 4 PBDE, 2. extrakcia: ASE —DCM  davkovanie: splitless LOD=0,1-02ngg"
13 OCP) 3. Cistenie PAH: Al,O4 kolona: HP-5 LOQ =0,3-0,6 ng g’1
29 PAH a silikagél mikrokoldna, ionizacia: EI
eluény roztok analyzator: SQ, SIM
(DCM:pentan) PCB, PBDE, OCPs
4. ¢istenie POP: kysly GC-ECD
silikagél a sklenené davkovanie: splitless
perlicky v extrakénych koléna: HP-5
bunkach
16 PAH krevety 1.LYO, HOMOG GC-MS LOD =0,57-2,96 33
slimaky 2. extrakcia: ASE davkovanie: splitless ngg'
musle (DCM:Hexan) koléna: HP-5MS
3. Cistenie: silikagél- ionizacia: EI
alumina kolona, okysleny  analyzator: SQ, SIM
silikagél, rotacna odparka
16 PAH krevety 1.LYO GC-MS LOD =0,13-0,51 34
(Matapenaeus 2. extrakcia: davkovanie: splitless ngg’
affinis) zmydelnovanim (KOH kolona: BPX-5MS
v EtOH roztoku + ionizacia: EI
cyklohexén) analyzator: SQ, SIM

3. &istenie: stipcové
chromatografia Na,SOy,
silikagél, elu¢ny roztok
hexan:DCM
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Tabul’ka III

Pokracovanie

Analyty Vzorka Priprava vzorky Analytickd metdda LOD, LOQ Lit.
PAH ustrice, musle 1.LYO, HOMOG GC-MS/MS LOD (Groveting g ') 35
OCP s Florisilom davkovanie: LVI-PTV

OPP 2. extrakcia, Cistenie: kolona: HP-5MS

PDBE MSPD: SiO,, DCM ionizacia: EI

analyzator: QqQ, SRM

Pozn. ACN - acetonitril, DCM — dichlormetan, EDC — endokrinne disrupcné chemikalie, GC — plynova chromatografia,
GCP — gélova permeacna chromatografia, HOMOG — homogenizacia, LC — kvapalinova chromatografia, LYO — lyofiliza-
cia, MSPD - matrix solid phase dispersion, OCP — organochlorované pesticidy, OPP — organofosforeéné pesticidy, PBDE —
polybromované difenylétery, PCB — polychlorované bifenyly, POP — perzistentné organické polutanty, SPE — extrakcia

tuhou fazou, UAE — extrakcia podporena ultrazvukom

4. Separacia a detekcia

Pri detekcii rezidui pesticidov ainych organickych
kontaminantov je potrebné dosahovat’ nizke medze detek-
cie (LOD) a analytickd metdda musi mat’ multirezidualny
charakter. Plynova akvapalinova chromatografia st
v spojeni s jednoduchou hmotnostnou spektrometriou ale-
bo v kombindcii s tandemovou hmotnostnou spektrometri-
ou najcastejSie pouzivané analytické metddy na detekciu
a stanovenie organickych zluc¢enin vo vzorkach kérovcov
a mikkysSov.

Pocetné zastapenie typov detektorov pouzitych pri
plynovej chromatografii v ramci publikacii, ktoré su pred-
metom prehladu, zobrazuje obr. 2. Casto je aplikované
spojenie plynovej chromatografie s jednoduchym hmot-
nostnym spektrometrom s kvadrupdlovym analyzitorom.

oMS @MS/MS OECD CFID

Obr. 2. Zastapenie typov GC detektorov reportovanych
v publikiciach venovanych detekecii organickych latok vo
vzorkach korovcov a mikkySov; ECD: detektor elektronového
zachytu (Electron Capture Detector); FID: plamenovo-ionizac¢ny
detektor (Flame lonization Detector); MS: hmotnostna spektro-
metria (Mass Spectrometry), MS/MS: tandemova hmotnostna
spektrometria (Tandem Mass Spectrometry). (Farebna verzia
obrazku je k dispozicii na webovej stranke Chemickych listov)
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tacie dosahujt 0,5 az 20 ngkg ', o bolo dosiahnuté najmi
pouzitim &istenia extraktu sorbentom LiChrolut *EN (cit.?*).
Pre separaciu a detekciu PAH sa okrem GC-MS voli aj GC
s plamefiovo-ionizaénym detektorom'“*2%. Pri multirezi-
dudlnych analyzach, ktorych cielom je stanovit' latky na
nizkych koncentra¢nych hladinach, je vhodné pouzit’ ply-
novu chromatografiu v spojeni s tandemovou hmotnostnou
spektrometriou® 6192935

Po aplikécii vyvinutého cCistiaceho kroku d-SPE +
filtracia vo vialke sa pomocou nizkotlakovej plynovej
chromatografie (LPGC-MS/MS) stanovilo 30 z celkového
poctu sledovanych 42 pesticidov a medze detekcie tejto
analytickej metédy siahali pod 5 ng g™ (cit. ¢). Nizke me-
dze detekcie (0,01-0,03 ng g ') dosiahla aj intrumentacia
GC-ECD aplikovana pre detekciu organochlorovanych
pesticidov a polychlorovanych bifenylov™.

Pocetné zastpenie typov detektorov pouzitych na
detekciu kontaminantov pouzitim kvapalinovej chromato-
grafie zobrazuje obr. 3. Najrozsirenejsie je spojenie kvapa-
linovej chromatografie s tandemovou hmotnostnou spek-
trometriou s trojitym kvadrupdlom. Najniz§ie hodnoty
LOD (0,38-0,96 ng g ') boli dosiahnuté pri analyze Sies-
tich diacylhydrazinovych pesticidov, ktoré boli zo vzorky
extrahované postupom QuEChERS (cit."®). Jednoducha
hmotnostna spektrometria bola s kvapalinovym chromato-
grafom kombinovani pri analyzach imidaklopridu”®!
avspojeni s QUEChERS postupom sa dosiahla medza
detekcie 0,3 ng ml™ (cit.®). Pouzity bol aj detektor diddo-
vého pola (DAD) a jeho pouzitie v HPLC inStrumentacii
na detekciu PAH zlu€enin umoznilo dosiahnut’ medze
detekcie v rozmedzi 0,07 a2 0,16 ng g ' (cit.'’). Na analyzu
16 US EPA PAH zlacenin bol taktieZ pouzity fluorescenc-
ny detektor (FLD), na detekciu a stanovenie acetnaftylénu
bol pouzity UV-Vis detektor®’.

Pesticidy boli vyvinuté na hubenie Skodcov, avsak
mnohokrat sa ich aplikdciou poskodzuju aj necielové or-
ganizmy, I'udi nevynimajic. Svetova zdravotnicka organi-
zacia (WHO) kazdy rok zaznamenava 3 miliony pripadov
otravy pesticidmi, z ktorych az 220 tisic kon¢i smrtou
l'udi. K otravam dochédza najmé v $tatoch, v ktorych regu-
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oMs @EMS/MS ODAD FLD BUV-Vis

Obr. 3. Zastupenie typov LC detektorov reportovanych
v publikdciach venovanych detekcii organickych latok vo
vzorkach kéroveov a mikkySov; FLD: fluorescencny detektor;
UV-Vis: spektrofotometricky detektor; DAD: detektor s dio-
dovym pol'om (Diode-Array Detector); MS: hmotnostna spektro-
metria (Single Mass Spectrometry), MS/MS: tandemova hmot-
nostna spektrometria (Tandem Mass Spectrometry). (Farebna
verzia obrazku je k dispozicii na webovej stranke Chemickych
listov)

lacia pouzivania pesticidov nie je tak prisna, resp. kontro-
lovana a existujuca regulacia sa nedodrziava®®. Orga-
nochlorované pesticidy st zvy¢ajne pouzivané ako insekti-
cidy, ktoré spdsobuju nervovu paralyzu hmyzu. Pouziva-
nie tejto skupiny pesticidov je velmi obmedzené
a vmnohych krajinach tuplne zakazané. Ich rezidua su
vSak vo vzorkach pody, vody a Zivych organizmov stile
detegovatel'né, a tak sa OCP latky radia aj do skupiny per-
zistentnych organickych polutantov (POP). PouZivanie
DDT pesticidu je dnes duplne zakdzané, avsSak
v pol'nohospodarskych oblastiach je stale detegovatelny
na pomerne vysokych koncentraénych hladinach, ako uka-
zuje aj analyza kreviet zijucich na pobrezi Bangladésu,
v ktorych bol pesticid 4,4 DDT stanoveny na 0,95 mg kg™
susiny'®.

Organofosforeéné pesticidy (OPP) posobia ako inhi-
bitory enzymu cholinesterazy, ktora je zodpovedna za
hydrolyzu acetylcholinu na cholin a kyselinu octovi. Vy-
sledkom je prekryv nervovych synapsii acetylcholinom, ¢o
usti do zlyhani nervového prenosu a organizmus zomiera
na svalovy kr&*. Pdsobia na stavovce aj bezstavovce a ich
pozitivom  je  biodegradovatelnost. Chlérpyrifos
a trichlorfon boli stanovené na hladine 0,02 mg kg ' a 0,03
mgkg' vdvoch zo 46 kusov kreviet lovenych
na Taiwanskom pobrezi, ¢o indikovalo znecistenie vody
a zdravotné riziko pre konzumentov*.

Pyretroidové pesticidy st z dovodu ich schopnosti
rozkladat’ sa na svetle povazované za najbezpecnejsie pes-
ticidy. Analyza kreviet, sedimentov a vody s cielom detek-
cie pesticidov réznych tried poskytla vysledok, ktory znac-
ne potvrdzuje schopnost organizmov akumulovat
a koncentrovat’ pesticidy silnejSie ako vzorky vody. Py-
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retroid lambda-cyhalotrin bol stanoveny vo vzorkach kre-
viet na trovni 0,28-16,49 mg kg™, zatial' o vo vzorkach
vody sa nedetegoval vobec?®. Koncentracia tohto pesticidu
vyrazne prekracovala maximalny akceptovatelny limit
0,05 mg kg™ uréeny Svetovou zdravotnickou organizaciou
(WHO).

Neonikotinoidové pesticidy su systémové neurotoxi-
ny so $truktirou odvodenou od nikotinu. Vo vode rozpust-
ny pesticid imidakloprid bol analytom vo viacerych vy-
skumoch, ktorych cielom bolo preskiimat’ spravanie kre-
viet pri dlhodobom vystaveni imidaklopridu a zistit,
v ktorych Castiach tiel vodnych bezstavovcov sa imidaklo-
prid koncentruje najviac. Pocas 21 dni vystavovani kreviet
roztoku imidaklopridu sa ich rast Gplne zastavil a vyrazne
sa znizil podiel tuku vich telach’. Analyzou organov
ustric, ktoré boli vystavené imidaklopridu po dobu 3 dni,
sa zistilo najvyssie zakoncentrovanie analytu v Ziabroch,
traviacich Zl'azach a stahovacich svaloch, avSak ponecha-
nim jedincov v Cistej vode pocas jedného dna sa dosiahla
uplna elimindcia imidaklopridu s vynimkou stahovacich
svalov'”.

Hlavnym zdrojom polyaromatickych uhlovodikov je
ropa, zemny plyn a spaliny tychto pohonnych hmoét. Agen-
tura Spojenych Statov americkych pre ochranu zivotného
prostredia (US EPA) a Eurdpska unia stanovila
16 zlacenin PAH, ktorych kontrola ma byt prioritna. St
nimi naftalén, acenaftylén, acenaftén, fluorén, fenantrén,
antracén, fluorantén, pyrén, benzo(a)antracén, chryzén,
benzo(b)fluorantén, benzo(k)pyrén, indeno(1,2,3-cd)pyrén,
dibenzo(a,h)antracén, benzo(ghi)perylén a benzo(a)pyrén.
Vsetkych 16 prioritnych PAH zlucenin bolo vo vzorkéach
kreviet Perzského zilivu stanovenych na 10-144 pg kg
(cit.**), ktoré indikovali len mierne prekrodenie povole-
nych limitov, zatial ¢o analyzou kreviet v Nigérii boli
PAH stanovené na 77 mgkg ™' (cit.*) apotvrdila sa tak
zavaznost’ kontamindacie celej oblasti, ktora bola zapricine-
na unikom ropy pri jej tazbe.

5. Zaver

Drobné korovce a vodné druhy mikkySov obsahuju
tukové tkaniva, ktoré umoznuji akumulaciu kontaminan-
tov, predovsetkym nepolarnych organickych latok, ako su
pesticidy, polyaromatické uhl'ovodiky ale aj iné organické
kontaminanty, vo svojich tkanivach. Analyzou tychto
drobnych zivo¢ichov je tak mozné usudzovat’ o Grovni
environmentalnej kontaminacie.

Komplexnost' analyzovanych vzoriek vyzaduje pre-
ciznu a mnohokrat komplikovanu metodu ich pripravy.
Izolacia pesticidov zo vzoriek korovcov a mikkySov sa
najcCastejsie realizuje metdodou QUEChERS, ktorej pouzi-
vanie sa kvoli jej stladu s poziadavkami zelenej analytic-
kej chémie Casto preferuje. Polyaromatické uhlovodiky
boli zo vzoriek extrahované najmid pomocou Soxhletovej
extrakcie. Pre izolovanie analytov zo spominanych vzoriek
sa mdze zvolit’ aj klasickd extrakcia kvapalina-kvapalina,
ultrazvukom ¢i mikrovlnnym Ziarenim podporend extrak-
cia, rozpustadlom urychlena extrakcia, ale aj technika
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disperzie matrice vzorky na tuhej fdze. Kvoli komplikova-
nosti matrice vzoriek je nutné extrakty cistit’, priCom spo-
soby Cistenia extraktov mozu byt rdzne. NajCastejsie ide
o Cistenie roznymi sorbentmi, kombindciami sorbentov,
ale aj gélovou permeacnou chromatografiou a mnohokrat
je nutné druhotné extrakty esSte filtrovat. Separacia
a detekcia analytov prebieha plynovou alebo kvapalinovou
chromatografiou s hmotnostnou spektrometriou alebo tan-
demovou hmotnostnou spektrometriou, ktoré ako techniky
multirezidudlnej analyzy st pre vysoku ucinnost’ separacie
a selektivitu detekcie metodami preferovanymi. Prehl'ado-
vy ¢lanok prezentuje aj vysledky analyz realnych vzoriek.
Trendom je vyvoj analytickych metdd, aplikovatelnych na
detekciu a stanovenie viacerych skupin analytov naraz so
zvySovanou mierou selektivity a zaroven aj priklon
k manualne menej naroénym metédam a volba postupov
znizujucich environmentalnu zataz produkovani samot-
nou analyzou zivotného prostredia.

Tato prdca bola podporena Agentirou na podporu
vyskumu a vyvoja na zdklade Zmluvy ¢ APVV-19-0149
a Vedeckou grantovou agentirou MSVVaS SR a SAV na
zdklade projektu VEGA 01/0412/20.
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K. Rusifiakova®, M. Kirchner”, and S. Hrouzkova®
(Institute of Analytical Chemistry, Faculty of Chemical
and Food Technology, Slovak University of Technology in
Bratislava, Bratislava, Slovakia, “ Water Research Insti-
tute, Bratislava, Slovakia): Analytical Methods for the
Detection of Contaminants in Crustaceans and Mol-
lusks

The paper overviews analytical methods for the detec-
tion of a variety of contaminants, such as pesticide resi-
dues, polyaromatic hydrocarbons, polychlorinated biphen-
yls, etc. in environmental samples — crustaceans and mol-
lusks. Complexity of analyzed samples requires a sophisti-
cated sample preparation: mostly two-step procedures
include an extraction followed by a clean-up of the extract.
QuEChERES technique complies with the requirements of
the green analytical chemistry and is preferred for the iso-
lation of pesticide residues. Polyaromatic hydrocarbons are
extracted from samples utilizing Soxhlet extraction. For
the isolation of a variety of contaminants, liquid-liquid
extraction, ultrasound assisted and microwave assisted
extraction, accelerated solvent extraction as well as matrix
solid phase dispersion are employed. Because of the com-
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plexity of samples, a clean-up by sorbents or gel permea-
tion chromatography are used. For the separation, gas or
liquid chromatography connected with a variety of detec-
tors may be used. However, mass spectrometry or tandem
mass spectrometry are indispensable at present. Numerous
real-life findings show the necessity of application of ana-
lytical methods to inspect the products.

Keywords: cleaning the extract, GC-MS, contaminants,
crustaceans, mollusks, PAH, QuEChERES, pesticide resi-
dues
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1. Uvod

Mykotické ochorenia v podobe invazivnych systémo-
vych ochoreni a septikémii sa stavaji velkym medicin-
skym problémom. Posledné $tatistiky uvadzaju kazdy rok
priblizne 1,6 miliéna l'udskych umrti v dosledku systémo-
vych mykéz. Za 90 % vsetkych tychto ochoreni je zodpo-
vedna oportunna kvasinka rodu Candida, ktora je zaroven
Stvrtou najcastejSou pric¢inou vsetkych nozokomialnych
infekcii krvi'>. Systémové kandidové infekcie vznikaju
v pripadoch celkového oslabenia alebo imunodeficiencie
organizmu: u imunokompromitovanych pacientov,
u rizikovych alebo predc¢asne narodenych novorodencov,
u pacientov po komplikovanych a zavaznych operaciach,
najmi brusnych, u pacientov vo vaznom stave po popale-
ninich a na jednotke intenzivnej starostlivosti,
u pacientov po lieCbe Sirokospektralnymi antibiotikami
a imunosupresivami, po liecbe chemoterapiou, po trans-
plantacii organov, hemodialyze, pri dlhodobom zavedeni
katétrov, po podavani parenteralnej vyzivy atd*''. Z hla-
diska moznosti lieCby ajej GspeSnosti je prognoza tychto
zivot ohrozujucich ochoreni nepriazniva s mortalitou 45 %,
pri¢om niektori autori udavaju az 75% tmrtnost™* ',

Kvasinky rodu Candida patria do kmena Ascomycota.
St to jednobunkové eukaryotické organizmy ovalneho,
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elipsovitého alebo pretiahnutého tvaru s velkostou 1-8 X
1-6 pm (cit."”). Osidluju kozu asliznice l'udi a zvierat
amozu byt sucastou prirodzenej mikroflory. Po naruseni
lokalnej koznej alebo slizni¢nej imunity st Castou pricinou
povrchovych mykdz u l'udi, ktoré ale na rozdiel od systé-
movych infekcii nie st zivot ohrozujice a ich liecba je
jednoduchs$ia a uspesnejsia. Na terapiu superficidlnych
mykoz sa vyuziva velka skupina lokalne posobiacich anti-
mykotik"!'3'.

Do skupiny pdvodcov systémovych infekcii patria
okrem najznamejSieho druhu C. albicans aj d’alsie druhy
rodu  Candida, ato C. glabrata, C. tropicalis,
C. parapsilosis, a C. krusei'®"". Zakladnym mechanizmom
vzniku ochoreni spdsobenych tymito oportunne patogén-
nymi kvasinkami je prelomenie hostitel'skej imunity
a vytvorenie vhodnych podmienok pre pomnozenie kva-
sinkovych buniek. Princip ich patogenity je zlozity. Pato-
genita sa pripisuje ur¢itym faktorom virulencie, a to adhe-
rencii, produkcii hydrolytickych enzymov poskodzujucich
tkaniva a tvorbe biofilmu'®". Kvasinky rodu Candida st
schopné adherovat na rozne povrchy v organizme
(napr. epitel, endotel, trombocyty) alebo na umelé povrchy
zdravotnickych pomdcok (katétre, endoprotézy atd’.).
Schopnost’ adherencie je okrem hyf zabezpecena glyko-
proteinmi — adhezinmi, ktoré sa nachddzaji na povrchu
kandidovych buniek a dokdzu prepojit’ kvasinkové bunky
navzajom, s inertnym povrchom alebo s hostitel'skymi
bunkami. Dal$im délezitym virulentnym znakom kandid je
schopnost’ destrukcie hostitel'skych bunkovych membran
hydrolytickymi enzymami. K najvyznamnejs$im hydroly-
tickym enzymom patria proteazy a fosfolipazy. Protedzy
su zastupené skupinou sekretovanych aspartickych proteaz
a fosfolipdzy enzymami hydrolyzujicimi esterové vézby
v glycerolfosfolipidoch. Najvacsim problémom pri lie¢be
kandidovych systémovych infekcii je vysoky stupen rezis-
tencie na antimykotika a tvorba biofilmu. V pripade paren-
teralnej terapie systémovych ochoreni si moznosti vyberu

vhodného antimykotika vel'mi obmedzené'>'*!?2!,

2. Azolové antimykotika

Prvé antifungalne latky sa objavili uz v prvej polovici
20. storoCia a ich vyvoj pokracuje aj v sucasnosti. Aj na-
priek pokroku v medicine, pocet systémovych kandid6z
z viacerych dovodov narasta, a tym aj potreba vyvoja no-
vych a menej toxickych lie¢iv. Do velkej skupiny antifun-
galnych latok patria antimykotikd prirodného pdovodu
(polyénové antibiotika a grizeofulvin), syntetického povo-
du (azoly, alylaminy a flucytozin) a polosyntetického po-
vodu (echinokandiny). V terapii systémovych mykdz vo
velkej miere prevazuju azolové antimykotika®.
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Azoly st najpocetnejSou skupinou antimykotik. Azo-
lové antimykotikd obsahuju pétclenny heterocyklus
a podl'a poctu dusikovych atdmov sa delia na dve skupiny,
a to na imidazoly, ktoré obsahuju dva dusikové atdmy a na
triazoly s obsahom 3 dusikovych atomov™>.
K najvyznamnej$im imidazolom, ktoré sa vyuzivaju len na
lokalnu aplikaciu, patria: ketokonazol, klotrimazol, miko-
nazol, bifonazol, oxikonazol, butokonazol, ekonazol
a flutrimazol. Skupina triazolov je viac antifungéalne Speci-
ficka, vyznacuje sa men$im mnozstvom neziaducich ucin-
kov aje najcastejSie indikovana pri liecbe systémovych
mykoz. Z triazolovych antimykotik sa pri celkovej liecbe
systémovych kandidovych infekcii vyuzivaji najmé fluko-
nazol, itrakonazol, vorikonazol a posakonazolzz’“.

Mechanizmus tcinku azolov je zalozeny na Specific-
kej inhibicii 14-a-sterol demetylazy, ktora katalyzuje pre-
menu lanosterolu na ergosterol. Enzym je zavisly na pdso-
beni fungalneho cytochromu P450. Azoly ovplyviuju
metabolizmus sterolov v bunkach kvasiniek a narusaju
syytzl;[e;gu membranovych lipidov, a tym pdsobia fungistatic-
ky™+".

U kvasiniek je ergosterol (5,7-dién-oxysterol) najvy-
znamnej$im Strukturdlnym lipidom bunkovych membran,
zabezpeduje ich permeabilitu a fluiditu. Struktirne je vel-
mi podobny cholesterolu. Lisi sa len pritomnost'ou metylo-
vej skupiny viazanej na uhlik C-24 a dvomi dvojitymi
vizbami medzi uhlikmi 7-8 a 22-23. Nedavne Studie preu-
kazali, ze ergosterol je imunologicky aktivny lipid, ktory
indukuje pyroptézu, ¢o je forma nekrotickej a zapalovej
programovanej bunkovej smrti indukovanej zapalovymi
kaspazami®’ >’. Ergosterol je syntetizovany v endoplazma-
tickom retikule a biosyntéza je regulovana prostrednic-
tvom aktivity produktov 25 roznych génov®. V stiéasnosti
dostupné antimykotikd interferujice so syntézou ergoste-
rolu ovplyviiuju produkty génu ERGII (azoly), génu
ERGI (alylaminy) a génu ERG2 (morfoliny). Potencial
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produktov dalSich génov ako antifungalnych cielov je
vel'mi velky. Ciel'om uc¢inku antimykotickych lie¢iv moézu
byt prakticky vietky kroky biosyntézy ergosterolu®, a to
otvara d’al§ie moznosti pri vyvoji novych antimykotik.
Jednym z najpouzivanejSich azolov v klinickej praxi
je flukonazol (obr. 1), ktory sa vyznacuje Sirokym spek-
trom Uc¢inku. Jedna sa o fludrovany triazolovy derivat pou-
zivany hlavne pri systémovych kandidézach a kryptokoko-
vej meningitide. Prirodzene rezistentnd na flukonazol je
C. krusei arod Aspergillus, zatial' co u niektorych druhov
rodu Candida, napr. C. glabrata, sa moze rezistencia vyvi-
nat’ postupne. Skrizena rezistencia bola zaznamenana pri
niektorych kmenoch C. glabrata, C. krusei a C. lusitaniae
(cit.*'*). Flukonazol je vyuZivany v profylaxii systémovej
kandidozy u predasne narodenych deti”®. Itrakonazol je
chlorovany triazoldioxolanovy derivat (obr. 2), ktory sa
vyuziva najmi pri lieCbe aspergildzy, ale ma Siroké spek-
trum ucinku aj na kandidézy, histoplazmézy
a blastomykozy™®. Vorikonazol a posakonazol su zastupca-
mi druhej generacie triazolov a patria medzi pomerne nové
antimykotika. Pouzivaju sa pri liecbe systémovych asper-
gilovych a kandidovych infekcii*’. Posakonazol (obr. 3) je
Struktdrou blizky itrakonazolu, v podstate sa jedna o jeho
hydroxylovany analog, av§ak s inymi lieCivami vykazuje
mene;j interakcii®®. Vorikonazol (obr.4) sa Struktu-
rou, farmakokinetickymi a farmakodynamickymi vlastnos-
tami podoba flukonazolu, ale vyznacuje sa va¢Sim mnoz-
stvom neziaducich u¢inkov. V jeho molekule je na rozdiel
od flukonazolu jeden triazolovy kruh nahradeny fluoropy-
rimidinovym. Spektrum t¢inku vorikonazolu je podobné
itrakonazolu®. Farmakokinetické vlastnosti st v ramci
tychto Styroch azolovych antimykotik rozdielne (tab. I).
Itrakonazol, vorikonazol a posakonazol maju afinitu
k lipidom, ale flukonazol je hydrofilny a ma odliSné
farmakokinetické vlastnosti. V8etky sa mozu podavat’ oral-
ne, ale intravendzne sa aplikuju len flukonazol, itrakonazol

N—\
\N
N
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Obr. 2. Itrakonazol

Obr. 4. Vorikonazol
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Tabulka I
Farmakokinetické vlastnosti azolovych antimykotik pouzivanych na terapiu fungélnych systémovych infekcii*****
Antimykotikum Sposob podania  Biologicka Maximalna AUC? Vizba na Eliminacny
dostupnost’ koncentracia [mghl'] bielkoviny polcas
[%] [ug ml ] plazmy [%]  [h]
Flukonazol per os >90 0,7 400,0 10-12 27-31
Itrakonazol per os > 55 1,1 29,2 99,8 21-64
Posakonazol per os > 98 7,8 17,0 99,0 15-35
Vorikonazol per os > 96 4,6 20,3 60,0 6,0

*AUC (Area Under Curve) — plocha pod krivkou

a vorikonazol. Absorpcia po oralnej aplikacii je zavisla od
aktualneho pH zaludka, najvacsiu variabilitu vykazuje
itrakonazol, je slabo alkalicky a vstrebava sa najlepSie za
pritomnosti zalido¢nej §tavy (v pevnej liekovej forme po
jedle). Flukonazol a vorikonazol maji vysoka biologicku
dostupnost’, po peroralnom podani dosahuje flukonazol
maximalnu koncentraciu za 30-90 minut, vorikonazol za
1-2 hodiny (itrakonazol a posakonazol za cca 4 hodiny).
Vsetky dobre prenikaju do telesnych tekutin a tkaniv, kde
dosahuju vyrazne vyssie koncentracie ako v plazme. Tera-
peutické hladiny dosahuju aj v mozgovo-miechovom mo-
ku. V niektorych tkanivach pretrvavaja dlho po ukonceni
lieCby, napr. v nechtovej platnicke je mozna detekcia
flukonazolu a itrakonazolu az 6 mesiacov po liecbe. Flu-
konazol sa vyluCuje mo¢om v aktivnej nezmenenej for-
me, ¢o sa vyuziva pri lieCbe urogenitadlnych infekcii.
Ostatné spominané antimykotika podlichaju biotransfor-
macii v pedeni®>*7 2,

Vedrlajs$imi G¢inkami azolov je ovplyvnenie syntézy
steroidnych hormonov, a to hlavne androgénov a kortizolu
a hepatotoxicita. Azolové antimykotikd sa vyznacuju vel-
kym poctom liekovych interakcii, od stredne zdvaznych az
po vel'mi zavazné formy. Riziko vzniku neziaducich ucin-
kov sa zvySuje s mnozstvom stcasne uzivanych lieCiv.
Dochadza k nim najcastejsie pri kombinaciach s lie¢ivami
zo skupin antihistaminik, steroidov, antineoplastik, anti-
mikrobialnych latok, antiretroviralnych latok, opioidov,
dlhodobo pdsobiacich barbituratov, kardiovaskularnych
liegiv, psychotropnych latok a oralnych kontraceptiv?®~" .

3. Rezistencia

Objasnenie mechanizmov rezistencie je zasadné pre
dosiahnutie pokroku v porozumeni a lieCbe invazivnych
infekcii vyvolanych kvasinkami rodu Candida. Patogénne
kvasinky si vyvinuli mnozstvo mechanizmov umoziuji-
cich ich prezitie v pritomnosti antimykotickych latok. Re-
zistencia na antimykotiké vznikd ako dosledok:

a) zmien v bunkovej stene alebo plazmatickej mem-
brane, ktoré vedu k naruSeniu absorpcie lieciva,

b) zmien v afinite lieCiva k 14-a-sterol demetylaze
alebo v bunkovom obsahu 14-a-sterol demetylazy v do-
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sledku mutécie cielového miesta alebo nadmernej expresie
génu ERGI1,

c¢) efluxu lie¢iva sprostredkovaného membranovymi
transportnymi proteinmi (efluxnymi pumpami) patriacimi
do rodiny ATP-Binding Cassette (ABC) alebo do rodiny
Major Facilitator Superfamily (MFS). St zname dva typy
efluxnych pump, ktoré si lokalizované v cytoplazmaticke;j
membrane a transportujui z bunky antimykotické lie¢iva ¢i
iné toxické latky (xenobiotikd). Do prvej skupiny patria
primarne transportéry vyuZivajlice energiu zo Stiepenia
ATP, ¢o su proteiny patriace do rodiny ABC. Druht skupi-
nu tvoria sekundarne transportéry Cerpajuce energiu z kon-
centracného gradientu proténov typického pre biologické
membrany. Tuto kategériu zastupuju proteiny MFS.
V pripade kvasiniek st produktami génov CDRI a CDR2
proteiny ABC a produktami génu MDRI transportéry typu
MES (cit. %),

U klinickych izolatov rodu Candida Casto dochadza
ku kombinaciam réznych mechanizmov rezistencie, ktoré
su ¢asto spojené aj s tvorbou biofilmu. Najma pri flukona-
zole, ktory je najpouzivanej$im azolovym antimykotikom,
Casto dochadza ku kombinaciam réznych mechanizmov,
ktoré vedu k postupnému vyvoju rezistencie kandid na
flukonazol, ale aj na iné azolové antimykotika** .

Dolezitym génom v gendme kvasiniek rodu Candida
je ERG11, ktory koduje 14-a-sterol demetylazu. V ERG11
moze dojst’ k vzniku bodovych mutacii, a to moze viest
k nadmernej expresii génu a nasledne k nadprodukcii
enzymu, na ktory je liek zamerany™*. Mutécie v ERG1I
modzu mat’ za nasledok vznik skrizenej rezistencie na rdzne
azoly. Predpoklada sa, ze k regulacii génovej expresie
moze dochadzat’ aj metylaciou DNA. Metylacia moze
zmenit’ aktivitu segmentu DNA bez zmeny sekvencie™®.

S biosyntézou ergosterolu u kandid priamo suvisi
Upc?2 transkripény regulator génu FERG11. Upc2 je central-
nym regulatorom nielen ERGII, ale aj dal§ich génov
v drahe biosyntézy ergosterolu. Upc2 snima intracelularne
hladiny sterolov, ¢o vedie k aktivacii génov potrebnych na
absorpciu a biosyntézu sterolov*’. Bolo zistené, Ze naruse-
nie Struktury Upc2 zvysuje citlivost’ tychto organizmov na
azolové antimykotikd. Boli identifikované dva Upc2 ho-
molégy, UPCA a UPCB. Bolo zistené, ze UPCA ovplyv-
fuje citlivost’ na azoly a je kI'icovym regulatorom biosyn-



Chem. Listy 716, 494-500 (2022)

tézy ergosterolu a je nevyhnutny pre rezistenciu na inhibi-
tory biosyntézy sterolov v C. glabrata. Draha UPC2A
preto mdze predstavovat’ potencidlny terapeuticky ciel’ na
zvySenie Gcinnosti azolu proti tomuto organizmu’".

Inhibicia 14a-sterol demetylazy flukonazolom vedie
nielen k deplécii ergosterolu, ale aj k akumulacii metylované-
ho sterolu 14a-metylergosta-8,24(28)-dien-3,60-diolu, kto-
ry inhibuje bunkovy rast. Zmeny v drahe biosyntézy stero-
lov mozu sposobit’ rezistenciu na flukonazol. Inaktivacia
A5,6 desaturazy (ERG3), enzymu, ktory v drahe biosyn-
tézy ergosterolu ucinkuje v skorSom kroku ako 14-a-sterol
demetyldza, m4 za ndasledok zmenu zlozenia sterolu
v membrane (vysoky obsah fekosterolu) a rezistenciu na
flukonazol, pravdepodobne akumulaciou 14o-metyl-
fekosterolu, ktory umoziiuje rast bunky’'. Posledné $tudie
ukazali, ze delécia alebo mutacia génu ERG3 u C. albicans
vedie k zniZzenej citlivosti mutantov na flukonazol, ¢o po-
skytuje priamy geneticky dokaz, ze zmena drahy biosyn-
tézy sterolov moze spdsobit’ rezistenciu na flukonazol®'~2,

Fenomén rezistencie na viac lie¢iv (MDR — Multi-
Drug-Resistance) je znamy aj u kandid. Kvasinky sa mozu
stat’ rezistentnymi aj na viac Struktirne odlisné antimykoti-
ka srdoznymi sposobmi ucinku. Aktivnym transportom
antimykotika z bunky dochadza k znizeniu jeho koncentra-
cie, ktora nie je postacujuca na ovplyvnenie cielového
miesta™. Gén MDRI mbze byt nadmerne exprimovany
v mnohych klinickych izolatoch C. albicans rezistentnych
na flukonazol, a to vedie k znizenej intracelularnej akumu-
lacii flukonazolu. Aktivacia génu v rezistentnych izolatoch
je sposobena mutaciami doposial neznamych trans-
regulaénych faktorov a vysledna konstitutivna vysoka
uroven expresie MDRI sposobuje rezistenciu okrem fluko-
nazolu aj na d’alSie antimykotické zliCeniny. NaruSenie
obidvoch alel génu MDRI v rezistentnych izolatoch
C. albicans rusi ich rezistenciu na tieto lie¢iva, ¢o poskytu-
je genetické dokazy o tom, ze MDRI sprostredkuva rezis-
tenciu C. albicans vo&i viacerym antimykotikam>**.

Gén CDRI zo skupiny ABC transportérov je sucast'ou
gendému C. albicans. Jeho delécia mala za nasledok precit-
livenost’” na flukonazol, itrakonazol a ketokonazol ana
daldie metabolické inhibitory®®. Vynitena nadmernd ex-
presia CDR1 spdsobila zvySenu rezistenciu na antimykoti-
ka, ¢o dokazuje, ze u C. albicans mdze CDRI spdsobit’
rezistenciu na viac lieCiv. Druhy ABC transportér
u C. albicans je oznateny ako CDR2 (cit.’’). CDRI
a CDR2 st vysoko homoldgne (84% aminokyselinova
identita) a poskytuju rezistenciu vo¢i podobnému, ale nie
identickému spektru antimykotik®"”®*. Nitend nadmerna
expresia CDR2 u C. albicans viedla k zvySenej rezistencii
na antimykotikd. Gény CDRI, CDR2 a MDRI sprostred-
kavaju okrem rezistencie na azoly rezistenciu aj na mnoho
roznych xenobiotik a CDRI a CDR?2 tieZ spdsobuju rezis-
tenciu na lokalne fungicidy terbinafin a amorolfin. Tieto
efluxné pumpy nespdsobuju rezistenciu na iné medicinsky
dolezité lieky flucytozin, amfotericin B a echinokandiny,
pretoZe rezistencia k nim vznika inymi mechanizmami®’.

U C. tropicalis st homology MDRI a CDRI nadmer-
ne exprimované po postupnych pasazach kmera citlivého
na lie¢ivo v pritomnosti zvySujtcich sa koncentracii fluko-
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nazolu, sucasne s vyvojom rezistencie na azoly
a terbinafin®. C. glabrata je druh, ktory prirodzene vyka-
zuje relativne vysoku rezistenciu na flukonazol, ale jeho
rezistencia sa méze pocas lieCby flukonazolom d’alej zvy-
Sovat’. Delécia CDRI v kmeni C. glabrata rezistentnom na
azoly mala za nasledok zvysenu intracelularnu akumulaciu
flukonazolu a precitlivenost’ na d’alSie azoly. Nasledkom
expresiec CDRI, CDR2 a MDRI uniektorych kmeriov
C. glabrata vznika multirezistencia®'. C. krusei je priro-
dzene rezistentna na flukonazol kvoli nizkej afinite
14-0-sterol demetyldzy k tomuto lieCivu a modze ziskat
rezistenciu na d’al§ie azoly znizenou intracelularnou aku-
mulaciou lieCiva. Zvysena expresia efluxnych pimp kodo-
vanych CDRI, CDR2 a MDRI je hlavnym, klinicky rele-
vantnym mechanizmom azolovej rezistencie u Candida

spp. a vedie k zvySeniu rezistencie na iné xenobioti-
|c431:6263

4. Biofilm

S rastiicim pouzivanim Sirokospektralnych antibiotik
narasta problém vzniku kvasinkového biofilmu u pacien-
tov s roznymi do tela zavedenymi zdravotnickymi pomdoc-
kami (intravaskularne katétre, mocové katétre, kardiover-
terové defibrilatory, protetické srdcové chlopne, nahrady
kibov a iné). Tvorba biofilmu je vyznamnym faktorom
virulencie kvasiniek rodu Candida a je vaznym problé-
mom pre budicu antimykoticku terapiu. Kvasinky Candi-
da spp. maji schopnost’ adherencie a kolonizacie na po-
vrchoch zdravotnickych pomdcok a tkanivach'®. Biofilm
svojim prostredim umoziiuje mnozenie buniek, ochranu
pred imunitnym systémom hostitel'a a pred u¢inkami anti-
fungélnych latok. Z toho doévodu sa biofilm stdva nebez-
pecnym rezervoarom kvasinkovych buniek a infekcii, kto-
ré Casto nereaguju na antimykotickt liecbu. Z biofilmu sa
mozu uvolnovat’ bunky alebo mikrokolonie, ktoré su prici-
nou opakujucich sa recidiv. Vznik biofilmu byva casto
jednym z dévodov vysokej mortality u postihnutych pa-
cientov. Kvasinky rodu Candida dokazu vytvorit' biofilm
za 38-72 h. Je to zlozity proces, ktory pozostava z viace-
rych faz. Pocas prvej fazy dochadza k adhézii solitérnych
buniek na vhodny povrch, k ich agregicii do mikrokoldnii
a k vzniku bazalnej monovrstvy. DalSia etapa vyvoja bio-
filmu spociva v bunkovej proliferacii a skorom §tadiu fila-
mentédcie adherovanych buniek. Nasleduje dozrievanie
biofilmu, ktorého vysledkom je komplexna siet’ niekol-
kych vrstiev polymorfnych buniek vratane hyfalnych bu-
niek (ret'azce buniek valcového tvaru), pseudohyfalnych
buniek (elipsoidné bunky spojené od konca k sebe) a ok-
rahlych kvasinkovych buniek obalenych v extracelularnej
matrici. To dava biofilmu husty a Struktarovany vzhlad
a poskytuje ochranu. Posledny krok vyvoja biofilmu sa
nazyva disperzné Stadium, ked’ sa niektoré okrahle kvasin-
kové bunky disperguju z biofilmu do prostredia'’-'%6463,

Tvorba biofilmu zavisi od schopnosti kvasinky produ-
kovat' extracelularne polymérne latky (EPS) (poly-
sacharidy, glukéza, hexosamin, lipidy, proteiny, kyselina
fosforecna, kyselina urénova), od vlastnosti extracelularnej
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matrice (ECM), od schopnosti vykazovat” dimorfny rast,
od substratu biofilmu (napr. silikon, latex, elastomér), od
dostupnosti, typu a mnozstva zdroja uhlika (glukdza, sa-
charéza, galaktdza), od typu produkovanych adhezinov
(napr. Alsl-7, Als9, Hwpl, Hwp2, Rbtl, Eapl, Ywpl)
a od dalsich faktorov. Transkripéna kontrola nad proces-
mi, ako je adhézia, tvorba biofilmu, produkcia EPS a ostat-
nych faz, je navyse zlozitd a vykazuje zna¢ntl rozmanitost’,
pricom cely proces je ovplyviiovany mnozstvom génov
(pri C. albicans su to napr. Efgl, Berl, Tecl, Ndt80, Robl,
Brgl, Cphl, Nrgl, Tupl, Ume6, Cup9, Sifl, Rfgl, Csrl,
Gend, Tye7, Real, Ace2 atd’.). V ramci druhov rodu Can-
dida existuju vel'ké rozdiely vo vlastnostiach biofilmu.
Biofilmy vytvorené C. albicans maji heterogénnu Struktu-
ru, ktort tvoria blastofory a hyfy obklopené ECM
z polysacharidového materidlu'®*®.  ECM poskytuje
Strukturalnu siet’ pre adhéziu medzi samotnymi bunkami
a pre spojenie buniek s roznymi povrchmi a zarovet barié-
ru medzi bunkami v biofilme a susednym prostredim.
V struktare tychto biofilmov su obvykle mikrokolénie
obklopené vodnymi kanalmi®. V pripade C. glabrata je
biofilm tvoreny vylu¢ne kvasinkami vo forme bu-
niek ohrani¢enych  viacvrstvovou  Strukturou  alebo
v zhlukoch®. Biofilm C. tropicalis ma formu siete kvasi-
niek, pseudohyf a hyf s intenzivnym puanim®. Biofilm
C. parapsilosis je tvoreny zhlukmi kvasinkovych buniek
prilnutych k povrchu s minimalnym podielom ECM
(cit.”®).

Bunky v biofilme mozu vykazovat’ zvySenu rezisten-
ciu voc¢i antimykotikam, a to je pri¢inou zlyhavania anti-
mykotickej terapie v praxi. Bolo zistené, ze biofilmy
po 48 hodinach kultivacie vykazuji v porovnani s plankto-
nickymi bunkami C. albicans pdt- az osemnasobne vyssiu
rezistenciu voc¢i amfotericinu B, flucytozinu, flukonazolu
a itrakonazolu’'. Zvy3enie odolnosti kandid vo forme bio-
filmu moZno vysvetlit niekol’kymi faktormi. Jednym
z nich je zvySena metabolicka aktivita buniek vyskytujica
sa v ranom vyvoji biofilmu, v ¢ase vzniku adherencnej
vrstvy®. Daldim dévodom vzniku rezistentnejsich biofil-
mov je skutocnost, ze EPS pdsobi ako bariéra pre diftiziu
lie¢iv. Bunky kvasiniek v biofilme s obsahom EPS odola-
vaju amfotericinu B 0 20 % viac v porovnani s rovnakymi
bunkami po odstraneni EPS. Ddlezitu tlohu pri rezistencii
kvasiniek zohrava B-1,3-glukan, ktory sa v matrici biofil-
mu nachaddza vo zvySenom mnozstve. Extracelularna
B-1,3-glukdnova matrica vychytdva amfotericin B, a tym
zvySuje antimykoticki odolnost’ bunky. Nepritomnost
B-1,3-glukanu v matrici zvySuje citlivost C. albicans na
flukonazol a amfotericin™”>. Zmeny v génovej expresii
pocas tvorby biofilmu C. albicans zahfnaji zvySenu akti-
vitu génov CDR a MDR kddujtcich rezistenciu na azoly.
Tato regulacia sa javi ako dolezita pre rozvoj antifungalnej
rezistencie v pociatocnej faze tvorby biofilmu, zatial' ¢o
v procese dozrievania biofilmu sa javia ako podstatnejSie
zmeny v zloZeni sterolov’*’®. Pritomnost’ perzistujucich
buniek v biofilme je d’al§im dovodom zniZenej citlivosti
voCi antimykotikdm. Perzistujice bunky su spiace, nede-
liace sa bunky, ktoré maju vysoku toleranciu k antimikro-
bidlnym liekom. Predpoklada sa, Ze tato tolerancia je moz-
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na vdaka pokojovej dobe bunky, ktora umoziuje vizbu
antimikrobidlnych lie¢iv na Specificky ciel’ a zaroveti zne-
moziiuje lietivu inhibovat funkciu cielovej molekuly’.
Ramage a spol. zistili, ze bunky C. albicans v biofilme
vykazuju rezistenciu voci flukonazolu, zatial' ¢o rovnaké
bunky pestované v planktonickej forme st na flukonazol
citlivé. Zistili, ze bunky perzistujuce v biofilme vykazuju
aj zvySenu expresiu génov CDR (cit.™). Rozdiely medzi
jednotlivymi druhmi Candida spp. zvyraziuji zlozitost
procesov, ktoré su zakladom tvorby biofilmu a tazkosti
s hl'adanim jedine¢ného spdsobu eradikacie biofilmov
jednotlivych druhov rodu Candida.

Farmakologické stratégie pri terapii mykotickych
infekcii nereagujucich na liecbu zahriiaji pouzitie novych
foriem antimykotik, ako je napr. f-cyklodextrin itrakona-
zol, amfotericin B ( lipidovy komplex), amfotericin B
(koloidna disperzia) alebo kombinacie viacerych antimy-
kotik, napr. flukonazolu a flucytozinu, amfotericinu B
a flukonazolu, kaspofunginu a flukonazolu*’. Potencialne
alternativna terapia zahrfia pouzitie novych uc¢innych latok
ziskanych z rdznych vseobecnych zdrojov, ako su prirodné
produkty, syntetické latky alebo polymérne materialy,
u ktorych sa preukdzalo, Ze st aktivne in vitro. Rastliny st
zdrojom roznych biologicky aktivnych molekul, napr.
silna antifungalna aktivita sa prejavila u zloziek éterickych
olejov’>’¢. Potvrdila sa antibiofilmova aktivita terpénov
a mimoriadna u¢innost’ karvakrolu, geraniolu a tymolu pri
liecbe kandiddzy spojenej so zdravotnickymi pomoécka-
mi’"’®. Vynikajicu aktivitu proti kvasinkam C. albicans
vykazuju terpenoidy, ktoré mozu byt pouzité aj v synergii
s antimykotikom, napr. flukonazolom’. Dalsimi zlageni-
nami s antimykotickou aktivitou ziskanymi z rastlin su
saponiny, alkaloidy, peptidy aproteinygo. Stale sa vsak
jednd o alternativnu liecbu, ktord nespliia podmienky pre
pouZitie pri terapii systémovych kvasinkovych ochoreni.

5. Zaver

V poslednych desatroCiach sa vyskyt systémovych
mykotickych ochoreni dramaticky zvysil z viacerych
dovodov, a to napr. v dosledku nadmerného pouzivania
antibiotik, narastu poCtu pacientov so znizenou imunitou
alebo chronickymi ochoreniami, onkologickych pacientov
po chemoterapiach atd’. NajcastejSim patogénom su opor-
tunne kvasinky zrodu Candida, ktoré u zdravych ludi
vystupuju ako komenzalne organizmy, ale v pripade systé-
movej kandidozy st pri¢inou vysokej miery Umrtnosti.
Dlhodobé pouzivanie antimykotik pri lie¢be infekcii spo-
sobenych kvasinkami Candida spp. viedlo k vzniku rezis-
tencie, ktora spolu s tvorbou biofilmu vazne komplikuje
terapiu tychto zivot ohrozujticich mykoéz.

Zoznam skratiek

AUC  plocha pod krivkou

EPS extracelularne polymérne latky

ECM  extracelularna matrica

ABC  ATP-Binding Cassette (ABC transportny protein)
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MEFS

Major Facilitator Superfamily

MDR  Multi-Drug-Resistance (rezistenicia na viac

lietiv)
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and M. ProSkovcova (Department of Pharmacology and
Toxicology, University of Veterinary Medicine and Phar-
macy in Kosice, Kosice, Slovakia): Azole Resistance
in Candida Yeasts

Systemic fungal diseases and antifungal resistance
represent a serious problem in human medicine and con-
tribute to increased patient mortality. The most common
causes of these diseases are opportunistic yeasts of the
genus Candida. C. albicans is considered to be the main
pathogen, together with C. glabrata, C. tropicalis, C. par-
apsilosis, and C. krusei. Azole antifungals predominate in
the treatment of the systemic mycoses. For antifungal re-
sistance in Candida spp. some genes and their mutations
are responsible, the genes ERGII, CDRI, CDR2 and
MDRI being considered the most important. The main
target of azole antifungals is the process of ergosterol syn-
thesis. Due to ergosterol crucial functions and its unique
structural properties, the synthesis of ergosterol and its
individual steps represent the target of most clinically
available antifungals. The biofilm appears to be a signifi-
cant virulence factor of the yeast Candida spp. It allows
hematogenous dissemination of cells, prevents the effect
of antifungals on all cells during treatment and leads to a
high level of antimicrobial resistance. The antifungal re-
sistance in candidiasis often has a multifactorial origin,
which must be considered in the treatment of systemic
mycoses and in the development of new antifungals.

Keywords: Candida, antifungal susceptibility, resistance,
biofilm, gene

e Malinovské Z., Conkova E., Véczi P., Proskovcova M.:
Chem. Listy 116, 494-500 (2022).
https://doi.org/10.54779/ch120220494

Acknowledgements
This work was supported by the Slovak Research and De-
velopment Agency under the contract No. APVV-15-0377.



Chem. Listy 716, 501-508 (2022)

Referat

CHEMICKE ASPEKTY BEZPECNOSTI HLUBINNEHO ULOZISTE

ANTONIN VOKAL

Sprava ulozist radioaktivnich odpadhi, Dldzdeénd 6, 110 00
Praha 1
vokal@surao.cz

Doslo 13.4.22, piijato 15.6.22.

Klicova slova: hlubinné uloziste, radioaktivni odpad,
vyhotelé jaderné palivo, inZenyrské bariéry, chemické
aspekty

https://doi.org/10.54779/ch120220501

Obsah

1. Uvod

2. Zakladni principy zajisténi bezpecnosti hlubinného
ulozisté

3. Bezpecnostni a technicky koncept hlubinného tloZiste
planovaného v CR

4. Chemické procesy ovliviiujici degradaci inzenyrskych
bariér

5. Chemické procesy ovliviiujici migraci a akumulaci
radionuklidt

6. Zavér

1. Uvod

Hlubinné tlozisté (HU) predstavuje podle nazoru
siroké skupiny odborniki' pfijatelné a bezpeéné FeSeni
zne$kodnéni vyhotelého jaderného paliva (VIP) a vSech
ostatnich typd radioaktivniho odpadu (RAO), které nespl-
fuji podminky pfijatelnosti do pfipovrchovych tulozist.
Sougasna koncepce nakladani s RAO a VIP v CR? planuje
zahajeni provozu HU aZ v roce 2065, ale je mozné predpo-
kladat, ze vzhledem k planované vystavbé novych jader-
nych zdroji a moznému zafazeni jaderné energetiky do
takzvané taxonomie® (systému podpory ekologickych in-
vestic), ktera pozaduje vybudovani HU do roku 2050, bu-
de tieba jeho piipravu vyrazngji urychlit.

Vyvoj HU vyzaduje komplexni pistup, ktery je zalo-
7en na dlouhodobém vyzkumu® a porozuméni procesim
probihajicich v HU® (obr. 1). Piedevsim je tieba prokazat,
ze nebude ohrozeno zdravi ¢lovéka ani zivotni prostiedi
jak v dobé provozu uloziste, tak po dobu statisicti let po
jeho uzavfeni, tj. do doby, nez radioaktivita odpadu klesne
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v disledku ptemény radionuklidd na troven, kterd nemuze
ohrozit ani ¢lovéka ani zivotni prostiedi.

Tento ¢lanek se vénuje zejména chemickym proce-
sum ovliviiyjicim bezpecnost uloziste, tj. procesim vedou-
cim ke zméné vlastnosti bariér hlubinného ulozisté¢ po
uzavieni ulozi$té a procesim ovliviiujicim migraci radio-
nuklidl z Glozisteé. V prvnich Castech vSak budou stru¢né
popsany zékladni principy zajisténi bezpetnosti HU
a uvazované technické koncepty HU planovaného v CR.

2. Zikladni principy zajiSténi bezpecnosti
hlubinného uloZisté

Bezpecnostni filozofil projektu jadernych zafizeni,
kterym je i HU, je prevence nehod a havérii a zmirnéni
jejich nasledkd, které by mohly vést k potencialnim tni-
kim radioaktivnich latek, a to uplatnénim koncepce ochra-
ny do hloubky u vSech bezpecnostné vyznamnych ¢innosti
ve viech fazich Zivotniho cyklu HU®®.

HU od zahajeni provozu do doby poklesu aktivity
odpadu na zanedbatelnou trovei musi®:

a) fyzikdln€ znemoznit vznik kritického a nadkritického
stavu,

b) zajistovat odvod vytvarencho tepla a

c) zajistit stinéni a zabranit Gniku radioaktivni latky

a Sifeni ionizujiciho zateni do zivotniho prostiedi.

Tyto zakladni bezpe¢nostni funkce HU jsou déle roz-
vedeny do formy pozadavkii ve vyhlaskach ¢. 378/2016
Sb. (cit.), €. 377/2016 Sb. (cit.*) a &. 329/2017 Sb. (cit.”).

Znemoznéni vzniku kritického ¢i nadkritického stavu,
zajisténi odvodu vytvareného tepla Ci zajisténi stinéni pfi
provozu HU je mozno dosahnout pomoci opatieni b&Zné
provadénych pii provozu jadernych elektraren ¢i skladd
VIJP. Zabranéni tiniku radioaktivnich latek a §ifeni ionizu-
jiciho zafeni po dobu statisicu let, tj. do doby, neZ nebez-
pecnost radioaktivniho odpadu klesne na zanedbatelnou
uroven, vyzaduje specificky piistup vyzadujici dlouhodo-
by vyzkum. Je tieba pogitat i s tim, Ze po uzavieni HU
dojde k mozné ztraté povédomi o existenci HU. Bezped-
nost HU je tieba zajistit bariérami, které, na rozdil od bari-
ér vyuzivanych pii provozu jadernych elektraren, neni
mozno pii jejich poskozeni opravit ¢i nahradit a neni moz-
no ani dlouhodob& monitorovat zménu jejich vlastnosti.

Obecné piijimany bezpecnostni koncept pro zabrané-
ni Gniku radioaktivnich latek z HU po jejich uzavieni je
formulovan ve specifickych pozadavcich IAEA (cit.'?) ve
formé nasledujicich bezpecnostnich funkci:

a) zadrzet radionuklidy uvniti obalového souboru ¢i ve
stabilni formé& odpadu,
b) izolovat odpad od dostupné biosféry, procesti a uda-

losti probihajicich na povrchu a podstatné snizit prav-
dépodobnost a vSechny mozné duasledky nezadouciho
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Obr. 1. Piistup k vyvoji HU®

vniknuti cloveka k radioaktivnimu odpadu (coZ je
splnéno predevsim umisténim HU do hloubky nékolik
set metr pod povrchem zemég),

¢) inhibovat a omezovat migraci radionuklidii z odpadu
do horninového prostiedi a piistupné biosféry,
d) zajistit, aby mnozstvi radionuklidd, které se dostanou

do zivotniho prostedi bylo vzdy pfijatelné malé.

Z t&chto specifickych pozadavki IAEA (cit."®) vycha-
zi i bezpeCnostni a technicky koncept HU planovaného
v CR.

3. Bezpecnostni a technicky koncept
hlubinného ulozisté planovaného v CR

Vybér vhodného bezpecnostniho a technického kon-
ceptu HU je zavisly na typu a mnozstvi odpadu, které je
tieba ulozit, a pfedev§im na horninovém prostiedi, které je
dostupné v dané zemi. Po velmi dlouhém procesu vybéru
vhodnych lokalit pro vybudovani HU v CR, probihajicim
s malymi piestavkami jiz od 90. let 20. stoleti, v roce 2020
schvalila Vlada Ceské republiky &étyfi potencialni lokality
pro umisténi hlubinného ulozisté: Biezovy potok, Horka,
Hradek a Janoch. Vsechny lokality jsou v prostiedi krysta-
linickych hornin, které jako jediné jsou dostupné
v dostateénych rozmérech v CR. Vybér téchto lokalit byl
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proveden na zaklad¢ multikriterialni analyzy zvazujici vliv
HU na bezpe&nost, Zivotni prostiedi a proveditelnost HU
v kandidatnich lokalitach. Podrobnosti o hodnoceni lokalit
je mozné najit na webu SURAO (cit.'").

Nevyhodou krystalinickych hornin, na rozdil od prak-
ticky nepropustnych jilovych hornin, kde Je planovano
vybudovat tlozisté napiiklad ve Svycarsku'” &i Francii'®
je pritomnost puklin a zlomu, které mohou predstavovat
preferenéni cesty pro vniknuti vody do HU a migraci radi-
onuklidi z Glozisté. Na rozdil od jilovych struktur jde vSak
o velmi pevné horniny umoziiujici snadngj$i vystavbu
uloziste.

SURAO se pfi navrhu vlastniho bezpe&nostniho
a technického konceptu HU inspirovalo feSenim navrze-
nym ve Svédsku'® jiz v roce 1983 (tzv. koncept KBS 3),
které pozdgji pievzalo i Finsko, kde je HU rovnéz plano-
vano umistit do prostfedi krystalinickych hornin.

Je pravdépodobné, Ze pravé ve Finsku bude v provozu
prvni HU pro ulozeni VIP ve sve:tv14 Finska spole¢nost
POSIVA zodpovédné za piipravu HU podala jiz v prosinci
roku 2021 zadost a povoleni provozu utlozisté. Obdobna
§védska spolecnost SKB (cit."”) vtomto roce obdrzela
povoleni k vystavb¢ uloziste.

HU planované vCR je uréeno jednak pro VIP
z Ceskych jadernych elektraren a jednak pro ostatni RAO
nepiijatelné do  stavajictho  povrchového ulozisté
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v Dukovanech a podzemniho ulozisté Richard blizko Lito-
méfic. HU tedy predstavuje dvé ulozists, jejichz bezped-
nostni a technické koncepty jsou odlisné. Stejna pro obé
ulozisté vsak bude jedna lokalita v prostiedi krystalinic-
kych hornin.

Hlubinné ulozisté VIP

Bezpecnostni a technicky koncept KBS 3, ze kterého
vychazi i ¢esky koncept, je mozno popsat nasledovné:

1) Radioaktivni latky jsou prakticky po celou dobu
jejich nebezpecnosti zadrzeny v korozivzdorném uklada-
cim obalovém souboru (UOS) s pfebalem z médi, ktera
velmi pomalu koroduje v redukénim prostiedi krystalinic-
kych hornin v hloubce né€kolika set metrd pod povrchem
zemé&. Mechanicka pevnost UOS je zajisténa vnitini ve-
stavbou z litiny. Za normélnich podminek ulozisté se ne-
pfedpokladd poskozeni ani jednoho obalového souboru
s VIP po dobu az 1 miliénu let, kterd se uvazuje ve vétsing
bezpe&nostnich rozbora HU'.

2)UOS jsou obklopeny v ukladacich vrtech
(vertikalni uspofadani KBS 3V) ¢i ukladacich tunelech
(horizontalni uspotfadani KBS 3H) zhutnénych sodnym
bentonitem typu Wyoming, ktery brani advektivnimu toku
vody k UOS, rychlé migraci korozi-aktivnich latek
z podzemni vody (sulfidd, chloridl) k povrchu UOS
a proliferaci bakterii vyvolavajicich mikrobialni korozi.
Tyto vlastnosti bentonitu jsou vysledkem jeho schopnosti
ptijimat vodu (bobtnat), coz se v uzavieném prostoru pro-
jevuje vysokym bobtnacim tlakem, ktery nedovoluje ad-
vektivni transport vody a korozi-aktivnich latek k UOS
a proliferaci bakterii. Po poskozeni UOS zhutnény bento-
nit zpomaluje migraci radionuklidi od UOS déle do horni-
nového prostiedi.

3) Ukladaci vrty ¢i ukladaci tunely jsou vyhloubeny
v prostiedi s malym mnozstvim puklin a zlomi a velmi
pomalym tokem vody tak, aby horninové prostiedi ptispi-
valo k ochrané vlastnosti jak UOS, tak i zhutnéného bento-
nitu. Pfedevs$im vsak horninové prostedi v hloubce néko-
lik set metrGi pod povrchem zemé zajistuje bezkyslikaté,
redukéni prostiedi, které zabratiuje rychlé korozi materiali
UOS. Po poskozeni UOS horninové prostiedi brani migra-
ci radionuklidi tak, Ze mnozstvi radionuklidd, které se
dostane do zivotniho prostiedi bude zanedbateln¢ malé.

Tento bezpecnostni a technicky koncept zajiStuje za
normalnich podminek zadrZeni radioaktivnich latek v UOS
po celou dobu jejich nebezpecnosti, tj. prakticky po celou
dobu 1 miliénu let uvazovanou v bezpecnostnich rozbo-
rech. Pfi hodnoceni bezpecnosti se vSak uvazuji i méné
pravdépodobné scénare, které by mohly vést za urcitych
nepfiznivych podminek k pfedcasnému poskozeni UOS
a k pfed¢asnému uniku radioaktivnich latek do horninové-
ho a dale zivotniho prostiedi. Jde zpravidla o scénate vy-
volané klimatickymi zménami, které nelze ve vzdalené
budoucnosti s jistotou piedpovidat. Ve $védskych'® & fin-
skych" bezpetnostnich rozborech se napiiklad pogita
stim, ze po skonceni prvni doby ledové muze dojit
v dtsledku zmény slozeni podzemni vody k erozi bentoni-
tu, ktery brani korozi médéného obalového souboru, ¢i k
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poskozeni UOS vlivem zemétieseni, jehoz velikost je ob-
tizné v tak vzdalené dobé predikovat. Pravdépodobnost
téchto udalosti je mala, ale v horizontu statisici let je tiecba
s ni pocitat. Samoziejme je tieba pocitat, 1 pies prisny sys-
tém zajistovani jakosti, s moznymi skrytymi defekty inze-
nyrskych bariér vzniklymi pfti jejich vyrobé ¢i manipula-
cich.

Cesky bezpe¢nostni a technicky koncept HU je velmi
podobny svédskému konceptu KBS 3. Z diivodu vétsich
zkugenosti s vyrobou ocelovych obalovych souborti v CR
a naopak malych zkuSenosti s vyrobou médénych obalo-
vych souborti pro VIJP, byl vSak v prvnim referenc¢nim
konceptu HU? mé&dény UOS nahrazen dvouvrstyym UOS
s vnitinim tenkosténnym pouzdrem (5 mm) z korozivzdor-
né oceli a vnéj§im prebalem z uhlikové oceli (60 mm).
V pribéhu nasledujicich projekti®"* viak bylo zjisténo, ze
navrzena koncepce UOS s vnitinim tenkosténnym pouz-
drem z korozivzdorné oceli nemiZze splnit bezpecnostni
pozadavky, zejména z divodu nizké mechanické pevnosti
tenkosténného pouzdra. Proto byl tento koncept UOS na-
hrazen konceptem UOS s vnitinim pouzdrem z korozi-
vzdorné oceli, jehoz tloustka (36 mm) zarucuje i po korozi
vngj$iho obalu zuhlikové oceli (60 mm) mechanickou
odolnost UOS (cit.?").

Sodny bentonit typu Wyoming navrhovany ve Svéd-
sku a Finsku byl z ekonomickych divodi nahrazen vape-
nato-hofe¢natym bentonitem z Geskych lozisek™.

Piedb&zné bezpetnostni analyzy?"* ukézaly, Ze kon-
cept s ocelovym UOS a Ceskym typem bentonitu mize
splnit bezpecnostni pozadavky. Pfesto existuje jesté fada
pochybnosti, které bude tfeba vyvratit komplexnim progra-
mem vyzkumu a vyvoje’. SURAO proto zatim definitivné
nerozhodlo o vyuziti navrzeného dvouvrstvého, ocelového
UOS. V pripadé, ze nebude dostatecné prokazano, ze oce-
lové UOS splni viechny bezpetnostni funkce, SURAO
pocita s moznosti vyuziti UOS s médénym piebalem navr-
zenym ve Svédsku a Finsku.

Hlubinné ulozisté ostatnich RAO

HU ostatniho RAO je ureno pro velmi riznorody
sttedné a vysokoaktivni odpad. Nejvétsi cast odpadu bude
pochazet z vyrazovani jadernych elektraren z provozu. Jde
predevsim o aktivované konstrukéni a korozivzdorné oceli
z primarni ¢asti aktivni zony a serpentinitovy beton slouzi-
ci jako biologické stinéni. Dals$i odpad pochazi z vyuziti
ionizujiciho zafeni v primyslu, zemé&d¢€lstvi, zdravotnictvi
a vyzkumu. Jde napiiklad o pouzité zafice, odpady
z produkce radioizotopii a odpad pochazejici zejména z
vyzkumu probihajiciho v UJV Rez v 60. a 70. letech minu-
Iého stoleti. Bezpecnostni a technicky koncept zajisténi
bezpecnosti tohoto wlozisté spociva ve vybéru vhodné
upravy radioaktivniho odpadu a vybéru vhodného vyplio-
vého materialu ukladacich komor.

Pii hodnoceni bezpe&nosti tohoto HU musi byt navr-
zené technické feseni pro kazdy typ odpadu posuzovano
zvlast. Naptiklad pro aktivované ocelové materialy vétsi-
nou staci jako hlavni bezpe€nostni bariéra betonova vypli,
ktera vysokym pH piiznivé ovliviiuje pomalou korozi oceli
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a tim 1 pomalé uvoliiovani radionuklidii z aktivovanych
kovti. Naopak tato betonova vyplii neni vhodna pro aktivo-
vany hlinikovy odpad, ktery se v anaerobnim, alkalickém
prostiedi pomérné rychlé rozkladd za vzniku vodiku®.
Velkou pozornost je tfeba vénovat upravé organického
odpadu®’, ktery mize degradovat za vzniku plynd
a koloidi, které mohou usnadnit rychlou migraci radio-
nuklidi do zivotniho prostiedi.

4. Chemické procesy ovliviiujici degradaci
inZenyrskych bariér

Vzhledem k velmi dlouhé dobé¢, kterou je tfeba uva-
zovat pfi hodnoceni funk¢nosti bariér loziste, je tfeba
vychdzet z prediktivnich modelt, které zahrnou vSechny
dilezité externi a interni procesy ovlivilujici vlastnosti
bariér HU v ¢ase a prostoru. Je ziejmé, Ze neni mozné Fesit
zvlast’ chemické procesy bez zahrnuti tepelnych, hydrau-
lickych ¢i mechanickych procest. V této Casti se vSak za-
meéiime pouze na popis zdkladnich chemickych procesi
vedoucich ke zm&ng vlastnosti nejdalezitjsich bariér HU,
tj. UOS pro VJP, zhutnéného bentonitu a betonu vyuZziva-
ného pro solidifikaci RAO, vypIné ukladacich komor HU
RAO & jako konstrukéni materidl pii vystavbé HU.

Degradace UOS VIJP

Zakladnim procesem vedoucim k moznému poskoze-
ni UOS s VIJP, které nastava zpravidla vlivem hydrostatic-
kého tlaku a bobtnaciho tlaku bentonitu, je koroze. Rych-
lost koroze UOS ur¢uje zivotnost UOS a moznost uvolnéni
radioaktivnich latek do horninového prostiedi. Z hlediska
koroze UOS se stavajici Cesky koncept s dvouvrstvym
ocelovym UOS a §védsky koncept KBS 3 s médénym
UOS vyrazné odlisuji. Zatimco me&d’ patii ke kovim, které
jsou za bezkyslikatych, reduk¢nich podminek v ¢isté vode
termodynamicky stabilni, prvni vrstva ¢eského konceptu
UOS tvotend uhlikovou oceli, coz je v podstaté zelezo
s menSim mnozstvim uhliku, reaguje pomérné¢ snadno
s &istou vodou i v redukénim prostfedi®. To neplati pro
druhou vrstvu UOS tvofenou korozivzdornou oceli, ktera
vytvaii tenkou vrstvu termodynamicky stabilniho oxidu
chromu na povrchu kovu. Piedpoklada se, Ze rychlost ko-
roze korozivzdorné oceli v podminkach tlozisté bude fize-
na chemickym rozpousténim pasivni vrstvy na bazi oxidu
chromu?®'.

Za urcitych podminek i uhlikovd ocel mize tvofit
ochrannou vrstvu na povrchu oceli. Jeji ochranné vlastnos-
ti zavisi na pH, Eh a sloZeni vody, ktera bude v kontaktu
s kovem a na rychlosti transportu vody k UOS a transportu
vzniklych Zeleznatych iont od povrchu kovu?®?!. P¥i reak-
ci zeleza s vodou nejpravdépodobnéji vznikd magnetit, ale
mize vznikat i mnoho jinych slouCenin v zavislosti na
koncentraci aniontli pfitomnych v obklopujicim bentonitu
a podzemni vodé (HCO; , CO;*, CI,, SO,*, HS"), které
maji rizné ochranné vlastnosti branici rychlé korozi uhli-
kové oceli.

Predikce zivotnosti ocelového UOS je mozna pouze
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pomoci prediktivnich modelt, které na zakladé znalosti
pH, Eh a sloZeni podzemni vody v kontaktu s UOS mohou
predikovat pribéh poklesu rychlosti koroze uhlikové oceli
v dasledku tvorby koroznich produktt a rychlost rozpous-
téni pasivni vrstvy oxidu chromu na povrchu korozivzdor-
né oceli.

Degradace bentonitu

Jak bylo uvedeno vyse, hlavni bezpecnostni funkci
bentonitu je chranit UOS pfed negativnimi vlivy, které
mohou ohrozit UOS. Jde piedev§sim o udrzeni hodnot
bobtnaciho tlaku bentonitu v potiebném rozmezi tak, aby
se vyrazn¢ zpomalila migrace korozi-aktivnich latek
k UOS a zabranilo se proliferaci bakterii, zptsobujicich
mikrobialni korozi.

Tento material vSak rovnéz muize meénit svoje vlast-
nosti a degradovat. Zmeéna vlastnosti bentonitu mize byt
ovlivnéna napiiklad nasledujicimi procesy”’:

1) precipitaci Zeleznatych iontl vznikajicich pfi korozi
uhlikové oceli v bentonitu,

2) rozpousténim montmorillonitu, tvoticiho zéakladni

mineral bentonitu, ktery zptisobuje bobtnani bentoni-

tu,

illitizaci bentonitu v disledku vysoké koncentrace

drasliku v podzemni vodé¢, ktery nebobtné jako mont-

morillonit,

erozi bentonitu za tvorby jilovych koloidd na rozhrani

podzemni voda/bentonit v disledku nizké iontové sily

podzemni vody v kombinaci s nepfiznivym chemic-

kym sloZzenim podzemni vody,

vznikem preferencnich cest v diisledku vodiku vznika-

jiciho pfi anaerobni korozi kovi.

Cilem vyzkumnych praci je porozumét vSem témto

procesiim a zjistit, zda bentonit bude plnit svoje bezpec-

nostni funkce do doby poklesu koncentrace radionuklidi

na zanedbatelnou uroveil.

3)

4)

5)

Degradace betonu

Beton se v HU vyuziva jednak jako konstrukéni mate-
rial, jednak jako solidifika¢ni matrice odpadu ¢i jako vypli
ukladacich komor ulozist¢ ostatniho RAO. Beton jako
konstrukéni material se posuzuje zpravidla z hlediska jeho
vlivu na bezpec¢nostni funkce UOS ¢i bentonitu, nema v§ak
primarni bariérovou funkci v tlozisti z hlediska zpomaleni
Uniku radionuklidi. Vyznamnou bariérovou funkci ma
beton v HU ostatnich RAO, a to ve formé& solidifika¢ni
matrice odpadu a vyplné ukladacich komor. Kromé snizeni
propustnosti HU a zvyieni jeho stability se vyuziva jako
chemickd bariéra, kterd pfispivd vysokym pH k nizké
rychlosti koroze ocelového RAO a nizké mobilité radio-
nuklidi.

Beton postupné méni svoje vlastnosti v disledku po-
stupné hydratace, hydrolyzy a vyluhovani rozpustnych
latek. Pro zajisténi bariérové funkce betonu je tfeba, aby
pfi interakei podzemni vody nedochazelo rychlému vylu-
hovanim pojiva (v principu vyluhovani portlanditu Ca
(OH),)*®, coz zpiisobuje jednak zvy3eni propustnosti beto-
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nu a zhorSeni jeho mechanickych vlastnosti, ale ptedevsim
postupné snizovani pH, které, jak bylo uvedeno vyse, pii-
spiva ke snizeni rychlosti koroze kovovych odpadi.
K rychlé degradaci cementovych/betonovych materialti
muaze dojit i pfi zvySeni koncentrace agresivniho CO,
v kombinaci s nizkym pH (tj. <6,5). V pfipadé zvysené
koncentrace siranti > 200 mg ' dochazi k interakci s poji-
vem, kterd zpusobuje vznik ettringitu, pfi¢emz dochazi
k expanzi, vznikaji trhliny a beton se rozpada.

5. Chemické procesy ovliviiujici migraci
a akumulaci radionuklida

Pti hodnoceni bezpec€nosti ulozisté je tieba pocitat
s tim, Ze po poSkozeni obalového souboru se radionuklidy
uvolni z obalového souboru a formy odpadu prostiednic-
tvim podzemnim vody budou migrovat pies inzenyrské
bariéry do horninového a dale do zivotniho prostiedi, kde
se mohou akumulovat a potravinovym fetézcem dostat az
k ¢loveku. Pomoci bezpecnostnich rozbort je tfeba proka-
zat, ze mnozstvi radionuklidd, které se dostane do zivotni-
ho prostfedi, bude vzdy pfijatelné malé, tj. bude splnéno,
ze efektivni davka, kterou muize obdrzet v kalendainim
roce reprezentativni osoba z kritické skupiny obyvatel,
bude s rezervou mensi nez 0,25 mSv (cit.).

Vétsina radionuklidii obsazenych ve VJP se preméni
na stabilni prvky jesté v dobé pred jejich ulozenim do HU
¢i pred uzavienim ulozisté. Nebezpecné jsou proto pouze
radionuklidy s dlouhym polo¢asem pfemeény (tab. I).

Nebezpecnost jednotlivych radionuklidi souvisi neje-
nom s poloCasem jejich pfemény ¢i radiotoxicitou, ale
i s jejich rychlosti uvoliiovani z forem odpadu, jejich roz-
pustnosti v podzemni vod¢, schopnosti se sorbovat na ma-
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teridly inzenyrskych bariér a horninu a schopnosti se aku-
mulovat v Zivotnim prostredi.

Uvolniovani radionuklidi z forem odpadt

Po vniknuti vody do UOS se radionuklidy zac¢nou
uvolnovat z formy odpadd. Za uvolnénim radionuklidi
stoji pfedevS§im rozpousténi, degradace matrice odpadu
nebo difuze radionuklidi z matrice odpadu. V ptipadé HU
VIJP piedstavuje formu odpadu vlastni VIP, které mizeme
dglit na nasledujici slozky’:

1. matrici paliva (z 96 % oxid uranicity),

2. konstrukéni materialy (hlavice, hexagonalni trubky,
pokryti),

3. mezery mezi pokrytim a matrici paliva.

Nejmobilngjsi jsou tzv. okamzité uvolnitelné radio-
nuklidy (zejména '#1, *Cl, '°Cs, ”Se), které se nahroma-
dily pii provozu reaktoru v mezerach mezi vlastni matrici
paliva a povlakem paliva. Pravé pritomnost téchto mobil-
nich radionuklidd v mezefe mezi vlastni matrici paliva
apovlakem odlisuje hodnoceni bezpetnosti HU VJIP
a hodnoceni bezpetnosti HU pro vitrifikované zbytky
z prepracovani VJP. Uvolniovani radionuklidii z matrice
VIJP zévisi zejména na rychlosti rozpousténi uranové ma-
trice v podzemni vod¢, které je v redukénim prostiedi vel-
mi pomalé. Uvoliiovani radionuklidli z konstrukénich ma-
teriall VJP z4visi na rychlosti koroze téchto materiald.

Rozpustnost radionuklidii v podzemni vodé

Mobilita radionuklidd po uvolnéni z formy odpadu je
vyznamné omezena rozpustnosti prvkl v podzemni vode.
Pii vypoctu maximalni koncentrace jednotlivych radio-
nuklidd je proto tfeba uvazovat radioaktivni i stabilni izo-

Tabulka I
Nebezpeéné radionuklidy s dlouhym polo¢asem piemény
Aktivacni Aktinidy Stépné
produkty produkty
34 Mge
1086 29, 2307y, 8Ky
140 Blp, 90g,
3601 233y 23475 2367y 2385 9By
ey BINp 9T
S9N 238py, 239, 242py 107pgq
63N ZI- M2 0 M0 126G,
9By 2M40m 2U50m 2460 129
%Mo 1350
N 1370
108m A o 226R, * 151G
166mpy

* 22°Ra nepatii mezi aktinidy, vznika jako dcefiny produkt p¥i rozpadu aktinidi
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Maximélni koncentrace vybranych prvkii v referenéni podzemni vodé™

Prvek Maximalni koncentrace [mol m ] Prvek Maximalni koncentrace [mol m ]
Ag 7,2.107 Np 5,9.10°
Am 9,4.10% Pa 3,2.10"
Be 1.107 Pd 42.107
C neomezena Pu 1,38.10°7
Ca neomezena Ra 1,2.107"
Cl neomezena Se 2,59.10°
Cm 9,01.10° Sm 8,03.107
Cs neomezena Sn 4,70.107°
Ho 7,12.107* Sr 1,21.10"
I neomezena Tc 7,9.10°°
Mo 1.102 Th 1,22.10°
Nb 1,27.10° U 1,29.10*
Ni Zr 2,51.10°°

topy. V tabulce II jsou uvedeny maximalni koncentrace
prvki v referenc¢ni podzemni vod¢é shrnuté pro pfedbézné
vypocty bezpetnosti HU?. Zvysenim pH je mozno sniZit
maximalni koncentraci nékterych aktinidd, napt. plutonia,
az o nékolik fadt*®. Dullezité je zabranit migraci radio-
nuklidd vézanych na koloidy®'. DileZitou roli bentonitu
v HU VIP je proto i filtrace koloidil, které neumozni uvol-
néni radionuklidi z VIP do horninového prostiedi ve for-
me koloidd.

Retarda¢ni mechanismy — sorpce a difuze do matrice

Po uvolnéni radionuklidi z UOS VJP mohou radio-
nuklidy migrovat prostfednictvim vody difuzi ¢i adveket
pfes rizné inzenyrské komponenty tlozisté do horninové-
ho prostiedi a dal az do zivotniho prostfedi. Rychlost je-
jich migrace je vyrazné ovlivnéna retarda¢nimi mechanis-
my, jako je iontovd vymeéna, povrchova komplexace ¢i
difuze do matrice horniny**.

Akumulace radionuklidi v zivotnim prostredi

Za urditych scénaii se ve velmi vzdalené budoucnosti
mohou radionuklidy dostat az do Zivotniho prostiedi. Jde
predevsim o radionuklidy, které nejsou omezeny rozpust-
nosti a nesorbuji se ani na inzenyrskych komponentech,
ani na horning. V ptipadé HU VIP jde napf. o radionukli-
dy, jako jsou "I ¢&i *°Cl. V pripadé HU pro ostatni RAO
jde napriklad o '*C a nékteré aktinidy, které mohou byt
vazany na koloidy. Pti vypoctech efektivni davky je ticba
pocitat s tim, Ze ve vzdalené budoucnosti se miize vyrazné
proménit i zivotni prostfedi. Je proto tfeba uvazovat
i velmi konzervativni scénare, které viibec nemusi nastat.
Jednim z téchto scénait je naptiklad vytvoreni zemédeélské
usedlosti v kontaminované oblasti a vyuzivani kontamino-
vané vody pro piti i zem&dé€lské ucely. Modelovani predik-
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ce akumulace radionuklidii z HU a expozice ¢lovéka musi
zohlednit vSechny predstavitelné moznosti pfenosu radio-
nuklidt na ¢loveéka a slozky zivotniho prostiedi.

6. Zavér

Piprava HU piedstavuje multidisciplinarni projekt,
vnémz chemické aspekty hraji velmi vyznamnou roli.
Ihned po umisténi UOS s VJP ¢i UOS s ostatnimi RAO
jsou nastartovany chemické procesy vedouci k degradaci
bariér HU. Po degradaci bariér jsou to chemické procesy,
jako je srazeni a rozpousténi, iontova vyména, povrchova
komplexace ¢i tvorba koloidd, které rozhoduji o rychlosti
migrace radionuklidii do zivotniho prostiedi. Pro prokaza-
ni bezpecnosti ulozisté je tfeba tyto procesy popsat tak,
aby bylo mozno predikovat zivotnost inzenyrskych bariér
a rychlost migrace radionuklidi v horizontu statisicu let.
Tato predikce je mozna pouze na zakladé védeckého pti-
stupu vychazejicitho z obecnych zakonitosti, které nelze
jednoduse wvyvratit. Neni mozné vychazet pouze
z empirického poznani, které je mozné ziskat, ve srovnani
s dobou predikce, pomoci relativné kratkodobych labora-
tornich ¢&i in-situ experimentq.

Piiprava HU piedstavuje tkol, ktery se dotkne n&koli-
ka generaci vyzkumnik(. Natésti viak Ceska republika
neni na tento kol sama. VSechny zemé provozujici jader-
blémy a velmi mnoho poznatkd jiz bylo ziskano. Uplné
prevzeti jejich vysledkd v§ak neni jednodus$e mozné vzhle-
dem k jedine¢nosti horninového prostiedi, které je pro
kazdou zemi jiné. Pfebirani zahrani¢nich vysledkt vyzadu-
je rovnéz diikladnou znalost problematiky, kterou je obtiz-
né ziskat bez vlastnich vyzkumnych praci.
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Eh oxidaéné redukéni potencial.
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IAEA International Atomic Energy Agency
RAO radioaktivni odpad
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A. Vokal (Radioactive Waste Repository Authority,
Prague): Chemical Aspects of the Deep Repository
Safety

This review summarises the basic principles of evalu-
ating the safety of the deep geological repository and de-
scribes the considered safety and technical concept of the
deep geological repository planned in the Czech Republic.
This concept is compared with similar concepts planned
abroad. The next part of the review focuses on the discus-
sion of chemical processes affecting the safety of the deep
geological repository, especially on the degradation of
engineered barriers and chemical processes related to the
migration of radionuclides into the environment.

Keywords: deep geological repository, spent nuclear fuel,
radioactive waste, engineered barriers, chemical aspects
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ZMENY KONCENTRACE ESTERU
KYSELINY FTALOVE V PLASTOVYCH
MATERIALECH VOZIDLA V PRUBEHU
POUZIVANI

ALZBETA JAROSOVA®, STEFAN CORNAK”,
MicHAL KUCERA® 2 MARCELA JANDLOVA®

“ Ustav technologie potravin, Mendelova univerzita

v Brné, Zemédélska 1, 613 00 Brno, ® Katedra bojovych

a specialnich vozidel, Univerzita obrany v Brné, Kounico-
va 65, 662 10 Brno, “ Lilacosta, s.r.o., Nddrazni 458/8,
671 72 Miroslav

alzbeta.jarosova@mendelu.cz

Doslo 23.3.22, piijato 17.5.22.

Klicova slova: dibutyl-ftalat (DBP), di-2-ethylhexyl-ftalat
(DEHP), plastové materialy vozidel, zmekcovadlo, fidi¢
vozidla

https://doi.org/10.54779/chl120220509

Uvod

Soudoba vozidla jsou vyrobena z riznych materiald.
Jde nejenom o kovové a kompozitni materialy, ale také
o pryz, plasty, termoplasty apod.'. Podil oceli v konstruké-
nim materialu se postupné zmensuje a je postupné nahra-
zovan lehkymi materialy nového stylu, jako jsou hlinikové
slitiny, makromolekulérni materialy a dalsi>.

Casto zadanym druhem materiald jsou plasty’. Tyto
materialy trvale napomahaji nejenom lehké konstrukcei
vozidel, jejich aktivni a pasivni bezpecnosti, ale také optic-
kému a hmatovému aspektu konstrukénich prvki. Pro
zlepSeni pruznosti se do plastickych materidlti ptidavaji
tzv. zmékcovadla. Jednim ze zmékcéovadel plastickych
materiali jsou ftalaty (estery kyseliny ftalové, PAE)*.

Mezi nejpouzivanéjsi plastifikatory patii di-2-ethyl-
hexyl-ftalat (DEHP), ktery predstavuje az 50% podil sve-
tové produkce ftalatd, a dibutylftalat (DBP)*’. DEHP
i DBP se vyznacuji vysokou urovni reprodukéni toxicity
a mohou mit Skodlivé ucinky na plodnost a mohou posko-
dit i plod®.

Ftalatova zmékcovadla nejsou v materialu pevné va-
zana kovalentni vazbou, proto se pomalu uvolfiuji do okol-
niho prostiedi t&kanim, vyluhovanim nebo migraci’.
K tniku ftalatt do prostiedi dochazi jak pfi jejich vyrobe,
tak i pfi vyrob& materidli obsahujicich ftalaty'®. Oralni
poziti, inhalace, intravendzni injekce a kozni absorpce jsou
moZnymi cestami expozice' . Lidska populace je vysta-
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vena pusobeni ftalati hlavné dermalnim kontaktem, inha-
laci a peroralng'®. Clovék miZe byt vystaven udinkim
ftalati v dusledku ptimého kontaktu nebo prostiednictvim
média, do kterého byly ftalaty vyluhovany (jako napt. do
potravin), nebo napfiklad z 1ékatského vybaveni'. Vyskyt
ftalatt byl zjistén ve vzduchu'®, pads'”'®, sedimentech ze
skladek", v povrchovych vodach™?!, ale také v potravino-
vém fetézci’’, kde hlavnim zdrojem kontaminace potravin
ftalaty byly obalové materialy, se kterymi prichazi potravi-
ny do piimého kontaktu®.

V zivém organismu dochazi k odbouravani — degrada-
ci ftalatt na metabolity, které se vylucuji moci. Laborator-
ni experimenty prokazaly vyssi hladiny ftalati v moci zen
ve srovnani s muzi. Pfedpoklada se souvislost s ¢astéjSim
pouzivanim kosmetickych pfipravkl u Zen, jako jsou ple-
tové vody, dekorativni kosmetika, vlasové produkty
apod.*. Ftalaty nebo jejich metabolity jsou distribuovany
v biologickych tekutinach a organech v lidském téle a byly
zjistény 1 v matetském mléce v souvislosti s expozici ma-
tek zneCist'ujicimi latkami. Kojenci mohou byt takto vysta-
veni kontaminaci ftalatl matefskym mlékem, z hracek
a predmétd, které vkladaji do ust”. Piitomnost ftalati byla
zjisténa i v novych provoznich kapalindch vozidel, kde se
koncentrace pohybovaly od 0,33 mg kg ' do 9,78 mg kg™
kapaliny®®. Pozitivni nalez ftalatd byl zaznamenan u vzor-
ki potaht na volant, kde se koncentrace u novych potaht
pohybovaly od 5,5 mg kg do 55,0 mg kg ' plastu?’.

Cilem predkladané prace je zjistit obsah ftalatd
v plastovych materidlech vozidel a zjistit, jak se méni je-
jich obsah s dobou pouzivéani.

Material a metody

Z havarovaného vozidla vyrobeného v Ceské republi-
ce, které bylo v provozu pouze jeden mésic, byly ziskany
vzorky plastd (n=9) zriznych ¢asti automobilu. Vybér
vzorkl byl zvolen tak, aby postihoval veskeré plasty ve
vnitinim prostoru vozidla (volant, pfistrojova deska, se-
dacky, opérky hlavy a ovladani klimatizace). Vzorky ne-
byly materidlové homogenni, byly vyrobeny z rtznych
druhti materialti (foukana péna, tvrdy plast, mékky plast,
kize) a kazda Cast byla analyzovana samostatné. Obsah
DBP a DEHP byl zjistovan celkem v Sestnacti dil¢ich
vzorcich, kazdy vzorek byl analyzovén tfikrat. Kazdy meé-
sic, kdy byly provedeny tfi analyzy, bylo provedeno cel-
kem 48 analyz. Prvni analyza byla provedena ihned po
pripravé vzorki, druhd po tfimésiénim skladovani, tieti po
Sestimésiénim skladovani, ¢étvrtd po devitimési¢nim skla-
dovani a pata po patnactimési¢nim skladovani plasti. Po
dobu celého experimentu byly zkoumané dily plasti umis-
tény na nekontaminujici podlozce ve vozidle s cilem co
nejvice simulovat relné prostiedi provozu vozidla®.
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Vzorky byly ptipraveny na Katedfe bojovych a speci-
alnich vozidel Univerzity obrany (UO) v Brné ve spolu-
préaci s Ustavem technologie potravin Mendelovy univerzi-
ty v Brné¢ (MENDELU). Vlastni analyza vzorkt byla pro-
vedena v laboratofi Ustavu technologie potravin MENDE-
LU v Brné. Pro stanoveni esteri kyseliny ftalové byly
vyuzity ovéfené metody pro stanoveni PAE v plastovych
materialech®.

Plastové vzorky z automobilu se extrahovaly smési
rozpoustédel hexan:dichlormethan (1:1) po dobu 72 hodin
pfi teploté 23 °C. Nasledné se obsah bariky tfepal 1 hodinu
na tfepacce aextrakt se dekantoval pfes nalevku
s filtranim papirem, ktery byl tfikrat dekontamino-
van acetonem. Extrakce se opakovala jesté dvakrat tiepa-
nim 0,5 hodiny stejnou smési rozpoustédel. Spojené ex-
trakty se odpatily na rota¢ni vakuové odparce a byly dosu-
Seny proudem dusiku. Odparek se rozpustil v acetonitrilu
pro HPLC stanoveni v pfipad¢ Cirych extraktd. Pokud byl
extrakt kalny, vzorek byl €istén na centrifuze pro usazeni
a odstranéni kalu. V pfipad¢ barevnych extraktl, kdy pfi
stanoveni metodou HPLC by mohlo dojit k interferenci
latek extrahovanych se stanovovanymi ftalaty, bylo pouzi-
to procisténi kyselinou sirovou. Odparek se rozpustil
v hexanu, byla pfidana kyselina sirova a po tfepani a cen-
trifugaci byla hexanova vrstva odstranéna. Ke vzorku byla
pfidana hydratovand 65% kyselina sirovd a hexan a po
ttepani a centrifugaci byla pro analyzu odebrana horni
vrstva. Postup se opakoval jesté jednou. Odparek, po od-
stranéni  hexanu pomoci dusiku, byl rozpustén
v acetonitrilu pro stanoveni metodou HPLC (Pozn.: Hlav-

Tabulka I
Obsah DBP v plastech z vozidla

Puivodni a metodické prace

nim krokem reextrakce PAE z faze kyseliny sirové je jeji
hydratace spojend s deionizaci ftalatll a jejich pfechodem
do nepolarniho rozpoustédla. Pritomnost kyseliny sirové
zvySuje vytézek PAE a zvySuje Cistici ucinek). Detekce
a kvantifikace PAE byla provedena kapalinovou chroma-
tografii s mobilni fazi acetonitril; pratok 0,8 ml min';
kolona Zorbax Eclipse XDB-8C, zrnéni 5 um, délka
150 mm, §itka 4,6 mm (Agilent Technologies, USA), UV
detekce pifi 224 nm, kapalinovy chromatograf Agilent
Technologies 1100 Series (Agilent Technologies, USA).
Vyhodnoceni bylo provedeno programem Agilent Chem-
Station for LC and LC/MS systems.

Vysledky a diskuse

Souhrnné primérné vysledky méteni vyskytu estert
kyseliny ftalové ve vzorcich plasti riznych ¢asti materiald
motorového vozidla jsou uvedeny v tabulce I a II.

Zjisténé prumérné koncentrace dibutyl-ftalatu (DBP)
v automobilovych plastech, stanovenych v 0., 3., 6., 9.
a 15. mésici jsou uvedeny v tab. I. Primérné koncentrace
DBP se pohybovaly na pocatku v rozmezi 1,3-197,1 pug g
plastu, ve 3. mésici 1,7-161,5 pg g ' plastu, v 6. mésici
0,5-78,9 ng g ' plastu, v 9. mésici 2,3-123,3 pg g ' plastu
av 15. mésici 14,0-98,6 pg™ plastu.

V8echny naméfené hodnoty di-2-ethylhexyl-ftalatu
v automobilovych plastech (DEHP) jsou uvedeny v tab. II.

Primérné koncentrace DEHP se pohybovaly na po-
gatku v rozmezi 1,7-185,7 pg g”' plastu, ve 3. mésici

Vzorek Typ vzorku Obsah DBP [mg g']
0. mesic 3. mésic 6. mésic 9. mésic 15. mésic
1 foukana péna 151,8 151,9 78,9 45,6 76,0
2 a) tuzsi péna 81,9 53,6 6,9 15,5 70,0
b) tuhy Cerny plast 15,6 40,4 19,8 19,0 27,6
3 a) tuzsi péna 146,0 47,1 4,0 16,5 78,6
b) tuhy ¢erny plast 11,0 28,5 1,7 15,4 19,9
4 a) me&kky Cerny plast 197,1 161,5 44,0 1233 14,0
b) foukana péna 43,1 106,9 0,5 3,5 98,6
¢) tuhy ¢erny plast 36,2 40,2 5,9 26,0 29,5
5 a) tuhy tvrdy Cerny plast 32,5 1,7 34 3,6 41,8
b) mékky plast 2,5 67,0 1,6 11,9 57,8
6 mekky Cerny plast 9,7 8,1 7,3 11,2 14,4
7 a) tuhy tvrdy Cerny plast 1,3 6,5 56,3 69,5 19,3
b) mekky plast 51,1 29,2 22.8 15,6 40,3
8 tvrdy Cerny plat 167,8 27,1 22,8 27,9 29,5
9 a) kaze a lepidlo 19,6 7,2 11,1 7.1 97.1
b) tvrdsi plast 4,6 3,8 1,5 2,3 46,6

Poznamka: Mez stanovitelnosti DBP je 0,1 mg kg™
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Tabulka II
Obsah DEHP v plastech z vozidla
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Vzorek Typ vzorku Obsah DEHP [mg g™']
0. mésic 3. mésic 6. mésic 9. mésic 15. mésic
1 foukana péna 91,3 26,2 196,7 243 32,6
2 a) tuz$i péna 23,0 12,2 16,7 41,7 26,2
b) tuhy Cerny plast 54,5 5,0 65,7 14,1 2,3
3 a) tuz8i péna 185,7 45,4 2524 20,4 28,1
b) tuhy Cerny plast 129,7 6,6 36,0 7,6 5,4
4 a) mekky Cerny plast 158,1 24,9 8,7 18,2 16,4
b) foukana péna 162,5 12,7 16,2 33,1 87,5
¢) tuhy Cerny plast 7,8 5,6 22,7 7,3 2.9
5 a) tuhy tvrdy Cerny plast 33,0 3,9 16,1 5.8 14,9
b) mekky plast 2,6 17,1 1,4 12,4 22,9
6 mekky Cerny plast 65,2 40,4 94,3 32,1 41,4
7 a) tuhy tvrdy Cerny plast 1,7 18,4 88,5 10,1 8,4
b) mekky plast 140,8 22,2 73,4 17,0 32,0
8 tvrdy Cerny plat 104,5 11,8 16,2 15,0 13,1
9 a) kaze a lepidlo 52,5 34,8 32,5 23,2 53,6
b) tvrdsi plast 8,8 6,0 7,9 5,1 15,4
Poznamka: Mez stanovitelnosti DEHP je 0,1 mg kg '
3,9-45.4 ng g ' plastu, v 6. mésici 1,4-252.4 ug g™' plastu, ZAaver

v 9. mésici 5,1-41,7 pg g ' plastu a v 15. mésici 2,3-87,5
ug g~ plastu.

Vyss§i koncentrace byly zaznamenidny u novych
a zejména mékkych plastd (foukand péna, tuzsi péna, mek-
ky plast), kde napf. primérné koncentrace DBP dosahova-
ly hodnot 51,1-197,1 ng g ' plastu. U pevnych plasti byla
pramérmé koncentrace DBP 1,3-36,2 ug g ' plastu, pouze
v jednom piipadé byla zaznamenané hodnota 167,8 ug g
Zajimavym poznatkem je, ze obsah obou ftalati (DBP
a DEHP) byl zjistén také u materialt z kiize (19,6 ug g’
uDBP a 52,5 ug g”' u DEHP).

Po devitimési¢nim skladovani doslo u cca 70 % vzor-
ki k poklesu obsahu DBP o 30-90 %. Po patnictimé&sic-
nim skladovani ve srovnani s koncentracemi stanovenymi
hned po piipravé vzorkil doslo u 44 % vzorkt k poklesu
obsahu DBP o 20-90% a u 56 % vzork k narastu,
v nékterych ptipadech az 22krat (tab. I, vzorek 5b). Po
devitimési¢nim skladovani doslo u 80 % vzorkd k poklesu
obsahu DEHP o 6-90 %. Po patnactimesi¢nim skladovani
ve srovnani s koncentracemi stanovenymi hned po pfipra-
vé vzorku doslo u 70 % vzorkd k poklesu obsahu DEHP
030-90 % a u 30 % vzorkd k nartstu, v nékterych ptipa-
dech az 9krat (tab. II, vzorek 5b). Predpokladame, Zze ke
zvySeni obsahu ftalatt doslo vlivem podminek skladovani
(ptisobeni UV zafeni, doba a teplota skladovani), kdy na-
stala depolymerizace plastl, a tim doslo k uvolnéni vaza-
nych latek z matrice (ftalatd).
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Provedena méfeni prokazala, ze PAE byly nalezeny
ve vSech dil¢ich vzorcich plasti z vozidla. Zjisténé kon-
centrace obou zminénych esterll kyseliny ftalové se pohy-
bovaly od 3,0 pg g do 382 pg g u novych vzorki a od
16,2 ug g ' do 186,1 ug g™ u vzorkii po cca patnactimésic-
nim skladovani, vyjadfeno jako suma obou ftalatl. Ve
veétsing pripadi jde o material, se kterym je osadka vozidla
neustale a bezprostifedné ve styku. Pravé dlouhodoby kon-
takt s materidly z plasti s vysokym obsahem ftalatd
(volant, sedacky, opérky hlavy) mize byt nebezpetny,
protoze tyto latky se mtzou do téla dostat kozni resorpci
a dychanim. Aktualng platna legislativa v CR se touto
problematikou nezabyva.
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A. Jarosova®, S. Cornak”, M. Ku&era®, and
M. Jandlova® (“ Department of Food Technology, Mendel
University in Brno, " Department of Combat and Special
Vehicles, University of Defence in Brno, ¢ Lilacosta, s.r.o,
Miroslav): Changes in the Concentration of Phthalic
Acid Esters in the Plastic Materials of Vehicles During
the Usage

The presence of dibutyl phthalate (DBP) and di-2-
-ethylhexyl phthalate (DEHP) was monitored in 16 auto-
motive plastic samples (steering wheel, dashboard, seats,
headrests, and air conditioning control). The plastic sam-
ples were obtained from a crashed vehicle that had been in
operation for only one month. Phthalates were determined
by HPLC. The first analysis was performed immediately
after the sample preparation, the second one after 3 months
of storage, the third one after 6 months of storage, the
fourth one after 9 months of storage, and the fifth one after
15 months of storage. The average DBP concentrations
ranged from 1.3 to 197.1 ug g™ of plastic at the beginning,
1.7to 161.5 pgg' of plastic in the 3rd month, 0.5 to
78.9 ng g ' of plastic in the 6th month, 2.3 to 123.3 pg g
of plastic in the 9th month, and 14.0 to 98.6 ug g ' of plas-
tic in the 15th month. The average DEHP concentrations
ranged from 1,7 to 185,7 pg g™ of plastic at the beginning,
3,9 to 454 pg' of plastic in the 3rd month, 1,4 to
252,4 pg g ' of plastic on the 6th month, 5,1 to 41,7 ug g’
in the 9th month, and 2,3 to 87,5 ug g ' in the 15th month.
In particular, higher concentrations were found in soft
plastics. An interesting finding is that the content of both
phthalates (DBP and DEHP) was also present in leather
materials. According to the comparison of phthalates con-
centrations during storage, it can be stated that phthalates
concentration decreases with time and, after approximately
15 months of storage, concentrations decreased: for DBP
by 20 to 90% (in 44% samples) and for DEHP by 30 to
90% (in 70% samples). For the other samples, the increase
of both phthalates was probably due to depolymerisation
of the plastics by UV exposure, temperature and storage
time. Phthalates are human carcinogens and they can cause
the death or tissue malformation. They are dangerous for
liver function. The legislation of the Czech Republic and
European Union has not yet dealt with these problems.

Keywords: dibutyl phthalate (DBP), di-2-ethylhexyl
phthalate (DEHP), vehicle plastic materials, plasticizer,
vehicle driver
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—  moZnost zicastnit se narodnich sjezdi s vyznamnou slevou pro ¢leny, které jsou pofddany kazdoro¢né, jednou na Slovensku
jednou v CR, .
ZLEPSETE SVOJI INFORMOVANOST

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

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

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

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

—  pfistup k elektronickym informa¢nim médiim Spolecnosti,

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

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

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

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

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

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

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

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

ZDURAZNETE SVOJI PROFESIONALITU

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

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

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

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

Jsme jedna z nejmodernéjsich farmaceutickych firem v Evropé
- Vlastni vgvojové centrum na ucinné farmaceutické latky - Laboratore se

Spickovymi technologiemi « Vyzkumné projekty, zahranic¢ni workshopy a staze
- Bakalarské a diplomové prace - Placeny trainee program

KOHO HLEDAME?

« Absolventy oboru chemie, farmacie N
nebo prirodnich véd

Jsme cesky farmaceuticky vyrobce s vice nez 130letou historii primyslové farmaceutické vgroby.
Jsme soucasti izraelské farmaceutické korporace Teva,
celosvétoveé viibec nejvétsiho producenta generickych lécivqch pripravka.

¢c e o oWV

45 00 74 25 120 mld. - i

zaméstnanct vgrobnich zavodi pracovist vgzkumu, vgvoje miliard tablet “
ve trech desitkach zemi a klinického hodnoceni a kapsli/rocné

www.teva.jobs.cz

Staze a praxe Trainee program Naborové centrum
Teva Czech Industries s.r.o. Teva Czech Industries s.r.o. Teva Czech Industries s.ro.
Skolici stredisko Oddéleni lidskych zdrojt Oddéleni lidskych zdrojt

Ostravska 29, 747 70 Opava Ostravska 29, 747 70 Opava Ostravska 29, 747 70 Opava
T: +420 553 646 105, E: recepce.traine@tevapharm.cz T: +420 721027 750, E: petrdudek@tevapharm.cz T: +420 553 642 424, E: aneta.skowronkova@tevapharm.cz
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Setkani absolventii Ustavu / Katedry organické chemie

Vazeni kolegové, veterani bojii v zakopech organické chemie, u piilezitosti 70. vyroci zaloZeni
samostatné VSCHT si Vas dovolujeme pozvat na slavnostni setkani nasich absolventt, a to

v sobotu 24. 9. 2022

Program setkani:

9:00 — 12:00

— piijezd Gcastnikil, registrace v pfedsali poslucharny Al individudlni navstévy Vasich byvalych
pracovist’ a oblibenych skoliteltl, taktéZ moznost organizované exkurze po Ustavu

12:00 — 13:30

— shromazdéni Gcastnikl v poslucharné Al, odborny program — pfednasky z dél nasich mistrt
13:30 — 14:30

— spole¢ny obéd v prostorach Respiria v budové B, dostupné nyni z budovy A pohodiné tunelem
od 14:30

— setkani, ktera jste nestihli dopoledne

TéSime se na Vas a doufame v hojnou ucast!

Vice informaci a registrace na adrese https://uoch.vscht.cz/
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b sSHIMADZU

Excellence in Science

Svycarsky nlGz analytiky

Inspirovany vérnosti a spolehlivosti — to je nova éra SFC

Superkriticky fluidni chromatograficky systém Nexera UC
je dostupny v raznych konfiguracich tak, aby poskytoval

aplikacné specifické reseni zakaznikim ve farmaceutickém,

chemickém a potravinarském primyslu. Unikatni hardwa-
rové inovace zarucuji spolehlivou a stabilni analyzu, kterou
Ize ziskat idealni nastroj pro narocné separace vzorkud. Diky
spojeni specificity MS detekce a vSestrannosti SFC dosah-
ne tento systém nejvyssi mozné citlivosti.

Bezprecedentni stabilita tlaku zajisti presna
a reprodukovatelna data

pomoci unikatniho nizko-objemového regulatoru
zpétného tlaku

Rychlejsi pritoky, vyssi vykon a nizsi naklady

na analyzu

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

www.shimadzu.eu/next-era-SFC

Automatizovany proces vytvareni metod
pro LC nebo SFC testovani

Kombinace se superkritickou fluidni extrakci
spojuje rychlou a jednoduchou pfipravu vzorku

s nejmodernéjsi chromatografickou analyzou a vysoko-
citlivostni detekci
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The Millicell® DCI
Digital Cell Imager Small footprint USB and Wi-Fi

with sleek design image transfer

Assess your cell cultures with ease. Our
Millicell® DCI instrument enables more efficient
execution of the repetitive daily techniques
associated with cell passaging. Quickly and —
objectively assess confluency, morphology, and

growth trends for more consistent cell cultures.

Two-click
image capture
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sorting, and

To learn more, visit smart archiving.

MillicellDCI.com
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