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Uvodnik

Chemické listy na internetu (jesté jednou po sedmi letech)

Kdyz si zpétné prectu uvodnik s podobnym ndzvem,
psany zhruba pred sedmi lety, kdy jsem se ujimal prdce
redaktora WWW stranek Chemickych listit a pripomenu si
tehdejsi ,,smele * plany rozvoje jejich obsahu, musim kon-
statovat, Ze soucasnd podoba Chemickych listii na interne-
tu tyto plany jiz daleko presdhla. Velkou zasluhu na tom
ma samozrejmé bourlivy rozvoj technologii pro publikova-
ni na internetu, diky némuz se stala jistd forma internetové
pritomnosti pro odborny casopis urcitou normou.

Co se vlastné za tech uplynulych sedm let zmenilo?
Kdybychom porovnali web Chemickych listii z roku 1999
s tim soucasnym, jisté bychom na prvnim misté zazname-
nali zmenu designu. Vzhled stranek se za uplynulé roky
zmenil celkem trikrdat a troufam si Fici, Ze nikdy ne
k horsimu, i kdyz az soucasna verze je postavend na prin-
cipech pouzitelnosti a pristupnosti a snese srovndni
s Casopisy prestiznich vydavatelstvi. Vzhled stranek ale
prece jen asi neni tim, co zajimad vetsSinu navstévnikii webu
Chemickych listit nejvice. Tim je bezesporu obsah, a pravé
v oblasti obsahu doslo za uplynuld léta k nejzdsadnéjsi
zmeéné — elektronickému zverejiiovani plnych textii ¢lankii.
To bylo zpocatku ojedinélé, ale od roku 2002 se zapocalo
se standardnim  zverejiovanim  Clanki  vydavanych
v hlavnich sekcich casopisu. Netrvalo prilis dlouho, nez se
tato praxe rozsirila do dnesni podoby, kdy se na web do-
stava cely obsah cisla. Pozdéji se provedla i digitalizace
starsich rocniku, takZe v soucasné dobé je na internetu
k dispozici kompletni obsah Chemickych listii pocinaje
rokem 1997, i kdyz je pri prochazeni digitalizovanych cisel
potieba smifit se s ponékud horsi obrazovou kvalitou
a vetsimi velikostmi souborii.

Zatim posledni zménou tykajici se internetového vy-
dani Chemickych listii je jejich zaclenéni do sluzby Chem-
Port® (http://chemport.cas.org), poskytované pod hlavic-
kou Chemical Abstracts Service (CAS). Zakladni funkci
sluzby ChemPort je propojit uzivatele elektronickych vy-
hledavacich nastrojit CAS, jako napr. SciFinder® nebo
STN®, primo na plné texty clankii, dostupnych u jejich
vydavatele nebo u néjaké treti strany. Sluzba ChemPort je
poskytovana zdarma, coz ovSem neznamend, ze jsou zdar-
ma poskytovany i plné texty odkazovanych clanki. Tato
volba je plné v kompetenci vydavatele a Chemické listy,
které jsou v soucasnosti zdarma dostupné, predstavuji

spise vyjimku. V praxi je pak ziskdani plného textu clanku
velmi transparentni. Probihad tak, zZe vysledky vyhledavani
v napr. SciFinderu jsou doplnény tlacitkem, po jehoz stisku
Jsou ctenari nabidnuty mozné cesty vedouct k ziskani plne-
ho textu. Je-li clanek poskytovan zdarma nebo zahrnuje-li
pristup k tomuto clanku ctenarovo predplatné, lze clanek
ihned otevrit, v opacném pripadé je nabidnuta cesta pro
jeho rychlé ziskani za uplatu.

Co tedy vlastné zaclenéni Chemickych listii do Chem-
Portu prinese ctendariim? Odpoved’ vizce souvisi s otdzkou,
Jjaky je vlastné typicky ctenar internetové verze Chemic-
kych listu. Statistiky navstévnosti webovych stranek nazna-
Cuji, Ze prres 70 % navstévnikii na stranky prichdzi z Ceska
nebo ze Slovenska. Priblizné o stejném procentu navstévni-
ki plati, Ze se na stranky Chemickych listii dostavaji tak,
Ze primo zadaji jejich adresu (nebo pouziji ,,zalozku* ve
svém internetovém prohlizeci). Lze ocekavat, Ze prunik
techto dvou mnozin je velky, a Ze reprezentuje Ctendre,
kteri vice ¢i méné pravidelné ctou nebo prohlizeji casopis
v jeho internetové verzi. Primy prinos pro tuto skupinu
Ctendru je pomérné maly, protoze ke clankiim nepristupuji
na zaklade zZadnych vyhledavacii. Doplnék k uvedenym
majoritnim skupinam tvori navstévnici, kteri prichdzeji ze
zahranici a pres vyhledavaci sluzby. Pravé pro tuto skupi-
nu predstavuje ChemPort obrovské zjednoduseni, protoze
namisto zdlouhavého hledani stranek casopisu a zjistova-
ni, zda jsou zde dostupné plné texty, mohou ziskat pozado-
vany clanek nékolika kliknutimi mysi. Je jisté legitimni
pochybovat o ochoté cCesky nemluvicich navstévnikii zaby-
vat se Clankem v cestiné, ale myslim, Ze obrdzky a tabulky
Jjsou do znacné miry jazykové nezavislé a jsou-li doplnény
kvalitnim anglickym souhrnem, Ize snad clanek povaZovat
alespori za pouzitelny. V souvislosti s tim se redakce Che-
mickych listit dohodla podporovat rozsirené souhrny ¢lan-
kit v anglicting, jejichz rozsah spolu s grafickymi a ciselny-
mi informacemi umozni pochopit nejdiileZitéjsi cdsti obsa-
hu clanku i ctenarium, kteri vladnou ,,pouze’ anglictinou.
Podle mého nazoru tedy miize zaclenéni Chemickych listi
do sluzby ChemPort prinést zvySeni poctu Ctendri ze za-
hranici, prispét k citovanosti  publikovanych clankui
a k ristu impaktového faktoru casopisu, a tim dale zvysit
Jjeho kvalitu pro vsechny ctendare.

Petr Zamostny

1054



Chem. Listy 100, 1055-1067 (2006)

KVARKY S BARVOU A VUNI A CO DAL?

JIRI CHYLA

Fyzikdlni tistav Akademie véd Ceské republiky, Na Slovan-
ce2,182 21 Praha 8
chyla@fzu.cz

Doslo 24.7.06, ptijato 28.8.06.

Kli¢ova slova: standardni model, kvarky, leptony, kvanto-
va chromodynamika, sjednocent sil, supersymetrie, struny

Obsah

. Uvod

. Charakter zakonti mikrosvéta

Co o mikrosvété vime

. Elektromagnetické sily

. Efektivni elektricky naboj

. Vy$si princip mravni: lokalni kalibra¢ni invariance
. Neabelovské kalibracni teorie

. Slabé sily

. Silné sily

10. Asymptoticka volnost

11. Kvantova chromodynamika

12. Jak dal?

13. Jsou kvarky a leptony skutecn¢ elementarni?
14. Teorie velkého sjednoceni

15. Supersymetrie

16. (Super)struny

17. Teorie s velkymi dal§imi dimenzemi

18. Prvni pozdrav z Nového svéta?

19. Zavér

® UL AW~

Ne

1. Uvod

nez jak se o tom docitame v knihdach o historii védy. To
plati zvldasté o teoretické fyzice, Castecné proto, zZe déjiny
ISt vitezové. Historikové casto ignoruji riizné cesty, jimiz
se vyvoj ubiral, mnohé falesné stopy, po nichz se fyzikové
ubirali a vSechny chybné piedstavy, jez méli. Cetbou histo-
rickych pramenii jen vzdcné ziskdme spravnou predstavu
o skutecné podstate védeckého pokroku, do néhoz patii
fraska stejné jako triumf. Vznik a vyvoj kvantové chromo-
dynamiky je krasny priklad vyvoje od frasky az k triumfu.
David Gross,
laureat Nobelovy ceny za fyziku v roce 2004
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Citat zprednaSky ,,25 let asymptotické volnosti®,
kterou David Gross prednesl v roce 1998 na konferenci
o historii fyziky, snad nejlépe vystihuje cestu, kterou se
v uplynulych zhruba padesati letech ubiraly snahy fyzikia
pochopit strukturu hmoty a zékonitosti, jimiZ se jeji za-
kladni stavebni kameny fidi. Nobelova cena za fyziku,
kterou byl David Gross spolu s Frankem Wilczekem
a Davidem Politzerem v roce 2004 poctén, byla udélena za
objev, ktery zasadnim zplsobem zménil nase chapani sil
pusobicich v mikrosvété a ktery ve svych dusledcich vedl
k tomu, Ze jsme pochopili strukturu protont a neutront,
tedy castic, z nichz se sklada 99, 9 % hmoty na Zemi. Je-
jich objev, k némuz se jesté vratim, ma vSak i $ir$i disled-
ky, nebot’ se dotyka otazky, jaky ma — ¢i nema — smysl
hovofit o né€em, co neexistuje v pfirodé jako izolovany

Hledani zakladnich stavebnich kament hmoty a zako-
nitosti, jimiz se fidi, je pradavna touha filozofu a ptirodo-
védcl. Samotny pojem ,,elementarni mél proménny ob-
sah: od &tyf elementl starych Rekd, pfes atomy Johna
Daltona az po kvarky a leptony soucasné fyziky elemen-
tarnich castic. Co bylo vcera ,elementarni“ je dnes
,,slozené* a nejinak tomu bude asi i v budoucnosti. Dilezi-
tym zlomem ve vyvoji naSeho chapani mensich a mensich
objektt byl objev atomového jadra v roce 1911. Ruther-
ford tehdy ukéazal, Ze pfevazna Cast objemu atomi je
prazdna a vétSina hmoty je soustiedéna v malém objemu
o poloméru nékolika femtometrti (1 fm = 107" m), atomo-
vém jadre. Tento okamzik znamenal zrod jaderné fyziky
a atomové jadro a jeho vlastnosti jsou také spojovacim
mostem mezi chemii a tim, co se dnes volné nazyva fyzi-
kou elementéarnich ¢astic. Ta se sice jiz posunula na jeSté
niz§i troven struktury, ale protony a dal$i atomova jadra
jsou stale zékladnim néstrojem pifi studiu mikrosvéta. Pro
fyziku atomli a molekul jsou ovSem dulezité vlastnosti
elektronti a protont jen jako celku, nikoliv jejich jemnéjsi
struktura. Je to dano tim, Ze rozméry atomd a molekul jsou
o nékolik tadh vetsi, nez rozmér protonu. Nic z toho,
o ¢em vypravi tento ¢lanek, proto neni pro chemii praktic-
ky ,,uzitecné* a zadny objev, na ktery se fyzikové elemen-
tarnich Castic tak t&si, neprispéje k hlubsimu pochopeni
slozitych chemickych struktur a jejich vlastnosti. Pokrok
ve studiu mikrosvéta na subjaderné irovni v§ak mutize uka-
zat, jak se do pfirodnich zdkonti dostavaji ty zékladni fyzi-
kalni veli¢iny, jako jsou hmotnosti, elektrické naboje
a magnetické momenty elektronti, protoni a neutront,
které pro chemii predstavuji vstupni parametry. Pochopit,
pro¢ maji tyto veliCiny pravé takové hodnoty, jaké maji,
mize byt zajimavé i pro chemii, nebot’ existence a boha-
tost v pfirodé existujicich chemickych struktur citlivé zavi-
si na jejich numerickych hodnotach. Kdyby mél elektron
dvojnasobnou hmotnost, ¢i mél polovicni elektricky naboj,
vypadal by svét zcela jinak.
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V dalsim vykladu nejdiive podame strucny piehled
soucasného stavu naSich znalosti struktur a zékonitosti
mikrosvéta, jimz budeme rozumét vSe mensi nez zhruba
1 femtometr”. Tyto znalosti, jeZ jsou obvykle shrnovany
pod terminem ,standardni model“ (SM) elementarnich
¢astic, jsou vysledkem vice nez pul stoleti experimentalni-
ho a teoretického zkoumani mikrosvéta, na némz se podi-
leli tisice fyzikt. Cesta ke SM byla trnita se spoustou za-
krutl a vzruSujicich okamzikd a kraceli po ni smutni hrdi-
nost, ale na néz v tomto &lanku bohuzel neni misto®.

V druhé ¢asti pak nastinime nékolik sméri, jimiz se
dnes teorie ve snaze vylepsit SM ubira. SM je sice pfi po-
pisu experimentalnich dat velmi uspésny, ale ma fadu sla-
bych mist, které svédéi o tom, ze jde jen o ,,efektivni teo-
rii, pod niz zfejmé lezi jesté¢ hlubsi Uroven struktury
a zakont mikrosvéta. Co to bude, dnes jesté nevime, ale do
konce tohoto desetileti se snad dozvime, ktery z téchto
smért, pokud vibec néktery, je spravny. Mély by k tomu
prispét experimenty na novém mohutném urychlovaci,
ktery se stavi v Evropském stiedisku fyziky castic CERN
(z francouzského Conseil Européen pour la Recherche
Nucléaire) v Zenevé a jenz by mél zaéit pracovat koncem
roku 2008.

2. Charakter zakonu mikrosvéta

Zakony, jez plati v mikrosvété, se opiraji o dv¢ teorie,
které spatfily svétlo svéta pocatkem minulého stoleti: teorii
relativity a kvantovou teorii. Jednim z dusledkti Einsteino-
vy teorie relativity je ekvivalence hmotnosti a energie.
Energie ziskana z jadra ani zivotodarné paprsky ze Slunce
by neexistovaly, kdyby se molekuly, atomy a jejich jadra
fidily zékony klasické fyziky, které sice dovoluji pfeménu
riznych forem energie, ale nikoliv pfeménu klidové hmot-
nosti Castic na kinetickou energii. Jedin¢ diky zminéné
ekvivalenci je také mozné, Ze pii srazkach castic mohou
v mikrosvété ¢astice vznikat i zanikat.

Svét kolem nas vSak ke své existenci potiebuje
i kvantovou teorii. Jeji historicky prvni forma, nerelativis-
tickd kvantovd mechanika, vznikla v polovin€ dvacétych
let minulého stoleti jako vyvrcholeni snahy fady velkych
osobnosti jako byli Bohr, Sommerfeld, Pauli, Heisenberg,
Schrodinger, Dirac a dalsi, pochopit zékladni vlastnosti
atomi poté, co v roce 1911 Rutherford objevil atomové
jadro. Kdyby se protony, neutrony a elektrony, z nichz se
sklada svét kolem nas, fidily zakony klasické fyziky, neby-
ly by atomy stabilni a neexistovaly by proto ani zadné
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struktury, kterymi se chemie a fyzik zabyva. A neexistova-
li bychom samozfejmé ani my. Skutecnost, Ze vazané sta-
vy elektroni a protont existuji jen v diskrétnich energetic-
kych stavech, je bezprosttednim diisledkem kvantové po-
vahy téchto castic.

Kvantova mechanika si vynutila nejen zasadni zménu
v pojmech, kterymi svét atoml popisujeme, ale piinesla
i prvni zcela neklasicky pojem — vnitini moment hybnosti
elektronu, tj. jeho spin. V roce 1924, tésné predtim, nez
byla formulovana kvantovd mechanika a nez byl pojem
spinu formalné zaveden, vyslovil Wolfgang Pauli na za-
kladé¢ zkoumani spekter atomi piedpoklad, ze elektron
existuje ve dvou ,klasicky nepopsatelnych® stavech. Pro
systémy elektronti pak formuloval svtij ,,vylucovaci prin-
cip®, jenz tika, ze ,,v systému elektroni nemohou byt zad-
né dva ve zcela stejném stavu“. Pravé toto omezeni na
mozné stavy elektron v atomech brani tomu, aby
v zékladnich stavech atomil vSechny elektrony zaujimaly
nejniz§i moznou energii a musi se plnit 1 vyssi energetické
hladiny. Dnes vime, Ze elektron je jen jedna z mnoha ¢és-
tic, které maji polociselny spin a jimz fikdme fermiony.
Pro vsechny tyto fermiony plati Pauliho princip. Zadné
takové omezeni neplati pro systémy bosond, ¢astic
s celocCiselnym spinem. Az donedavna se zdalo, Ze mezi
fermiony a bosony je hluboké teoretickd propast, nebot
vlnové funkce popisujici stavy fermiond a bosont se lisi
vlastnosti symetrie v0i¢i permutacim Castic. Jedna
z modernich teoretickych predstav, o niz se zminime, pra-
vé tuto bariéru nemilosrdné borti.

3. Co o mikrosvété vime

Zakladni poznatky o struktufe a zakonech mikrosvéta
jsou shrnuty v jiz zminéném SM. Podle n¢ho jsou zéaklad-
nimi stavebnimi kameny hmoty tfi tzv. generace fermiond
se spinem 1/2, jez se dale déli na kvarky a leptony (viz
tabulka I). Kazdy ze Sesti tzv. ,,vini“ kvarkt, oznacova-
nych symboly u (z anglického up), d (down), s (strange),
¢ (charm), t (top), b (bottom), existuje ve tfech raznych
stavech, nazyvanych ,barvy“. Elektrické naboje jsou uve-
deny v jednotkach elektrického naboje pozitronu. Cisla
v zavorkach ukazuji klidové hmotnosti ¢astic, resp. u neu-
trin horni meze na jejich hmotnosti. V ptipadé kvarki jde
o tzv. ,konstituentni hmotnosti. Hierarchie hmotnosti
kvarki a leptoni nevykazuje zadny zjevny fad, kromé
obecného trendu, ze hmotnosti Castic rostou s poradim
generace. Otazka ptivodu jejich hodnot je zcela oteviena
a predstavuje jeden z hlavnich problémi soucasné teorie.

 Pro svét subatomarnich ¢astic je mezinarodni systém jednotek nevhodny a je proto zvykem pouZivat piirozené jednotky,
jimiZz je v ptipad¢ energie gigaelektronvolt (GeV= miliarda eV). Klidovd hmotnost protonu odpovida energii 0,94 GeV. Navic
se pracuje v jednotkach, v nichz ¢iselné hodnoty rychlosti svétla ¢ a Planckovy konstanty h/2x jsou rovny 1. Rozmér délky je
pak GeV™' a konstanta jemné struktury je vyjadtena pomoci elektrického naboje elektronu je déno jako o= ¢* /4 .

® Informace o kli¢ovych experimentélnich objevech, které piivedly ke standardni teorii i o tom, jak se ,,d&la“ fyzika ele-
mentarnich &astic dnes ve svété a jak k tomu pFispivaji desti fyzikové, Ize najit v piehlednych &lancich a textech'™.
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Tabulka I
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Tti generace kvarki a leptoni, v.— elektronové neutrino, v,, — mionové neutrino, v, — tauonové neutrino, ¢ — elektron, p~
— mion, T — tauon. Cisla v zavorkach udavaji u kvarkli a nabitych leptont jejich klidové hmotnosti a v ptipadé neutrin
jejich horni meze. Kazdy z kvarkt existuje jesté ve tfech riznych stavech, nazyvanych ,,barvy*

Castice Néboj, Q 1. generace 2. generace 3. generace
% u (0,3 MeV) ¢ (1,5GeV) t (175 GeV)
Kvarky
) d (0,3 MeV) s (0,5 GeV) b (4,5 GeV)
0 Ve 3¢eV) vy (0,2 MeV) v; (0,2 GeV)
Leptony _ " B
-1 e (0,5MeV) r (0,1 GeV) T (1,8 GeV)
Na rozdil od Ileptond, které v piirodé existuji gravitace, o niZ se zminime az ke konci ¢lanku a jez

v béZném slova smyslu, tj. jako izolované objekty, kvarky
v pfirod¢ existuji vzdy jako kombinace tfi kvarkli — tyto
Castice nazyvame baryony — Ci jako par kvark-antikvark —
tzv. mezony. K pfiindm, pro¢ tomu tak je, a k otdzce,
v jakém smyslu je tieba u kvarkd chapat vyrok ,.existuji,
se vratime v Casti o silnych silach. Na tomto misté je tieba
upozornit na nebezpecnou terminologickou nekonzistenci,
spocivajici v tom, ze nabity lepton druhé generace se ob-
vykle nazyvé mezon W, i kdyZ se nejednd o systém slozeny
z kvarki a antikvarkt. Je proto vhodnéjsi pro tuto Castici
pouzivat ndzev mion (a pro nabity lepton 3. generace tau-
on). Matouci nazev mezon p vznikl z feckého ,,meson®, tj.
Hstiedni, v dusledku skuteCnosti, ze klidovd hmotnost
mionu je ve srovnani s hmotnostmi protonu a elektronu
stfedni.

Baryony a mezony (a jejich antiCastice) se souhrnné
nazyvaji hadrony. Tak naptiklad z kvarkd prvni generace
jsou sloZeny protony (trojice uud) a neutrony (trojice udd),
jez spolu s elektrony vytvafeji atomy a tim i v&t§inu hmoty
na Zemi i ve viditelné ¢asti vesmiru. Mezi mezony patii
napf. pion (n-mezon), nebo kaon (K-mezon).

Pro¢ existuji v pfirodé pravé tii generace kvarki
a leptond je jedna ze zékladnich otazek dnesni fyziky mik-
rosvéta. Ke kazdému kvarku a leptonu existuje i anticasti-
ce, u antikvarkl a antineutrin oznaCovand pruhem nad
symbolem pfislusného kvarku ¢i neutrina, u nabitych lep-
tont hornim indexem (e” pro pozitron, u" pro kladny mion
a 1" pro kladny tauon). Ve viech procesech popisovanych
standardnim modelem se zachovéava tzv. baryonové cislo,
tj. pocet kvarkli minus pocet antikvarkd. Podobné i u lep-
tontl. Kvarky i leptony tedy mohou vznikat, nebo zanikat
jen v parech kvark-antikvark ¢i lepton-antilepton.

Mezi kvarky a leptony ptsobi Ctyfi typy sil: gravitac-
ni, elektromagnetické, slabé a silné (tabulka II). Kromé

Tabulka IT
Tti zakladni sily pasobici v mikrosvété a jejich prislusné
intermedialni vektorové bosony IVB (viz kapitoly 4, 8 a 9)

Sily IVB
elektromagnetické foton
slabé W, W,Z
silné 8 gluont
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v mikrosvété na experimentalné dostupnych vzdalenostech
nehraje zadnou roli, Ize ostatni tii sily popsat pomoci vy-
meény, schématicky znazornéné na obr. 1, zprostiedkuji-
cich ¢astic, intermedidlnich vektorovych bosonti (IVB), jez
maji spin 1. Tato skute¢nost je vychozim bodem pfi snaze
tyto sily sjednotit, tj. chépat je jako tii projevy jedné fun-
damentalni ,,prasily a to navzdory tomu, Ze na prvni po-
hled maji velmi rozdilné vlastnosti. Dilezitou roli pfi sjed-
nocovani téchto sil hraje okolnost, Ze v kvantové teorii je
dosah sily nepfimo imérny hmotnosti pfislusného IVB.

,»Vymeénny“ charakter maji i sily mezi nukleony, je-
jichz prvni teorii formuloval v roce 1935 Hideki Yukawa,
a které se nazyvaji jaderné sily. V tomto ptipad€ jsou zpro-
stiedkujicimi ¢asticemi piony (m mezony), které maji spin
0, nikoliv 1 jako IVB (slovo ,,vektorovy* vystihuje prave
skutecnost, ze jde o Castice se spinem 1). Jaderné sily mezi
nukleony jsou disledkem sil mezi kvarky.

Zakladni rozdil mezi kvarky a leptony je v tom, Ze
silné sily pisobi jen na barevné Castice a tedy jen mezi
kvarky. Tyto sily zodpovidaji za vazbu kvarkt uvniti pro-
tond, neutrond a mezonu a dalSich hadrond. Piechod mezi
kvarky a leptony ve SM neni mozny. Jak uvidime,
v modernich teoriich mikrosvéta ani tohle nemusi platit.
Kromé ¢astic uvedenych v tabulce I hraje ve ST dulezitou
roli i tzv. Higgstiv boson, Céastice se spinem nula, jejiz
interakce s ostatnimi ¢asticemi je odpovédna za velikosti
hmotnosti kvarkd, leptonit a IVB. Higgsiv boson je po-
zustatkem mechanismu, o némz se zminime v ¢asti o slabé
sile.

VB

Obr. 1. Grafické znazornéni vyménného mecha nismu sil pi-
sobicich mezi kvarky a leptony z tabulky I (oznacenymi fj, f5,
f3 a f4)
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4. Elektromagnetické sily

Elektromagnetické sily byly v fadé aspektti vzorem
pfi formulaci teorie sil slabych i silnych. Na klasické Grov-
ni jsou elektromagnetické sily znamy jiz od 70. let
19. stoleti, kdy Maxwell formuloval své rovnice.
V statické aproximaci je l1ze popisovat pomoci potencialu,
jenz je nepfimo umérny vzdalenosti mezi elektrickymi
naboji a pfimo umérny soucinu jejich naboji. Tento poten-
cial vystupuje i pii popisu elektromagnetickych sil v ramci
nerelativistické kvantové mechaniky, jez je vhodna pro
popis systémi s dobte definovanym poctem castic, které se
pohybuji pomalu ve srovnani s rychlosti svétla. Pro popis
relativistickych ¢astic navrhl Dirac v roce 1927 rovnici, jez
nese jeho jméno a o dva roky pozdgji formuloval kvanto-
vou elektrodynamiku (QED), teorii, popisujici vzajemné
plsobeni elektricky nabitych ¢astic a fotondl. Ta je invari-
antni vaci prostorovému zrcadleni i vici zaméné Castice —
anticastice, to znamend, ze pohybové rovnice QED se ne-
zméni, kdyZz zaménime prostorové soufadnice x za —x
a elektron za jeho anti¢astici, pozitron.

QED byla prvni kvantovou teorii pole (QFT,
z anglického Quantum Field Theory), ktera byla pro popis
procest v mikrosvété pouzita a je proto vhodné aspon
kratce pfipomenout, jaké nové rysy pfinesla a v ¢em se
lisila od kvantové mechaniky. Spojeni kvantové teorie
s teorii relativity totiz pfineslo i fadu problémi.Vyfeseni
jednoho z nich trvalo pul stoleti a vyvrcholilo pravé obje-
vem, za n¢jz byla udé€lena jiz zminénd Nobelova cena.

QFT vychazi z predstavy o poli jako zakladni entité,
s niz pracujeme. VSechny castice chapeme jako excitace
zakladniho stavu pole, jez se nazyva vakuum. Tento nazev
je ovSem zavadgjicici, protoze jde o netrivialni stav pole,
ktery neni v bézném slova smyslu ,,prazdny*. Zhruba fece-
no, vakuum QED se chova jako mofe ,,virtualnich® elek-
tron-pozitronovych pard, které po svém vzniku ,,ziji* jen
kone¢nou — nékdy velmi kratkou, jindy delsi — dobu
a nechovaji se stejné jako realné castice (viz obr. 2). Piesto
za urCitych okolnosti je rozdil mezi chovanim redlnych
a virtualnich ¢astic maly. Jako celek ale i kazdy makrosko-
picky objem vakua je elektricky neutrdlni a vakuum se
tedy chova ve vSech mistech prostoru stejné.

T8,
Xfi?i

Obr. 2. Grafické znazornéni vakua v QED; Virtualni elektron-
pozitronové pary ,,ziji* po dobu, ktera je umérna délce spojnice
vyznacené mezi elektronem a pozitronem
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Na rozdil od kvantové mechaniky, QFT popisuje také
procesy, v nichZ ¢astice vznikaji a zanikaji. Prvni antic¢asti-
ci — pozitron — piedpovédél v roce 1929 Dirac na zakladé
analyzy feSeni své rovnice. Ta vSak vedla bezprostfedné
i dal§imu dtlezitému pojmu: spinu elektronu. Ten jiz exis-
toval v rdmci kvantové mechaniky, ale teprve v rdmci QFT
se vyjasnil jeho puvod a role, kterou v mikrosvéte hraje.

Zatimco v klasické 1 kvantové mechanice Castice na
sebe pisobi na dalku, v QED je silové ptisobeni mezi dveé-
ma elektricky nabitymi ¢asticemi pfenaseno elektromagne-
tickym polem a ,,zprostfedkujicimi ¢asticemi jsou fotony.
Ty jsou elektricky neutrdlni a protoZe ani jinak neméni
identitu ¢astic, znamena to, ze v diagramu na obr. 2 je
fi=f;a f,=f;. Protoze foton je nehmotny, maji elektromag-
netické sily nekonecny dosah.

5. Efektivni elektricky naboj

Moderni sméry rozvoje kvantové teorie pole se opiraji
o pojem ,.efektivniho néboje“. V klasické fyzice je elek-
tricky naboj castice Cislo a stejné je tomu i v kvantové
mechanice. V QED je tomu v disledku netrivialnich vlast-
nosti vakua jinak. Vlozime-li do vakua elektron s nabojem
ep, kterému budeme fikat ,,holy*, dojde vlivem jeho piso-
beni na virtualni elektrony a pozitrony k ,,polarizaci va-
kua®: virtualni pozitrony jsou k holému naboji pfitahova-
ny, zatimco virtudlni elektrony jsou naopak od holého
naboje odpuzovany (obr. 3). Prostorova hustota kladnych
naboju nesenych virtudlnimi pozitrony je proto v kazdé
kone¢né vzdalenosti od holého naboje vétsi nez hustota
zapornych naboji nesenych virtudlnimi elektrony. Celko-
vy naboj e(r) uzavieny v kouli o poloméru r je tak
v absolutni hodnoté mensi nez vlozeny holy naboj a navic
klesa se vzdalenosti r. Protoze silové puisobeni ve vzdale-
nosti 7 od holého naboje je uréeno pravé veli¢inou e(7), je
zvykem ji nazyvat ,efektivni elektricky ndboj elektronu®.
Vliv vakua tedy v QED vede ke stinéni holého naboje
a vakuum QED se tedy chova podobné jako dielektrické
nebo diamagnetické latky. Vypocty efektivniho elektrické-
ho naboje v ramci poruchové QED ukazuji, ze prispévky
virtualnich elektron-pozitronovych part diverguji v limité,

Z\i@}eﬁf@’e
B

Obr. 3. Polarizace vakua v QED v diisledku vloZeni zaporného
holého naboje
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kdy ,,doba zivota“ part jde k nule. Protoze v této limité
jsou elektron-pozitronové pary ,,malé®, 1ze tuto divergenci
regularizovat tim, ze elektroniim i pozitronim pftifadime
kone¢ny polomér rp. Protoze fyzikalni elektron konecny
polomér nema4, je tieba na konci procedury polozit r3=0.
Vypocet zavislosti efektivniho elektrického naboje e(r, rg)
vede na vyraz

(1)

)

1- ﬁez (r,ry)In(r/ry)

e;(ry)
1 +ﬁe§ (r,)In(r/ry)

ez(r,rB)z = elzg(rB)z

kde = 2/m a holy naboj elektronu jsme nechali zaviset na
jeho poloméru. Z prvniho vztahu v (/) je patrné, Ze pro
pevné r a ep jde efektivni naboj e(r, rp) s klesajicim rp
k nule. Pokud by byl elektricky naboj holého elektronu
nezavisly na jeho poloméru, dostali bychom v limité bodo-
vého elektronu teorii, v niZ na sebe elektrony a pozitrony
neplsobi, nebot’ efekty polarizace vakua holé naboje odsti-
ni. To neni nesmyslné, jen to neni fyzikaln¢ zajimavé.
Chceme-li dostat pro kazdé r kone¢nou, na holém naboji
ep nezavislou hodnotu efektivniho elektrického naboje e
(r), musi ep zaviset na jeho poloméru tak jak udava druhy
vztah v (1). Z né&j plyne, Ze pro konecnou hodnotu 3, rov-
nou tzv. Landauovu poloméru r; bude holy elektricky
naboj e(r, rp) divergovat. Holy elektron tedy nelze stah-
nout az na bod, jak bychom chtéli, a QED tedy neni na
malych vzdalenostech definovana.

Jak je pak ovSem moZné, Ze ve vSech ucebnicich
kvantové teorie pole je QED povazovana za nejlepsi teorii,
jakou pro popis mikrosvéta madme? Divod spocivd v tom,
ze hodnota Landauova poloméru 7, je tak mala, Ze pro-
blém, ktery jsme pravé zminili, je sice principialni, ale
v praxi se nikdy neprojevi. Konkrétn€, pro ptipad, Ze uva-

0.5

q*(r)

0.45
0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

107" 107
rve fm

Obr. 4. Zavislost efektivnich naboju silnych (QCD), slabych
(WI) a elektromagnetickych (QED) sil na vzdalenosti mezi
kvarky
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zujeme ve vakuu jen elektron-pozitronové pary, prestava
mit QED smysl na vzdilenostech mensich nez r,~107>"'
cm! To je tak neprestavitelné malé Cislo, ze pragmaticky
pfistup ke QED m4 své opravnéni. To, co standardné nazy-
vame elektricky néboj elektronu, je hodnota efektivniho
elektrického néboje na vzdalenostech vétsich nez Compto-
nova vlnova délka elektronu, tj. 400 femtometrd. Tam
vySe uvedeny vztah pro e(r, rp) prestava platit a efektivni
elektricky naboj jde ke konstanté, rovné klasickému elek-
trickému naboji. Vysledné zévislost efektivniho elektrické-
ho néaboje na vzdalenosti je znazornéna na obr. 4.

6. Vyssi princip mravni: lokalni kalibraéni
invariance

QED byla vzorem pro teorie ostatnich sil pasobicich
v mikrosvété i pokud jde o princip, na némz je ve SM za-
lozena dynamika vsech sil. V roce 1929 ukazal Hermann
Weyl, Zze QED plyne z principu lokélni kalibra¢ni invari-
ance, tj. pozadavku, aby rovnice, které spliiuje pole ¥(x)
elektronu byly invariantni vici lokalnim fazovym transfor-
macim

w (x) > ' (x) = exp(ia(x))y (x) )

kde a(x) je libovolna diferencovatelna funkce soutadnic.
Na rozdil od ptipadu, kdy o(x) je konstanta, rovnice volné-
ho Diracova pole vi¢i (2) invariantni nejsou, a proto
v teorii musi existovat vektorové pole A, které
s Diracovym pole elektronti interaguje a pfti transformaci
(3) se transformuje podle predpisu

()

A, —>A,=4,-0a(x)/ox"

Pozadavek invariance rovnic teorie vici transforma-
cim (2-3) také znamend, ze kvantum pole 4,, na$ dobre
znadmy foton, musi mit nulovou klidovou hmotnost. Tento
vyrok neznamend nic jiného, nez dobfe zndmou skutec-
nost, ze foton se v kazdé soufadné soustavé pohybuje
rychlosti svétla.

7. Neabelovské kalibraéni teorie

Kdyz v fijnu 1954 dva mladi teoretici, Chen Ning
Yang a Robert Mills, formulovali tfidu kvantovych teorii
pole, které se dnes nazyvaji neabelovské kalibra¢ni teorie,
nebo také Yangovy-Millsovy teorie, nikdo, ani sami auto-
fi, netusil, Ze tim polozili zakladni ramec pro popis sil
v mikrosvete.

Yang a Mills ve své praci budovali teorii sil, které
jsou zodpovédné za vazbu protonl a neutronil v jadrech.
Z hlediska téchto sil jsou proton a neutron dva rizné stavy
jedné castice, nukleonu, které se lisSi hodnotou vnitiniho
kvantového Cisla, jez se nazyva izospin. Pfipomenme, Ze
svou praci psali 10 let pfed formulaci kvarkového modelu,
v dobé, kdy byly protony a neutrony jesté povazovany za
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zakladni Castice. Prukopnicky vyznam prace Yanga a Mill-
se spocival v tom, Ze svou teorii jadernych sil budovali
v tésné analogii s QED na zakladé¢ jiz zminéného principu
lokélni kalibra¢ni invariance. Technicky to znamenalo
zaménit grupu U(1) lokalnich fazovych transformaci (2)
grupou SU(2) lokalnich (tj. na soufadnicich zévisejicich)
transformaci izospinového dubletu (proton, neutron). Inva-
riance sil vici takové transformaci pak neznamena nic
jiného, nez pozadavek, aby teorie byla invariantni nejen
vii¢i zdméné proton«<neutron, ale i pii zdmeéné stavl pro-
tonu a neutronu jejich dvéma libovolnymi ortogonalnimi
linedrnimi kombinacemi.

Ke kazdému generatoru grupy SU(2) existuje jeden
kalibra¢ni boson, ktery hraje analogickou roli jako foton
v QED, a tak v jejich teorii byly sily mezi dvéma nukleony
zprostfedkovany vyménou ¥ IVB: kladn& nabitého V7,
od fotontl, které jsou neutralni a proto samy na sebe nept-
sobi, je v tom, ze &astice V',V™ a V° na sebe vzajemné
pusobi stejnymi silami, jaké samy zprostfedkuji. Prave tato
vlastnost teorii Yanga a Millse, nazyvana ,,samointerakce
IVB“, ma za dasledek, ze neabelovské kalibrac¢ni teorie za
urcitych okolnosti netrpi neduhy, které suzuji kvantovou
elektrodynamiku. Stejn€ jako v QED je dusledkem poza-
davku invariance teorie vici transformacim (4) nulovost
klidové hmotnosti piislusnych kalibra¢nich bosonti.

8. Slabé sily

Slabé sily se od elektromagnetickych li§i dramaticky
a ve vSech ohledech. Jejich dosah je jen asi tisicina femto-
metru a diky tomu neexistuje zadna ,klasicka“ teorie sla-
bych sil a jedinym vhodnym nastrojem pro jejich popis je
kvantova teorie pole. V disledku velmi kratkého dosahu
neexistuji zadné castice, které by ,,drzely” pohromadé
slabymi silami. Procesy, jez jsou disledkem slabych sil,
jako je naptiklad B-rozpad neutronu a jader, nebo proces
fuze jader vodiku na jadro hélia v nitru Slunce, jsou tedy
bytostné kvantové povahy®. Poznamenejme, Ze napf. B-
rozpad neutronu na proton, elektron a elektronové antineu-
trino nelze chépat jako vzajemné odpuzovani protonu,
elektronu a antineutrina, nebot’ neutron neni z téchto ¢astic
slozeny! Pfi B-rozpadu neutron prechazi na proton a pfi-
tom vznikaji elektron a antineutrino. Ackoliv jsou na vzda-
lenostech fadu priméru protonu ve srovnani
s elektromagnetickymi silami skutec¢né ,,slabé*, maji jednu
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dilezitou vlastnost: nejsou invariantni vii¢i prostorové (P)
a nabojové (C) inverzi (tj. zaméné pojmi ,,vpravo™
a ,vlevo“, resp. ,,Castice a ,antiCastice”), ba ani vici
kombinované prostorové a nabojové inverzi (CP). Zde je
na misté pfipomenout, ze nejobecnéjsi principy kvantové
teorie vyzaduji, aby pohybové rovnice byly invariantni
vici kombinaci (oznacované CPT) vSech tii inverzi: pro-
storové, nabojové a Casové (T). NaruSeni CP invariance
pak implikuje naruseni invariance vii¢i zméné toku Casu.

Pravé jemny (na relativni arovni 0,001) efekt naruSeni
CP invariance je zfejmé klicem k pochopeni skutecnosti,
pro¢ je ve vesmiru vice hmoty nez antihmoty a pro¢ tedy
vibec existujeme. Shodou okolnosti k objevu naruseni CP
invariance v rozpadech Céstic, jimz se fika neutralni K-
mezony, doslo v roce 1964 jen kratce pred objevem relikt-
niho mikrovinného zafeni. V obou ptipadech slo o skutec-
né neocekavané objevy, jez ovsem zasadné ovlivnily vyvoj
kosmologie i fyziky castic a byly pocatkem sblizovani
téchto zdanlivé tak odlisnych obort.

Slabé sily jsou na druhé strané nejuniverzalnéjsi, ne-
bot’ plisobi na vsechny kvarky a leptony. Ze tii zprostied-
kujicich Castic slabych sil je jedna, oznaCovana Z, neutral-
ni a dvé, oznacované W' a W, elektricky nabité. P¥i vy-
meéné bosonu Z v procesu na obr. 1, se identita rozptyluji-
cich ¢astic neméni, podobné jako pfi vyméné fotonu. Pfi
vyméné nabitych bosoni W a W~ se méni elektricky né-
boj kvarki a leptont o jednotku. Barva kvarkt se pfitom
nemeéni.

Kvantitativné 1ze slabé sily mezi napfiklad dvéma
kvarky popsat pomoci Yukawova potencialu (viz vzorec
v obr. 5), v némz gy (r) je &tverec efektivniho slabého
naboje kvarku a ry; = 10¥ m je dosah slabych sil. Tomu
odpovidaji klidové hmotnosti IVB W', W™ a Z, jeZ jsou
zhruba 100krat vétsi nez je hmotnost protonu. Exponenci-
alné potlacujici ¢len v potencidlu je G¢inny na vzdalenos-
tech mnohem vétSich nez dosah slabych sil, zatimco na
vzdalenostech r << ry; prechdzi potencil slabych sil na
coulombicky tvar, charakteristicky pro elektromagnetické
sily. Na obr. 5 je srovndna zavislost slabé sily (WI) mezi
kvarky se silou elektromagnetickou (QED) za predpokla-
du, ze efektivni elektrické a slabé naboje kvarkd jsou stej-
né. To sice neni presné pravda, ale jak dale uvidime, rozdil
neni velky a pro srovnani na obr. 6 nepodstatny. Na vzda-
lenostech mensich nez asi tisicina femtometru neni mezi
slabymi a elektromagnetickymi silami co do velikosti zad-
ny podstatny rozdil. Obr. 5 ilustruje skuteCnost, ze za
,.slabost® slabych sil na vzdalenostech fadové femtometr

¢V souvislosti s teorémem CPT (Hegstrom R. A., Rein D. W., Sandars P. G. H.: J. Chem. Phys. 73, 2329 (1980).) bylo
jednoznacné ukazano, Ze slabé sily jsou diskriminativni a rozliSuji mezi optickymi antipody. Rozdil energie antipodu je
maly (Jungwirth P., Skéla L., Zahradnik R.: Chem. Phys. Lett. 161, 502 (1989).) a v soutasné dobé neméfitelny. Podle
zdrzenlivych odhadi muize vSak byt méfitelny za 10 ¢i 20 let. Zména energie spojena s prechodem od pravotocivé k levotoci-
vé molekule je identickd se zmé&nou energie pii pfechodu pravotocivé molekuly k pravotocivé antimolekule; je tudiZ splnéna
invariance vuci spojené operaci CP. Zminény energeticky rozdil mize byt umocnén interakei s povrchem chiralni pevné latky
(napt. kiemene), a proto je vazn¢ uvazovan v souvislosti s Usilim o interpretaci vyskytu L-aminokyselin a D-cukrt v zivé
hmoté. Této tematice v poslednich letech vénuje velkou pozornost M. Quack (Chimia 57, 147 (2003).) — poznamka

prof. Zahradnika
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miize primarné velka hmotnost IVB W' W™ a Z.

Pochopit, jak IVB W', W™ a Z ziskavaji velkou hmot-
nost a foton ptitom zlstava nehmotny, se podafilo Sheldo-
nu Glashowovi, Abdusovi Salamovi a Stevenu Weinbergo-
vi koncem 60. let. Teorie, kterou formulovali, a ktera dnes
nese jejich jméno (teorie GWS), se opird o princip lokalni
kalibra¢ni invariance a vyuziva myslenku tzv. spontanniho
naruseni symetrie. Na podrobngjsi diskusi tohoto mecha-
nismu, ktery navrhl v roce 1964 Peter Higgs a nezavisle
i Francois Englert s Robertem Broutem, zde neni misto,
jen poznamenejme, ze jde o mechanismus znamy
i z jinych obort, jako je magnetismus apod. Hledani tzv.
Higgsova bosonu, ¢astice se spinem 0, jez by méla jako
disledek Higgsova mechanismu v pfirod¢é existovat, je
jednim z hlavnich ukold experimentalni fyziky Castic.

Teorie GWS do urcité miry ,,sjednocuje” elektromag-
netické a slabé sily, ale toto sjednoceni ma spise charakter
mirumilovné koexistence, nez skutecného sjednoceni.
K tomuto bodu se jesté vratime.

9. Silné sily

Cesta k dneSnimu chapani silnych sil mezi protony,
neutrony a dal§imi hadrony trvala zhruba 20 let, od pocat-
ku 50. let az do roku 1973, kdy byla formulovéana kvanto-
va chromodynamika (QCD). Nemame zde prostor
k podrobnéjsi diskusi experimentdlnich objevii a teoretic-
kych myslenek, jez vedly az ke QCD, zminime proto jen
klicové kroky.

Pocatkem roku 1964 pfisli George Zweig a Murray
Gell-Mann s hypotézou, Ze pozorované vlastnosti kolem
stovky baryonti (¢astic podobnych nukleonu) a mezoni
(¢astic podobnych mezonu 7), jez byly od konce 40. let
objeveny, jsou projevem skutecnosti, Zze vSechny tyto Cas-

V(1) = grzw (r)

r

exp(—=r/1y,)

-1 H .~
10 wi ".‘QED

10 107 1072 10 1 10 10°
rve fm

Obr. 5. Srovnani zavislosti silnych (QCD), slabych (WI)
a elektromagnetickych (QED) sil mezi kvarky na vzdalenos-
ti
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tice jsou slozeny ze tii jeSté elementarnéjSich objektu,
které Zweig nazval ,.esa* a Gell-Mann ,,kvarky*. Ujal se
druhy nézev, coz je dobie, nebot’ dnes téch vini kvarki
zname $est. Pro popis vlastnosti hadront bylo tfeba, aby
kvarky mély spin %2 a nesly necelociselné (v jednotkach
naboje pozitronu) elektrické naboje. Baryony jsou podle
kvarkového modelu tvofeny trojicemi kvarkl, zatimco
mezony pary kvark-antikvark.

Kvarkovy model poskytoval jednoduché vysvétleni
pozorovanych hadront, ale nardzel na dva vazné problé-
my. Prvnim byla skute¢nost, ze vSechny znamé Castice
mély celociselné elektrické naboje. Pro to sice neexistoval
zadny hlubsi teoreticky dtivod, ale ptesto fada fyzikl praveé
z toho divodu pfijimala kvarkovy model od pocatku
s nediveérou. Tato nedlvéra dale rostla s tim, jak selhavaly
snahy fady experimentalnich skupin najit kvarky jako vol-
né Castice.

Druhy problém se tykal kvantitativniho popisu nékte-
rych castic, jako byl naptiklad hyperon Q. Potiz byla
v tom, Ze tato Castice se spinem 3/2 se sklada ze tfi s-
kvarku, které jsou v piesné stejném spinovém stavu, coz je
v ptikrém rozporu s Pauliho principem. Tento problém byl
odstranén zavedenim nového kvantového ¢isla kvarka,
které dostalo nazev ,barva“ a které nabyvalo tfi hodnot.
To umoznilo, aby se stavy tii s-kvarkli v hyperonu Q" liSi-
ly pravé v barveé a Pauliho princip byl respektovan. V op-
tické terminologii tento stav odpovida ,,bezbarvé* kombi-
naci tif s-kvark.

Rozhodujici krok pro budovani teorie sil mezi kvarky
ucinil Yoichirio Nambu, ktery jako prvni pochopil, Ze
barva neslouZi jen pro uspokojeni Pauliho principu, ale ze
hraje dynamickou roli. Nambu piedpokladal, ze sily mezi
kvarky jsou zprosttedkovdny vyménou 8 vektorovych
bosont, jez se dnes nazyvaji gluony. Jeho model poskyto-
val kvalitativni vysvétleni, pro¢ v pfirod¢ neexistuji nejen
kvarky, ale vSechny takové kombinace kvarkid a antikvar-
ka, které jsou ,.barevné”. Nambudv model mél vSechny
zakladni rysy kvantové chromodynamiky. Nebyla to
ovSem plnokrevna kvantova teorie pole, ale ,,jen” model.

Ani model barevnych kvarkl v§ak nebyl v druhé po-
loving 60. let minulého stoleti vSeobecné pfiijat, nebot
teoretické predsudky na jedné strané a netspéch pti hleda-
ni kvarki na stran¢ druhé byly pro mnohé fyziky vaznymi
argumenty pro jejich odmitnuti. K tomu pak jesté ptistupo-
vala celkova atmosféra nediivéry ke kvantové teorii pole,
0 niz jsme se jiz zminili v ¢asti o kvantové elektrodynami-
ce a skutecnost a ze pfi snahach popsat srazky hadront
pomoci poruchové teorie selhavala nejen v principu, ale
i v praxi. Rada fyziki odmitala samotnou predstavu, Ze
néjaké Castice by mély byt elementarnéjsi, nez jiné a piija-
la doktrinu ,,jaderné demokracie®, jez hlasala, ze vSechny
mezony a baryony jsou stejné ,,dobré*. Na pocatku 70. let
se dokonce zdalo, ze i kvarkovy model je v poslednim
tazeni, nebot’ se objevily nové experimentalni tidaje, které
naznacovaly vnitini rozporuplnost jeho samotnych zakla-
db.
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10. Asymptoticka volnost

Dramaticka zména v pohledu na uzite¢nost neabelov-
skych kalibra¢nich teorii nastala, kdyZz na jate 1973 Gross,
Wilczek a Politzer ukazali, ze v této tfidé kvantovych teo-
rif pole se pfislusny efektivni nédboj, analogicky efektivni-
mu elektrickému naboji QED, chova (za urcitych okolnos-
ti) zcela opac¢né nez v QED a na malych vzdalenostech
klesa az na nulu. Tato tzv. asymptoticka volnost, je pfitom
pfimym dusledkem samointerakce pfislusnych kalibrac-
nich bosonti. Pfi konstrukei teorie popisujici interagujici
kvarky a gluony je tfeba holy naboj se zmensovanim jeho
poloméru zmensovat a to podle vztahu podobného (7), kde
je ovSem tentokrat f < 0. V téchto teoriich tedy vakuum
holy naboj nestini, ale naopak, antistini! Stac¢i do vakua
vlozit infinitezimalné maly holy barevny naboj a to z ngj
ud€ld na kone¢nych vzdalenostech kone¢ny efektivni né-
boj. Tento pozoruhodny efekt je zplisoben tim, Ze ve va-
kuu ,,ziji* nejen virtudlni kvark-antikvarkové pary, ale
v disledku samointerakce gluonii i pary virtudlnich gluo-
ntl.

Vakuum neabelovskych kvantovych teorii pole se
tedy chova podobné¢ jako paramagnetikum, které také
magnetické pole vloZzeného dipolu zesiluje.

11. Kvantova chromodynamika

Teorii silnych sil mezi kvarky a gluony, jez se o tento
objev opirala, formulovali okamzité po objevu asymptotic-
ké volnosti Grossem, Wilczek, Politzer a Georgi. Jeji na-
zev kvantovd chromodynamika (QCD) odréazi skutecnost,
ze tato sila piisobi jen na Castice nesouci barvu. Poznani,
ze QCD netrpi problémy, kvtli nimz v poloviné 50. let
ochladla davéra v kvantovou teorii pole, znamenalo dra-
maticky prelom a navrat ke QFT jako zadkladnimu teoretic-
kému nastroji pii popisu sil v mikrosvété. V QCD je poza-
davek lokalni kalibra¢ni invariance aplikovdn na triplet
barevnych kvarkl jedné vuné, jenz se transformuje podle
reprezentaci grupy SU(3), jez ma 8 generatord. Tém odpo-
vida 8 nehmotnych barevnych kalibrac¢nich bosonti, nazy-
vanych gluony. Gluony samy nesou barvu, proto spolu
interaguji, podobné jako IVB W', W™ a Z.

V dusledku této samointerakce zavisi efektivni barev-
ny naboj v QCD na vzdalenosti zplisobem naznac¢enym na
obr. 4. Pokud by QCD existovala sama o sobé€, pokracoval
by jeho pokles s klesajici vzdalenosti az do nuly. Jak dale
uvidime, je ale mozné, ze na vzdalenostech cca 107" fem-
tometru, nebo i vétSich, se silné sily ,,spoji¢
s elektromagnetickymi a slabymi silami.

QCD také dokaze vysvétlit, pro¢ v ptirodé neexistuji
volné kvarky a dalsi systémy kvarkli a gluont, které
nejsou ,.bezbarvé“. Charakter silnych sil mezi kvarky,
zndzornény na obr. 5, je totiz takovy, Ze na vzdélenostech
vétSich nez asi 1 femtometr prestanou klesat a jsou dale
zhruba konstantni. I tato vlastnost je — i kdyz velmi netrivi-
alnim — ddsledkem samointerakce gluont. Sily mezi pozo-
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rovatelnymi hadrony, jez se obvykle nazyvaji jaderné, jsou
v ramci QCD zbytkovymi silami sil mezi kvarky a gluony,
podobné jako sily mezi molekulami jsou zbytkovymi sila-
mi elektromagnetickych sil mezi elektrony a jadry.

Skutecnost, ze kvarky na rozdil od leptonti neexistuji
v pfirod¢ jako volné Céstice, ale jenom jako soucast slozi-
téjSich systému, a ze ma piresto smysl o nich mluvit jako
o zékladnich stavebnich kamenech hmoty, miZze vyvolavat
opravnéné namitky. Jak muze ,,existovat” néco, co nemu-
zeme, ani v principu, ,,vzit do ruky*? Tato namitka byla
pfi¢nou pochybnosti mnoha fyzikt o ,,fyzikalni realité
kvarkl a vedla fadu z nich k pfesvédcCeni, Zze kvarky jsou
jen uzite¢nou mnemotechnickou pomuickou ¢i matematic-
kym pojmem, ktery ndm usnadiiuje n€které Givahy.

Dnes je jasné, ze kvarky je tfeba brat vazné a pracovat
s nimi téméf jako s leptony. Tento pfistup se opira o dule-
zité experimentalni zjisténi. Ackoliv izolované kvarky
z protonu ¢i neutronu vyrazit nelze, pozorujeme, ze je-li
energie vyrazeného kvarku ¢i gluonu dostateéné velka,
vylétaji ve sméru kvarkt ¢i gluonti uhlové kolimované
svazKy Castic, nazyvané ,jety”. Z méfeni uhli, energii
a dalSich vlastnosti jetll usuzujeme na dynamiku samot-
nych kvarki a gluonti. Jety dnes hraji pfi hledani zakont
mikrosvéta klicovou roli, kterou v minulosti hraly jen Cas-
tice samotné.

12. Jak dal?

Standardni model, jehoz zaklady jsme v ptedchozich
Castech nastinili, je az na stale otevienou otazku existence
Higgsova bosonu, experimentalné provéfen do znaénych
podrobnosti a poskytuje odpovédi na mnoho otazek tykaji-
cich se struktury hmoty a zékonitosti, jez v mikrosvété
plati. Nékteré zasadni otdzky ovSem ponechava nezodpo-
vézeny:

Jsou kvarky a leptony skute¢né fundamentalni, nebo
1 ony maji vnitini strukturu?

Pro¢ existuji prave tii generace kvarkt a leptonti?
Pro¢ maji takové elektrické naboje a hmotnosti, jaké
maji?

Existuji i dalsi sily, o nichZ dosud nic nevime?

Maji vSechny ¢tyfi znamé sily spole¢ny pavod?

Jak muize byt gravitace zahrnuta do standardniho
modelu?

Kromé toho méa SM i vaznou vadu na krase. Obsahuje
asi 20 volnych parametri (hmotnosti kvarkt a leptont,
jejich elektrické, slabé a barevné naboje a nekolik dalsich),
jejichz hodnoty ze SM neplynou, ale je tfeba je vzit
z experimentu. To naznacuje, ze na$ dnesni SM je jen
efektivni teorii, relevantni pro popis jevi, které jsme
schopni pozorovat a ze ,,pod nim* existuje hlubsi a zaklad-
n¢jsi teorie. To neptekvapuje, tak tomu ostatn¢ bylo vzdy.
V minulosti byl ovSem dal$i rozvoj teoretickych predstav
obvykle motivovan novymi experimentalnimi poznatky,
jez nebylo mozné v ramci stavajicich teorii vysvétlit. Dnes
je situace takova, Ze neexistuje zadny jev nebo méfeni,
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které by nebylo mozno vysvétlit v ramci SM, a které by
rozhodujicim zplsobem pomohlo orientovat teoretické
uvahy jdouci za SM. Tato situace je na jedné strané piizni-
va, nebot’ ukazuje, Ze zdklady dneSni SM jsou pevné, ale
na druhé strané v minulosti to byla vzdy experimentalni
hédanka, co motivovalo teoreticky pokrok. V takové situa-
ci je piirozené, Ze se hnacim motorem teorie v poslednich
zhruba 20 letech staly snahy vybudovat teorii, kterd by
byla nejen matematicky konzistentni a v jistém smyslu
,krasna®, ale kterd by také odpovédé€la aspon na nekteré
z vySe uvedenych otazek. V dalS$im nastinime nékolik
hlavnich smért, jimiz se soucasna teorie ubira. Jak uvidi-
me, kazdy z nich narusuje jeden z pilitt, na nichZ je dnesni
SM vybudovan.

13. Jsou kvarky a leptony skutecné elementarni?

Tuto otdzku si zacali fyzikové klast koncem 70. let,
poté, co byly objeveny prvni dvé Castice z dnesni 3. gene-
race: kvark b a lepton 1. Dvojndsobnd replikace zakladnich
ryst prvni generace kvarkl a leptond vedla mnohé teoreti-
ky k myslence, Ze kvarky a leptony by mohly byt sloZzeny
z jesté elementarnéjsich objektl, kterym se genericky fika
preony. Tato predstava byla dile motivovana snahou po-
chopit vztah mezi elektrickymi naboji kvarki a elektronu.
Pocatkem 80. let se objevila fada modeld, které se snazily
tuto myslenku rdznymi zplsoby konkretizovat a dat ji
i dynamicky obsah.

Jako piiklad uved’'me model, v némz jsou nejen lepto-
ny a kvarky, ale i kalibra¢ni bosony slozeny ze dvou fun-
damentalnich fermiont se spinem Y, tzv. rishonl
(v Hebrejstin€ primarni), z nichz jeden ma elektricky naboj
¥ a druhy je elektricky neutralni. K nim existuji v tomto
modelu pifirozené¢ i dva antirishony. Nebudeme se zde
timto modelem podrobnéji zabyvat, jen poznamename, ze
v ném miiZe probihat napf. i procesu + u—>e¢e' + d,
v némz se dva kvarky u pfeméni na pozitron e’ a anti-
kvark d. Tento proces je pfitom ve SM absolutn¢ zaka-
zan, nebot’ se v ném nezachovava baryonové Cislo (viz
kap. 3).

Model rishonit uvadime jen jako piiklad, kudy se
uvahy o substruktuie kvarkd a leptonti ubiraly. I kdyz se
nepodafilo na myslence substruktury kvark a pfipadné
leptontt vybudovat skute¢nou matematicky konzistentni
a fyzikaln€ relevantni teorii, ma jist¢ stale smysl tuto moz-
nost zkoumat experimentalné. Zatim ovSem neexistuji
zadné experimentalni pfiznaky, Ze kvarky a leptony néja-
kou substrukturu skute¢né maji.

14. Teorie velkého sjednoceni

Jedna se o tfidu teorii, které se snazi sjednotit elek-
tromagnetické, slabé a silné sily v ramci jedné kalibracni
grupy. Prvnim krokem v tomto sméru byla teorie Gla-
showa, Weinberga a Salama z konce 60. let, ktera sjednoti-

1063

Referat

la elektromagnetické a slabé sily do jedné teorie, o niz
jsme se jiz zminili (teorie GWS). Kratce po formulaci
QCD pfisli v roce 1974 Sheldon Glashow s Howardem
Georgi s radikalni, pfimo kacitskou, mySlenkou, jez spoci-
vala v tom, ze vSechny kvarky a leptony jedné generace
1 jejich anti¢astice jsou jen rizné stavy jednoho fundamen-
talniho fermionu a elektromagnetické, slabé a silné sily
jsou jen rizné projevy téze ,,prasily*.

Tato myS$lenka byla motivovana chovanim efektiv-
nich naboji elektromagnetickych, slabych a silnych sil,
znazornénych na obr. 4. Tvar kiivek je dan teorii, ale jejich
vertikalni umisténi odrazi experimentalni hodnoty efektiv-
niho elektrického, slabého a silného (barevného) naboje.
Vidime, Ze na vzdalenostech okolo 107'° fm jsou viechny
tii efektivni naboje stejné. Poznamenejme, Ze tato tzv.
Skala velkého sjednoceni, je jen asi desettisickrat delsi nez
Planckova gkala 10 cm, charakterizujici gravitadni sily.

Na vzdalenostech 107" cm podle teorii velkého sjed-
noceni (GUT z anglického Grand Unified Theories) pisobi
vedle elektromagnetickych, slabych a silnych sil i sily,
zodpovédné za prechody kvark < lepton a kvark < anti-
kvark. Tyto sily, jez jsou ve SM striktné zakazéany, jsou
zprostfedkovany vyménou kalibra¢nich bosont, oznacova-
nych X. Protoze pusobi jen na vzdalenostech menSich nez
107" fm, musi byt velmi tézké, zhruba 10" GeV, a nesou
i exotické elektrické naboje: £5/3, +4/3, +1/3. Konkrétni
pocet téchto tézkych kalibracnich bosonl zavisi na tom,
kterou konkrétni grupu symetriec vezmeme. V soucasné
dobé jsou nejjednodussi varianty GUT vylouceny experi-
mentem, ale piesto vétSina teoretikii je presvédcena, ze
jejich zékladni mySlenka je spravnd. Mimo jiné i proto, Ze
procesy narusujici baryonového ¢islo jsou vedle naruSeni
CP invariance druhym nezbytnym predpokladem pro po-
chopeni vzniku pfevahy hmoty nad antihmotou v nasem
vesmiru.

Sjednoceni elektromagnetickych, slabych a silnych sil
v ramci GUT hraje podle dneSnich predstav klicovou roli
i v teorii velkého tfesku. Proces, pfi némz se z jedné
prasily* vydé€lily elektroslabé a silné sily, byl zfejme
i hnacim motorem dramatické etapy vyvoje ranného vesmi-
ru, béhem niz v dobé, kdy bylo vesmiru asi 10 s, doslo
k exponencialnimu nardstu jeho velikosti. Tato tzv. inflace
vesmiru poskytuje zdkladni rdmec pro vyfeSeni nékolika
zavaznych problému standardniho modelu velkého tiesku,
jako jsou problém horizontu, plochosti soucasné¢ho vesmi-
ru a dals$i. Pro moderni kosmologii jsou teorie velkého
sjednoceni nepostradatelné.

Generickym a dramatickym dasledkem GUT je pted-
poveéd’, ze proton neni stabilni! Nejednodussi proces,
jenz vede k rozpadu protonu, je znazornén na obr. 6: dva
kvarky u, které spolu s kvarkem d tvofi proton, se pfeméni
na par pozitron a antikvark d, jenz se nasledné spoji
s kvarkem d a vytvoii neutralni mezon n’. V&imnéme si, Ze
jde o stejny proces, jako ve vySe popsaném modelu sub-
struktury kvarkd a leptont. Na rozdil od modelu rishont
vSak zde je dynamicky divod, pro¢ tyto procesy jsou silné
potlaceny. Rozpad protonu na mezon n’ a pozitron je je-
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Obr. 6. Rozpad protonu v teoriich velkého sjednoceni; dvojice
kvarkd uu anihiluje na tézky kalibra¢ni boson s nabojem 4/3, jenz
se poté pfeméni na pozitron a antikvark d. Ten spolu s kvarkem
d z piivodniho protonu vytvoii mezon 1’

nom jeden z moznych mddd, ale mod velmi charakteristic-
ky, pfi némz se pfemeéni asi 85 % klidové hmotnosti proto-
nu na kinetickou energii jeho rozpadovych produkti. Kdy-
by se tento proces podafilo vyuzit ve velkém, bylo by
o0 zdroj energie postarano.

Tento a dalsi médy rozpadu protonu se hledaly jiz od
pocétku 80. let v fad¢ experimentli na exotickych mistech,
jako jsou doly ¢i bo¢ni kaverny tunelu pod Mont Blanc-
kem. Pfes veskerou snahu zatim zadny rozpad protonu
zaznamenan nebyl, coz umoznilo stanovit spodni mez asi
10** let na dobu jeho Zivota. Vzhledem ke stafi vesmiru,
jez se odhaduje na 13 miliard let a skute¢nosti, Ze v naSem
téle mame zhruba 10% protond a neutront, je jasné, Ze ndm
nebezpeci rozpadu nehrozi. Pfesto, je-li v mySlence GUT
zdravé jadro, proton se rozpadat musi. Kdo to experimen-
taln¢ prokaze, ma Nobelovu cenu jistou.

15. Supersymetrie

Skutecnost, ze systémy identickych bosont a fermio-
nl maji zasadn¢ jiné vlastnosti symetrie, byla dlouho po-
vazovana za projev principalniho rozdilu mezi témito dve-
ma tfidami ¢4astic. V souvislosti s rozvojem GUT a snaha-
mi zahrnout do téchto teorii i gravitaci se vSak situace
zmeénila. Obrovsky rozdil mezi $kélou velkého sjednoceni,
tj. 10" GeV, a $kélou elektroslabého sjednoceni, 10° GeV,
nazyvany problém hierarchie, vyzadoval velmi jemné
,.vyladéni parametrit GUT. Tomu se lze vyhnout za pted-
pokladu, ze ke kazdé castici SM, kvarkim, leptonim
i kalibracnim bosondm, existuje tzv. ,,supersymetricky
partner®, Castice, jejiz spin se li§i o %4. Tedy ke kvarkim
a leptondm ,,skvarky* a ,,sleptony* se spinem 0, ke kalib-
racnim bosontim ,,sbosony* (,,wino*, ,,zino* a ,,gluino*) se
spinem %2 a k Higgsovu bosonu ,,higgsino* rovnéz se spi-
nem Y.

Matematicky formalismus, na némz je tato myslenka
zalozena, jsou tzv. gradované algebry, ¢i ,,superalgebry*.
Kvantova teorie pole, ktera mySlenku supersymetrie zahr-
nuje, byla v poslednich letech intenzivné rozpracovana.
Jeji nejjednodussi varianta, ktera se nazyva ,,minimalni
supersymetricky standardni model“ (MSSM), ptedstavuje
pfirozené a minimalni rozSifeni dneSniho SM. V této teorii
se téz8i supersymetrické ¢astice rozpadaji na lehci a Casti-
ce SM, pfi¢emZ nejleh¢i supersymetrickd ¢astice musi byt
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absolutné stabilni. Podobné jako u castic SM, samotna
mySlenka supersymetrie neposkytuje Zddnou informaci
o tom, jaké maji byt klidové hmotnosti supersymetrickych
partnert standardnich kvarkd, leptonti a kalibra¢nich boso-
nu. Hledani supersymetrickych c¢astic bylo a je spolu
s hledanim Higgsova bosonu hlavnim cilem vétSiny expe-
rimentd na urychlovacich. Pies veskerou snahu se zatim
supersymetrické castice najit nepodatilo. Pokud existuji,
musi byt proto tézké, spodni mez na nejlehéi z nich je asi
50 GeV. Naruseni supersymetrie hmotnostmi Castic je tedy
znaéné a vznika tak pfirozena otazka, jaky mechanismus je
za tento velky rozdil zodpovédny.

Patrani po supersymetrickych ¢asticich a provétovani
dynamiky jejich produkce ve srazkach ,,normalnich* ¢astic
bude jednim z hlavnich cilti experiment na urychlovaci
LHC, jenz se buduje v Evropském stfedisku fyziky castic
CERN v Zenevé a jenz bude uveden do provozu koncem
roku 2008. Mezi teoretiky pfevazuje nazor, ze pokud je
pfiroda skute¢né supersymetricka, musi experimenty na
LHC aspon ty nejleh¢i supersymetrické partnery ¢astic SM
najit. V kazdém ptipad¢ je velka nadéje, ze do konce dese-
tileti budeme mit v této otdzce jasno. Bude to zajimat
1 astrofyziky a kosmology, nebot’ nejleh¢i neutralni super-
symetricka Castice, tzv. neutralino, je Zhavym kandidatem
na vysvétleni podstaty temné hmoty ve vesmiru, jednoho
z ustfednich probléml soucasné kosmologie. Ale to uz
bychom se dostali pfili§ daleko.

16. (Super)struny

Ve SM jsou zakladnimi objekty kvantovana pole,
zavisejici na prostoroc¢asovych soufadnicich. Koncem 60.
let se zdalo, Ze né&které vlastnosti protont, neutrond
a mezonu lze jednoduse vysvétlit, predpokladame-li, ze se
chovaji jako struny v tfirozmérném prostoru o délce fado-
vé femtometr. Brzy se ovSem ukazalo, Ze takto protony
chépat nelze a strunovy model hadront byl opustén. Pocat-
kem 80. let se struny do fyziky vratily, ale nikoliv pro
popis hadronti, ale jako zakladni objekt teorii, které se
snazily do GUT zahrnout i gravitaci. Tyto struny mély
ovsem rozméry Planckovy $kaly, tj. 107 cm, a byly tedy
zhruba o 20 fad mensi nez je rozmér protonu. Superstru-
ny ,,neziji“ také v obvyklém 3-rozmérném prostoru, ale ve
vicerozmérném prostoru a obvykle zahrnuji i supersymet-
rii. Existuji pfitom oteviené i uzaviené superstruny.

Protoze my jsme schopni vnimat jen tii prostorové
a jednu casovou dimenzi, musi byt dal§i dimenze
,svinuty* (odborné ,,kompaktifikovany*) na velmi malé
ruli¢ky, jejichz velikost je typicky 107 cm. Vibraéni exci-
tace takovych strun (viz. obr. 7) se pii pohledu z dalky, tj.
s malou rozliSovaci schopnosti, jevi jako bodové Castice
s riznou klidovou hmotnosti zavisejici na vibracnim mo-
fadové 10" GeV a jsou tedy pro nas experimentalné nedo-
stupné. Zakladni pfednosti téchto teorii je, Ze mohou po-
skytnout kli¢ ke sjednoceni teorie gravitace s kvantovou
teorii. Klasick4 teorie gravitace je totiz pfirozenou limitou
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Obr. 7. Vibracéni stavy jednorozmérné uzavicené struny v rovi-
né; vlevo zakladni stav s nejniz$i energii, uprostted a vpravo
prvni dva excitované stavy

kvantovych teorif strun na velkych vzdalenostech. O teori-
ich, v nichz jsou struny a dalsi dimenze velikosti Plancko-
vy Skdly, pojednava kniha Briana Greenea Elegantni
vesmir”.

Zakladni pfednosti teorie strun je v tom, Ze se v ni
neobjevuji nekonec¢na, o nichz jsme se zminili v souvislos-
ti s definici efektivniho elektrického naboje a které jsou
disledkem lokalniho charakteru sil mezi bodovymi ¢asti-
cemi. Jak ukazuje obr. 8, v teorii strun neni zadna interak-
ce bodova prosté proto, Ze samy zakladni objekty nejsou
bodové.

Teorie supestrun doznala v poslednich letech obrov-
ského rozvoje pii zkoumani jejich matematickych aspekta.
Doslo ovsem také k vyraznému posunu, pokud jde o pre-
diktivni silu téchto teorii. Zatimco pted dvaceti lety se
zdalo, ze, zjednodusené feceno, konzistentnich teorii su-
perstrun je jen nékolik, a Ze tedy ze samotné myslenky
superstrun dostaneme ,,Teorii v§eho“ skoro jednoznac¢né,
dnes je jasné, ze je tomu spiSe naopak. Teorie superstrun
jsou matematicky tak mocné, Ze jsou v jistém smyslu
schopné popsat téméef cokoliv, resp. korelovat teorie tak
fyzikaln¢ vzdalené, jako je kalibracni teorie ve Ctyfech
rozmérech s matematickymi  strukturami, které

interakce

4

hodové
castice

struny

Obr. 8. Rozptyl dvou uzavicenych strun ve tfech rozmérech
(vpravo); na obrazku vlevo je analogicky proces pro bodové
Castice
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s prostoro¢asem vibec nepracuji!

Z Greeneovy knizky se Ctenai také dozvi, Ze teorie
superstrun je velmi ambiciozni i pokud jde o onéch asi
20 volnych parametrd SM (hmotnosti, ndboji a dal$ich),
o nichz jsme se jiz zminili. Ty vSechny slibuje teorie su-
perstrun spocitat ze svych ,,prvnich principi“. Dulezitou
roli pfitom ma hrat geometrie a topologie prostoroCasu
s dalsimi dimenzemi. Tak napfiklad pocet generaci kvarka
a leptontl by mél byt dan Eulerovym ¢islem charakterizuji-
cim topologii variety Sesti kompaktifikovanych prostoro-
vych dimenzi. To vSechno je mozné, ale ja si to predstavit
neumim. Mimo jiné i proto, Ze supersymetrie do hry pfina-
§i fadu (stovky az tisice) novych tézkych castic, jejich
hmotnosti bude tfeba také spocitat. Dosud neexistuje ani
naznak, jak z teorie superstrun spocitat asponi pomér hmot-
nosti elektronu a mionu.

Zdiraznéme, ze dals$i dimenze nikdy v obvyklém
slova smyslu ,,neuvidime™ a na jejich existenci mizeme
usuzovat jediné srovnanim méfeni v nasem tiirozmérném
prostoru s predpovéd'mi SM a teorii strun ¢i jinou teorii
pracujici ve vicerozmérném prostoru.

17. Teorie s velkymi dalSimi dimenzemi

Skutecnost, ze Zijeme a jsme schopni vnimat prave tii
prostorové a jednu Casovou dimenzi, je tak zjevna, Ze
dlouho nikoho ani nenapadlo formulovat fyzikalni teorie
v jiném prostoru. Az v roce 1919 piisel Theodor Kaluza®
s kacitskou myslenkou, ze prostor miize byt vice nez tii-
rozmérny®. Byl veden snahou odvodit Einsteinovu teorie
gravitace i Maxwellovu teorii elektromagnetického pole
z jednoho ramce. Podatilo se mu ukazat, Ze obé& tyto teorie
plynou z Einsteinovych rovnic obecné teorie relativity
formulovanych v pétirozmérném prostorocase a to dokon-
ce bez pritomnosti hmotového ¢lenu. Kaluza ov§em praco-
val v ramci klasické teorie pole a ¢tvrta prostorova dimen-
ze v jeho teorii byla do zna¢né miry formalni, bez hlubsiho
fyzikalniho obsahu, nebot’ polni veli¢iny na ni nezavisely.

Na jeho praci navazal v roce 1926 Oskar Klein, ktery
Kaluzovu myslenku oblékl do kvantového havu a pridal
fyzikalni obsah ctvrté prostorové dimenzi. Ta je podle néj
svinuta do kruhu o velmi malém poloméru, fadové rovném
Planckové délce 10 cm. Diky tomu jsou energie odpovi-
dajici excitacim v této dimenzi kvantovany v nésobcich
Planckovy hmotnosti, tj. 10" GeV. Vyslednd Kaluzova-
Kleinova teorie se stala prototypem vsech dalSich pokust
formulovat zdkony mikrosvéta ve vicerozmérném prosto-
roCase, vcetné teorie (super)strun. SkuteCnost, Ze Ctvrta
a dalsi prostorové dimenze maji v téchto teoriich velikost
Planckovy $kaly vsak prakticky vylucuje ptimou detekci
jejich projevil.

K dulezittmu posunu ve snaze sjednotit gravitacni

4 Jest& pred Kaluzou a oviem i pred formulaci Einsteinovy teorie gravitace se o to pokusil v roce 1914 Nordstrom.
¢ Vicerozmérny je vzdy jen prostor, ¢as je ve viech modernich teoriich jednorozmérny.
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sily s ostatnimi silami SM a vyfesit problém hierarchie
doslo v roce 1998. Nékolik autoril tehdy pfislo s mySlen-
kou, ze kromée tii obvyklych ,,rozvinutych* dimenzi, exis-
tuje dalSich n svinutych dimenzi, které maji ve srovnani
s Planckovou délkou velky polomér R a jimiz se §ifi jen
gravitace. V tomto rdmci neni Planckova délka fundamen-
talni skalou, ale pouhy ptelud, ktery vznikne, pokud gravi-
taci popisujeme ve tfech prostorovych rozmérech. Pocet N
dalsich dimenzi a hodnota jejich poloméru R jsou v tomto
pfistupu volné parametry, které je tieba urcit z experimen-
tu.

Nemame zde prostor na podrobngjsi rozbor této fasci-
nujici mys$lenky, jen poznamename, Ze v ramci této pred-
stavy hraji gravitacni sily dilezitou roli mozna jiz na vzda-
lenostech 1077 cm, jez budou brzy experimentalné dostup-
né na urychlova¢i LHC v CERN. Nékteré jejich projevy
by byly vskutku dramatické a v mnohém by pfipominaly
okolnosti zrodu hypotézy neutrina pocatkem 30. let. Pfi
srazkach dvou protont na LHC bychom napftiklad zjistili,
ze celkova energie Castic, které jsme schopni detegovat
v koncovém stavu, neni rovna celkové energii protonl
pfed srazkou. Energie by se v nasem tfirozmérném prosto-
ru nezachovavala, nebot’ v teoriich s velkymi dal§imi di-
menzemi by Cast energie a hybnosti ,,odnesl* graviton do
dimenzi, kam my ,,nevidime*.

18. Prvni pozdrav z Nového svéta?

V roce 2002 ziskali Nobelovu cenu za fyziku Ray-
mond Davis a Masatoshi Koshiba za objevy, které se tyka-
ji vlastnosti neutrin a role, kterou neutrina v pfirod¢€ hraji.
Jejich zivotni osudy a sagy jejich objevu jsou fascinujici
a zaslouzily by si samostatny ¢lanek, my zde ovS§em mame
prostor jen na kratké shrnuti jejich hlavniho duasledku. Tim
je poznani, ze neutrina maji nenulové klidové hmotnosti.
Ve SM jsou pfitom vSechna tfi neutrina nehmotna. Hodno-
ty uvedené v zavorkach v tab. I jsou jen horni meze ply-
nouci z méfeni energii rozpadovych produktd. Pfipomen-
me, Ze elektronové neutrino v, a mionové neutrino v, jsou
stavy, které doprovazeji pii rozpadech nabitych piont
elektron ¢i mion

e tv, T op ty, 9)

Na rozdil od fotonu, jehoZ nulova klidova hmotnost je
pfimym disledkem pozadavku kalibracni invariance,
u neutrin se zadny takovy ,,vyssi princip“ najit nepodafilo.
A protoze co neni zakazano, je dovoleno, neni existence
nenulovych klidovych hmotnosti neutrin v rozporu s ni¢im
posvatnym.

Experimenty Davise a Koshiby ukazaly, Ze ze stavy
oznacované Ve, v, a vynejsou vlastnimi stavy Hamiltonia-
nu, tj. nemaji dobfe definovanou klidovou hmotnost. Tu
maji stavy oznaované vy, vy a vz, jejichz linedrnimi kom-
binacemi stavy Ve, v, a v; jsou (pro jednodussi piipad smi-

Seni dvou neutrin)
Ve=V; cos 0 +v;sin0, v,=-v;sin0+ v, cos 0

(10)

kde 6 je tzv. smeSovaci uhel. Pokud jsou hmotnosti m;, m,
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a m3rizné, dochazi diky tomu k ,oscilaci neutrin®, pozo-
ruhodnému kvantovému jevu, pii n€émz se napf. stav ve,
ktery vznikl pfi rozpadu pionu na pozitron, béhem casové-
ho vyvoje méni na linedrni superpozici vea v, (v pfipadg,
ze uvazujeme jen dv€é neutrina), az se z néj stane v, a po
Case zase zpét v..Perioda této oscilace zavisi na rozdilu
hmotnosti Am® = m,> — m,>  atthlu 0.

Oscilace elektronového neutrina na mionové neutrino
vysvétluje skutecnost, ze ze Slunce k ndim na Zem dopada
jen asi polovina toku neutrin, ktery o¢ekdvame na zaklade
dnesnich znalosti mechanismu spalovani vodiku na hélium
v jeho nitru. Tento tzv. deficit slune¢nich neutrin pozoro-
val Davis jiz od konce 60. let pomoci metody, ktera opira-
la o radiochemicky proces vypirani atomt radonu
z tetrachlorethylenu. Davis, ktery byl svym zaloZenim
chemik, dokézal timto zplsobem neuvéfitelné: v nadrzi
s 400 tisici litrd tetrachlorethylenu nasel jednou za zhruba
2 mésice 10-20 atomil argonu, které vznikly v reakci v, +
3C1 — *Ar + . Jeho pozorovani potvrdily a vyrazn& roz-
Sifily experimenty Koshiby v Japonsku. Je krasnou ilustra-
ci prislovi ,,8tésti pteje ptipravenym®, ze svij prvni detek-
tor Koshiba postavil ze zcela jinych divodi nez Davis: Slo
mu o hledani rozpadu protonu, o némz jsme se jiz zminili.
Od spusténi v roce 1983 do roku 1995 Koshibuv detektor
zadny rozpad protonu nezaznamenal, ale za to zachytil
a velmi pfesné proméfil tok slunecnich neutrin.

V soucasné dobé vSechny experimenty s neutriny,
slune¢nimi, z urychlovact i reaktord ukazuji na to, ze
AmE=m?—m? =210* eVadm’=m?—m? =107
eV. I kdyz zatim nezndme absolutni hodnoty hmotnosti,
z experimentll s B-rozpadem tritia je jasné, Ze ani jedna
z hmotnosti m,, m,, m; nemuze byt vétsi nez asi 3 eV. To
znamena, Ze ve druhé a tfeti generaci jsou hmotnosti neut-
ralnich leptonti o mnoho adt (osm u druhé a devét u tieti)
mensi neZ hmotnosti jejich nabitych partneri elektronu,
mionu a tauonu. Ve srovnani s poméry hmotnosti kvarka
s naboji 2/3 a —1/3 je tento nepomér zarazejici. Existuji
argumenty, byt ne zcela presvédCivé, ze tato skutecnost je
nepfimym dikazem spravnosti myslenek teorii velkého
sjednoceni a prvnim experimentdlnim naznakem ,,nové
fyziky*.

19. Zavér

Novych myslenek a hypotéz o tom, jak je pfiroda na
velmi malych vzdalenostech uspofddana a jakymi zédkony
se tam fidi, je tedy dnes fada. Nékteré z nich jsou konzer-
vativni, jiné pfimo fascinujici. Fyzika je ovSem empirickd
véda, a tak o tom, zda kvarky a leptony jsou slozené z jesté
mensich ¢astecek, nebo zda v mikrosvéteé vladne supersy-
metrie, superstruny ¢i dokonce velké dal$i dimenze, roz-
hodne nakonec experiment. Proto je s takovym napétim
ocekavano spusténi urychlovace LHC v CERN, jenZ bude
na dlouhou dobu jedinym zafizenim, na kterém bude moz-
no projevy ,,nové fyziky* pozorovat. Experimentéalni zafi-
zeni, pomoci nichZ se budou projevy ,,nové fyziky* hledat,
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jsou ovsem neméné fascinujici, nez jevy, jez budou hledat.
Zakladni informace o mnich najde Ctendf napiiklad
v &lanku® .

Deékuji Pavlu Kolarovi za kritické precteni clanku
a Fadu uzitecnych pripominek.

Seznam zkratek
SM standardni model. Shrnuti soucasnych znalosti
o mikrosvété a silach v ném pulisobicich. Zahrnuje
teorii  elektroslabych sil Glashowa, Salama
a Weinberga a kvantovou chromodynamiku, teorii
silnych sil. S ohledem na jeho experimentalni pro-

vvvvvv

LT3

rie®.
intermedialni vektorové bosony. Castice se spinem
1, které ve standardnim modelu zprostiedkuji
vsechny sily.

(z anglického ,,Quantum Electrodynamics®) —
kvantové elektrodynamika, kvantova teorie pole
popisujici elektromagnetické sily.

(z anglického ,,Quantum Field Theory*) — kvanto-
va teorie pole.

(z anglického ,,Charge and Parity*) — operace zr-
cadleni prostorovych soufadnic a soufasné zame-
ny Castice«anticastice.

(z anglického ,,Quantum Chromodynamics®) —
kvantova chromodynamika, kvantova teorie pole
popisujici silné sily.

(z anglického ,,Large Electron and Positron colli-
der) — kruhovy urychlova¢ o obvodu 27 km
v CERN, na némz se v letech 1989-2000 srazely
protibézné svazky elektroni a pozitronl
s energiemi az 100 GeV. Ve Ctyfech experimen-
tech, které na tomto urychlovaci béZely, byly hle-
dany supersymetrické ¢astice a Higgstiv boson.

(z anglického ,,Grand Unified Theories®) — teorie
»velkého sjednoceni, které sjednocuji elektro-
magnetické, slabé a silné sily v rdmci jedné neabe-
lovské kalibracni teorie.

MSSM (minimélni supersymetricky standardni model) —
minimalni rozsifeni dne$niho standardniho modelu
o supersymetrické partnery kvarkd, leptont, kalib-
racnich bosond a Higgsova bosonu.

(z anglického ,,Large Hadron Collider*) — urychlo-
vac, v jehoz tunelu, kde byl dfive umistén urychlo-
va¢ LEP, se budou od roku 2008 srazet dva proti-
bézné svazky protonti, kazdy s energii 7000 GeV.

IVB

QED

QFT

CP

QCD

LEP

GUT

LHC
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J. Chyla (Institute of Physics, Academy of Sciences of
the Czech Republic, Prague): Quarks with Colour and
Smell and What Next ?

The current status of our knowledge of the structure
of matter at the fundamental level and of the laws govern-
ing the microworld, encompassed in the Standard Model,
is reviewed. The basic features of electromagnetic, weak
and strong forces acting among the fundamental building
blocks of matter, quarks and leptons, are all shown to re-
sult from a single guiding principle: the requirement for
local gauge invariance. This principle is also behind the
attempts at unifying these forces within the framework of
the Grand Unified Theories. These theories, where quarks
and leptons are merely different states of the same funda-
mental fermion, imply instability of protons and neutrons,
the feature that may have played a crucial role at the early
stage of the Big Bang. For about 30 years, much attention
has also been devoted to theoretical development and ex-
perimental testing of the idea of supersymmetry. This idea,
which relates fermions to bosons, assumes that all particles
of the Standard Model have partners which differ in spin
by 1/2. So far no supersymmetric partners of quarks, lep-
tons or gauge bosons have been found, but experiments at
CERN should answer in the near future the question
whether nature is, indeed, supersymmetric. Supersym-
metry is also an integral part of the string theories, which
go even further beyond the Standard Model and assume
that the basic structures of matter are not one-dimensional
particles, but two-dimensional strings, moving, moreover,
in space with more than three dimensions. The idea that
the laws of nature may be simple when formulated in
space with extra dimensions is the most fascinating conse-
quence of the present particle theory since it provides the
basic framework for unification of all forces, including
gravity.
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1. Uvod

Prestoze translace mRNA je velmi piesnym a dobie
regulovanym procesem, dochazi k chybam i na této tirov-
ni'”. K zatazeni nespriavné aminokyseliny do molekuly
proteinu dochézi s &etnosti nizsi nez 3-107°. Ve vét§ing
pfipadii ma zdména jedné aminokyseliny minimalni vliv
na funkeci ¢i aktivitu daného proteinu, coz muze byt jednim
z diivodul, pro¢ nedoslo k vyvoji presnéjsiho mechanismu
vybéru aminoacyl-tRNA pfi translaci. Translacni chyby se
zménénym smyslem mohou byt zplsobeny bud’ vazbou
nespravné aminokyseliny na tRNA pomoci aminoacyl-
tRNA synthetasy nebo inkorporaci nespravné, tj. kodonu
neodpovidajici, tRNA do aminokyselinového (A) mista
ribosomu. Takova tRNA se zpravidla paruje s kodonem
pouze dvéma bazemi, coz mize mit v disledku degenero-
vaného genetického kodu za nasledek zatazeni strukturné
podobné (nékdy i téze) aminokyseliny vzhledem k amino-
kyselin¢ kodované.

Vaznéjsi jsou chyby vedouci k piedCasné terminaci
translace, napfiklad spontdnni disociaci peptidyl-tRNA
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z peptidového (P) mista ribosomu v disledku zatazeni
nespravné aminoacyl-tRNA. Chyby vedouci ke zméné
¢teciho ramce mivaji rovnéz fatalni disledky pro syntézu
funk¢niho proteinu. Divodem je kompletni zména sekven-
ce od mista posunu a predcasna terminace v disledku
Castého vyskytu stop kodont v posunutych, nekédujicich
¢tecich ramcich. Cetnost vyskytu chyb v diisledku posunu
&teciho ramee je nizsi, asi 3-107, nez vyskyt chyb se zmé-
nénym smyslem nebo disociace peptidyl-tRNA”™,

Urcité motivy mRNA uc¢inné stimuluji déje podobné
transla¢nim chybam, jejichz Cetnost je pak o nékolik fadu
vyssi. Jisty podil ribosoml pak pokracuje v translaci ve
¢tecim ramcei posunutém o (—1) nebo (+1) nukleotid nebo
dokonce po vynechani urcitého tiseku mRNA. Jiné motivy
mRNA stimuluji proéteni stop kodonu®®. Uginnost posunu
¢tectho ramce se pohybuje vrozmezi od 1% do 50 %
v zavislosti na strukturnich motivech mRNA, které mistu
posunu ¢teciho ramce predchazeji nebo je nasleduji. Tyto
sekvence zpomaluji proces translace, a tak zvysuji pravde-
podobnost posunu ¢teciho ramce, ktery je pii normalni
rychlosti translace velmi nepravdépodobny. Jde tedy
o kineticky fizené procesy”.

2. Typy cileného posunu ¢teciho ramce

Typy posunu ¢teciho ramce lze klasifikovat podle
mechanismu (posun o jeden nukleotid ve sméru nebo proti
sméru translace) nebo podle polohy mista posunu v genu
a s tim souvisejiciho vlivu na pfed¢asnou terminaci a vznik
funkéniho proteinu. Dle jejich fyziologického vyznamu
klasifikujeme posuny &tecich ramcti do ti tidd’.

Trida 1

K posunu ¢éteciho ramce prvni tfidy dochazi pred
3> koncem genl. VétSina ribosoml preklada cely gen
v jednom ¢tecim ramci a k terminaci je vyuzit stop kodon
daného genu. Malé procento ribosoml vsak pied koncem
prvniho genu zméni Cteci ramec a pokracuje v translaci
v novém (posunutém) ¢tecim rameci stovky az tisice nukle-
otidl za stop kodon genu prekladaného v ptivodnim ¢tecim
ramci. Ugelem takového posunu &teciho ramce je syntéza
proteint, které sdileji stejnou N-terminalni cast. C-Ter-
mindlni prodlouzeni mize zplsobit pozménénou biologic-
kou aktivitu nebo jinak ovlivnit funkci N-termindlni ¢asti.

Velmi detailné je posun ¢teciho ramce tohoto typu
prostudovén u retrovirl, kde se uplatiiuje pfi regulaci vza-
jemného poméru strukturnich proteinii tvoricich schranku
kapsidy a retrovirovych enzymi, jichz je zapotfebi fadove
mensi mnozstvi. Zraly virion obsahuje strukturni proteiny
tvotici kapsidu: matrixovy, kapsidovy, nukleokapsidovy,
které jsou spole¢né vSem retrovirim a nekteré dalsi protei-
ny specifické pro jednotlivé retroviry. Tyto proteiny jsou
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Uspoiadani genti gag a pol
v genomu HI'V-1 po prepisu do mRNA

gag pol

\
| (-1) posun ¢&teciho ramce || Stop kodon |

Polyproteinové prekurzory:

Gag
A ]

Gag-Pol
B)Ig:_

Obr. 1. Schematické znazornéni usporadani genu gag a pol
v genomu viru lidské imunodeficience (HIV-1); gen gag kodu-
je zékladni polyproteinovy prekurzor Gag (A), pii jehoz syntéze
nedochazi k posunu ¢teciho ramce. Produkty genu pol jsou synte-
tizovany ve flzi s produktem genu gag za vzniku polyproteinu
Gag-Pol (B), v disledku posunu ¢teciho ramce pied koncem genu
gag o jeden nukleotid zpét

ve virionu pfitomny v ekvimolarnim mnozstvi, nebot’
vznikaji specifickym Stépenim spolecného polyproteinové-
ho prekurzoru (Gag). VSechny retroviry obsahuji také en-
zymy: proteasu, reversni transkriptasu a integrasu’®, které
jsou kddovany spoleénym genem (pol) a vznikaji tedy také
nejprve ve formé prekurzoru. Obecné, genom retrovirti
obsahuje geny gag, pol (obr. 1) a env (kddujici transmem-
branové glykoproteiny, které vznikaji ze sestfizené RNA
a nepodléhaji tedy posunu ¢teciho ramce, proto o nich neni
v tomto prehledu pojednano). U vétsSiny retrovirt vznika
prekurzor retrovirovych enzymi (z genu pol) ve formé
fazniho produktu s polyproteinem Gag, tedy jako Gag-Pol.

Pfi translaci vétSina ribosomd vyuzije k terminaci
stop kodon genu gag a syntetizuje pouze polyprotein Gag.
U 5-20% ribosomt dochdzi pfed koncem genu gag
k posunu ¢teciho ramce o jeden nukleotid zpét, a tak se
stop kodon genu gag dostava mimo ¢teci rdmec. Tyto ribo-
somy pokracuji v translaci genu pol, za vzniku fazniho
polyproteinu Gag-Pol. Tento mechanismus zajiStuje stej-
nou N-terminalni ¢ast polyproteinti Gag i Gag-Pol, ktera je
nezbytnd pro jejich inkorporaci do nezralé virové ¢astice.
Uginnost posunu &teciho ramce je u jednotlivych druhi
retrovirl dana fyziologicky, a tak je zajiStén spravny po-
mér strukturnich proteinit a enzymu, jehoz zachovani je
nezbytné pro vznik zralé infekcni virové Castice.

Tento typ (—1) posunu éteciho ramce se uplatiluje
také pfi expresi minoritniho kapsidového proteinu bakteri-
ofaga T7, infikujiciho Escherichia coli*. Vznika tak alter-
nativni forma hlavniho kapsidového proteinu. Podobny jev
byl pozorovan napf. u hlavniho kapsidového proteinu
bakteriofaga A2 Lactobacillus A2 (cit.”).

Trida 2
Posun ¢tecitho ramce druhé tiidy ma jiny el nez
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prvni typ a vysledkem je zkracena forma proteinu.
V plivodnim ¢tecim ramci vznika funkéni protein, ale ribo-
somy posunuté do nového cteciho rdmce syntetizuji kratsi
formu s odliSnou funkci. Napf. expresi genu dnaX E. coli
v piivodnim ¢tecim ramci vznika protein DnaX, ktery ma
640 aminokyselin a tvoii T podjednotku DNA polymerasy
III. Piiblizné polovina ribosoml je po inkorporaci
430. aminokyseliny posunuta do Cteciho ramce (-1), ve
kterém pfipoji jedinou aminokyselinu a poté dojde
k terminaci na kodonu UGA za vzniku y podjednotky en-

5,10
zymu™ .

Trida 3

K posunu ¢teciho ramce tetiho typu dochazi kratce
po iniciaci translace a pouze protein syntetizovany
v posunutém ctecim ramci je biologicky aktivni. Riboso-
my, které pokracuji v translaci v pivodnim ¢tecim ramci,
produkuji nefunkéni protein. Pfikladem je exprese genu
prfB, ktery kéduje uvoliovaci faktor 2 (RF2) E. coli. Po-
sun Cteciho ramce zde umoznuje autoregulaci exprese
genu (viz nize).

3. Mechanismus cileného posunu ¢teciho ramce

Elongaci polypeptidového fetézce, pfi niz dochazi
k posunu ¢teciho ramce, 1ze zjednoduSené popsat kroky:
vazba aminoacyl-tRNA do A (aminokyselinového)
mista ribosomu,
vznik peptidové vazby katalyzovany peptidyltransfe-

rasou,

— translokace peptidylu z A do P (peptidového) mista
ribosomu,

— uvolnéni deacylované tRNA z E (,,exit*) mista riboso-
mu.

Ttrida 1:
)]
— |
Trida 2:
I — Dl
=
Trida 3:
| S
t Dl

Obr. 2. T¥i tiidy cileného posunu ¢teciho ramce; Sedé Sipky
v hornim ramecku predstavuji oblast mRNA (Cerna cara) piekla-
danou ribosomy v piivodnim &tecim ramci. Cerné Sipky ve spod-
nich rdmeccich reprezentuji usek piekladany v posunutém ctecim
ramci. Transla¢ni produkty predstavované silnymi Sedymi Sipka-
mi jsou syntetizovany v prebytku
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Obecné principy (+1) i (1) cileného posunu ¢teciho
ramce byly popsany na zdkladé vysledkl studia virl
a retrotransposont (kratké tiseky DNA, kter¢ se premist'uji
v genetickém materidlu pomoci reversni transkriptasy).
K cilenému posunu ¢teciho ramce je tfeba dvou motivi na
mRNA: tzv. ,klouzavé sekvence mRNA, kde je posun
tRNA zvyhodnén, a stimulatoru zvysujiciho ucinnost celé-
ho dé&je pravdépodobné docasnym zastavenim pohybu
ribosomu. Stimulatorem byva pomalu piekladana oblast
mRNA, coz mohou byt: kodon pro vziacnou tRNA
(,,hungry codon®), nedokonale rozpoznavany stop kodon,
oblast interakci mRNA-rRNA nebo oblast sekundarnich
a terciarnich struktur mRNA.

Dosud nejlépe odpovida vSem studovanym piikla-
dim cilenych posunii éteciho ramce tzv. integrovany
model'""'?. Oba typy cilené¢ho posunu &teciho ramce (+1)
i (-1) jsou fizeny kineticky a prob&éhnou pouze v pfipadé,
ze ribosom je piechodné zastaven diky pfitomnosti cis-
signald na mRNA (sekundarni a terciarni struktury mRNA
vyskytujici se na dané molekule). Typ posunu je ovlivnén
zpusobem obsazeni vazebnych mist ribosomu molekulami
tRNA. K (-1) posunu dochazi v okamziku, kdy je P i A
misto ribosomu obsazeno, zatimco k (+1) posunu dojde
pouze, kdyZ A misto neni obsazeno molekulou tRNA.

Lze predpokladat, ze mutace nebo sloucenina ovliv-
fujici vazbu a selekci aminoacyl-tRNA do A mista by
meéla ovlivnit ucinnost bud’ (—1) nebo (+1) posunu cteciho
ramce, nikdy ne obou soucasné. Tento predpoklad byl
experimentdln€ ovéten, a tak byla platnost integrovaného
modelu prokazana'®.

Selekce a vazba aminoacyl-tRNA

Eukaryotni elongacni faktor eEFla, ktery je spolu
s aminoacyl-tRNA a GTP soucasti ternarniho komplexu,
umoziuje vazbu aminoacyl-tRNA do A mista ribosomu.
Mutace zpomalujici recirkulaci eEFla z ternarniho kom-
plexu posouva rovnovdhu ve prospéch ribosomu
s obsazenym P mistem a prazdnym A mistem, a tak zvySu-
je pravdépodobnost (+1) posunu ¢teciho ramce. Naopak
pfi mutaci vazebného mista pro GTP v eEFla setrvava
ternarni komplex v A misté déle, coz podporuje (—1) posun
¢teciho ramce.

Mnozeni tzv. kvasinkového viru (,,yeast killer virus®),
které je zavislé na (—1) posunu ¢teciho ramce, je inhibova-
no anisomycinem, tj. antibiotikem, které specificky inhibu-
je vstup aminoacyl-tRNA do A mista ribosomu. Piedpo-
klada se, ze anisomycin také zvySuje G€innost opravného
mechanismu v A misté, a tak se podili na zachovani pu-
vodniho ¢teciho ramce.

Vytvoreni peptidove vazby a translokace

Pred translokaci je A i P misto ribosomu obsazeno
tRNA, zatimco po translokaci je A misto volné, v misté P
je peptidyl-tRNA a deacylovana tRNA je v misté E. Spar-
somycin je antibiotikum inhibujici tvorbu peptidové vaz-
by, ¢imz prodluzuje dobu setrvani ribosomu na ,,klouzavé
sekvenci® s obéma misty (P 1 A) obsazenymi tRNA. Spar-
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somycin tak v souladu s integralnim modelem zvysuje
ucinnost (—1) posunu ¢teciho ramce.

Inhibice translokace snizi mnozstvi ribosomt vhod-
nych pro (+1) posun ¢teciho rdmce. Mnozstvi ribosomi
vhodnych pro (—1) posun cteciho ramce by mélo naopak
vzristat, nebot’ aminokyselinové misto zlistdva obsazeno.
Zjisténi, ze ke zvyseni ucinnosti (—1) posunu nedochazi,
potvrzuje, ze ribosom po vytvofeni peptidové vazby jiz
nemize z termodynamického hlediska posunout ¢teci ra-
mec.

3.1. Cileny (+1) posun ¢teciho ramce
u prokaryot

Dobte popsanym prikladem (+1) posunu ¢éteciho ram-
ce u prokaryot je posun nutny k translaci prfB genu E. coli,
ktery koduje uvoliiovaci faktor 2 (RF2)**° nutny
k uvolnéni nové syntetizovaného polypeptidového fetézce
na stop kodonu. Aby ribosom syntetizoval aktivni RF2
zabranit terminaci posunem ¢teciho ramce o 1 nukleotid ve
sméru translace. Ribosomy pak pielozi jesté dalSich 340
kodonil v novém ctecim rdmci za vzniku funkéniho uvol-
novaciho faktoru RF2. Posun c¢teciho ramce umoziuje
autoregulacni mechanismus. Pokud je hladina RF2
v bunce vysoka, prevlada terminace translace prfB genu
v disledku vazby RF2 na UGA kodon v pozici 26 pivod-
niho ¢teciho ramce. Vznika tak zkraceny neaktivni protein,
ktery je rychle degradovan. Je-li hladina RF2 v buiice niz-
ka, ribosomy piekonaji terminac¢ni kodon posunem c¢teciho
ramce, coz vede k produkei aktivniho RF2. Pozoruhodna
je ucinnost tohoto jevu, jez se mize pohybovat v rozmezi
od 30 az do 100 %.

Analyzy mutanti se zmé€nami v okoli mista posunu
Ctecitho ramce prfB genu ukazaly, Ze tento jev zavisi na
kombinaci tfi elementl (obr. 3):
slaby terminacni kodon UGA nasledovany cytosi-
nem,
posledni smysluplny kodon ptivodniho otevieného
¢teciho ramce CUU, ktery umoziiuje slabé parovani
G s U v posledni pozici,

SbL B P (A

@ORF== Arg  Gly  Tyr Leu Stop
5. JAGGIGGG WAU CuU UGA G..3
[(+1) ORFf= Asp
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Obr. 3. Usek mRNA genu prfB E. coli, kde dochazi k posunu
¢teciho ramce o +1 nukleotid ve stavu, kdy se termina¢ni
kodon UGA nachazi v A misté ribosomu; seckvence podobna
Shine-Dalgarnové sekvenci (SDL) piekryva svym 3’-koncovym
nukleotidem UAU kodon pro tyrosin, ktery je pfi posunu ¢teciho
ramce v E misté ribosomu. Peptidova sekvence nad sekvenci
mRNA odpovida pivodnimu étecimu rameci (0); novy ¢teci ramec
(+1) zacina aspartatem
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sekvence pfipominajici Shine-Dalgarnovu sekvenci
(SD-like sequence, SDL).

Bylo prokazéano, ze triplet UGA je nejslab$im termi-
nac¢nim kodonem, jehoz Gc¢innost je modifikovana nasledu-
jici bazi. C v této pozici nejucinngji zeslabuje stop signal'’.
Sekvence podobna Shine-Dalgarnové (SDL), AGG GGG,
je komplementéarni ke 3’ konci 16S rRNA stejné jako Shine-
Dalgarnova sekvence, ktera urCuje iniciaci translace. Na
rozdil od dobte prostudované Shine-Dalgarnovy sekvence,
ktera lezi pted ptekladanou oblasti, je SDL umisténa uvnitt
kodujici sekvence mRNA. Posledni nukleotid SDL je to-
tozny s prvnim nukleotidem E mista ribosomu v okam-
ziku, kdy se terminacni UGA kodon nachdzi v A misté
téhoz ribosomu (obr. 3). Bylo potvrzeno, Zze vzdalenost
mezi SDL sekvenci a mistem posunu je kriticka pro zacho-
vani vysoké ucinnosti posunu ¢teciho ramce. Vzdalenost

..........

vvvvvv

SDL s komplementarni sekvenci ribosomalni RNA zptiso-
buje pnuti v ribosomu, které ,,tdhne* peptidyl-tRNA do
(+1) mista. Posledni studie vsak prokazaly pfimou souvis-
lost mezi obsazenim E mista deacylovanou tRNA a ucin-
nosti posunu &teciho ramce*. Interakce SDL s ribosomalni
RNA zptsobi uvolnéni deacylované tRNA z E mista, a tak
na ribosomu zlstane pouze jedna tRNA, peptidyl-tRNA.
Takovy ribosom je pak velmi nachylny k posunu do (+1)
¢tectho rdmce. Takto bylo prok4zano, Ze obsazeni E mista
ma nezbytnou Glohu pro zachovani ¢teciho ramce.

Vyskyt SDL uvnitt kodujici sekvence byl potvrzen
ivdnaX genu E. coli. Vzdalenost SDL od mista posunu
¢tectho rdmcee v tomto genu je na rozdil od vySe uvedené-

.....

to jeji interakce s 16S rRNA stimuluje posun peptidyl-
tRNA do (—1) mista. Pfedpoklada se, ze SDL sekvence se
vyskytuje i u dalSich gent, které obsahuji mista posunu
¢teciho ramce.

3.2. Cileny (+1) posun ¢teciho ramce
u eukaryot

U eukaryot bylo popsano né€kolik piipadli posunu
¢teciho rdmce o 1 nukleotid ve sméru translace. Komplex-
nim piikladem je (+1) posun v genu pro inhibitor
(oznacovany jako ,antizym 1°) ornitin dekarboxylasy
(ODCQ), ktera se Gcastni syntézy zivotné nezbytnych polya-
mint. ODC katalyzuje prvni krok biosyntézy polyamind tj.
pfeménu ornithinu na putrescin. Putrescin nasledné slouzi
jako prekurzor pro syntézu polyaminti spermidinu a sper-
minu. Vysoké koncentrace polyamint v bufice mohou byt
toxické, jsou spojovany se vznikem neurologickych dis-
funkci, Alzheimerovy choroby ¢i rakovinného bujeni,
a proto je nutny citlivy regulacni mechanismus zajist'ujici
jejich optimalni koncentrace.

Uloha antizymu v regulaci hladiny bun&énych polya-
mint spociva v jeho schopnosti vazat a inhibovat ornithin
dekarboxylasu a smérovat ji k degradaci do proteasomir’.
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mRNA antizymu obsahuje dva piekryvajici se ¢teci ramce;

.....

signal, ale koduje aktivni domény antizymu. Syntéza
funkéniho antizymu vyZzaduje iniciaci translace na jednom
¢teciho ramce na kodonu, ktery tésné predchazi stop kodo-
nu prvniho ¢teciho rdmce. V disledku vysoké koncentrace
polyaminti (spermidin, spermin), které¢ zvySuji G¢innost
takového posunu ¢teciho ramce az na 30 %, vzrusta kon-
centrace aktivniho antizymu (viz nize). Tak je zajistén
zpétnovazebny mechanismus regulace hladiny polyamint
v bunce.

Misto posunu Cteciho ramce savéi mRNA pro anti-
zym je tetraplet UCCU uvnitt sekvence 5S’UCCUGA3’.
Pro posun ¢teciho ramce je dulezité, aby 3’ baze tetrapletu
byla zaroven prvni bazi stop kodonu. Nezbytny je také
pseudouzel (viz kap. 3.4), jehoz zacatek se nachazi
3 nukleotidy za stop kodonem, a rovnéz specificka sekven-
ce na 5’ stran¢ mista posunu cteciho ramce. Tyto motivy
mRNA kodujici antizym jsou nezbytné pro posun ¢teciho
ramce, ke kterému vsSak v nepfitomnosti polyamini nedo-
chazi viibec nebo jen s minimélni G¢innosti. ZvySovani
koncentrace polyamint v butice vede ke stimulaci posunu
¢teciho ramce tohoto genu a jeho Gi¢innost mize dosahnout
az 30 %. Presny mechanismus stimulace posunu c¢teciho
ramce polyaminy neni dosud objasnén. Predpoklada se, ze
indukce posunu cteciho ramce je zprostfedkovana piimo
slozkami translacniho aparatu butiky, naptiklad ribosomy.
Je zajimavé, Ze tento neobvykly zptisob regulace translace
— nutnost posunu c¢tecitho rdmce pro syntézu funkéniho
antizymu — je zachovan od kvasinek po obratlovce, stejné
jako sekvence, na kterych k posunu dochézi'*.

3.3.Cileny (—1) posun ¢teciho ramce
u eukaryot

Cileny posun ¢teciho ramce o (—1) nukleotid byl po-
psan nejprve u retrovir (prvni tfida cileného posunu cteci-
ho ramce, viz vyse), ale pozdéji také u koronavirt, rostlin-
nych a kvasinkovych virti, bakterii a ned4dvno i u savciho
genu Edr'®. K tomuto posunu jsou rovndZ nezbytné dva
motivy mRNA, heptanukleotidové klouzava sekvence, za
niz nasleduje sekundarni nebo terciarni struktura mRNA'®.
Vzdalenost obou sekvenci 5—9 nukleotidl je pro G¢innost
posunu dilezita. Klouzava sekvence ma obecny sled
nukleotidi X-XXY-YYZ, kde X mohou byt jakékoli tfi
shodné nukleotidy, Y znaci A nebo U a Z je A, U nebo C.
K posunu ¢teciho rdmce dochazi, kdyz jsou kodony XXY-
YYZ obsazeny peptidyl-tRNA a aminoacyl-tRNA v odpo-
vidajicich mistech ribosomu (integrovany model, viz vy-
Se). Triplety Ctecich ramct jsou v textu oddéleny pomlcka-
mi. Pfi posunu obé tRNA simultdnné pterusi parovani,
ribosom se posune o 1 nukleotid zpét a obé tRNA se paruji
v =1 ORF (XXX-YYY). Prvni dvé baze obou antikodonii
tak zlstdvaji sparované, coZz je postacujici pro zafazeni
prislusnych aminokyselin do sekvence rostouciho peptidu.
Poté¢ se vytvoii peptidova vazba, dojde k translokaci
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°Gly - Asn

pavodni &eci ramec ([iy

Kj posun ¢teciho ramce

P 1 m—
P1 + proteasa

Obr. 4. Model (-1) cileného posunu cteciho ramce Beet wes-
tern yellow viru (BWYYV) s typickou ,klouzavou® sekvenci
a pseudouzlem oddélenymi Sestinukleotidovou sekvenci®;
nejcastéjsi pseudouzel se sklada ze dvou vlasenek a dvou smycek,
pficemz baze druhé smycky se mohou v nékterych pripadech
parovat s bazemi prvni vlasenky a tvofit intramolekularni triplex
(napf. u HIV-1). Obdélniky ve spodni ¢asti obrazku schematicky
znazornuji translacni produkty ptuvodniho ¢tectho ramce Pl
a fuzni polyprotein, ktery je syntetizovan v disledku cileného
(=1) posunu ¢teciho ramce

a translace pokracuje v —1 ¢tecim ramci. Pravdépodobnost
procesu je zvySena pritomnosti sekundarni nebo terciarni
struktury mRNA, kterd zpisobi pozastaveni ribosomu na
klouzavé sekvenci®'”™". Takovou strukturou byva nejdas-
t&ji pseudouzel', viz nize (obr. 4).

3.4. Role mRNA

Pseudouzel, prvek terciarni struktury RNA'? je
obecné odvozen od prvkl sekundarnich struktur RNA.
Pseudouzly, které se uplatiuji v mistech posunu c¢teciho
ramce, jsou odvozeny od vlasenkové smycky RNA
(pseudouzly typu H) a vznikaji parovanim bazi mezi tse-
kem smycky ve vlasence a vzdalengj$im jednofetézcovym
usekem téze molekuly RNA (obr. 4, cit?).

Ribosomalni proteiny S3, S4 a S5, které obklopuji
vstupni misto mRNA do ribosomalniho komplexu maji
helikasovou aktivitu, vazi helikalni oblasti mRNA a sepa-
ruji jeji fetézce pfi vstupu do ribosomu. Navrzend teorie
predpoklada, ze strukturni motivy podporujici posun ¢teci-
ho rédmce znemoziuji uCinnou interakci s témito
,rozplétacimi* proteiny. Zjednodusené lze konstatovat, ze
struktura pseudouzlu blokuje vstup mRNA do vstupniho
zlabku ribosomu, protoZe ¢elni €ast pseudouzlu ma rozmeé-
ry 37x 18 A, zatimco vstupni brana do ribosomalniho
tunelu mezi S3, S4 a S5 proteiny je z(zena na 17 x 20 A
(cit.**). Po translokaci je tak pohybu mRNA kladen zna¢-
ny odpor, coz miize vyustit v jeden z nasledujicich déja:
rozpleteni pseudouzlu,
disociace komplexu ribosom a mRNA,

(=1) posun ¢teciho ramce.
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Dosud neni objasnéno, ¢im je fizen vybér téchto tii
mozZnosti. Mechanismus posunu c¢tectho rdmce vyuziva
fada virQ k syntéze proteind nezbytnych pro tvorbu novych
virovych Castic. Pritomnost a stabilita pseudouzlu je vy-
znamna pro uéinnost posunu ¢teciho ramce, a proto lze
ocekavat, ze ucinného naruseni struktury pseudouzlu mize
byt v budoucnu vyuzito k antivirové terapii'®.

3.5. Role modifikovanych tRNA

V eukaryotnich burnikach se vyskytuji tRNA (pro Asn,
Asp, His, Phe a Tyr) s modifikovanymi bazemi ve 3’ pozi-
ci antikodonu, napt. wybutosin (Y) v pfipadé Phe tRNA
a queuosin (Q) u Asn tRNA (obr. 5). Zmény modifikace
bazi v antikodonové smycce tRNA mohou ovlivnit G¢in-
nost (—1) posunu ¢teciho ramce.

Signaly pro posun ¢teciho ramce u retrovird i vyssich
eukaryot obsahuji kodony pro tyto aminokyseliny. Bylo
experimentalné prokazano, Ze v buinkach infikovanych
retroviry (Human T-cell Leukemia Virus, Human Immu-
nodeficiency Virus, Rous Sarcoma Virus) vétSina Phe
tRNA nebo Asn tRNA postrada tyto modifikované baze
v antikodonové smycce. Phe tRNA a Asn tRNA bez mo-
difikovanych bazi se oznacuji jako tzv. ,,shifty* (od shift
= posun) tRNA, protoze stimuluji posun ¢teciho ramce na
klouzavych sekvencich obsahujicich odpovidajici kodo-
ny***. Pfedpoklada se, 7e nepfitomnost modifikovanych
bazi v antikodonové smycce prispiva k posunu cteciho
ramce, nebot’ zde poskytuje vice prostoru, coz umoziuje
vétsi flexibilitu antikodonu. Modifikace ostatnich bazi

HO!

wybutosin

-

%
HO HN 0]
}fLNH
HC
N NH,
1 o 2
queuosin
OH OH

Obr. 5. Struktura wybutosinu a queuosinu, nukleotidi s vyso-
ce modifikovanymi bazemi
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v antikodonové smycce hraje také dulezitou ulohu
v regulaci posunu &teciho ramee®®. Bylo také prokazano,
ze mnoho nadorovych bun¢k obsahuje vysoké hladiny
téchto nemodifikovanych bazi. UdrZovani tRNA ve vysoce
modifikovaném stavu by tak mélo inhibovat nejen retrovi-
ry, ale také rlist neoplazii. Tyto moZnosti terapie jsou pied-

métem intenzivniho studia®*?’.

3.6. Role inhibice peptidyltransferasy

Inhibitory peptidyltransferasy specificky ovliviuji
ucinnost (—1) cileného posunu ¢teciho ramce, a tim napft.
i pomér polyproteint Gag/Gag-Pol v retrovirech®®. Inhibi-
tor peptidyltransferasy, sparsomycin, postacuje k zabra-
néni propagace kvasinkovych vird L-A a M1 (cit.”’). Mu-
tace ribosomalniho proteinu L3 a nepfitomnost proteinu
L41 vede kinhibici peptidyltransferasy Saccharomyces
cerevisiae a nasledn¢ ke zvysSené ucinnosti (—1) posunu
&teciho ramee™. Piedpoklada se, Ze sniZeni aktivity pepti-
dyltransferasy mé za nasledek prodlouzeni zdrzeni riboso-
mu (>207" s) na , klouzavé“ sekvenci ve chvili, kdy je P
i A misto obsazeno, a tak je poskytnuto vice ¢asu k posunu
¢teciho ramce. Celkova rychlost elongace se ale nezméni,
protoze d¢j limitujici rychlost je stale pritomnost amino-
acyl-tRNA v A misté ribosomu (87's) a disociace EF-Tu-
GDP z ribosomu (4's) — data pro ribosomy E.coli, u eu-
karyot se pfedpoklada analogie™.

4. Uméle stimulovany (-1) posun ¢teciho ramce

K posunu ¢teciho ramce miize dochazet i tehdy, kdyz
stimulujici strukturni elementy jsou pfitomny na dvou
riznych RNA (trans-elementy). Nedavny vyzkum ukéazal,
ze oligonukleotidy komplementdrni k useku zacinajicimu
¢tvrtym nukleotidem za ,klouzavou“ sekvenci zvysuji
ucinnost (—1) posunu ctecitho ramce zbazalni hladiny
~1% az na 40 %. Tyto experimenty byly provedeny
s pouzitim ,,klouzavych® sekvenci vyskytujicich se pfiro-
zend u retrovirti. U&innost posunu &teciho ramee na studo-
vanych sekvencich s pfirozenymi stimulatory (pseudouzly)
je 10-20 %. Bylo tedy prokazano, ze stimulaci posunu
¢tectho ramce lze navodit i pouZzitim komplementérniho
oligonukleotidu, ktery pusobi jako piekazka v pohybu
ribosomu®’.

Stimulace posunu ¢teciho ramce ve specifickém misté
pomoci malych oligonukleotidi (15-25 nukleotidll) po-
skytuje moznost terapeutického vyuziti. Mnoho chorob je
zpusobeno delecemi nebo insercemi v genech, jejichz du-
sledkem je nespravny Cteci ramec. K témto mutacim, po-
dobné jako k ribosomalnim posunim c¢teciho ramce, Casto
dochazi na homopolymernich usecich®'*?. Oligonukleotidy
by tedy teoreticky mohly byt pouzity pro cileny posun
ribosomu zpét do spravného ¢teciho ramce.
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5. Zavér

Moznost alternativniho vyuziti genetické informace
cilenym posunem ¢teciho rdmce umoziiuje kontrolu geno-
vé exprese. Nejlépe je tento proces prostudovan u virQ, kde
zajistuje optimalni pomér strukturnich protein kapsidy
k retrovirovym enzymum. Byla také vyslovena domnénka,
ze by ribosomalni posun ¢teciho rdmce mohl byt dal§im
nastrojem genetické variability, poskytujici organismu
evolu¢ni vyhodu napf. v disledku stimulace exprese pro-
teint s modifikovanymi vlastnostmi, coz organismu umoz-
ni obyvat jak prostory piivodni, tak nové ekologické niky”.

Vysledky mnoha studii pfesvéd¢iveé ukazaly, ze sek-
vence, na kterych dochazi k popsanym cilenym (—1) posu-
niim ¢teciho ramce, vykazuji spolecné rysy, které je moz-
no nalézt v databazich znamych prokaryotickych i eukary-
otickych sekvenci®**. Timto postupem bylo identifikova-
no velké mnozstvi potencialnich signalti pro posun ¢teciho
ramce, jejichZ vyskyt je 2—6x vyssi neZ ndhodny. Neékteré
z nich jsou navic konzervativni mezi homolognimi geny
riznych druhd. Problémem zistdva nastaveni vhodnych
parametrii vyhledavani, nebot’ i pfes fadu uspéchd vede
predikce casto k falesné pozitivnim vysledkim ¢i naopak
pri aplikaci striktnich kritérii nejsou identifikovana mista,
na nichz ke zméné kodovani skuteéng dochazi*>***. Jedna
se o mechanismus, ktery lze cilen¢ regulovat a predstavuje
tak nové mozZnosti terapeutického zasahu.

Tato prace vznikla za financni podpory granti
MSMT: 1M6837805002 a MSM 6046137305.
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Programmed ribosomal frameshifting, one of the al-
ternative decoding events, occurs with the frequency sig-
nificantly higher than the incidence of common transla-
tional errors of this type. In general, there are at least two
motives involved in the frameshifting: the slippery se-
quence, where the shift of the ribosome takes place, and
acis element situated several nucleotides downstream of
the slippery sequence, which enhances the event effi-
ciency. This review is devoted to the mechanisms and
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tions.



Chem. Listy 100, 1075-1083 (2006)

Referat

VLASTNOSTI A MODIFIKACIA POLY(3-HYDROXYBUTYRATU)

GIZELA MIKOVA A IVAN CHODAK

Ustav polymérov, Centrum excelentnosti CEDEBIPO,
Slovenska akadémia vied, Dubravska cesta 9, 842 36 Bra-
tislava, Slovenskd republika

upolgimi@savba.sk

Doslo 8.8.05, prepracované 12.4.06, prijaté 14.6.06.

Krucové slova: poly(3-hydroxybutyrat), syntéza, starnutie,
termicka degradécia, zmesi, modifikacia

Obsah

. Uvod
2. Struktura poly(3-hydroxybutyratu) (PHB)
. Syntéza PHB
3.1. Mikrobiologické syntéza
3.2. Chemicka syntéza
. Vlastnosti PHB
4.1. Termicka degradécia
4.2. Vlastnosti v tuhom stave
4.2.1. Vplyv postupov spracovania na vlastnosti
PHB
4.2.2. Starnutie PHB fyzikdlnymi procesmi
4.3. Biodegradacia
. Modifikacia PHB
5.1. Kopolymerizacia
5.2. Chemicka modifikacia
5.3. Fyzikalna modifikacia
. Aplikécie materidlov na baze PHB
. Zaver

[a—

1. Uvod

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) patria k najvyznam-
nejSim biologicky syntetizovanym polymérom. Su to bio-
polyestery  3-hydroxykyselin so  Sirokospektralnymi
vlastnostami'. Izoluju sa vo forme vysoko a nizkomoleku-
lovych frakcii zbakterialnych membran®, rastlinnych’
a zivogisnych tkaniv®. Prvym objavenym a zarovefi §truk-
tirne najjednoduch§$im PHA je poly(3-hydroxybutyrat)
(PHB), ktory je aj najviac prestudovany. Okrem zdravotne;j
nezavadnosti pre l'udsky organizmus ma PHB vyborné
bariérové vlastnosti pre plyny, ¢o ho predurcuje na prie-
myselné vyuZzitie v obalovom priemysle. Napriek tomu sa
Cisty homopolymér v tomto odvetvi zatial’ prakticky nevy-
uziva najmi pre jeho niektoré nevyhodné vlastnosti. Std-
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dium tohto biopolyesteru je vysoko aktudlne vzhl'adom na
potrebu jednak zefektivnit’ jeho vyrobu a jednak modifika-
ciou upravit vlastnosti polyméru tak, aby vyhovovali
inaroénym vysokotonaznym aplikaciam. Praca prinasa
prehl’ad o vlastnostiach a moznych spdsoboch modifikacie
tohto biodegradovatel'ného polyesteru.

2. Struktira poly(3-hydroxybutyratu) (PHB)

Vysokomolekulovy PHB bol objaveny Lemoignenom

v rokoch 1923-1927 ako produkt biosyntézy urcitych dru-
hov baktérii. Az ovel'a neskor (1983), Reusch a spol. izo-
lovali derivaty s kratkymi retazcami vo forme komplexov
s kalcium polyfosfatom z Escherichia coli’. 'V biolo-
gickych Struktirach sa hydroxybutyrat (HB) vyskytuje
v principe v dvoch formach®:
forma homopolyméru (PHB a mc/ PHB (medium
chain length PHB) — makromolekuly so ,.stredne
dlhymi retazcami®), s funkciou zasobovania organiz-
mu energiou a uhlikom,
forma hydroxybutyratovych rezidui s nizSou mélovou
hmotnostou (cyklické oligolidy a ich derivaty), ktoré
mozu tvorit’ komplexy s inymi biomakromolekulami
ako napr. s kalcium polyfosfatom, alebo proteinmi
a maju funkciu prendSaca ionov. Okrem spominanych
cyklickych foriem sa HB nachadza aj v krvi cicavcov
vo forme 3- alebo 4-hydroxybutanovej kyseliny (4-HB),
pricom 4-HB derivatu sa pripisuje funkcia neurébnové-
ho prenésaca’.
Vysokomolekulovy poly(3-hydroxybutyrat) je linear-
ny polyester, ktorého makromolekula je tvorend opticky
aktivnymi jednotkami kyseliny D(-)-3-hydroxybutanovej
(obr. 1). Vyskytuje sa v zavitnicovej konformacii. Kym
sekundarnu struktaru PHB vyjadruje 'avotociva 2, zavitni-
ca vg'g'tt konformécii®, §truktira oligolidov pozostava
z pravotocivych 3, zavitnicovych konformacii.

Z makroskopického pohladu je PHB semikrystalicky
polymér so stupiiom krystalinity v rozsahu 55-85 % (cit.”).
Ortorombicka zakladna krystalickd bunka ma rozmery a =
0,576 nm, b = 1,320 nm, ¢ = 0,596 nm a obsahuje dve

0]
O
O

o O

(e}
poly(3-hydroxybutyrat) triolid - cyklicky trimér

Obr. 1. Schéma monomérnej jednotky PHB a cyklického tri-
méru HB



Chem. Listy 100, 1075-1083 (2006)

antiparalelne orientované helikalne makromolekuly. Cias-
tone plandrna cik-cakovitd Struktira méze vzniknit po
mechanickom namahani (dizeni) zamorfnej fazy medzi
lamelami tvorenymi zavitnicovymi konforméaciami'’. PHB
tvori nezvycajne tenké lamelarne krystaly, ktoré su organi-
zované do dostickovitych tvarov, alebo sférulitov,
v zavislosti od zdroja rastu krystalitov (roztok, tavenina).
Hrabka lamiel sa pohybuje v rozpéti 4-7 nm s prevladaji-
cim rozmerom 5 nm (cit.°).

3. Syntéza PHB

Viaceré typy mikroorganizmov vytvaraji v pod-
mienkach nevyvazeného rastu zdsobné materidly na baze
uhlika. Takymto spOsobom syntetizuju poly(3-hydroxy-
butyrat) rézne druhy baktérii (napr. Bacillus magaterium,
Alcaligenes eutrophus, Pseudomonas oleovorans), kyano-
baktérii arias. Tento fenomén moZzno prirovnat
k vytvaraniu zasobného glykogénu cicavcami alebo skrobu
rastlinami.

Vzhladom na pritomnost C; metylového uhlika
v poly(3-hydroxybutyréte) sa polymér vyskytuje vo forme
dvoch opticky aktivnych izomérov (R)- a (S)-. Mikrobiolo-
gicky syntetizovany PHB obsahuje Cisto (R)-izomérne
jednotky a je izotakticky. Na druhej strane chemicky syn-
tetizovany PHB, ktory pozostava z (R)- aj (S)-
monomérnych jednotiek, je vacsinou atakticky, alebo syn-
diotakticky v zavislosti od podmienok syntézy. Podiel (R)-
izoméru v poly[(R,S)-3-hydroxybutyrate] sa pohybuje
v rozsahu od 6 do 94 % (cit."").

3.1. Mikrobiologicka syntéza

Nutnou podmienkou akumulacie PHB v biomase je
nevyvazenost’ vyzivovacieho roztoku v zmysle nedostatku,
alebo nadbytku niektorého z komponentov (C, H, N, O, P).
Biosyntéza PHB zacina konverziou uhlikového substratu
(glukodza, glycerol, metanol, etanol, kyselina octova'”) na

Tabulka I
Zlozenie polyhydroxyalkanoatov (PHA) akumulovanych
A. eutrophus z rdznych zdrojov uhlika'®

Zdroj uhlika Obsah Zlozenie polyméru
PHA [mol. %]

[hmot. %]~ 3.yB 4-HB

CI(CH;);COOH 27 89 11

HO(CH,);COOH 30 67 33

HO(CH,);COOH + 43 82 18

CH;(CH;),COOH

HO(CH,),OH 8 75 25

HB — hydroxybutyrat
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acetat, ktory sa moze v organizmoch transportovat’ pomo-
cou koenzymu A (CoA). Reverzibilnou kondenzacnou
reakciou dvoch molekul acetyl-CoA vznika acetoacetyl-
CoA, ktory sa nasledne redukuje na (R)-3-hydroxybutyryl-
CoA. Jeho polymerizaciou vznika PHB so zachovanou
konfiguraciou na asymetrickom uhliku.

V zavislosti od zdroja a prostredia rastu baktérii moz-
no tymto spésobom syntetizovat’ ré6zne druhy polyhydro-
xyalkanoatov (tabulka I). Zlozenie konec¢ného produktu
(homopolymér, kopolymér, alebo zmesi viacerych PHA)
ako aj jeho vytazok zavisi od prirodzenej variability synte-
tizujucich organizmov. Manipulaciou gendému bunky hos-
titel'a a pridavkom prekurzorov mozno eliminovat’, inhibo-
vat’, alebo inak modifikovat’ prebiehajlice bioprocesy a tak
zabezpegit’ kontrolu dizky polymérneho retazca'®. Biosyn-
tézou vznika vysomolekulovy PHB s hmotnostnym prie-
merom moélovej hmotnosti M, az do 1,3-10" gmol™
(cit.').

Prvym krokom izolacie PHB z biomasy je deStrukcia
bunkovej membrany, ktord méze prebehnit’ mechanicky,
chemicky, alebo enzymaticky'. Narusanie membran,
ktoré in vivo tvoria bariéru medzi homoregionmi obsahuji-
cimi PHB (nativne granule) a ostatnym okolim, zaroven
dava priestor heteronukleécii, ¢im sa z plne amorfného
PHB stiva semikrystalicky polymér'®. Rychlost’ krystali-
zacie potom zavisi od stupiia poskodenia membrany.

Nasledne sa polymér rozpusti vo vhodnom rozptstad-
le (napr. chloroform, metylénchlorid, 1,2-dichloretan, pyri-
din) a hrubé necistoty (zvySky bunkovych stien) sa oddelia
filtraciou a na zaklade rozdielu hustot centrifugaciou. Ko-
necné Cistenie sa uskutoCiiuje extrakciou za pouzitia
vhodnych zmesi typu voda/organické rozpustadlo.

3.2. Chemicka syntéza

Organicka syntéza PHB je zaloZena na polymerizacii
(R a/alebo S)-B-butyrolaktonu, pri ktorej dochadza k otvo-
reniu kruhu cyklickej zluceniny (ring-opening polymeriza-
tion) (obr. 2). Reakcia je katalyzovana prevazne organoko-
vovymi katalyzatormi na béze hlinika a zinku'”'®. Zmenou
alkylového retazca laktonu alebo pritomného katalyzatora
mozno pripravit rézne kopolyméry hydroxyalkanoatov
(HA) alebo ich homopolyméry s roznou takticitou. Molové
hmotnosti takto pripravenych polymérov vsak bezne dosa-
huji  poloviéné az tretinové hodnoty v porovnani
s biosyntetizovanym produktom.

4. Vlastnosti PHB

Vzhl'adom na semikrystalicky charakter a podobnost’
mechanickych vlastnosti je biologicky syntetizovany PHB
najCastejS§ie porovnavany so syntetickym izotaktickym
polypropylénom (iPP). Av§ak iPP m& neporovnatelne
vys$iu taznost’ vplyvom posunutia 7, do oblasti teplot pod
0 °C. V tabulke II st uvedené niektoré fyzikalne vlastnosti
PHB a iPP v porovnani s inymi biopolymérmi.

NajhtiZevnatej$im polymérom z uvedenych materia-
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gH,
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H H, §

H,C kat.
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o

(R,S)-p-butyrolaktén

n

poly((R,S)-3-hydroxybutyrat)

Obr. 2. Chemicka syntéza poly(3-hydroxybutyratu)

lov je poly(e-kaprolaktén) (PCL) a naopak najpevnejSim
polyglykolid (PGA). Je nutné poznamenat, ze ddlezitym
faktorom, ktory do velkej miery vplyva na vysledné me-
chanické vlastnosti, je mélova hmotnost’ polyméru. Napri-
klad zmenou molovej hmotnosti (M,,) PLLA z 50 000 na
200 000 g mol™ mozno dosiahnut’ material s pevnostou
v tahu od 15,5 do 150 MPa. O nie¢o mensi efekt mozno
pozorovat’ u PHB, ked’ zmena M,, z 300 000 na 100 000
g mol ™' vedie k zniZzeniu pevnosti z 30 na 10 MPa (cit.>").
Na druhej strane modul pruznosti a taznost’ viac zavisia od
doby skladovania materidlu po pretaveni, pocas ktorej
polymér krehne. V porovnani s polymérmi uvedenymi
v tabul’ke II ma PHB niekol’ko neziaducich vlastnosti, a to
nizku deformovatelnost’ anizku termickd stabilitu uz
v blizkosti teploty topenia (PCL a PLLA degraduju pri
teplotach nad 200 °C). Vlastnostiam PHB v tavenine ako
aj v tuhej faze sa budu venovat’ nasledujuce kapitoly.
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4.1. Termicka degradacia

Zavaznym problémom pri spracovani PHB je jeho
rychla termicka degradéacia uz okolo teploty topenia (170
az 180 °C). Ked'ze teplota spracovania sa vacSinou pohy-
buje v rozsahu 10-15 °C nad T, polyméru, je nevyhnutné
pocitat’ s dosledkom degradacie na vysledné vlastnosti
materialu.

Vo vSeobecnosti pyrolyzu polyesterov popisuju dva
mechanizmy?'**: cis-elimindcia a transesterifikacia. Pri
teplotach nad 300 °C moze dochadzat’ k neselektivnym
radikalovym reakciam. Cis-eliminacia (obr. 3) je domi-
nantnd pre estery s aktivovanymi C—H vdzbami pritomnos-
tou karboxylovych skupin, ktoré zvysuju ich kyslost’.

Medzi degrada¢nymi produktami PHB prevlada kyse-
lina krotéonova. Analyza termodegradacnych produktov
potvrdila pritomnost PHB oligomérov a kyseliny izokro-
tonovej pri teplote okolo 300 °C (cit.?).

Doélezitymi parametrami, ktoré popisuju efekt termic-
kej degradacie na vlastnosti polyméru, s zmeny molovej
hmotnosti polyméru a reologické vlastnosti pri teplotach
okolo teploty topenia. Vysledky GPC analyz PHB vzoriek
v teplotnom intervale 170-200 °C poukazali na zaujimavy
fakt. Po pociato¢nom poklese M, s ¢asom tavenia doslo
k miernemu nérastu M, pred dal§im poklesom. Tento
,,skok® sa pripisal polykondenzacii pévodnych hydroxylo-
vych a karboxylovych koncovych skupin a tiez tych, ktoré
vznikli podas degradacie®®. Tento efekt nebol pozorovany
na zaklade stanovenia indexov toku taveniny, pretoZe sa
objavuje vel'mi skoro v peridde ,,zahrievania“. Vysvetlenie

pomocou  kratkodobej polykondenzacie podporuje aj
s
O—rCH 0 "y
RL@ @/C/COORZ —_— R% + I
O-*H o COOR?
S5+
R, R2 = zvySok polymérneho retazca
Obr. 3. Cis-eliminacia poly(3-hydroxybutyratu)
Tabulka II
Fyzikalne vlastnosti niektorych biopolymérov'’ a izotaktického polypropylénu (iPP)
Polymér E [GPa] o, [MPa] & [%] T, [°C] T [°C]
PHB* 3,5-4,0 40 5-8 5-15 168182
PLA® 0,4-3,5 21-60 2,5-6 45-60 150-160
PGA° 6,0-7,0 60-100 1,5-20 35-45 220-233
pCL! 0,21-0,44 21-42 300-1000 —60 58-65
iPP 1,5 38 400 -10 176

* poly(3-hydroxybutyrat), ® semikrystalicky poly(L-laktid), ¢ polyglykolid, ¢ poly(s-kaprolakton), E — Youngov modul pruz-
nosti, 6, — pevnost’ v tahu (napétie pri pretrhnuti), &, — taznost’ (prediZenie pri pretrhnuti), 7, . — teplota sklovitého prechodu,

Tm— teplota topenia
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Tabulka III
Hodnoty aktivacnej energie (E,) termickej degradacie PHB
E,[kJ mol] Metoda
111+7 TGA®
235 DSC*
247+ 19 GPC*
380 £20 Py-MS, DTG

pozorovanie tvorby vody pocas termickej degradacie PHB
vo vakuu®.

Kinetika termickej degradacie PHB, ked'ze nezavisi
od koncentracie zloziek, sa odvodzuje od kinetiky nultého
poriadku. Rychlost’ Stiepenia retazca je vyjadrena rovni-
cou:

1/Pyy— 1/Pyg = kt

kde P,; a P, su Ciselné priemerné polymerizacné stupne
v ase ravcase 0s.

Z priebehu izotermickej degradacie (170, 250, 290 °C)
v dusikovej atmosfére sa zistil iba maly ubytok hmotnosti
napriek rapidnemu poklesu priemerného polymeriza¢ného
stupflazs. Vypocitané hodnoty aktivacnej energie (£, —
teplotny koeficient) su konstantné pocas zmien hmotnosti,
¢o indikuje, Ze reakény mechanizmus sa nemeni s teplotou
ani so stupnom degradacie. Napriek tomu sa hodnoty FE,
uvedené v literatare znacne lisia (tabulka III).

Vicsina hodndt je ovel'a vysSia ako hodnoty vypoci-
tané z plynovej pyrolyzy aktivovanych (E, = 157 kJ mol™")
a neaktivovanych (E, = 190 kJ mol™") esterov*.

Vzhl'adom na nihodné Stiepenie retazca cis-
eliminaciou, je obtiazne stabilizovat PHB konvencnymi
metddami. Zaujimavé vysledky sa dosiahli pouZitim siet’o-
vacich systémov pozostavajicich z organického peroxidu,
napr. dikumylperoxidu (DCP) ako zdroja volnych radika-
lov a trialylkyanuratu (TAK) ako multifunkénej nenasyte-
nej zladeniny®. Kombinacia TAK/DCP vyznamne ovplyv-
nila charakteristiky prietoku taveniny PHB, Cas teCenia sa
predizil 20 nasobne.

4.2. Vlastnosti v tuhom stave

4.2.1. Vplyv postupov spracovania na viastnosti PHB

Postupy spracovania PHB maju vyrazny vplyv na
morfolégiu a mechanické vlastnosti polymérneho produk-
tu. Lisovanie poskytuje tazny material, ktory ale nasled-
nym skladovanim pri laboratérnych podmienkach krehne.
Hodnoty mechanickych vlastnosti sa pohybuji okolo hod-
noét 3,5 GPa (modul pruznosti), 40 MPa (pevnost’ v tahu)
a taznost’ s dobou skladovania klesne az na hodnoty pod
5 %. Podobné vlastnosti mozno ocakavat’ i pri spracovani
polyméru inymi postupmi pouZivanymi pre termoplasty,
napr. extrudovanie alebo vstrekovanie.

Délezitym postupom najmé z hl'adiska zniZenia efek-
tu termickej degradacie na vysledné vlastnosti materialu je
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extrizia pod teplotou topenia PHB (solid state technolo-
2y), kde doleziti ulohu zohrava teplota spracovania®’. So
zvySujucou sa teplotou dochadza k vicsej plastickej de-
formécii pocas spracovania a k zvySeniu kompaktnosti
polymérneho prasku. Spracovanim PHB pri 120 °C sa
dosiahne materidl s pevnostou v tahu do 60 MPa
a predizenim 18 %. Porovnanim dynamicko-mechanic-
kych vlastnosti vzoriek pripravenych z taveniny a pod T;,
mozno povedat, ze vplyvom nizSej teploty spracovania
dochddza k posunu 7, smerom k vyS$§im hodnotdm
a k zniZzovaniu maxima v zavislosti stratového faktora od
teploty, ¢o naznacuje intenzivnejSie interakcie medzi krys-
talickou a amorfnou fazou v materiali pripravenom techno-
logiou ,,s0lid state®.

V pripade PHB osobitny vyznam moézu mat’ postupy
pripravy vlédkien a folii. Tvorba anizotrépnej Struktiry
vlakna prebicha z taveniny aj z roztoku, priCom v druhom
pripade je vyhodnd pritomnost’ zbytkovych rozpustadiel
vo vlakne, vzhl'adom na ich plastifikacny ucinok. Z tech-
nologického hladiska sa zda byt najvhodnej$im sposobom
pripravy zvlakiiovanie z gélu (napr. 1,2-dichloretan)®®.
Vlékna pripravené tymto sposobom sa vyznacuju vysokou
tuhostou a pevnostou (pevnost v tahu o, = 103 az
360 MPa) v zavislosti od pouzitej Gpravy po zvlakinovani
(diienie, temperovanie). Pevnost’ v tahu diien}'/ch vlakien
z taveniny sa pohybuje v rozpiti 40-250 MPa a prediZenie
pri pretrhnuti dosahuje hodnoty az do 70 % (cit.”).

4.2.2. Starnutie PHB fyzikdlnymi procesmi

Zaujimavym faktorom, ktory do zna¢nej miery limitu-
je vyuzitie PHB, je fenomén starnutia. Tento jav spociva
v tom, ze s dobou skladovania materidlu pri podmienkach
okolia dochadza k vyraznym zmenam vo fyzikalnych
vlastnostiach polyméru, ¢o ma za nasledok krehnutie poly-
mérneho materialu. Narast modulu pruznosti a pevnosti
v tahu s dobou starnutia sprevadza pokles hodnot predize-
nia pri pretrhnuti. Tento efekt vysvetluji dve teorie:

a) Teoria fyzikalneho starnutia

Fyzikalne starnutie je relaxacny proces amorfnych
polymérov. KedZe vibracny pohyb segmentov je pod 7,
obmedzeny, konformacné zmeny vo velkom meritku nie
st mozné. Napriek tomu, ak sa materidl rychlo ochladi
z taveniny do skelného stavu, amorfné ret'azce nedosiahnu
rovnovazny volny objem a ak sa material nasledne skladu-
je pri teplotach okolo T, pomalym reorganizovanim ret'az-
cov volny objem klesd. V semikryStalickych polyméroch
krystaly sluzia ako fyzikalne sietovadla, ovplyviiuju spra-
vanie sa interlamelarneho amorfného materidlu
a sposobuju, ze fyzikalne starnutie sa pozoruje aj pri teplo-
tach o nieco vysSich ako T,. Efekt fyzikalneho starnutia sa
da tplne zvratit’ regenerovanim vol'ného objemu. Regene-
rovanie sa dosiahne jednoducho zahrievanim materidlu
nad T, alebo mechanickym namahanim. Ked'ze tieto po-
stupy nevplyvaju na krystalinitu, reverzibilny charakter
fyzikalneho starnutia ho dovol'uje rozlisit’ od progresivne;j
krystalizacie.



Chem. Listy 100, 1075-1083 (2006)

Idea, Ze proces fyzikalneho starnutia je zodpoved-
ny za krehnutie PHB, bola zvaZzovand viacerymi
autormi’®>?. Pokles maximalnej hodnoty stratového
faktora (tan 6 = f(7)) s dobou skladovania, stanoveny
z DMTA, indikuje pritomnost’ relaxacného deja, podobné-
ho, ako sa pozoruje u amorfnych polymérov, ale zaroveni
nevylucuje aj vplyv iného procesu, zodpovedného za zni-
7enti pohyblivost’ retazcov v amorfnej faze™.

Koning a Lemstra®' starnuty material pred charakteri-
zaciou mechanickych vlastnosti temperovali pri 70 °C, tj.
pri teplote dostatocnej na zvratenie fyzikalneho starnutia
a zaroven prili§ nizkej na to, aby spdsobila iné¢ morfologic-
ké zmeny v materiali. Takymto spdsobom sa podarilo do
uréitej miery zregenerovat’ prediZenie z 8 na 12 %, zatial
¢o povodny proces starnutia zredukoval tato veli¢inu z 45
na 8 %. Z vysledkov je zrejmé, ze fyzikalne starnutie je
faktor, ktory sa podiel'a na unikatnom spravani sa PHB,
ale len v malej miere.

b) Teoéria sekundarne;j krystalizacie

Pocas spracovania PHB nedochadza k ukonceniu
krystalizacie medzi spracovatel'skymi cyklami a nésledne
prebieha progresivna krystalizacia. Ked’Ze rychlost’ tohto
procesu je limitovana pri izbovej teplote kvoli blizkosti T,
sekundarna kryStalizdcia PHB zahrfiuje najmd proces
,,zdokonal'ovania‘“ lamiel, ktory spdsobuje redukciu amorf-
no—krystalickej medzifazy’® atym sa zvySuje pnutie v
amorfnej faze. Napriek tomu, okrem dokrystalizovavania
uz vzniknutych krystalitov, skladovanie PHB sprevadza aj
vyvoj novych krystalov, ktoré sa topia pri 77 °C (cit.**).
Dilatometricky stanoveny narast kryStalinity o7 %
z pdvodnych 56 % v priebehu 8 dni od spracovania poly-
méru potvrdzuje priebeh progresivnej krystalizacie. Po
1 mesiaci skladovania dochadza k ukoncéeniu krystalizacie
a zaroven, ako udavaju autori, tento ¢as koreSponduje s
koneénymi zmenami mechanickych vlastnosti®'. Casovy
stilad vsak nebol pozorovany inymi autormi’’, ktori uva-
dzaju narast krystalinity len po dobu niekol'kych hodin
starnutia PHB.

Mechanizmus sekundarnej krystalizacie podporuju aj
vysledky ziskané modelovanim procesov’®. Podas starnutia
dochadza k tvorbe helikalnych $truktar na okrajoch retaz-
cov spojovacich makromolekul, ktoré sa postupne zabudo-
vavaju do krystalickej fazy. Takyto systém je stabilizova-
ny silnymi intermolekulovymi interakciami medzi helixa-
mi kryStalickej fazy. Skratenie okrajov retazcov je kom-
penzované natiahnutim stredovych segmentov ret'azcov,
¢im sa zvySuje pnutie v molekule.

4.3. Biodegradacia

Jednou zo zékladnych vlastnosti PHB je jeho environ-
mentalna kvalita, ktora o.i. zahffia schopnost’ materialu
biodegradovat’ vo vhodnom prostredi. Enzymaticka degra-
dacia mikrobialneho poly(3-hydroxybutyratu) je pomerne
rychly proces (tabulka IV), pricom na jeho rychlost’ vply-
va niekol’ko faktorov. Okrem biodegradacného prostredia,
vyznamnu tlohu zohrava krystalinita polyméru®’, pretoze
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Tabul’ka IV
Uplna biodegradacia jednoduchého krystalu'* a PHB
materialu* v réznych prostrediach

Prostredie Vzorka Doba
[tyzden]

Inkubované krystal 0,3

depolymerazou

Poda (25°C) odliatok 1 mm 76
folia 75 um 12

Rie¢ne sedimenty (20°C)  odliatok 1 mm 39
folia 75 um 8
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PHB depolymeraza prednostne hydrolyzuje retazce
v amorfnej faze a az nasledne dochédza k degradacii krys-
talickej fazy. Napriek tomu Rosa a spol. nepozorovali
ziadnu korelaciu medzi krystalinitou polymérov a ich
biodegradaciou®™?’, ak sa biodegradacia uskuto&nila
v podnom komposte bez dodato¢ného naockovania kom-
postu rozkladnym enzymom. DélezitejSiu tlohu ako krys-
talinita ma v tomto pripade teplota biodegradacie, ked
teplota vyssia ako 25 °C (46 °C) podporuje rast termofil-
nych organizmov, ktorym PHB sluzi ako zdroj vyzivy™.
Rychlost’ biodegradacie polyesterov navySe mozno zvysit
termickym kondicionovanim vzoriek pred samotnou
biodegradaciou™.

Mechanizmus enzymatického pdsobenia v procese
degradacie sa pokusili objasnit’ Seebach a spol. pouzitim
PHB depolymeréazy z Alcaligenes faecalis®. Autori vycha-
dzaju z modelu aktivnych miest depolymerazy, ktora pdso-
bi ako endo esteraza, Cize k Stiepeniu retazca nedochadza
na koncoch ret'azca, ale vo vnutri, a to vyluéne medzi dvo-
ma (R)-HB jednotkami. Tento fakt je dovodom, preco je
syndiotakticky polymér stabilny voci enzymatickej degra-
dacii, kym u ataktického PHB (racemicka zmes (R,S)-HB
jednotiek) moéze dojst k enzymatickej hydrolyze iba
v pripade, ak sa vyskytna v ret'azci vedl'a seba dve (R)-HB
jednotky.

5. Modifikicia PHB

Existuje viacero metod ako ovplyvnit’ vlastnosti PHB,
v podstate ich mozno rozdelit’ do dvoch zékladnych sku-
pin, na fyzikalne a chemické. Medzi chemické metody
patri kopolymerizicia alebo modifikatné postupy, ktoré
vedd k zmene chemickej Struktiry homopolyméru napr.
ockovanie, sietovanie a pod. Na druhej strane Castymi
fyzikadlnymi metdédami modifikacie PHB st temperacia
materialu, aditivacia polyméru s nizkomolekulovymi
a priprava zmesi s vysokomolekulovymi zlG¢eninami.
5.1. Kopolymerizacia

Statistické kopolyméry pripravené zdmenou metylo-
vej skupiny PHB za etylovu, alebo dlhsi substituent sa
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syntetizovali s cielom zvysit’ taznost’ a tym aj hizevnatost’
polymérneho materialu. Velkd pozornost’ sa v tomto sme-
re venuje kopolyméru hydroxybutyratu s  hydroxy-
valerdtom [poly(HB-co-HV)] alebo hydroxyhexa-
noatom*'*?. Zaglenenie jednotiek HV vedie k poklesu hod-
not modulov, k zvySovaniu predizenia pri pretrhnuti
v zévislosti od obsahu HV v kopolyméri a k tieZ miernemu
zlepSeniu termicke;j stability.

Casto pouzivanym postupom, ktory v kone&nom dé-
sledku moze viest' k syntéze PHB kopolymérov, je trans-
esterifikacia alifatickymi diolmi. V prvom kroku reakcie
dochéadza k tvorbe PHB-diolu, a to bud’ degrada¢nou reak-
ciou (alkoholyza polyméru***), alebo syntézou
z nizkomolekulovych HB zlugenin (butyrolakton®, etyl-
HB"*%). Takto pripravené telechelické polyméry maji dobre
definované reakéné koncové skupiny a st vhodné na pri-
pravu vysokomolekulovych blokovych kopolymérov pro-
cesom spajania retazcov vhodnymi &inidlami** .

Mechanické vlastnosti ziskanych materialov priamo
zavisia od obsahu krystalickej frakcie (hard segment)
PHB-diolu v blokovom kopolyméri. VSeobecne mozno
povedat,, Ze s narastajucim obsahom PHB-diolu dochadza
k zvyseniu pevnosti v tahu a znizovaniu predizenia pri
pretrhnuti. Na druhej strane typ nekrystalizujuceho seg-
mentu (soft segment, napr. dioly na baze kyseliny polyadi-
povej, polyetylénoxidu, alebo polykaprolaktonu) ma iba
maly vplyv na modul pruznosti. Dizka retazca soft seg-
mentu nepriamo ovplyviiuje morfologiu a mechanické
vlastnosti kopolyméru. Soft segmenty su d’alej rozhoduji-
ce z hladiska degradovatelnosti, chemickej a biologickej
funk¢nosti materialu.

5.2. Chemicka modifikacia

V literature su popisané viaceré¢ sposoby chemickej
modifikacie PHB, hoci celkovy pocet prac zd’aleka nedo-
sahuje mnoZstvo prac publikovanych napr. pre polyolefi-
ny.

Reaktivne sietovanie polyméru organickymi peroxid-
mi za pritomnosti koagenta sietovania sa zda byt do istej
miery vhodnou cestou ako ovplyvnit’ mechanické vlastnos-
ti a zaroven prispiet’ ku termickej stabilizacii PHB®. Pri-
tomnost’ siete spdsobuje, ze termickad degradacia porusuje
vizby v polyméri s relativne mensim efektom na prietok
taveniny. Koncové skupiny tvorené termickou degradaciou
PHB su predovsetkym krotonylové a karboxylové skupiny.
Snaha polymerizovat' vznikajuce krotonylové skupiny
pouzitim oxidac¢ného ¢inidla by mohla viest' ku konverzii
nenasytenych vézieb na glykolové jednotky, ktoré mdzu
d’alej kondenzovat’ s karboxylovymi skupinami. Praktic-
kejSou alternativou je sietovanie iniciované zdrojom vol-
nych radikélov, predovsetkym termickym rozkladom orga-
nickych peroxidov. Inicidcia y Ziarenim nie je vhodna,
pretoze spdsobuje degradiciu PHB, ako autori ukazuj
na vyraznom poklese moélovej hmotnosti, ¢im sa vysvetl'u-
je aj znacny pokles pevnosti v tahu.

Reakcie iniciované vol'nymi radikalmi mozno vyuzit
aj na iné typy modifikacie. Napriklad PHB materialy ocko-
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vané maleinanhydridom®'? pripravené v pritomnosti ben-
zoylperoxidu ako inicidtora vykazuju zvySent termick(
stabilitu v porovnani s homopolymérom. Teplota rozkladu
sa zvysi o 20 °C a inkorpordcia maleinanhydridovych sku-
pin dokonca urychli biodegradaciu PHB.

Z hladiska modifikacie su zaujimavé PHA obsahuju-
ce funként skupinu (halogén, nitril), alebo nenasytenu
vézbu na relativne dlhom bo¢nom ret’'azci. Takéto PHA st
syntetizované baktériami typu Pseudomonas Oleovorans.
Zlepsenie ich elastickych vlastnosti sa d4 dosiahnut’ okrem
sietovania peroxidmi a sirou (vulkanizacia) aj kvantitativ-
nou konverziou dvojitych védzieb na epoxidové skupiny
(epoxidacia), ktoré sa d’alej mozu sietovat’ vhodnym sie-
tovacim ¢inidlom™"*,

5.3. Fyzikadlna modifikacia

Jednoduchym spdsobom fyzikalnej modifikacie je
temperovanie materialu pri teplotach pod 7, polyméru.
Pocas nekontrolovanej krystalizacie PHB sa tvoria defekt-
né krystaly s réznou teplotou topenia (80—180 °C), ¢o indi-
kuje pomerne Sirokt distribliciu hribky lamiel. Tempero-
vanim sa tato distribucia z(zi. NavySe ak sa material pred
skladovanim temperuje dostatoéne dihy &as, rekrystaliza-
cia v dosledku starnutia polyméru prebicha v menSej mie-
re. Maximalnym prinosom tejto modifikdcie sa zda byt
dosiahnutie limitnej hodnoty taZnosti 30 %, a to tempero-
vanim PHB pri teplote 150 °C (cit.”).

MieSanie PHB so zluceninami s nizkou molovou
hmotnost'ou, alebo s polymérmi je d’alSia cenovo relativne
nenarocna a technologicky jednoduchd cesta ako zlepSit
niektoré fyzikalne vlastnosti PHB. Ovplyvnenie procesu
krystalizacie PHB sa rieSi pridavkom nukleac¢nych ¢inidiel
ako nitrid boru, sacharin, alebo chlorid amc')nnyS(’, ktoré
zvySuju nukleacnt hustotu, a tym minimalizuji casové
cykly pocas spracovania polyméru. Dochadza k tvorbe
védcsieho poctu mensich krystalitov, o ma za nasledok
zvySenie hiizevnatosti materialu.

Priama cesta pre ziskanie huZevnatejSieho materidlu
v porovnani s Cistym PHB spociva v pouziti plastifikato-
rov. V zavislosti od typu a obsahu aditiva dochadza k po-
sunu 7, smerom k niz§im hodnotam a k narastu prediZenia
v niektorych pripadoch az na hodnoty nad 250 % pri pri-
blizne 30% obsahu plastifikatora (napr. oxopropylglycerol,
dibutylsebakat)*’*. Z hladiska termickych vlastnosti PHB
niektoré plastifikatory posobia prodegradacne (glycerol),
triacetat glycerolu je z tohto pohladu inertny™.

Miesanie poly(3-hydroxybutyratu) s inymi biodegra-
dovatel'nymi polymérmi je Casto vyuzivanou metédou na
pripravu materialu s cielenymi mechanickymi vlastnosta-
mi. Pearce a spol. Studovali mieSateI'nost’ zmesi bakterial-
neho izotaktického PHB a syntetického ataktického PHB
metddou DSC. Zistili, Ze zmesi st mieSateIné nad 60 %
syntetického polyméru a fdzové spravanie sa je vysoko
citlivé na parametre ako postup pripravy vzoriek, molova
hmotnost  ai.”. Na druhej strane zmesi PHB/
polyhydroxyvalerat (PHV) obsahuji oddelené fazové do-
mény v tavenine, ktoré nésledne krystalizuji ako PHB
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a PHV typy sférulitov®’.

Abe a spol.*? pouzili vo svojej praci poly[(R,S)-3HB-
-b-6HH] ako kompatibilizator pre nemieSatelné zmesi
PHB a P6HH (poly-6-hydroxyhexanoat). Pridavok malého
mnozstva kopolyméru do zmesi sposobil zmensenie vel-
kosti dispergovanych P6HH domén. PrediZzenie pri pretrh-
nuti trojzlozkovych zmesi sa zvysilo az na 68 % oproti
povodnému PHB, zmesi sa spravali flexibilnejSie
a huzevnatejsie.

Dalsie biodegradovatelné zmesi tvori PHB s polyvi-
nylalkoholom (PVA)®. Komerény PVA je fakticky kopo-
lymér vinylalkoholu a vinylacetatu pripraveny
z polyvinylacetatu (PVAc) hydrolyzou. Vlastnosti zmesi
zavisia od obsahu zvySkového vinylacetatu, ktory
v koneCnom dosledku ovplyviiuje tiez mieSatelnost/
kompatibilitu s PHB. Zjavne slabé mechanické vlastnosti
sa pripisuju prodegrada¢nému ucinku glycerolu, ktory bol
v systéme pouzity ako plastifikator.

Miesatel'nost’ zmesi PHB/polyetylénglykol (PEG) sa
potvrdila na zaklade analyz DSC*. V désledku zvy$ovania
obsahu PEG v zmesi doslo k poklesu 7, PHB. Hodnoty
indexu toku taveniny potvrdili zlepSenie termickej stability
polyméru a tym aj zlepSenie spracovatel'nosti. Zmesi PHB/
polyetylénoxid si miesatené®, alebo &iastoéne miesatel-
né v tavenine v zavislosti od zlozenia zmesi®.

PHB a poly(e-kaprolakton) (PCL) tvoria nemiesatel’-
né zmesi a hodnoty modulov pruznosti a pevnosti v tahu
tohto systému prechadzaju minimom, ¢o je priznacné pre
nekompatibilné zmesi®’. Ak sa na kompatibilizaciu takejto
zmesi pouzije kopolymér poly(HB-co-CL), so zvySovanim
jeho obsahu v systéme sa teplota topenia PHB posunie
smerom k niz§im hodnotdm a naopak 7, PCL smerom
k vy$3im hodnotam®.

V literature su popisané aj zmesi poly(3-hydroxy-
butyratu) s inymi biopolymérmi; napr. Koyama a Doi zisti-
li, z2 PHB a poly(D,L-laktid) tvoria mieSatelné zmesi
v amorfnej faze. K tomuto zaveru dospeli na ziklade sta-
novenia jednej 7, pre cely koncentratny rozsah zmesi®.
Na druhej strane, nemiesatelné, ale kompatibilné¢ zmesi
boli pripravené s poly(butylénsukcinat-co-butylén-
adipatom) a poly(butylénsukcinat-co-g-kaprolaktonom)™.
Tieto zmesi sa Studovali predovsetkym vzhladom na ich
biodegradabilitu.

Na rozdiel od vyssSieuvedenych zmesi, pri ktorych sa
priméarne kladie doraz na ich biodegradovatelnost’, zmesi
PHB s nebiodegradovatel'nou zlozkou st zaujimavé predo-
vSetkym z hl'adiska ekonomického, pricom PHB sa kvali-
fikuje ako material z obnovitel'nych zdrojov, ktory dodava
zmesi niektoré Specifické charakteristiky, napr. zlepsené
bariérové vlastnosti. Siri prehlad o vlastnostiach zmesi
obsahujtcich mikrobidlny PHB prinasa prehl'adovy ¢lanok
Ha a spol. (cit.”).

6. Aplikacie materialov na baze PHB

Napriek rozsiahlej snahe mnohych autorov stabilizo-
vat’ poly(3-hydroxybutyrat) a zvysit huizevnatost’ materia-
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lov na baze PHB sa polyester v praxi zatial' vyuziva iba
ako kopolymér s hydroxyvalerdtom [poly(HB-co-HV)].
Koncentracia HV jednotiek ovplyviiuje vlastnosti a degra-
dacné schopnosti materialu, takze uruje sposob vhodnej
aplikacie. Papier s nanosom kopolyméru poly(HB-co-HV)
je uplne biodegradovatelny a recykluje sa ovela TlahSie
ako konvenéne foliovany papier’'. Jedna z najjednoduch-
Sich aplikacii poly(HB-co-HV) je biodegradovatelna na-
hrada za polyolefinové kontajnery, plastové folie a tasky.
Jednym z prvych komer¢ne dostupnych produktov na trhu
boli degradovatelné samponové flage’.

Potencialne vyuzitie ¢isttho PHB je v sicasnosti naj-
viac orientované do oblasti, kde sa nekladie doéraz na hu-
zevnatost materidlu, ale predovSetkym na jeho Cistotu.
Z dovodu vysokej biokompatibility materialov na baze
PHB je ich mozné vyuZzitie zamerané predovSetkym do
oblasti humannej mediciny a farmakolégie™™", & uz vo
forme matric sluziacich ako kostra pre rast a rozmno-
zovanie buniek v tkanivovom inzinierstve alebo v oblasti
riadeného uvolfiovania lieGiv. Dalsimi oblastami,
v ktorych by PHB mohlo néjst’ uplatnenie, st pol'nohospo-
darstvo a spotrebny priemysel. V pol'nohospodarstve je to
predovietkym forma matric pre Ziviny a pesticidy’®. Imo-
bilizované zluceniny v matrici pdsobia dlhsie, ich uvolno-
vanie je regulované a rastlina ich efektivnejSie vyuZiva.

7. Zaver

Poly(3-hydroxybutyrat) by mohol byt cennym mate-
ridlom pre vysokotonazne vyuzitie, predovsetkym
v obalovom priemysle z hl'adiska jeho environmentalnej
kvality za predpokladu, ze sa podari zlepsit’ niektoré vlast-
nosti (termicka stabilita, hizevnatost) a pripadne znizit
cenu polyméru. Cesta, naznacena v predlozenej praci spo-
¢iva v modifikacii polyméru, ¢i uz chemickou, alebo fyzi-
kalnou metddou, pripadne kombinaciou oboch postupov.
Mozno predpokladat, Ze synergickym pdsobenim viace-
rych postupov sa podari ziskat’ material vhodny i pre vyso-
kotonazne naro¢né pouzitie.
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Poly(3-hydroxybutanoate) (PHB) is a biodegradable
polyester, conventionally processable due to its thermo-
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1. Uvod

Cilem proteomiky je dynamické sledovani veskerého
souboru proteintt ur¢ité bunky, tkané, nebo organismu.
Nedavné desaté vyro¢i tohoto nového experimentalniho
oboru predstavujiciho dulezity milnik na cesté od genetic-
ké informace k jejimu vyjadieni v proteinech a soucasné
systémové analyze veSkerych fenotypovych znakid vedlo
k fad¢ diskusi a uvah o vysledcich, moznostech, omeze-
nich a perspektivach soucasné proteomiky'. Zdaleka nej-
zhavejsi diskuse se ptritom odehravaly v oblasti proteomi-
ky eukaryotickych organismt. Je to zplsobeno zejména
tim, Ze zatimco pii analyze genové exprese u bakterii ¢asto
vystacime s klasickou dvojrozmérnou proteinovou mapou
stoleti’, je takova analyza jen ve vyjimeénych pripadech
dostacujici pfi zkoumani proteomtl u eukaryotickych orga-
nismi. Abychom mohli pochopit obtiznost vytyceni za-
kladni vyzkumné linie v eukaryotické proteomice, o niz se
tak  vasnivé  diskutuje v akademickém  sektoru,
v laboratofich proteomickych firem, i na piidé mezinarod-
nich proteomickych organizaci jako jsou Human Proteome
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Organization (HUPO)’ popt. pravé ustavovana European
Proteomic Association (EuPA)*, musime se nejprve zaby-
vat nékterymi specifiky eukaryotické proteomiky. Jde
zejména o proteomiku ¢loveka a jinych modelovych orga-
nismi, jejichZ genom jiz byl Upln¢ nebo z velké vétSiny
sekvenovan.

2. Specifika eukaryotické proteomiky

Eukaryotickd proteomika byvéa casto uvadéna jako
pokraovani a vyusténi eukaryotické genomiky, od niz
prevzala nékteré pohledy a piistupy. Pfitom je vSak ne-
zbytné si uv€domit, Ze z metodického hlediska predstavuji
proteiny naprosto svébytnou tfidu biologickych makromo-
lekul zna€n€ odliSnych od DNA. Proteiny nelze na rozdil
od DNA molekul namnozit in vitro, proto jsou dodnes
proteomické experimenty zavislé na izolacich proteinti
z piirozenych zdroju, jejichz dostupnost je mnohdy ome-
zena.

Expresi relativné malého poctu gent (asi 40 000 geni
u c¢loveéka) vznikd ohromny pocet proteinovych molekul
v disledku existence genovych polymorfismu, splicingo-
vych variant a posttranslacnich modifikaci (viz nize).
Predpoklada se, ze lidsky proteom obsahuje pfes milion
riznych proteinovych molekul, byt stile nejsou
k dispozici tidaje pro kvalifikovangjsi odhad jejich poétu’.

V analyzovanych vzorcich eukaryotickych proteomu
se mohou proteiny vyskytovat v koncentracich, pohybuji-
cich se v rozmezi 10 fadli — zatimco koncentrace albuminu
v lidském séru je 50 mg ml™', koncentrace interleukinu-6
v témze materialu &ni 2 pgml™ (cit.*’). Tento ohromny
koncentracni rozsah klade nejen mimofadné naroky na
dynamicky rozsah analytickych metod, ale komplikuje
i separacni postupy, pfi nichz se separacni i¢innost ¢asto
zhorsuje vlivem nejhojnéji zastoupenych proteint.

Nedavné vyzkumy dale ukazuji, ze za fyziologickych
podminek se v buiice vyskytuje zna¢né procento proteinl
ve formé proteinovych komplext. Odhaduje se, Ze napf.
v kvasinkové buiice se mize vyskytovat az polovina vsech
pfitomnych proteinti ve formé proteinovych komplex,
znichz 40 % je jiz detailné charakterizovano®. Kromé
jednoduchych (binarnich, terndrnich nebo kvarternich)
proteinovych komplext jsou fyziologicky velmi vyznamné
1 dosti slozité proteinové komplexy — napf. ribosom obsa-
huje nékolik molekul ribonukleovych kyselin a kolem
stovky riiznych proteint’.

Samostatnou kapitolou vyznamné komplikujici vy-
zkum eukaryotickych proteomut jsou potom posttranslacni
modifikace proteinti. Téch je dnes jiz popsana vice nez
stovka a kazdym rokem pfibyva kolem desitky novych.
Jednou  z nejslozitejsi
v proteomice je glykosylace, které jsou vénovany kapitoly
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4-7 tohoto pojednani. Stejné rozmanité mohou byt ovsem
asociace proteinti s nepolarnimi lipidy, at’ jiz jde o kova-
lentni lipidové modifikace, nebo asociace membranovych
proteind s lipidy plasmatickych membran a membrano-
vych mikrodomén. Tomuto aspektu je vénovana kapitola 8
tohoto pfehledu.

Vsechny vySe uvedené charakteristiky eukaryotic-
kych proteomi kladou nejen vysoké naroky na pouzité
analytické metody z hlediska jejich citlivosti, dynamické-
ho rozsahu a robustnosti, ale Casto vytyCuji vyslovené
protichtidné pozadavky. Pro dokonalou separaci proteino-
vych smési je nezbytné pracovat s izolovanymi polypepti-
dy za denaturujicich podminek, pfitom se vSak ztraci in-
formace o biologickych ucincich proteint a jejich uspora-
dani ve funkéné vyznamnych proteinovych komplexech.
Pro separaci a analyzu proteinovych komponent eukaryo-
tickych proteoml je nezbytné znich odstranit chemické
substituenty vzniklé pii posttranslacnich modifikacich, ty
vSak Casto definuji jejich unikatni funkéné vyznamné iso-
formy. To vSe zplsobuje, ze v eukaryotické proteomice
zatim neexistuje jedind vSemi uznavana centralni metoda
nebo strategie vyzkumu, jakou je napt. amplifikace a sek-
venovani DNA v genomice. O riznych pfistupech a riz-
nych védeckych Skolach v eukaryotické proteomice pojed-
nava nasledujici kapitola.

3. Nové postupy eukaryotické proteomiky

Prehled jednotlivych technik postupné aplikovanych
ve vyzkumu eukaryotickych proteomd je znazornén na
obr. 1. Ackoliv byla dvojrozmérna gelova elektroforéza
dlouho hlavnim a jedinym nastrojem tohoto oboru'®'!,
pocatkem 90. let bylo zfejmé, Ze jiz nedostacuje zvySenym
narokiim a casto protichidnym potiebam jednotlivych
experimentll. Klicovym problémem se tehdy jevila sek-
vencni identifikace proteinovych skvrn na dvojrozmérnych
mapach, ktera zdstavala nezbytnou podminkou korelace
proteinovych map s biologii specifickych proteini obsaze-

hmotnostni spektrometrie

2D gelova elektroforéza
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nych v databazich genetickych sekvenci. V té dobé jiz
bylo evidentni, Ze metody chemie proteindl, napf. kvantita-
tivni aminokyselinova analyza nebo N-terminalni Edmano-
vo sekvenovani, pro svou pomalost, pracnost a vysoké
naroky na Cistotu analyzovanych proteind pfi feseni tohoto
problému pfili§ nepomohou. Rychlého rozsiteni vsak nao-
pak dosahly metody hmotnostni spektrometrie proteint,
jakmile byl v polovin€ 80. let rozfeSen problém zpisobu
ionizace velkych, net€kavych proteinovych molekul. Vel-
mi oblibenym nastrojem eukaryotické proteomiky se
v tomto ohledu stala zejména metoda peptidového mapo-
vani zalozena na Stépeni proteind pfimo v gelu a nasledné
analyze hmotnostni spektrometrii — nejcastéji spojenim
ionizace MALDI'>" a priletového analyzatoru. Tato me-
toda ve spojeni s programy prohledavajicimi databaze
proteinovych a nukleotidovych sekvenci dnes umoziluje
rutinng identifikovat protein ze skvrny obsahujici nanogra-
mova mnozstvi proteinu. Na zacatku 90. let bylo dal§im
vyznamnym pokrokem uvedeni hmotnostné spektrometric-
ké techniky zaloZené na ionizaci elektrosprejem'* do euka-
ryotické proteomiky, zejména poté, co byl Huntem a spol.
prokazany moznosti této techniky zaloZené na separacich
na kapilarach spojenych s tandemovou hmotnostni spekt-
rometrii (odtud zkratka LC-MS/MS) pfi analyze slozitych
smési peptidii eluovanych z molekul transplantac¢nich anti-
gent".

V sou¢ané dob¢ je v eukaryotické proteomice pouZzi-
van velmi Siroky soubor riznych metodik. Jsou zalozené
bud’ na vySe popisovanych biochemickych separacich
spojenych s hmotnostné spektrometrickou identifikaci at’
JjiZ v uspofadani ,,s gelem* nebo ,,bez gelu®, popf. na ana-
lyze proteinovych profild s vyuzitim jinych nastroju kvan-
titativni proteomiky, jako je pouZiti isotopovych proteino-
vych znagek'®, popiipadé proteinovych &ipi rizné kon-
strukce' ™" Charakteristicky je vysoky stupefi automatiza-
ce a robotizace, a to zejména ve firemnich laboratofich,
které dnes do oblasti eukaryotické proteomiky velmi
masivné investuji.

Vyse popsanymi analytickymi ndstroji fesi soucasna

proteinové
Cipy

LC-MS

LC-MS/MS i

sekvenovani nukleotidl

Obr. 1. Technologie souc¢asné eukaryotické proteomiky
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Obr. 2. Hlavni cile eukaryotické proteomiky

eukaryotickd proteomika nékolik okruhd otazek, jak je
znazornéno na obr. 2. Oblasti aktivné rozvijenou zejména
farmaceutickymi firmami je sledovani interakci protein-
ligand (v daném ptipad¢ protein-1écivo), pro coz jsou vyvi-
jeny nové bioafinitni techniky véetné nékterych umoziuji-
cich vyhodnotit i slabé biologické interakce s disocia¢nimi
konstantami milimolarniho fadu. Velkou oblasti zajmu
nadale ziistava analyza proteinovych komplexi a proteino-
vych profilti jednotlivych organel, jako je jadérko nebo
jaderna obalka’™?'. Oblibenym pfedmétem eukaryotické
proteomiky je déale vyzkum dynamiky jednotlivych rodin
funkéné vyznamnych proteind s jejich intracelularnimi,
jadernymi a membranovymi formami, a dale detailni vy-
zkum funkéniho vyznamu proteinovych modifikaci,
zejména fosforylaci, glykosylaci (viz. kapitoly 4-7) a lipi-
dovych modifikaci (kapitola 8). Jednotlivé dil¢i poznatky
jsou potom integrovany do globéalniho obrazu eukaryotické
bunky a jejich zmén v prubéhu klicovych fyziologickych
(bun&cny cyklus, apoptéza) nebo patologickych (infekce,
nadorova transformace) procest.

4. Hlavni strategie glykomiky

Posttransla¢ni modifikace proteinii predstavuji dnes
analyzy. Divodem pro to je jak ohromny celkovy pocet
téchto modifikaci mnohondsobné piesahujici celkovy po-
Cet proteinti a jejich variant, tak zdsadni vyznam téchto

transkri

Ny/malé molekuly

K+:Cl-

protein X

proteinT\\ . .
proteinové

ipeni

\\\ !\"s i ||'|\k°milex\‘

/ komplexy
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modifikaci pro funkci bilkovin (ovliviiuji zejména rozpust-
nost proteind, jejich stabilitu, transport do specifickych
organel, enzymovou aktivitu, schopnost vazat ligandy
aucCastnit se predani signdlu). Za jednu znejvyz-
glykosylace proteint. Stejné tak jako se proteomika zaby-
va studiem proteinového komplementu genomu, je hlav-
nim poslanim glykomiky studovat glykosylace proteinQ
alipidd. Cilem je ziskat znalosti o tom, jak glykosylace
ovliviiuje funkci téchto molekul a také jak se méni glyko-
sylace v ruznych stavech buriky nebo organismu. Tyto
poznatky se poté daji aplikovat napt. na diagnostiku one-
mocnéni spjatych s chybnou glykosylaci** . Prvnim kro-
kem je detailni popis glykosylaci proteint a s tim souvise-
jici rozvoj metodik umoziujici rychlé a jednoznacné ana-
lyzy.

Zakladni poznatky o glykosylacich

Glykosylace plni zejména funkci ochrannou — brani
proteolyze, pusobeni nizkych ¢i extrémné vysokych pH
a ochranuji proteiny pied volnymi radikaly. Dale také
u fady proteinli napomahaji zaujmout spravnou prostoro-
vou strukturu, zajistuji dobrou rozpustnost, ovliviiuji akti-
vitu enzymt, urcuji sméfovani uvnitf builky a stabilizuji
proteiny uvoliiované z buitky ven?. Sacharidy se také
uplatituji pfi interakcich mezi riznymi bunkami,
v mechanismu mikrobidlni infekce, nebo maji podptirnou
funkci pii interakei receptoru s ligandem?’.
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Odlisujeme dva zakladni druhy glykosylace N- a O-
typu. U N-glykosylaci je sacharid vadzén na volny amidovy
dusik aminokyseliny asparaginu, ktery se navic vyskytuje
v tripletu asparagin, nasledovany libovolnou aminokyseli-
nou (pozice N+1) a hydroxyaminokyselinou (pozice N+2)
— (Asn-Xaa-Ser/Thr). Je zndmo, Ze v pozici N+1 nemuize
byt prolin nebo kyselina asparagova. Tato pravidla jsou
odvozena z faktu, Ze glykosylovany jsou v naprosté vétsi-
n¢ triplety, které se mnalézaji v P-strukturdich nebo
smyckach a amidova skupina asparaginu zde tvofi vodiko-
vy miustek s kyslikem serinu nebo threoninu. Pfitomnost
prolinu by tvorbé tohoto mistku stericky brénila a skutec-
né neni popsan zadny protein majici glykosylovany triplet
Asn-Pro-Ser/Thr. Pfi pohledu na pozici N+2 je zajimavé,
ze jsou znamy proteiny, u nichz dochazi k N-glykosylaci
na tripletu Asn-Xaa-Cys (plasmovy protein C a von
Willebrandiv faktor, aspartatové proteasy kvasinek).
Z toho vyplyva, ze kritéria pro pfipojeni sacharidové struk-
tury nejsou tolik striktni a hydroxyaminokyselina mize byt
nahrazena cysteinem. Z pohledu sacharidu vychazime
u savéich N-glykosylaci ze zakladni struktury — 2 N-acetyl-
glukosaminy a 3 mannosy (obr. 3a). Od této struktury pak
navazanim ruznych monosacharidovych jednotek odvozu-
jeme skupinu mannosovych, komplexnich a hybridnich
oligosacharidt (obr. 3b, 3¢ a 3d). Vedle variaci co do po-
¢tu navazanych monosacharidd se vS§ak miizeme setkat i se
strukturami zakon¢enymi sulfatem ¢i fosfatem. U vyvojo-
v¢€ nizsich organismu a rostlin pak mizeme nalézt i struk-
tury zcela odlisné od vyse uvedenych (obr. 3e).

Z hlediska biosyntézy je N-glykosylace kotranslacnim
jevem, nebot” k pfipojeni oligosacharidu k proteinu docha-
zi v endoplasmatickém retikulu jesté pred ukoncenim jeho
biosyntézy. Vychozi oligosacharid je vétveny, je charakte-
risticky vysokym obsahem mannosy, a na jedné vétvi je
zakonCen linearni sekvenci tfi glukosylovych zbytkd.
V endoplasmatickém retikulu a nasledné v Golgiho kom-
plexu se postupné odstépuji glukosové a n€které mannoso-
vé zbytky, a pfipojuji se jiné monosacharidové jednotky.
Evolucné puvodnéjsi jsou struktury mannosového typu,
u vysSich organismu je pak existence mannosovych struktur
znamkou urychlené sekrece nebo metabolické poruchy®*'.

1o
290 9%-- 9‘9’9‘9‘ A

o N
% T T SR S <

Obr. 3. Schématické znazornéni hlavnich N-vazanych oligosa-
charidovych struktur; a) ,.jadro skladajici se ze dvou N-acetyl-
D-glukosamind a tfi D-mannos, b) piiklad struktury s vysokym
obsahem mannosy, c) hybridni struktura, d) komplexni struktura,
e) priklad neobvyklého typu N-vazaného sacharidu. Symboly:
m — N-acetyl-D-glukosamin, ® — D-mannosa, © — D-galaktosa,
0 — kyseliny sialové, >— L-fukosa
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Zatimco N-glykosylace se fidi vySe uvedenymi pravi-
dly, u glykosylaci O-typu se doposud zadna pravidla nepo-
dafilo nalézt. Sacharidova struktura (mono-, di-, tri-, ¢i
oligosacharid) je vazana pfes hydroxyskupinu serinu nebo
threoninu. Jsou vSak popsany i O-glykosylace na tyrosinu,
hydroxyprolinu a hydroxylysinu. Zakladnich osm savc¢ich
struktur predstavujicich tzv. jadro, tvoii N-acetyl-
galaktosamin a na né& vazany jeden Ci dva sacharidy
(galaktosa, N-acetylglukosamin, N-acetylgalaktosamin).
Od téchto osmi struktur se dale odvijeji nejriiznéjsi typy
oligosacharidii. O-Glykosylace se vétSinou neobjevuje na
proteinech osamocené, ale v urcitych shlucich v oblastech
bohatych na vyskyt serinu a threoninu. Funk¢né se O-glyko-
sylace uplatiiuje v tvorbé krevnich skupin, Gcastni se na
vyvoji krevnich bunék, a fada O-glykoproteini se podili na
ochrang epitelu®’.

5. Analyza glykosylaci

Pti analyze glykosylaci je cilem:

zjiSténi, zda dany protein je ¢i neni glykosylovén,
urceni typu glykosylace,

nalezeni glykosyla¢nich mist,

urceni typu struktury a mikroheterogenity na jednotli-
vych mistech.

V nasledujicich kapitolach jsou probrany metodiky,
které se k vySe jmenovanym analyzam pouzivaji. Zvlastni
diraz pak je kladen na hmotnostné spektrometrické techni-
ky, které se daji povazovat za nejuniverzalnéjsi nastroj.

Detekce glykoproteint

Prvnim a nejsnaze rozliSitelnym znakem glykoprotei-
nu je jejich charakteristickd migrace pfi polyakrylamidové
elektroforéze. U jednorozmérnych geld vidime, ze se dany
pruh nesoustfedi do tenké zony, ale tvofi SirSi pruh. Na
dvourozmérnych gelech se glykoproteiny bud’ separuji do
fady bodu o stejné molekulové hmotnosti, ale mirn¢ odlis-
ném isoelektrickém bodu (pI) nebo tvofi tzv. ,,smear” —
protahly pas ve sméru pl.

Dalsi variantou detekce glykoproteinii je oxidace
kyselinou jodistou nebo manganistanem a modifikace oxi-
dovaného sacharidu bud barvivem Fuchsinem, fluo-
rescenéni znackou nebo biotinem s hydrazidovou skupi-
nou. Zatimco modifikace biotinem a ndsledna detekce
streptavidinem konjugovanym s kienovou peroxidasou je
uréena pouze pro vzorky na poly(vinylidendifluoridové)
membrang, daji se znaceni barvivem ¢i fluorescencni znac-
kou pouzit jak na membrané, tak v gelu. Detekeni limity se
pohybuji mezi 25-100 ng pro barevné znaceni, 5-25 ng
pro fluorescenci a 20—100 ng pro biotinylaci. Jinou techni-
kou, ktera nam navic poskytne informaci o terminalnich
sacharidovych jednotkach, je prevrstveni proteiny schop-
nymi sacharidy navazat’>. V fad& piipadii viak nejrychlejsi
odpovéd poskytne analyza celého proteinu hmotnostni
spektrometrii na MALDI nebo ESI-FT-ICR. Neni-li pro-
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Obr. 4. Priklady hmotnostnich spekter glykoproteini — identifikace glykoforem; a) DQH-protein nesouci O-glykosylaci, méfeno
v linedrnim médu technikou MALDI-TOF; b) propeptid B-N-acetylhexosaminidasy nesouci O-glykosylaci. Spektrum namétené na ESI-
FT-ICR odhaluje zastoupeni jednotlivych glykoforem (od jedné hexosy az po 8 hexos)

tein glykosylovan, ziska se jeden ostry pik (pokud neuva-
zujeme vyskyt vicenasobné nabitych iontd). Je-li protein
glykosylovan, projevi se klasickd mikroheterogenita jiz na
proteinovém spektru, ve kterém odhalime sérii pikd, je-
jichz vzdalenost odpovida urcitému sacharidu (hexose,
deoxyhexose, kyseliné sialové apod.) (obr. 4, cit. %), Zde
je nutno fici, Ze hmotnostni spektrometrie neni schopna
odlisit od sebe napf. jednotlivé hexosy. Ty maji totiz stejné
sloZeni a tim i stejnou molekulovou hmotnost. Proto roze-
znava pouze sacharidy liSici se slozenim — hexosu od deo-
xyhexosy, hexosu od N-acetylhexosaminu apod. MALDI
matrice pouzivané pro analyzu malych glykoproteinit (do
10 000 Da) jsou kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (DHB)
nebo kyselina 3-hydroxy-o-kyano-skoficova (HCCA)™.
Pro vétsi proteiny je pak praktiCtéjsi vyuzivat kyselinu
sinapovou (SA), 2,4,6-trihydroxyacetofenon (THAP) nebo
kyselinu 2-(4-hydroxyfenylazo)benzoovou (HABA).

6. Urceni typu glykosylace

Nejpouzivanéj$im pristupem je enzymova deglykosy-
lace N-glykosidasou F (PNGasa F). Ta odstépuje celou
sacharidovou strukturu a zaroven s tim méni piivodné gly-
kosylovany asparagin na aspartat. Byl-li protein N-gly-
kosylovan, projevi se deglykosylace jednak snizenim mo-
lekulové hmotnosti a zaroven zaostfenim pasu na gelové
elektroforéze. Nevyhodou je, Ze fada proteinli po totalni
deglykosylaci zcela ztraci své ptvodni vlastnosti a snadno
se srazi. PNGasa F navic Spatn¢ odStépuje glykany, které
jsou fukosylovany na kotevnim N-acetylglukosaminu.
Alternativou k PNGase F je vyuziti endoglykosidas (Endo
H, Endo F1-3), které Sstépi vazbu mezi N-acetyl-
glukosaminy, z nichZ jeden je vazan na asparagin. Vysled-
kem pak je protein, ktery na vSech ptivodné glykosylova-
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nych mistech nese jeden N-acetylglukosamin. Vyhodou je,
ze takto deglykosylované proteiny si mnohdy zachovavaji
své pavodni vlastnosti. Pii pouZiti endoglykosidas je na-
vic mozné pfiblizné uréit typ N-vazanych oligosacharidl
na daném proteinu. Zatimco Endo F1 odstépuje sacharido-
vou strukturu u vysoce mannosovych a hybridnich glyka-
nu, F2 funguje pfedevsim u dvojantenarnich komplexnich
a pouze slabé u vysoce mannosovych struktur, F3 je vhod-
na pro dvoj- a tifantenarni struktury, které jsou navic fuko-
syl;gvainy. Endo H neodstépuje pouze slozené oligosachari-
dy™.

U O-glykosylaci bohuzel neexistuje zadny univerzalni
pristup. O-Glykosidasy jsou vhodné pouze pro odstépeni
malého poctu nepfili§ slozitych sacharidovych sekvenci,

mi exoglykosidasami.

Pokud enzymova S$tépeni neposkytuji pozadovany
vysledek, lze vyuzit i fadu chemickych metod. Pravdépo-
dobné nejznamgéjsi je hydrazinolyza. K odsolenému a Cis-
tému glykoproteinu se pfida bezvody hydrazin a reakéni
smés se necha inkubovat 4 h pii 95 °C (odstépi se N- i O-
vazané sacharidy) nebo 5 hodin pii 60 °C (mélo by dojit
k selektivnimu odstépeni pouze O-vazanych sacharidi).
Vzhledem k nebezpecnosti bezvodého hydrazinu je nutné
pracovat s nalezitou opatrnosti. Po skonceni reakce je hyd-
razin odpafen na vakuové odparce a uvolnéné sacharidové
struktury se N-acetyluji acetanhydridem v hydrogen-
uhli¢itanu sodném®’. Hlavni nevyhodou hydrazinolyzy je
destrukce proteinové ¢asti a navic u O-glykoproteind neni
Casto deglykosylace tplna. Alternativou pro deglykosylaci
je puisobeni trifluormethansulfonové kyseliny, které pone-
chava aminokyselinovy skelet glykoproteinu, avsak zcela
ni¢i vSechny sacharidové komponenty. U N-glykosidicky
vazanych struktur zistava pfipojen pouze prvy N-acetyl-
glukosamin®®. Daldi moznosti je selektivni O-deglyko-
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sylace v alkalickém prostiedi hydroxidu amonného, uhlici-
tanu amonného nebo hydroxidu sodného v koncentraci do
0,1 M. Reakce (jedna se o B-eliminaci) probiha za teplot
kolem 50 °C po dobu 10-18 h. Jelikoz samotna eliminace
by vedla k degradaci uvolnénych glykand (tzv. peeling),
pridava se do reakce borohydrid sodny, ktery z uvolnénych
glykani tvoii alditoly™. Pokud mé byt p-eliminace pouZita
také pro uvolnéni N-vézanych glykant, pouZiva se 1 M
hydroxid a teploty kolem 100 °C. Je vSak tieba dodat, Ze
chemické deglykosylace vzdy vyZzaduji velkd mnoZstvi
vzorku a optimalizaci reakénich podminek pro dany glyko-
protein.

7. Nalezeni glykosylaénich mist a uréeni
typu glykanu

Pro nalezeni glykosylac¢nich mist existuje fada riz-
nych strategii. Zakladem je identifikace vSech teoreticky
moznych N-glykosyla¢nich mist v dané proteinové sek-
venci'’ a dale pokus o nalezeni potencialnich O-glyko-
sylagnich mist* ™. Klasicka strategie spo¢iva v deglyko-
sylaci PNGasou F a vyuziti pfemény asparaginu nesouciho
N-vazany glykan na aspartat. Deglykosylovany protein je
nasledné §tépen proteasou Asp-N, ktera plsobi na N-konci
kyseliny asparagové. Jelikoz enzymova deglykosylace
vnesla do sekvence nova zasahova mista pro tuto proteasu,
objevime ve spektrech deglykosylovaného proteinu nové
peptidy. Pro jejich snazsi identifikaci lze vyuzit deglyko-
sylaci ve smési normalni vody a vody obohacené o kyslik

+2amu

)

1670,8 16728

Obr. 5. Detail isotopové obalky isotopicky neznaceného (plna
¢ara) a znaceného (te€kovana Cara) peptidu pii enzymové
deglykosylaci; jde o deglykosylaci PNGasou F ve smési H,'°0
a H,"®0 (30:70). Charakteristicky isotopovy profil (posun m/z
0 2 hmotnostni jednotky) dovoluje jednoznacéné identifikovat
peptidy, které ptivodné nesly N-vazany oligosacharid
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0 (smés by méla obsahovat minimalng 50 % H,'80).
Jelikoz se pri deglykosylaci na asparagin pfenasi hydro-
xyskupina z reakéniho prostiedi, inkorporuje se '°OH
i ""OH. To se nasledné v hmotnostnich spektrech projevi
na isotopové obélce daného peptidu (obr. 5, cit.2%**).

Nalezeni vSech N-glykosyla¢nich mist v§ak vétSinou
neni otazkou jednoho pokusu, a tak je tfeba kombinovat
znaceni *O spolu se $tépenim n&kolika riznymi proteasa-
mi (trypsin, chymotrypsin, Asp-N, Glu-C, atd.) a méfe-
nim jak peptidovych map, tak koliznich spekter peptidi.
Pti pouziti endoglykosidas H nebo F nam ztstava kotev-
ni N-acetylglukosamin pfipojeny na dany peptid.
Z koliznich spekter pak muzeme piesné identifikovat, na
kterém asparaginu je glykan pfipojen (obr. 6).

S rozvojem novych hmotnostné spektrometrickych
technik si mizeme dovolit hledat glykosyla¢ni mista i na
celém glykosylovaném proteinu. Protein je nejprve §tépen
vybranou proteasou a znameéfenych celych hmotnosti
glykopeptidl nebo jejich koliznich spekter mizeme nejen
identifikovat, zda je dané misto glykosylovano, ale rovnou
urujeme, jaky typ oligosacharidu je na jednotlivych mis-
tech pfipojen. Navic jesté ziskdvame informaci o mikrohe-
terogenité¢ daného glykosylacniho mista (vyskyt riznych
forem urcitého typu oligosacharidu). Pro identifikaci na
zaklad¢ celych hmot je vhodna technika MALDI-TOF,
avsak nejlepsich vysledki 1ze dosahnout pfi spojeni mikro-
kapilarni HPLC s iontovou cyklotronovou rezonanci, kde
dosahuje presnosti méfeni pod 1 ppm a identifikace jsou
tak zcela jednoznacné. Pro interpretaci spekter smési pep-
tida a glykopeptidi je vhodné vyuzit specializované soft-
wary, které glykopeptidy snadno a rychle identifikuji*>*.
Pti vyuziti ionizace MALDI se jako nejvhodnéjsi matrice
doporucuji DHB a HCCA pro glykopeptidy bez naboje
a THAP pro glykopeptidy obsahujici negativné nabité
skupiny (kyselina sialovd, sulfét).

Pro méfeni koliznich spekter je nejCastéji vyuzivano
spojeni mikrokapilarni HPLC s iontovou pasti nebo
s hmotnostnim spektrometrem q-TOF. Vyhodou g-TOF je
moznost selektivni detekce glykopeptidid. Na instrumentu
(operujicim v LC-MS/MS modu) je nastavena jemna frag-
mentace ve zdroji (dochazi k disociaci monosacharidovych
jednotek) a pokud jsou detegovany diagnostické ionty
(napt. o m/z 204, 292, 366), jsou provedeny MS/MS expe-
rimenty s glykopeptidy, které se pravé eluuji z kolony
ajsou puvodci zmifiovanych ztrat monosacharida?’. Na
iontové pasti 1ze tento experiment provést dvéma zptisoby.
Prvni vychazi z faktu, Ze drobna $tépeni se ve zdroji objevi
i za normalnich podminek a navic, Ze iontova past je velmi
rychle skenujici instrument. Bez probléml pak naméfime
MS/MS spektra ze vSech fragmentd vzniklych ve zdroji.
Z glykopeptidi obsahujicich vysoky pocet sacharidovych
jednotek ziskdme informaci o typu pfipojené struktury
a ze Stépeni peptidu nesouciho pouze prvou sacharidovou
jednotku urc¢ime pozici, ve které je sacharid pfipojen
(obr. 7).

Druhy zplisob vyuziva nasledné fragmentace, kdy
vprvnim  MS/MS je Stépen cely  glykopeptid
a v naslednych koliznich experimentech (MS® — MS/MS/
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Obr. 6. Kolizni spektrum peptidu nesouciho N-viazany N-acetylhexosamin; ve spektru jsou oznaceny b- a y-ionty vzniklé fragmentaci
peptidovych vazeb. Ve spektru vidime jak ionty nesouci sacharid, tak ionty, které jej ztratily (oznaceny ¢arkou). Krouzek oznacuje ionty
vzniklé z piislusného $t€pného iontu ztratou vody. Na sekvencich peptidu v levé horni ¢asti obrazku jsou vyznacena mista $tépeni. P —

peptid. Spektrum bylo naméfeno na kvadrupolové iontové pasti
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Obr. 7. Analyza glykopeptidi tandemovou hmotnostni spektrometrii; a) ESI-MS spektrum glykopeptidu nesouciho strukturu
s vysokym obsahem mannosy - schematicky zndzornéno v levé €asti panelu; symboly vysvétleny v obr. 1. Hlavni pik nélezi trojnasobné
nabitému iontu. Déle jsou ve spektru vidét fragmenty vzniklé ve zdroji. b) MS/MS spektrum z glykopeptidu znazornéného v levé Casti
panelu a). V koliznim spektru vidime fragmentaci glykosidickych vazeb, zcela chybi $tépeni vazeb peptidovych. Z daného spektra lze
vyéist infomaci o typu oligosacharidové struktury. ¢) Stépeni tietiho stupné z hlavniho iontu MS/MS spektra uvedeného v panelu b). Jde
v podstats o MS® experiment. Z tohoto spektra lze jiZ ur&it aminokyselinovou sekvenci peptidu a také lokalizovat misto N-glykosylace.
Prekurzorem je peptid nesouci pouze kotevni N-acetylhexosamin. Na sekvencich v pravé ¢asti panelu c) jsou vyznacena mista Stépeni
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MS) jsou fragmentovany vybrané §tépné ionty naméfené
v MS/MS experimentu. Nejlépe se tento typ experimentu
provadi na linearni iontové pasti, kterd se vyznacuje vyso-
kou citlivosti v MS" médu a ma jesté rychlejsi sken nez
kvadrupdlova iontova past. Pomérné nova instrumentace
kombinujici kvadrupolovou iontovou past s ionizaci TOF
a MALDI se pak vyznacuje specifickou vlastnosti, ze jiz
v MS/MS spektru glykopeptidu nalezneme S§tépné ionty
odpovidajici fragmentaci jak sacharidové slozky, tak
i peptidovych vazeb*. Viechny vyse uvedené techniky
jsou snadno aplikovatelné na glykopeptidy s N-vazanymi
glykany. Pokud vSak mame nalézt O-glykosylacni mista,
dostavame se do oblasti, ktera jiz tak trivialni neni. Jeden
zpusob spociva v rozstépeni proteinu bromkyanem (Stépi
za methioninem) a nasledném Edmanové odbouravani
ziskanych §tépt. V misté, kde je glykosylovany serin nebo
threonin, chybi signal pro fenylthiohydantoinovy (PTH)
derivat dané aminokyseliny, a glykosylovana PTH-
aminokyselina protéka na zacatku gradientové eluce, témer
v mrtvém objemu®’. VyuZiti iontové pasti nebo q-TOF pro
identifikaci mist O-glykosylace je mozné, i kdyz identifi-
kace O-glykosylac¢nich mist v peptidech, kde se naléza
vice nez jedno misto, je znacné obtizna. Misto toho je
mozno vyuzit elegantni feSeni, které nabizi kombinace
disocia¢nich technik dostupnych na spektrometrech s ion-
tovou cyklotronovou rezonanci. Jde o disociace infracerve-
nym laserem (IRMPD), ktera poskytuje podstaté stejné
vysledky jako klasicka kolizné indukovana disociace, je
vSak mozno ji nastavit tak, Ze probihd pouze selektivni
fragmentace glykosidovych vazeb, zatimco peptidové vaz-
by zistavaji nedotéeny. IRMPD tak lze vyuzit k urceni
typu glykanu, ktery je k danému glykopeptidu pfipojen.
Druh4 technika, disociace zachytem elektronu (ECD), pak
zcela selektivné fragmentuje pouze peptidové vazby
a ponechdva glykosyl nedotéen. Z ECD spekter lze poté
jednoznacné identifikovat pozice, které byly glykosylova-
ny**~*, Na FT-ICR piistrojich vybavenych navic prediaze-
nym kvadrupoélem lze provést alternativu této metodiky,
ato kombinaci kolizn€é indukovaného Stépeni s riznymi
energiemi a ECD.

Vyse uvedené postupy vsobé kombinuji nalezeni
glykosylaénich mist a pfiblizné urceni typu oligosachari-
dové struktury. Pro pfesny a detailni popis glykanu je vSak
nutno pouzit jinych technik. V prvni fad¢€ je nutno glykan
odstépit a zbavit proteinové komponenty. S Cistym oligo-
sacharidem je mozno provadét celou fadu analyz:
fluorescen¢ni znaceni nasledované chromatografii
(HPLC), kapilarni elektroforézou (CE) nebo gelovou
elektroforézou (PAGE),
vysokoucinnou iontové vyménnou chromatografii na
aniontovém meénici spojenou s pulsni amperometric-
kou detekci (HPAEC-PAD),
postupné odstépovani s
a méfeni MS,
permethylaci nasledovanou MS a MS/MS analyzou,
MS a MS/MS analyzy nederivatizovanych oligosacha-
ridu,

pouzitim exoglykosidas
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nukledrni magnetickou rezonanci.

Musime vSak poznamenat, ze vzhledem ke striktné
danym pravidlim pro biosyntézu N-vazanych sacharidu,
neni mnohdy nezbytné nutné znat ptesnou stukturu glyka-
nu. Plati totiz jednoduché pravidlo, Ze ¢im vice se o urcité
glykosylaci chceme dozvEédét, tim vice musime pfipravit
daného glykoproteinu.

Princip fluorescen¢niho znaceni a nasledné separace
(HPLC, CE, PAGE) spociva v modifikaci oligosacharidu,
jejich rozdéleni a porovnani se znamymi standardy. Jako
fluorescencni znaCky mohou slouzit napf. kyselina 2-amino-
benzoova (2-AA) nebo kyselina 8-aminonaftalen-1,3,6-tri-
sulfonova (ANTS).

Technika kapalinové chromatografie na anexech
s pulsni amperometrickou detekci (HPAEC-PAD) velmi
ucinné separuje sacharidy v alkalickém prostiedi a dokaze
rozdelit glykany nejen podle rizného obsahu jednotlivych
sacharidd, ale také odliSného vétveni. Pro identifikaci se
zde opét vyuziva porovnani se standardy. Vyhodou jak
flourescen¢niho znaceni s HPLC, tak i HPAEC-PAD je
moznost pomérné piesné kvantifikace separovanych gly-
kand.

Pti postupném odstépovani s pouzitim exoglykosidas
je vhodné zacit s izolovanym a preciSténym oligosachari-
dem. Volbou exoglykosidas s riznou specifitou a méfenim
MS zjistujeme, jak jsou jednotlivé monosacharidové jed-
notky spojeny a postupné oligosacharid odbouravame>*-*.
Pii vyuZiti kombinace derivatizace ndsledované analyzou
MS zjistime nejen jaka je molekulova hmotnost oligosa-
charidu, ale ziskame také detailni informaci o vétveni.
Derivatizace (permethylace) se provadi methyljodidem
v dimethylsulfoxidu za pfitomosti NaOH. Hlavnim davo-
dem pro derivatizaci je zajiSténi stability pfi ionizaci tvr-
dymi ionizanimi technikami a druhym divodem je
umoznit vycist z MS/MS spekter informaci o vétveni. Pti
Stépeni oligosacharidy nejCastéji praskaji v mist¢ glykosi-
dové vazby (fragmenty B a Y) (obr. 8, cit.>®). Toto $tépeni
vSak neni dostate¢né informativni a nejzajimavéjsi
z hlediska strukturniho jsou tzv. fragmentace pies kruh
(obr. 8). Ty vznikaji bud’ pti vysokoenergetickych Stépe-
nich nebo pii ionizaci rychlymi atomy (FAB)™.

V mnoha piipadech je pfi méfeni oligosacharidl
vhodné provadét analyzu v negativnim moédu. Glykany

."1,5 X1

e
0,2A1

a
2,4A2

Obr. 8. Schématické znazornéni Stépeni oligosacharidi; nazvy
iontll podle Domon a Costello. Necastéjsi je tvorba ionti B a Y.
Nejvice informativni jsou fragmentace ptes kruh — vznikaji ionty

AaX
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Obr. 9. Ptiklad tiplné lipidomické analyzy pro cholinové fosfolipidy”'; v horni Gasti obrazku je sumarni spektrum, v drahach fosfolipi-

dy s riiznymi mastnymi kyselinami

nesouci zaporné nabitou skupinu se zde mnohem lépe ioni-
zuji a i u neutralnich oligosacharidi mnohdy dostaneme
informativnéj$i rozpadova spektra nez v modu pozitiv-
nim>%. V pozitivnim moédu se oligosacharidy pievazné
nabijeji nikoliv protonaci, ale ionty alkalickych kovi. Nej-
intenzivngjsi signal dostdvame pro molekulu modifikova-
nou sodikem a druhy nejintenzivnéjsi signal pro molekulu
modifikovanou draslikem. U glykant s negativni skupinou
muzeme naméfit 1 sodnou sl daného sacharidu, ktera je
navic nabita sodikem. Z téchto diivodii je mnohdy obtizné
urcit, jakd je skutecna molekulovd hmotnost analyzované-
ho sacharidu, a proto se pouziva kationizace lithiovymi
ionty. Lithné ionty (ve form¢ hydroxidu lithného) se ptida-
vaji v koncentraci od 0,5 do 5 mmol I"'. Vy3i koncentrace
jiz ptisobi nezddouci potlaceni signalu. Optimalni koncent-
race kolem 1 mmol I"' nezarudi, Ze glykany naméfime
pouze jako lithiované, avSak silné oslabi signal molekul
modifikovanych sodikem a téméf zcela potlaci signal mo-
lekul modifikovanych draslikem. Hojné¢ se vyuzivaji i dalsi
zpusoby kationizace, a to zejména pii koliznich experi-
mentech, kdy je cilem dosahnout selektivni tvorby urci-
tych diagnostickych 3t&pnych iontl (piidavky iontd Cs’,
Ag', Cu®', Mg*, Ca*', Mn*")*"%?, Zatimco kationizace se
pouziva pro analyzy v pozitivnim mddu, ptidavky aniontl
(napt. CI', Br, I, NO;") jsou vyuzivany pro meéfeni
v médu negativnim a pro podpoteni tvorby diagnostickych
fragmentti v MS/MS spektrech®.

Nejpfimocaiej§im typem analyzy, ktery mizeme na
oligosacharidovych strukturach provadét, je NMR. Ta
naprosto bezchybné ur¢i nejen monosacharidové sloZeni,
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ale poskytne i detailni informaci o vazbach mezi jednotli-
vymi sacharidy®. Nevyhodou viak jsou vysoké néaroky
NMR na ¢istotu a mnoZzstvi vzorku, kterym je v fad€ pfipa-
di obtizné vyhovét.

Pro analyzu slozitych smési oligosacharidii je mozno
také vyuzit spojeni HPLC-MS. Pro chromatografii se nej-
Castéji vyuzivaji kolony naplnéné normalni fazi (aminové
nebo diolové kolony). Je tieba uvazit, ze oligosacharidy
s redukujici skupinou se mohou na amino kolonu ¢4ste¢né
chemicky vazat, proto je upiednostiiovana kolona diolova.
Velmi populérni jsou také nosice na bazi porezniho aktiv-
niho uhli®>%.

8. Lipidomika

Veskeré metodické pristupy eukaryotické proteomiky
jsou zaloZené na analyzich pfirodnich latek hydrofilni
povahy, at’ jiz jde o vlastni proteiny, nebo jejich modifika-
ce nabitymi a polarnimi skupinami, jako jsou fosfaty nebo
sacharidy. V komplexnich biologickych systémech ov§em
hraji nezastupitelnou ulohu i nepolarni latky typu lipidi.
V proteomice se s nimi setkdvame zejména jako se substi-
tuenty modifikujicimi polypeptidové fetézce a tim i biolo-
gickou aktivitu proteinti. Hmotnostni spektrometrie se
ukézala jako velmi vhodnd metoda pro analyzy téchto
modifikaci®. S lipidy mohou oviem proteiny byt spojeny
téz nekovalentné — mohou zprosttedkovat jejich zakotveni
v biologickych membranach, a mohou slouzit i jako sub-
straty, jak je tomu u rliznych enzymi a kofaktort lipidové-
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" genomova proteinové funkéni biologické
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Obr. 10. Vyzkumné sméry na cesté k biologii systémii
ho metabolismu. V prvém pripadé se mohou lipidy stat Hex hexosa
dilezitymi separa¢nimi nastroji pfi izolaci urcitych protei- HexNAc N-acetylhexosamin
novych frakci plnicich v burice dilezité funkce, jako napf. HPAEC kapalinova chromatografie na anexech (angl.
u protein membranovych mikrodomén nezbytnych pfi High Performance Anion Exchange Chromato-
bun&éné signalizaci®. Spojeni isotopové znaenych lipido- graphy)
vych prekurzori s hmotnostni spektrometrii s ionizaci MALDI ionizace laserovym paprskem (angl. Matrix
elektrosprejem se stalo v posledni dobé oblibenym nastro- Assisted Laser Desorption and Ionization)
jem analyzy bun&nych lipidoma® a sledovani metabolis- PAD pulsni amperometricka detekce
mu lipidd véetné detailnich studii piislusnych enzymi. PAGE  polyakrylamidova gelova elektroforéza
Lipidomika je nyni pouzivana ve stejném smyslu jako PNGasa protein N-glykanasa
proteomika, tj. jako moderni a G¢inna metoda pro doku- TOF time-of-flight, detekce hmotnosti zaloZend na
mentovani celkovych lipidovych profild zdravych a ne- dobé letu

mocnych bunék’'. Piiklad takové analyzy pro cholinové
fosfolipidy je uveden na obr. 9.

9, Zavér

Eukaryotickd genomika, proteomika i glykomika se
dnes stava soucasti nového, integrujiciho sméru
v biologickych védach oznaCovaného jako biologie syté-
md. Schéma postupné integrace jednotlivych popisnych
disciplin do systémové biologie je znadzornéno na obr. 10.
Tento novy obor je zaloZen na myslence, Ze pocet jednotli-
vych komponent biologického systému je vysoky, ale ko-
nec¢ny. Shromazdéni a integrace dostate¢ného poctu idaji
o expresi jednotlivych proteind, jejich posttranslacnich
modifikacich a vzajemnych interakcich by tak jednoho dne
mély vyustit v integrovany pohled na biologické systémy
a matematickou (pocitatovou) simulaci jejich vyvoje'.

Seznam zkratek

CE kapilarni elektroforéza (angl. Capilary Electro-
phoresis)

Endo endoglykosidasa

ESI ionizace elektrosprejem (angl. Electrospray Io-
nization)

FT-ICR iontové cyklotronova rezonance s Fourierovou
transformaci
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Projekty, pri nichz byly ziskany vyse uvedené vysled-
ky, jsou podporovany vyzkumnym centrem 1M4635608802
., Centrum cilenych terapeutik* MSMT CR.
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University, Praha, Czech Republic): Recent Trends in
Eukaryotic Proteomics, Glycomics, and Lipidomics

An enormous complexity of eukaryotic proteomes, in
which tens of thousands of different genes give rise to
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millions of protein products, brings about new demands
and challenges on the sensitivity, dynamic range, and ro-
bustness of analytical approaches employed for their
analysis. The technologies behind the modern proteomics
of eukaryots rely on a combination of microscale separa-
tion techniques and powerful detection methods, first of all
by mass spectrometry. Analysis of other classes of natural
compounds such as carbohydrates or lipids requires the
development of innovative strategies several of which are
described in this review. The analytical methods resulted
in the acquisition of a wealth of information that needs to
be sorted, presented, and cataloged using modern tools of
current bioinformatics.
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1. Uvod

Pre hodnotenie mobility prvkov vo vodno-
sedimentarnych systémoch sa obvykle pouziva frakcionac-
na analyza a v rdmci nej sekvencné extrakéné postupy. Pre
pody a sedimenty bolo vyvinutych mnoho tychto postu-
pov, ktoré napriek kritickej diskusii ostavaju najpraktic-
kejSou formou hodnotenia mobility prvkovych kontami-
nantov v sedimentarnych a podnych prostrediach. Sek-
venéné extrakéné postupy st prijimané IRMM (Institute
for Reference Materials and Measurements) a odporacané
ako Standardné k produkovanym certifikovanym referenc-
nym materialom (CRM). Clanok diskutuje najviac poziva-
né extrakéné ¢inidla a schémy, priblizuje vyvoj extrakcie
ako metody, objasnuje mechanizmus ucinku jednotlivych
extraktantov, zdovodiuje smerovanie vyvoja k ,,JRMM
extrakénému protokolu® pre CRM 601, ktory je jednou
z vyslednic vyvoja v oblasti sekven¢ného luhovania. Po-
rovnava tiez informaény prinos sekvencnej
a jednokrokovej extrakcie do silného komplexacného ¢i-
nidla. Hodnotenie mobility kontaminantov sa postupne
dostava do eurdpskych noriem, preto je vhodné uvazovat’
o jednokrokovych extrakciach do komplexa¢nych ¢inidiel,
ako o ekonomicky (Casovo) nendarocnej alternative
a doplnku k ,,JRMM protokolom®, ktoré su pokladané za
referencné. Mo6zu byt tiez formou rychlej indikacie zme-
nenej mobility prvkov v monitorovanom prostredi.
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2. Frakcionacia vo vodno-sedimentarnych
systémoch

Sediment — Zivy, reaktivny, nestabilny a dynamicky
heterogénny systém — je z fyzikalneho hladiska zme-
sou vodou neunasSanych tuhych castic v Sirokom diapazo-
ne velkosti. V zavislosti od velkosti ¢astic moézu byt na
ne naviazané prvkové formy réoznymi sposobmi. Ich dis-
tribucia zavisi od procesov, stivisiacich so zmenami hydro-
chemickych podmienok. Simulécia tychto zmien v labora-
tornych podmienkach je realizovana aplikaciou sekvencné-
ho Ithovania vo vybranych extrakénych cinidlach
(respektujucich zmenu pH, red-ox potencidlu, koncentracie
sulfidov, atd’.) konciacej celkovym rozkladom vzorky. Na
zaklade takejto simulacie mozno hodnotit’ litogénny
(antropogénny) povod prvkov v sedimentoch (pddach).
Stanovenie Spécii (jednotlivych chemickych foriem prv-
kov) v sedimente neplni ucel. Sediment je chemicky nesta-
bilny a niektoré prvkové formy v nom existuju tak kratko,
7e st prakticky nestanovitelné'. Ugelnejsie je monitorovat
ich prestup do ostatnych zloziek Zzivotného prostredia.
Tomu vyhovuje frakcionadny pristup’™*. Frakcionagné
Studie realizované sekvenénym lihovanim, prekonali svoj
vyvoj* % a predbehli ¢as, v ktorom boli pojmovo definova-
né. Vznikli a pouzivali sa v pddnych laboratoriach pre
uréenie nutriénej hodnoty pddy''. Vyvoj prebichal izolova-
ne, vysledky laboratorii neboli porovnavané a porovnatel-
né. To priniesol az rychly rast globalneho znecistenia eko-
topu a s tym suvisiace dosledky. Kategorizaciu existuju-
cich poznatkov, systematicky vyskum'’, Standardizaciu
extrakénych postupov™’, $tandardizaciu vzorky z hladiska
zrnitosti'?, prvkova distribiiciu v jednotlivych zrnitostnych
frakciach'!, porovnavacie a kinetické stadie”'*'>'*""", po-
trebu vyvinu CRM ku kazdému normovanému postupu
a k rozdielnym typom matric'®'®"” priniesli posledné dve
desatroCia. Legislativne ramce s tym stvisiace su regional-
ne uvadzané do platnosti uz dlhsi ¢as™™! ale realne G¢inna
pre ochranu Zivotného prostredia bude v ramci Eurdpske;j
unie jej konecnd legislativna podoba. Zabezpeci Standar-
dnost’ postupov vo vsetkych krokoch, vo vSetkych monito-
rovanych zlozkach a v dlhom ¢asovom obdobi, ¢o nasledne
prinesie informéacie o trendoch sledovanych zmien® .
ZvySené obsahy v zivych organizmoch vys$§ich Zivocichov
a zmena toxického Uc¢inku v désledku metabolizmu sledo-
vaného kovu® dava spitnl informéciu o tom, Ze treba
skontrolovat’ hladiny kontaminantov v zdrojoch®® (napr. v
sedimentoch ako akumula¢nom médiu) a venovat
ich sanacii zvysenu pozornost. To vSetko uzatvara cyklus
systematickej, finan¢ne a ¢asovo ndrocnej prace, kde kaz-
da zmysluplna Uspora znamena tiez ochranu zivotného
prostredia.
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3. Extrakény postup ako metodologicky
frakcionacny pristup

Potvrdenie existencie réznych vizbovych foriem
prvkov v sedimentoch (podach) viedlo k vyvoju sekvenc-
nych extrakénych postupov, ktorych cielom je urcenie
prvkovej distribucie medzi jednotlivymi fdzami sedimen-
tovej (podnej) vzorky. Pri frakcionacii, realizovanej sek-
ventnou extrakciou, dochadza k postupnému vymyvaniu

Tabulka I

Referat

jednotlivych tuhych faz zo sedimentu a spolu s nimi
k vymyvaniu kovov asociovanych v (na) tychto fazach.
Extrakcia je teda vhodnym sposobom urcenia sedimento-
vych faz, i ked’ jednokrokové extrakéné postupy nie su
$pecifické. Vyluh obvykle obsahuje skupinu prvkovych
S$pécii s podobnymi fyzikdlnymi a chemickymi vlastnosta-
mi. Specifickost mozno zvysit’ vhodnym zaradenim extra-
kénych cinidiel do extrakcnej sekvencie, v ktorom zvySok
z jedného extrakéného kroku je extrahovany nasledujicim
¢inidlom v sekvencii. To vedie k ,,prekrytiu oblasti ex-

Extrakéné Cinidla (postupy) a jednotlivo izolované fazy pod a sedimentov

Extrahovana faza

Extrak¢éné ¢inidlo (metdda potrebnd na izolaciu)

Vodorozpustna (podny vyluh)
Voda z pérov sedimentu

I6novymenitel'na

Viazana na organickl hmotu
a Ciastocne na sulfidy

Viazana na uhliCitany

Viazand na amorfné a kryptokrystalické oxidy Mn a Fe,
Ciastocne na sulfidy

voda®, odstred’ovanie®®
vytesiiovanie®’, dialyza®™®

1 mol I"' MgCl, ¥

0,05 mol I"' CH;COONH, *
1 mol 1! CaCl1,>*4

1 mol I KNO;*!

0,1 mol 1"'Na,P,0,"

1 mol I"' NaOCI*

1 mol I"' EDTA®

H,0, + HNO; + CH;COONa***
CH,COOH¥

CH;COONa, pH 53536

EDTA®

0,1 mol I"' NH,OH - HCI, pH 2 (cit.*%)

Pozn.: ditioni&itan — $,04>

Extrakéné Sposob asociacie kovu so sedimentom (faza)
¢inidlo idbnovymena |adsorpcia na |vyzraZanie kooptované  |vézba na okludované  |komponenty
povrchu (COs, S, 0OH) |s amorfnymi | organicka v krystalic silikatového
oxidmi Fe hmotu kych oxidoch |zvysku
a Mn Fe aMn
HO —
Neutralne soli R
CH3'COOH7 EEEEEEEREEE
(CHs-COO)”
Kyselina e p—
Stavelova
NH,OH - HCI R
Zmesi kyselin
Zasady NaOH
llllNaF__---------»
Komplexacné EDTA, DTPA apod.
élnldlél EsEmsmEEEEn mammnn EEsEEEEEE

Obr. 1. Schematické znazornenie publikovanej ti¢innosti najcastejSie pouzivanych extrakénych ¢inidiel (bodkované tseky
znazoriuju ,,oblasti extrak&nej neistoty*)
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trak¢nej UCinnosti“ a k vyvoju efektivneho — sekvencného
extrakéného postupu (obr. 1). Neselektivnost’ extraktantov
nedovolila charakterizovat’ kazdl izolovanu fazu sedi-
mentu. Pouzivala sa ,koncepcia funkéne a operacne defi-
novanej reaktivity prvku® 2", ktora prezivala v priebehu
vyvoja tejto discipliny“‘)’30 az do ujednotenia pouzivanej
terminologie v roku 2000 (cit.*"). Porovnavacie studie
viedli k zaveru, ze kovové formy viazané¢ na sediment
moézu byt hodnotené z pohladu konkuren¢nej adsorpcie,
a adsorpéné charakteristiky sedimentu a extraktant urcuji-
ca asociacia kovu so sedimentom dava informaciu
o vizbovej forme prvku i o izolovanej tuhej faze**. Cinid-
14 st teda len fazovo Specifické (napr.: pufrovana
CH;COOH - pre uhlic¢itany, neutrdlny MgCl, — pre i6no-
vymenitel'ny podiel) a kazdé nasledujuce extrakéné spra-
covanie v sekvenénom postupe je chemicky (fyzikalne)
drastickejsie. Priebeh extrakcie potom hierarchicky hodno-
ti pevnost’ vizby kovovych foriem k ré6znym fazam sedi-
mentu: k najlabilnejSiemu — idnovymenitelnému, potom
uhli¢itanovému, redukovatelnému, oxidovate'nému
a nakoniec rezistentnému zvySkovému podielu. Tu disku-
tované ¢inidlda su  alternativne pouzitelné v jedno-
krokovych aj sekvenénych extrakénych postupoch®.
Priklady ich pouzitia st uvedené v tab. 1. Izolovanost’ vy-

Referat

Io6novymenné extraktanty

I6novymenitelny podiel prvku tvori zlomok jeho
celkového obsahu v sedimente. Adsorpéné charakteristiky
stopovych prvkov v sedimentoch st ovplyvnené ich rela-
tivhym nabohatenim v sedimentovej fdze a mozno hovorit’
o pomernom obsadeni aktivnych miest sedimentového
povrchu jednotlivymi prvkovymi §péciami**2. Priebeh
procesov na fazovom rozhrani sedimentu viedol k zave-
rom: a) Adsorpcia prebieha na tych miestach povrchu, na
ktorych sa nachadzaju funkéné skupiny s podobnymi aci-
dobazickymi (koordina¢nymi) vlastnostami ako ich na-
protivok vo vode. b) Reakcie medzi kovovymi Spéciami vo
vode a vdzbovymi miestami na tuhom povrchu su podob-
né, reakciam mnoholigandového systému v roztoku a tak
st v sulade s koncepciou a matematickym formalizmom
koordinacnej chémie. ¢) Tento zidealizovany stav narisa
tvorba elektrickej dvojvrstvy na fizovom rozhrani voda-
sediment a ta v zavislosti od pH a iénovej sily ovplyviuje
adsorpciu kationov v redlnych systémoch. d) Pre dany
adsorbent a pH je podiel adsorbovaného prvku ,,prvkovo
Specificky®, ¢o sposobuju rozdielne energie vézbovych
miest na povrchu pre kazdy prvok. Distriblcia prvkov
v sedimente je tak ovplyvnena (v stave rovnovahy):

voja prispela k stibeZnej publikicii mnohych aj analogic- 1. hustotou vyskytu vysoko-energetickych vézbovych
kych sekvenénych extrakénych postupov’* #4032 po. miest na povrchu,
dobnost’ pddnej a sedimentovej matrice umoziuje po opti- 2. pevnostou kovovej vazby k sedimentovej faze,
malizacii ich altenativnu aplikaciu. Pouzivané 3. nabohatenim kazdej zlozky v sedimente,
a modifikované si McLarenov-Crawfordov?’, Millerov*, 4. chemickou charakteristikou vodnej fazy (pH, koncen-
Englerov**, Presleyho”, Tessierov** Salomonsov- tracia rozpustenych ligandov, atd’.),
Forstnerov* (tab. II) a iné postupy®>*’. Po optimalizacii st 5. koncentraciou prvkovych makrozloziek (moznost
niektoré z nich prijimané IRMM (cit.”) a prezentované ako konkuren¢nej  adsorpcie na vhodnych vézbovych
extrakéné protokoly spolu s vyvinutym CRM (tab. III). miestach povrchu).
Tabul’ka IT
Priklady najpouZzivanejSich sekvenénych extrakénych postupov
Tessierov postup™ Salomons — Férstnerov postup*®
extrahovana faza extrakéné ¢inidlo extrahovana faza extrakéné ¢inidlo
iénovymenitelna 1 mol I"' MgCl, idnovymenitel'na 1 mol I"' CH;COONH,
uhlicitany 1 mol I"' CH;COONa + uhli¢itany 1 mol I"' CH;COONa +
CH;COOH; pH 5 CH;COOH; pH 5
Fe a Mn oxidy 0,04 mol ! amorfné 0,1 mol 1!
NH,OH - HCI+ Mn a Fe oxidy NH,OH - HCI+
25% CH;COOH 0,01 mol I"'HNO;
kryptokrystalické 0,2 mol "' (NH4),C,04;
Fe a Mn oxidy pH3
viazana na sulfidy 30% H,0,+HNO;3 viazana na sulfidy 30% H,0,+HNO;
a organickl hmotu pH 2; 3,2 mol I'! a organick(l hmotu pH 2; 3,2 mol I'!
CH;COONH, + CH;COONH, +
20% HNO; 20% HNO;
sedimentovy zvySok koncentrovana sedimentovy zvySok HF+HCI1O,4 (5:1)
HF + HCIO,
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Tabul’ka III

Referat

IRMM protokol pre extrakciu sedimentov k referenénému sedimentu CRM 601°

Krok Extrak&né ¢inidlo Extrahovana faza Objem [1] Teplota [°C] Cas extrakcie [h]
1 0,11 mol 1! adsorbovana, 0,04 2245 16
CH;COOH ionovymenitelna,
uhli¢itanova

2 0,5 mol 1! viazana na oxidy 0,04 2245 16

NH,OH-HCI pH 2; Fe a Mn

upravené HNO;
3 8,8 mol I”! H,0y; viazana na sulfidy 0,01 2245 digescia 1 h
1 moll” a organicku hmotu 85+5 digescia 1 h
CH;COONH,, pH 2 0,01 85+5 digescia 1 h
0,05 2245 extrakcia 16 h

4 Iucavka kralovska  sedimentovy zvySok

(ISO 11466)

Na izolaciu i6novymenitel'ného podielu sa Standardne
pouzivaji neutrdlne soli, ktoré uvoliuju kovové iony via-
zané elektrostatickymi silami na zaporne nabitych mies-
tach povrchu (MgCl,, CaCl,, NaNOs;, NH4NOs3, atd’. — tab.
IV ). Afinita katiénov 1. a 2. a-podskupiny periodickej
sustavy prvkov je pre vicsinu reaktivneho povrchu sedi-
mentu rddovo mensia nez afinita tazkych kovov, ¢o je
kompenzované zvySenim koncentracie konkuren¢ného
kationu (extrakéného ¢inidla). PouZzivaji sa roztoky soli
s koncentraciou 1 mol I, i ked’ zriedenejgie sa viac pribli-
zuju realnym podmienkam (tab. IV). Na idonovymene sa
Ciastocne podiela i voda. Pri experimentdlnej realizacii
vodnych vyluhov rieénych sedimentov boli pozorované
vyssie hladiny Cu, As a Sb, oproti obsahu v nadloznych
vodach, ¢o bolo spdsobené vyssim obsahom soli vo vode
nadloznej oproti vode destilovanej, pouzitej na extrakciu
a vplyvom vlastného extrakéného pohybu vzorky, ktory je
ovela intenzivnejsi ako pohyb sedimentovych Ccastic
v realnych podmienkach vodného toku®. Aby sa uplne
zabranilo idnovymene vody, je potrebné pridavat k nej
etylalkohol’®. Prehlad extrak&nych &inidiel pre ostatné
diskutované prvkové podiely mozno najst v tu uvedenej
citacii®®.  Extrak&na u&innost neutralnych soli zavisi od
druhu kationu (rézna afinita k reaktivnym centrdm na po-
vrchu) a klesa v poradi H™> Ca**> Mg*"> Na'= NH,".
Stadie udavajii zoveobecnenti uéinnost’ iénovymeny ka-

Tabulka IV
I6novymenné roztoky neutralnych soli*>

tionov pre oxicky sediment (pddy) v poradi Cd > Zn > Cu
= Pb, ¢o potvrdzuje platnost’ vSeobecnej afinity k vézbo-
vym miestam na sedimentovom povrchu. [6novymenitel'né
podiely extrahované z anoxickych sedimentov sa rozpus-
tali v poradi Fe > Mn > Zn > Ni > Cr> Pb > Cd > Cu, ¢o
pravdepodobne spdsobili konkuren¢ne beziace red-ox
reakcie™. Dusi¢nany su akceptované ako iénovymenné
extrak¢né Cinidla. Netvoria stabilné komplexy s prechodo-
vymi prvkami, preto ich i6novymenné reakcie maju ka-
tion-konkurenény charakter (vyhoda). Porovnanie extra-
kénych Cinidiel pre prvky v pddach dokazuju vyssiu Géin-
nost’ Ca(NOs), v porovnani so zodpovedajucimi roztokmi
NaNO; (cit.”?), ale pre stanovenie idénovymennych po-
dielov Cd je roztok 0,1 mol I"' NaNO; najspecifickejsi.
Toto zistenie sa premietlo do legislativya posunulo frak-
ciondciu z vyskumnej do prakticko-legislativnej roviny
ako nastroj ochrany Zivotného prostredia®’. Extrakty sedi-
mentov do MgCl, maji spravidla nizke obsahy Al, Si
a organického uhlika (MgCl, nenardsa ily, sulfidy, orga-
nicktl hmotu). Rozpustnost’ uhli¢itanov (2-3 %), a oxidov
Fe a Mn je v neutralnych roztokoch soli tiez vel'mi nizka.
I6novymenna ucinnost’ CaCl, je oproti MgCl, a NaCl
vy§sia o 10 az 20 % (cit.’**). V roztokoch NH,CI
a CH;COONH, sa rozpsta zna¢né mnozstvo CaCOs;,
MgCO;, BaCOs;, MgS0,, CaSO, a ak tieto zlozky nepri-
spievaju ku kation-vymennej kapacite vo vzorkach, neu-

Extrakéné ¢inidlo Koncentracia; pH

Extrak¢éné ¢inidlo

Koncentracia; pH

CaCl, 0,01 mol I"'; pH 7 (cit.”")
MgCl, 1 mol I''; pH7 (cit.*)
NH,CI 1 mol I''; pH 7 (cit.”®)
BaCl, 1 mol I''; pH7 (cit.>®)
NaNO; 0,1 mol I"' pH 7 (cit.®")
KNO; 1 mol I'"; pH 7 (cit.®")

Mg(NO;), 1 mol I''; pH 7 (cit.??)
NH,NO; 1 mol I'"; pH 7 (cit.*)
Ca(NOs), 1 mol I} pH7

CH,COOONH, 1 mol I'"; pH 7 (cit.*)

1 mol I'"; pH 8 (cit.**)
0,01 mol I"'; pH 7 (cit.*®)
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tralny CH;COONH,; moéze zapriCinovat' aj rozpustanie
oxidokovovych (Mn, Fe) povlakov na povrchu
sedimentov>>®. Preto sa pre spoloénu extrakciu uhligita-
novej a oxidokovovej fazy zacal pouZivat’ pufrovany roz-
tok HO-NH, - HCI spolu s CH;COONa (cit.”"). Pevnost’
vizby a stabilita prechodovych prvkov v chlorokom-
plexoch je menSia ako v octanoch. Extrak¢na ucinnost’
octanov je v jednozlozkovych modelovych roztokoch asi
o 10 % vyssia ako u chloridov. Octany su teda okrem
kyselin najefektivnej$imi extrakénymi ¢inidlami pre iéno-
vymenitelny podiel*. Jeho uvolnenie zo sedimentu moz-
no este zlepsit' extrakciou do roztokov kyseliny octove;j.
T4 je sama o sebe menej u¢inna kvoli nizkemu obsahu H"
v jej roztoku ([H'1=107° mol I""). Zmes CH;COOH s octan-
mi ale utvori tlmivy systém s vysokou extrakénou ti¢innos-
tou. Koncentraciu H™ iénov v roztokoch CH;COOH moz-
no do urcitej miery zvysit' pripravou koncentrovanejsich
roztokov, €o je ale pri¢inou spolo¢nej extrakcie ionovyme-
nitenej a uhli¢itanovej fazy sedimentu®®>"*%*%_ Zarade-
nie takého kroku vsak robi luhovaci postup robustnejsim.
Je pouzity aj v IRMM protokole’ a v jeho modifikovanych
verziach’'*%. Pre nevyhodné rozpustacie a komplexac-
né vlastnosti CH;COONH, a MgCl, boli extrakéné sché-
my (Tessier, Salomons-Forstner) modifikované tak, ze
extrakcia i6novymenitelnej a uhli¢itanovej fazy je extra-
hovana spoloéne do roztoku 0,11 mol I"' CH;COOH
(pH 3)*’. Cinidla typu EDTA, DTPA (kyselina dietylén-
triamin-pentaoctova), HEDTA (kyselina hydroxyetylety-
léndiamintrioctova) uvolfiuju idnovymenitelny podiel zo
sedimentu, ale nie st vhodné pre zaradenie do sekven¢ného
extrakéného postupu’®’’. Kinetické 3tidie potvrdili perio-
dicky ¢asovy priebeh desorpcie prvkov (v zavislosti od vzor-
ky prebieha minimalne v 2 stupiioch’) a vyznam zvySova-
nia pomeru objemu extrak¢ného Cinidla k hmotnosti na-
vazku vzorky. Pri extrakénom pomere nad 1:40 sa prudko
zvySuje obsah extrahovaného podielu®**>*'%6%  Rychle
uvolnenie prvého podielu kovov kon¢i v ¢asovom interva-
le 0,5-2 h a pokracuje pomalé uvolfiovanie s koncentrac-
nym maximom po 24 h extrakcie’>”'. Normované jedno-
krokové extrakéné postupy ale uzancne pouzivaju 1- a 6-
hodinové lihovanie.

Extrak¢né ¢inidla rozpusStajuce
uhlid¢itany

Najpouzivanej$im je okysleny pufrovany octan amon-
ny (sodny). Ako parcidlny extraktant je zacleneny do vac-
§iny lahovacich  postupov?’. Lithovanie do roztoku
1 mol I'! CH;COOH spolu s CH;COONa (pH 5) mozno
pokladat’ za takmer kvantitativne, bez vyznamného roz-
pustania organického podielu, Fe a Mn oxidov a hlinito-
kremigitanovych mineralov’'. Po¢as 5-hodinovej extrakcie
sa  vylthuje viac ako 99 % uhli¢itanového podielu™.
Utinky pufrovanych octanov na fizu Fe*" a Mn?" oxidov
zavisi od zachovania oxidacno-redukénych podmienok
pocas extrakcie. V octanovych roztokoch moze byt koex-
trahovany sulfidicky podiel zoxidovany v priebehu suSenia
sedimentu (mozno zabranit odvzdusnenim extrakéného
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Cinidla, pracou v inertnej atmosfére). Experimentalne
podmienky ovplyviiuji vSetky reakcie, prebiehajiice na
fazovom rozhrani. Zavisia od ¢asu vzajomného kontaktu
a intenzity mechanického vytrepavania. Uplné rozpustenie
uhli¢itanov okyslenymi octanmi ale zavisi aj od velkosti
Castic, extrakéného pomeru, typu, kryStalinity uhlic¢itano-
vej fazy a obsahu uhli¢itanov v sedimente. TImiva kapaci-
ta octanového roztoku (CH;COONa spolu s CH;COOH)
je dostato¢na na tplné rozpustenie uhli¢itanov v sedimen-
toch s ich obsahom do 70 % (cit.**""7?).

Kyslé extraktanty s redukénymi
vlastnostami

Pouzivaju sa na redukciu Fe'" a Mn* oxidov, ktoré st
v sedimente pritomné ako povlaky, tmeliaca hmota orga-
nické¢ho detritu a znovu vyzraZzané druhotné mineraly.
Vysledky stadia metédou sekvencnej extrakcie a niekto-
rych adsorpénych modelov dovol'uju predpokladat, ze Fe
a Mn oxidy st spolu s s organickymi povlakmi povrchovo
najaktivnejsie fazy v sedimentoch'®. Rozmanitost’ minera-
logickej Struktary urcuje ich sorpéné vlastnosti a dolezi-
tost’ ako samostatnej sedimentovej fazy (st pritomné vo
formach krystalickych, kryptokrystalickych i amorfnych).
Adsorbuji  a inkluduji mnoho stopovych prvkov atym
ovplyviuju ich distribuciu. Krystalické Fe a Mn oxidy st
odolnejSie voci pdsobeniu extrakénych cinidiel ako kryp-
tokrystalické a amorfné. Tie mozno vymyvat z povrchu
zmenou oxida¢no-redukénych pomerov v roztoku. Podob-
né zmeny v realnych podmienkach vedu k zvyseniu obsa-
hov prvkov v pérovych vodach sedimentu. Extrakciou
krystalickych Fe a Mn oxidov roztokmi EDTA, zriedenej
HCI a CH3COOH sa urcovala distribucia prvkov v autige-
nickych fazach sedimentu a v nanosovych vyvreninach’’.
Tieto extrakéné c¢inidla ale atakuji aj silikdtovl matricu
a organické podiely, preto su pre zaradenie do sekvencné-
ho postupu nevhodné. Dobré extrakéné médium pre oxidy
Fe a Mn by malo mat’ kyslu, alebo komplexac¢n a reduk¢-
nu zlozku, ktord by zabranila znovuvyzrazaniu Fe a Mn po
ich uvolneni do roztoku. Daldi vyvoj preto smeroval
k pouzitiu kyslého extraktantu sredukénym ucinkom:
1 mol I"' HO-NH, - HCl v zmesi s 25 % CH;COOH. Tato
zmes neredukuje obsah organicky viazaného uhlika
v sedimente** a jej publikiciou v Tessierovom postupe sa
stala Standardnym redukénym extrakénym krokom vo
vyvojovo mladsich extrakénych postupoch'®33484%7475,
Nizka hodnota pH (pH 2) tohto ¢inidla spdsobuje ¢iastoc-
né uvoliovanie Si a Al (pri hortcej digescii)**. Amorfné
a krystalické Fe a Mn oxidy mozno rozliSit’ extrakciou
0,1 molI™" pufrovanym roztokom kyseliny 3tavelovej
v tme (katalyticky G¢inok svetla na oxidéaciu krystalickych
Fe a Mn oxidov)*®”%. Okysleny HO-NH, - HCI a tlmivy
roztok (NH4),(COO), st pre amorfné Fe a Mn oxidy
najpouzivanejiie®. Stavelan je pokladany za $pecificke;jsi
ako HO-NH, - HCI, nakol’ko minimalne nariga silikaty’®”®,
Limitujuci je preniho vysoky obsah jemnozrného magnetitu
a silikatu s vysokym obsahom Fe. Stavelanom méze byt
s amorfnymi Fe a Mn oxidmi'' koextrahovany organicky
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podiel (tvori komplexy s vicSinou kationov koordinova-
nych s organickou hmotou). Preto je uprednostiiovany
HO-NH, - HC], s porovnatel'nou selektivitou, ale slabSimi
komplexa¢nymi vlastnostami *'%444830.667579

Extrak¢né ¢inidld pre organicky
a sulfidicky podiel prvkov

Na organicki hmotu a detritus je viazany obsahovo
vyznamny podiel prvkov v sedimente. Hoci je kategorizo-
vany ako jedna faza, obsahuje Siroké spektrum vidzbovych
mechanizmov (adsorpcia, idénovymena, tvorba komple-
xov). S organickym detritom (huminové a fulvokyseliny)
je asociovany ,l'ahko extrahovatelny organicky podiel“.
Ten sa uvolfiuje z povrchu:

1. rozpustanim v zasaditych roztokoch (nevyhodou je
sprievodna hydrolyza; rozpustanie ilovitych materia-
lov; readsorpcia na reaktivnych miestach povrchu,
ktoré vznikni odstranenim organického povlaku®®),

2. oxidaciou (nevyhoda — sucasnd oxidacia sulfidov

a prvkovych podielov viazanych na sulfidoch).
Vyskum nepriniesol d’alsiu Specifikaciu v tejto oblasti. Pri
volbe extrakéného prostredia v tomto kroku sa zvazuje
miera nevyhod oboch pristupov a miera nutnosti potlacit
oxidaciu sulfidov. Rozpustnost’ organickych latok
v Studovanych sedimentoch sa zlepSovala v pouzitych
extrakénych Ccinidlach v poradi NaOH, EDTA, DTPA,
difosfore¢nan’. Najdolezitejsi faktor je pH roztoku
(obvykle pH 7-10). Nizke pH sposobuje ubudanie vytaz-
ku organickej hmoty, a zvySenie vytazku amorfnych Fe
oxidov, ilov a inych aluminosilikdtov. Roztoky citronanu
sodného a EDTA maju silnejSie komplexacné ucinky
amenej nari$aji aluminosilikaty. Extrakcia organického
podielu bola malokedy publikovand samostatne.
V pedolégii boli pouzivané aj extrakcie organickymi roz-
pustadlami selektivne odstraiiujuce proteiny, polysachari-
dy, peptidy, tuky, vosky, Zivice atd’. Zaujimavé bolo pou-
zitie povrchovo aktivnych latok pre zvySenie vytazku or-
ganického podielu v zasaditych roztokoch. V rutinnych
aplikaciach sa ale neuplatnili. Pri extrakénom §tadiu orga-
nického podielu je praktické porovnat’ extrahované podiely
s celkovym obsahom organického uhlika (pre porovnanie
velkosti extrahovateI'ného a rezistentného organického
podielu). Oxidécia ostava najpouzivanejSou technikou pre
uvolnenie organického podielu. Pouzivaju sa zasadité
roztoky NaOCI akyslé roztoky H,O,. NaOCl uvoliuje
viac organického uhlika nez H,O, (prednostné rozpustanie
huminovych kyselin v zasaditom prostredi; minimalny
ucinok na Si, Mn, Fe, a Al — pouzitie 5-6 % roztoku Na-
OCl, pH 8,5-9,5). Oxidécia v 30% roztoku H,O, (pH 2-3)
je podporena ohrevom na 85 °C (niekol'ko hodin), a na-
slednym odparenim do sucha. PouZivanim kyslych rozto-
kov (pH 2) sa predchadza vyplavovaniu katiénov z Fe*
hydroxidov vyzrazanych pri vyS$Sich hodnotich pH. Spolu
s oxidaciou organického podielu prebicha oxidacia sulfi-
dov. Obsah zvyskovej organickej hmoty vo vzorkach sedi-
mentov sa po tomto kroku pohybuje v rozsahu 15-20 %
(cit. ™). »~Rezidudlna organika®“ obsahuje alkdny
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arezistentny organicky zvySok. Uvolnenie organického
podielu mé prebichat’ bez naruSenia silikatovej Struktiry
sedimentu****. Dalgim vylepSenim u&innosti tohto kroku je
extrakcia dosucha odpareného zvysku po oxidacii v H,O,
roztokom 1 mol I"' CH; COONH, (pH 2, cit.”"). V tejto
podobe bol krok prijaty ako Standardny pre extrakciu or-
ganicko-sulfidického podielu a stal sa sicastou mnohych
lithovacich postupov’~***%33 " Jeho nevyhodou je kataly-
ticky rozklad MnO, a tvorba §tavelanu (v pripade pdd)
v priebehu oxidacie, Co znizuje jeho d’alsiu oxidac¢nu Ucin-
nost’ a v kyslych roztokoch dochadza k nartsaniu ilov, Fe
aMn oxidov (pdsobenie §tavelanu). Studie anoxickych
sladkovodnych sedimentov potvrdili, ze prvkovy podiel
ziskany pri oxidécii v H,O, rastie v poradi Mn < Fe < Cr
< Ni < Zn <Pb < Cd < Cu, ¢o je v Ciastocnom sulade s
rozpustnostou sulfidov tychto kovov. Cast’ sulfidov ale
ostava v neextrahovatelnej forme; analyzy mikrosondou
dokazali aj tvorbu pyritov vo vnutri organickych Castic,
ktoré st ve'mi pevné a pre pdsobenie extraktantu uzavreté
agregaty™. V st¢asnosti je skoro nemozné selektivne izo-
lovat’ sulfidickt a organicku fazu sedimentu, ¢o robi pri-
stup extrakcie organicko-sulfidickej frakcie zmesou H,O,
a okysleného CH;-COONH,, pristupom najspravnejSim
a najpraktickej$im zaroven. Pouzitie silnejSich oxida¢nych
¢inidiel a minerdlnych kyselin by uZz narusilo silikatov(
Struktaru sedimentovej (podnej) matrice.

Zmesi silnych kyselin

Po odstraneni vyssie uvedenych sedimentovych faz
v jednotlivych extrakénych stupiioch ostava zvySok zloZe-
ny zo silikatovych a inych rezistentnych mineralov. Sedi-
mentové reziduum nie je environmentalne vyznamné, ale
jeho celkovy rozklad a analyza obsahu vo zvysku je nut-
nou kontrolou spravnosti a presnosti extrakéného postupu.
Kritériom pre volbu mineralizaéného kroku je rozklad
vzorky bezo zbytku. Kremicitanové zlozky sedimen-
tu vyzaduju mineralizaciu zmesou kyselin pri vysokych
teplotach a tlakoch®, alebo hortcim rozkladom kyselinou
fluorovodikovou v kombinacii s inymi mineralnymi kyse-
linami, z ktorych ma aspoii jedna oxidacny ucinok. Zmes
kyselin HF+HNOs;+HC104 pri normalnom tlaku ma tiez
dostato¢nu Ucinnost. Jej nevyhodou st straty prchavych
fluoridov, tvorba zrazeniny KC10,, a sekundarna tvorba
zrazenin fluoridov MgAlFs-H,O, NaAlF4-H,0O, a CaF,
(cit.*), s ktorymi mézu koprecipitovat’ aj Fe, Al, Zn, a Ti.
Prisada kyseliny boritej poméha rozpustit’ niektoré zraze-
né fluoridy vznikajice v priebehu rozkladu zmesou
HF-+HNO; (cit.®).

Extrakcia do roztokov silnych
komplexaénych <¢inidiel

Komplexaéné ¢inidld sa pouzivali v chémii pod na
urenie biopristupného podielu kovov. Ako vyplyva
z uvedenych faktov, roztoky silnych komplexac¢nych ¢ini-
diel su schopné uvolnit’ podiely vodorozpustné, idonovy-
menitel'né, viazané na uhli¢itany, amorfné oxidy Fe a Mn
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(cit.”), ,,Fahko extrahovatelni organiku®, a po uprave pH
extrakéného prostredia, Ciastocne aj na kryptokrystalické
a krystalické formy Fe a Mn oxidov>. Studie v tejto ob-
lasti dovoluju konStatovat, ze extrahované podiely do
roztoku silného komplexa¢ného cinidla sa po optimalizacii
extrakéného pomeru a ¢asu v zévislosti od prvku blizia
k suctu extrahovanych podielov reprezentujucich i6novy-
menitelny, uhli¢itanovy, redukovatel'ny a Ciastocne orga-
nicko-sulfidicky podiel sekvenéného extrakéného postu-
pu, sktorym bola jednokrokova extrakcia porovna-
vand®’P28848 - To  poskytuje informédcie minimalne
o mobilnych a mobilizovatel'nych podieloch v sedimente.
Porovnanie jednokrokovej extrakcie do roztoku silného
komplexacného ¢inidla a sekventného extrakéného po-
stupu vedie k tvrdeniu, ze jednokrokova extrakcia do
vhodne zvoleného komplexa¢ného ¢inidla je po optimali-
zacii  schopna uvolnit mobilny, mobilizovatelny,
v krajnom pripade vSetok nerezidudlny kovovy podiel
vsedimente. Tym poskytne predbeznii informéaciu
o litogénnom (antropogénnom) pévode prvkov
a znecisteni nimi. Prostrednictvom jednokrokovej extra-
kcie do komplexacného ¢inidla teda mozno kontrolovat’
uroven znecistenia asimulovat vstup  mobilného
a potencialne mobilného podielu do vodného prostredia.
Pritomnost’ prvkovych polutantov vo vodnom roztoku im
umoziuje prestup cez rozhrania d’al$ich zloziek zivotného
prostredia®*>%,

4. Zaver

Jednokrokova extrakcia do silného komplexaéného
¢inidla sa ponuka ako zjednodusend alternativa sledovania
mobilnych a mobilizovatelnych prvkovych podielov
v sedimentoch. Diskusia a literdrne odkazy poukazuju na
moznost’” kombinovat a Ciasto¢ne nahradzat' periodické
kontroly sedimentarneho systému sekven¢nymi extrakény-
mi postupmi, pomocou extrakcii jednokrokovych, do
vhodne zvolenych a odskusanych komplexac¢nych ¢inidiel.
Tie moézu sluzit ako rychly prostriedok odhadu zdrojov
a charakterizacie kontaminac¢nych vstupov do sedimentar-
neho prostredia, ako predbeznd informécia o litogénnom
(antropogénnom) povode prvkov, ako kontrola trovne
a simulacia vstupu mobilného podielu do vodného biotopu
a to za neporovnatelne kratsi ¢as a s niz§imi finanénymi
nakladmi ako extrakcie sekvenéné™. Po adaptécii na re-
gionalne podmienky méze byt vhodnou doplnkovou kon-
trolou a formou priebeZného monitoringu znecistenia sedi-
mentov (pod). Z hl'adiska ekonomickej a ¢asovej nenaroc-
nosti je vhodnd ako alternativny test k normovanym
»IRMM postupom® a mdéze byt formou rychlej indikacie
zmenenej mobility prvkovych kontaminantov v monito-
rovanom prostredi. Takto ziskana informacia o aktuadlnom
znecisteni sedimentarneho prostredia je Casto dostacujlica
na to, aby boli realizované spravne rozhodnutia v oblasti
ochrany Zivotného prostredia.
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(ethylenediamine-tetraacetic acid)
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Uvod

3-Nitrofluoranthen (3-NF) a pendimethalin pfedstavu-
ji potencidlni riziko pro pfirozené biologické funkce Zivé
ptirody s dopadem na zdravi lidi a zvitat, jelikoz jsou jim
pfisuzovany mozné karcinogenni ti¢inky'.

3-NF patii do skupiny latek oznacovanych jako nitro-
vané polycyklické aromatické uhlovodiky (NPAH), které
vznikaji zejména pii nedokonalém spalovani fosilnich
paliv’, ale také pii fotolytickych reakcich mateiskych po-
lycyklickych aromatickych uhlovodikii (PAH) s oxidy
dusiku v atmosféie’. Pro stanoveni NPAH byla popsana
cela fada analytickych metod s riznou citlivosti a selekti-
vitou. Mezi ty nejbéznéji pouzivané patii HPLC s UV/VIS
detekei, avSak nejvétsi potencial predstavuje pouziti GC ¢i
HPLC s MS detekei (viz prehledny referat’).

Pendimethalin je latka, ktera se pouziva jako herbi-
cid? k zabrafiovani kli¢ivosti semen citlivych pleveld. Ve
svétd je bézné pouzivan a v Ceské republice se s nim lze
setkat v nejruznéjsich prostiedcich jako napt. Escort, Ma-
raton & STOMP 330E (cit.®). Analytické metody jsou za-
méfeny na stanoveni pendimethalinu v pudé a ve vodé
nejcastéji metodou GC s MS detekei”.

Polarografickému a voltametrickému chovéni téchto
latek byla doposud vénovéana mensi pozornost i piesto, ze
ob¢ obsahuji ve svych strukturach snadno redukovatelnou
nitroskupinu. Jak 3-NF (cit.”) tak i pendimethalin'®'" byl
zatim stanovovan pouze na rtutovych elektrodach.
V navaznosti na tyto studie je v pfedkladané praci vénova-
na pozornost pouziti netoxické st¥ibrné pevné amalgamové
elektrody (AgSAE)'*™™ pro stanoveni 3-nitrofluoranthenu
a pendimethalinu. Tento druh elektrody predstavuje moz-
nou nahradu za visici rtutovou kapkovou elektrodu, ktera
se bézné pouziva pro stanoveni elektrochemicky reduko-
vatelnych analytt. Mezi jeji vyhody patii Siroké potencia-
lové okno v katodické oblasti, nendro¢na pieduprava, neto-
xicita elektrodového materialu, dlouhodoba stabilita ode-
zvy ¢i snadnd manipulace pii vyuZiti v terénnich méfenich.
Pouziti AgSAE umoziluje praci v riznych modifikacich,
zde bylo pracovéano se rtutovym meniskem modifikovanou
stiibrnou pevnou amalgamovou elektrodou (m-AgSAE),
se kterou je obecné dosahovano nejlepsich vysledki
v porovnani s ostatnimi modifikacemi. Zakladni charakte-
ristiky, aplikacni oblasti a specifika prace s AgSAE jsou
shrnuty v pracich Yosypchuka'>'.

Cilem predkladané prace bylo nalézt optimalni pod-
minky, pfi kterych by bylo mozno detegovat ob¢ latky v co
metrie (DPV) ¢i adsorpéni rozpoustéci voltametrie (AdSV)
ve smiSeném vodné-methanolickém zékladnim elektrolytu
(ZE) a aplikovat je na piimé stanoveni v pitné vodé.

7 wr

Experimentalni ¢ast

Chemikalie

Zasobni roztoky 3-nitrofluoranthenu a pendimethali-
nu (pfislusné strukturni vzorce na obr. 1) v methanolu
(p-a., Lachema, CR) o koncentraci 1-10~ mol "' byly pfi-
praveny rozpusténim 0,02473 g 3-NF (90% Sigma-
Aldrich, CR) & 0,02810 g pendimethalinu (Vyzkumny
ustav organickych syntéz, Pardubice-Rybitvi) ve 100 ml

" Lucie Vaikova a Lucie Maixnerova s touto praci obsadily 3. misto za chemii v celoprazském kole Stfedoskolské odborné
¢innosti v roce 2005. Tato tisténa verze je zkracena oproti ptivodni, kterd je vystavena jako doplikovy material na URL:
http://chemicke-listy.vscht.cz/docs/full/2006 12 1105-1110.pdf .
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Obr. 1. Strukturni vzorce studovanych latek

tohoto rozpoustédla. Roztoky o nizSich koncentracich byly
pripravovany piesnym fedénim zasobniho roztoku metha-
nolem. Vsechny roztoky byly uchovavany ve tmé za labo-
ratorni teploty. Spektrofotometricky bylo ovéfeno, Ze oba
roztoky jsou stalé minimaln¢ 120 dni. Dalsi pouzité chemi-
kalie: kyselina boritd, octova (99%), fosfore¢nd (85%),
hydroxid sodny a chlorid draselny (Cistoty p.a.) byly ziska-
ny od firmy Lachema, CR. Brittonovy-Robinsonovy (B-R)
tlumivé roztoky'> o piislusném pH byly pfipraveny smise-
nim 0,2 mol I"' NaOH s roztokem obsahujicim kyselinu
boritou, fosforeénou a octovou, kazdou o koncentraci
0,04 mol 1", Pro p¥ipravu vodnych roztokii byla pouzivana
deionizovana voda (Millipore, USA). Pouzivané roztoky
byly uchovévany ve sklenénych nadobach, ve tmé a za
laboratorni teploty. Kyslik byl pfi voltametrickém méfeni
odstrafiovan Sestiminutovym probublavanim dusikem cis-
toty 4.0 (Linde, CR). Pro piipravu modelovych vzorkd
pitné vody byla pouzita voda z prazské vodovodni sité
odebrana z budovy chemickych kateder PiF UK, Alber-
tov 6, Praha 2.

Aparatura

Pfi voltametrickych méfenich byla pouzita sestava
Eco-Tribo Polarograph s programem PolarPro 2.0 fy Pola-
ro-Sensors, CR pracujicim pod opera¢nim systémem Win-
dows 3.11 (Microsoft, USA). M¢éfeni byla provadéna
v tiielektrodovém zapojeni s referentni argentchloridovou
elektrodou (1 M-KCI) (typ RAE 113) a pomocnou elektro-
dou tvotfenou platinovym pliskem (v§e Monokrystaly, Tur-
nov). Jako pracovni byly pouzity stfibrné pevné amalga-
mové elektrody (AgSAE) €. 2-05-19 pro méteni 3-NF a 2-
05-26 pro métfeni pendimethalinu dodané fy Polaro-
Sensors, CR. Priiméry (d) amalgamového disku elektrod byly
500 pum (2-05-19) a 565 pum (2-05-26). Pii DPV bylo pra-
covano s rychlosti polarizace 20 mV s~ a na elektrody
byly vkladany pulsy o $ifce 100 ms a modula¢ni amplitudé
-50 mV.

Presna hodnota pH byla méfena digitalnim
pH metrem Jenway (typ 4330) s kombinovanou sklenénou
elektrodou (typ 924 005) (vSe Jenway, Velka Britanie). pH
metr byl kalibrovan standardnimi vodnymi pufry za labo-
ratorni teploty. V textu je dale pouzivana hodnota vysled-
né¢ho pH vodné-methanolického roztoku. Jedna se o hod-
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notu ziskanou méfenim téchto roztokd pomoci sklenéné
elektrody kalibrované standardnimi roztoky vodnych puf-
ri. Tato hodnota neni tedy termodynamické veli¢ina, ale
charakterizace métenych roztoki.

Spektrofotometrickd méfeni byla provadéna na pfi-
stroji Pye-Unicam SP8-400 UV/VIS spectrophotometer
(Cambridge, Velka Britanie) v kfemennych kyvetach mér-
né tloustky 1 mm.

Pracovni postupy

Stalost zasobnich roztokd v methanolu byla kontrolo-
vana spektrofotometricky oproti ¢istému methanolu méfe-
nim absorbance pfi pfislusnych maximech pfti vinové délce
382,0 nm pro 3-NF a 238,4 nm pro pendimethalin.

Pti voltametrickych stanovenich bylo postupovano
vzdy tak, ze do 10 ml odmérné baiiky byl odpipetovan
prislusny objem zasobniho roztoku 3-NF ¢i pendimethali-
nu v methanolu, pfidan potfebny objem methanolu a po
promichani byl roztok doplnén BR pufrem o daném pH po
rysku. Takto pfipraveny roztok byl pteveden do polarogra-
fické nadobky a zbaven kysliku Sestiminutovym probubla-
nim dusikem. VSechny kfivky byly zaznamenany 3krat.
Pfed vstupem dusiku do polarografické nadobky byla zata-
zena promyvacka obsahujici smés methanol-voda o stejném
poméru jako analyzovany roztok. VSechna méfeni byla
provadéna za laboratorni teploty. Vysky piki pro 3-NF byly
vyhodnocovény od spojnice minim po strandch daného
piku, kdezto pro pendimethalin byla nalezena spole¢na
spojnice minim pfed prvnim a za druhym pikem. Mez
stanovitelnosti (Lg) byla zjistovana programem ADSTAT
2.0 (TriloByte, CR), ktery ji po¢ita jako nejmensi hodnotu
signalu, pro kterou je relativni smérodatna odchylka pre-
dikce z kalibra¢niho grafu dostate¢né mal4 a rovna Eislu
0,1 (cit."®).

Pracovni elektrodu m-AgSAE bylo nutné pied vlast-
nim méfenim pfipravit tak, aby bylo zaruceno dosazeni
reprodukovatelnych vysledkd. V souladu s postupy dopo-
ru¢ovanymi v navodech pro pouziti komerénich elektrod
byly provadény tyto operace: amalgamace, elektrochemic-
ka aktivace a regenerace. Tyto operace jsou podrobnéji
popsany v praci'?.

Vysledky a diskuse
3-Nitrofluoranthen

Vliv pH na chovani 3-NF pii DPV na m-AgSAE byl
sledovan ve smési methanol-BR pufr pH 2—-12 (9:1). Kon-
centrace latky byla 1-10* mol I"'. Prostiedi bylo vybrano
na zéklad¢ predchozich méfeni 3-NF na rtutovych elektro-
dach, kde vysoky obsah methanolu zabranoval vyluovani
3-NF b&hem analyzy’. Vybrané voltamogramy 3-NF pro
rizné pH jsou uvedeny na obr. 2. Je patrné, ze 3-NF po-
skytuje v zavislosti na pH dva piky. Méné negativni pik se
objevuje v celém rozsahu pH a jeho potencial (Epl) se po-
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souva se stoupajicim pH smérem k zapornéjsim hodnotam.
Druhy pik je pfitomen jak v kyselych, tak i alkalickych
pH. V kyselé oblasti se jeho potencial (Epz) posouva
k zaporngjsSim hodnotdm se vzristem pH, avsak
v alkalické oblasti se hodnota Ep2 ani Ip2 (proud piku) prak-
ticky neméni se zménou pH. Z predchézejicich méteni na
rtutovych elektrodach’ 1ze usuzovat, e prvni pik odpovida
Ctyfelektronové irreverzibilni redukci nitroskupiny na hyd-
roxylaminoskupinu, ktera je dale irreverzibilné redukova-
na az na aminoskupinu (2. pik).

Nejvyssi a nejlépe vyhodnotitelny 1. pik (Ipl) 3-NF
byl ziskan v prostfedi methanol-BR pufr pH 12 (9:1). Pro
dal§i méfeni byl pouzit roztok 0,01 M-NaOH misto BR
pufru o pH 12. Pro kontrolu, zda nedochdzi k pasivaci
elektrody, bylo provedeno 24 méfeni 3-NF (¢ = 1-107*
mol I'") v prostfedi methanol-0,01 M-NaOH pfi experi-
mentalné nalezenych optimalnich regeneracnich potencia-
lech Ej, = =350 mV a Ez= —1600 mV. Opakovatelnost

-400

4 i
-300 \ /
3 ;]

-200

-100

-1000_ . -1500
E,mV

0 -500

Obr. 2. DP voltamogramy 3-NF (¢ = 1-10™* mol I'') mé¥ené
technikou DPV na m-AgSAE; d =500 um, v prostfedi metha-
nol-BR pufr (9:1) o pH BR pufru 2,0 (1), 4,0 (2), 6,0 (3), 8,0 (4),
10,0 (5) a 12,0 (6)
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byla charakterizovana pomoci relativni smérodatné od-
chylky, RSD = 1,1 %, jenZ vyjadfovala nizkou miru pasi-
vace elektrody, ktera ma obvykle za nasledek pokles vysky
piku. Za optimalnich podminek byly zméfeny kalibracni
zavislosti v rozmezi 2-107—1-10"* mol I"' 3-NF. Koncent-
raci 2-1077 mol I"' viak jiz nebylo mozné spolehlivé vy-
hodnotit. V koncentraénim rozmezi 1-10°-1-10"* mol I"*
nebyla koncentracni zavislost jiz linedrni a byl rovnéz
pozorovan ur€ity posun Ep'smérem k zaporn€jsim hodno-
tam. Parametry ziskanych kalibra¢nich zavislosti jsou uve-
deny v tabulce I.

Pfi pouziti AASV bylo nutné nalézt nejen vhodné
prostiedi, ale i potencial akumulace (E,..) a ¢as akumulace
(face)- 3-NF je dobfe rozpustny v methanolu, jehoz vysoka
koncentrace v roztoku tak vede ke snizeni adsorpce latky
na elektrodé. Byl tedy sledovan vliv akumulace 3-NF (¢ =
1-107° mol I"") na vy8ku proudu piku v prostiedi methanol-
0,01 M-NaOH (9:1), (1:1) a (1:9) pro E,. = =350 mV.
Nejvyssich hodnot signalu bylo dosazeno v prostiedi obsa-
hujicim 10 % methanolu pro z,.. = 300 s, ve kterém byla
poté zméfena kalibraéni zavislost pro koncentraéni
rozmezi 2:107-1-10"" mol I"". Aviak béhem méfeni do-
chazelo k vyrazné pasivaci elektrody a od urcité koncent-
race 3-NF uz nebyl pozorovan linedrni rast signalu
v zavislosti na koncentraci. K zajisténi dostate¢né opako-
vatelného signalu bylo dale pracovano v prostiedi 50%
methanolu, v némz ziejmé dochazi ke snazsimu rozpous-
téni produkti redukce 3-NF z povrchu elektrody. Zavis-
lost Ip1 na fyee pro Eye = —350 mV v prostiedi methanol —
0,01 M-NaOH (1:1) vykazuje maximum pfi t,,. = 60 s,
avSak ani za téchto podminek nebyla kalibracni zavislost
linearni. Proto byl pro proméieni kalibracnich zavislosti
pro 3-NF v rozmezi 2-107 az 1-10™° mol I"! zvolen ¢as aku-
mulace .. = 15 s a potencial akumulace E,.,. = -350 mV,
kdy byla ziskana linearni zavislost v celém koncentracnim
rozsahu. Totéz plati i o fddové nizsim koncentracnim roz-
mezi 2:10°-1-107 mol I"" (viz obr. 3). Parametry kon-
centracnich zavislosti pro DPV a AdSV stanoveni 3-NF na
m-AgSAE jsou uvedeny v tabulce I.

Tabulka I

Parametry kalibrac¢nich pfimek pro stanoveni 3-NF metodou DPV a AdSV na m-AgSAE, d = 500 pm

Technika c Smérnice Usek Korela¢ni Lo
[mol 1] [nA mol™'1] [nA] koeficient (mol I'"]

DPV* (1-10)-10°° 4,95-10° 2,9 0,9987 -

DPV* (4-10)-107 6,14-10° -0,2 0,9982 4107

AdSV® (2-10)-107 3,61-10 0,5 0,9996 -

AdSV® (2-10)-107® 4,35-107 -0,2 0,9987 3107

? Prostiedi methanol-0,01 M-NaOH (9:1); E;, = -350 mV a E; = —1600 mV, b prostiedi methanol-0,01 M-NaOH (1:1);

Ein=-350mV a E; =-1600 mV; tyec = 15 8, Epee = =350 mV
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Obr. 3. AdS voltamogramy 3-NF na m-AgSAE; d = 500 pm,
v prostfedi methanol-0,01 M-NaOH (1:1) pfi tyec = 15 s a Eyee =
=350 mV, Ej,= -350mV aFE; = —1600 mV ; ¢(3-NF): 0 (1),
2:107% (2), 4-107% (3), 6-107% (4), 8107 (5), 10-10™® (6) mol I'";
vlozena kalibra¢ni zavislost pro prvni pik 7,

Pendimethalin

Vliv pH na chovani pendimethalinu pfi DPV na
m-AgSAE byl sledovan ve smési methanol-BR pufr pH 2-12
(9:1). Koncentrace latky byla 1-10™* mol I"". Prostiedi bylo

I, nA

-350 -700 -1050

E,mV

Obr. 4. DP voltamogramy pendimethalinu (¢ = 1.10~ mol I'")
méfené technikou DPV na m-AgSAE; d = 565 um, v prostiedi
methanol-BR pufr (1:1) o pH BR pufru 2,0 (1), 4,0 (2), 7,0 (3),
10,0 (4) a 12,0 (5)
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Obr. 5. DP voltamogramy pendimethalinu na m-AgSAE; d =
565 um, v prostfedi methanol-BR pufr pH 7 (1:1), E;, = -100 mV
a Eg = —1100mV ; c(pendimethalin): 0 (1), 2:107 (2), 4-107
(3), 6:1077 (4), 8-1077 (5), 10-1077 (6) mol I'*; vloZené kalibracni
zavislosti pro prvni pik Ip1 (A) a pro druhy pik Ip2 B)

vybrano na zéaklad¢ predchozich méfeni pendimethalinu na
rtutovych elektrodach'. Vybrané voltamogramy pendime-
thalinu pro riznd pH jsou uvedeny na obr. 4.
Z namétenych zavislosti vyplyva, Ze pendimethalin posky-
tuje v celé oblasti pH pouze dva piky, které se s rostoucim
pH posouvaji k negativngjsim potencialim. Na zaklade
vysledkii Oldha'® Ize kazdému piku pendimethalinu pfisou-
dit ¢tyfelektronovou irreverzibilni redukei jedné nitroskupi-
ny na hydroxylaminovou skupinu.

Nejlépe vyhodnotitelné piky byly ziskdny v roztoku
methanol-BR pufr pH 7 (1:1), a proto bylo toto prostiedi
vybrano pro prométeni koncentraénich zavislosti. Ve stej-
ném roztoku byla nejprve sledovana vyska piku pendime-
thalinu v zavislosti na po¢tu méfeni pii potencialech rege-
nerace £, = —200 mV a E; = —1400 mV. Ukazalo se, ze
pfi takto zvolenych regenera¢nich potencidlech dochézelo
k vyraznému poklesu proudd pikG a posunim jejich E,
k zaporn€jsim hodnotam, coz bylo zpisobeno pasivaci elek-
trody. Byly tedy experimentalné nalezeny nové optimalni
regeneracni potencialy £;, =—-100 mV a E; =—1100 mV, pri
kterych byl pozorovan nejmensi pokles obou pikd. U prv-
nich péti méfeni byl pokles nejvyraznéjsi, poté vsak doslo
k ustaleni signalu. Proto tato prvni méfeni nebyla vyhod-
nocovéna. Za téchto podminek byly proméfeny kalibracni
kiivky pendimethalinu v rozsahu 2-107'—1-10~* mol I"". Na
obr. 5 jsou uvedeny voltamogramy pendimethalinu pro
koncentraéni rozmezi 2-107'=1-10"° mol I"'. Pro rozmezi
2:107°=1-10"* mol I"" nebyla jiz zavislost linearni. Vyhod-
nocovany byly vzdy oba piky (Ip1 a Ipz). Parametry kalib-
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Tabulka II
Parametry kalibra¢nich ptimek pro stanoveni pendimethalinu pomoci DPV na m-AgSAE, d = 565 um
¢ [mol 1] Smérnice [nA mol ™' 1] Usek [nA] Korelaéni koeficient Lo[mol 1]

1. pik 2. pik 1. pik 2. pik 1. pik 2. pik 1. pik 2. pik
(2-10)-107* 2,17-10°  1,55-10° -1,6 -1,2 0,9984 0,9954 - _
(2-10)-107° 2,41-10°  1,31-10° -0,2 -0,2 0,9950 0,9966 41077 3107
(2-10)-107° 1,50-10°  0,83-10° -0,9 -1,0 0,9803 0,9522 - _
(2-10)-107° 1,68-10°  0,98-10° -0,1 -0,3 0,9955 0,8893 51077 -

* Methanol-BR pufr pH 7 (1:1); Ey, = —100 mV, Eg=—1100 mV, " modelové vzorky pitné vody v prostfedi BR pufru pH 7;

Eyn=-100 mV, Ez=-1100 mV
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Obr. 6. DP voltamogramy pendimethalinu v pitné vodé na
m-AgSAE; d =565 um, v prostitedi BR pufr o pH 7 (1:1),
Eyp =-100 mV a Eg = —1100 mV; ¢(pendimethalin): 0 (1), 2:107
(2), 4107 (3), 6:107 (4), 8:107 (5), 10-107 (6) mol I"'; vlozena
kalibra¢ni zavislost pro prvni pik /,

racnich zavislosti pro jednotliva koncentracni rozmezi jsou
uvedeny v tabulce I1.

Nalezené optimalni podminky pro stanoveni pendi-
methalinu pomoci DPV na m-AgSAE byly aplikovany pro
jeho piimé stanoveni v modelovych vzorcich pitné vody.
K 5 ml pitné vody bylo pfidano potiebné mnoZstvi zasob-
niho roztoku pendimethalinu (2—-10 pl) a vzorek byl dopl-
nén BR pufrem pH 7 do 10 ml a po probublani dusikem
byl zaznamenan DP voltamogram. Koncentra¢ni zavislosti
byly proméfeny v rozmezich 2-10°-1-107 a 2:107-1-10"°
mol I”! (viz obr. 6). Opét byly vyhodnocovéany oba piky.
Kvuli pfitomnosti pikd v zdkladnim elektrolytu bylo nutné
odecist jejich signal od signalu pendimethalinu v kalibrac-
nich zavislostech a tak provést korekci usekt kalibracnich
pfimek. Pfislusné parametry jsou uvedeny v tabulce II.

1109

Stanoveni zalozené na méfeni vysky 1. piku ma daleko
vy$si smérnici a stejné tak i korela¢ni koeficient, proto je
mu pii stanoveni pendimethalinu davana piednost pied
métenim vysky 2. piku.

Zavér

Byly nalezeny vhodné podminky pro stanoveni sub-
mikromolarnich koncentraci genotoxickych latek 3-nitro-
fluoranthenu a pendimethalinu na m-AgSAE pomoci dife-
renéni pulsni voltametrie, pro 3-nitrofluoranthen i pomoci
adsorp¢ni rozpoustéci voltametrie. Pro pendimethalin byly
nalezené podminky aplikovany pro jeho stanoveni
v modelovych vzorcich pitné vody.

Tento vyzkum byl financné podporovan Grantovou
agenturou Univerzity Karlovy (projekt 332/2006) a Minis-

terstvem Skolstvi, mladeze a telovychovy (projekt
LC06035).
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(“ Masaryk Technical College of Chemistry, Prague,
" Department of Analytical Chemistry, UNESCO Labora-
tory of Environmental Electrochemistry, Charles Univer-
sity, Prague, © J. Heyrovsky Institute of Physical Chemis-
try, Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague):
Voltammetric Determination of Submicromolar Con-
centrations of 3-Nitrofluoranthene and Pendimethalin
at Silver Solid Amalgam Electrode

Optimum conditions are described for the determina-
tion of genotoxic 3-nitrofluoranthene (3-NF) and pendi-
methalin using differential pulse voltammetry (DPV). The
limits of quantification (Lo) around 4-107 mol 1" were
found for both the materials. In addition, adsorptive strip-
ping voltammetry was used for determination of 3-NF
with Lg around 3-10°* mol I"'. The practical applicability
of newly developed methods was demonstrated on direct
determination of pendimethalin in model samples of drink-
ing water by DPV with L around 5-10”" mol 17",
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je¢men, MALDI-TOF/TOF

Uvod

Proteomicka identifikace nizkomolekularnich protei-
ni pomoci tradi¢niho piistupu je komplikovana nékolika
skuteCnostmi. RozliSeni téchto proteind separovanych
gelovou elektroforézou je obecné malé, coz ma za nasle-
dek spolecnou migraci vice slozek proteinové smési, které
maji podobnou molekulovou hmotnost. Tyto proteiny se
pak ve vysledném jednorozmérném (1-D) gelu vyskytuji
na stejném misté. Dal§im problémem identifikace malych
proteini kombinaci enzymového S$tépeni a hmotnostni
spektrometrie (MS) je skuteCnost, ze tyto proteiny zpravi-
dla poskytuji pouze né€kolik specifickych peptidli — ob-
zvlasté v pripadé, je-li Stépeni provedeno piimo v gelu
apfi malych mnozstvich vzorku'. Vysledné hmotnostni
spektrum smési obsahuje nejen signaly peptidi
z identifikovaného proteinu, dalSich proteinti pifitomnych
ve vzorku, ale také autolyzatl §tépiciho enzymu, peptidi
keratinti, nespecifickych peptidii a jinych pfimési (napt.
matricovych klastri pfi analyze metodou MALDI-TOF
MS, cit.%). Za této situace analyzované proteiny zpravidla
nelze identifikovat pomoci ¢asto pouzivané metody
,peptide mass fingerprinting” (PMF), kterd vyuziva méfe-
ni relativni molekulové hmotnosti peptidi a porovnani
exprimentélnich dat s Gdaji v databazich proteini™.

Vzhledem ke slozitosti peptidové smési v enzy-
movém digestu nestaci maly pocet specifickych peptida k
jednoznacéné identifikaci proteinu. Mimo tyto specifické
peptidy (odpovidajici ocekavanému §tépeni danym enzy-
mem) vSak rovnéZ i nékteré dalsi slozky smési pochazeji
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z hledaného proteinu a mohly vzniknout pfi ptipravé vzor-
ku bud’ plisobenim chemikalii nebo neobvyklou aktivitou
proteolytického enzymu.

Specitické peptidy uvolnéné ptisobenim trypsinu maji
na N-konci jakoukoli aminokyselinu s vyjimkou prolinu
(nejedné-li se o N-koncovy peptid) a na C-konci lysin nebo
arginin (s vyjimkou jakékoli aminokyseliny na C-konci
proteinu). Aminokyselinou piedchazejici N-konci jakékoli
tryptického peptidu (s vyjimkou N-konce proteinu)
v sekvenci proteinu je bud’ lysin nebo arginin. Ostatni
peptidy pochézejici ze stejného proteinu nazyvame nespe-
cifické, které se nehodi k identifikaci pomoci PMF, ale
maji uplatnéni v metodach vyuzivajicich fragmentace pep-
tidl pro stanoveni sekvence, ktera je podkladem pro data-
bazovou identifikaci. To znamend, Ze nespecifické pepti-
dy, které pti PMF predstavuji vazny problém, lze Gspésné
vyuzit pro identifikaci proteinti cestou fragmentacnich
technik. Kombinace  kapalinové  chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS) na bazi
ionizace elektrosprejem’ nebo MALDI-TOF MS doplné-
na technikou ,,post-source decay (PSD)“® byly Gsp&$né
vyuzity pro identifikaci proteinii pomoci nespecifickych
peptida™®.

Podrobna analyza proteomu jeCmene je dilezitd pro
jeho efektivni vyuziti v zem&dé&lstvi, potravinaiském pri-
myslu a zejména v pivovarnictvi. Ziskané poznatky pomo-
hou pochopit jeho biologické a technologické vlastnosti
(odolnost viici suchu, schopnost enzymového odbouravani
Skrobu, kvalitu pény atd.).

Prvotni identifikace je¢nych proteind pomoci 1-D
gelové elektroforézy a MS publikovali Chmelik a spol.”.
Pro zjednoduseni smési proteind extrahovanych z je¢nych
obilek byl vyuzit Osborniiv systém rozpoustédel®, ktery
tyto proteiny rozdéluje do Ctyt skupin: vodou extrahovatel-
né albuminy, globuliny extrahovatelné roztokem NaCl,
hordeiny rozpustné ve vodnych roztocich alkoholl a glute-
liny extrahovatelné roztokem NaOH. Tento zpiisob extrak-
ce zjednodusil smési proteintt do té miry, Ze pro jejich
dalsi separaci nebylo nutné pouzit dvourozmérnou (2-D)
gelovou elektroforézu. Vhodnou alternativou k elektro-
foréze jsou chromatografické metody, z nichz byla Gspés-
né vyuzita pro separaci proteind napf. gelova chromatogra-
fie’, ktera obdobn& jako vyse uvedené elektroforetické
metody separuje proteiny podle jejich velikosti. 2-D elek-
troforéza byla ale nezastupitelna, pokud probéhla extrakce
proteind jedingm pufrem'. V&t3i rozliseni 2-D elektrofo-
rézy umoznuje rozdélit i velmi podobné proteiny, coz
v piipadé, Ze je rozdilna migrace zptsobena posttranslac-
nimi modifikacemi, vede k tomu, Ze jeden a ten samy pro-
tein je identifikovan na riznych mistech gelu. Rozliseni
jednotlivych forem vyzaduje nalezeni a charakterizaci modi-
fikovanych peptidl, coz je mnohem obtiznéjsi nez identifi-
kace proteinu a v podstaté neproveditelné pomoci PMF
(cit.'"). V piipadé selhani PMF je nutné vyuziti fragmentace
peptidi  tandemovou hmotnostni  spektrometrii.  Je-li
k dispozici vhodné vybaveny hmotnostni spektrometr napt.
MALDI-TOF/TOF, 1ze MS/MS experiment provést se stej-
nym vzorkem, ktery byl ptivodn& pouzit pro PMF analyzu'?.
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Jednou z vhodnych technik fragmentace peptidu je
PSD. Tato technika je dostate¢né citlivd a ve spojeni
s ,,curved-field reflektronem (CFR)", ktery fokusuje sou-
Casné vSechny fragmentové ionty, i rychld. Jeji nevyhodou
je tvorba riznych internich fragmentd, coz ¢astecné kom-
plikuje interpretaci hmotnostniho spektra, ve kterém se
nejvice vyskytuji a-, b- a y-ionty, ¢imz se PSD podoba
nizkoenergetické kolizné indukované disociaci. V pfipadé
tryptickych peptidd je nevyhodou lokalizace mobilniho
protonu na bazickych aminokyselindch (Lys a Arg), coz
snizuje ucinnost fragmentace a vede k nizkému pokryti
sekvence peptidii'®. K ziskani vhodnych peptidi Ize pouzit
fady méné specifickych enzymti napf. chymotrypsinu,
jehoz vyhodou je, Ze je aktivni za stejnych podminek jako
trypsin’’.

Cilem této prace bylo identifikovat nizkomolekuldrni
proteiny extrahované z obilek je¢mene MS/MS analyzou
s vyuzitim nespecifickych peptidu.

Experimentalni ¢ast

Jako vzorek pro tuto studii byla vybrana odrida jec¢-
mene (Hordeum vulgare L.) Monaco. Rozemleta jecna
zrna (1 g) byla extrahovana 10 ml deionizované vody po
dobu 20 min za stalého tfepani. Smés byla centrifugovana
15 min pii 7000 g. Supernatant (vodny extrakt) byl smi-
chan se vzorkovym pufrem pro gelovou elektroforézu (tj.
50 mM Tris-HCI, pH 6,8, 4% SDS, 12% glycerol, 2% pB-
merkaptoethanol, 0,01% bromfenolovda modf) v obje-
movém pomeéru 1:1. Tato smés byla povafena 5 min na
vodni lazni a alikvot (20 ul) byl aplikovan na diskontinual-
ni 1-D polyakrylamidovy gel (6% koncentracni gel, 20%
separacni gel, velikost 150 mm X 150 mm % 1 mm). Vizu-
alizace proteinti byla provedena pomoci Coomassie Brilli-
ant Blue R-250. Fixace probéhla ve smési 45,4% metha-
nol / 4,6% octova kyselina / 50% deionizovana voda (1 h),
barveni ve smési 45,4% methanol /4,6% octova kyseli-
na/ 49,9% deionizovana voda / 0,1% Coomassie Brilliant
Blue R-250 (1 h) a odbarveni pozadi gelu bylo dosazeno
ve smési 5% methanol /7,5% octova kyselina/ 87,5%
deionizovana voda (24 h). Po omyti gelu v deionizované
vodé (2x; 10 min) byly vyfezany obarvené prouzky gelu.
Proteiny v nich obsazené byly piimo v gelu redukovany,
alkylovany a enzymové 3t&peny pomoci trypsinu'®. Jedné
proteiny v gelu byly Stépeny se specifickym hovézim
trypsinem (Trypsin sequencing grade, Roche, Mannheim,
SRN), kdeZto v pfipadé analyzy extraktu P-amylasy
z je¢mene (Sigma-Aldrich, Steinheim, SRN) byl pouzit
trypsin s vysokou nespecifickou Stépnou aktivitou
(Lachema, Brno, CR).

MALDI-TOF hmotnostni spektra byla méfena po-
moci Kompact MALDI SEQ a AXIMA CFR piistroju
(Shimadzu Biotech Kratos Analytical, Manchester,
UK). Oba pristroje jsou vybaveny dusikovym laserem
(A=337 nm, 3 ns délka pulsu). Urychlovaci napéti bylo
20kV a data byla naméfena za pouziti ,.time-delayed™
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extrakce v reflektronovém moédu. Oba pfistroje jsou vyba-
veny reflektronem CFR umoZiujicim soucasnou fokusaci
viech fragmentdl v PSD analyze. Sitka iontové brany (pii
analyze s AXIMA CFR piistrojem) byla nastavena na
+10 Th pro vybér prekurzorového iontu. Pro ziskani celko-
vého spektra bylo v MS médu akumulovano 100 spekter
avPSD modu 1000 spekter. VSechna MALDI spektra
byla vyhlazena pomoci algoritmu Savitzky-Golay dodané-
ho vyrobcem a kalibrovana interné (PMF experimenty)
nebo extern¢ (PSD méteni). MALDI-TOF/TOF MS meéie-
ni byla provedena na pfistroji 4700 Proteomics Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) vybaveném
Nd:YAG laserem (A=355 nm, 500 ps Sitka pulsu). Pti MS/
MS analyze byl jako kolizni plyn pouzit vzduch.

Vzorek byl nanaSen na matrici technikou thin-layer.
Nasyceny roztok kyseliny 4-hydroxy-o-kyanoskoticové
(Sigma-Aldrich) v acetonu byl smichan s roztokem nitro-
celulosy (10 mgml™', aceton:isopropanol 1:1, v/v)
v objemovém poméru 4:1 a 0,5 pl této smési bylo nanese-
no na MALDI tercik. Lyofilizované extrakty byly rozpus-
tény v 20 pul 1% kyseliny trifluorooctové, ptecistény po-
moci ZipTip Cis Spicek (Millipore, Framingham, MA,
USA) a eluovany piimo (asi 1 pl eluentu) na suchou vrstvu
matrice.

Naméfena data byla interpretovana programy
v internetovém  souboru Protein  Prospector (http://
prospector.ucsf.edu/). Program MS-Fit byl pouzit pro vy-
hodnoceni PMF experimentd, programy MS-Tag a MS-
Pattern byly pouzity pro vyhodnocovani PSD experiment.
K vyhledavani poslouzily databaze SwissProt a NCBI
GenBank.

G
F
E
29 kDa

D

21 kDaw
C
12.5 kDap B
Bl A

Obr. 1. 1-D SDS-PAGE elektroferogram smési proteini jec-
mene rozpustnych ve vodé; oznacené prouzky obsahuji nasledu-
jici identifikované proteiny: A — subtilisin-chymotrypsin inhibitor
CI-1A, subtilisin-chymotrypsin inhibitor CI-1B, prekurzor nespe-
cifického lipid-transfer proteinu 1; B — trypsin/amylasa inhibitor
pUP13; C —alfa-amylasa/trypsin inhibitor CMd prekurzor, alfa-
amylasa inhibitor BMAI-1 prekurzor; D — cytosolova triosofosfat
isomerasa (TIM); E — glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa,
cytosolovy protein Z (Z4) (hlavni endospermovy albumin); F —
beta-glukosidasa BGQ60 prekurzor; G — beta-amylasa
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Vysledky a diskuse

Extrahované proteiny z obilky je¢mene byly separo-
vany 1-D gelovou elektroforézou (obr. 1). Zatimco vybra-
né proteiny o vys$§i molekulové hmotnosti byly identifiko-
vany metodou PMF, v piipadé nizkomolekularnich protei-
nd z prouzku A tato metoda nebyla Gspésna. Hmotnostni
spektrum peptida ziskanych trypsinovym Stépenim protei-
nd obsazenych v prouzku A je znazornéno na obr. 2. N¢-
kolik peptidl z této smési bylo fragmentovano tandemo-
vou hmotnostni spektrometrii (MS/MS). Interpretace PSD
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Obr. 2. MALDI-TOF hmotnostni spektrum in-gel digestu
z prouzku A v pozitivnim reflektronovém médu; + oznacuje
peptidy ze subtilisin-chymotrypsin inhibitoru CI-1A, * oznacuje
peptidy ze subtilisin-chymotrypsin inhibitoru CI-1B a V¥ —
oznaCuje obecné peptidy z prekurzoru nespecifického lipid-
transfer proteinu 1. Z nich peptidy oznacené Sipkou jsou nespeci-
fické peptidy z prekurzoru nespecifického lipid-transfer proteinu 1
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Obr. 3. PSD spektrum nespecifického peptidu (rodicovsky iont
[M+H]" o m/z=1163,54) z prekurzoru nespecifického lipid-
transfer proteinu 1; primarni struktura identifikovaného peptidu
je zobrazena v horni ¢asti obrazku od C-konce smérem k N-konci
(koresponduje s y-ionty pfitomnymi ve spektru)
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spekter iontd s m/z 973,59 a 1001,66 Th poskytla kratké
useky peptidovych sekvenci, které byly identifikovany
pomoci MS-Pattern jako soucasti dvou proteint: subtilisin-
chymotrypsin inhibitoru CI-1A (8882 Da, teoreticky pl
5,24) a subtilisin-chymotrypsin inhibitoru CI-1B (8963
Da, teoreticky pl 5,33). Z molekulovych hmotnosti a isoe-
lektrickych bodu je ziejmé, Ze tyto dva proteiny by nebylo
mozné efektivné separovat ani pfi pouziti konvencnich
geli pro 2-D gelovou elektroforézu.

PSD analyza peptidu o m/z 1163,54 Th ukézala dosta-
teCnou fragmentaci s kompletni sérii y-iontd, doplnénou
neékterymi b-ionty a mnozstvim internich peptidovych
fragmentt (obr. 3). To umoznilo jednozna¢né urceni sek-
vence tohoto peptidu (s vyjimkou rozliSeni leucinu a isole-
ucinu). Program MS-Pattern ale nenalezl zadny protein,
v némz by se vyskytoval trypticky peptid této sekvence.
ProtoZe pii analyze trypsinového digestu jiného extraktu
z jeCmene se nam podafilo identifikovat B-amylasu na
zakladé fragmentace jejiho nespecifického peptidu pomoci
MALDI-TOF/TOF (viz obr. 4), byla specificita enzymu
v programu MS-Pattern zménéna z nastaveni ,, Trypsin“ na
,»No enzyme“. Vysledkem byla jednoznacna identifikace
prekurzoru nespecifického lipid-transfer proteinu 1 (12,3
kDa). Stejny protein byl identifikovan i pfi nastaveni spe-
cifity enzymu na ,,Slymotrypsin FYWKR®, coZ odpovida
pomysinému spojeni enzymovych aktivit trypsinu a chy-
motrypsinu. Pomoci teoretického (in silico) $tépeni identi-
fikovaného proteinu smési obou enzymi bylo zjisténo, ze
hmotnostni spektrum experimentalniho digestu obsahuje
jeste tii dalsi peptidy, jejichz molekulové hmotnosti odpo-
vidaji peptidim identifikovaného proteinu (na obr. 2 jsou
oznaceny V). Dva z nich odpovidaji teoretickym produk-
tim trypsinového Stépeni, tfeti odpovidda molekulové
hmotnosti  fragmentovaného nespecifického peptidu
s cysteinem modifikovanym nezreagovanym akrylamidem
z pouzitého gelu.
PE
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Obr. 4. MALDI-TOF/TOF fragmentac¢ni spektrum nespeci-
fického peptidu (rodi¢ovsky iont [M+H]" o m/z =918,388)
z B-amylasy; primarni struktura identifikovaného peptidu je
zobrazena v horni ¢asti obrazku od N-konce smérem k C-konci
(koresponduje s b-ionty pfitomnymi ve spektru); P a W oznacuji
imoniové ionty prolinu a tryptofanu
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Obr. 5. Primarni struktura prekurzoru nespecifického lipid-
transfer proteinu 1 svyznatenym signalnim peptidem
(pferusované podtrzeny), identifikovanymi tryptickymi peptidy
(podtrzenymi jednoduchou ¢arou) a identifikovanym nespecific-
kym peptidem (dvojité podtrzeny)

Molekulovd hmotnost identifikovaného prekurzoru
nespecifického lipid-transfer proteinu 1 (12,3 kDa), ktera
byla ziskdna z databidze SwissProt, neodpovidd nalezené
poloze na gelu (ptiblizn€ 9 kDa). Z databaze vyplyva, ze
prislusna aminokyselinova sekvence obsahuje signalni
peptid v pozicich 1-26 (cela primarni struktura tohoto
proteinu je uvedena na obr. 5). Hmotnostni spektrum na
obr. 2 neobsahuje zadné hodnoty m/z, které by odpovidaly
signalnimu peptidu, coz potvrzuje predpoklad, ze nativni
protein postrddad signalni peptid. Molekulovd hmotnost
proteinu bez signalniho peptidu (9,7 kDa) odpovida pozo-
rované poloze na gelu. Na obr. 4 jsou rovnéz oznafeny
identifikované peptidy. Pokryti primarni struktury (bez
signalniho peptidu) dvéma tryptickymi peptidy je 31 %,
zahrnutim nespecifického peptidu se pokryti zvysi na
42 %.

Ziskané vysledky jasn¢ ukazuji vyznam MS/MS ex-
perimentl pro identifikaci proteini a to zejména pokud
jsou v nich zahrnuty nespecifické peptidy, které nelze vyu-
7it u metody PMF'. Od roku 2006 se nejvyznamngjsi
proteomické Casopisy rozhodly nepublikovat az na vyjim-
ky identifikace proteindi zaloZené pouze na PMF. Analyza
nespecifickych peptidi je velmi vyznamna zejména
v pfipadé¢ nizkomolekularnich proteind, jejichz enzymo-
vym $té€penim vznika relativné malo specifickych peptidu,
coz vyrazné€ snizuje UspéSnost PMF. Efektivni fragmentace
nespecifickych peptidd rovnéz zvysuje pokryti analyzova-
né primarni struktury, coz je velmi dilezité v piipad¢ stu-
dia biologickych vlastnosti proteinti. Zatimco pouziti spe-
cificky $tépicich enzymi'® je esencialnim piedpokladem
pro identifikaci proteind pomoci PMF metody, v ptipadé
vyuziti tandemové hmotnostni spektrometrie (napft. techni-
ky MALDI-TOF/TOF) ptinasi pouziti mén¢ specifickych
enzymu dal§i vyhody pfi identifikaci a strukturni analyze

proteind'®.

Tato prace byla podporena prostredky Centra pro
studium  obsahovych latek  jecmene a  chmele,
1M6215648902 (MSMT).
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Nonspecific peptides were analyzed for proteomic
identification of low-molecular-weight barley proteins
either by MALDI-TOF mass spectrometry involving post-
source decay analysis or using a MALDI-TOF/TOF instru-
ment. Identification of low-molecular-weight barley pro-
teins was successfully accomplished by MS/MS analysis
of both tryptic and nonspecific peptides in the cases where
peptide mass fingerprinting failed. Utilization of nonspe-
cific peptides also increased protein sequence coverage in
database searching.
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Uvod

Adipocytarni protein vazajici mastné kyseliny (A-
FABP, synonymum ALBP, gen FABP4) je protein o veli-
kosti 14,4 kDa, ktery je Clenem rodiny FABP proteint,
schopnych vazat mastné kyseliny a eikosanoidy. A-FABP
byl lokalizovan v cytosolu zralych adipocytl a makrofagt
a je povazovan za regulator produkce zanétlivych cytokind
a regulator akumulace esterii cholesterolu’.

Bylo prokézano, ze A-FABP ma vyznam pro trans-
port mastnych kyselin a zaroven ovliviiuje jejich ucinek
v burikdch. A-FABP se tcastni transportu lipidovych latek
v krevnim ob¢hu a miize tak ovliviiovat insulinovou senzi-
tivitu a energeticky metabolismus. V tomto kontextu je
zajimavé, ze exprese genu FABP4 v makrofazich mize byt
indukovéna oxidovanym LDL cholesterolem a sniZena
podavanim nékterych hypolipidemik (statint)’, které inhi-
buji syntézu cholesterolu. Experimentalné bylo také zjisté-
no, ze koncentrace A-FABP je u lidi pozitivné asociovana
s pfitomnosti obezity’. Pfesna tloha A-FABP
v metabolickém syndromu, pfedevSim signalni drahy pu-
sobeni A-FABP, jsou vSak zatim nejasné.

V soucasné dobé byla provedena tada studii, ve kte-
rych byla hodnocena hladina exprese genu FABP4, nicmé-
né nebyla k dispozici zadna komer¢ni souprava pro stano-
veni koncentrace proteinu A-FABP. V nékolika publika-
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cich byl vyznam A-FABP posuzovan pomoci zvitecich
genetickych modelt (my$i modely, u kterych chybél gen
pro A-FABP), event. pomoci nespecifickych testt zaloze-
nych na interakci A-FABP s jeho ligandy (mastnymi ky-
selinami)™®. Nagim cilem byl vyvoj, validace a klinické
testovani ELISA soupravy pro specifické stanoveni sérové
koncentrace lidského A-FABP. Potfeba tohoto testu je
podtrzena faktem, ze A-FABP se vyskytuje v krevnim
obéhu (na rozdil od jinych latek produkovanych tukovou
tkani) v pomérné vysokych koncentracich.

Experimentalni ¢ast

Ptiprava rekombinantniho lidského
A-FABP

Sekvence mRNA genu FABP4 byla ziskana
z databaze RefSeq (Accession Number NM_001442);
prislusna sekvence byla syntetizovana a optimalizovana
pro E.coli. Synteticky gen byl klonovan do restrikénich
mist expresniho vektoru pRSET (Invitrogen) a provedena
transformace bakterialniho kmene E.col/i BL21DE3. Kulti-
vace produkcéniho kmene byla provedena pfi teploté 37 °C
a indukce exprese rekombinantniho proteinu byla provede-
na pomoci isopropyl--D-1-thiogalaktopyranosidu (IPTG,
Sigma). Po rozbiti produkéni kultury ultrazvukem byl ze
supernatantu izolovan gelovou chromatografii rekombi-
nantni A-FABP (obr. 1).

Protein byl dialyzovan do prostfedi 50 mM NaH,PO,
(pH 7,2), cistota proteinu analyzovéana elektroforézou
v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu
sodného (12% homogenni gel, SDS PAGE) (obr.2)
a koncentrace bilkoviny stanovena metodou s kyselinou
bicinchoninovou (BCA metoda, Sigma, katalogové cislo
BCA1-1KT).

0.9
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Absorbance at 280nm

0,2 0.4
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06 0,8 1

Obr. 1. Izolace rekombinantniho lidského A-FABP gelovou
chromatografii (GFC) Superdex 200 firmy Amersham Bios-
cience naplnény v koloné Pharmacia XK26/60; ekvilibracni
roztok: 0,1 M-NaH,PO,4, 0,3 M-NaCl, pH 7,2, prutokova rych-
lost 1 mlmin™', nastfik 3 ml, retenéni ¢as pro rekombinantni
lidsky A-FABP odpovidal 0,85 CV (objemu kolony) — pfislusny
pik je v obrazku oznacen Sipkou



Chem. Listy 100, 1116-1119 (2006)

97kDa
66kDa

45kDa

31kDa

21kDa

14kDa

Obr. 2. Cistota proteinu byla ovéfena elektroforézou (12%
homogenni gel, SDS PAGE, metoda: Laemmli, barveni gelu:
Coomassie blue). V levé draze je standard pfipraveny z proteind
o velikostech 14, 21, 31, 45, 66 a 97 kDa a v pravé draze je izolo-
vany rekombinantni lidsky A-FABP. Cistota proteinu je vétsi nez
98 %

Ptiprava specifickych protilatek
proti lidskému A-FABP

Byla pfipravena krali¢i a kozi protilatka podle imuni-
zacniho schématu: davka vzdy 1 mg proteinu pro imuniza-
ci kozy a 0,1 mg proteinu pro imunizaci kralika; prvni
davka byla v kompletnim Freundové adjuvans a nasledné
3 davky v inkompletnim Freundové adjuvans, jednotlivé
imunizace byly provadény v 30dennich intervalech.
Z pripraveného antiséra byla izolovana specificka protilat-
ka imunoafinitni chromatografii na kolon¢ s imobi-
lizovanym rekombinantnim A-FABP, imunosorbent byl
pfipraven podle nadvodu od vyrobce (POROS-AL, Applied
Biosystems, katalogové &islo 1-6022-24). Cistota protila-
tek byla analyzovdna opét elektroforézou v polyakryl-
amidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného
(10% homogenni gel, SDS PAGE) a v obou pfipadech
byla vétsi nez 97 %; koncentrace bilkoviny byla stanovena
metodou s kyselinou bicinchoninovou. Alikvot kralic¢i
i kozi specifické protilatky byl navic znacen modifikova-
nym biotinem (Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin, Pierce, katalo-
gové Cislo 21338) podle navodu od vyrobce.

Vyvoj sandwich ELISA testu
pro stanoveni A-FABP v lidském séru

Hodnoty sérové ani tkanové koncentrace A-FABP
nebyly znamy, proto jsme se zaméfili na vyvoj sandwich
ELISA testu, ktery predstavuje pfi pouziti biotinem znace-
né detekéni protilatky vysoce citlivou a specifickou meto-
du.

V mikrotitra¢ni desce (Corning Costar, High Binding,
katalogové ¢islo 52-00-02) bylo vazano 0,4 pg protilatky/
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jamku v 0,1 M karbonatovém pufru pH 9,0 (inkubace
12 h pti 4 °C) a po odsati vazného roztoku bylo do desky
davkovano 0,2 ml/jamku roztoku TBS (0,05 M-Tris,
0,15 M-NaCl, pH 7,2), 0,5 % BSA (hovézi sérovy albu-
min), 4% sacharosa a deska inkubovéana 30 min pfi labora-
torni teploté pro zablokovani nevyuzitych vazebnych mist
na povrchu jamky. Po odsati blokovaciho roztoku bylo na
desku davkovano 0,1ml pfislusného standardu nebo 10x
fedéného sérového vzorku (vSechna méfeni byla provade-
na 2x) a nasledné byla deska inkubovana 1 h pfi laborator-
ni teploté. Po 3nasobném promyti desky promyvacim roz-
tokem (TBS, 0,05 % Tween 20, pH 7,2) bylo do vSech
jamek desky davkovano 0,1 ml biotinem znacené specific-
ké protilatky (0,5 ug ml™") a deska opét inkubovéana 1 h pfi
laboratorni teploté. Po 3nasobném promyti desky bylo do
vSech jamek desky davkovano 0,1ml konjugatu streptavi-
din-kfenova peroxidasa (Roche, katalogové ¢Eislo
1 089 153) natedéného 40 000x a deska inkubovana 1 h
pii pokojové teploté. Po 3nasobném promyti desky promy-
vacim roztokem bylo do vSech jamek desky davkovano
0,Iml substratu TMB (1,2 mM tetramethylbenzidin
s obsahem 3 mM peroxidu vodiku, KPL, katalogové ¢islo
52-00-01) a reakéni smés inkubovana 10 min pii laborator-
ni teploté. Reakce byla zastavena piidavkem 0,1 M-H,SO,
a vzniklé Zluté zbarveni (produkt) bylo zméfeno foto-
metricky pfi vlnové délce 450 nm. Intenzita Zlutého
zbarveni je pfimo umérna obsahu analytu ve vzorku.
Hodnoty A-FABP v neznamych vzorcich byly stanoveny
z kalibra¢ni kiivky (obr. 3), ktera byla ziskana vynese-
nim absorbanci standardl oproti jejich zndmé koncentra-
ci.

Redicim roztokem pro standardy, vzorky, biotinem
znacenou protilatku a konjugat steptavidin-
kfenova peroxidasa byl roztok TBS, 0,2 % BSA, 0,01 %
thimerosal. V testu byla pouzita sada standardu 25; 10; 5;

3,00

(450 nm) |

2,00

1,00

0,00
10

¢ (A-FABP), ug L"

100

Obr. 3. Standardni kfivka A-FABP ELISA
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2,5; 12025 pgl™, pipravena natedénim rekombinantni-
ho lidského A-FABP. Sérové vzorky byly fedény 10x
podle schématu 1dil vzorku + 9 dilt fediciho roztoku.

Popsanym zpiisobem byly testovany vSechny kombi-
nace, které plynou z moznosti pouziti krali¢i a kozi speci-
fické protilatky v sandwich ELISA testu (data nejsou pre-
zentovana). Vsechny kombinace poskytly srovnatelné
vysledky, proto byla vybrdna ekonomicky nejvyhodné;jsi
varianta, kterd navic minimalizuje riziko ptipadné kiizové
reaktivity: na desku byla vdzédna kozi specifickd protilatka
a pro detekci byla pouzivana biotinem znacena krali¢i
specificka protilatka.

Klinické testovani testu ELISA

Bylo vySetfeno 67 neobéznich osob bez znamek me-
tabolického syndromu a 71 jedinci s metabolickym syn-
dromem. U vsech byly vyhodnoceny zakladni antropolo-
gické udaje (BMI — Body Mass Index), zméfena hodnota
krevniho tlaku, v séru byly stanoveny koncentrace insuli-
nu, cholesterolu, HDL cholesterolu, LDL cholesterolu,
triacylglyceroll, glukosy, kyseliny mocové, adiponektinu
a A-FABP. Z hodnot koncentrace insulinu a glukosy byl
vypoéten index Quicki’.

Vysledky a diskuse
Funkc¢ni charakteristika testu ELISA

Test ELISA méfil také rekombinantni A-FABP pofi-
zeny z nezavislého zdroje (Abnova) a naopak neméfil
rekombinantni proteiny E-FABP (epitelialni isoforma FA-
BP, Biovendor), H-FABP (srde¢ni isoforma FABP, Hy-
test), I-)FABP (intestinalni isoforma FABP, R&D Systems)
a L-FABP (jaterni isoforma FABP, Abnova), leptin
(Biovendor), receptor leptinu (RDI), adiponectin
(Biovendor), resistin (Biovendor), CRP (Biovendor)
a interleukin-6 (DPC). V testu ELISA nebyla zjisténa zad-
na kiizova reaktivita v sérech nasledujicich zvifat: kralik,
koza, ovce, prase, my$, kin, kfecek, slepice, tur a krysa.
Vysledky testi tak ukazuji na jeho specifitu pro lidsky A-
FABP.

Pro ovéfeni funkénosti A-FABP ELISA byla testova-
na také spravnost a presnost metody. Spravnost metody
byla ovéfena metodou standardniho pfidavku a byla
zjisStovana vytéznost, vyjadiena jako pomér ziskané/
ocekavané hodnoty koncentrace A-FABP. Sérové vzor-
ky od 2 pacientd byly obohaceny o +10, +20 a +30 pg A-
FABP I”'. Prim&ma hodnota vytéznosti byla 88,8 %.
V testu linearity byly testovany dalsi 2 sérové vzorky,
které byly sériové fedény 10x, 20x, 40x a 80x, pfi¢emz
prumeérna hodnota vytézku byla 107,1 %.

Presnost metody byla testovana jako opakovatelnost
vysledkl u 3 sérovych vzorkl a vyjadiena jako variacni
koeficient v sérii (n=8) i reprodukovatelnost mezi sériemi
méfeni (n=3). Hodnota varia¢niho koeficientu (CV) byla
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ve vSech pripadech <7 %.

Mez stanovitelnosti metody, predstavujici nejnizsi
stanovitelnou koncentraci A-FABP, byla 0,1 ug 1™ (tato
hodnota je vyjadfenim koncentrace A-FABP, odpovidajici
absorbanci vypocitané podle vzorce: primérna hodnota
absorbance slepého vzorku (n=8) + 3x smérodatnd odchyl-
ka priméru slepého vzorku). Mez detekce (CV < 10 %),
byla 1 ug 1™ (vzorky s hodnotami A-FABP vy$§imi mély
hodnoty CV < 10 %).

Klinické testovani testu ELISA

Pti klinickém testovani stanoveni A-FABP bylo zjis-
téno, Ze osoby s metabolickym syndromem mély vyssi
hodnoty A-FABP nez osoby bez néj (mediany 42,4 vs 23,7
pugl™; P< 001) a hodnoty A-FABP korelovaly
sinsulinem (r = 0,34, P < 0,01), glukdézou (r = 0,21,
P < 0,01), triglyceridy (r=0,4; P < 0,01), BMI
(r=0,57; P <0,01), HDL (r=-0,32; P < 0,01) a Quicki
(r=-0,23; P < 0,01). Rozdily mezi pacienty s metabo-
lickym syndromem a bez né&j pretrvaval i po korekci kon-
centrace A-FABP na hodnoty indexu Quicki nebo antropo-
logicka data (Body Mass Index — BMI) a diference ztsta-
valy statisticky vyznamné (P < 0,01).

V nasi studii byl potvrzen piedpoklad, Ze pacienti
s metabolickym syndromem maji vyssi hodnoty A-FABP
nez osoby bez néj; tyto zmény jsou nezavislé na télesné
konstituci, hodnotach glykémie ¢i insulinémie. Prvni vy-
sledky tedy podporuji nedavno publikovanou hypotézu, ze
A-FABP by mohl byt nezavislym ukazatelem metabolic-
kého syndromu.

Zavér

Byla navrzena a validovana diagnosticka souprava
(ELISA) na stanoveni sérové koncentrace A-FABP. Za-
kladni analytické charakteristiky testu spliiuji podminky
pro pouziti v laboratofich klinické biochemie a navic
v soucasné dob¢ byla ukoncena externi validace pro ziska-
ni CE znacky (IVD).
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Development, composition, validation and clinical
relevance of the first ELISA method for measurement of
adipocyte fatty acid binding protein (A-FABP) concentra-
tion in serum is presented. First results of clinical testing
confirm the hypothesis on the possible use of A-FABP as
a marker of metabolic syndrome.
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Apoptosis and Cancer Therapy: From Cutting-edge
Science to Novel Therapeutic Concepts,
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Vydal Wiley-VCH, Weinheim 2006, Vol. 1 — 668 stran.
ISBN: 3-527-31237-4

Apoptosa, neboli programovana bunécna smrt je spoje-
na s mnoha fyziologickymi pochody. Porucha regulace
apoptosy je spojovana s mnoha typy zavaznych lidskych
onemocnéni, jako jsou zhoubné nadory nebo nékteré auto-
imunitné podminéné choroby. Od pocatku devadesatych let
pfibyvaji nové informace o apoptose téméf exponencialné,
proto je 1. vydani této monografie vyznamnym piinosem
pro orientaci v této oblasti. Kniha je rozdélena do deseti
samostatnych ¢asti délenych dale do jednotlivych kapitol.
Jednotlivé kapitoly pochézeji od riznych autorti, z ¢ehoz
plyne i mirné rozdilny jazyk a pristup k problematice
(celkem 110 autort). Prvni ¢ast je podrobné vénovana pro-
blematice povrchovych bunéénych receptort, jejichz stimu-
lace indukuje apoptosu (angl. death receptors). Podrobné je
popsana funkce receptort CD95, TRAIL, TNF-R a jejich
role v procesu karcinogeneze a virové infekce. Ctendt v této
kapitole také nalezne hodnotné informace o vyznamu jed-
notlivych isoforem nové zndmého proteinu c-FLIP
(negativni regulator apoptosy). Druha ¢ast je vénovéna roli
mitochondrii a mitochondrialnich faktord v procesu apopto-
sy, zejména cytochromu ¢, proteinu HtrA2/OMI (serinova
proteasa regulujici mitochondrialni homeostasi) a proteinu
AIF (angl. apoptosis inducing factor). Ve tfeti Casti je
podrobné popsana funkce jednotlivych  typt kaspas
(proteasy) a jejich role vaktivaci apoptosomu
(multiproteinovy komplex vytvafeny v pribéhu ,,indukce®
apoptosy). Ctend v této kapitole také nalezne informace
o roli cytochromu ¢, proteinu Apaf-1 a dalSich bunécnych
faktord v procesu tvorby apoptosomu. Kratce jsou popsany
také nékteré strategie, jak lze inhibovat funkci apoptosomu,
coZ je potencialni zptisob protinadorové terapie. Ctvrta ka-
pitola je zaméfena na vztah antiapoptotickych a apoptotic-
kych proteind (rodina proteind Bcl-2) ke karcinogenesi.
Kapitola je zaméfena na popis jejich doménového zastoupe-
ni a mechanismus, jakym zpsobem reguluji tvorbu apopto-
somu a nasledné dalsi faze apoptosy. Zvlastni pozornost je
vénovana vztahu téchto proteinti k tumor supresorovému
proteinu p53. Pata kapitola shrnuje biologickou relevanci,
funkci a regulaci exprese proteinovych inhibitorti apoptosy
(IAPs). Tyto proteiny, hrajici vyznamnou roli ve vzniku
nadorového bujeni a jeho progrese, jsou nadéjnym cilem
nékterych navrzenych terapeutickych 1é¢iv. Autofi také
popisuji vyznam a funkci charakteristickych domén pro
IAPs - BIR (zinkovy prst o délce 80 aminokyselin) a RING
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(doména pritomna v nékterych typech E3 ubikvitinligas).
V Sesté kapitole s volné preloZzenym ndzvem ,,drahy pro
preziti“ (survival pathways) je samostatn¢ diskutovan vztah
apoptotickych faktorll k roding proteinti transkripéniho fak-
toru NF-kB, proteinkinase B resp. fosfoinositid-3-kinase,
a signdlni kaskad¢, ve které hraji centralni roli proteiny Ras
(H-, N- a K-). Podle mého nazoru predstavuje tato kapitola
integralni prvek knihy®, po jejimZ pfecteni Ctenat nabude
zcela spravného dojmu, ze je apoptosa globalnim bunéc-
nym procesem, ktery je velmi jemné regulovan na mnoha
molekularnich urovnich. V sedmé kapitole je elegantné
popsana role produktl nejvyznamnéjsich onkogenti a tumor
supresorovych genti (proteiny Rb a p53 resp. p73)
v regulaci apoptosy. Detailn¢ je vysvétlena komplexita re-
gulace apoptosy proteinem p53 (p53 aktivuje i1 inhibuje
apoptosu, a to vice nezavislymi mechanismy). V osmé kapi-
tole je uveden zpusob regulace apoptosy vapnikovymi ka-
naly v cytoplasmatické membrané, endoplasmatickém reti-
kulu a mitochondriich. V této souvislosti je popsana funkce
a mechanismus funkce vybranych typut efektort, které jsou
pimo nebo nepfimo aktivovany ionty Ca?" (endonukleasy,
calcineurin, NO synthasa, fosfolipasy, atd.). Devata kapitola
je vénovana souCasnym poznatkim o zménach funkce
a slozeni lysosoml v nadorovych bunikach. V této kapitole
je osvétlen mechanismus, jak lysosomalni protein Hsp70
ajednotlivi zastupci kathepsinii (lysosomalni proteasy)
ovliviiuji nddorovou angiogenesi a invazivitu nadorovych
bunék. Toto jsou d&je, které vyznamné ovliviiuji progresi
nadorového bujeni a v tomto duchu autofi popisuji potencial-
ni terapeutické pristupy zaméfené na indukci bunécné smrti
zprostiedkované lysosomy v naddorovych buiikach, u kterych
je tento d& vétsinou potlacen. Zaveérecna, desata kapitola je
zaméfena na popis, jakym zplisobem jsou v organismu rozpo-
znavany a likvidovany apoptotické bunky, ¢imz je zabraova-
no zanétlivym a nekrotickym pochodtim.

Kniha piedstavuje uctyhodny zdroj podrobnych infor-
maci o apoptose, které jsou zejména zaméfeny na vztah
apoptosy k nadorovym onemocnénim a jejich terapii. Kniha
neni v zadném ptipad¢ zaméfena na elementarni strukturni
popis jednotlivych apoptotickych faktori a molekularniho
mechanismu jejich Gi¢inku, coZ nebylo cilem autort. Ctenaf
pravdépodobné oceni knihu i jako hodnotny zdroj enormni-
ho poctu uplnych recentnich citaci. Na knize shledavam
pouze jedinou ,.kosmetickou® vadu, a to je nazev na hibetni
stran¢ (apotosis misto apoptosis). Knihu bych nedoporucil
plnym zacateénikiim v oblasti biologickych véd. Podle mé-
ho nazoru obsahuje kniha s ohledem na obtiznost problemati-
ky relativné maly pocet ilustraci nutnych pro pocatecni abs-
trakei popisované problematiky. Kniha je spiSe urcena pro
onkology, ,,sectélejsi molekularni a bunécné biology, bio-
chemiky, ale také pro vysokoskolské pedagogy, kterym kniha
bude slouzit jako zdroj informaci o nejnovéjsich trendech
protinadorovych terapii a oblasti vyzkumu apoptosy.

Zdenék Knejzlik



Chem. Listy 100, 1120-1121 (2006)

Koichi Asano

Mass Transfer
From Fundamentals to Modern Industrial Applications

Vydal Wiley-VCH, Weinheim 2006, stran 275, €105.00
(pro Ceskou republiku).
ISBN 3-527-31460-1

Aplikace teorie pfenosu hmoty nachézeji tradi¢né Siro-
ké vyuziti v chemickém primyslu pfi navrhu novych pro-
cestl a optimalizaci stavajicich technologii. Novéji se pouzi-
vaji v biologickych védach a ochrané zivotniho prostiedi.
Predkladany text predstavuje zasadni dilo v tomto oboru,
programové vychazejici zjiz klasické knihy Transport
Phenomena (autofi Bird R. B., Stewart W. E., Lightfoot
E.N.) zroku 1960 a zapliujici jiz vice nez tficetiletou
mezeru od vydani monografie Mass Tranfer se stejnym
zam&fenim (autofi Sherwood T. K., Pigford R. L.). Kniha
je pojata jako ucebnice a jeji jednotlivé partie se proto
odvijeji od zakladnich aspektd studovanych jevi. Autor
pak postupné piechazi ke konkrétnim praktickym uloham,
s primarnim zfetelem na problematiku separace smeési.
Dulezité vzorce a korelaéni vztahy jsou uvedeny vzdy
spolu s pfedpoklady, za kterych byly odvozeny a z toho
vyplyvajicimi omezenimi pro jejich pouziti. V kazdé partii
jsou uvedeny piiklady usnadiiujici porozumeéni vykladu
a ilustrujici pfistup vyuZiti teorie pii feSeni realnych apli-
kaci.

Kniha se sklada z deseti kapitol. Prvni tfi kapitoly
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jsou vénovany zakladnim zakonitostem pfenosu hmoty.
Laminarnimu pfenosu hmoty riizného typu jsou vénovany
dalsi ctyfi kapitoly, za nimi nasleduje partie turbulentnich
transportnich jevii . Déle je diskutovan pfenos hmoty spo-
jeny s fazovou pfeménou. Zavérecna partie knihy predsta-
vuje vyvrcholeni inZenyrské snahy, kdy principy uvadéné
v predchozich kapitolach jsou vyuzity komplexné k no-
vému modelu ndvrhu viceslozkové destilace na plnéné
kolong.

Pii Cetbé knihy brzy zjistite, Ze autor (emeritni profe-
sor Tokyo Institute of Technology) je zkuSeny pedagog.
Jeho vyklad je sice stru¢ny, ale jasny a dokumentovany
mnozstvim obrazki, grafii a tabulek. U c¢tenatfe predpo-
klada vysokoskolské vzdélani technického sméru, takze
nékteré potfebné vztahy pouze sumarizuje (napf. pro fazo-
vou rovnovahu kapalina — para), nebo predpoklada jejich
znalost ze standardnich vysokoskolskych texti (matema-
tika, fyzika, chemickd termodynamika). V uebnici lze
nalézt nastin feSeni fady dil¢ich problému (difuze, ptenos
hmoty v laminarni vrstvé podél rovného povrchu ¢i trans-
port hmoty a tepla pfi laminarnim toku trubkou, pfenos
hmoty bublinami a kapkami, transportni jevy pii turbu-
lentnim toku, vypafovani, kondenzace, viceslozkova desti-
lace), se kterymi se v praxi procesni inzenyr setkava.

Knihu je mozno doporucit jako ucebnici postgradual-
niho kurzu, ale i jako pomicku klasickym chemickym
inzenyrim ¢i vyzkumnym pracovnikiim dostavajicim se
do styku s problematikou pfenosu hmoty.

Pavel Chuchvalec
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KVARTERNI AMleOVE SOLI LUPANOVYCH
TRITERPENOIDU

BIEDERMANN D. ", SAREK J.*, HAJDUCH M.
a SVOBODOVA X."

“ Katedra organické a jaderné chemie, Prirodovédeckd fakul-
ta, Univerzita Karlova v Praze, Hlavova 8, 128 43, Praha 2;
b Laborator experimentaini mediciny, Détskd a onkologickd
klinika, LFF UP a FN Olomouc, Puskinova 6, 775 20 Olo-
mouc; “LQ.A., a.s. Jindricha Plachty 16, 150 00 Praha 5
david.biedermann@gmail.com

Nase vyzkumna skupina se jiz del§i dobu vénuje vyzku-
mu derivati pfirodnich triterpenoidti lupanového a oleanano-
vého typu s vyznamnou cytotoxickou aktivitou'. V nedavno
publikovanych pracich®® byly formulovany zékladni farmako-
fory a obecné vlastnosti derivatu, u které¢ho 1ze ocekavat sig-
nifikantni cytotoxickou aktivitu. Dalii stéZejni publikace®
ptinesla kli¢ové poznatky o molekuldrnim mechanismu G¢in-
ku betulinind, pfi¢emz jako primarni cil byl identifikovan
cytochrom C. V ramci studia cytotoxické aktivity vysoce
hydrofilnich terpenoidnich derivati jsme se proto zaméfili téz
na ptipravu kvartérnich amoniovych soli.

Kvartérni amoniové soli byly pfipraveny ve vysokych
vytézeich reakci triterpenickych halogenidd s pfisluSnymi
terciarnimi aminy. Ziskana série 16 novych kvartérnich soli je
nyni pfedmétem testovani in vitro cytotoxické aktivity proti
nadorové linii CEM na pracovisti LEM. Struktury vsech pfi-
pravenych latek byly potvrzeny spektralnimi daty (NMR, IC,
MS).

Chemikdlie a rozpoustédla byly financovany z grantu GA CR
203/03D/152, derivatizacni cinidla a testovani cytotoxicke
aktivity bylo financovano z grantu MPO FT-TA/027.
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DERIVATIZACE LUPAN OV)?CH HYDROXY-
DERIVATU S ANTIVIRALNI A CYTOTOXICKOU
AKTIVITOU
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“ Katedra organické a jaderné chemie, Prirodovédecka fakul-
ta, Univerzita Karlova v Praze, Hlavova 8, 128 43, Praha;
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mouc; ‘10O.A., a.s. Jindricha Plachty 16, 150 00, Praha 5
haad@seznam.cz

V navaznosti na studium protinadorové aktivity terpeno-
idd' na nagem pracoviiti byl v neddvné dobé zahdjen také
vyzkum anti-HIV aktivity triterpenoidnich derivati. Zaméfili
jsme se zejména na pripravu terpenickych hemiestert typu I,
u kterych je anti-HIV aktivita jiz znama®’.

Vychozimi slouceninami pro derivatizace byly kyselina
betulinova II a 21-oxokyselina 11, které jsou na nasem praco-
visti k dispozici v dostate¢ném mnozstvi®. Pro piipravu he-
miestert bylo vyuzito acylaéni reakce pomoci anhydridt niz-
Sich dikyselin. Nenasycené produkty budou dale podrobeny
oxida¢nim reakcim napt. ozonizacim s cilem ziskat vySe oxi-
dované hydrofilni derivaty.

Pripravené slouceniny jsou nyni pfedmétem testi na in
vitro anti-HIV a cytotoxickou aktivitu vi¢i nadorové linii
CEM. Struktury vSech pfipravenych sloucenin byly jedno-
znaéné potvrzeny spektralnimi metodami.

Chemikdlie a rozpoustédla byly financoviny z grantu GA CR
203/03D/152, derivatizacni cinidla byla financovana z grantu
MPO FT-TA/027.
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PRIPRAVA BIOLOGICKY AKTIVNICH
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L. MARKOVA?®, J. SAREK", P. DZUBAK",
M. HAJDUCH?, I. TISLEROVA® a M. SVOBODA®

“ Katedra organické a jaderné chemie, Prirodovédecka fakul-
ta, Univerzita Karlova v Praze, Hlavova 8, 128 43, Praha;
b Laborator experimentdini mediciny, Détské a onkologickd
klinika, LFF UP a FN Olomouc, Puskinova 6, 775 20 Olo-
mouc; ‘10O.A., a.s., Jindiicha Plachty 16, 150 00, Praha 5
Imarko@email.cz

V ramci studia zavislosti cytotoxické aktivity na struktu-
fe derivatd, realizovaném na nasem pracoviiti', jsme otevieli
novou kapitolu — ptipravu semisyntetickych derivati triterpe-
noidu syntézou C-C vazeb.

Jako vychozi material pro syntézy byly pouzity dobre
dostupné terpenické ketony' (napt. I, II), na které byly adova-
ny rizné nukleofily napf. Grignardova ¢inidla, trimethylsilyl-
kyanid a acetylid lithny. Ziskané adi¢ni produkty obsahuji
polarni funkéni skupiny a nasobné vazby, které jsou prokaza-
nymi farmakofory cytotoxické aktivity’. Dale jsme ketony
podrobili téz Wittigové reakci a Pettersonové methylenaci,
s cilem ziskat reaktivni slouceniny s exocy-klickymi dvojny-
mi vazbami. U nékterych exomethylenovych sloucenin byla
navic v minulosti nalezena vysoka cytotoxicita' ™. Ziskané
nenasycené derivaty budou dale podrobeny oxidacnim a de-
gradacnim reakcim, s cilem ziskat funkcionalizované hydro-
filni derivaty.

Ptipravené slouceniny, jsou nyni pfedmétem testovani
in vitro cytotoxické aktivity viaci nadorové linii T-
lymfoblastické leukémie. Struktury vSech pfipravenych slou-
¢enin byly jednoznacné potvrzeny spektralnimi daty.

Testovani cytotoxické aktivity, chemikdlie a rozpoustédla byly
financovany z grantu MPO FT-TA/027.
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STEPENI DVOJNYCH VAZEB TRITERPENOIDU
A JEHO ANOMALIE

J. SAREK?®, O. STEPANEK?, M. KVASNICA?,

K. VRANKOVA?, D. BIEDERMANN?, L. MARKOVA?,
M. VLK?, P. SPACILOVA®, T. KUBELKA®,

X. SVOBODOVA" a M. SVOBODA"
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ta, Univerzita Karlova v Praze, Hlavova 8, 128 43, Praha;
bI.Q.A., a.s. Jindricha Plachty 16, 150 00 Praha 5
Jjan.sarek@gmail.com

Stépeni dvojnych vazeb v piirodnich latkach jako jsou
terpenoidy nebo steroidy byvalo v minulosti doménou pouziti
ozonu'. Ozonolyza objevena roku 1840 Christianem Friedri-
chem Schonbeinem slouzila hlavné jako prostiedek
k ur€ovani chemické struktury komplikovanych pfirodnich
latek!. Vsoutasné dob& je §tdpeni dvojnych vazeb
v organickych substratech provadéno se syntetickymi zaméry
a je mozné pro n¢j vyuzit i dal$i alternativni ¢inidla, napf.
oxid ruthenigely?.

Nase prace se zaméfila na srovnani vysledkt Stépeni
dvojnych vazeb v nenasycenych lupanovych derivatech (napf.
I) ozonolyzou s redukénim zpracovanim dimethylsulfidem
a in situ generovanym oxidem ruthenicelym a testovani cyto-
toxické aktivity ziskanych produktii. Bylo zjisténo, Ze vyse
oxidované nenasycené derivaty jsou Casto vici pisobeni 0zo-
nu zcela inertnf’, kdeZto piisobenim oxidu rutheni¢elého do-
chézi k jejich ,korektnimu® §tépeni>. V n&kterych piipadech
byly ozonolyzou ziskany nec¢ekané produkty, napi. z olefinu 1
byl ozonolyzou misto ocekavaného diketonu I7 ziskan epoxid
111 a stabilni ozonid IV.

Pripravené slouceniny jsou nyni pfedmétem testll na in
vitro cytotoxickou aktivitu vic¢i nadorové linii CEM. Struktu-
ry vSech pfipravenych sloucenin byly jednoznaéné potvrzeny
spektralnimi metodami.

Chemikalie a rozpoustédla byla financovana z grantu MPO
FT-TA/027.
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PRiPRAVA’ GLYKALU A JEJICH VYUZITI ]
PRI SYNTEZE 2-DEOXYGLYKOSIDU LUPANOVYCH
TRITERPENOIDU
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ta, Univerzita Karlova v Praze, Hlavova 8, 128 43, Praha 2;
bI.Q.A., a.s. Jindricha Plachty 16, 150 00, Praha 5;
¢ Laborator experimentdlni mediciny, Détska a onkologicka
klinika, LFF UP a FN Olomouc, Puskinova 6, 775 20 Olomouc
pavla.spacilova@gmail.com

Betulininy, triterpenoidni slouceniny piipravené na naSem
pracovisti, prokazaly jiz v minulosti fadu zajimavych biologic-
kych G¢inkd', pedevsim cytotoxickych (ICsp< 10 pmol 17).
V souvislosti s timto vyzkumem byly zjistény ne zcela idealni
farmakologické vlastnosti téchto derivati. Pfedevsim se jedna
o rozpustnost v médiich zaloZenych na vodné bazi a s ni sou-
visejici oralni dostupnost. Proto jsou v soucasnosti hledany
takové modifikace G¢innych derivatu, které by vedly k vyraz-
né lepsim farmakologickym vlastnostem téchto derivatu.

Glykosidy jsou typickym pfikladem pftirodni prodrug.
Navic je z literatury’ zndmo, e podavani 2-deoxyglukosy
spolu s konven¢nimi cytostatiky (paclitaxel, adriamycin) vede
k potenciaci cytotoxickych ucinku.

V ramci této prace byly pfipraveny acetylované 2-
deoxyglukosidy a 2-deoxygalaktosidy adici pfislusnych acety-
lovanych glykalid na triterpenoidni hydroxyderivaty — hydro-
xyketon I a methyl-ester II. Z téchto 2-deoxyglykosidu byly
Zemplénovou deacetylaci piipraveny volné 2-deoxy-
glykosidy.?

Pripravené slouceniny jsou nyni pfedmétem testd na in
vitro cytotoxickou aktivitu vii¢i nadorové linii CEM. Struktu-
ry vSech nové piipravenych sloucenin byly potvrzeny spekt-
ralnimi daty.

Chemikalie a rozpoustédla byla financovina z grantu MPO
FT-TA/027.

LITERATURA
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3. Spacilova P.: Bakaldrska prace. Univerzita Karlova
v Praze, Praha 2006.
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PRIPRAVA SELEKTIVNE ZNACENYCH
BETULININU

M. VLK, J. SAREK®, L. MARKOVA?, 1. TISLEROVA?,
M. HAJDUCH” a M. SVOBODA*®
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ta, Univerzita Karlova v Praze, Hlavova 8, 128 43 Praha 2;
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mouc; ‘1.Q.A., a.s. Jindricha Plachty 16, 150 00 Praha 5
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Betulininy' jsou v nasi skuping studovany pro svou vy-
znamnou protinddorovou aktivitu. Pro provedeni metabolic-
kych studii a téZ pro mapovani inkorporace betulininti do
biomolekul v tkanovych kulturach a jejich naslednou detekci
bylo nezbytné pfipravit od nejuc¢innéjsich z nich selektivné
znadené derivaty®. Pro ugely metabolickych studii bylo znade-
ni provadéno pomoci izotopii 2H, *C a N, pro studium in-
korporace byly pouzity izotopy *H a "*C.

V ramci této prace byly pfipraveny tritiem, deuteriem
nebo *C znaGené derivaty, napt. I, IT. Rovnéz byly piisunuty
nekteré klicové meziprodukty pro dalsi syntézy znacenych
sloucenin.

Pripravené slouceniny jiz byly doddny na pracovisté
LEM v Olomouci k dal$imu zkoumani. Struktury vSech pii-
pravenych sloucenin byly potvrzeny spektralnimi daty.

3CH
7

Cinidla a rozpoustédla byla financovina z grantu MPO FT-
TA/027. Dékujeme doc. L. LeSetickému za poskytnuti nékte-
rych znacenych cinidel pro syntézy.
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SYNTHESIS AND APPLICATION OF THE
1,2-ALTERNATE CALIX[4]ARENE DERIVATIVES

ALEXANDRA BILA, JAN BUDKA, MICHAELA PO-
JAROVA, IVAN STIBOR, and PAVEL LHOTAK

Institute of Organic Chemistry, ICT Prague, Technicka 5,
Prague 6
Alexandra.Bila@vscht.cz

Calix[n]arenes represent a large family of compounds,
used in supramolecular, medicinal and material chemistry'.
The unique structure of calixarenes enables to build receptors
for anions, cations and neutral molecules on calixarene scaf-
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fold. The smallest one, calix[4]arene, can be stabilised in four
different conformers. Three of them, cone, partial cone and
1,3-alternate, can be prepared in one step reaction in rela-
tively good yields. This work is focused on the last one, least-
available /,2-alternate conformer.

Our synthesis of the 1,2-alternate conformer 3 starts from
proximally dialkylated calix[4]arene 2, whose preparation from
basic calix[4]arene 1 was described in literature’. The transforma-
tion of the derivative 2 to 3 (R = propyl, hexyl, benzyl, X = Br, )
was carried out under various reaction conditions (different bases,
molar ratio of reactants, temperature, reaction time etc...). After
optimalization, the yield achieved 80 % of the /,2-alternate calix
[4]arene. The 1,2-alternate derivatives prepared by our method
will be used for construction of unique-shaped receptors for vari-
ous guests.

This research was partially supported by the Ministry of Edu-
cation, Youth and Sports of the Czech Republic (Research
Centre LC06070)
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cal Society of Chemistry, Cambridge, England.
2. Boyko V. L.: J. Incl. Phen. Macro. Chem. 50, 193 (2004).

SYNTEZA KONI:“ORMACNE NESTALYCH
CALIX[4]ARENU A JEJICH INTERAKCE SE
STRIBRNYM KATIONTEM

JAN BUDKA'", JAN SYKORA”’“, MICHAELA )
POJAROVA®, IVANA CISAROVAY, PAVEL LHOTAK®
a IVAN STIBOR®

“ Ustav organické chemie, ® Ustav chemie pevnych ldtek,
VSCHT Praha, Technické 5, Praha 6;  Ustav chemickych
procesii AV CR, Rozvojova 135, Praha 6; “ Katedra anorga-
nické chemie, Univerzita Karlova, Hlavova 8, Praha 2
Jan.Budka@vscht.cz

V névaznosti na pfedchozi studie byla zkoumana kation-
n interakce mezi s konformaé¢né ,,mobilnimi” and ,,semi-
mobilnimi” calix[4]areny a stfibrnym kationtem.

Publikované prace' a nase predchozi vysledky®™ ukéza-
ly, ze vhodnymi konformacemi calix]4]arenu pro interakci se
stiibrnym kationtem jsou pinched cone, partial cone a 1,3-
alternate.

Predkladany piispévek popisuje syntézu serie calix[4]
arentl substituovanych na spodnim okraji alkoxy skupinami
v intervalu 4 x MeO- az 4 x PrO. Tyto derivaty obsahuji
,-mobilni” methoxy skupiny, ,,semi-mobilni” ethoxy skupiny
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SUSUSTe

R; Ry R; Rz/
Schema 1
I: R;=R,=Me; mobilni
2: R,=Me, R,=Et; mobilni
3: R,=Me, R,=Pr; mobilni
4: R,=R,=Et; cone, partial cone, 1,3-alternate
5: R,=Et, R,=Pr; cone, partial cone, 1,3-alternate

(konformace je stabilni do teploty cca 100 °C), konformaéné
zcela imobilizované propoxy skupiny a jejich kombinace
(Schéma 1). Ptipravené derivaty byly pouzity ke komplexac-
nim studiim v roztoku (‘H NMR titrace AgTf
v CDCl;: CD;OD 4:1) a krystaly komplexti byly podrobeny
rentgenostrukturni analyze. V zavislosti na délce alkylového
fetézce a konformaci byly zjistény rozdily v roztoku a v pevné
fazi (rizné vazebné mody, rozdilné typy komplext — od dis-
krétnich komplext pfes dimery az po polymerni fetézce),
které budou v ptednasce diskutovany.

Tato prace je z casti podporovana Ministerstvem Skolstvi,
mladeze a telovychovy Ceské republiky (vyzkumné centrum
LC06070).
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KRYSTALOGRAFICKA STUDIE'INTE’RAKCi
(THIA)CALIX[4]ARENU SE STRIBRNYM
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nické chemie, Univerzita Karlova, Hlavova 8, Praha 2
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Prace se zabyva srovnanim krystalickych struktur klasic-
kych calixarend a thiacalixarent pfi interakcich se stfibrnym
kationtem.

Ve srovnani s klasickymi calix[4]areny, kdy stiibrny
kation interaguje s calixarenem uvniti kavity, pfitomnost siry
umoziuje interakci S-Ag-S mezi jednotlivymi molekulami

thiacalix[4]arenu.  Tyto  interakce  tvofi  zajimavou
a v calixarenové chemii dosud nepopsanou koordinaéni topo-
logii.

Zpusobem interakce stiibrného iontu se da interpretovat
také rozdilnost rozlozeni elektronovych hustot na (thia)
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Schéma 1. Srovnani interakci thiacalix[4]arenu
a calix[4]arenu

calixarenovych skeletech. Zatimco klasické calixareny prefe-
ruji kation-7 interakce s aromatickym systémem kde je stiibr-
ny kation umistén uvnitf kavity calixarenu a interaguje se
dvéma protéj§imi aromatickymi jadry, u thiacalixarend jsou
tyto interakce zanedbany a jsou preferovany interakce
s elektronové bohatou sirou, kdy spolu se stfibrnym kationtem
interaguji sirné mustky dvou sousednich thiacalixarenti.

Tato prace je z casti podporovana Ministerstvem Skolstvi,
mladeze a telovychovy Ceské republiky (vyzkumné centrum
LC06070).
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NEW SYNTHESIS OF DIAMINOCALIX[4]ARENES
IN THE 1,3-ALTERNATE CONFORMATION

VERONIKA RAINDLOVA, MARKETA SIMANOVA,
MIROSLAV DUDIC, JAN BUDKA, MARTIN KAS,
IVAN STIBOR, and PAVEL LHOTAK

Department of Organic Chemistry, ICT Prague, Technicka 5,
Prague 6
Veronika.Raindlova@vscht.cz

Calixarenes are well known, cavity containing, macrocy-
cles, which have found wide utilisation in supramolecular
chemistry. They are used as a molecular scaffold for building
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more complex receptor recognising cations, anions and neu-
tral compounds. Since the complexations of chiral species are
very important phenomenon in nature, we decided to explore
ability of some calixarenes to recognise chiral anions.

On the basis of our previous research, which showed the
bis-ureido calixarenes in the /,3-alternate conformation inter-
act with anions very strongly, we focused on the preparation
several receptors of this type.

The synthesis of starting compound, di-aminocalix[4]
arene blocked in the /,3-alternate conformation, is not easy.
The synthetic path involves a few difficulties in purification
and the final product was always achieved in very low yield
(less than 20%).

The new synthesis starts from relatively easily obtain-
able di-bromocalix[4]arene in the /,3-alternate conformation,
which is transformed to di-aminocompound via reaction with
phthalimide in the presence of suitable catalyst (Cu, Cul,
Cu,0) and subsequent deprotection by hydrazine'.

In this work we would like to present the study on new
general synthetic procedure of di-aminocalix[4]arene in the
1,3-alternate conformation, which would increase its avail-
ability and help us in our further research.

This research was partially supported by the Ministry of Edu-
cation, Youth and Sports of the Czech Republic (Research
Centre LC06070)
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