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Jak se ujistit, Ze dostanete Nobelovu cenu

Tvrdé pracujete a mozna ani nepremyslite o tom, ze
byste jednou mohli dostat Nobelovu cenu za chemii (nebo
za néco jiného, ale jste chemik, takze se soustiedite prede-
v§im na svilj obor). Nicméné existuje Sance, Ze ji ziskdte.
Kromé snahy o ziskani skvélého ndpadu, ktery by vam
nominaci zarucil, byste méli dodrzet néekolik krokii, které
vam mohou pomoci se tomuto cili priblizit. VSechny kroky,
které zde popiseme, se ukdzaly jako velmi uZitecné.

Nejprve napiste néco, co miize popsat koncept reakce,
ktera by byla mimoradné specificka a pouzZitelna pro mno-
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ho situaci. Vymyslete pro tuto reakci nazev, napriklad
,click reakce*. Pak nechte své vcelky délnice (pomiize
vam, kdyz uz pro vas pracuje hodné lidi), aby se pokusily
néco v tomto sméru vyzkoumat. Poslete své lidi na chemic-
kou konferenci (velmi dulezité). Zejména na tu, ktera se
kond ve stejném meésté, v némz sidli vase laboratore.
At peclive prostuduji vSe, co je tam prezentovano, pred-
nasky, postery a viibec. MiiZete prijit i vy, jen si ovérit, jak
pilné vasi lidé pracuji. Pokud uvidi néco, co stoji za vy-
zkousent i ve vasi laboratori, ujistéte se, Ze to hned otestuji

The click reaction that
changed chemistry

United States Patent

https://doi.org/10.54779/ch120230485



M. Lebl

a zdroven uplnée zapomenou na to, kde k ndpadu prisli.
Pokud reakce ve vasi laboratori bude fungovat, pozadejte
o patent.

To je v podstaté pribéh' Nobelovy ceny za chemii
2022. Laboratoi Barryho Sharplesse, nositele Nobelovy
ceny z roku 2001, pracovala na konceptu ,, Click Chemis-
try*. Sharpless tuto koncepci nejprve predstavil na zase-
dani Americké chemické spolecnosti v roce 1999 a pozdeji
Jji publikoval v roce 2001 v ¢asopise Angewandte Chemie’.
Myslenka amerického tymu vychdzela z predpokladu, Ze
namisto tvorby vazby uhlik-uhlik pro vytvoreni novych
potencialné dileZitych molekul by bylo rozumnéjsi pouzit
tvorbu vazby heteroatom-uhlik, ktera by presné nenapodo-
bovala biologicky aktivni molekulu, ale misto toho by vy-
tvarela molekulu podobnou a jednoduseji vytvoritelnou.
K tomuto zpusobu uvazovani vedl koncept kombinatorialni
chemie, ktery na pocdatku 90. let 20. stoleti pritkopnicky
zavedlo nékolik laboratoFi. Huisgenova reakce’ vytvarejici
triazol z azidu a alkynu byla jednim z navrhovanych kan-
didatii tohoto chemického konceptu.

Na druhé strané Atlantiku, v laboratori Mortena Mel-
dala, byl jako vedlejsi produkt jejich vyzkumu ucinén zd-
sadni objev. PouZzitelnost reakce katalyzované jednomoc-
nou médi Meldal okamZzité rozpoznal a jeji uispésné vyuziti
pro syntézu modifikovanych peptidovych knihoven na pev-
né fizi prezentoval na sympoziu® v San Diegu v 1été 2001.
Tehdy se autor tohoto clanku poprvé zapojil do tohoto
pribéhu, nebot' se stal spolueditorem sborniku z tohoto
konkrétniho sympozia. Sbornik byl netypicky vydan ve
stejném roce jako sympozium, a diky tomu byla tato reakce
publikovana jiz v roce 2001.

Prvni dvé casopisecké publikace™® o této prototypické
., click reakci* se objevily v roce 2002 (Meldalova a Sharp-
lessova skupina) a Scrippsiiv institut si v roce 2002 také
podal zadost o patentovini reakce. Poté jsem se do toho
opét zapojil, tentokrdt jsem musel napsat cestné prohlaseni
pro patentovy tirad, Ze chemie Cu' katalyzované azidoveé-
alkynové reakce byla skutecné prezentovana Meldalovou
skupinou v lété 2001 a v témze roce publikovdna ve sbor-
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niku. To samozirejmé vytvorilo situaci ,,prior art a patent
nemél byt vydan. Nicméné po upusténi od piivodni prihlas-
ky z roku 2002 a podani nové prihlasky v roce 2003
a mnoha tahanicich s patentovym uradem byl patent
v roce 2008 vyddn’.

Je zajimavé, Ze publikace® z roku 2001 neni uvedena
v patentové prihlasce jako popis predchoziho stavu techni-
ky. Je uvedena pouze pozdejsi publikace Meldala z roku
2002 (cit.’, ve skutecnosti doplnénd patentovym iiradem).
Poslech prezentace pravnika spolecnosti Scripps, ktera
probéhla v breznu 2023, popisujici pFibeh patentovani byl
docela objasnujici, kdyz pripustil, Ze Meldalivv poster
mohl byt inspiraci k ,,objevu* této klikaci reakce.

Takze ted uz vite, jak postupovat, abyste méli Sanci
na pristi Nobelovu cenu za chemii. Mozna je také dobré
mit na své strané dobrého pravnika.

Michal Lebl
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VYUZITi REPORTEROVYCH TESTU PRI SLEDOVANI BUNECNEHO STRESU
A TOXICITY

DENISA CAKOVA, NIKOLA JELENOVA a JITKA VIKTOROVA

Ustav biochemie a mikrobiologie, F. akulta potravindrské a biochemické technologie, Vysokd Skola chemicko-technologicka
v Praze, Technicka 3, 166 28 Praha 6, Ceskd republika
prokesoj@vscht.cz

Doslo 27.9.22, piijato 11.5.23.

Sledovat ovlivnéni ¢i pribeh genové exprese je v mnoha studiich velmi dulezitou soucasti vyzkumu. V soucasné dobé
dochézi k rozvoji mnoha metod usnadiiujicich sledovani regulace genové exprese, jednim z takovych ptikladl je vyuzi-
ti tzv. genovych reportérovych testii (z angl. gene reporter assays). Tyto systémy piedstavuji rozsahly soubor nastroju ke
studiu regulacnich sekvenci promotorti, zesilovaci a transkripénich faktord. Existuje celd fada testli vyuzivajicich reporté-
rové bunky pro stanoveni biologické aktivity studovanych sloucenin. Cilem tohoto piehledového ¢lanku je predstavit pii-
pravu reportérovych plasmidu, coz je vzdy prvnim krokem u testd vyuzivajicich reportérové geny. Nasledné budou popsa-
ny nejcastéjsi druhy reportérovych testi a predstaveny priklady jejich pouziti v testovani in vitro.

Klicova slova: plasmid, regulace genové exprese, transfekce, luciferasa, in vitro test, reportér, genotoxicita, poskozeni
DNA

Obsah kuptikladu neschopnost sledovani molekularnich mecha-
nismi zapojenych do procesu regulace genové exprese.

1. Uvod V souCasné dobé dochazi krozvoji mnoha metod
2. Plasmid a jeho pouZiti pro pfenos genetické informace usnadiiujicich sledovani regulace genové exprese. Jednim
3. Druhy reportérovych testil z takovych piikladl je vyuziti tzv. genovych reportéro-
3.1. Luciferasa (EC 1.13.12.7) vych testl (z angl. gene reporter assays). Jak jiz nazev
3.2. Zeleny fluorescené¢ni protein napovida, jedna se o systém, ktery informuje (reportuje)

4. Piiklady reportérovych testti o genové expresi. Tyto systémy pfedstavuji rozsahly sou-
4.1. SOS chromotest/Umu test bor nastroji ke studiu regulacnich sekvenci promotora,
4.2. VITOTOX test zesilovaci a transkrip¢nich faktort. Pti pfipravé bakterial-
4.3. Test ToxTracker nich i eukaryotnich bunéénych linii pro vznik reportéro-
4.4. Reportérové vektory pGL4 vych testovacich systémtll genotoxicity vyuzivame znamé
4.5. Signal Finder Stress & Toxicity 10-pathway biomarkery, které¢ diky toxicité vzorku produkuji snadno
Reporter Array kvantifikovatelny signal. Reportérovy gen je umistén pod

5. Zavér kontrolou promotoru cilového genu. Vizualizace specific-

kych drah, aktivovanych bunécnou stresovou odezvou po
reakci na poskozeni, poskytuje pohled na typ a rozsah

1. Uvod indukovaného poSkozeni bunék, atedy na biologickou
aktivitu slou¢enin®.

Regulace genové exprese v eukaryotnich buiikach je Bakterie jsou vhodnymi akceptory reportéra diky
v ramci bunééné signalizace zajiStovana prostiednictvim svym rychlym reakcim, nizké ceng, jednoduchému ucho-
vazby transkripénich faktorti do tzv. promotorové oblasti vani a snadné genetické manipulaci. K dispozici je vSak
genu, ¢imz dojde ke.spuétém’. ¢i potlaceni exprese danéhp i spousta eukaryotnich kment, ptikladem muze byt re-
genu . Sledovat ovlivnéni ¢i pribéh genové exprese je kombinantni kvasinkovy kmen Saccharomyces cerevisiae
v mnoha studiich velmi diilezitou sou¢asti vyzkumu. Jako BY4741 s reportérovym plasmidem s genem pro zeleny
nejjednodussi pfistup se Casto voli kvantifikace semi-/ fluorescenéni protein (GFP), fizenym promotorem ribo-
finalniho produktu genu (mRNA ¢i proteinu) piislusnymi nukleotid-difosfatreduktasy (RNR3) reagujicim na posko-
technikami molekularni biologie (napt. kvantitativni poly- zeni DNA (cit.?). V lidskych buiikach hepatocelularniho
merasova reakce po reverzni transkripci mRNA, RT-qPCR karcinomu (linie HepG2) byly pfipraveny rtzné sublinie
¢i Western blot). Tento pfistup ma ovSem fadu limitaci, zalozené na vysoce vykonnych luciferasovych reportéro-
Chem. Listy 717, 487-494 (2023) https://doi.org/10.54779/ch120230487
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vych testech vyuzivajicich signdlni drdhy p53, Nrf2,
RAD51C a cystatin A (cit.*).

Bunééné testy in vitro zalozené na reportérech ziska-
vaji stale vétsi dilezitost pri hodnoceni rizik chemickych
latek pro lidské zdravi. Jejich velkou vyhodou je snadné
vyuziti pii vysokokapacitnim testovani (HTS, z angl. high-
throughput screening), kde poskytuji rychlou a levnou
primarni informaci. V bunéénych testovacich modelech
in vitro je sledovana specificka receptorova interakce mezi
chemickou latkou a bunéénym modelem nebo reakce buri-
ky na stresovy podnét (obr. 1). Po aktivaci ptislusné sig-
nalni drahy ¢i responsivniho elementu dochazi k odpovédi
buiiky expresi reportérového genu. Jednim z velmi univer-
zalnich a Casto pouzivanych responsivnich elementt je
ARE (z angl. antioxidant response element), ktery se pfi-
rozené nachazi v promotorové oblasti nékolika gent kodu-
jicich detoxika¢ni enzymy a cytoprotektivni proteiny.

Mezi nejcast€jsi reportérové geny patii geny kodujici
luciferasu, fluorescencni proteiny (napf. GFP nebo RFP,
z angl. green/red fluorescent protein), p-laktamasu
(B-laktamhydrolasa, EC 3.5.2.6) (cit.”) nebo sekretovanou
embryonalni alkalickou fosfatasu (SEAP, z angl. secreted
embryonic alkaline phosphatase, EC 3.1.3.1). Prvnim kro-
kem pripravy testd reportérového genu je konstrukce re-
portérového plasmidu a jeho nasledna, prechodna
(transientni) nebo stabilni (trvald) transfekce do hostitelské
buriky. Tento pfistup poskytuje hlubsi a citlivéjsi pohled
na mechanismus toxického efektu chemické latky nez
standardni testy toxicity®.

2. Plasmid a jeho pouziti pro pi‘enos genetické
informace

Plasmidy jsou dopliikova genetickd informace, ktera
je tvofena dvouvlaknovou molekulou DNA (dsDNA,
z angl. double stranded) obsahujici vlastni replika¢ni poca-
tek. Chovaji se jako autonomni replikony nezavislé na
chromosomu’. Pfirozené existuji zejména v bakterialnich

plasmid

-

Jadro

transfekce

aktivace

responsivniho
elementu

Reportérovy

p \ ,,me...

Chem. Listy 717, 487-494 (2023)

bunikach a vyskytuji se také v nékterych eukaryotech.
V genovém inZenyrstvi se plasmidy pouzivaji jako vekto-
ry pro pienos genetické informace® (obr. 2).

Obecné by tyto vektory mély byt slozeny z nékolika
sekvenci, které je ¢ini vhodnymi pro transformaci/
transfekci a selekci hostitelského organismu. Prvni sek-
venci je pocatek replikace (ori), ktery je rozpoznan bunéc-
nym replika¢nim aparétem a také definuje pocet kopii
daného plasmldu v buiice’. Pro piipravu reportérového
bunééného organismu se obvykle vyuziva plasmid se dvé-
ma pocatky replikace, prvni znich umozni replikaci
v bakteridlni bunice (obvykle oriC z Escherichia coli),
druhy znich v eukaryotni burice (obvykle SV40 zangl.
Simian virus 40). Dalsi klicovou slozkou plasmidu je se-
lekéni marker, kterym mize byt jakykoli gen poskytujici
selektivni vyhodu pozitivnim transformantim (nejcastéji
rezistence k antibiotiku, napf. gen pro hygromycinfosfo-
transferasu (ATP:hygromycin-B 4-O-fosfotransferasa, EC
2.7.1.163), neboli kinasa poskytujici  rezistenci
k hygromycinu jeho inaktivaci pomoci fosforylace)'’.

Mezi dalsi potiebné sekvence se fadi klonovaci misto
(MCS, z angl. multicloning site), usnadnujici klonovani
pozadované sekvence DNA a obsahujici nékolik mist pro
rozpoznani riznymi restrikénimi enzymy''. V reportéro-
vych vektorech je promotor cilového genu nasledovan
sekvenci genu reportérového proteinu, ktery miize byt
fluorescen¢ni'?, luminiscen¢ni’® nebo se miZe jednat
oenzym (napf. p-p-galaktosidasa', B-p-galaktosid-
galaktohydrolasa, EC 3.2.1.23).

Pripraveny reportérovy plasmid je néasledné vlozen do
bakterialni bunky za ucelem pomnozeni. Plasmid se do
bakterialni buiiky vklad4 riznymi technikami, napf. tep-
lotnim Sokem, elektroporaci nebo pomoci lipofekénich
¢inidel”. Nasledng musi dojit k pfechodné (transientni)
nebo stabilni transfekci vektoru do vhodné bunécné linie.
Tyto reportérové vektory umoznuji analyzu kinetiky geno-
vé exprese in vivo v priab&hu ristu organismu, coz umoz-
fiuje sofistikované studie i na Girovni jednotlivych bunék'®.

Meéieni
signalu

aJejsueny

Rxbosom

Obr. 1. Schéma principu méfeni pomoci reportérového testu. Nakresleno v ChemDraw Professional 16.0.
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Bakterialni
selekéni gen

marker Amp .
Hygro W

[ "1 Klonovaci misto
Va0 (MCs)
promotor

\

Luciferasa
Reportérovy gen

Obr. 2. Zakladni sekvence reportérového plasmidu (vektoru pro pienos genetické informace). Plasmid obvykle obsahuje pocatek
replikace (ori) a pocatek replikace pro savci bunky (zluta barva), gen pro selekci v bakteriich (rizova barva), klonovaci misto (Seda bar-
va), reportérovy gen cilového proteinu napi: luciferasa (zelena barva), polyadenyla¢ni misto (zluta barva), SV40 promotor (svétle modra)
a selekéni marker pro eukaryotni buiky (tmavé modrd). Hygro = hygromycinfosfotransferasa (EC 2.7.1.163), MCS = multiklonovaci
misto, Amp = rezistence k ampicilinu (gen kodujici B-laktamasu, EC 3.5.2.6). Nakresleno v ChemDraw Professional 16.0.

3. Druhy reportérovych testi

Existuje cela tada testd vyuZzivajicich reportérové
buriky pro stanoveni biologické aktivity studovanych slou-
Cenin. Tyto testy mohou stanovit schopnost sloucenin in-
dukovat bunécnou proliferaci, apoptozu, expresi cytokini
nebo piisobit cytotoxicky'’, a tim nahradit n&které t&zko-
padné tradicni testy'®.

Reportérové genové testy vyuzivaji aktivaci nebo
inaktivaci signdlni dréhy, kterd ovliviiuje expresi stabilné
transfekovanych reportérovych gend pod kontrolou pfi-
slusnych regulaénich prvka'. Jeden z dosud nejlépe cha-
rakterizovanych bioluminiscencnich proteinti je luciferasa,
ktera katalyzuje oxidaci substratu, coz vede k reakci pro-
dukujici svétlo'®. Vazba ligandu na transmembranovy
receptor za normalnich podminek vede k aktivaci intrace-
lularni signdlni drahy, ktera zahrnuje modifikaci signal-
nich molekul (napf. fosforylaci), translokaci do jadra, ex-
presi specifickych proteini (napf. cytokin) a vysledné
fenotypové zmény (napt. proliferaci, apoptozu aj.). Kdyz
je vsak aktivovédna signalni drdha u reportérové buiiky,
transkripcni faktor se navaze na regulacni oblasti ve stabil-
n¢ transfekovanych burikach a vysledkem je exprese re-
portéru, napf. genu pro luciferasu. Mira signalu je pak
pfimo umérna schopnosti testované slouceniny ovliviiovat
predmétnou signalni drahu nebo receptor™’.

3.1. Luciferasa (EC 1.13.12.7)

Reportérové testy vyuzivajici gen pro luciferasu jsou
jednémi z nejpouzivangjSich kvili své vysoké citlivosti
a snadné manipulaci. Reportérovy plasmid obsahuje pro-
motorovou oblast pozadovaného genu nasledovanou luci-
ferasovym genem. Kdyz je konstrukt transfekovan do buri-

489

ky, luciferasa je produkovéna v mnozstvi, které je imérné
aktivit¢ promotoru. Luciferasu (a tedy promotorovou akti-
vitu) 1ze poté kvantifikovat mérenim luminiscence produ-
kované po piidani enzymového substratu?'. Luciferasa
(p-firefly  luciferin:kyslik-4-oxidoreduktasa  (dekarbo-
xylujici, ATP-hydrolyzujici), EC 1.13.12.7.) ze svétlusky
Photinus pyralis (FLuc) je nejrozsifencjsi luciferasa vyu-
zivana pro bioluminiscenc¢ni testy. FLuc vyzaduje pfitom-
nost 0,, Mg®* a ATP, v jejichz piitomnosti katalyzuje
oxidaci D-luciferinu na oxyluciferin se soucasnou emisi
fotonu. Existuji vS§ak mozné inhibitory FLuc, obvykle se
jedna o nizkomolekularni slouceniny s planarnimi struktu-
soutézici o vazebné misto se substratem
(D-luciferinem nebo ATP). Dalsi nevyhodou je rychlost
reakce a tim nutné vybaveni detektoru injektorem. Zejmé-
na tyto divody vedou kvyvoji novych systému
s luciferasami z novych zdroju.

Dalsi pouzivana luciferasa (koelenterazin:kyslik-2-
-oxidoreduktasa (dekarboxylujici), EC 1.13.12.5) je ptvo-
dem z motské sasanky Renilla reniformis (RLuc) a Casto
se kombinuje s FLuc napf. pii stanoveni cytotoxicity*>**.
RLuc katalyzuje podobnou reakci jako FLuc, dochazi
k oxidaci substratu, a to koelenterazinu za vzniku svételné
emise. Kazda z téchto dvou zminénych luciferas generuje
svételnou emisi v riiznych vinovych délkach?® (obr. 3).

3.2. Zeleny fluorescen¢ni protein

Zeleny fluorescenéni protein  (GFP) je dalsi
v biologickych systémech velmi pouzivany reportérovy
gen. Puvodni sekvence genu GFP byla klonovana
z meduzy Aequorea victoria, produkt tohoto genu je nejvi-
ce studovanym zelené fluoreskujicim proteinem?’. Je odol-
ny vici pH indukovanym konforma¢nim zméndm
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Obr. 3. Biochemicka reakce katalyzovana luciferasou ze svétlusky Photinus pyralis (FLuc) a moiské sasanky Renilla reniformis

(RLuc). Nakresleno v ChemDraw Professional 16.0

a denaturaci. Exprese genu pro GFP je druhové nezavisla
anevyzaduje zadné dal$i kofaktory, substraty nebo jiné
genové produkty z meduzy. Intenzita fluorescence GFP je
pfimym méfenim transkripéni aktivity promotoru, ktery
fidi expresi genu a odpovidajici produkei proteinu. Ko-
meréné dostupné plasmidy obvykle umoziuji klonovani
genu zajmu bud’ pred a nebo za sekvenci fluorescenéniho
proteinu, ¢imz umoznuji N- ¢i C-terminalni fazi vznikaji-
ciho proteinu. Tyto plasmidy umoziiuji fizenou expresi
v riznych buiikach a organismech, véetné bakterii, kvasi-
nek a sav¢ich bun€k. V soucasné dob¢ je snaha o zavedeni
vylepSenych variant GFP, které by zlepsily fluorescen¢ni
vlastnosti a stabilizovaly expresi v savéich buiikéch'.
Dostupnost spektralné odlisnych fluorescencnich proteinit
muze také oteviit nové cesty pro zobrazovani interakci
protein-protein v in vitro a in vivo diagnostice.

4. Priklady reportérovych testi

Pokud si nechceme pfipravovat reportérovy plasmid
sami, je mozné vyuzit sbirku komercnich reportérovych
plasmidd, které jsou piipraveny pro transfekci lidskych
bunék, ¢i dokonce i pfipravené bakterialni nebo sav¢i bu-
nécné reportérové linie. O nejéastéji pouzivanych reporté-
rovych burikach a plasmidech pojednavaji nasledujici ka-
pitoly.

4.1. SOS chromotest/Umu test

SOS chromotest a Umu test jsou dvé rychlé kolori-
metrické mikrobialni metody zalozené na produkci
[-galaktosidasy (B-gal) jako odpovédi na poskozeni DNA.
Poskozenim DNA se aktivuji geny tzv. SOS opravné

490

drahy (cit.”®). Faze genu lacZ s SOS opravnym genem
(sfid) v genomu E. coli K12 je komer¢né dostupna pro-
sttednictvim bakterialniho kmene E. coli K12 PQ37. Po
vystaveni mutagenni latce a poSkozeni DNA je spustén
opravny systém, ktery indukuje produkci enzymu p-gal.
ZvySend syntéza enzymu zpusobi konverzi bezbarvého
substratu 5-brom-4-chlor-2-indolyl-B-p-galaktopyranosidu
(X-gal) na modry produkt, jehoz intenzita je méfena spek-
trofotometricky. Test je mozné provést jako zkumavkovy
nebo v modifikované verzi na mikrotitracni desti¢ce®.

Umu operon je zodpoveédny za ochranu pred chemic-
kou a radia¢ni mutagenezi. Princip je zaloZen na schop-
nosti latek poskozujicich DNA, z nichz vétSina muze byt
potencidlnimi karcinogeny, indukovat expresi umu opero-
nu. Produkty gend indukovatelnych poskozenim — recA
alexA, dale reguluji expresi gend, jejichz produkty jsou
zodpovédné za opravné mechanismy buniky indukei umu
operonu. Latka poskozujici DNA tedy indukuje drahu
produkujici enzym B-gal, ktery $t&€pi substrat o-nitrofenyl-
-B-p-galaktosid (ONPG) na zluty produkt o-nitrofenyl
(ONP). Plasmid byl ptivodné vyvinut pro pouziti v bakte-
rii Salmonella typhimurium TA1535 a pozdéji modifiko-
véan pro E. coli**>". Test je z 90 % srovnatelny s Ameso-
vym testem, av§ak ma praktické vyhody. Bunécna toxicita
v této metod¢€ neni problém a bunky nemusi pfezit, test je
také ¢asové méné naroény’'. Nevyhodou je skuteénost, Ze
nékteré latky nemusi vykazovat mutagenni vlastnosti
i pfes jejich znamou karcinogenitu, nebo je vykazuji pou-
ze u jednoho z testii. Ne vSechny latky indukuji poskozeni
Umu operonu a také SOS odpovéd nemusi byt spusténa
pouze chemickymi slouceninami, ale vysokou teplotou
nebo uginkem DMSO (cit.*?).
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4.2. VITOTOX test

VITOTOX test (vyvinuty Vlamskym institutem pro
technologicky vyzkum, z angl. Flemish Institute for Tech-
nological Research, Mol, Belgie) je vysoce ucinny bakteri-
alni genotoxicky test, ktery je zalozen na bioluminiscenci
a umoznuje snadnou, velmi rychlou a levnou detekci ge-
notoxickych sloucenin. Je pfinejmensim stejné citlivy jako
Amesiiv test a SOS chromotest™. V tomto testu jsou pou-
zity dva geneticky upravené bakterialni kmeny, nejcastéji
Salmonella typhimurium, n€kdy i E. coli, které obsahuji
luciferasovy operon lux (luxCDABE) z Vibrio fischeri pod
transkrip¢ni kontrolou recN promotoru, ktery je soucasti
SOS opravného systému DNA. Soucasti testu je také
kmen TA104 prl, ktery konstitutivné exprimuje /ux ope-
ron a slouzi jako kontrola toxicity. Po inkubaci bakterii
v pritomnosti genotoxické slouceniny se recN promotor
dereprimuje, coz vede k indukei /ux operonu. Exprese vede
k produkci svétla v zavislosti na genotoxicite.

Test je uzitecny pro rychlé testovani velkého poctu
chemikalii s malym mnozstvim spotfebovaného materidlu,
méfeni probiha automaticky a sbér a zpracovani dat mize
byt také zcela automatizovano, coz snizuje naklady na
pracovni silu*.

4.3. Test ToxTracker

Reportérovy systém ToxTracker (komercné dostupny
od firmy Toxys, spin-off zalozeny roku 2014 Lékaiskym
centrem Leidenské univerzity, Nizozemi) je zaloZeny na
biomarkerech fizovanych s genem kodujicim GFP. Sys-
tém je zalozen na Sesti rliznych biomarkerovych genech,
které byly zavedeny transfekci do mysich embryonalnich
kmenovych linii (obr. 4).

Mitoticky stres

Chyby pri
replikaci DNA

Genomova
nestabilita a
o mutace
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Test vyuziva rozdilnou citlivost riznych bunécnych
linii a umoznuje predikci primarnich vlastnosti zndmych
i neznamych chemikalii. Exprese vybranych genti speci-
ficky reflektuje poskozeni DNA, oxidativni stres ¢i posko-
zeni proteind. Exprese reportéri GFP je stanovena pruto-
kovou cytometrii’.

Genotoxicita je detegovand reportérem Bsc/2-GFP,
ktery je aktivovan promutagennimi lézemi DNA
a replikacnim stresem, a jeho indukce v reakci na posko-
zeni je spojena s aktivaci ATR/CHKI signaliza¢ni drahy.
ATR (ataxie teleangiektasie a Rad3 piibuzné proteiny)
spolu s kinasou CHK1 aktivuji mnoho mechanismi opra-
vy DNA a slouzi jako kontrolni bod replikace®”. Reportér
Rtkn-GFP je aktivovan vznikem dvouvlaknovych zlomu
DNA. Reportér Srxnl-GFP je aktivovan pii zvySené urov-
ni oxidaéniho stresu a je soucasti antioxida¢ni drahy
s transkripénim faktorem Nrf2, obdobné jako reportér
Blvrb-GFP. Btg2-GFP reportérovy systém je zaloZen na
pS3-responzivnim elementu Bfg2 genu a je aktivovan Siro-
kym spektrem toxickych sloucenin. Ddit3-GFP je piimo
spojen s bunéénou odpovédi na §patné sbalené proteiny?.

V porovnani s piedchozimi metodami vykazuje tento
systém vysokou senzitivitu i specifitu a poskytuje vykon-
ny nastroj pro hodnoceni rizika novych chemikalii pfi
soucasném zjisténi genotoxickych a/nebo oxidacnich
vlastnosti slouceniny.

Po rané mezilaboratorni valida¢ni studii byla v roce
2017 zahgjena oficidlni validacni studie OECD
(Organizace pro hospodatskou spolupraci a rozvoj, z angl.
Organisation for Economic Co-operation and Develop-
ment). V této validacni studii testuje 7 laboratofi z riz-
nych pramyslovych odvétvi (farmakochemie, chemie
a CRO) vybér 64 genotoxickych a negenotoxickych slou-
Cenin. Studie se provadi podle pokyni OECD, a pokud

Biologické poskozeni: Biomarkery:
A =poskozeni DNA Bscl2, Rtkn
B = oxidacni poskozeni Srxnl, Blvrb
C = proteinové poskozeni Ddit3

-~ 4 ) Ztrata regulace
‘ & bunééného cyklu

Hyperproliferace

zavisla na cyvtokinové <

odpovédi <
Metabolicky stres

Obr. 4. Prehled hlavnich typu biologického poSkozeni a prislusné spojeni s biomarkery. Nakresleno v ChemDraw Professional



D. Cdkovd a spol.

dobfe dopadne, mohlo by se jednat o oficidlnim pfijeti
a zafazeni testu do standardni regulacni strategie bezpec-
nostnich testt.

4.4. Reportérové vektory pGL4

Luciferasové reportérové vektory pGL4, komercné
dostupné od firmy Promega Corporation (Madison, Wis-
consin, USA), jsou dal$i generaci reportérovych genovych
vektorl urenych pro expresi v savéich buikach. K dispo-
zici je fada konfiguraci vektorti pGL4, véetné téch se syn-
tetickymi geny luc2 (Photinus pyralis) a hRluc (Renilla
reniformis), které byly kodonové uzptisobeny pro uéinngj-
$i expresi v savéich burikach. Proteiny kddované témito
geny reaguji rychleji a ve vétsi mife na zmény v trans-
kripéni aktivité nez jejich pfedchtidci. Kromé toho byly
reportérové geny i vektorova kostra, véetné genu bakteri-
alni rezistence (B-laktamasa), a savci selektovatelné geny
(rezistence pro hygromycin, neomycin nebo puromycin),
navrzeny tak, aby se snizil pocet vazebnych mist pro
transkripcni faktory a riziko anomalni transkripce.

Signalni drahy, jejichz aktivace je sledovana pomoci
pGL4 reportérovych plasmidi, zahrnuji signalni drahu
MAPK/INK, ve které je responsivni element pro aktivacni
protein 1 indukovatelny napi. forbol-12-myristat-13-ace-
tatem (PMA). PMA je znamy jako aktivator proteinovych
kinas. Dalsi signalni drdha souvisi se zdnétem, responsivni
element pro jaderny faktor NF-xf je zde aktivovan napft.
tumor nekrotizujicim faktorem — TNFa. Signalni dréaha
oxidativniho stresu je reprezentovana responsivnim ele-
mentem pro faktor Nrf2 aktivovany napt. fert-butyl-
hydrochinonem. Poskozeni DNA je sledovéno aktivaci
responsivniho elementu pro protein p53, napt. doxorubici-
nem. Stres endoplasmatického retikula je stanoven pomoci
responsivniho elementu pro aktiva¢ni transkripéni faktor 6,
ktery je aktivovan napf. tunikamycinem, inhibitoremem
syntézy glykoproteind. Stres zpusobeny tézkymi kovy je
sledovan aktivaci responsivniho elementu pro responsivni
transkripéni faktor 1 reagujici na kovy (napt. ZnSOy).
Tepelny Sok souvisi s aktivaci responsivniho elementu pro
faktor 1 tepelného Soku pomoci napt. 17-allylamino-17-de-
metoxygeldanamycinu, ktery je inhibitorem proteinu p90
tepelného Soku. Hypoxie se stanovuje aktivaci responsivni-
ho elementu pro faktor lo indukovaného hypoxii
(aktivovan napf. fenantrolinem). Stres vyvolany xenobioti-
ky je sledovan aktivaci responsivniho elementu pro
arylhydrokarbonovy receptor, napf. prostiednictvim
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinu — persistentniho or-
ganického polutantu.

4.5. Signal Finder Stress & Toxicity 10-Pathway
Reporter Array

Vektory pGL4 od firmy Promega jsou k dostani jako
jednotlivé plasmidy, které si uzivatel mize cilené vybrat
anasledné s nimi pracovat. O krok dal je feSeni firmy
Qiagen (Hilden, Némecko), které nabizi set deseti vektor
pro sledovani stresu a toxicity chemickych sloucenin akti-
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vaci signalnich drah. Sledované signalni drahy se nelisi od
feSeni firmy Promega, pouze jsou doplnéné o vektor
s glukokortikoidnim responsivnim elementem. Gen pro
glukokortikoidni receptor je exprimovan témét v kazdé
buiice v téle a jeho signalni draha reguluje expresi gent
fidicich vyvoj, metabolismus a imunitni odpoveéd’. Néktera
xenobiotika, vSudypfitomna v prostfedi, se mohou vazat
na glukokortikoidni receptor a jsou tak schopna modulo-
vat nasledné ucinky, které zahrnuji reakce na zanétlivé,
alergické, metabolické, neoplastické a autoimunitni proce-
sy. Mnoha xenobiotika mohou mit prostfednictvim inter-
akce s glukokortikoidnim receptorem Skodlivé toxické
iginky s potencialng smrtelnymi nasledky*®.

Pathway Reporter Array je piipravena ve formatu
96-jamkové desticky, kdy kazdy sloupec obsahuje jeden
reportérovy vektor a posledni dva sloupce obsahuji vektor
pro pozitivni a negativni kontrolu. Pathway Reporter
Array je navrzen jako dudlni test obsahujici vzdy dva vek-
tory — vektor s genem pro luciferasu ze svétlusky pod kon-
trolou responsivniho elementu a vektor s genem pro luci-
ferasu ze sasanky pod kontrolou konstitutivniho promoto-
ru CMV (promotor lidského cytomegaloviru). Toto dudlni
usporadani umoziiuje normalizaci detegovaného signalu
na pocet pozitivn¢ transfekovanych bunék.

5. Zavéry

Oblast toxikologie v soucasné dobé& prochazi posu-
nem od tradi¢nich studii expozice zvifat smérem k vysoce
vykonnym pfistupim vyuzivajicim vypocetni modely,
alternativni zvifeci modely a in vitro modelové systémy
zalozené na butikach. Testy in vitro pro predikci toxickych
a genotoxickych vlastnosti latek (Amestv test, hprt test,
kometovy test aj.) se primarné zamétuji na hodnoceni
genotoxického potencialu a obecné neberou v uvahu alter-
nativni typy biologického poskozeni a selhavaji v integra-
ci riznych metabolickych d&ji, které mohou byt dilezité
pro predikci nebezpedi’’. Relativng vysoka specifita Ame-
sova testu vyuzivajiciho bakteridlni buriky a nizka specifi-
ta (Casté falesné pozitivni vysledky) zavedenych testl na
sav¢ich buiikdch ¢asto vedou k mnoha potizim. Nejedna
se tedy o zadouci vlastnosti t€inného pfistupu v predikei
toxicity a mutagenity, nebot” vcetné promarnéného casu
dochéazi k finanénim ztratam, a pokud je vyzadovano
itestovani in vivo, k nadmérnému vyuziti laboratornich
zvirat.

Potencidlni toxické vlastnosti chemikalii 1ze snadnéji
posoudit sledovanim aktivace specifickych bunécénych
signalnich drah. K aktivaci téchto drah mutize dojit pfi niz-
Sich koncentracich a kratSich expozi¢nich casech nez
u jinych koncovych bodi, jako je napt. sledovani bunééné
smrti, coz z nich déla dobré nastroje pro predikci nasledné
toxicity. Kromé toho mize testovani aktivace drah streso-
vé reakce poskytnout informace o zptisobu ptisobeni slou-
Ceniny a tyto drahy Ize studovat v riiznych typech bun¢k,
coz umozni zisk informaci o tkanové specifickych reak-
cich na chemickou expozici. Reportérové testy ndm nabizi
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Siroké detek¢ni spektrum a vysokou citlivost. OvSem
vzhledem k tomu, ze vétSina navrhovanych testli vyuziva-
jicich reportérové geny dosud nebyla validovana ve vel-
kych srovnavacich studiich se standardnimi metodami, ani
nebyly provedeny mezilaboratorni testy a stanovena jejich
reprodukovatelnost, mély by se vyuzivat spolu s dosud
zavedenymi metodami k lepii interpretaci vysledki®™.

Autori dekuji Ministerstvu Skolstvi, mladeze a télovy-
chovy za poskytnuti financnich prostiredkii prostrednictvim
projektu INTER-COST (LTC20015). Tento vystup vznikl
v rdmci projektu Specifického vysokoskolského vyzkumu —
projekt ¢. A2 FPBT 2022 055.

Seznam zkratek

Amp ampicilin

ATB antibiotika

B-gal B-galaktosidasa

CMV lidsky cytomegalovirus

DMSO dimethylsulfoxid

dsDNA double stranded DNA, dvouvlaknova DNA

FLuc luciferasa ze svétlusky Photinus pyralis

GFP green fluorescent protein, zeleny
fluorescenéni protein

HepG2 lidsky hepatocelularni karcinom

HTS high-throughput screening

Hprt hypoxanthine phosphoribosyltransferase

Hygro hygromycin

lacZ gen kodujici enzym B-galaktosidasu

MCS multicloning site, multiklonovaci misto

mRNA messenger RNA,

NF-xB nuklearni faktor kappa B

OECD z angl. Organisation for Economic
Co-operation and Development

ONPG o-nitrofenyl-p-p-galaktosid

ONP o-nitrofenyl

ori pocatek replikace

PMA forbol-12-myristat-13-acetat

RFP red fluorescent protein, ¢ervené fluoreskujici
protein

RLuc luciferasa z motské sasanky Renilla
reniformis

RT-qPCR  Real-time polymerase chain reaction

SEAP secreted embryonic alkaline phosphatase

sfiA SOS reparacéni gen

SV 40 Simian virus 40

TNFa tumor nekrotizujici faktor o

Umu operon zodpovédny za ochranu pied
chemickou a radia¢ni mutagenezi

X-gal 5-brom-4-chlor-2-indolyl-p-b-
galaktopyranosid
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D. éaikové, N. Jelenova, and J. Viktorova
(Department of Biochemistry and Microbiology, Universi-
ty of Chemistry and Technology, Prague, Czech Repub-
lic): Use of Reporter Assays in Monitoring Cellular
Stress and Toxicity

Monitoring the influence or process of gene expres-
sion is a very important part of research in many studies.
Currently, many methods are being developed to facilitate
the monitoring of gene expression regulation, the use of
gene reporter assays being one of the examples. These
systems represent an extensive set of tools to study the
regulatory sequences of promoters, enhancers, and tran-
scription factors. There are several assays using reporter
cells to determine the biological activity of the compounds
studied. The aim of this review article is to present the
preparation of reporter plasmids, which is always the first
step in assays using reporter genes. Subsequently, the
most common types of reporter test are described, and
examples of their use in in vitro testing are presented.

Keywords: plasmid, regulation of gene expression, trans-
fection, luciferase, in vitro assay, reporter, genotoxicity,
DNA damage
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toxicity a v souvislostech s Samanskymi, ritudlnimi a ndbozenskymi praktikami s tim, ze diirazn¢ varuje pred jakymkoliv

experimentovanim s pozivanim houby samotné, ¢i ptipravki z ni ptipravenych, pro kterézto varovani uvadi védecké divody.
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Vse zaGalo pred davnymi a davnymi asy. Rada ar- Casnosti v nékolika regionech svéta®*. Z kruhti ugrofin-
cheologickych dilikazli naznacuje, ze lidé maji od prehisto- skych Samant se znalost rozsifila mj. do védskych, tibet-
rickych ¢asi sklon pouzivat psychedelické drogy skych, budhistickych a dalSich obfadt, jako népoj bohd,
v nabozenském a/nebo uzdravovacim kontextu. Jako di- soma (ze sanskrtského mackat, drtit).
kaz takového pouZiti psychomimetickych hub muzeme V nasich krajich vsak mnohem prozaictéji hospodyn-
jmenovat obrazy a sochy zobrazujici mj. stylizované hu- ky braly klobouky houby, které pak macely ve sladké
manoidy s houbovymi rysy'. N&akou dobu po posledni vodé ¢i mléce, a posypaly je cukrem. Sladka pochutina
dob¢ ledové v severském lesnim pdsmu, mezi bfezovymi pak naldkala mouchy, které se jejim pozitim otrdvily; pro-
stromy, nalezli naSi predkové preferovany mykorrhizni to se ¢esky houba jmenuje muchomtirka, neb umoti mou-
symbiont tohoto stromu — nadherné muchomurky chy. Nutno poznamenati, ze jakkoliv je ldkavy tvar mo-
s Cervenobilymi klobouky (muchomurka &ervena, Amanita chomirka (podle vzoru Vochomirka), spravné je pouze
muscaria var. muscaria (L.) Lam. (Amanitaceae), obr. 1, muchomirka’. Jind teorie tvrdi, e hmyz lakd v houbé
cit.?). Poté, co pozorovali, e houba méla zajimavy uginek obsazeny 1,3-diolein (2-hydroxypropan-1,3-diyl-di(92)-
na soby, ktefi, kdyz ji pozteli, upadli do jakéhosi transu, to -oktadec-9-enoat)°.

zkusili také. Tak zacalo nabozenské, mystické a rekreacni
pouziti této psychedelické houby, kterd pokracuje do sou-

1,3-diolein

Ale zpét do historie, stafi Indoevropané nazyvali
muchomuirku, ¢i jeji vyluh ,,maga“ (velky dar, adajné se
od tohoto slova odvozuji vyrazy jak magie a mag),
Rgvéda nejstarsi klasicky text staroindického védéni, po-
chazejici z doby pied asi tfemi a pul tisici lety (Rg Veda
8.48.3) pak o ni fika"*:

Pili jsme somu a stali jsme se nesmrtelnymi,

svétlo jsme dosdhli, bohy objevili.

Jakou Skodu miuize zloba nepritele zpiisobit, aby ndam
ublizila?

dale pak (Rg Veda 8.68.1):

Obr. 1. Muchomirka d¢ervena, Amanita muscaria var. B TOZO z?’.e J e’sotnci, ’mczm.ameze.na, aktivni, vse c{oby B
muscaria (L.) Lam. (Amanitaceae)’ vajici, rozvijejici védeni pro jasnovidce a mudrce. Vsech-
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no, co je holé pokryva, vsechny nemocné léci: slepy muz
vidi, zmrzaceny chodi.

Bé&hem obradill a pouzivani se experimentaln¢ zjistilo,
ze je mozno zadouci intoxikace dosahnout 1 pozitim moci
jedinct pozivsich muchomirku, pficemz moc¢ je mozno
takto recyklovat az pétkrat, kterazto ,,mysticka“ moudrost
byla znama jak uZivatelim, najmé $amantim na Sibifi’,
kterym ji pGvodné sdélil myticky Velky krkavec
(Quikinnaqu), tviirce vesmiru'’, Vikingtim, tak také nékte-
rym Indianim Severni Ameriky a mnoha dals$im kulturam,
véetnd &inské, japonské'', az do maloasijské'. Samani
aknézi téz zjistili, ze naopak jsou po prichodu organis-
mem metabolizovany nékteré emetické slozky obsazené
v muchomtrkach a ze tudiz recyklovana mo¢ je do jisté
vyluh. Darovanim mo¢i k sobé pak vazali nevédomé sou-
kmenovce. Recentni zdroje uvadéji, ze divodem ,.kvality*
moci je metabolicky zptsobena dekarboxylace ibotenové
kyseliny"’.

Utinnost extraktu z muchomirek byla zndma i véd-
skym knézim, kde je takova intoxikace ve starobylé litera-
tufe spojovana sbajnym napojem ,soma (téZ amrita,
haoma)®, nektarem nesmrtelnosti, jemuz jsou pfipisovany
magické vlastnosti alchymické mediciny. Napojem, ktery
vyvolava pocity bozskosti (entheogen)', ktery ma silny
psychotropni efekt s pocitem ,nesmrtelnosti”, euforie
a létani. Staré texty explicitné spojuji poziti muchomurek
s levitaci. Muchomurky udajné pozivali pred bitvou bojov-
nici evropského severu (Berserkové), kteti pak udajné
necitili bolest a ve svém stavu nekontrolovatelné zbésilosti
byli imunni viéi ohni i kovu®, neb, jak fika (o haomg)
také staroperska Yasna'®: ... Haoma prindsi silu a rychlost
valecnikim v sedle, ... poskytuje studujicim (jak mnoho
Jjich!), vice znalosti a vice moudrosti ...

Klasik definuje'” psychedelickou drogu jako prostie-
dek, ktery, aniz by zpusobil fyzickou zavislost ¢i touhu,
zavazné fyziologické poruchy, delirium, dezorientaci nebo
amnézii, vice ¢i mén¢ spolehlivé tvoti myslenky, nalady
a zmény percepce, jinak ziidka zazivané s vyjimkou snu,
kontemplativni a nabozenské vytrzeni, zablesky zivych
nedobrovolnych fragmenti paméti a akutni psychdzu.
Muchomitirka se podle mnohych tomuto idealu blizi. Po-
veést pravi, ze zafijové muchomurky jsou pry narkotické,
srpnové vizionafsky psychedelické.

O (svych) zkuSenostech s muchomirkami zajimavé
pie Mika Waltari'®, piipadné Lewis Carrol (Charles
Lutwidge Dodgson)". Dlouze dokazal o psychoaktivité
muchomurek vypravét i znamy drogovy experimentator
Jif{ Glos, alias Freud®*?', vulgo Obrazek. Snil o tom, ze
muchomurka, ,.,by mohla byt takové ceské LSD®, jenom
kdyby se podatilo néjak odstranit latky, které ptisobi eme-
ticky; nestacilo mu, Ze antiemeticky docela dobie pilisobi
koufeni marihuany, on to chtél mit Cistoucké, coz by se
mu asi nepovedlo, protoze sam muscimol je v konec¢né
fazi sedativni (ackoliv je to velmi silny agonista GABA,),
je opojny, halucinogenni, ale i vzbuzujici somatickou re-
akei zahrnujici nevolnost a zvraceni*?, a trik s mo&i neznal.

O Jitim Glosovi (*1947) povést pravi, ze piivedl na
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Ceskou scénu v poloviné minulého stoleti pervitin, ac
udajné nedostudovany geolog, mél jiz v mladi takové zna-
losti zchemie, Ze by slozil na vysoké Skole zkousku
z pokrocilé organické chemie i farmakologie. O jeho za-
piscich, udajné, s povzdechem prohlasili 1ékafi, Ze byl ve
vyzkumu psychoaktivnich latek dvacet let pfed nimi, pro-
toze zatimco on experimentoval na lidech, oni na krali-
cich.

Jako kazda véc, ma toto rub i lic. Poziti muchomuirky
¢i extrakt z ni vSak také vyvolava dalsi priznaky, vcetné
poceni, nevolnosti, svalového skubani a sluchovych nebo
vizualnich halucinaci, podstatné jsou i toxické a potencial-
né fatalni vlastnosti v houb& obsazeného muskarinu'®.
Dalsi potiz je vtom, Ze poziti halucinogeni mize vést
k ¢emusi, co se v anglictin€ oznacuje jako ,,bad trip* (stav,
kdy ¢lovek po uziti halucinogenu zaziva (velmi) nepiijem-
né vjemy), ¢i k stavu deliria nebo k opakujicim se poru-
cham vnimani (tzv. flashback, tj. zablesk z minulosti, pfi
kterém se ¢lovek chova tak, jako by se v minulosti prozita
situace (intoxikace) nebo nepifjemna udalost znova opa-
kovala)®.

Nicméng, jak jsme psali v ¢lanku o muskatovém
ofisku®*, Andrew T. Weil® fikaval: ,,Osoby, které pouzi-
vaji narkotika, jsou casto ochotny trpét extrémnim diskom-
vyvolanych
(omamnymi) drogami“.

K tomu je tieba dodat, ze soucasného pohledu psy-
chedelika nejsou narkotiky, mj. proto, ze narkotika jsou
vétSinou spoustéci zavislosti, coz psychedelika nejsou
a extra vyznamny diskomfort po jejich aplikaci zpravidla
neni. Negativni aspekty pusobeni muchomirek vsak lze
do jisté miry eliminovat. Jiz jsme zminili prichod organis-
mem a marihuanu, podivejme se dale. Klasikové uvadéji,
Ze je nutno macerovat houbu suSenou, potazmo jeji klo-
bouk samotny, nejlépe s co nejvice bilych zbytkl pochvy
(obalu). ,,S vyhodou se suseny klobouk maceruje ve vo-
dé, mléce, nebo ovocné §taveé. SuSeni téhoz se doporu-
¢uje'? na mirném teple, 35-50 °C, dokud material neni
zcela suchy (snadno se lame a droli), coz pry radikalné
zméni chemické slozeni houby, a vysledkem je pak aro-
maticky produkt sladké pfijemné chuti, ktery je plné pou-
zitelny a dobie skladovatelny. Poté se v dobrém obalu
pred pouzitim skladuje 2-3 mésice. Samoziejmé, jedna
vétev Uprav muchomiirky vede k ,,idealné* pouzitelné
substanci k navozeni halucinogenniho stavu, druha
k neskodné, vonavé potraving.

Recept na piipravu ,,jedlé muchomirky cituje Pear-
son’®: Cheete-li ptipravit Amanita muscaria k bezpe&nému
jidlu (upraveno): (1) peclivé oloupejte klobouk a odstrarite
kazdy kousek korové vrstvy; (2) nakrajejte na malé kous-
ky; (3) vlozte kousky do vrouci vody a vafte pfesn¢ pét
minut; (4) sced’te dikladn¢€ vodu a znovu vaite v Cerstveé,
vrouci vodé po dobu dalsich pét minut; (5) odstraiite vodu
a obvyklym zplGsobem pfipravte houbu. (Autor
z bezpecnostnich divodd radi peclivé likvidovat vodu,
pouzitou k extrakci.) Chemika zarazi, ze neuvadi mnozstvi
vody ani to, zda ,predvafena* muchomirka méla jeste
jakoukoliv biologickou aktivitu, krom¢ houbové viiné
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a chuti. Asi nikoli, protoze hledaci snil si ¢ervené korové
vrstvy (exokarpu) ceni nejvice. Pripravit muchomirku bez
jejich hlavnich alkaloidi se jevi zcela realné, pokud pii-
hlédneme k rozpustnosti podstatnych slozek. Rozpustnosti ve
vodé¢ jsme v literatufe nenasli, proto jsme je modelovali po-
moci programu ADMET Profiler””: muskarin 129 mg ml™
(logP=2.93), ibotenova kyselina 467 mg ml™' (logP=0,85),
muscimol 1000 mg mI™" (logP=0,92), muscazon 305 mg ml ™’
(logP=0,60).

Klasicky postup piipravy somy zahrnoval tfi stupn&?®:
suSeni na slunicku, extrakci a filtraci pfes organismus.
Znamy farmakoetnograf Frantidek Sita®” ve svém pojedné-
ni o somé pise: Postup pripravy (somy) zacinal ocisténim
drogy (muchomiirek) vodou, jejim rozdrcenim mezi kame-
ny a zalitim drti vodou. Tento postup se nekolikrdt opako-
val. Potom byla kapalina odlita, zbytek vymackan, a takto
ziskand tekutina priddavana k diive ziskané. Nyni nastdval
vrcholny okamzik. Spojeny surovy macerdt byl filtrovdan
pres platno. Jasné zluty filtrat predstavoval pri svém obje-
veni zjeveni samotného bozstva. Ziskand tekutina byla
pred pozitim smisena s mlékem, vodou nebo rozpusténym
maslem s medem, pripadné odvarem z vrbovky uzkolisté
(Epilobium  angustifolium, rostliny Siroce pouZzivané
k ptipravé povzbuzujiciho nalevu na Rusi pfed pfichodem
Cajové kultury) ¢i stavou z bazinné borivky viochyné ba-
henni (Vaccinium uliginosum, drogy znamé pro navozeni
psychomotorického neklidu a pocitt zavrati ¢i mirné halu-
cinogenni ucinnosti; ma se nicméné za to, Ze zasadni podil
na ucincich nema rostlina samotnd, ale metabolické pro-
dukty parazitické houby hlizenky vlochynové (Sclerotina
megalospora), ktera ji napada’®). Dodejme k tomu citat
z prace Feeneyho’': Vzhledem k obtiznému rozpousténi
kyseliny ibotenové ve studené vodé mize mit extrakt ve
studené vod¢ koncentrace této kyseliny nizsi nez extrakt
ve vodé horké, a tudiz je snizeno riziko zvraceni.

Sita nam déle piiblizuje chronologii uginku mucho-
murek, je to natolik zajimavy text, ze jej pfinaSime beze
zmény, jakkoliv k nému lze mit pfipominky: Ddvka mu-
chomiirky cervené, kterd pusobi otravu primérného zdra-
vého clovéka, je asi 20—40 g. Na otravu umiraji nejméné
dva lidé ze sta. Obsahové latky se meni v zavislosti na
misté vyskytu houby. Proto dirazné varujeme pred neuvd-
Zenymi pokusy s houbou, které by velmi pravdépodobné
chomiirkou u téch Stastnych, kteri ji prezili. Hledejme
motivy souhlasici, nebo odporujici popisu otravy somou...
Prvni priznaky otravy se objevuji v priméru za pul az dvé
hodiny po poziti houby. Postizeny citi vysychdani v hrdle
av ustech, ma ztizené polykdni, prichdzi pocit , zatajent
dechu®. Nasleduje nevolnost az tlak v Zaludku, podobné
jako pri prejedeni. Objevi se pocit tepla az neprijemné
intenzivni. Postizeny touzi po ochlazeni. Srdce zacind silné
busit. Objevi se poruchy vnimani. Do dalky je videt ne-
zvykle ostre, jasné, a to i pri slabém osvétleni. Obraz je
zdanlivé plasticky, cernobily. Miize se vsak objevit i videni
zluté, modré nebo fialové. Zda se, ze se blizké predmeéty
zvetsuji. Na blizko je videét stdle nejasnéji, postizeny neni
schopen psat. Nastavd hyperakusie: otrdveny se napriklad
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domniva, ze slysi zvuk hodin z vedlejsiho pokoje. Objevi se
poruchy hmatu, brnéni v koncetindch, pak necitlivost.
Pokrmy a ndpoje se zdaji bez chuti. Tento popis otravy
odpovida perifernim ucinkiim obsahovych latek mucho-
murky. VIiv jedii na centrdalni nervovy systém se rozviji
ddle. Pocdtkem je bolest hlavy, huceni v usich a pocit
prazdnoty v hlavé, pak otaciva zavrat. Koncetiny se zdaji
byt ,,lehci nez papir*, nékteri otraveni maji pocit, zZe jsou
nadndseni nebo hnani vpred nezndamou silou, dostavuje se
i pocit létani. Soucasné se objevi ztrata svalové sily. Posti-
zeny neudrzi ani lehké predméty v rukou. Nastdavaji zasku-
by svalstva koncetin a trupu. Otrdveny je stdle v kontaktu
s okolim, uvédomuje si skutecnost svého stavu, ma vzruse-
nou ndladu, je mnohomluvny, castokrat opakuje slova
nebo celé véty, které uslysel v okoli. Vzruseni se stupruje,
postizeny ztraci védomi a kontakt s okolim. Co proziva od
tohoto okamziku ve formé snu, dovede obvykle popsat jen
z¢asti, nebo i vibec ne. Jeden nemocny vypravel, ze
. existoval ve formé dvou osob, z nichz jedna pozorovala,
co délda druhd*™ — toto stadium otravy konci nékdy de-
lirantnim obrazem, ve kterém miize i agresivné vystupovat
viici svému okoli. Po vybiti sil nemocny zmaldtni, a pak
upadne spis do bezvédomi nez spanku. Klidné lezi, télesnda
teplota klesa, dychani je rychlé a ztizené. Objevuje se
modrani. Zde je smrt nejblize. Fantasticnost snii otrdve-
nych vystihuji vyroky jako ,,vis, vstal jsem z mrtvych, Ziju*
nebo |, tak ja jsem se vratil, byl jsem na onom svete “. Po-
mysiny ndvrat ze zahrobi je licen casto. Dalsi postizeny si
pripadal umistén ve velké bilé kouli zavratnou rychlosti se
otdacejici mezi rotujicimi cervenymi koulemi. Otrava trvd
asi 24 hodiny. Obdobi uzdravovani zacind probuzenim,
nemocny se na nic nepamatuje, nebo si je védom, Ze pre-
stdl tézky snovy stav. Pocituje bolesti hlavy, ochablost, ma
depresivni naladu. Poruchy vidéni mohou trvat i nékolik
dni. Nejcastejsi pricinou smrti pri otravé muchomiirkou
Cervenou je — vedle Fady dalSich komplikaci — selhdni
srdce nebo bronchopneumonie.

Vyzkum obsahovych latek muchomurky cervené
zah4jili uz v roce 1869 Schmiedeberg a spol.”? a v roce
1875 publikovali strukturu™ a o rok pozdgji syntézu™ prvé
izolované latky; ziskali jedovatou latku, ktera dostala poz-
dé&ji jméno muskarin. Pii podkozni injekci 1-3 mg pisobi-
la slinéni, pocit tlaku v hlavé, zmény srdeéni ¢innosti,
nevolnost, Cervendni v tvafi, zavraté, Uzkost, poceni
a kfece. Halucinogenni efekt se neprojevil ani pfi zvySeni
davek na 100-200 mg, kdy vznikala uz nebezpecna otra-
va. Smrtelna davka je vyssi nez 300 mg. Teprve o sto let
pozdgji popsali Eugster a spol. ve Svycarsku™ a Takemoto
a spol. v Japonsku®® objev dal§i t¢inné latky z muchomiir-
ky Cervené. Byla to kyselina ibotenova a jeji rozkladny
produkt muscimol. Farmakologicky ucinek obou latek je
velmi blizky. Po davce 10-15 mg popisovali dobrovolnici
zmatenost, dezorientaci v prostoru i Case, zvétsené vidéni
predmétl, zrakové i sluchové halucinace, tfes az svalové
ktece. Nakonec usinali. Obraz otravy muchomirkou je tak
syntézou ucinku  muskarinu, kyseliny ibotenové
s muscimolem i stavu organismu, na ktery houba ptisobi.
Proto nemuize byt zcela presné zpodobnén pokusnym po-
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danim cistych izolovanych latek. V roce 1967 pak oba,
Eugster a Takemoto, polozili zéklad nézvoslovi obsaho-
vych latek muchomiirek®”.

Zajimavy je popis intoxikace od Donalda E. Tee-
tera'?, podobné podrobny jako popisy Shulginovy™: Kou-
pil jsem nékolik suSenych vzorkit Amanita muscaria pro-
strednictvim postovni objedndvky. Pri otevieni sdcku mé
zasahla nejprijemnéjsi vimé. Nékde v mém téle kliknul
stary prepinac, jako by moje télo mélo predchozi zkuse-
nost s tim, co bylo v mych rukou. Zkouska potvrdila, Ze
droga chutnala stejné, jako vonéla. Nebylo to vitbec horké
nebo osklivé, ale sladké, vlastné chutné.

Pozil jsem asi 1,75 g. Ucinky byly velmi mirné; Mirnd
euforie; Mirné zvyseni okolniho svétla, tyto prijemné ucin-
ky trvaly asi 3 hodiny. O tyden pozdéji jsem pozil 3,5 g.
Vyraznéjsi ucinky: obecny vnitini klid, velmi uklidrnujici;
vizudlni iluze barvy, modra je obzvldsté brilantni; zvinéné
zorné pole; mirné problémy s chiizi; ménici se barevné
vzory se zavienyma ocima. Asi po 2 hodindch: ospalost,
musel jsem si lehnout se zavienyma ocima, mimorddné
vizudlni iluze, vnitini smysl pro mir, 4,5 hodiny po poZiti
se citim odpocinuté a zpét v normalu. O tyden pozdéji, 7 g.
Mnohem vyraznéjsi efekty s rychlejsim ndastupem: setméla
mistnost je svételné brilantni, chodim jako opily a musim
si lehnout. Asi po 2 hodindch: vidim intenzivni vzory per-
ského koberce za zavienyma ocima, mdam velky pocit vnitr-
niho miru, pocituji néjaké sluchové vjemy. Jeden tyden
poté jsem pozil 14 g, velmi rychly ndstup, jen par minut.
Po asi 1 az 1,5 hodiné jsem musel ulehnout: extrémni
vnitrni klid; nepopsatelné osvétlené vize; extrémné slozité
sluchové ucinky, od slySeného vypraveni vizi po slozZité
,, wroky nebo uceni”, lépe to vyjadrit neumim. Zkusenost
nebyla uplné stejna jako pri vnimani mluveného slova; k

Chem. Listy 717, 495-500 (2023)

otazkam jsem znal odpovédi;, nékdy pak vize ilustrovaly
odpovedi! V urcitéem okamziku jsem se duchovné vydal na
misto, které mohu nazvat pouze jako kralovstvi. Vsechno
videné bylo osvétleno vnitinim svétlem. Tato vize byla
soudrzny celek se zacdtkem, prostiedkem a koncem. Vizu-
alni a sluchové efekty ustoupily asi po 4,5 hodindch. Za
6 hodin po poziti jsem se citil odpocinuty a fyzicky omla-
zen. Tento pocit fyzické pohody trval asi 14 dni po aplika-
ci. Teeter dale popisuje, Ze se po aplikaci zbavil celé fady
neduht, v¢etné bolesti kloubu.

Podivejme se tedy na hlavni latky v houbé obsaze-
né*>* 4 Mezi hlavni latky miZzeme uvést silné toxicky
muskarin (LDs, (my$) 0,23 mg kg™)*, ktery je parasym-
patomimetikem, zjednodusené feceno ovliviiuje hladinu
acetylcholinu, plisobi na muskarinové receptory
a zpusobuje kiece hladkého svalstva stiev, délohy, moco-
vého méchyfe a bronchd, poceni, slinéni, slzeni, bolesti
zaludku a nuceni na zvraceni; nicméné jeho obsah v mu-
chomurkach je nizky, kolem 0,002-0,02 % suché hmot-
nosti plodnic.

Dale pak kyselinu ibotenovou (LDsy (krysa) az
129 mg kg ', obsah v susiné klobouku kolem 1 %)*, ktera
je rozpustna ve vodé a pfi suseni drogy dekarboxyluje** na
muscimol v droze téz obsaZzeny. Je latkou, ktera piechazi
pres hematoencefalickou bariéru, pak je dekarboxylovana.
V mozku sama puisobi jako silny neurotoxin. Strukturné je
piibuzna s glutamovou kyselinou a aktivuje receptory
NMDA, nezda se vsak, ze by se ji daly pfipsat psychoak-
tivni vlastnosti muchomirek.

Muscimol (agarin, pantherin, obsah v susiné klobou-
ku kolem 0,09 %) je agonistou GABA, receptor (LDsg
(krysa, p.0.) 45 mgkg') ziejm& nejvice spojovany
s psychoaktivnimi a psychedelickymi tc¢inky a funguje

i O L H o /N\O 0NH
HO —
WOH o oH
NH,
muskarin ibotenova kyselina muscimol 4-hydroxypyrrolidin-2-on
NH o HO  NH, Q
o= J\/\L o OH
O v OH (0] o] 0 \ /
NH = ’, O
5 3
OH HO  NH,
O
muskazon stizolobova kyselina stizolobinova kyselina
HO, NH,
4 < HO o HN | NH
o Y
o OH
OH

2-amino-3-(1,2-dikarboxyethylthio)propanova kyselina

tetrahydroharman-3-karboxylova kyselina
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jako primérni inhibujici neurotransmiter. Pisobeni je po-
dobné jako u alkoholu, navic plisobi halucinogenné.

Dalsi latkou je muskazon, je ziejmé tvoren fotoche-
mickou reakci z ibotenové kyseliny, néktefi autofi sou-
di, Ze jde o izola¢ni artefakt. Obavame se vSak, ze tomu
tak nebude. Prevést 1,3-oxazol-2-on-5-ylovy derivat na
1,2-oxazol-3-on-5-ylovy pfi pouhé extrakci vodou se ndm
zdéd nanejvy§ nepravdépodobné. Jeho toxicitu ACD/
Percepta’’ odhaduje LDsy na 180 mgkg™' (mys s.c.; nej-
ny kyseliny stizolobové a stizolobinova, tetrahydroharman-
-3-karboxylovd kyselina a 2-amino-3-(1,2-dikarboxy-
ethylthio)propanova kyselina. Dalsi slozky jsou antibakte-
ridlni a antimykoticky 4-hydroxypyrrolidin-2-on, fada beta-
glukanti, najm¢ imunomodula¢ni AM-ASN, antioxida¢ni
tokoferoly, stopy tropanovych alkaloidl, stopy vysoce
toxickych amatoxind a phallotoxint (typické latky zejmé-
na pro A. phalloides), bufotenin (5-hydroxy-N,N-dimethyl-
tryptamin), barviva, aminokyseliny atd. Hlavni soucasti
klobouku je pfiblizn¢ 90 % vody. Muscimol je ve shod¢
s nazvem kreslen jako oxazolovy enol; stejné jako ostatni
derivaty si jej, podle podminek, umime ptedstavit v obou
formach, i existenci nékterych v zwitteriontové podobné.
Pridrzujeme se obvyklé literarni podoby vzorctl.

Nekolik autort udava, ze k toxicité muchomdrek,
a A. muscaria v to pocitaje, piispivaji mykotoxiny, jako
napf. o-amanitin (o-amatoxin), i kdyz jejich obsah
v (ziejmé Gerstvé) houbd je nizsi nez 1 mgkg ', coz pii
stiedni letalni davee 0,5-1 mgkg ™' (cit.***) znamena, ze
pokud by se chtél Cclovék otravit a-amanitinem
z A. muscaria, musel by spotfadat potadnou smazenici.
V jinych muchomiirkdch je obsah mykotoxinli mnohem
vyssi, toxicita A. muscaria je ztohoto aspektu relativné
nizka*’.

OH

HO

a-amanitin

ZkuSeni uzivatelé varuji pfed souCasnym pozitim
napoju s oxidem uhli¢itym, nebot’ maji za to, Ze ibotenova
kyselina, kterd je pifi suSeni dekarboxylovdana na
muscimol, ktery mize byt pusobenim kyseliny uhlicité
preveden z muscimolu zp&t na kyselinu ibotenovou'?, coz
je myslenka svidna, le¢ pro chemika ptinejmensim podiv-
na, ale pfiroda jest mocna Carod¢jka. Je tfeba vSak pred
muchomtirkou znovu varovat, neb i kdyz intoxikace odez-
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ni bez vétsich zdravotnich problémi, stdle potom hrozi
rada komplikaci, které se mohou objevit pozd¢ji: respirac-
ni a kardiovaskularni problémy, selhavani ledvin, rhab-
domyolyza nebo nadorova onemocnéni*®.

O muchomurce Amanita muscaria uvadi Erowid
30 ¢lanka®. SciFinder na dotaz ,,amanita® poskytuje 3494
¢lank, které se po zpiesnéni dal$im dotazem ,,muscaria®
ztenci na 803 citaci, pficemz jejich Cetnost zacala nartstat
v 50. letech minulého stoleti. Existuje i celd fada zdroju
tzv. $edé literatury, jako napi. materily tzv. Ceské psy-
chedelické spolecnosti, ktera ma podle obchodniho rejstii-
ku 4 funkcionare a celkem 4 ¢leny, a mnoha dalSich sku-
pin a spolkid. Snazime se timto ¢lankem pfispét k poznani
skutecnosti, Cerpané predev§im z odborné literatury. Pfi-
nasime i tento ptispévek jako dalsi ¢lanek do série uceb-
nich texti popisujicich rizné zajimavé aspekty chemie
ptirodnich latek™ ** i proto, Ze chceme takto reagovat na
mnozstvi smyslenek, polopravd a nesmysll, které jsou
kolem piirodnich slouc¢enin dnes §ifeny. Je nabiledni, Ze
zkoumani pfirodnich latek, jakozto latek z obnovitelnych
zdroji, je jednou z cest, jak lacinym a efektivnim zputso-
bem piispét ku vieobecnému prospéchu’>*,

Zavérem lze poznamenat, Ze souhlasime s vyrokem
ChatGPT?*, kde jsme se zeptali na nazor k vyse popsané
problematice: ,Je duilezité poznamenat, zZe konzumace
muchomiirky miize byt nebezpecnd a miize vést k vaznym
zdravotnim problémiim. Mnoho jedincii po poZiti mucho-
muirky citi nevolnost, zvraceji, trpi silnymi bolestmi bricha
a zavratémi. Ddle miize byt nebezpecné podcenit ucinky
houby a podlehnout halucinacim, coz miize vést k rizikové-
mu chovani a vrazium. Z téchto divvodu se konzumace mu-
chomuirky nedoporucuje a méla by byt ponechdana pouze
pro vyzkumné ucely pod dozorem zkuSenych védcii a léka-

Vo ¢
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ment of Chemistry of Natural Substances, University of
Chemistry and Technology, Prague, " Department of
Pharmacognosy and Pharmaceutical Botany, Faculty of
Pharmacy, Charles University, Hradec Krdlové, Czech
Republic): On Forest Entheogen

The article describes the red toadstool, Amanita mus-
caria, in the mirror of history, natural medicine, content of
substances, and toxicity, as well as within the context of
shamanic, ritual, and religious practices. Based on scien-
tific reasons, a strong warning against any experimenta-
tion with the consumption of the mushroom itself, or prep-
arations prepared from it, is delivered.

Full text English translation is available in the on-line
version.
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Cesium je dilezitym stopovym prvkem v horninach typickych pro zemskou kuru, a jeho obsah v biomase je také po-
mérné vysoky ve srovnani s n€kterymi malo rozpustnymi nebiogennimi prvky. Nenaro¢né analytické metody, jako je rent-
genova fluorescence, jsou pro stanoveni cesia v typickych pfirodnich vzorcich nedostate¢né, a proto se zpravidla pouziva
ICP-MS (hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem) nebo INAA (instrumentalni neutronova aktivacni
analyza). K poznani biogeochemie cesia piisp&lo i zkoumani zne¢isténi radioaktivnim izotopem '*’Cs, ktery je dileZitym
Stépnym produktem a Ize jej metit pomoci spektrometrie gama. Ukdzalo se, ze Cs je obvykle siln¢ zadrzovano v humusu
(diky jilovym mineralim), nebo je intenzivné recyklovano v systému ptida-biomasa a jen pomalu odstraiiovano (to vsak
nemusi platit globalng, nebot’ vétSina vyzkumi byla provadéna v podminkach severniho mirného pasu). Podobné
i vysledky rozsahlého biomonitoringu (se stanovenim desitek stopovych prvki) v ¢eskych jehli¢natych lesich (s pfevahou
smrku) ukazuji, ze Cs je pfirozenymi procesy koncentrovano v humusu (relativné vici vSem ostatnim alkalickym kovim).

Klicova slova: cesium, rubidium, draslik, lesni ekosystém, radioizotopy cesia

Obsah ku jsme se s ohledem na vlastni vyzkumné aktivity do jisté
miry zaméfili na biogeochemii cesia v lesnich ekosysté-

1. Uvod mech.
2. Cesium v zemské kiife Radioaktivni izotop ’Cs patii k nejvyznamngjsim
3. Cesium v ekosystémech a Zivotnim prostiedi Stépnym produktim uvolnénym pii jaderném vybuchu
3.1. Cesium v ptidach a jeho vstup do biomasy nebo havérii. Vyzkum kontaminace radionuklidy
3.2. Cesium v lesnich ekosystémech v zivotnim prostiedi i potravinach pomohl objasnit i cho-
3.3. Cesium v palivech a popelu vani cesia jako takového, mj. poukazal na jeho pomérné
4. Radioaktivni izotopy Cs silnou retenci v humusu, resp. v systému puda-biomasa,
4.1. Pavod hlavnich radioizotopd Cs a jejich mé&feni alespoil v podminkach mirného klimatického pasu. To
4.2. Izotopy "*'Cs a '**Cs v ekosystémech a potravinach potvrzuji také vysledky rozsahlého mapovani stopovych

prvki v ¢eskych jehli¢natych lesich.

1. Uvod 2. Cesium v zemské kui‘e

Cesium je nejtéz8im stabilnim alkalickym kovem Z pohledu geochemie je Cs diky znacéné velkému
(s jedinym stabilnim izotopem '**Cs) a v p¥irodé& se vysky- iontovému poloméru typickym ptedstavitelem tzv. nekom-
tuje predeviim jako kationt substituujici K'. Pati{ mezi patibilnich prvki, tedy takovych, které jsou magmaticky-
vyznamné stopové prvky v zemské kiife a nezanedbatelny mi procesy siln¢ extrahovany ze zemského plaste i ze
mize byt i jeho obsah v biomase. S rozvojem neutronové spodni kiiry, a pfi vyvoji (diferenciaci) magmatu se hro-
aktiva¢ni analyzy a zvIa§té po rozsiteni dostupnéjSich ana- madi ve zbytkové tavening, piipadné i fluidech. V zemské
lyz ICP-MS (hmotnostni spektrometrie s indukéné véza- kiife se odhaduje primérny obsah Cs na jednotky mg kg,
nym plazmatem) vyrazn¢ pribylo idat o cesiu napt. podle (cit.") je obsah v kontinentalni kife 3,4 mg kg
v geologickych vzorcich, biomase i ptidach. V tomto ¢lan- apoméry K/Cs a Rb/Cs piiblizné¢ 6300 a 23, zatimco béz-
Chem. Listy 717, 501-507 (2023) https://doi.org/10.54779/ch120230501
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né koncentrace Cs v plasti jsou nizi nez 0,10 mg kg™
(cit.?). V kyselych zulach ajinych vyvielinich bohatych
na K je b&zny obsah Cs od prvnich desitek mg kg™ vyse.
Nejvyznamnéjsi akumulace byvaji na okrajich magmatic-
kych téles nebo v magmatickych zilach, ovlivnénych vy-
sokoteplotnimi fluidy (gresienizované zuly, pegmatity).

Nerosty s vysokou koncentraci Cs jsou vzacné.
Nejdualezitéjsi je polucit se zjednoduSenym vzorcem
CsAlSi,04-2H,0 (Cs vSak mtze byt do rizné miry substi-
tuovano), ktery je v soucasnosti jedinym ekonomicky vyu-
zivanym®. Celkové mnohem vé&tsi mnozstvi Cs se vyskytu-
je (spolu sRb a TIl) jako izomorfni pfimés v mineralech
drasliku, z nichz koncentruji Cs ptedevsim slidy, a to hlav-
né slidy trioktaedrické (,,tmavé®). Ke slidam s vyznamnym
obsahem Cs (napf. na Cinovci zhruba 400-600 mgkg ',
cit.*) patti i zinnwaldit, ktery tvori ekonomicka loZiska mj.
v Krusnych  hordch pfedev§im jako zdroj lithia.
V souvislosti s vyuzitim Li z Cinovce, pfipadné¢ i dalSich
lozisek, je zajimava také otazka vyuziti Rb a Cs z lithné
slidy, nebot’ pfi nejefektivnéj§i znamé technologii Gpravy
(s vyuzitim chloridd, napt. v chloridovém bypassu v ce-
mentarné) jsou vSechny alkdlie uvolnény =ze slidy
s podobnou vytéznosti’.

Pti zvétravani hornin se Cs uvoliuje pomérné snadno,
zarovetl vSak vstupuje do nové vznikajicich jilovych mine-
rald bohatych K, predevsim illitu, nebo je silné sorbovano
i na n¢které jilové minerdly bez K (montmorilonit, vermi-
kulit)®, pfipadnd zistava ve slidé ¢astednd pieménéné na
vermikulit (hydrobiotitu). Tyto nerosty pak bud’ zlstavaji
v pud¢, nebo jsou odneseny vodou, vétrem aj. a stavaji se
soucasti sediment. Pfi intenzivngj$im chemickém zvétra-
véani, zejména ve vlhkych tropech, kdy se plivodni silikaty
méni az na kaolinit nebo dokonce hydroxidy Al a Fe, jiz
vstupuje do roztoku podstatnd vétsi podil Cs (cit.”).
Nicméné ze vsech alkalii je podil Cs odneseného fekami
v roztoku nebo koloidech nejmensi, a to nejen v mirném
pasu, ale i v globalnim métitku; pouze suspendované Casti-
ce jsou naopak pon€kud obohaceny o Cs (viz téz tab. I).
Velmi nizka je i koncentrace Cs v motské vodé (tab. I).
Ekonomicky zajimavé vSak mohou byt koncentrace v né-
kterych solankéch a geotermélnich vodach®.

Chem. Listy 717, 501-507 (2023)

3. Cesium v ekosystémech a Zivotnim prostiedi
3.1. Cesium v pudach a jeho vstup do biomasy

Suchozemské rostliny pfijimaji Cs pfedevSim
z pudniho roztoku, a to spoleéné s K, ktery patii mezi
zakladni ziviny. Ruzné latky vylucované koteny (nebo
podhoubim) uvolnuji alkalické kationty pfimo z minerald,
a tak urychluji jejich pfenos do kotenil. Podobné jako Rb
(cit.””), také Cs je kofeny vice piijimano v kyselych pii-
dach a pii nedostatku K (cit."®). Toxické projevy stabilni-
ho Cs byly v pfirodé¢ zjistény jen na ptidé na horninovém
podkladu mimotadn& bohatém cesiem'”.

V zemédélskych ptidach, ptipadné i ve méstech byly
ve velké casti Evropy provedeny vyzkumy mapujici sto-
pové prvky v urcitych malych hloubkach (obvykle 0-20
cm) bez genetického rozliSeni plidnich horizontti. Obsahla
je hlavné databaze GEMAS, porovnavajici predevsim
koncentrace vyluhovatelné lu¢avkou kralovskou za teploty
90 °C (rovnéz bylo stanoveno celkové Cs v pidé, ale jen
rentgenfluorescencni analyzou, kterd neni pro nizké kon-
centrace prili§ vhodna; s tim mize souviset problematicky
zavér o pomérné vysoké koncentraci Cs v pidach na va-
pencich)'®. Mnozstvi vyluhovaného Cs horkou ludavkou v
pudni jemnozemi (bez Castic vétSich nez 2 mm) bylo
v priméru 1,1 mg kg ', coz odpovida zhruba 20 % celko-
vého obsahu Cs. Ve vyluzich ziskanych stejnym zputso-
bem byly mapovany desitky prvka vcéetné Cs v pudach
v centru Prahy'. Vysledky, véetné pomémé nizkého po-
méru Rb/Cs reprezentujictho zfejmé jilové minerdly
(pramér vyluhovatelnych Rb a Cs 14,8, resp. 1,3 mg kg ™),
jsou srovnatelné se zem&d&lskymi padami'®, coZ ukazuje
na nepatrny vyznam typicky méstskych zdroji znecisténi
pro oba prvky.

3.2. Cesium v lesnich ekosystémech

Lesni pudy, v¢etné hospodaiskych lesi, jsou podstat-
né méné ovlivnény pifimymi zasahy cloveéka nez pudy
zemé&delské. Proto jsou cennym zdrojem informaci o pii-
rozenych procesech, které fidi i chovani stopovych prvku.

Tabulka I

Priklady koncentraci Cs a pomérid K/Cs a Rb/Cs ve vodach

Material Cs[ug 1] K/Cs Rb/Cs Lit.
Srazky s prasnym spadem, jizni Morava 0,08 n.a. 19,7 60
Srazky s prasnym spadem, Francie (filtrované) 0,0055 28 000 n.a. 9

Podkorunové srazky, Francie (filtrované) 0,093 48 000 n.a. 10
Reky v CR: filtrovana voda (0,4 pm) 0,07 90 000 60 11
Reky v CR: &astice v suspenzi 7,8 * 1 800 12,7 11
Reky ve svété: filtrovana voda 0,01 75 000 160 12
Reky ve svéts: astice v suspenzi 6,25 * 2700 12,6 13
Ocean: filtrovana voda 0,4 950 000 300 14

* mg kg '; n.a. — neanalyzovéno
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Mineralni ziviny i jim pfibuzné stopové prvky tvoii do
jisté miry uzavieny cyklus, jehoz dulezitou soucésti je
opad listi (jehli¢i) a vyluhovani nadzemni biomasy srazka-
mi (z hlavnich zivin vyznamné hlavné v ptipad¢ drasliku,
pro né&jz jsou typické vysoké koncentrace v podkoru-
novych srazkach).

Piedev§im pro hodnoceni atmosférické depozice se
provadél biochemicky monitoring slozek smrkovych lest
v CR, a to na vice nez 250 lokalitach rozmisténych pomér-
né¢ rovnomérné€ po celém uzemi (nicméné ve srovnani
s listnatymi lesy nebo zemédélskymi ptidami jsou vice
zastoupeny kyselé, a naopak méné bazické nebo vépnité
podklady). V roce 2010 byl stanoven obsah 39—41 prvki
v lesni ptidé: nadlozni humus — horizont Oh (Casto byl
odebran i pod borovicemi nebo jinymi stromy), horizonty
mineralni pidy (Bl a B2), a v biomase: mech — pfevazné
travnik Schrebertv (Pleurozium schreberi), trava — pre-
vazn¢ metlicka kiivolaka (Avenella flexuosa), jednoleté
bioindikator znecisténi, byl sledovan opakované v letech
1991-2022). Pro 80 ploch jsou k dispozici také analyzy
vody lesnich potokt, které je odvodiuji (provedené jiz
v roce 1995). Tato data tvofi unikatni podklad pro hodno-
ceni chovani mnoha stopovych prvkd, véetné Cs. Publiko-
vana byla dosud pouze ¢ast vysledkd, vcetné statistik ob-
sahi prvki ve svrchnim minerdlnim horizontu (Bl)
a v nadloznim humusu®.

Obsah Cs i vétsiny ostatnich prvki v ptidnim horizon-
tu B zalezi predevsim na jejich obsahu v horninovém pod-
lozi. V nadzemni biomase je vztah koncentraci vétSiny
prvki ke geologickému podkladu velmi slaby, avsak prave
v ptipadé Cs a né€kolika dalSich stopovych prvka (véetné
Rb a Sr) pomérmné vyrazny*'. Naopak Cs (a z alkalii rovnéz
Li) se vyznacuje velmi slabou korelaci mezi obsahem
v mineralni ptidé¢ a humusu. V mineralni slozce horizontu
Oh (tvorici asi pétinu az Ctvrtinu jeho hmotnosti) je totiz
vyznamny jemny prach, ktery mize byt pfinesen i ze §iro-

Tabulka II
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kého okoli (viz téz cit.”?). V organickém podilu dominuje
opad jehlici, pficemz koncentrace Cs v mladych jehlicich
sice ma vztah k horninovému podlozi, ale ve starych tato
korelace patrné jiz neni zachovana. Naproti tomu Li viibec
vstupuje do biomasy velmi malo (podobné jako Na, jehoz
retence v pidach je obvykle velmi slaba a je odplavovan
v roztoku), takze se z podlozi do humusu dostava v pod-
staté jen procesy bioturbace.

V humusu je koncentrace Cs relativné nejvysSsi ze
vsech alkalii (tab. II). To lze vysvétlit kombinaci n€kolika
faktor. Cesium je uvoliiovano z podloznich hornin a je
s biogennimi prvky aktivné pfenaseci piijimano pies kote-
nové bariéry, ¢imz se odliSuje od mnoha nebiogennich
prvki, které jsou malo rozpustné a mohou se hromadit ve
zvétralinach (zvlasté Al, Ti, Zr, prvky vzacnych zemin,
Th). Zaroven je vSak Cs zrostlinné biomasy intenzivné
vylucovano. Koncentrace Cs se v jednotlivych zivych
jehlicich ¢asem snizuji jesté rychleji nez koncentrace K
(viz téz tab. II; jesté vice klesa koncentrace Rb). Zcasti
jsou K, Rb i Cs ukladany (resorbovany) do dievni bioma-
sy, odkud jsou pak retranslokovany do rostoucich nejmla-
dsich jehlic, z€asti jsou vymyvany destovou vodou. Zatim
neni dostatek dat pro zhodnoceni, nakolik se 1i8i vzajemné
poméry K, Rb a Cs v podkorunovych srdzkach od bioma-
sy: podle vysledkii z riznych lestt ve Francii (viz téz
tab. I) jsou poméry K/Cs v podkorunovych srazkach vyso-
ké. Také vysoky pomér K/Rb v tekoucich vodach byva
vysvétlovan dominantnim vlivem vyluhované biomasy na
odtok tdchto prvkd ze zalesnénych oblasti®, pfitemz se
uplatiyje 1 prednostni vyluhovani K (oproti Rb a ziejmé
1Cs) zopadu listi/jehlici. Naproti tomu nové vysledky
z Krkono§ ukazuji pomémé nizky pomér K/Rb ve sraz-
kach pod korunami smrkd, a také poméry Rb/Cs podstatné
niz&i ne v biomase™®.

Pozoruhodné jsou celkové srovnatelné poméry Cs/T1
v mineralni ptd¢, humusu i mechu (tab. II); tyto hodnoty
jsou blizké i pramémému sloZzeni kontinentalni kury'

Koncentrace Cs (mgkg ' suSiny; vpotocich vpgl') a poméry K/Cs a Rb/Cs vriznych slozkich ekosystému

v jehlignatych lesich CR (viz téz »

pro koncentrace jednotlivych prvki v ptidnich horizontech B1 a Oh)

Rezervoar Pocet lokalit Cs K/Cs Rb/Cs Cs/Tl
Mineralni ptida B2 258 4,4 3800 21,3 7,6
Mineralni ptida B1 258 4.4 3600 20,9 7,8
Humus (Oh) 259 2,17 1470 8,2 7,0
Mech 273 0,26 22 800 72 7,0
Trava — A.f. 227 0,14 146 000 355 30,9
Trava — F.r. 33 0,02 1 089 000 599 4.4
Jehlice ro¢ni 254 0,12 69 000 177 11,6
Jehlice dvouleté 254 0,067 82 000 123 1,9
Potoky 80 0,032 54 000 78,6 3,9

Druhy trav: A.f. — metlicka kiivolaka (4venella flexuosa), F.r. — kosttava Cervena (Festuca rubra). Jehli¢i bylo analyzovano

pouze ze smrku ztepilého.
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(z horninového podlozi v CR je udajti o thaliu velmi mé-
lo). V traveé i ve smrkovém jehli¢i se vSak oba prvky cho-
vaji velmi rozdiln¢ — piikladem je vyrazna akumulace T1 ve
starSich jehlicich oproti mlad$im. To miZe souviset jak
s toxicitou thalia, tak i s jeho moznou oxidaci na trojmocné.

Koncentrace Rb a Cs ve smrkovych jehlicich starych
az 5 let byly zkoumany také ve Svycarsku a jiznim N&-
mecku®. Po rychlém poklesu v prvnim roce se kolem
patého roku pravdépodobné jiz stabilizovaly.

Z listnatych lest lze uvést jako priklad vyzkumy ve
Svédsku. V opadaném bukovém listi klesal pomér K/Rb
a jedté vice pomér Rb/Cs (cit.?). V prabéhu sezény rovnéz
klesa (po maximu dosazeném jiz v kvétnu) zasoba K, Rb
i Cs v listi; tento trend pokracoval i v odumielych listech,
které na stromech zistaly pres zimu?®.

Vyznamnou roli v ob&éhu Cs maji houby. Vétsina hub
tvoticich makroskopické plodnice se vyznacuje vysokou
koncentraci K, ktery zpravidla doprovazi zvysené Rb
a Casto i Cs. Obecné nejvice ptfijimaji Cs houby ektomy-
korhizni®, jejichz piitomnost zaroveti zpravidla snizuje
obsah Cs v rostling, jejiz kofeny jsou obaleny plastém
hyf*®. Méné prijimaji Cs houby saprofytické a nejméné
parazitické”?’. Rozklad a vyluhovani nadzemni biomasy
(rostlin i hub) i metabolismus zivoc€icht, ktefi ji konzumu-
ji, jsou faktory pfispivajici k pomérné vysoké koncentraci
Cs ve svrchnich ptidnich horizontech.

3.3. Cesium v palivech a popelu

Obecné je malo dat o Cs v dfevni biomase. Ve dfe-
v¢ japonskych cedrt byly zjistény koncentrace Cs zhruba
od 2 do 40 pg kg (cit.”®). Pii takto nizkych koncentracich
byva technicky jednodussi analyza popela. Ve skle repre-
zentujicim v podstaté pretaveny popel (bottom ash)
z topeni$té vytopny spalujici biomasu (pfevazné slamu,
ale i piliny a zbytky dfeva) ve Zluticich byly zjistény kon-
centrace Cs jen v desetinach mg kg™ (cit.”’). Otazkou je
tekavost reaktivnich sloucenin Cs (podobné jako K), vzni-
kajicich pti spalovani, za vyssich teplot. I kdyz jsou znamé
technické problémy s kondenzaty slougenin drasliku®’, pii
realnych teplotach se uvoliuje spise jen maly zlomek jeho
mnozstvi v palivu, coz lze predpokladat i u Cs (viz téz
cit.’"). Podobné nizky obsah Cs (0,2-0,9 mgkg') byl
zjistén v popelu ze dfeva listnatych stromu (lipa, dub,
habr)*.

V uhli je obsah alkalii v§eobecné nizky, i kdyz podle
nékterych kompilaci mohou byt pozoruhodné frakcionova-
né jejich poméry (napf. nizké Rb/Cs v Ceském Cerném
uhli*’, nebo globaln& naopak v hnédém?®). Cesium je pie-
vazné v jilovych mineralech, a to i tam, kde je jeho obsah
v uhli zvyseny*. Nepatii mezi prvky vyznamné z hlediska
zne€isténi ovzdu$i, bez ohledu na zplsob spalovani,
a koncentrace Cs v popilku je srovnatelna s ,,pfirozenym*
polétavym prachem, ktery je naprosto pievazujicim zdro-
jem Cs v atmosféie (protoZze muze byt transportovan na
velké vzdalenosti, jeho slozeni do zna¢né miry reprezentu-
je prumérnou kontinentalni ktru).

Urcity problém vsSak mohou pfedstavovat pozary
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nebo nevhodné zplisoby spalovani biomasy, piipadné
i raseliny kontaminované radioaktivnim spadem, kdy mu-
ze urcity podil radioizotopti Cs uniknout v jemném aero-
solu®,

Také v ropé jsou koncentrace Cs nizké na to, aby
mély ekonomicky, technologicky nebo ekologicky vy-
znam®, a publikovanych dat je proto malo. Mraven¢an
cesny je vsak kliovou slozkou tézkych tekutin pouziva-
nych v prizkumu i t€zb& ropy; v soucasnosti ma nejvetsi
podil na pramyslovém vyuziti Cs (cit.”).

Jako geochemickou zajimavost lze uvést pomérné
vysokou koncentraci Cs ve vltavinech (moldavitech), tedy
jedné ze skupin tektitil, pfirodnich skel vzniklych ze sedi-
mentl pietavenych za extrémné vysokych teplot pii dopa-
dech kosmickych téles. Nékteré jejich chemické charakte-
ristiky jsou vysvétlovany vlivem biomasy?, pfi¢emz pravé
obsah Cs je jednou z indicii pravdépodobné vyznamného
vlivu humusu a snad i sladkovodnich organickych sedi-
menti’’. Cesium se tedy v tomto p¥ipadé viibec nechovalo
jako tékavy prvek.

4. Radioaktivni izotopy Cs
4.1. Pavod hlavnich radioizotopt Cs a jejich méfeni

Izotop '¥'Cs je jednim z nejvyznamnéjsich §t&pnych
produktli, které vznikaji v pouZzitém jaderném palivu i pfi
jaderném vybuchu. Jeho polocas premény (30,17 roku) je
prilis kratky na to, aby se jeho radioaktivita dala zanedbat,
a prilis dlouhy na to, aby intenzita zafeni rychle poklesla.
Na rozdil od dalsiho nebezpecného §tépného produktu —
stroncia *’Sr se srovnatelnym pologasem piemény (28,8
roku), které je nutné pro analyzu separovat, lze aktivitu
7Cs snadno méfit spektrometrii gama, pii¢emz plogna
aktivita v ptd¢ (bez rozliseni jednotlivych vrstev) je bézné
meéfena i v terénu spolu s pfirodnimi radionuklidy. Diky
tomu je '*’Cs zmapovano snad nejlépe ze viech umélych
radionuklidé. Dal§i rozdil mezi “’Cs a *°Sr spo¢iva
v mnohem vétsi t€kavosti Cs za vysokych teplot, diky niz
se aktivita *°Sr uvolnéného do ovzdusi blizi aktivité *'Cs
pouze pii nadzemnich jadernych vybus$ich, avSak i pfi
nejvétsich havariich jadernych elektraren zlstala aktivita
uniklého **Sr mnohem niz§i nez *’Cs.

Pouze krat$i dobu po kontaminaci je vyznamny také
izotop **Cs s polo¢asem premény 2,1 roku, ktery vznika
aktivaci stabilniho '**Cs (rovn&Z hojného mezi $t&pnymi
produkty) zachytem neutronu (této jaderné reakce se vyu-
ziva i pii stanoveni stopovych koncentraci cesia neutrono-
vou aktivaéni analyzou). Zpo&atku je **Cs dobfe méfitel-
né alespon laboratorni spektrometrii gama. Oba zminéné
radioizotopy Cs se méni na stabilni izotopy barya '*"Ba,
resp. **Ba (pfeménou B, vyznamné je i zafeni y). Ve
§tépnych produktech neni zanedbatelny ani izotop *°Cs,
ktery vSak ma velmi kratky polocas premény (13 dnu).
Naopak dali radioizotop *°Cs ma dlouhy polodas premé-
ny (2,3 mil. let) a jde o Cisty zafi¢ B~ (vznikd stabilni
'*Ba). Z hlediska radiaéni ochrany tedy neni relevantni
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jako kontaminant, ale jeho vyznam spocivd v moznosti
upiesnéni zdroje radionuklidi®®, a to i u starsich kontami-
naci, kde je '**Cs jiz neméfitelné.

Pouze mensi podil izotopu *’Cs a zanedbatelny podil
95Cs vznikaji ptimo §t&penim uranu nebo plutonia®. Pod-
statny je jejich druhotny vznik z izobard, z nichz vyznam-
né jsou ptislusné izotopy xenonu, jodu a telluru. Zatimco
pfeména izobard téchto prvki na “’Cs prob&hne bhem
nanejvys nékolika minut (nejdelsi polocas pfemény z nich
ma I, a to jen 24,5 s), tvorbu *°Cs komplikuje delsi
Zivotnost I a **Xe (s polo¢asy premény zhruba 6,5 a 9
hodin), nebot '*Xe ma velmi vysoky uéinny prifez pro
zachyceni neutronu™*’, kdy se méni na “*Xe (ktery lze
v praxi povazovat za stabilni, i kdyZ ve skute¢nosti je radio-
aktivni s extrémné dlouhym polo¢asem premény*”). Navic
se mohou xenon i jod uvoliiovat napft. z poskozenych pali-
vovych ty&i*!.

Odlignosti v ptivodu izotopt **Cs, '*Cs a “'Cs se
zakonité projevuji variabilitou jejich pomérd uz v dobé
vzniku kontaminace. Vliv mé& druh jaderného paliva
a stupeti jeho vyhofeni, neutronovy tok v reaktoru aj.*'. Ve
zplodinach jaderného vybuchu, kde jsou $tépné produkty
vystaveny neutronovému toku jen velmi kratce, je pomér
133Cs/1%7Cs vysoky™, aviak blizko mista vybuchu je vzhle-
dem k tniku vétsiny '**Xe v plynné podobé& naopak niz-
ky*2. V okoli elektrarny Fuku$ima-Dai¢i kombinace stano-
veni izotopit '**Cs, *°Cs a '*’Cs umoznila dokonce jisté
posouzeni podilu jednotlivych reaktorti ze tfi havarova-
nych na kontaminaci biomasy z réiznych lokalit*. Autofi
(cit.*) uvadgji pro vzorky odebrané kratce po havarii elek-
trarny molarni pomér izotopti *°Cs/"*’Cs 0,3808-0,3896
apomer aktivit 34Cs/'Cs v rozmezi  0,999-1,054
(pfepoctenona 11. 3. 2011).

Stanoveni obsahu '*°Cs, resp. jeho poméru k lépe
méfitelnym izotoptim je velmi naro¢né, nebot’ pro radio-
metrické metody jde o velmi slaby zafi¢, a pro béznou
hmotnostni spektrometrii je podil radioaktivnich izotopd
Cs v piirodnich vzorcich piili§ nizky (viz téz**). Nutna je
vzdy dtikladna chemicka separace, po niz zpravidla nasle-
duji specialni metody hmotnostni spektrometrie, nejcastéji
ICP-MS s trojitym kvadrupélem (ICP-QQQ-MS) (cit.****),
1ze pouzit i neutronovou aktivacni analyzu™.

4.2. 1zotopy ""Cs a **Cs v ekosystémech
a potravinach

Ve vétsing svéta pochazi dosud pievazujici podil
kontaminace radioaktivnim spadem z pokusnych jader-
nych vybuchti s maximem v roce 1963. Vychodni, severni
a stiedni Evropu navic silné zasahla havarie ¢ernobylské
jaderné elektrarny v roce 1986. Proto se naprosta vétsina
nov¢jsich vyzkumu znecisténi radiocesiem odehrala prave
v téchto oblastech; od roku 2011 je zkoumana nova konta-
minace radionuklidy také v Japonsku™®.

Diky tomu, ze v roce 1986 jiz téméf nezbylo zadné
13Cs z jadernych zkousek, mohla byt na zékladé poméra
13¢Cs/"*"Cs sledovana rychlost pronikani radioacesia do
pidy*’, podobné jako pozdg&ji v Japonsku® (v Evropé je
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dnes "**Cs opét prakticky vymfelé).

Migrace "*’Cs byla zkoumana také v &eskych jehli¢-
natych lesich (pfevazné na plochach pouzivanych
v biomonitoringu — viz kap. 3.2). I vtomto pfipadé se
potvrdil pozoruhodny fakt, ze faktory zvySujici rozpust-
nost Cs (kyselost, vysoky obsah ptidni organické hmoty,
srazky) nesnizuji, ale naopak zvysuji dobu jeho setrvani
v ekosystému*®, To lze vysvétlit intenzivn&j$im kolobg-
hem Cs mezi slozkami pidy a nadzemni i podzemni bio-
masou. Pravdépodobné nejpomaleji pronikd Cs do hloub-
ky humusovym horizontem, v némz byla na tfech blize
zkoumanych lokalitach vertikalni migrace vycislena na
0,4-0,6 mm/rok (cit.*”). Rychlejsi migrace Cs do hloubky
je viak b&Zna v raselinnych pudach a raselinach®®. Podle
meéfeni v béloruském borovém lese silné zasazeném cer-
nobylskym spadem se v roce 1998 jiz chovani radioaktiv-
niho a stabilniho cesia v ekosystému nijak neliSilo, coz
svédéi o homogenizaci zasoby Cs za 12 let nebo méng®.

Velky vyznam pro Sifeni radiocesia potravnim fetéz-
cem maji houby. Podobné jako stabilni cesium, také radio-
aktivni pfijimaji nejvice houby mykorrhizni?’. Zna¢né
mnozstvi dat existuje hlavné pro hiib hnédy (Xerocomus
badius), ktery se konzumuje témét v celé Evropé, a zaro-
vei jsou jeho koncentrace *’Cs vyrazn& nadprimérné.
V prvnich letech po &ernobylské havérii aktivita '*’Cs
v susiné¢ plodnic jedlych hub bézné dosahovala desitek
kBq kg™ vcelé stiedni Evropé (cit.”’ a odkazy tamtéz).
Efektivni davka jen ze '*’Cs tak asto vyrazné piekonala
efektivni davku ze *°K a zpravidla i ze viech ostatnich
radionuklidt v houbach dohromady. Pfi ingesci 1 kg suse-
nych hub s koncentraci *’Cs 1000 Bq kg™ obdrzi jedinec
velmi maly uvazek efektivni davky (z cesia): 13 pSv. In-
gesci Cs lze znaCné€ snizit pouhym uvafenim nebo jen
pfedvatenim hub a odstranénim vyvaru, pfitom vSak mize
dojit i k ochuzeni o zadouci latky (cit.”' a odkazy tamtéz).

V Polsku byla dlouhodobé zkoumana oblast se znac-
né& vysokym spadem *’Cs v roce 1986 blizko Opole (cit.”’
a odkazy tamtéz). Aktivity ’Cs v su§ing hiibu hn&dého
v prvnich letech b&Zn& piesahovaly i 100 kBq kg'. Uké-
zalo se, ze n€které druhy hub (v¢etné hiibu smrkového),
jejichz podhoubi patrné zasahuje do vétsi hloubky nez
podhoubi htibu hnédého, mély nejvyssi aktivitu *’'Cs
mnohem pozdéji. Béznad konzumace hub i tak tvoifi jen
maly piispévek k celkové efektivni dédvce obyvatel (ze
vSech pfirodnich i umélych zdroji ionizujiciho zareni),
individualni hodnoty se v§ak mohou od primérnych znac-
né lisit.

V oblasti ,,horké skvrny“ u Opole byla téz porovnana
aktivita *’Cs mnoha druht hub, véetné nejedlych a jedo-
vatych, ve stejném porostu (jen v roce 2007 bylo analyzo-
vano 63 druhti). Vysokou aktivitou se vyznacovaly ryzec
vodomlécny, klouzek slicny, Cechratka podvinuta, holu-
binka hotka, lakovka ametystova, hiib hnédy, ale srovna-
telné i smrkovy, ze saprotrofnich druhti Safranka Cerveno-
zluta; nizkou aktivitou napt. bedly, penizovky, pychavky
a houby vyristajici ze dfeva®’. Rada druhi s vysokou akti-
vitou *’Cs ma také obvykle zvySeny obsah stabilniho
cesia®®, napt. lisak zprohybany>>', totéz plati i naopak.
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Jsou viak vyjimky, jako lakovka ametystova™>***, ktera
ziejmé siln€ pfijima (nebo v prvnich letech po kontamina-
ci ptijimala) *’Cs spige diky mé&lkému podhoubi.

V okoli JE Temelin probihda dlouhodobé sledovani
97Cs v jedlych houbéch a boravkach. Navic bylo jednora-
zove stanoveno na 29 plochach v §ir§im okoli elektrarny
137Cs v humusu, mechu a kiife borovic, a na 15 t&chto
plochach také v houbdch™. Ze tii druhti biomasy pouze
kira vykazuje vyznamnou korelaci aktivity '*’Cs
s aktivitou v humusu, vyrazna je vSak korelace mezi akti-
vitou v mechu a v houbach (slabsi jsou korelace ,kira-
houby* a , kiira-mech®). Veskery obsah '*'Cs lze vysvétlit
cernobylskym a star§im spadem. Proto postupné klesa,
ato s efektivnim poloCasem pfemény obvykle mezi 6 a 9
lety.

Obvykle méné vyznamné je '*’Cs v rostlinné potravé,
kromé obdobi kratce po kontaminaci, kdy se znacné
mnozstvi radiocesia zachytilo pfimo v nadzemnich ¢astech
rostlin'”*¢. Diky konzumaci hub miZe byt vysoka aktivita
YCs také ve zvéiing, piedevsim mase divokych prasat’’.
V severskych zemich byl v prvnich letech po ¢ernobylské
havarii ¢asto vysoky obsah '’Cs také v mase sobi, pro
n&Z jsou vyznamnym zdrojem potravy lisejniky™ (které
maji diky dlouhotrvajicimu pfijmu latek z atmosférické
depozice Casto zvySené koncentrace mnoha stopovych
prvki i pfirodnich radionuklidi).

Pozornost byla vénovana i *’Cs v mléku. Po &erno-
bylské havarii zpravidla klesly aktivity '*’Cs velmi rychle
jiz v prvnich letech. To souvisi patrné s rychlou imobiliza-
ci Cs v pude¢ jilovymi mineraly; tento efekt vSak byl pod-
statné slabsi na kyselych pis¢itych pudach, jak vyplyva
napf. ze srovnani mléka z riiznych oblasti v Némecku’’.

V akvatickych ekosystémech je '’Cs vyznamngjii
spiSe ve sladkovodnim prostfedi; vysoké koncentrace byly
dolozeny ve vodnich rostlinach (ale i v hydroponicky pés-
tovanych suchozemskych), a Cs se muze dale koncentro-
vat smérem k vy$§im trofickym trovnim'”*’, coz ma pici-
nu mj. v pomalém vyluéovéani Cs z &l ryb™.

Tato prdce byla podporena v ramci projektu CAAS
(Centrum pokrocilych aplikovanych prirodnich véd) reg.
¢: CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000778  Ministerstvem
Skolstvi, mlddeze a télovychovy CR.
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Cesium is the heaviest stable alkali metal (with only
one stable isotope — **Cs) and it occurs mainly as a potas-
sium-substituting cation. It is an important trace element
in rocks typical for the Earth crust, and its content
in biomass is also relatively high compared to those abio-
genic elements which are little soluble. Low-cost analyti-
cal methods like X-Ray Fluorescence are inadequate to
quantify cesium in typical natural samples, so that the
usage of ICP-MS (Inductively-Coupled-Plasma Mass
Spectrometry) or INAA (Instrumental Neutron Activation
Analysis) is necessary. Nevertheless, investigation of the
pollution with the radioactive isotope '*’Cs, which is an
important fission product and can be measured with gam-
ma-ray spectrometry, also contributed to the knowledge of
biogeochemistry of cesium. It has been shown that Cs is
usually strongly retained in humus (thank to clay miner-
als), or is cycling intensely within the soil-biomass sys-
tem, being only slowly removed (at least, this is valid for
ecosystems in temperate climate). The results of extensive
biomonitoring in Czech coniferous forests (with prevailing
spruce) also show that Cs is concentrated in humus
(relatively to all other alkali elements) by natural processes.

Keywords: cesium, rubidium, potassium, forest ecosystem,
radiocesium
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L-Asparaginasa (EC 3.5.1.1) je klicovym enzymem, ktery hydrolyzuje L-asparagin na L-asparagovou Kkyselinu
a amoniak. Této vlastnosti L-asparaginasy je vyuzivano v protinadorové terapii k inhibici syntézy proteinti v rakovinnych
bunkach. L-Asparaginasa je diky tomu zakladem pro chemoterapii vyuzivanou k 1écbé pacientt s akutni lymfoblastickou
leukémii v pediatrii. Komer¢ni L-asparaginasy jsou pro aplikace ve zdravotnictvi ziskavany piedevS8im z Escherichia coli
a Erwinia chrysanthemi (pfejmenovana na Dickeya dadantii). Nicméng, vysoka mira nezadoucich ucinkd komplikuje
dlouhodobé klinické pouziti L-asparaginasy, a proto se soucasny vyzkum zaméfuje na hledani enzymd novych ¢i na
modifikaci vlastnosti enzymu jiz znamych. Zaroven se L-asparaginasa v poslednich letech stala nepostradatelnou pro
potravinarsky prumysl, ve kterém je uznavana jako jeden z moznych prostiedktl pro odstranovani L-asparaginu z potravin,
u kterych hrozi vznik akrylamidu béhem tepelného zpracovani. Tento ¢lanek poskytuje pfehled informaci o soucasném
vyuziti L-asparaginas a jejich uskalich.

Klicova slova: L-asparaginasa, akutni lymfoblasticka leukémie, akrylamid, biosenzor, biologicka protinadorova 1écba

Obsah V&tsi pozornost vénovana i jejich vyuziti v biosenzorech®
a testovana je 1 moZnost jejich aplikace pri 1écbé infeke-
1. Uvod nich onemocnéni®.

2. Vyuziti L-asparaginas v mediciné
2.1. Lécba onkologickych onemocnéni

2.2. Vedlejsi tginky 2. Vyuziti L-asparaginas v mediciné

2.3. Dalsi aplikace v medicing
3. Vyuziti L-asparaginas v potravinafstvi Dosud nejvétsi  uplatnéni  nalezla 1L-ASNasa
4. Metody stanoveni aktivity L-asparaginas v medicingé, ato pii 1écbe détské akutni lymfoblastické
5. Zavér leukémie (ALL) adalich hematologickych malignit’.

V poslednich letech se viak objevuji informace naznacuji-
i ci potencial téchto enzymd i v dalSich oblastech mediciny,
1. Uvod ato konkrétng pii 1é¢bé nékterych autoimunitnich®
a infek&nich onemocnéni”®,
L-Asparaginasy (EC 3.5.1.1) (L-ASNasy) jsou enzy-

my fadici se mezi amidohydrolasy. Jejich hlavn{ funkei je 2.1. Lécba onkologickych onemocnéni
hydrolyza rL-asparaginu za vzniku L-asparagové kyseliny
a amoniaku (schéma 1). Pfitomnost L-ASNasy byla potvr- L-ASNasa se pouzivd v kombinaci s jinymi léky pie-
zena u mnoha mikroorganismi, rostlin i Zivogicht. devs$im k 1écbe rhznych lymfoproliferativnich poruch,
Na zéklad¢ aminokyselinové sekvence, biochemickych
vlastnosti a struktury jsou L-ASNasy déleny do tfi rodin: o ) o
bgkterlélm' (typla typ 1), rostlinné (typ IIT) a rhizobialni', _JH/wNHZ L-asparaginasa ~ o
nicméné toto déleni jiz neodpovida vSem soucasnym po- 0 N /\‘ 2 0
znatkim a lze predpokladat, ze v budoucnu vznikne no- NH; O H,0 NHY NH; O
menklatura nova’. ) N

Pravé diky schopnosti $tépit L-asparagin nachézeji L-asparagin L-aspartat
L-ASNasy $iroké uplatnéni jak pti 1é¢bé onkologickych
onemocnéni, tak i v potravinatském priimyslu jako ¢inidlo Schéma 1. L-Asparaginasa Katalyzuje chemickou pireménu
zabrafiujici vzniku akrylamidu. V posledni dobé je stale L-asparaginu na L-asparagovou kyselinu a amoniak
Chem. Listy 717, 508515 (2023) https://doi.org/10.54779/ch120230508
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pfedev§im ALL. ALL je jednou z malignit, béhem kterych
dochazi k nadmérné produkci nezralych leukocytil, coz ma
za nasledek potlaceni vyvoje ostatnich krevnich bunék
a také Sifeni a ukladani téchto nadorovych bunék do dal-
§ich organd, jako jsou jatra, slezina a lymfatické uzliny’.
Krom¢ terapie ALL je L-ASNasa vyuzivana k 1écbé
Non-Hodgkinova lymfomu’, Hodgkinovy choroby'’, chro-
nické lymfocytirni leukémie’, lymfosarkomi'®, akutni
myeloidni leukémie'® a akutni myelomonocytické leuké-
mie’. Jeji uginnost byla zaznamenéna i pii 1é¢bé solidnich
tumori, jako je karcinom pankreatu'!, prostaty'!, sarkom
retikula'®, plicni adenokarcinom’, melanosarkom’, rakovi-
na vaje¢nikii'' a nékterych nadori mozku”''. Pro uplnost
je mozné doplnit, Ze tento enzym nasel uplatnéni i ve vete-
rinarni praxi, napiiklad pti 1é¢bé skotu s bovinni virovou
leukosou'?. Béhem téchto terapii L-ASNasou je vyuZito
skute¢nosti, Ze L-asparagin patii k proteinogennim amino-
kyselinam, nezbytnym pro biosyntézu proteinti a dalsi
bunééné procesy. Prestoze se jedna o neesencialni amino-
kyselinu a v lidském organismu je tato aminokyselina
piimo syntetizovana, mnoho typt leukemickych nezralych
bunék je citlivych na nizkou hladinu L-asparaginu ve vngj-
§im prostredi'>'*. Diivodem je skute¢nost, Ze neoplastické
buriky, na rozdil od zdravych bunék, maji nizkou produkci
enzymu L-asparaginsynthetasy a postradaji tak schopnost
syntetizovat L-asparagin v dostate¢ném mnoZzstvi na po-
kryti potfeb rychlého rlistu a nekontrolované proliferace
a nedokazi dostate¢né rychle reagovat na L-asparaginovou
deprivaci'™'®. Je uvadéno, ze v krvi je nejb&zngji udrzova-
na hladina L-asparaginu v rozmezi 40-80 pmol 1™ (cit.'7),
muze se viak pohybovat od jednotek ke stovkam pmol 1™
u zdravych jedincG. U pacienti sALL nelécenych
L-ASNasou naopak hladina L-asparaginu stoupd
k jednotkdim az stovkam mmol I (cit."™"). Uginkem
vhodnych L-ASNas muze dojit ke snizeni koncentrace
L-asparaginu vkrvi aZ na ménd nez 0,1-3 pmol I’
(cit.'”?"), coz vede k nutri¢ni deprivaci, zastaveni proteo-
syntézy a proliferace a nasledné k apoptoze leukemickych
bungk”'.

Syntéza L-asparaginu de novo ve zdravych burikdch
zaCind pomoci enzymové transaminace (schéma 2). Pre-
kurzorem biosyntézy L-asparaginu je oxalacetat, ktery
v pfitomnosti transaminasy reaguje s L-glutamatem za
vzniku L-aspartatu a 2-oxoglutaratu. L-Aspartat poté rea-
guje  sL-glutaminem  za  vzniku  L-asparaginu
v ATP-dependentni reakci, ktera je katalyzovana r-aspara-
ginsynthetasou®. Z vy3e uvedenych informaci vyplyva, 7e
dostateCna aktivita L-asparaginsynthetasy také souvisi

transaminasa

J\n/\w o~

L-glutamat 2-oxoglutarat

oxalacetat

Schéma 2. Schéma mechanismu de novo syntézy L-asparaginu

”\r\w

NH; O

L-aspartat
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s dostate¢nym zdrojem ATP (cit."**). V této souvislosti je

nutné vyzdvihnout selektivni pisobeni L-ASNasy na na-
dorové buiky oproti neselektivnimu pisobeni jinych tera-
peutik®.

Zhlediska vyuiiti v lékatstvi jsou v souéasné dobé
ky vyznacuji vysokou aﬁnltou kr- asparaglnu a relativné
nizkou afinitou k L-glutaminu®. A&koli jsou tyto enzymy
v 1é¢bé nadorovych onemocnéni vyuzivany jiz pres 40 let,
dostupné jsou na farmaceutickém trhu preparaty obsahujici
L-ASNasy pouze ze dvou bakteridlnich zdrojl, konkrétné se
jedna o preparaty obsahujici nativni L-ASNasu z Escherichia
coli (nativni a pegylovana forma) a z Erwinia chrysanthe-
mi (dale zmiflovana v tomto ¢lanku jako Dickeya dadantii,
pfejmenovana v roce 2005 laboratoti Laboratory of Geno-
mic Evolution at the University of Wisconsin’*). Vzhle-
dem k bakterialnimu ptivodu téchto enzymd je jejich vyu-
ziti spojeno s fadou nezadoucich uc¢inkd, jak bude popsano
v nasledujici kapitole.

Jednou zrozhodujicich charakteristik pro moznost
efektivntho vyuziti L-ASNas v1écbé ALL je afinita
k substratu. Zjednodusen¢ Ize tedy fict, Ze je nutné, aby se
hodnota jejich Michaelisovy konstanty (Ky,) reakce vyuzi-
vajici L-asparagin jako substrat pohybovala v fadech
umol I'" (viz koncentrace L-asparaginu v krvi). To spliiuji
oba vySe zmilované enzymy, konkrétné¢ byla hodnota Ky
pro L-ASNasu z E. coli stanovena na 15 pumol I”! (cit.),
u enzymu z D. dadantii pak na 58 pmol "' (cit.”®).

Pro objev antineoplastickych ucinki L-ASNasy byl
dalezity rok 1922 (cit.”’), ve kterém byla zjidténa piitom-
nost L-ASNasy v morcecim séru. Tato L-ASNasa byla
poprvé Gspésné testovana v roce 1966 u déti trpicich ALL
(c1t.28). Prvnim lékem na lécbu ALL schvalenym americ-
kym Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) byl
vroce 1978 Elspar®, ktery obsahoval nativni L-ASNasu,
izolovanou z E. coli*®*. Dnes je vsak jiz nedostupny,
nebot byl stazen z trhu v souvislosti s problémy s vyrobou
anovymi piisngj§imi podminkami schvalovani 1é&iv'.
V roce 1985 bylo schvaleno 1é¢ivo s nativni L-ASNasou
z D. dadantii (Erwinase®™)* a v roce 1994 bylo schvaleno
1é¢ivo Oncaspar” obsahujici L-ASNasu konjugovanou
s polyethylenglykolem (PEG) (tzv. pegylovana L-ASNasa).
Tim bylo dosazeno niz§i imunogenity tohoto enzymu
a zarovenn delsiho biologického pologasu™>®. Prehled
dalSich preparatd, se kterymi je dnes mozné se setkat na
svétovém trhu, je uveden v tabulce L.

V soucasné dobé¢ je 1écba ALL velmi komplexnim
procesem, ktery zahrnuje, v ramci chemoterapie, 6 a vice

L-asparaginsynthetasa 0O
\\ ' NH»
L-glutamin / \ L-glutamét NH3 O
ATP AMP + pP. L.asparagin
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Tabulka I
Prehled komerc¢nich 1é¢iv obsahujicich L-asparaginasu
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Pavod enzymu Obchodni nazev preparatu (forma)

Schvaleni Poznamka

rok, instituce, region

Escherichia coli Elspar® (cit.*®) (nativni)

1978, FDA, USA V roce 2012 ukon¢ena vyroba

Kidrolase® (cit.””) (nativni)

1974, Francie Genericka forma piipravku

Elspar®

Oncaspar” (cit.*®) (pegylovand)

1994, FDA, USA
2016, EMA, Evropa®

0d 2006 doporucena FDA
k uzivani v prvni linii

Leunase® (cit.”®) (nativni)

1971, PMDA Genericka forma piipravku
(od roku 2004), Elspar®, od roku 2013
Japonsko produkovana v upraveném

kmeni E. coli”

Spectrila® (cit.*®) (nativni,
rekombinantni)

2015, EMA, Evropa®

Asparlas® (cit.*") (pegylovana)

2018, FDA, USA

8283 (nativni)

Dickeya dadantii Erwinase® (cit.

1985, MHRA, UK
2011, FDA, USA

Pro pacienty vykazujici
hypersenzitivitu na
L-ASNasu z E. coli

Rylaze® (cit.**) (nativni,
rekombinantni)

Produkovana v Pseudomonas
fluorescens

2021, FDA, USA

* Pro zjednoduSeni je v tabulce pouZit jako region pro Evropskou agenturu pro 1é¢ivé piipravky (EMA) Evropa, oviem
EMA ma ve skutecnosti platnost pro staty Evropské unie a jmenovité Island, Lichtenstejnsko a Norsko

1é&ivych piipravka®’. Terapie zahrnuje aplikaci L-ASNasy
2 E. coli & D. dadantii*® v kombinaci s jinymi 1éky, jako je
vinkristin nebo dexamethason (v zavislosti na fazi 1é&by)*’,
a v kombinaci s radioterapii40.

2.2. Vedlejsi uginky

Lécba pomoci L-ASNasy mize vést k mnoha zavaz-
nym vedlej$§im ucinkim. Zavaznost vedlejsich ucinki se
muze u jednotlivych pacientll vyrazné lisit a zavisi mimo
jiné 1 na tom, jestli je simultdnné podstupovana 1écba
ijinymi léky ¢i radioterapii. Mezi nejbéznéjsi vedlejsi
ucinky je zahrnovana alergicka reakce, nevolnost, horec¢ka
a toxicita pro centralni nervovy systém***'.

Rada t&chto nezadoucich u¢inkd je pfipisovana sku-
teCnosti, Ze jsou tyto enzymy schopné krom¢ L-asparaginu
vyuzivat jako substrat i L-glutamin"**. L-Glutamin je ma-
joritnim transportnim zdrojem amoniaku pro mnoho bio-
syntetickych reakci, atak dlouhodoby pokles hladiny
L-glutaminu v plasm¢ naruSuje biochemické funkee,
zejména jater™. Tyto vedlejsi uginky Gasto znemoziiuji
dokonéeni celého lé&ebného procesu vedouciho k remisi®.
Vyvstava vsak otazka, zda by terapeuticky index (pomér
davky 1éc¢iva vyvolavajici toxicitu ku davce 1é¢iva vyvola-
vajici 1écebny efekt) L-ASNasy mohl byt zvySen snizenim
¢i uplnym odstranénim L-glutaminasové aktivity pouzitého
enzymu, nebo zda by se tim imérné také snizil protirako-
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vinny tc¢inek. V odborné literatufe je totiz mozné vysledo-
vat i teorie, které naopak hovoii o podporujicim terapeu-
tickém ucinku L-glutaminasové aktivity, nebot’ pii pisobe-
ni L-asparaginsynthetasy je L-glutamin nezbytnym donorem
aminoskupiny pro syntézu L-asparaginu’’. Chan W. K.
a spol.”? formulovali ve své publikaci teorii, podle které
nékteré rakovinné buriky jsou citlivé na absenci L-aspara-
ginu kvili nepfitomnosti L-asparaginsynthetasy, tudiz
L-glutaminasova aktivita nepodporuje antineoplasticky
ucinek a je vhodné pouzit L-ASNasu s co nejnizsi L-gluta-
minasovou aktivitou. Pokud se vSak jedna o typ nadoru,
u kterého buriky aktivni L-asparaginsynthetasu maji, ale
jsou citlivé na nepfitomnost L-asparaginu, L-glutaminaso-
vé aktivita antineoplasticky u¢inek L-ASNasy podpoii®.

Pro uplnost je nutné dodat, ze enzymy vyuzivané
v souCasné praxi vykazuji kromé L-asparaginasové aktivi-
ty téz aktivitu L-glutaminasovou (hodnota Kj; L-ASNasy
z E. coli pro reakci vyuzivajici L-glutamin jako substrat je
3,7 mmol I, L-ASNasy z D. dadantii 10,3 mmol 1"'(cit.*)).
Koncentrace L-glutaminu v krvi je piiblizng 0,5-0,8 mmol I'!
(cit.¥). Nicméng, pro jasny zavér o piitomnosti L-glutami-
nasové aktivity v 1éCivech je bezpochyby nezbytny dalsi
vyzkum.

Dalsim hojné diskutovanym problémem pouziti vyse
zminovanych L-ASNas v medicing je jejich cizorody pi-
vod. Vsechna 1é¢iva na trhu obsahuji L-ASNasu pochaze-
jici z bakterialnich zdrojt, a proto mohou v lidském orga-
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nismu vyvolat nezadouci reakci imunitniho systému, ve-
douci knemoznosti uzivat L-ASNasu dlouhodobé ¢i
v nékterych pripadech dokonce dokoncit zahajenou 1é¢bu.
Jednou z jiz diive zminénych moznosti snizeni imunogeni-
ty nativni L-ASNasy je zastinéni jeji struktury pro imunitni
systém piipojenim molekul PEG, které snizi schopnost
rozpoznani enzymu makrofagy a navic vedou ke zpomale-
ni degradace podaného enzymu**®. Reakce protilatek
s antigennimi strukturami proteinu nemusi vyvolat jen
pfehnanou reakci imunitniho systému, nybrz pouze protein
tiSe deaktivovat, ¢imz se stava 1écba pomoci L-ASNasy
neucinnou a vznikd tak rezistence vic¢i dané L-ASNase
(cit.*”). Navic jsou komeréng schvaleny pouze dva zdroje
L-ASNas (viz vySe), coz piedstavuje znaéné omezeny
vybér, ktery by mél byt do budoucna rozsiten o nové
L-ASNasy z jinych zdrojt, pfipadné jejich fizené mutova-
né formy s vyhovujicimi vlastnostmi.

2.3. Dalsi aplikace v mediciné

Kromé dlouhodobé vyuzivané protinadorové aktivity
byly neddvno u L-ASNas popsany moznosti vyuZiti
i v dalich medicinskych aplikacich'®. Publikovany byly
napiiklad studie upozoriiujici na potencial L-ASNasy
v 1é¢b¢ infekénich a autoimunitnich onemocnéni®®.

V souvislosti s moznym vyuzitim pfi terapii infekc-
nich onemocnéni byla studovadna bakterie Streptococcus
pyvogenes patfici do skupiny oznacované jako ,,Group A
Streptococcus* (GAS). Tato bakterie zplisobuje onemoc-
néni sriizné zavaznym pribshem’. GAS po piilnuti
k hostitelské butice produkuje toxiny (streptolysiny) zpi-
sobujici stres endoplasmatického retikula, coz se mimo
jiné projevuje zvySenou expresi genu pro L-asparagin-
synthetasu, ¢imz dojde ke zvySeni produkce aminokyseli-
ny L-asparaginu, kterd indukuje proliferaci a rist GAS.
Bez této aminokyseliny se neexprimuje zhruba 17 % genti
GAS (cit.””). Zde se nabizi vyuziti 1é¢ivého piipravku
obsahujiciho L-ASNasu, u které byla prokazana schopnost
potlacit rast patogenu GAS v mySim modelu lidské bakte-
riémie (bakterie pfitomné v krevnim fecisti) a také v lidské
krvi®. T dalsi patogenni bakterie, naptiklad Clostridium botu-
linum, Listeria monocytogenes nebo Staphylococcus au-
reus, obsahuji toxiny podobné streptolysintim. Neni tedy
vylouceno, Ze by piipravky s L-ASNasou mohly byt G¢in-
né i pfi terapii dalsich infek&nich onemocnéni®.

L-ASNas ovliviiovat imunitni odpovéd’ lidského organis-
mu. Konkrétné se jednd o imunosupresivni a proti-
zanétlivy G&inek®®. Prob&hly jiz i prvni testy naznalujici
moznost vyuziti pegylované L-ASNasy z E. coli pii 16¢bé
autoimunitnich onemocnéni. V tomto ptipadé se jednalo
o revmatoidni artritidu, jejiz 1é¢ba byla testovana na my-
§im modelu s artritidou indukovanou kolagenem®. Ukézalo
se, ze podani této L-ASNasy potlacilo bunénou imunitni
odpoveéd” B-lymfocyti zprostfedkovanou pomocnymi
T-lymfocyty. U humoralni imunitni odpovédi bylo zazna-
menano niz§i mnozstvi protilatek tvofenych B-lymfocy-
ty'®. Toto je v souladu se zjisténim, Ze na virulenci bakte-
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rie Salmonella typhimurium se podili jeji L-ASNasa, jejiz
mechanismus nebyl doposud zcela objasnén. Extracelular-
ni doména receptoru T-lymfocytu obsahuje variabilni ¢ast
odpovidajici antigenni struktufe, ktera je nejcastéji slozena
z heterodimeru alfa a beta fetézce. Bylo zjisténo, Zze
L-ASNasa ze S. typhimurium brani modulaci beta fetézce,
&¢imz se snizuje odpovéd’ T-lymfocyta®'.

V jedné studii byly popsany dokonce i antivirové
ucinky L-ASNasy, konkrétné u viru Coxsackie B3, kde
L-ASNasa izolovana z fasy Spirulina maxima nevysvétle-
nym mechanismem branila adsorpci viru na povrch bunky
a jeho penetraci dovniti®,

3. VyuZiti L-asparaginas v potravinarstvi

Své vyuziti nalezly L-ASNasy i v potravinaiském
prumyslu, a to konkrétné pti snizovani mnozstvi akrylami-
du v tepelné zpracovanych potravinach. Jiz vice nez ptl
stoleti se vi o neurotoxickych ugincich akrylamidu®?
a desitky let je také oznaCovéan jako potencidlni karcino-
gen®*. Avsak do havérie ve Svédsku (r. 1997), b&hem
niz bylo do zivotniho prostiedi béhem vystavby zeleznic-
niho tunelu nest'astné vypusténo velké mnozstvi akrylami-
du, nebyl akrylamid spojovan s potravinami. Kontaminace
vody, thyn velkého mnozstvi zvifat, medidlni zajem
a panika mezi vefejnosti vedly nejprve ke stazeni potravin
z dané lokality a nasledné k vzbuzeni z4jmu o monitoring
akrylamidu v potravindch. Tim vSak bylo zjiSténo, Ze né-
které potraviny i mimo danou oblast obsahuji vyssi hladi-
ny akrylamidu. Postupné se diky védeckému zkoumani
objasnil mechanismus, kterym akrylamid v potravinach
vznikd, aod roku 2002 je snaha ve spolupraci
s organizacemi, jako je WHO (World Health Organization),
EFSA (European Food Safety Authority) ¢i FAO (Food
and Agriculture Organization), omezit mnoZstvi akrylami-
du v potravinadch pomoci legislativy, v niZ se ke kazdé
komodité vztahuji rizna doporuceni k postupu zpracovani
surovin a specifické limity k obsahu akrylamidu®.

Podstatou vyuziti L-ASNasy v potravinaistvi je tedy
snizeni koncentrace L-asparaginu, ktery se v potravinach
ptirozené vyskytuje a mize (za ur€itych podminek) slouzit
jako prekurzor pro vznik akrylamidu — neurotoxinu a po-
tencialniho karcinogenu®'**’. Nebezpe&i vzniku akryla-
midu hrozi u potravin bohatych na sacharidy zpracovava-
nych pii vysokych teplotdch (obvykle se udavéa teplota
vyssi nez 120 °C) anizké vlhkosti, jako jsou hranolky,
bramborové lupinky, pekarenské vyrobky, snidafiové cere-
alie & prazend kava>®. V procesu nazyvaném Maillardo-
va reakce dochazi k reakci r-asparaginu s redukujicimi
sacharidy a vysledkem sledu nékolika reakci je vznik
akrylamidu. Zaroven vSak Maillardova reakce slouzi
ke vzniku tady dalSich sloucenin, které jsou naopak zada-
né vzhledem k jejich senzorickym vlastnostem™®.

V soucasné dob¢ jsou provozovatelé potravinaiskych
podnikit v Evropé povinni se fidit nafizenim Komise EU
2017/2158, které stanovuje opatfeni pro snizeni pritom-
nosti akrylamidu v potravinach™. Existuje cela fada pfi-
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stupt, diky kterym je mozné snizovat mnozstvi akrylami-
du ve findlnich vyrobcich. Patii mezi né¢ vybér vhodnych
surovin, pridavani fady riznych aditiv ¢i zména vyrobnich
podminek, naptiklad teploty ¢i pH. Nicméné pouziti téchto
metod ma Casto za nasledek zménu kvality konecného
vyrobku, ktera je patrna na jeho chuti ¢i vzhledu. Vyhodu
vyuziti L-ASNas vidi fada odbornikl pravé ve skute¢nosti,
Ze pii vyuziti této enzymové metody nedochazi k negativ-
nimu ovlivnéni pozadovanych vlastnosti vyrobku. Zaro-
veil byla prokdzéana moznost redukce mnozstvi akrylamidu
pomoci L-ASNas v nékterych piipadech az o 90 % (cit.”).

Jako ptiklady praktického vyuziti L-ASNas v potra-
vinafstvi bychom radi zminili na trhu dostupné pfipravky
fady PreventASe®™ a Acrylaway®, které obsahuji L-ASNasy
ptvodem z Aspergillus niger a Aspergillus oryzae®..

Produkty pod oznatenim PreventAse® vyrdbi firma
DSM z Nizozemi. Optimalni pH pro aktivitu téchto pfi-
pravkl se pohybuje v kyselejsi oblasti (pH 4-5), teplotni
optimum preparatu je ptiblizné 50 °C. Schopnost pfipravku
Stépit L-asparagin a tim snizit mnozstvi vzniklého akryl-
amidu byla popsana v n¢kolika studiich s riznymi potravi-
naiskymi vyrobky® . O3etfeni p3eni¢no-ovesného boch-
niku chleba pomoci tohoto ptipravku po dobu 15 min
pti 32 °C pred pecenim vedlo ke sniZeni vzniklého mnoz-
stvi akrylamidu o 46 % (cit.*®). Rotmann a spol.?! se roz-
hodli studovat pouziti L-ASNasy pro snizeni mnozstvi
L-asparaginu pii piipravé smazenych hranolkii podle prii-
myslovych standardd. Nejlepsi vlastnosti pro dany postup
vykazoval ptipravek PreventAse L®. Piipravek byl apliko-
van po blansirovacim kroku v riznych koncentracich
a ponechan pusobit po dobu 1 min pii 60 °C. Ve vysledku
doglo ke sniZeni akrylamidu aZ o 59 % (cit.®"). Potencil
ptipravku z Nizozemi byl nové studovan také pii piipravé
tésta na pizzu®. V praci byly pouZity rizné formulace
piipravku PreventAse® pod oznagenimi M, W a XR-BG,
které byly pfidany do tésta. V tomto pripadé r-ASNasa
pusobila po celou dobu hnéteni tésta (fadoveé v hodinach).
Pii aplikaci formulace XR-BG (vyvinuta pro pouziti
v prostiedi o vyssich hodnotach pH) doslo vlivem $té€peni
L-asparaginu ke snizeni vzniku akrylamidu asi o 89 % a po
pfidani ptipravki M a W byl snizen obsah akrylamidu
dokonce pod detekovatelnou mez®.

Pfipravky fady Acrylaway” vyrabi firma Novozymes A/S
z Dénska. Enzymy obsazené v téchto piipravcich vykazuji
nejvyssi aktivitu pii pH 6-7 a teploté kolem 60 °C.
Ucinky t&chto piipravkil byly také popsany v nékolika
studiich® %. Podobné jako u produktu PreventAse®, i zde
byl ptipravek testovan pti piipravé smazenych hranolki
po blansirovacim kroku®. V této studii bylo dosazeno
60% snizeni mnozstvi vznikajiciho akrylamidu po ptsobe-
ni enzymového piipravku piti 40 °C po dobu 20 min. Jako
priklad studie zabyvajici se UCinkem ptipravku Acryl-
away”™ na mnoZstvi L-asparaginu v kivovych bobech mize
slouzit prace autor Porto a spol. (cit.**). Osetfenim kavo-
vych bobti bylo dosazeno snizeni obsahu L-asparaginu asi
0 30 %. Diky experimentim v jiné studii zamétené také na
snizeni obsahu L-asparaginu v kavovych bobech bylo do-
sazeno poklesu obsahu akrylamidu po prazeni kdvy az
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077 % (cit.”). Z obou téchto studii vyplyva, Ze je mozné
snizit obsah L-asparaginu i v takto pevnych matricich, jako
jsou kavové boby, ale je nutné predradit krok, kterym se
zvysi dostupnost L-asparaginu pro L-ASNasu (byla zvole-
na pteduprava bobt horkou parou).

Kromé aplikace volného izolovaného enzymu byl
navrzen i piistup zalozeny na pouziti celych bunék. Firma
Kerry pfisla ve spolupraci s Rennaissance BioScience
Corp. vroce 2019 na trh s vyrobkem Acryleast®, ktery
obsahuje pekaiské kvasinky®. V roce 2022 firma uvedla
na trh produkt pod ndzvem Acryleast Pro®™ vykazujici vice
nez dvojnasobnou L-asparaginasovou aktivitu oproti pa-
vodnimu produktu®’. Tyto kvasinky byly $lechtény pomo-
ci adaptivni evoluce =za tcCelem ziskani varianty
s L-ASNasou, ktera by fungovala i za podminek piipravy
potravin (napt. kynuti tésta). B&zn¢ totiz kvasinky
L-asparagin pfitomny v surovinach nestépi, nebot’ vyuzi-
vaji dostupngj§i zdroje dusiku®®. Vyuziti aktivity tohoto
ptipravku obsahujiciho celé buiiky je samozfejmé mozné
pouze pro pripravu potravinarskych vyrobku, u kterych se
vyuziva Cinnosti pekaiskych kvasinek. Zaroven vsak jde
ovelmi elegantni zpusob, ktery nevyzaduje zmény ve
vyrobnim procesu a zaroven neovliviiuje chut’ ani dalsi
vlastnosti kone¢ného vyrobku.

Z vyse zminénych informaci lze vyvodit, ze kromé
diive vyjmenovanych faktorti (pH, teplota atd.), které
ovliviiuji vysledné snizeni obsahu akrylamidu v kone¢ném
vyrobku, je nutné ptihlédnout i k technologickému postu-
pu, ktery je pro ptipravu konkrétniho vyrobku vyuzivan.

4. Metody stanoveni aktivity L-asparaginas

Popsana technologicka vyuziti L-ASNas se neobejdou
bez stanoveni aktivity enzymovych preparatl a také kon-
centrace volného L-asparaginu. Pro méfeni aktivity
L-ASNasy byly vyvinuty a popsany rtuzné metody, pfi-
¢emz tyto metody spocivaji hlavné ve stanoveni mnoZzstvi
produkti reakce katalyzované témito enzymy, tedy amoni-
aku nebo kyseliny L-asparagovél. Amoniak uvolnény bé-
hem asparaginasové reakce lze stanovit Berthelotovou
metodou, reakci s Nesslerovym ¢inidlem, s indofenolem®
nebo je mozné detekovat amoniak iontové selektivni elek-
trodou”. Vzniklou L-asparagovou kyselinu lze stanovit
napt. pomoci HPLC (cit.”"), cirkularniho dichroismu’
nebo reakci s hydroxylaminem a chloridem Zelezitym”.
Jiné metody stanoveni L-asparaginasové aktivity vyuzivaji
alternativnich  substrata: 5-diazo-4-oxo-L-norvalinu,
L-asparagova kyselina-B-7-amido-4-methylkumarinu
a B-hydroxamatu kyseliny L-asparagové’.

Pti vyuziti L-ASNas v medicing i v potravinafstvi je
hodnocena nejen aktivita enzymového preparatu, ale
i mnozstvi nerozstépencho L-asparaginu po aplikaci prepa-
ratu, coz urcuje jeho efektivitu a tedy pouZitelnost. K ana-
lyze mnozstvi ptitomného L-asparaginu se v soucasné
dobé vyuziva vysokotlaké chromatografie, coz je ale pfi-
strojové i asove naroénd metoda’.
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Nalezeni jednoduché, rychlé, snadno kvantifikovatel-
né a dostatecné citlivé metody, nejlépe za pouziti netoxic-
kych sloucenin, by nepochybné vedlo k rozvoji dalsi ob-
lasti vyuziti L-ASNas, a to konkrétné pti konstrukei bio-
senzort'®’®. Rada védeckych tymi se zabyva moznosti
vytvofeni biosenzord obsahujicich L-ASNasu, pomoci
kterych by bylo mozné sledovat hladinu L-asparaginu
v krvi v priibéhu onkologické 16Eby”. Zaroveti by obdobné
vyuziti mohly nalézt tyto biosenzory i v potravinarském
pramyslu, kde by slouzily k rychlému ovéfeni mnozstvi
volného L-asparaginu ve vstupnich surovinach, u nichz
hrozi riziko vzniku akrylamidu b&éhem zpracovéni®.

5. Zavér

V tomto kratkém piehledovém c¢lanku jsme se snazili
piiblizit a shrnout moznosti vyuziti L-ASNasy ve zdravot-
nictvi i potravinarském pramyslu. Jak je patrné, tyto enzy-
my maji velky potenciél pro rtizné obory, ktery se dosud
nepodafilo pln¢ vyuzit. Soucasny vyzkum se proto zame-
fuje hlavné na optimalizaci parametri rekombinantni pro-
dukce a purifikace téchto enzymu a zaroverti na charakteri-
zaci L-ASNas z novych zdroju, které by mohly poskytnout
enzymy s vlastnostmi vyhodngj$imi pro medicinskou ci
biotechnologickou aplikaci. Pozadu nezlistavaji ani mo-
derni techniky genového inzenyrstvi, diky kterym je moz-
né modifikovat vlastnosti jiZ zndmych enzyml uméle,
ptipadné priblizit jejich strukturu lidské L-ASNase a snizit
tak nezadouci vedlejsi ucinky vznikajici v dusledku cizo-
rodého pivodu enzymi vyuzivanych v soucasné dobé.

Zkratky

L-ASNasa L-asparaginasa

ALL akutni lymfoblastickd leukémie

GAS ,@roup A Streptococcus*

EMA Evropska agentura pro 1é¢ivé piipravky

FDA Utad pro kontrolu potravin a lé&iv

Kum Michaelisova konstanta

MHRA Regulaéni tfad pro 1éky a zdravotnictvi

PEG polyethylenglykol

PMDA Agentura pro 1é¢iva a zdravotnické piipravky
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L. Pejskova, K. Louzeckd, T. Podzimek,
and E. BeneSova (Department of Biochemistry and Micro-
biology, University of Chemistry and Technology, Prague,
Czech Republic): L-Asparaginases and Their Potential
in Biotechnology and Medicine

L-Asparaginase (EC 3.5.1.1) is a key enzyme that
hydrolyzes L-asparagine to L-aspartic acid and ammonia.
This feature of L-asparaginase is used in anti-cancer thera-
py to inhibit protein synthesis in cancer cells. Therefore,
L-asparaginase is used as a basis for chemotherapy to treat
patients with acute lymphoblastic leukemia in pediatrics.
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Commercial L-asparaginases for healthcare applications
are mainly obtained from Escherichia coli and Erwinia
chrysanthemi (renamed to Dickeya dadantii). However,
the high prevalence of adverse effects complicates
the long-term clinical use of L-asparaginase, and therefore
current research focuses on the search for new enzymes or
on modifying the properties of enzymes already known.
At the same time, L-asparaginase has become indispensa-
ble for the food industry in recent years, when it had been
recognized as one of the possible tools for removing
L-asparagine from foods that are at risk of acrylamide
formation during thermal processing. This review pro-
vides an overview of the current use of L-asparaginase and
its pitfalls.

Keywords: L-asparaginase, acute lymphoblastic leukemia,
acrylamide, biosensor, biological anti-cancer treatment
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STANOVENI ORGANICKYCH KYSELIN VE SPECIALNICH PIVECH A NAPOJiCH
NA BAZI PIVA POMOCi KAPILARNi IZOTACHOFOREZY

StMoNA CERNA®, KAROLINA BENESOVA® a JAN MARTINIK™”

“ Vyzkumny istav pivovarsky a sladarsky, a.s., Mostecka 7, 614 00 Brno, b Ustav biotechnologie, Vysoka skola chemicko-
technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6, Ceska republika
cerna@beerresearch.cz

Doslo 16.2.23, prijato 11.5.23.

Organické kyseliny v pivu maji vliv na kvalitu piva, véetné organoleptickych vlastnosti a koloidni stability. Velka cast
celkovych organickych kyselin v pivu pochézi z mladiny, zatimco zbytek vznika nebo se pfeménuje v disledku metabolis-
mu kvasinek. Ve vybranych druzich piva byly stanoveny koncentrace péti organickych kyselin. Kvantifikovana byla
jable¢na, jantarova, citronova, octova a mlééna kyselina. Koncentrace kyselin se 1i§i vzhledem k druhu piva. Nejvyssi kon-
centrace mlécné kyseliny byla nalezena v kyselych a ovocnych pivech. Nejvice citronové kyseliny obsahovaly radlery
a ovocna piva. Nejvyssi koncentrace octové kyseliny byla nalezena v ovocnych pivech. Vyssi koncentraci jablecné kyseli-
ny méla kyseld a ovocna piva. Nejvice jantarové kyseliny obsahovala piva typu Ale a ovocna piva. Stanoveni bylo prove-
deno metodou kapilarni izotachoforézy. Bylo zjisténo, ze stanoveni koncentrace organickych kyselin v souvislosti se statis-
tickym vyhodnocenim by mohlo byt vhodnou metodou pro kontrolu technologie vyroby piva, ptipadné autenticity piidavku
ovocného podilu do radlert a ovocnych piv.

Klicova slova: organické kyseliny, pivo, kapilarni izotachoforéza

Uvod Ovocna piva jsou veétSinou vyrabéna femeslnymi
pivovary. Do piva lze pfiddvat témét vSechny druhy ovo-
Pivo by az na urcité specidlni typy (kyseld piva, ovoc- ce, jako jsou peckovice, jadrové ovoce, tropické ovoce
na piva a radlery) nemélo vykazovat vyraznou kyselou i bobule’. Ovocné pivo je pivo vafené s ovocnym piidav-
chut”'. Kyselost je vnimana intenzivnéji u méné plnych piv kem nebo prichuti. O ovoce a ovocnou $tdvu se jednd
a piv s vy$§im stupném prokvageni’. K vyrobé kyselych zejména v pripad¢ lambict, které kvasi spontanné (kriek,
piv se pouZivaji bakterie mlé&ného kvaseni anebo octové framboise, peche a dalsi). V pfipad€ ostatnich ovocnych
bakterie spolu s kvasinkami. Jedna se o rizné mikroorga- piv jde zejména o ovocné extrakty, sirupy a piichuté, které
nismy, které se 1idi podle pivniho stylu a pouzité technolo- jsou pifidavany az do spodniho nebo svrchniho kvaSeni.
gie (spontdnni nebo Fizené kvaseni). Kyseld piva lze vyré- Ovoce nejen ze dodava nové prichuté, ale mize také zvy-
bét nao¢kovanim kultur bakteriemi mlééného kvaseni do Sit koncentraci bioaktivnich sloucenin. Chut’ ovoce nesmi
rmutu nebo nao¢kovénim do mladiny pied nebo po varu. dominovat zakladnimu typu piva®'°.
Za tuto kyselost jsou zodpovédné organické kyseliny Nealkoholicka piva lze vyrabét Setrnym odstranénim
a kyselina uhligita®*. alkoholu z normalné kvaseného alkoholického piva tepel-
Zakladni slozkou pro vyrobu michanych néapoji na nymi metodami (napf. vakuova destilace) nebo pouzitim
bazi piva typu radler je vzdy pivo s obsahem 5070 obj.%. membréanovych separa¢nich technik (napf. reverzni osmo-
Pivo se po dokoneni vyrobniho procesu micha za, dialyza). Nejjednodussi postup vsak spociva v omeze-
s limonadami s riznymi ovocnymi nebo bylinnymi piichu- né nebo preruSované fermentaci s potlatenou tvorbou
témi. Tyto limonady zadné ovoce neobsahuji, jednd se alkoholu, které lze dosdhnout kombinaci né€kolika strate-
zpravidla o priimyslové vyrobené piichuté. Napoje mohou gii' "%, Samotné kvaseni Ize zastavit pii dosaZeni pozado-
byt alkoholické nebo nealkoholické, s jednou nebo vice van¢ho obsahu alkoholu, a to bud’ odstranénim kvasinek
pifsadami, s jednou nebo vice piichutémi, slazené cukrem (filtrace, odstfedéni) nebo jejich deaktivaci (pasterizace).
nebo umélym sladidlem. Pfiddvani ovocnych kyselin je Dalsi moznosti je vytvofeni podminek fermentace, které
dtllezité pro vyvazeny pomér sladké a kyselé chuti. Prida- potlacuji metabolismus kvasinek'?. Na vyrobu nealkoho-
vek kyselin také snizuje hodnotu pH vysledného napoje™®. lickych piv lze pouzit i mutantni kvasinky. Dochazi
Chem. Listy 717, 516521 (2023) https://doi.org/10.54779/ch120230516
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k snizené produkci alkoholu v dasledku poklesu pH média
béhem fermentace spolu s rapidni produkci organickych
kyselin'.

Organické kyseliny ovliviiuji senzorickou kyselost
piva a patii mezi dulezité slozky z hlediska vlivu na kvali-
tu piva. Kromé toho, ze organické kyseliny jsou fazené do
jedné z hlavnich chutovych skupin (kyselé¢), maji samo-
statn¢ charakteristické pfichuté na zakladé jejich moleku-
larni struktury. Citronova kyselina ma svézi kyselou chut’,
ktera je odlisnd od jable¢né kyseliny. Jantarova kyselina
mé kromé kyselosti nepfijemnou slanou a hotkou chut.
Octova kyselina ma pfichut’ octa a chut’ mlé¢né kyseliny
se podoba kyselému mléku™'”.

Kyseliny ptitomné ve finalnim pivu jsou z velké Casti
ty, které se nachdzeji v surovinach pro vyrobu piva,
znichz hlavni je slad™'®. Autofi'>!" uvad&ji, Ze sloZeni
organickych kyselin ve sladu je ovlivnéno nékolika para-
metry: odriida jeCmene, jeho chemické oSetfeni, rocnik,
oblast, stav zralosti, ale také sladovnické parametry. Citro-
nova kyselina a jable¢na kyselina jsou ptrevazné produkty
kliceni'®. Velka &ast celkovych organickych kyselin (cca
50 %) v pivu pochdzi z mladiny, zatimco zbytek vznika
nebo se preméiiuje v diisledku metabolismu kvasinek'!®.
V pivu jsou organické kyseliny s kratkym uhlikovym ske-
letem odvozené jak z neuplného obratu citratového cyklu,
ke kterému dochazi pti anaerobnim ristu kvasinek, tak
z katabolismu aminokyselin'®. Jednotlivé kmeny kvasinek
se mohou lisit také ve schopnosti tvorfit ethanol, oxid uhli-
gity a organické kyseliny. Cim intenzivngjsi je rozmnozo-
vaci a fermentacni schopnost kvasnic, tim vic se spotiebo-
vavaji Gstrojné latky z mladiny, a tim vice se vytvoii orga-
nickych kyselin. Vzhledem k tomu, ze organické kyseliny
zvysuji koncentraci vodikovych iontd v prostfedi, ovliviiu-
ji koagulaci bilkovin, vylu€ovéani hotkych latek z chmele
a biologickou stabilitu piva'®. Mnozstvi kyselin vnesenych
do produktu chmelem lze zanedbat™.

Pyrohroznova, octova, mlécnd, citronova, jantarova
a jable¢na kyselina pfispivaji ke snizeni pH béhem fer-
mentace a chrani pivo pred mikrobiologickym napadenim.
Ptispivaji k prodlouzeni skladovatelnosti, jelikoz poskytuji
silnou pufraéni schopnost, ktera koreluje se zakalem piva,
stabilitou pény a rychlosti zatuchnuti chuti*'-**.

Cilem této prace bylo stanovit obsah organickych
kyselin ve specidlnich pivech vyrabénych rliznymi techno-
logiemi. Vzorky byly analyzovany metodou kapilarni izo-
tachoforézy. Tato metoda umoziuje separaci a stanoveni
Sirokého rozsahu analytd ve stopovych koncentracich.
K témto analytim patii napt. organické kyseliny a zasady,
neorganické kationty a anionty, nukleotidy, aminokyseli-
ny, peptidy, proteiny a syntetické ionogenni polymery.
Systémem prochazi elektricky proud, iontové chemické
slouceniny ptitomné ve vzorku se odd¢luji v disledku
rizné rychlosti migrace, coz vede k vytvoreni odliSnych
z6n v rovnovazném stavu™ .

517

Chem. Listy 717, 516-521 (2023)

Experimentalni ¢ast
Vybér a ptiprava vzorki

K analyze bylo vybrano celkem 58 piv z nasleduji-
cich zemi: Némecko, Belgie, USA, Rakousko, Ceska re-
publika, Velka Britanie, Italie, Svédsko, Estonsko, Irsko
a Spanélsko. Jednalo se o svétla piva, tmava piva (portry
a stouty), nealkoholicka piva, michané napoje na bazi piva
(radlery), ovocna piva, kysela piva a piva typu Ale.
100 ml vzorku piva bylo odlito do kadinky a odpénéno
v ultrazvukové 1azni po dobu 5 minut. Nésledné bylo 5 ml
vzorku prefiltrovano pres stikackovy nylonovy filtr
(0,22 pm). Pivo se dale fedilo dle potieby 10x — 100x.

Standardy, chemikalie a pfiprava roztoku

Ke stanoveni byly pouzity standardy jable¢né kyseliny
Cistoty > 95 %, jantarové kyseliny Cistoty > 99 % (Sigma-
Aldrich, Némecko), octové kyseliny 100 % (Merck, N¢-
mecko), mlé¢nanu lithného (Cistota neuvedena, Villa La-
beco, Slovensko), citronanu lithného (Cistota neuvedena,
Villa Labeco, Slovensko). Z ptipravenych zasobnich roz-
tokti se pfipravily fedénim smésné standardy. Pétibodové
kalibracni kiivky byly zméteny v nasledujicich intervalech
koncentraci: jable¢na 2,5-50 mg I jantarova 1,25-25 mg |
citronova 2,5-50 mg I'', octova 2,5-50 mg 1! a mléena
kyselina 5-100 mg I"'. Koncentrace jednotlivych kyselin
byly voleny tak, aby odpovidaly pfedpokladdanym koncen-
tracim ve vzorcich. Chemikalie pro pfipravu ukoncovaci-
ho roztoku: kapronové kyselina Cistoty > 99 %, histidin
Cistoty > 95 % (Sigma-Aldrich, Némecko) a pro vodici
roztok: kyselina chlorovodikova, bis-tris-propan, methyl-
hydroxyethyl-celulosa (¢istota neuvedena, Villa Labeco,
Slovensko). Slozeni vedouciho roztoku: 10 mM HCI +
5,6 mM bis-tris-propan + 0,1% methyl-hydroxyethyl-
celulosa. Slozeni koncového roztoku: 5 mmol 1! kyselina
kapronovéa a 5 mmol "' histidin.

Pfistroj a metoda

Koncentrace vybranych organickych kyselin v pivech
byla stanovena pomoci izotachoforetického analyzatoru
EA 101 (vyrobce Villa Labeco, Slovensko) s vodivostni
detekei. Stanovovaly se jako anionty. Separacni kolona
rozdeli slozky vzorku v kratkém Case a analyticka kolona
rozsifuje detekéni schopnost separovanych slozek. Sepa-
racni kolona je zhotovena z fluorovaného ethylen-
propylenového kopolymeru (FEP), vybavena kapilarou
o délce 90 mm a vnitinim priméru 0,8 mm. Analyticka
kolona je vyrobena z fluorovaného ethylen-propylenového
kopolymeru (FEP), tvofena kapilarou o délce 160 mm
a vnitinim praméru 0,3 mm. Podle vyrobce je nastfikova-
né mnozstvi nafedéného vzorku cca 1 ml injekéni stiikac-
kou. Davkovaci kohout pojme 30 pl vzorku, ktery je na-
stiikovan mezi vedouci a koncovy elektrolyt. Maximalni
napéti bylo nastaveno na 8000 V, maximalni hodnota
proudu separac¢ni kolony 250 pA a analytické kolony
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50 pA. Doba analyzy je cca 30 minut pfi laboratorni teplo-
t&. Analyzator pracuje s programovym vybavenim ITPPro
(Villa Labeco, Slovensko).

Vysledky a diskuse

Metoda byla aplikovana na vzorky piv vyrobenych
riiznou technologii vzhledem k druhu piva. Vysledky nale-
zenych koncentreci organickych kyselin jsou uvedeny
v tabulce 1.

V kyselych pivech byla nejvice zastoupena mlécna
kyselina v rozmezi hodnot 1776-9429 mg 1"'. Vysoké
mnozstvi zejména mlécné kyseliny a octové kyseliny ma
za nasledek nizké pH a vysokou intenzitu kyselosti ve
srovnani s pivy a lezaky fermentovanymi ¢istymi kultura-
mi*®, Vyssi koncentrace mlééné kyseliny v zahraniénich
pivech lze vysvétlit vy$si mirou okyselovani rmutu, at’ uz
ptidavkem primyslové vyrobené mlécné kyseliny nebo
biologickym okyselenim ptidavkem kyselého rmutu vyro-
beného v pivovaru. Okyselovani rmutd se pouziva pro
zvySeni acidity, kterd podporuje enzymatické reakce pro-
bihajici pfi rmutovani, pivo rychleji kvasi a zraje, zlepSuje
pénivost a trvanlivost piva?’.

V nealkoholickych pivech byla nejvice zastoupena
mléena kyselina o koncentraci 58-1088 mg 1. Ostatni
kyseliny se vyskytovaly v nizSich koncentracich. Tento
typ piva je diky vyssi koncentraci cukr a téméf zadnému
alkoholu mnohem citlivéjsi na mikrobialni kontaminaci
nez normalni alkoholické pivo. Aby se tomuto riziku za-
brénilo, je tfeba snizit hodnotu pH mladiny. Literatura
uvadi zpusob vyroby nealkoholického piva zahrnujici
predupravu mladiny fermentaci pomoci bakterii mlééného
kvaseni. Dale uvadi koncentraci 1380 mg I kyseliny
mlé&né v nealkoholickém pivu?®.
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Ovocnd piva obsahovala nejvy$§i koncentraci
mlééné kyseliny 323-7256 mg 1" a citronové kyseliny
348-2850 mg 1"'. Piidani ovoce do piva ma za néasledek
vyssi kyselost a také neobvyklou barvu, ovocnou chut
a chut’ v zavislosti na piidaném mnozstvi a druhu ovoce’.
Néktera ovocna piva ziskavaji cast své kyselosti pridanim
kyselého ovoce, které obsahuje organické kyseliny®.
V pomerancich, citronech, jahodach a v angrestu prevazu-
je citronova kyselina. V jablkach, hruskach a tfesnich je
nejvice obsazena jable¢na kyselina'®.

V radlerech pfevazovala citronové kyselina v rozsahu
hodnot 808-2914 mg 1!, Podili se na celkové kyselosti
piva a ma vliv na jeho chut. Byva pfidavana ke zvySeni
kyselosti jak u nizkoalkoholickych, tak i nealkoholickych
napoja®.

Ve svétlych pivech se mlééna kyselina nachazela
v rozmezi hodnot 115-666 mg I'' a dale citronova kyseli-
na v rozmezi hodnot 225-360 mg I"". Obsah mlé&né kyse-
liny z4visi na pouzitém kmeni pivovarskych kvasinek a na
slozeni mladiny™. Literatura uvadi nejvice zastoupenou
mlé¢nou kyselinu v pivech vrozmezi 48233 mgl’
a citronovou kyselinu 56-158 mg 1"* (cit.*").

Tmava piva méla nejveétsi zastoupeni citronové kyse-
liny v rozsahu hodnot 185-559 mg I"' a mlééné kyseliny
142-464 mg "', Literatura uvadi nejvy3$si namétené hod-
noty mlééné kyseliny 292275 mg 1" (cit.*").

Piva typu Ale se vyznaCuji nejvyssi koncentraci
mlééné kyseliny v rozsahu hodnot 202-1678 mg 1™
a citronové kyseliny 50-694 mg 1. Literatura® uvadi
podstatng niz&i hodnoty mlééné kyseliny 61278 mg 1™
a citronové kyseliny 71-133 mg 1.

Obsah jantarové kyseliny a jablecné kyseliny v analy-
zovanych vzorcich piva se pohyboval v nizsich koncentra-
cich. V pivech typu Ale se namétend koncentrace jantaro-
vé kyseliny pohybovala v nejvyssi koncentraci v rozmezi

Tabulka I

NaméFené hodnoty organickych kyselin v riznych druzich piv (mg 1)
Druhy piv Jable¢na Jantarova Citronova Octova Mlécna

kyselina kyselina kyselina kyselina kyselina

Radler 76-234 4-30 8082914 110271 79-571
(RI-R11)
Nealkoholicka 43-172 13-102 73-307 74-191 58-1088
piva (N1-N7)
Ovocna piva 94-500 56217 348-2850 107-600 323-7256
(01-05)
Kysela piva 60-790 115-158 81-261 89-502 1776-9429
(K1-K4)
Svétla piva 32-173 26-114 225-360 99-275 115-666
(S1-S15)
Tmava piva 80-229 49-196 185-559 59-260 142464
(T1-T7)
Ale 46-420 15-279 50-694 104-375 202-1678
(A1-A9)
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15-279 mg 1. Jableéna kyselina byla nejvice zastoupena
v kyselych pivech v rozmezi hodnot 60-790 mg 1™'. Lite-
ratura uvadi, Ze obsah jable¢né kyseliny nezavisi na kmeni
pouzitych kvasinek®'.

Béhem celého procesu vyroby piva muze dojit k mi-
krobiologické kontaminaci, a tim se zvysi produkce octo-
vé kyseliny, ktera miize byt produkovana nejen octovymi
bakteriemi, ale i divokymi kvasinkami, které se dostavaji
do meziproduktii vyroby piva*>.

V programu Statistica 13.3. byla provedena shlukova
analyza pro rizné druhy piv obsahujici jable¢nou, jantaro-
vou, citronovou, octovou a mlé¢nou kyselinu. Ukolem této
analyzy bylo zjistit, jestli pfi této analyze dojde
k rozdéleni druhti piv do klastri podle obsahu organickych
kyselin.

Pred samotnou analyzou byly hodnoty koncentraci
organickych kyselin standardizovany. Pro shlukovou ana-
lyzu byla vyuzita Wardova metoda, kde pro méteni vzda-
lenosti byla pouzita euklidovska metrika.

Z obr. 1 lze vycist, Ze tato analyza rozd¢lila piva typu
radler a typu nealko do jednotlivych klastrti zvyraznénych
Cervené a zelené (Cisla 1-3). Do klastru osahujici piva
typu radler (Cislo 1) bylo zafazeno i jedno ovocné pivo

30r
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s oznacenim O4, které mélo podobny obsah organickych
kyselin jako piva typu radler. Naopak do klastru nealkoho-
lickych piv (Cislo 2) nebylo zatazeno nealkoholické pivo
s oznacenim N1 (Cislo 3), které mélo vyrazné odlisny ob-
sah organickych kyselin nez ostatni nealkoholicka piva.
Z klastrové analyzy je také patrné, ze svétla, tmava, ovoc-
na piva, piva typu Ale a kyseld piva nebyla rozdélena do
samostatnych klastrii. V daném klastru se nachéazelo vzdy
vice riznych druhti piv. Z toho Ize usuzovat, ze v obsahu
organickych kyselin v téchto druzich piva neni dostate¢né
vyznamna odlisnost (obr. 1).

Byla vypracovana korelacni analyza mezi jable¢nou,
jantarovou, citronovou, octovou, mlécnou kyselinou
a obsahem alkoholu pro vSechny druhy piv. V tabulce II
jsou zaznamenany vysledné korelaéni koeficienty, kde
tucné jsou zvyraznény korelacni koeficienty, pro které
byla p-hodnota testu niz§i nez 0,05 a lze tak zamitnout
nulovou hypotézu testu a to, ze mezi jednotlivymi obsahy
analytl neexistuje linearni zavislost. Z tabulky lze pozoro-
vat, Ze mezi obsahem jable¢né, jantarové a citronové Kyse-
liny existuje stfedné silna pozitivni zavislost. Slaba pozi-
tivni korelace existuje i mezi kyselinou jantarovou a octo-
vou a mlécnou kyselinou. Naopak mezi citronovou

Vzdalenost spojeni

Obr. 1. Klastrova analyza obsahu organickych Kkyselin v riiznych druzich piv (barevna verze obrazku je dostupna na webovych stran-

kach €asopisu Chemické listy)
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Tabulka II
Korela¢ni analyza mezi organickymi kyselinami
Jable¢na Jantarova Citronova Octova Mlécéna Obsah
kyselina kyselina kyselina kyselina kyselina alkoholu
Jable¢na 1,0000 0,4172 0,5427 0,1606 -0,1534 0,2770
kyselina
Jantarova 0,4172 1,0000 -0,1013 0,2650 0,3395 0,5969
kyselina
Citronova 0,5427 -0,1013 1,0000 0,1457 —-0,2699 —-0,0609
kyselina
Octova 0,1606 0,2650 0,1457 1,0000 0,1007 0,3987
kyselina
Mlécna -0,1534 0,3395 -0,2699 0,1007 1,0000 0,2097
kyselina
Obsah 0,2770 0,5969 —0,0609 0,3987 0,2097 1,0000
alkoholu

amléénou kyselinou existuje slaba negativni zavislost.
S obsahem alkoholu slabé az stfedné siln¢ pozitivné kore-
luje obsah jable¢né, jantarové a octové kyseliny. Korela¢ni
analyza by také mohla byt pouZita na kontrolu spravnosti
technologie vareni piva, kdy by v ptipad¢ nevyhovujici
technologie nebo chyby pii vyrobé piva doslo ke statistic-
ky vyznamnym rozdilim v obsahu organickych kyselin,
které jsou na sobé& zavislé podle vypracované korelacni
analyzy.

Zavér

Profil organickych kyselin je velmi dulezitym fakto-
rem pro stanoveni kvality piva. Z vysledki vyplyva, ze
nejvice zastoupenou byla mléc¢nd kyselina v kyselych
aovocnych pivech a citronova kyselina v radlerech
a ovocnych pivech. Organické kyseliny jsou zasadni pro
stabilitu pH a chut’ piva a jsou v pivu ptitomny v pomérné
velkém mnozstvi. Stanoveni profilu organickych kyselin
v souvislosti s korela¢ni analyzou by proto mohlo byt uzi-
te¢nym nastrojem pro kontrolu technologie vyroby piva,
ptipadné autenticity piidavku ovocného podilu do radlert
a ovocnych piv. Kapilarni elektroforéza je uzite¢nym na-
strojem pro separaci a kvantifikaci organickych kyselin
v pivu.

Autori dekuji Ministerstvu zemédeélstvi CR, MZE-
RO1923 za financni podporu.
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S. Cerna®, K. BeneSov4®, and J. Martinik™”
(“ Research Institute of Brewing and Malting, Brno,
b Institute of Biotechnology, University of Chemistry and
Technology, Prague, Czech Republic): Determination of
Organic Acids in Special Beers and Beer-based Bever-
ages Using Capillary Isotachophoresis

Organic acids in beer affect beer quality, including
organoleptic properties and colloidal stability. A large
proportion of the total organic acids in beer comes from
the wort, while the rest is produced or transformed by
yeast metabolism. Concentrations of five organic acids
were determined in selected types of beer. Malic, succinic,
citric, acetic and lactic acids were quantified. The concen-
tration of acids varies according to the type of beer. The
determination was made by the capillary isotachophoresis.

Keywords: organic acids, beer, capillary isotachophoresis
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Tento ¢lanok nadvizuje na predchadzajuci ¢lanok s ndzvom "Systémové ulohy vo vyucovani anorganickej chémie"
uverejneny v Chemickych listoch 9/2022, v ktorom bola vysvetlenda metoda SATL (Systemic Approach in Teaching and
Learning), popisané jednotlivé typy systémovych uloh v anorganickej chémii a uvedené priklady. Ciel'om tohto prispevku
je spristupnit’ o priklady systémovych uloh urcenych na vyucovanie organickej chémie, ktoré su zamerané na rozvoj
kognitivnych procesov vysSicho radu. Tieto systémové ulohy aplikovalo 89 ucitelov vo vyucovani na 2136 Zziakoch
2. ro¢nika gymnazii v priebehu dvoch Skolskych rokov (2019-2021). Po overeni sa potvrdilo, ze systémové lohy zlepsili
porozumenie ziakov organickej chémie a prispeli k rozvoju kognitivnych a vedeckych zrucnosti, ako st kritické myslenie,
rieSenie problémov, spolupraca, argumentacia a interpretacia vysledkov. Ucitelia zapojeni do tohto vyskumu tiez poskytli
svoje nazory na kladné a problémové stranky tohto vyucovacieho nastroja z hladiska motivacie, hlbSiecho porozumenia,

identifikacie miskoncepcii a ¢asovej naro¢nosti.

KTlucové slova: metdda SATL, systémové ulohy, kognitivne procesy, vyucba organickej chémie
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1. Uvod

Zivot v sulasnej spoloGnosti vyzaduje stile viac
schopnost’  systémového myslenia, ¢o sa odraza aj
v poziadavkach pre vyucbu ziakov na strednych Skolach.
Preto sme zamerali svoju pozornost’ na osvojovanie che-
mickych uloh, ktoré také myslenie rozvijaju. V prispevku
,.Systémové ulohy vo vyucbe anorganickej chémie®, publi-
kovanom v Chemickych listoch ¢. 9/2022, bola vysvetlena
metdoda SATL (z angl. Systemic Approach in Teaching
and Learning) a opisané jednotlivé typy systémovych tloh
— spolu s ukazkami tloh k téme s-prvky a ich zliceniny na
tirovni gymnazia'. Ako bolo v tomto prispevku uvedené,
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systémovy pristup k vyucbe a uceniu sa, oznaCovany
SATL, zaviedli Fahmy a Lagowski v roku 1997 na Te-
xaskej univerzite v Austine’. Cielom tohto pristupu je
pretvarat’ mechanické ucenie na hlboké uéenie Ziakov’.
Tento ciel' je mozné dosiahnut’ rozvojom systémového
myslenia v kontexte systémovo orientovanych ucebnych
uloh®. Takéto Gilohy vyuzZivaji uzavreté schémy tzv. systé-
mové diagramy, v ktorych st pojmy priamo alebo nepria-
mo prepojené a vytvaraju uzavretd pojmovu struktiru. Od
ziakov sa vyzaduje analyza, zostrojenie alebo doplnenie
systémového diagramu, pricom na splnenie tychto tloh by
ziaci mali pouzivat’ systémové myslenie a rozvijat’ dolezi-
té zru¢nosti, ako st schopnost’ rozliSovat’ pojmy, vytvarat
vztahy, analyzovat' systém na zdkladné zlozky (pojmy
a prepojenia) a syntetizovat’ tieto zlozky do vzdjomne
prepojenych subsystémov tvoriacich celok’.

Ziaci sa neutia izolované fakty (naspamit), ale spaja-
ju pojmy a fakty v logickom kontexte®.

Ulohy vyuzivajiice systémové diagramy mozu evoko-
vat’ Strukturu podobni pojmovym mapam. Rozdiel medzi
pojmovymi mapami a systémovymi ulohami je v tom, ze
pojmové mapy su naro¢né na objektivnu skorovatel'nost’
z hladiska postidenia jednoznatnosti a spravnosti’.
V uzavretom systémovom diagrame existuju aj implikacie
viaccestnych vzt'ahov, ktoré¢ moézu byt ,,odhalené* neskor
a v danom ¢ase pouzité na ucely posudzovania. V tomto
zmysle uzavreté systémové diagramy su uplné, o je
v kontraste so Standardnymi pojmovymi mapami-.

https://doi.org/10.54779/ch120230522
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Systémové diagramy mozu obsahovat 3—-6 zloziek
(nazvy prvkov ¢i zlucenin, chemické znacky ¢i chemické
vzorce), pricom jednotlivé zlozky diagramu musia navza-
jom suvisiet’.

Ciel'om tohto prispevku je spristupnit’ ukazky vytvo-
renych systémovych uloh z organickej chémie zamerané
na vysSie kognitivne procesy, ako aj nazory ucitelov na
ich implementaciu do vyucby na gymnaziu. Vytvorené
systémové tlohy maju pomdct’ ziakom hlbsie porozumiet’
organickej chémii, ktora je teoretickym zakladom mno-
hych $pecializovanych chemickych disciplin, ako st ché-
mia lieciv, farbiv, makromolekulova chémia, kozmeticka
chémia apod.

2. Charakteristika pracovnych listov
so systémovymi tilohami pre organicku
chémiu

Uc¢ivo organickej chémie sa vyuCuje prevazne
v 2. ro¢niku 4-roéného gymnazia, resp. 6. roéniku gymna-
zia s osemro¢nym Stidiom. Pre organicki chémiu bola
vytvorena sada pracovnych listov so systémovymi tloha-
mi na nasledovné témy: Uvod do organickej chémie,
Uhlovodiky, Derivaty uhlovodikov, Hydroxyderivaty
a Karboxylové kyseliny a ich derivaty.

Pracovné listy so systémovymi ulohami boli vytvore-
né v stlade s obsahovymi a vykonovymi §tandardmi Stat-
neho vzdelavacieho programu (SVP) pre gymnazia® (SR)
a Radmcového vzdeldvacieho programu (RVP) pre gymna-
zia’ (CR). V tychto $tandardoch je zdéraznené, Ze v orga-
nickej chémii je potrebné klast’ doraz na suvislosti medzi
Struktrou a vlastnostami organickych latok, principmi ich
reaktivity a zamerat’ sa na ich najdolezitejSie reakcie. Pra-
ve reaktivita organickych zlic¢enin predstavuje pre ziakov
jednu z najnarocnejsich Casti $tudia organickej chémie.

Ciel'om vytvorenych pracovnych listov je preto prehl-
bovanie a upeviiovanie u¢iva organickej chémie prostred-
nictvom systémovych uloh, ktoré st koncipované tak, aby
ziaci porozumeli $ir§im suvislostiam a vztahom, pravid-
lam a zékonitostiam zépisov reakénych schém reakcii or-
ganickych zligenin'’.

Vytvorené pracovné listy predstavuju stbory uloh
obsahujice systémové diagramy zamerané na posilnenie
kognitivneho porozumenia zakladnym pojmom organickej
chémie, typom chemickych reakcii organickych zlicenin,
vzt'ahom medzi uhl'ovodikmi a ich derivatmi, hydroxyde-
rivatmi uhlovodikov a ich reaktivitou, karboxylovymi
kyselinami a ich derivatmi s dorazom na reakéné pod-
mienky/reakéné Cinidla.

Vsetky pracovné listy boli vytvarané v spolupraci
autorov ¢lanku s u€itel'mi, pilotne overené a nasledne opti-
malizované.
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3. Ukazky vybranych systémovych tiloh
z organickej chémie s priradenim dimenzie
vedomosti a kognitivneho procesu podl’a
revidovanej Bloomovej taxonomie

V suvislosti s poziadavkou na zvySovanie urovne
tvorivého a kritického myslenia ziakov vo vzdelavacom
procese je dolezité zamerat’ sa najmé na rozvijanie vyssich
kognitivnych procesov a vyuzivanie takych vzdelavacich
aktivit, ktoré ich rozvijaja'"'2.

Ako uvadzaju Fahmy a Lagowski'?, systémové tilohy
a testy z nich vytvorené mozu rozvijat’ a overovat’ vyssie
kognitivne procesy, ako su analyza, syntéza a hodnotenie
v Bloomovej taxonémii'*. Tradi¢né objektivne testy nedo-
kazu posudit’ uenie nad ramec porozumenia.

Preto sme sa aj v naSom prispevku zamerali na pri-
klady systémovych tloh z organickej chémie (tab. I) urce-
nych na rozvijanie vys$§ich kognitivnych procesov, ktoré
su hierarchicky usporiadané v ramci revidovanej Bloomo-
vej taxonomie (d’alej RBT)".

Predpokladom rozvijania kognitivnych procesov je
poznanie prislusnych aktivnych slovies, ktoré¢ vymedzuju
jednotlivé kategorie. Na zaklade tychto aktivnych slovies
dokazeme identifikovat’, ktoré kognitivne procesy by sa
mali rozvijat'®!".

Z hladiska vedomostnej dimenzie podl'a RBT mozno
rozvijat faktické, konceptualne, proceduralne
a metakognitivne vedomosti. Navrhnuté systémové ulohy
v pracovnych listoch prehlbuji a upeviuju predovsetkym
vedomosti ziakov v kategdrii konceptualne vedomosti.
V zavere pracovnych listov sa nachadzaja ulohy na rozvoj
metakognitivnych vedomosti a zru€nosti Ziakov so zame-
ranim na stratégiu sebahodnotenia.

Z hladiska dimenzie kognitivnych procesov podla

RBT su systémové tlohy v pracovnych listoch zamerané
nielen na zapamdtanie a porozumenie, ale hlavne na:
schopnost’ uplatnit’ vedomosti v novych konkrétnych
situaciach,
schopnost’ analyzovat’ alebo syntetizovat® jednotlivé
Casti systémového diagramu,
schopnost’” porovnavat a vyhodnocovat’ spravnost’
spristupnenych systémovych diagramov.
Vytvorené pracovné listy so systémovymi Ulohami
prehlbuju schopnosti ziakov pracovat’ s odbornym textom,
schémami, kriticky analyzovat’ informdacie a syntetizovat’
ich. Dalej rozvijaju schopnosti Ziakov pracovat’ vo dvoji-
ciach alebo skupinach, diskutovat’, komunikovat’ a argu-
mentovat’.

Je potrebné zdoraznit, ze diagramy v systémovych
ulohach obsahuju iba schematické zapisy (nie Uplné), pre-
to sa v niektorych reakciach vedlajsi produkt nepise.

V zavere pracovnych listov sa nachadzaju tlohy ove-
rujuce metakognitivne znalosti ziakov prostrednictvom
sebahodnotenia. Zo skusenosti vieme, ze Ziaci maju Casto
problém slovne zhodnotit tvroven svojich vedomosti
a zru¢nosti. Prave sebahodnotiaca karta ziaka tomuto javu
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Tabul’ka I
Priklady systémovych uloh z organickej chémie s priradenim dimenzie vedomosti a dimenzie kognitivneho procesu podl'a
RBT

Uloha ¢&. 1 na systémovi analyzu
Dimenzia vedomosti/kognitivneho procesu: konceptualne vedomosti/aplikacia
Dopliite typy chemickych reakcii v nasledujucich systémovych diagramoch.

a)

CHa-CH-Cl
KOH,
-HCI
etanol
CHs-CHs
+ Hz;‘r Ni
CH»=CH:
b)
CHa=CH,
+H2 [kat.
Br — CH;—CH;—Br
-2HBr /KOH, etang
CH=CH
0 CH3—CH—CH;
|
/‘.Har’ Br
CHz;—CH=CH; roztok
KOH
-H20/ konc. H,50,

CH3=CH=CH3
|
OH

Ziaci analyzujt vztahy medzi jednotlivymi organickymi zliGeninami a reakénymi podmienkami/reakénymi &inidlami.
Riesenie (zhora v smere hodinovych ruciciek):

a) eliminacia — adicia — substiticia

b) adicia — eliminacia — adicia

¢) substitucia — eliminacia — adicia
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Uloha &. 2 s moZnost’ou vyberu z viacerych odpovedi

Dimenzia vedomosti/kognitivneho procesu: konceptualne vedomosti/analyza

Urcte, ktory zo systémovych diagramov vyjadruje priebeh chemickych reakcii v poradi: substitticia — substitiicia — elimi-

nacia — adicia.

Ziaci vyberaju spravnu odpoved’ z viacerych odpovedi, pricom analyzuju kazdi moznost’. Ulohu mdzeme rozsirit’ zada-

? kanc, bl KOH,
H,50, etanol
CH3-CH:-OH |—— CHz=CH: CH,-CH,-Br CHz=CH:z
A 1. 1.
Ha/Ni
KOH | 4. 2. . B/ hv| 4. 2. | HSO,
3. y 3.
CH,-CH,-Br P CH3-CHz CHa-CHs " CH:-CH:-0OH
Bra/ hv
c) d)
Braf hv HBr
CHs-CH;  |[——| CHas-CHsBr CH2=CH, » CHy-CH,Br
1.
i
KOH
. ! 2, Zn/HCl
Hz/Ni 4. 2. |KOH etanol i
3, . J 3,
CH;=CH. <+ CH3-CHz-OH CH,-CH,-Br < CH3-CH3
konc.
H,S0, Brz/ hv

nim, aby Ziaci vysvetlili a zddvodnili svoju odpoved.

RieSenie:

Spravny je systémovy diagram c).

Uloha &. 3 s moZnostou vyberu z viacerych odpovedi

Dimenzia vedomosti/kognitivneho procesu: konceptuilne vedomosti/analyza

Urcte, ktory zo systémovych diagramov spravne vyjadruje priebeh chemickych reakcii medzi etdnom, eténom a etanolom.

RieSenie:

a) b)
CH3-CH3 CH3'CH3
E -Ha/kat.
ox./kat. Ha/kat. red. 2fka
H20 /H,50, H:20 /H 50,
CH-CH-OH g CH,=CH, CHyCH, O g CH,=CH,
c)
d)
CH3-CH3 CH3-CH3
red, +Hz/kat. red. +Hafkat.
HiD /H,50, Hz /H,50,
CH/CH,OH |¢——0 |  CH=CH, CHCH-OH |g¢— " |  CH,=CH,

Spravny je systémovy diagram b).
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Uloha ¢&. 4 na prirad’ovanie

Dimenzia vedomosti/kognitivneho procesu: konceptualne vedomosti/analyza
Vyberte zlueniny zo stipca A a reakéné podmienky/reakéné Einidlé zo stipca B a zostavte systémovy diagram v stipci C.

A C B
CH,=CHz +Bra2/hv
CH3-CHs +HBr
CH3-CH2-Br [:] -Ha/kat.

[_ J +Ha/kat.
RieSenie:

A C B
CH2=CH: +Br2/hv
CHa-CHa CHa-CHz-Br +HBr
CHs-CHa-Br -Ha/kat.

+HBr +Ha/kat.

‘ -Ha/kat.

CHa-CHs

ad
-«

Uvedenu ulohu je vhodné vyuzit aj na hodnotenie, body mézeme pridel'ovat’ za spravne zaradenie vybranych
zlicenin a reakénych podmienok/reakénych €inidiel do diagramu.
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Uloha &. 5 na zorad’ovanie

Dimenzia vedomosti/kognitivneho procesu: konceptualne vedomosti/analyza

Zarad'te organické zluceniny Cl-CH,—CH,—Cl, CH=CH, CH,=CH-CI a doplite prislusné reakéné podmienky/reakcné
¢inidla do nasledovného systémového diagramu.

]

A A

-

CH2=CH2 >
Riesenie:
CH=CH > CH,=CH-CI
A A
-Hy/kat. -HCI
CH2=CH2 » C|—CH2-CH2-C|

Uloha &. 6 na zorad’ovanie

Dimenzia vedomosti/kognitivneho procesu: konceptuilne vedomosti/analyza

Zarad'te organické zluceniny CsHg, C;H;OH a dopliite prislusné reakéné podmienky/reakéné ¢inidla do nasledovného
systémového diagramu.

CaH7Br

h 4

L]

O {[SOf

CsHs -
RieSenie:
CaHs +Bra/hv . CaHyBr
r'y
+KOH, etano
CsHe P [ -H20/konc. H2504 ] CsH7OH
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Uloha ¢&. 7 na systémovi syntézu a analyzu

Dimenzia vedomosti/kognitivneho procesu: konceptualne vedomosti/ analyza

Dopliite spravne reakéné podmienky/reakéné ¢inidla do diagramu a zapiSte prislusné reakcie chemickymi rovnicami.
Reakciu €. 4 pomenujte.

1) CHLORETAN
3 — ETANOL
ETEN [ ]
3) 1,2-DIBROMETAN
4 L—J POLYETEN
C v . +HCI
RieSenie: 1) CH,=CH, » CH,CH,CI
+H20 /HZSO,,«]
2) CH,=CH, » CH,CH,OH
+ Br;
3) CH,=CH, » Br-CH,CH,-Br
polymerizacia
4) n CH,=CH, » fCH,-CH}3n

Pracovné listy obsahovali i obtaznejSie tlohy zlozené z viac typov systémovych tloh. Ako priklad uvadzame systé-
movu ulohu k téme Karboxylové kyseliny a ich derivaty obsahujicu ¢iastkové Glohy zamerané na doplfiovanie, analyzu
a syntézu. Uloha je vhodna na pracu ziakov v skupinach.
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Uloha ¢&. 8 na systémovi syntézu a analyzu, dopliiovanie

Dimenzia vedomosti/kognitivneho procesu: konceptuilne vedomosti/ analyza

V nasledujicom diagrame, ktory ukazuje na reakéné vzt'ahy medzi uhl'ovodikmi, derivatmi uhl'ovodikov, karboxylovymi

kyselinami a ich derivatmi, dopliite:
nazvy produktov (a — c)

reakéné podmienky (1 —2)

nazvy reaktantov (A — B)

typ reakcie (?)

etylester kyseliny octovej

-H,0/ +A/H,50;

» -H,ONEB/Ha50;
SHel \ Pynein

anhydrid

kyseliny octovej

CH;-CH,-OH

-KClI

RiesSenie:

acetaldehyd

a — chlorid kyseliny octovej, b — etylchlorid/chldretan, ¢ — etoxid sodny (natrium etanolat)

1 -KOH, 2 — konc. H,SOy, t
A —kyselina octova, B — etanol
? — oxidacia

predchadza tym, ze umoziuje ziakom opisat’ stav porozu-
menia danej témy. Ponuka vopred naformulované kritéria,
¢im pomaha Ziakom vyjadrit’ uroven vlastnych vedomosti
a zruénosti, ktora intuitivne pocit'uji, len nevedia, ako by
to mohli transformovat’ do viet'®. Ako ukazky uvadzame
sebahodnotiacu kartu k téme Uhlovodiky (tab. II)
a sebahodnotiacu kartu k téme Karboxylové kyseliny (tab.
).

Vyuzivanie kariet tohto typu umoziuje ziakovi sledo-
vat’ vlastné procesy ucenia sa, vyhodnotit’, nakol’ko su
efektivne a zmenit’ ucebné stratégie, ked’ je to potrebné.
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4. Nazory ulitel’ov k implementacii
systémovych uloh do vyucby organickej
chémie

Mnoh¢ §tidie'* > v oblasti prirodovedného vzdelava-
nia zdoraziuju skutocnost’, ze systémové myslenie je vel-
mi délezita schopnost’ myslenia vyssieho radu, ktora by sa
mala podporovat/rozvijat’ pocas vyucovania.

Existuju zahraniéné $tadie™ >, ktoré sa zaoberali
navrthmi systémovych tloh pre organicki chémiu
a nasledne ich implementaciou do vyucby s ciel'om rozvi-
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Tabul'ka IT
Ukazka sebahodnotiacej karty ziaka k téme Uhl'ovodiky
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Vyznacéte krizikom, do akej miery suhlasite s uvedenym
vyrokom

Ciastocne, Zatial’ nie

S pomocou

Ano,
bez pomoci

Viem doplnit’ do systémovych diagramov vzorce a reak¢né

podmienky/reakéné ¢inidla, ktoré spravne vyjadruju reakcie medzi

alkanmi, alkénmi a alkinmi.

Viem pomocou systémovych diagramov zapisat’ chemickymi

rovnicami reakcie medzi alkanmi, alkénmi a alkinmi.

Viem zostavit’ systémovy diagram na zaklade pontknutych
organickych latok/zlac¢enin a reakénych podmienok/reakénych

¢inidiel.

Tabul’ka I1I

Ukazka sebahodnotiacej karty ziaka k téme Karboxylové kyseliny

Vyznacte krizikom, do akej miery suhlasite s uvedenym
vyrokom

S malou
pomocou

Samostatne S vyraznou

pomocou

Viem napisat’ vzorcom doélezité karboxylové kyseliny.
Viem doplnit’ ¢inidla a reakéné podmienky v reakciach
pripravy karboxylovych kyselin.

Viem napisat’ produkty reakcii karboxylovych kyselin

a pomenovat’ ich.

Viem analyzovat’ systémovy diagram chemickych reakcii

alkoholov a karboxylovych kyselin a doplnit’ v iom reakéné

podmienky, produkty a typ reakcie.

Viem argumentovat’ a zdévodnovat’ spravnost’ svojich
tvrdeni.

jat zrucnosti systémového myslenia u ziakov strednej
Skoly. Vysledky studii potvrdzujt, Ze pre rozvoj systémo-
vého myslenia ziakov v oblasti organickej chémie je vyuc-
ba s implementaciou systémovych tuloh -efektivnejsia
v porovnani s tradiénymi metddami vyucby. Nazory ucite-
l'ov na tento spdsob vyucby vsak neboli zistované.

Preto ciel'om nasho vyskumu bolo zistit’ ndzory ucite-
lov k implementacii systémovych uloh pri vyucbe orga-
nickej chémie. Vytvorené pracovné listy (pozri kapitola 2)
implementovalo do vyucby 89 ucitel'ov pocas dvoch Skol-
skych rokov (2019-2021). Na tejto vyucbe sa zicastnilo
spolu 2136 Ziakov 2. ro¢nika gymnazii. Vyber $kol bol
uskuto¢neny nahodne tak, aby boli zastiipené $koly z celé-
ho Slovenska. Vsetci ucitelia boli aktivne zapojeni do
narodého projektu IT Akadémia — vzdelavanie pre 21.
storoCie (https://itakademia.sk/) a prejavili zaujem imple-
mentovat’ vytvorené pracovné listy so systémovymi tloha-
mi do svojej vyucby.

Nazory uditel'ov k pracovnym listom so systémovymi
ulohami po ich implementacii vo vyucbe boli zistované
prostrednictvom elektronického spédtnovazbového dotazni-
ka. Utitelia vyjadrovali svoje nazory k jednotlivym poloz-
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kam dotaznika na trojstupriovej $kale ,,ano*, ,,neviem po-

sudit* a ,,nie*.

Dotaznik obsahoval 12 poloziek, ktoré boli rozdelené
do Styroch oblasti:

1. Vhodnost obsahovej stranky pracovnych listov
v sulade s obsahovymi a vykonovymi Standardami
podl'a SVP pre gymnazia

2. Vyznam systémovych uloh pre rozvoj vybranych
zrucnosti ziakov

3. Kladné stranky implementacie systémovych tloh do
vyucby

4. Problémové stranky implementacie systémovych uloh
do vyucby
V dalsej casti uvadzame vysledky vyhodnotenia jed-

notlivych oblasti dotaznika.

4.1. Vhodnost obsahovej stranky pracovnych listov
v sulade s obsahovymi a vykonovymi
Standardami podl'a SVP pre gymnazia

Podla 87,64 % ucitelov vytvorené pracovné listy
prehlbuju a upeviiuju vedomosti Ziakov v stlade s cielmi
stanovenymi prisluinym SVP pre gymnazia®.
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prehlbuji a upeviuji vedomosti v salade F
s prislusnym SVP
spracované velmi dobre po odbornej F

stranke

formulované jasne a zrozumitelne F

néazorné vdaka systémovym diagramom I —

réznorodé z hladiska typu (napr. analyza, F
syntéza, ...)

réznorodé z hladiska obtiaZznosti F

0 10 20 30 40 S50 60 70 80 90 100

®ano Oneviem posudit’ pocet ucitelov (%)

Obr. 1. Nazory uditel’ov na systémové ilohy; Zdroj: vlastné spracovanie

Systémové ulohy v pracovnych listoch uditelia pova- 4.2.Vyznam systémovych uloh pre rozvoj
zovali za vel'mi dobre spracované po odbornej stranke vybranych zru¢nosti ziakov
(84,27 %), jasne a zrozumitelne formulované (89,89 %)
a nazorné vd’aka systémovym diagramom (100 %) — pozri Pracovné listy so systémovymi tlohami podl'a ucite-
obr. 1. Ucitelia kladne hodnotili réznorodost’ uloh l'ov rozvijaji nasledovné zruc¢nosti:
(88,76 %) ako aj r6znu obt'aznost’ uloh (88,76 %). Rade- —  kritické myslenie (88,76 %),
nie loh od jednoduchsich k obtaznej$im ziakov povzbu- — argumentacia (88,76 %),
dzovalo. Ak sa im podarilo spravne odpovedat’ na niekol’- —  skupinova spolupraca (84,27 %),
ko prvych tloh, boli viac motivovani zamyslat’ sa nad —  pracovat s diagramami — tvorit’, analyzovat a dopiiat
zlozitej$imi ulohami, ¢o je v stilade aj s cieI'mi RBT. systémové diagramy (89,89 %),
Poznamka: Vzhl'adom k tomu, Ze v tejto oblasti na — interpretovat vysledky (82,02 %),

133

trojstupiiovej Skale ,,ano®, ,neviem posudit* a ,nie” —  tvorit’ zavery a zovSeobeciiovania (86,51 %).
u ucitelov nebola zaznamenand ziadna negativna odpo-
ved’, obr. 1 predstavuje iba prvé dva stupne skaly.
Asi 50 % ucitelov implementovalo tieto pracovné
listy do vyucby pocas pandémie distancnou formou, pri-
¢om znizovali pocet tloh véc¢Sinou o jednu ulohu.

sl zamerané na prepajanie vedomosti F
rozvijaju vyssie kognitivne procesy oproti F
tradicnym Gloham
umoziiuja hibsie porozumenie u¢ivu F
umoziuju odhalit' Ziacke miskoncepcie F
riesili Ziaci so zaujmom h
planujem vyuzivat'v dalSej vyucbe F

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

mano Oneviem posudit' mnie pocet ucitefov (%)

Obr. 2. Nazory ucitel'ov na kladné stranky implementacie systémovych tloh do vyucby; Zdroj: vlastné spracovanie
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4.3.Kladné stranky implementéacie systémovych
uloh do vyucby

Za kladné stranky implementacie systémovych do
vyucby (pozri obr. 2) povazovali ucitelia predovsetkym
prepéjanie vedomosti (89,89 %), ¢o pomaha ziakom vni-
mat’ pojmy vo vzajomnych suvislostiach, upeviiovat’ ich
a wlit sa mysliet hibkovo®®*’. Podla 84,27 % ucitelov
systémové ulohy oproti tradi¢nym tloham rozvijaju vyssie
kognitivne procesy, ako su analyza ¢i hodnotenie (podla
RBT). Systémové tulohy umoznuju odhalit’ aj ziacke
miskoncepcie (82,02 %), ¢o suvisi so vstupnymi vedomos-
tami ziakov pri rieseni tychto uloh. 78,65 % ucitel'ov sa
vyjadrilo, Ze ziaci maju zaujem riesit’ takéto typy uloh.
88,76 % ucitel'ov chee vyuzivat takéto typy uloh vo vyuc-
be aj nad’ale;.

4.4.Problémové stranky implementacie
systémovych uloh do vyucby

Na obr. 3 uvadzame problémy s implementaciou sys-
témovych tloh do vyuc¢by podla ucitelov.

Ako hlavné problémy sa ukazuji chybajuce metodic-
ké materialy (73,03 %), ¢im sa myslia pracovné listy, ne-
dostatocné vstupné teoretické vedomosti ziakov (60,67 %)
a obavy ucitel'ov z imlementacie metddy SATL do vyucby
(41,57 %), co si podla nich vyzaduje skolenie napriklad
formou webinarov.

Niektori ziaci nemaju dostatoéné vedomosti napr.
o nazvoslovi organickych zli¢enin, urovani typov che-
mickych reakcii ¢i prisluSnych reakénych podmienok/
reakénych Cinidiel, ¢o ma vplyv na uspeSnost’ rieSenia
tychto uloh. U slabsich ziakov sa ukézali problémy s argu-
mentaciou, ¢o suvisi so slovnou zasobou, porozumeli sice
vysvetleniu, ale nevedeli ho zddvodnit.

Daldim problémom sa ukazuje Gasové hladisko —
niektori ucitelia sa stazovali na nedostatok ¢asu na rieSe-
nie systémovych tloh pocas distan¢nej formy vzdelavania
(40,44 %).

nedostato¢né vedomosti o implementacii
metédy SATL do vyucby

casova narocnost’ iloh
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5. Zaver

Z nazorov ucitel'ov na kvalitu sady pracovnych listov
so systémovymi tlohami vyplynulo, Ze je plne vyuZzitelna
vo vyucbe organickej chémie v 2. ro¢niku 4-ro¢ného gym-
nazia, resp. 6. rocniku gymndzia s osemro¢nym Stidiom
v ramci riadnych vyucovacich hodin ako aj v 4. ro¢niku
pri opakovani u¢iva na seminaroch.

Utitelia planuju vyuzivat tieto pracovné listy aj
v buducnosti. Potencial systémovych tloh vidia v rozvoji
hlbokého porozumenia a kritického a systémového mysle-
nia ziakov, na rozdiel od ucenia sa naspamit. Rozvinuta
schopnost’ Ziakov systémovo mysliet’ sa moze odrazit’ aj
pri vyucbe dal§ich tém v chémii (napr. biochémie)
i v ramci d’al§ich predmetov ako aj pri rieSeni problémov
bezného zivota.

Utitelia na zaklade vlastného uvazenia mozu systé-
mové tlohy implementovat’ do vyuc¢by bud’ s cielom po-
skytnat’ ziakom spdtnil vézbu sliZiacu na zlepSenie proce-
su ucenia sa alebo za uc¢elom sumativneho hodnotenia
(znamkovania), kedy napr. mézu pridelovat body za
sprdvne zaradenie vybranych organickych zlucenin
a reak¢énych podmienok/reakenych ¢inidiel do systémové-
ho diagramu.

Prezentované pracovné listy boli zaradené do Zbierky
inovativnych metodik z chémie pre stredné skoly®, ktoru
vydalo Centrum vedecko-technickych informécii SR
v Bratislave a vyuziva ju vo vyucbe vicSina slovenskych
ucitelov pdsobiacich na gymn4aziach.

Tato praca bola podporend ndrodnym projektom IT
Akadémia — vzdeldvanie pre 21. storocie s ITMS kédom
312011F057 a grantom KEGA ¢ 001UPJS-4/2023
,,Implementdcia formativneho hodnotenia do vyucby na
zdkladnej skole so zameranim na digitalnu formu “.

gt

LTI Rssomety

chybajice metodické materialy !

nedostatocné vstupné teoretické vedomosti
Ziakov

Bano Oneviem posudit’ @nie

e

10 20 30 40 S0 6 70 80 90 100

pocet ucitefov (%)

Obr. 3. Nazory ucitel'ov na problémové stranky implementacie systémovych tloh do vyucby; Zdroj: vlastné spracovanie
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This paper builds on a previous one entitled
“Systemic Tasks in the Teaching of Inorganic Chemistry”
published in Chemické listy 9/2022, which explained the
SATL method (Systemic Approach in Teaching and
Learning), described the individual types of systemic tasks
in inorganic chemistry, and provided examples. This paper
aims to share examples of systemic tasks designed for
teaching organic chemistry, which focus on developing
higher-order cognitive processes. 89 teachers applied
these systemic tasks in teaching 2136 second year gram-
mar school students in the course of two school years
(2019-2021). Upon verification, it was confirmed that
systemic tasks enhanced students’ understanding of orga-
nic chemistry and contributed to the development of cog-
nitive and scientific skills such as critical thinking, prob-
lem-solving, cooperation, argumentation, and result inter-
pretation. The teachers involved in this research also pro-
vided their opinions on the pros and cons of this teaching
tool in terms of motivation, deeper understanding, identi-
fying misconceptions, and time requirements.

Keywords: SATL method, systemic tasks, cognitive pro-
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