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SUHRN

vé alkaloidy, predovsetkym benzofenantridiny. Polyfenoloxidaza (PPO) je pravdepodobne zapoje-
na do tvorby dopaminu, ktory je jednym z prekurzorov norkoklaurinu, prvého intermedidtu s ben-
zylizochinolinovou Struktirou. V rdmci prace bolo zistené, Ze PPO pritomnd v latexe lastovicnika
je lokalizovand v organeléch, ktoré sliZia k uskladneniu alkaloidov (tzv. 1000 g organely). Enzym
bol purifikovany afinitnou chromatografiou do elektroforetickej homogenity, ma relativhu mole-
kulovi hmotnost priblizne 65 kDa a vykazuje dve aktivity — monofenoldzovi a difenoldzovi. Pou-
Zitim polymerazovej retazovej reakcie sa podarilo amplifikovat ¢ast génu PPO z oblasti aktivneho
miesta.
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SUMMARY

Characterization of polyphenoloxidase from the latex of greater celandine (Chelidonium
majus L.)

Greater celandine, similarly as other plants of the family Papaveraceae, produces
benzylisoquinoline alkaloids, primarily benzophenanthridines. Polyphenoloxidase (PPO) is most
probably involved in the formation of dopamine, which is one of the precursors of norcoclaurine,
the first intermediate with the benzylisoquinoline structure. This study has revealed that PPO
present in the latex of greater celandine is localized in the organelles, which serve to store alkaloids
(the so-called 1000 g organelles). The enzyme was purified by means of affinity chromatography
into electrophoretic homogeneity. It possesses a relative molecular mass of approximately 65 kDa
and exerts two activities, the monophenolase and diphenolase ones. With the use of a polymerase
chain reaction, it was possible to amplify a part of the PPO gene from the region of the active site.
Key words: Chelidonium majus L. — polyphenoloxidase — latex — sanguinarine

Ces. slov. Farm., 2007; 56, 90-94 Md

Uvod

Biosynteticka draha, ktora vedie od tyrozinu k benzofe-
nantridinovému alkaloidu sanguinarinu je aZ na niekolko
vynimiek kompletne objasnend. Nedostatocne prestudo-
vané kroky sa nachadzaji v tivodnej tzv. pre-retikulinove;j
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faze biosyntézy. Tato faza je spolo¢na pre tvorbu Sirokého
spektra benzylizochinolinovych alkaloidov (BICH), napr.
morfinanov, benzofenantridinov, ftalydizochinolinov,
sekoftalydizochinolinov, benzyltetrahydroizochinolinov
a aromatickych benzylizochinolinov V. Neobjasnené su
kroky, ktoré by mohli katalyzovat enzymy so Sirokou sub-
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stratovou Specifitou — polyfenoloxiddza a aminooxidaza.
Polyfenoloxiddza sa pravdepodobne podiela na tvorbe
aminokondenzacnej jednotky, ktorou je dopamin a amino-
oxiddza na tvorbe 4-hydroxyfenylacetaldehydu, ktory
predstavuje aldehydkondenza¢ni jednotku 2. Dopamin
a 4-hydroxyfenylacetaldehyd kondenzuji za ucasti nor-
koklaurinsyntazy na centralny intermediat vSetkych BICH
alkaloidov (S)-norkoklaurin .

Pri $tadiu a charakterizacii enzymov zicastiiujicich sa
tvorby BICH alkaloidov sa najcastejSie ako modelové
objekty pouZivaji mak siaty (Papaver somniferum L.)
a slncovka kalifornskd (Eschscholtzia californica
takisto patriaci do Celade Papaveraceae, ktory sa hojne
vyskytuje v strednej Eurdpe, byva pre experimentilne
ucely v enzymolédgii vyuzivany malo. V poslednom
obdobi sa v odbornej literatire vyskytla iba praca veno-
vana endopeptiddzam lastovi¢nika ©.

V lastovi¢niku bolo identifikovanych viac neZ tridsat
alkaloidov. S vynimkou sparteinu patria do skupiny ben-
zylizochinolinov. Ich distribicia v rastline je nerovno-
mernd a vykazuje variabilitu poCas vegetacie v zavislos-
ti od klimatickych podmienok a veku rastliny. Hlavnymi
alkaloidmi korenia st koptisin a chelidonin, hoci
vyznamny je i obsah sanguinarinu, chelerytrinu, berberi-
nu a kvartérneho aporfinového alkaloidu magnoflorinu.
V nadzemnych castiach rastliny si dominantnymi $truk-
tirami chelidonin, koptisin, stylopin, sanguinarin a che-
lerytrin. Zatial ¢o obsah koptisinu je staly pocas celého
vegetacného obdobia, zastipenie sanguinarinu, chelido-
ninu a chelerytrinu dosahuje maximum po odkvitnuti .
nejsie vyuzitie vo farmacii sanguinarin pre jeho antibak-
teridlne, antiprotozodlne, antivirusové a protizapalové
ucinky. V sti¢asnosti st na trhu dostupné pripravky pre
dentdlnu hygienu a veterinarne aditiva s obsahom san-
guinarinu. V in vitro testoch na cicav¢ich bunkovych
liniach bola pozorovana schopnost sanguinarinu induko-
vat apoptézu, a preto sa uvazuje s jeho potencidlnym
vyuzitim pri terapii nddorov. K opatrnosti v§ak nabada
schopnost sanguinarinu interkalovat sa do DNA (genoto-
xicky ucinok). Napriek potencidlnemu toxickému efektu
je sanguinarin stale atraktivnym prirodnym produktom
pre zdkladny a aplikovany farmaceuticky vyskum .

POKUSNA CAST

Priprava vzoriek z latexu

Vytekajuci latex sme zbierali zo stoniek po odlomeni tobo-
liek do skimaviek obsahujicich 0,5 mol.I'" manitol/0,1 mol.I!
fosfore¢nanovy tlmivy roztok (pH 6,5) tak, aby vysledny
pomer latex:tlmivy roztok bol 1:1. Organely sme usadili centri-
fugéciou pri 1000 g (30 min) a resuspendovali v manitol/fosfo-
re¢nanovom tlmivom roztoku do pdvodného objemu. Organely
sme dezintegrovali trojndsobnym zmrazenim a rozmrazenim
a sonifikdciou v pritomnosti 1% Tritonu X-100. Supernatant,
ziskany centrifugéciou (12 000 g, 15 min, 4 °C) sme pouZili
ako hruby enzymovy roztok.

oo

Identifikdcia a stanovenie sanguinarinu

Stanovenie sanguinarinu a pripravu vzoriek na jeho stanove-
nie sme uskutocnili podla Balazova et al. ?. Na platiiu
SILUFOLu (Kavalier) sme naniesli 50 ul z kazdej vzorky, resp.
10 ul standardného roztoku sanguinarinu. Ako mobilnd fazu
sme pouzili zmes chloroform:metanol (3:97). Chromatogram
sme vyhodnotili pod UV-lampou (Reprostar II, Camag) pri 254
nm. Jednotlivé Skvrny sanguinarinu sme z chromatografickej
platne oddelili a eluovali do 2 ml 0,02 mol.I"" NaOH v 50%
UV-metanole. Obsah sanguinarinu v eluidtoch sme stanovili
luminiscenénym spektrometrom Perkin-Elmer LS-30 pri A =
324nma) =408 nm?.

Stanovenie aktivity PPO

Aktivitu PPO vo vzorkdch sme stanovili spektrofotome-
tricky pri 475 nm. Ako substrat sme pouzili dopamin v kon-
centracii 2 mmol.I'". Jednotku enzymovej aktivity (1 U) sme
definovali ako zmenu absorbancie o 1,0 za mindtu '%. Mi-
chaelisove—Mentenovej konStanty sme stanovili podla Line-
weavera a Burka 'V.

Stanovenie bielkovin
Bielkoviny vo vzorkach sme stanovili podla Bradforda '?.
Purifikdcia PPO

Na purifikdciu PPO sme pouZili afinitni chromatografiu
na stipci PABA-Sepharose CL-4B. Sepharose CL-4B sme
aktivovali pomocou divinylsulfénu. K aktivovanej Sepharose
sme pridali 1 mol.I"'" uhli¢itanovy tlmivy roztok (pH 11,0)
obsahujici kyselinu p-aminobenzoovid (PABA). Sklenenud
kolénu sme naplnili PABA-Sepharose CL-4B (12 cm x
@ 14 mm). Na stipec sme aplikovali 1 ml hrubého enzymo-
vého roztoku. Po jeho vsiaknuti sme stipec premyli fosforec-
nanovym tlmivym roztokom (50 mmol.l"'; gradient pH
6,0-8,0; rychlost prietoku 12 ml.h""). Polyfenoloxiddzu sme
eluovali 1 mol.I'' NaCl v 50 mmol.I"! fosfore¢nanovom tlmi-
vom roztoku (pH 8,0).

Separdcia bielkovin pomocou SDS-PAGE

Polyakrylamidovi gélovu elektroforézu za denaturujicich
podmienok (SDS-PAGE) sme uskutocnili podla Laemliho ' .
Proteiny v géli sme vizualizovali striebrom podla Neste-
renka '

Izoldcia DNA

Na izolaciu DNA z listov Chelidonium majus sme pouZili
DNeasy® Plant Mini Kit od firmy Qiagen (SRN).

Polymerdzovd retazovd reakcia

Primery sme navrhli podla sekvencii rastlinnych polyfenol-
oxiddz uvedenych v publikaciach > 9 Upstream* primer:
5’-CCI GA(CT) GA(AG) GA(CT) CCI CGI AG(CT) TT(CT)
AA(AG)-3’; ,downstream® primer: 5’-CAT CC(GT) (AG)TC
(GC)AC (AG)(AT)T IG(AC) (AG)TG GTG-3’. Reak¢na zmes
(25 ul) obsahovala: Taq polymerdzu (1,5 U) a reakény tlmivy
roztok (Promega, EU), zmes dANTP (kazdy 0,2 mmol.l"), pri-
mery (50 nmol.l"), MgCl, (3 mmol.l"), templitovi DNA
(0,4 ug). Program PCR: pociatoénd denaturdcia (5 min pri
94 °C); 40 amplifikacnych cyklov (denaturdcia 20 s pri 94 °C,
aneldcia 40 s pri 58 °C, polymerizacia 1 min pri 72 °C); zave-
re¢na polymerizacia 10 min pri 72 °C. PCR prebiehala v cyk-
leri Mastercycler Personal (Eppendorf, SRN).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Chemicka syntéza BICH alkaloidov nie je dostato¢ne
efektivna, preto je farmaceuticky priemysel dodnes
zavisly na ich prirodzenom obsahu v rastlinich. Tvorba
a akumulacia alkaloidov v rastlindch celade Papavera-
ceae je viazana na Specifické rastlinné Struktiry — mliec-
nice. Ich plazmatickym obsahom je latex. Ulohou latexu
je absorbcia, translokdcia a uskladnenie alkaloidov;
95-99% 7z celkového obsahu alkaloidov sa nachadza
v organelach latexu, ktoré sedimentuji pri 1000 g (tzv.
1000 g organely) a len mala Cast (1-5 %) je lokalizova-
na v supernatante. Fairbairn et al. !” predpokladaju, Ze aj
alkaloidy, pritomné v supernatante, pochadzaju z 1000 g
organel, ktoré sa poskodili pri priprave vzoriek.

Centrifugaciou 2 ml latexu sme ziskali 1,3 ml super-
natantu a 0,7 ml sedimentu. V supernatante sme namera-
li 24,7 ug a v sedimente 398,0 ug sanguinarinu (obr. 1).

Obr: 1. Identifikdcia sanguinarinu chromatografiou na tenkej
vrstve

1. drdaha: vzorka z 1000 g organel latexu; 2. draha: vzorka zo
supernatantu; 3. draha: standardny sanguinarin

Tab. 1. Aktivita PPO v latexe lastoviénika véicsieho

Vzorka supernatant sediment sonifikat

AA,,/min 0,075 0,008 0,480

Reakéna zmes (2 ml) obsahovala dopamin (2 mmol.I") a 50 ul vzorky
(supernatant, sediment, sonifikdat).

Enzymovu aktivitu latexovej PPO sme stanovili v super-
natante, sedimente a v sonifikidte rozsuspendovaného
sedimentu (tab. 1). V supernatante sme zistili priblizne
10x vy$Siu aktivitu enzymu ako vo vzorke, ktord obsa-
hovala neporuSené organely (sediment). Sonifikdciou
sedimentu sa aktivita PPO zvysila cca 60x, o znamena,
Ze v lastovi¢niku vacSom je PPO lokalizovana vo vnitri

1000 g organel, podobne ako je tomu v latexe maku sia-
teho '3 19, Aktivita PPO, ako aj sanguinarin, ktoré sme
namerali v supernatante, pravdepodobne pochadzali
z organel, ktoré popraskali pri spracovani vzoriek.

Na purifikaciu PPO z 1000 g organel latexu sme pou-
zili afinitnd chromatografiu (tab. 2). Ako ligand sme pou-

Tab. 2. Purifikdcia polyfenoloxiddzy z latexu lastoviénika
vdcsieho

Purifikacny koncentracia aktivita Spec. precistenie
krok bielkovin (U.ml) aktivita

(ug.ml) (U.mg™)
hruby
enzymovy 718,9 0,95 1,32 -
roztok
PABA-
-Sepharose 4.8 1,37 285,42 216,2
Cl-4B

Aktivita bola stanovend spektrofotometricky pri 475 nm, substrat 2
mmol.I"" dopamin. Bielkoviny boli stanovené podla Bradforda (1979).

Obr. 2. Elektroforetickd analyza PPO purifikovanej z latexu
lastovi¢nika vicsieho (SDS-PAGE)

1. drdha: hruby homogendat; 2. a 3. draha: vzorky po afinitnej
chromatografii; 4. draha: nizkomolekulové proteinové
Standardy (sérovy albumin 66,0 kDa, fumardza 48,5 kDa,
dehydratdza kyseliny uhlicitej 29,0 kDa, o-laktalbumin

14,2 kDa)

zili kyselinu p-aminobenzoovd (PABA), ktoré je kompe-
titivnym  inhibitorom polyfenoloxiddz. Podobne
purifikovali PPO (ako ligand pouZili kyselinu p-aminofe-
nyloctovii) zo zemiaku Pathak a Ghole 2%, ktori na eluciu
naviazanej PPO pouzili zmenu pH zo 6,0 na 8,0. V nasom
pripade na eldciu nestacilo zvySenie pH, bolo nutné pri-
dat 1 mol.I"* NaCl. Ako sa ukazalo z naSich dalSich expe-
rimentov, zvySenie pH na 8,0 nepostacovalo z dévodu, Ze
pH 8,0 je eSte stucastou pH optima latexovej PPO lasto-
viénika (pH optimum je pomerne Siroké v intervale
7,0-9,5). Tymto postupom sa ndm enzym podarilo pre-
Cistit do elektroforetickej homogenity (obr. 2). V géli sme
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Tab. 3. Substrdtova $pecifita PPO

Difenoly monofenoly
substrat dopamin DOPA tyrozin tyramin
aktivita (U) 0,195 0,047 0,005 0,030
porovnanie
aktivity % 100 24,1 2,5 154
K (mmol') 0,681 2,502 - -

Aktivita bola stanovena spektrofotometricky pri 475 nm. Reakénd
zmes (2 ml) obsahovala substrat v koncentracii 2 mmol.I" a 0,225 ug
purifikovaného enzymu.

QQANVHCAYCDGAYDQVGLPNLEXXVHNSWLFFPFHXYYVYFHEKILGSLIDDPT
FALPFWNWDGTPEGMRMPVMFTNPNSSLYBKLRDAKHQPPALIDLNYNLVDPTN
TERRLTNNNTIMYRQMVSNGKTPQLFLGSPYXAGBLPDPGAGSIENVPHGPVHSW
AGDRTQPNVENMGNFYSAARDPIFFAXH

Obr: 3. Sekvencia aminokyselin PCR produktu

A ~Ala, M ~ Met, B ~ Asx (aspardgovd kyselina alebo
asparagin), N ~ Asn, C ~ Cys, P ~ Pro, D ~ Asp, @ ~ Gin, E ~
Glu, R ~Arg, F ~ Phe, S ~Ser, G ~ Gly, T ~ Thr, H ~ His, V ~
Val, I ~ Ile, W ~ Trp, K ~ Lys, Y ~ Tyr, L ~ Leu, Z ~ Glx
(glutamin alebo kyselina glutadmovad)

Poddciarknutim su zvyraznené vysoko konzervované Cu-
viaZuce oblasti, boldom st vyznacené vysoko konzervované
zbytky histidinu.

detegovali jeden pasik, ktorému zodpoveda relativna
molekulova hmotnost priblizne 65 kDa. PPO s takouto
molekulovou hmotnostou bola popisana aj v 1000 g orga-
nelach latexu maku siateho. Popri PPO s Mr 65 kDa bola
v latexe maku identifikovand aj mnohotnid forma PPO
s Mr 40 kDa '¥. V latexe lastovi¢nika sme takdto mno-
hotna formu PPO nedetegovali.

Purifikovany enzym sme pouZili na stanovenie zaklad-
nych kinetickych parametrov. Podobne ako polyfenol-
oxidazy z inych rastlin aj PPO z lastovi¢nika katalyzuje
dve reakcie: hydroxylaciu monofenolov na o-difenoly
(monofenolazova aktivita) a oxidaciu o-difenolov na
o-chinény (difenolazova aktivita). Monofenoldzova akti-
vita latexovej PPO je v porovnani s difenoldzovou
pomerne nizka (tab. 3). Podobne je tomu aj u inych rast-
lin, napriklad u repy ' alebo maku *". K sme stanovili
pre substrity dopamin (0,681 mmol.l'") a DOPA
(2,502 mmol.I"") (tab. 3). Tieto hodnoty si porovnatelné
s inymi rastlinnymi polyfenoloxiddzami. VacSinou sa
hodnoty K pohybuji v intervale 1-10 mmol.I" *». Pre
monofenoly sme pre nizku aktivitu enzymu K nestano-
vovali.

Na testovanie inhibi¢ného t¢inku na PPO sme pouZili
inhibitory NaN,, KCN, kyselinu askorbovi a cystein.
Azid sodny a kyanid draselny st v§eobecnymi inhibitor-
mi oxidaz. Kyselina askorbovd a cystein sa pouzivaji
ako inhibitory enzymatického hnednutia, pricom okrem
priameho t¢inku na PPO prichddzaji do tvahy este dva
mozné mechanizmy ich pdsobenia — redukcia o-chind-
nov na dihydroxyfenoly a vznik bezfarebnych cis-aduk-
tov chinénov *. Podla IC, najvyssi G¢inok na aktivitu

PPO ma cystein (IC,, = 0,090 mmol.1""), nasleduje kyse-
lina askorbova (IC,, = 0,134 mmol.I'"), KCN (IC,, =
0,213 mmol.I'"), najnizs8i 4¢inok ma azid sodny (IC,, =
4,780 mmol.I").

Polymerazovou retazovou reakciou (PCR) sme pri-
pravili produkt dlhy cca 600 bazovych parov. Po ose-
kvenovani sme ziskali nukleotidovid sekvenciu
s poctom 578 nukleotidov (sekvencia neobsahuje pri-
mery). Nukleotidovi sekvenciu sme preloZili do
sekvencie aminokyselin (obr. 3) a porovnali pomocou
databdzy BLAST — NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) so
zndmymi sekvenciami rastlinych PPO. PCR-produkt
sa najviac podobad na polyfenoloxiddzu z Camelia
sinensis. Zo 189 aminokyselin je rovnakych 130 (68%
identita). Po zohladneni pozitivity (aminokyseliny
podobnych vlastnosti) je podobnost 82 % (156 zo 189
AK).

V sekvencii sme identifikovali dve trojice histidino-
vych zvySkov, na ktoré sa koordina¢ne viazu dva atomy
medi, ktoré su sucastou tzv. Cu-viaziicich domén A a B
a st ako kofaktory sicastou aktivneho miesta PPO Y.

Sekvencie oboch identifikovanych Cu-viazucich
domén sme pomocou databazy BLAST-NCBI porovnali
zvl4st. Porovnanim CuA domény z lastovi¢nika, dlhej 37
AK, najvicsiu zhodu vykazovali: Populus balsamifera —
91% zhoda a az 97% pozitivita, Lycopersicon esculen-
tum — 86% a 97% a Malus domestica —89% a 94%. U 35
AK dlhej domény CuB je najvysSia zhoda s Nelumbo
nucifera — 88% identita a 94% pozitivita, Prunus persica
— 80% a 88%, Camellia sinensis — 77% a 85%. Tato
doména je v porovnani s CuA menej konzervovana,
o ¢om sved¢i niZSia identita s ostatnymi rastlinami. Na
zaklade vysSie uvedenych porovnani méZeme skonstato-
vat, Ze nami pripraveny PCR-produkt zodpoveda casti
génu pre polyfenoloxiddzu z lastovicnika vicSieho
z oblasti aktivneho centra.

Stidium enzymov, zapojenych do tvodnych krokov
biosyntézy BICH alkaloidov, je motivované poznat-
kom, Ze biosyntetickd drdha veduca od retikulinu k jed-
notlivym typom BICH alkaloidov nie je dostatone
saturovand prekurzormi. Napriklad v maku siatom
pokusy s externe doddvanymi prekurzormi ukazali, Ze
rastlina ma enzymové kapacity na tvorbu vicSich
mnoZstiev morfinanov 2¥. Preto enzymy polyfenoloxi-
dazu, tyrozindekarboxyldzu a aminoxiddzu, ktoré sa
pravdepodobne zucastiiuji na reguldcii mnozstva jed-
notlivych primarnych prekurzorov benzylizochinoli-
nov, mdzeme povazovat za perspektivne ciele biotech-
nolégii. AvSak zdsahom do ich génovej expresie musi
predchadzat detailné poznanie vlastnosti tychto enzy-
mov na trovni enzymologickej aj molekularno-biolo-
gickej.

Tato praca je sucastou grantovej dlohy ¢. 1/4292/07 podpo-
rovanej grantovou agentiirou MS SR VEGA.

Za osekvenovanie PCR-produktu dakujeme Dr. H. Drahov-
skej a Dr. G. Minarikovi z Prirodovedeckej fakulty Univerzity
Komenského v Bratislave.
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Zakladni ucebnice z technologie 16kt vychazi jiz od roku
1997 ve tfetim vydani. Jeji autorsky kolektiv se zménil, celkem
ma 15 odborniki z farmaceutickych fakult, pfipadné z farma-
ceutického primyslu. Rozsdhld tematika je rozdélena na 11
kapitol v rozsahu od 6 do 119 stran. Tfeti vydani editofi véno-
vali pamatce zesnulého profesora M. Chalabaly, ktery toto dilo
zaloZil a prvni dvé jeho edice fidil.

V kapitolach recenzované publikace se podava zakladni
problematika ze soucasné technologie 1éki, a to predevsim
z hledisek primyslové vyroby, méné pak z ohledu na Iékéren-
stvi jak vefejné, tak i nemocnic¢ni, kde je dnes piiprava magis-
traliter 16kt znac¢né na dstupu.

Aby si bylo moZné utvofit zékladni piedstavy o obsahu jed-
notlivych kapitol, uvidim jejich nazvy a rozsah stran. 1. Uvod
vysvétluje zakladni pojmy, vyvoj této zakladni farmaceutické
discipliny, jakoZ i nazory na léky z rtznych hledisek (6);
2. Fyzikdlni a fyzikdlné—chemické teorie lékovych forem,
kinetika jejich ucinnosti (74); 3. Zakladni vyrobni postupy

a operace ve vyrobé¢ 1€kt (37); 4. Farmaceutické pomocné lat-
ky, jejich vlastnosti a tfidéni, vhodné jsou zde uspotfadany do
prehlednych tabulek (38); 5. Biogalenika — farmaceutické
aspekty, rizné moznosti ovlivnéni liberace 1éCiv z urcitych
druha 1éka (28); 6. Léky, jakoZto aplikacni systémy (117);
7. Problematika piipravy a pouZiti radiofarmak (21); 8. Stabi-
lita a moznosti stabilizace 1éku (12); 9. Nékteré farmaceutické
obaly (14); 10. Zajisténi jakosti ve farmaceutické vyrobé
a kontrole (12). Ptiloha textu tvofi slovnik odbornych termint,
prehled nazvi 1ékovych forem a aplikacnich cest, dale Ces-
ko—anglicky slovnik aplikacnich pomtcek a obalt, zdvérem je
struény vécny rejstiik (12). V tomto vydéni jsou na rozdil od
minulych u kazdé kapitoly uvedeni jeji autofi.

Vlastni rozdéleni obsdhlé tematiky na deset kapitol je také
véci diskuze. Snad by bylo mozné ve druhé kapitole nékteré
Casti vypustit a pak sem zaradit problematiku stability 1éka.
Obdobné by bylo mozné vypustit kapitolu o obalech 1éki a ty
rozdélit k prislusnym lékovym forméam, coZ je naptiklad u tab-
let a injekci a obalové hmoty dat jako ¢ast pomocnych latek.
Recenzovana publikace ma slouZit jako vysokoSkolska ucebni-
ce, mize vSak byt vhodnou pomiickou pro atestace, ptipadné
jiné odborné zkousky (doktoraty) farmaceutd.
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