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SUMMARY

Bioprospect, the bulletin of the Biotechnolo-
gy Society is a journal intended to inform the
society members about the most recent deve-
lopments in this field. The bulletin should sup-
ply the vitaly important knowledge directly
to those who need it and to those who are able
to use it properly. In accordance with the rules
of the Society, the Bulletin also deals with both
theoretical and practical questions of biotech-
nology. Articles will be published informing
about the newest theoretical findings, but many
planned papers are devoted to fully practical
topics. In Czech and Slovak Republic there is
a growing gap between basic research and pro-
duction. It is extremely important to reverse
as soon as possible the process of further open-
ing of the scissors, and we hope the Bulletin
will help in this struggle by promoting both

research and practice in our biotechnology.
The Bulletin should facilitate the exchange and
targeted delivery of information. In each issue
there will be advertisements of products such
as chemicals, diagnostics, equipment and
apparatus, which have already appeared on the
Czech and Slovak market, or are projected
enter it. Services, free R&D or production
facilities can also be advertised. The editorial
board, together with the executive commitee
of the Biotechnology Society, hope that maybe
some information published in the Bulletin,
or some new contacts based on it, will give
birth to new cooperations with domestic
or foreign research teams, to collaborations,
joint ventures or strategic alliances providing
access to expertise and financing in interna-
tional markets.

The editorial board invites all of You, who
are involved in the field called biotechnology,
and who are seeking contacts in Czech and
Slovak Republic, to advertise in the Bulletin
BIOPROSPECT, which is mailed directly
to more than one and a half thousand Czech
and Slovak biotechnologists.

For more information contact the editorial
board or directly:

Ladislav Fukal, Ph.D. (editor in chief)
ICT, Technicka 3

166 10 Prague 6, Czech Republic
Phone +420 220 445 137

e-mail: fukall@vscht.cz



UVODEM

VdZeni prdtelé,

vitdm Vds jiZ v Sestndctém rocniku naseho bulletinu
Bioprospect ve kterém Vds jiZ tradi¢né chceme
seznamovat s aktudInimi tématy biotechnologii,
predstavovat jednotlivé biotechnologické subjekty
a pfindset informace o nasi spolecnosti. V kazdém pfi-
padé chceme zachovat tisténou formu naseho bullet-
inu i kdyz to neni levnd zdleZitost. Nicméné doufdm, Ze
jiz v nejblizSich dnech zpfistupnime nasi webovou
strdnku (http://bts.vscht.cz), kde budou umistény zd-
kladni informace o Biotechnologické spolecnosti, sez-
nam zajimavych webovych strdnek i aktudini informa-
ce. Dovoluji si Vds pozddat o Vase ndzory a ndméty jak
k ndplni Bioprospectu, tak webovych strdnek. Uvitdme
Vase prispévky i velice krdtké, nebot rizné informace
i ozndmeni mohou byt sdéleny v nékolika vétdch
s odkazem na podrobnéjsi zdroj informaci. Takové
sdéleni Vds nevylerpd a &tendfi Vdm budou vdécni.
Pestrost informaci z Siroké oblasti biotechnologii je
pfesné to po ¢em touZime. Nikdo toti nedokdzZe sle-
souvislostech. Informace z jinych oblasti ndm &asto
pomuZe vyresit nase profesni problémy nebo alespori
nds udrZet v roviné vseobecné informovanosti. Ukazu-
je se vsak, Ze ani tisténé publikace ani internetové
strdnky nejsou vhodnym mediem pro sdélovdni velmi
aktudlnich informaci. Cteni bulletinu odlozime &asto
stranou na pozdéjsi dobu aniz bychom jej prolistovali
a webové strdnky také neotvirdme kaZdy den, jak si to
bohuzel néktefi naivkové predstavuji (jejich webové
strdnky jsou pochopitelné ty nejdilezitéjsi). Jedinym
prostiedkem jak na néco aktudiné upozornit je krdtké
e-mailové sdéleni. Tento servis vyuZivdame pro &leny
Rady biotechnologické spolecnosti a kontaktni osoby
nasich instituciondlnich ¢lend. Vzhledem k tomu, Ze
z praktickych ddvodi nemdzZeme tyto informace tridit,
je na kontaktnich osobdch, aby posoudily, zda je vhod-
né informaci postoupit ddle. Pokud kterykoliv z nasich
¢lend chce dostdvat tyto nepravidelné e-mailové infor-
mace (zejména o rdznych semindfich, kursech, sym-
posiich, grantech, nabizenych zaméstndnich, stdZich,
knihdch a pod.), at ndm sdéli svou e-mailovou adresu
a rddi jej do této sluzby zaradime.

V letosnim roce nebudeme samostatné organizovat
Zddné vétsi symposium, ale omezime se jen na béznou
pfedndskovou ¢&innost. O nékterych predndskdch Vds
ddle informujeme, dalsi mimo Prahu (na podzim) jsou
v jedndni a sezndmime Vds s nimi ve druhém cisle Bio-
prospectu a na nasich webovych strdnkdch.

V tomto cisle bulletinu Vdm pfindsime informaci
o biotechnologiich na jizni Moravé, které pripravil
nds partner Jihomoravské inovacni centrum.

Znovu pfipomindme, abyste vénovali pozornost
jim  organizovanému  biochemickému  portdlu
www.gate2biotech.com (a také si Vds dovoluji upozor-
nit na prdvé vydanou ro¢enku “Czech Biotech Report”
— v anglickém jazyce). V odbornych pfrispévcich
pfind$ime pestrou paletu ndmétd tykajicich se pro-
teomiky, biomediciny a geneticky modifikovanych
organismd. Pro aktudini informace o Evropské fede-
raci biotechnologii a ji sponzorovanych symposiich
se nezapomerlite podivat na webovou strdnku
www.efb-central.org.

V tomto cisle naleznete téz slozenku k uhrazeni
élenského piispévku za letosni rok. Clensky
prispévek miiZete uhradit i bankovnim pfevodem,
ale nezapomerite uvést jako specificky symbol Vase
clenské cislo, které naleznete ve Vasi adrese Bio-
prospectu, ktery jste prdvé obdrieli. Zaplaceni
prispévku laskavé neodklddejte. Jak vidite, udrzu-
mozné vysi, prestoZe ndklady na tisk, postovné, atd.
stdle rostou. Je proto nutné, abychom alespori tuto
minimdlni Ghradu dostali co nejdfive. Zvysite-li svij
prispévek dobrovolné, budeme Vdm vdécni.

Tésim se na spoluprdci s Vdmi

Vds

Jan Kads



Jihoéeskd univerzita v Ceskych Budéjovicich
Vyzkumny dstav rybdisky a hydrobiologicky ve Vodrnanech
a
Ichtyologickd sekce Ceské zoologické spoleénosti

pofadaji
védeckou konferenci s mezindrodni uéasti

IX. Ceska ichtyologicka konference
4. - 5. 5. 2006, zasedaci mistnost MéU Vodiany

konference je pofadana
v ramci XVI. Vodfianskych rybafskych dna a k 85.vyro¢i zalozeni VURH

Zéakladni tématické okruhy: ichtyologie, ichtyocenézy, biodiverzita, hydrobiologie, genetika
a reprodukce ryb, vodni toxikologie, choroby ryb a dalSich vodnich
zivocich(, zachranné chovy, akvakultura a dalsi pfibuzna témata.

Prispévky: O zafazeni pfispévku do programu konference budou ucastnici informovani.
Pfispévky budou lektorovany a otistény ve sborniku. Pfedpoklddana délka

vystoupeni max. 20 minut (v¢etné diskuse).

Védecky vybor konference: Ing. Jan Koufil, Ph.D., doc. Ing. Otomar Linhart, DrSc.

Organizacni vybor konference: Ing. Blanka Vykusova, CSc., Jarmila Moudr4, Pavla Novéakova,
Anna Kocova, Petra Martinkova, Marie Pecena.

Pfedbézny ¢asovy harmonogram konference:
4. kvétna (Ctvrtek): 9 — 10 h - prezentace ucastnik

10 — 18 h - zahdjeni a 1.den jednani
5. kvétna (patek): 8 — 12 h - 2. den jednani a ukonceni

Z dal3iho programu VRD 2006:
Ctvrtek od 19 h Rybarské toulky po svété (diskusni program, filmy) — Kulturni ddim
Sobota 8 — 12 h Rybi trh (namésti Svobody)

9 - 14 h Den otevienych dvefi SRS a VOS Vodriany a VURH JU Vodriany




EUROFISH magazine

Casopis EUROFISH magazine (ISSN 1020-9956) je vydavan v Dansku a je zaméfen na stfedni a vychodni
Evropu. Je soucasti Fish info network, kde kromé vySe jmenované organisace najdeme 6 dalSich siti, které infor-
macné pokryvaji zbytek svéta, Infofish (Asie a Pacifik), Infopeche (Afrika), Infopesca (Latinska Amerika), Infosamak
(Arabsky mluvici oblasti), Ingoyu (Cina) a Globefish (FAO Fisheries Department).

Informace o casopise najdete na adrese www.eurofish.dk. Vychazi 6x ro¢né a jeho informacni struktura je
zamérena na charakteristiku profilu rybéaiské a zpracovatelské aktivity jednotlivych zemi, akvakultury, obchodu a trhi
a profild jednotlivych ryb a zakond. Casopis je zaplnén inserci, nabizejici jak rybi produkty tak zpracovatelska
zafizeni.

Tomds$ Barth, Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Praha 6

SEMINAR O OCHRANE DUSEVNIHO VLASTNICTVi (=

Jak chranit dusevni vlastnictvi v oblasti biotechnologii vzniklé na vyzkumnych pracovistich i v podnicich
v Ceské republice, to je namét odborného seminare, ktery se uskuteéni v Utery 6. ¢ervna 2006 v hotelu Adalbert
v Praze 6 (areal Brevnovského klastera).

Na seminafi vystoupi odbornici, ktefi se v CR zabyvaji problematikou patentd, ochrannych znamek, uzitnych vzorg,
prmyslovych vzor a licenci. Uéastnici se budou moci seznamit také s konkrétnimi pfiklady uspé&sné ochranénych
technologii u nas i v zahranici.

Seminaf, ktery organizuje spole¢nost Inova Pro s.r.o., je soucésti probihajiciho projektu, jehoz cilem je pod-
pofit spolupraci prazskych vyzkumnych a vyvojovych pracovist s podniky na izemi hlavniho mésta v oblasti biotech-
nologii a motivovat vznik budouci sité biotechnologickych firem v Praze. Projekt, spolufinancovany ze strukturélnich
fondu a statniho rozpoctu CR, spojuje vzdélavani v oblasti biotechnologii, pfedevsim senzor( a biosenzor(, s kom-
plexem aktivit zaméfenych na efektivni zavadéni vysledk( védy a vyzkumu do praxe. Déle podporuje vzdélavani
Gcastnik( projektu k podpofe podnikani.

Podrobné informace o seminafi a dal3ich vzdélavacich akcich probihajicich v rdmci projektu najdete na webovych
strankach www.sbb.cz a www.inovapro.cz.

Jifina Shrbend, Inova Pro s.r.o.
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Ve dnech 26. a 27. ledna probéhlo ve Ville Lanné v Praze 6 zasedani projektu CHITOSANPEROS (N© 508421), ktery
je zaméfen na vyuziti novych derivat chitosanu pro prevenci a léceni potizi a nemoci traviciho traktu jako jsou
ulcerativni kolitida, Crohnova choroba, celiakie, hypercholesterolémie a nadvahy. Koordinatorem tohoto projektu je
profesor Franco Rustichelli z Polytechnické university v Anconé. Jedna se o projekt CRAFT 6. ramcového programu
EU zaméfeny na vyvoj a aplikace. Zucastnény jsou jak vyzkumné instituce, university i malé a stfedni podniky.

V rdmci projektu budou studovany interakce cholatovych soli derivét chitosanu s rGznymi triacylglyceroly.
Cilem bude popsat specifitu a vazebnou kapacitu téchto derivatd pfi snizovani sorpce lipid( a resorpce cholesterolu
v trdvicim traktu. Zvysi se tim zestihlujici efekt chitosanu. Pro pfimou aplikaci do potravin se vyviji mikronizovany
chitosan, ktery méa zlepsené technologické i organoleptické vlastnosti. Derivéaty tohoto chitosanu budou testovany
v tabletdch, kapslich i v napojich.

Derivaty chitosanu jsou testovany i jako nosice Iékd, umoziiujici cilenou aplikaci [é¢iv v tlustém stievu. Vedle
toho je sledovan vliv chitosanu na priibéh a lécbu celiakie a zanétlivych onemocnéni tlustého stieva, ke kterym patfi
ulcerativni kolitida a Crohnova choroba. Vedle l1é¢ebného efektu je sledovan i Gcinek chitosanu na sloZeni stfevni
bakterialni mikrofléry. Chitosan je mozné pouzit i jako zékladni surovinu pro nahradu ceredlii v bezlepkové dieté.

0

CHITOSANPEROS

Jan Kopec¢ny, Ustav Zivoéisné fyziologie a genetiky AV CR, Praha 4



JIZNI MORAVA MA PRO BIOTECHNOLOGIE DOBRE

PREDPOKLADY

Michal Kostka, biotech sector manager,

Jihomoravské inovaéni centrum, U voddrny 2, 616 00 Brno

Jinde nevidané podhoubi pro rozvoj biotechnologick-
ého podnikani ma Jihomoravsky kraj (JMK). Biotechno-
logicky sektor v Ceské republice jako celek v souéas-
nosti zaostavéd za ostatnimi vyspélymi zemémi Evrop-
ské unie. Rozvoj sektoru dostupnymi nastroji by mél
byt cilem na v3ech urovnich. Z analyz provedenych
Jihomoravskym inova¢nim centrem (JIC) plyne, ze JMK
ma predpoklady rozvinout biotechnologicky sektor
zejména diky rozvinutému a postupné se lepsicimu
univerzitnimu Skolstvi, které roc¢né vzdélava pres
60 tisic student(, z toho pfiblizné 10 tisic studuje
v biotechnologickych oborech a dalSich pfiblizné
20 tisic studentl v technickych oborech, které mohou
byt vyutzity pfi aplikaci biotechnologii, nékolika stovkdm
pracovist, které se vénuji zakladnimu i aplikovanému
vyzkumu, existujicim biotechnologickym firmam a vice
nez 100 tisicm zaméstnanct v préimyslovych oborech,
v kterych biotechnologie nalézaji uplatnéni. Vyznamné
jsou také rozvojové projekty, jejichz hodnota presdhne
5,5 miliardy K¢ (kampus MU, MediPark, INBIT a dalsi),
jiz Uspésné navazand mezinarodni spolupréce a vyhod-
na geograficka poloha. Zasluhou JIC zde existuje také
schopnost aktivné podporovat, ,inkubovat” biotechno-
logické firmy a pomahat zahajenym a probihajicim
biotechnologickym projektdim.

Tvrzeni, ze JMK mé pfedpoklady stét se nejsilnéjsim
regionem v CR v oblasti biotechnologii, je ve svétle
uvedeného ambiciozni ale redlné. lJiz dnes se zde
vyrabéji pokrocilé diagnostické sety (firmy BioVendor,
Test-Line), na zakazku pfipravuji proteiny a protilatky
(Clonestar Biotech, Moravian Biotechnology), vyvijeji
léky (1.Q.A., Bioveta, PLIVA) nebo realizuji Spickové
technologie z oblasti eko-biotechnologie (Ecofluid
Group).

Jsou zde i Spickova vyzkumna pracovisté, napfiklad
Recetox, coz je vyzkumné pracovisté Katedry chemie

zivotniho prostiedi a ekotoxikologie pfirodovédecké
fakulty Masarykovy univerzity v Brné. Cilem cinnosti
pracovisté je pfispét k rozvoji environmentalni chemie,
ekotoxikologie a analyzy rizik v podminkach CR.
Za zminku stoji i Laboratof funkéni genomiky a pro-
teomiky (pracovisté se zabyva vyzkumem biologicky
vyznamnych molekul), Centrum biostatistiky a analyz,
Nérodni centrum pro vyzkum biomolekul (zaméfené
na strukturdlni chemii).

Jak se budou biotechnologie v JMK rozvijet
do roku 2013?

K tradi¢nim biotechnologickym aplikacim pfibudou
inovativni aplikace cerpajici z pokroku v strukturalni
chemii, genovém inZenyrstvi, informatice a podobné.
Pouze v projektu INBIT se pocitd se vznikem a pod-
porou 30 — 40 firem do roku 2008. Mezi léty 2008 —
2013 se toto ¢islo minimalné z trojndsobi. V navaznos-
ti na projekt INBIT je odhadovan vznik 200 novych
pracovnich mist do roku 2008. V letech 2008 - 2013
Ize predpokladat vznik dalSich 400 — 500 Spickovych
pracovnich pfilezitosti.

Rozvoj spojeny s funkci INBIT pfedstavuje odhadem
70 % celkového ocekavaného rozvoje v oblasti inova-
tivniho podnikani v JMK. Celkovy rozvojovy potencial
JMK v oblasti biotechnologii, méfeno vznikem novych
pracovnich pfilezitosti, je minimalné 4 — 6ti nasobkem
potencialu INBIT. Vzniklé pfilezitosti vyrazné omezi
odliv mozk( mimo region ¢i kontinent. Vznik ale i zanik
biotechnologickych spole¢nosti vytvofi zékladnu kvalit-
niho personalu, ktery bude déale vzdélavat své nasle-
dovniky. Dostupnost kvalitniho persondlu je zatim
neuspokojivd. Jakmile bude dosazeno kritické hod-
noty objemu firem a persondlu, skokem vzroste
konkurenceschopnost firem v regionu a regionu
samotného.



ODBORNE PRiSPEVKY

SEKRECE REKOMBINANTNICH PROTEINU

V ESCHERICHIA COLI

Stanislav Vinopal
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Uvod

Escherichia coli je nejoblibenéjsim prokaryotickym
organismem, ktery se pouZivd pro genetické manipu-
lace a pr@imyslovou vyrobu rekombinantnich proteind.
Vyrébéji se a prodavaji nejriznéjsi proteiny pocinaje
enzymy, které se vyuZivaji v molekularni biologii,
potravinaistvi, v textilnim prdmyslu nebo v primyslu
pracich praskd jako katalyzatory dulezitych chemickych
reakci. V dnedni dobé je také velmi béiné pouiziti
rekombinantné pfipravenych enzym( a proteind pfi
analyze biologickych vzorkd. Déle jmenujme z velkého
vy¢tu rekombinantnich proteinG proteiny urcené k ter-
apiim (naptf. lidsky insulin, rdstovy hormon atd.), nebo
ke specialnimu vyuZiti pro své unikatni vlastnosti (napf.
AFP - anti-freeze-protein, GFP — green-fluorescent-pro-
tein). Vyroba rekombinantnich proteind je dnes natolik
rutinni zélezitosti, Zze komer¢ni biotechnologické
spolecnosti nabizeji pfedpfipravené expresni systémy,
takze si staci jen vybrat, jaky protein chceme vyrobit,
vlozZit jeho kodujici sekvenci DNA do dodaného vektoru
a pak uz jen postupovat dle ndvodu od vyrobce.

Oblibenost pravé E. coli, jako hostitelského organis-
mu, plyne z nékolika vyhod, které tato enterobakterie
nabizi. Roste na levném rdstovém mediu, ma kratkou
generacni dobu, takze dochazi k rychlému nardstu bio-
masy a tim i Zadaného produktu, je vhodna k fermen-
tacim i pfi vysoké koncentraci biomasy a prevedeni kul-
tivace a exprese do vétsiho méfitka (tzv. ,scale up”)
neni obtizné. Protoze je E. coli jiz dlouha léta mode-
lovym organismem, je velmi dobie charakterizovana
nejen jeji genetika, ale bylo vyvinuto i zna¢né mnozstvi
prostiedk( pro manipulaci s jejim genomem, coz velmi
usnadriuje klonovani i expresi pozadovanych gent. Jiz
v 80. letech minulého stoleti vSak bylo jasné, Ze stéva-
jici expresni systém neni mozné pouZit pro produkci
proteinl vyZadujicich pro spravnou biologickou funkci
slozitéjsi posttransla¢ni modifikace, ¢i proteind obsahu-
jicich velké mnozstvi disulfidovych mastkd. Pfechazelo
se proto na eukaryotické expresni systémy. Ty sice
prokazaly schopnost produkovat autentické, biologicky
aktivni proteiny, ale nepodaiilo se pro né vyvinout
jednoduché, levné, efektivni metody poskytujici vysoky
vytézek. Nedavné pokroky v porozuméni procesiim
translokace, sbalovani proteind, plsobeni chaperont
a foldas vsak umoznily vytvofit kmeny E. coli akumulu-
jici heterologni proteiny v rozpustné formé, exportujici
je do periplasmy nebo pfimo do média, a tak se E. coli
navrdtila na trGn kréle hostitelskych organismi pro

produkci rekombinantnich protein. Neni ale mozné
nezminit problémy se sbalovanim nadexprimovaného
proteinu, jeho agregaci a tvorbu inkluznich télisek.

V dalS$im textu se budeme zabyvat pouze sekreci
rekombinantnich proteini do periplasmy nebo do
média. Sekrece rekombinantnich proteint je v mnoha
ohledech vyhodnéjsi nez intracelularni produkce.
Pfi intraceluldrni expresi totiz dochdzi k mnohem
Castéjsi tvorbé inkluznich télisek, kvali redukujicimu
prostiedi cytoplasmy se S$patné sbaluji proteiny
obsahujici disulfidové mstky, je obtizné ziskat au-
tenticky N-konec proteinu, mnoiZstvi proteas sniZuje
vytéZek a v neposledni fadé je purifikacni proces kvdli
kontaminaci intracelularnimi proteiny obtiznéjsi.

Sekrece rekombinantnich proteint

Bakterie vylucuji do okolniho prostiedi proteiny jako
jsou degradacni enzymy, toxiny a jiné faktory patoge-
nity. Gramnegativni bakterie, mezi néz E. coli patii,
vlastni nékolik typl sekre¢nich drah, které se viak
v mechanismu svého plsobeni zédsadné lidi. Je zatim
popsano pét typd sekre¢nich mechanismd, které jsou
oznaceny fimskymi cislicemi: I, 1I, Ill, IV a V. V této
reSersi se budeme déle zabyvat jen systémy typu | a Il,
protoZe jsou pro sekreci rekombinantnich proteint
nejpouzivanéjsi. Sekre¢ni systém typu lll je vyuzivan
patogennimi G- bakteriemi (napf. Y. pestis, Y. enteroco-
litica, Y. pseudotuberculosis, patogenni sérotypy E. coli)
pro specifickou injekci patogennich proteinG do
eukaryotickych bunék. Sekre¢ni systém typu IV je
evolu¢né spojen s konjugacnimi systémy bakterii.
Do tohoto typu patii napf. sekre¢ni systém Agrobac-
terium tumefaciens vnésejici kancerogenni DNA do
rostlinnych bunék, ¢ehoz se vyuziva pro genetické
modifikace rostlin. Sekre¢nim systémem typu V je
tzv. ,two-partner” sekrece, kterou vyuzivaji nékteré G-
bakterie pro transport velkych patogennich proteind
(100-500 kDa).

Jak jiz bylo naznaceno, cilena sekrece rekombinant-
nich proteind do média nebo periplasmy je v mnoha
ohledech vyhodnéjsi nez intracelulédrni produkce. Mezi
hlavni vyhody patfi jednodussi purifikace, vyssi stabilita
a biologickd aktivita, lepsi rozpustnost a autenticita
N-konce rekombinantniho proteinu. E. coli za normal-
nich podminek vylucuje jen malé mnozstvi proteind,
a tak pfi vyutziti jejiho sekre¢niho aparatu Ize ziskat pro-
tein, ktery je jen mélo kontaminovan. V pfipadé trans-
portu do periplasmy staci k ziskani produktu pouze



jednoduchy osmoticky Sok nebo permeabilizace
bunécné stény, aniz by doslo k uvolnéni cytoplasma-
tickych proteind, které by produkt zkontaminovaly.

Vlyssi stability a biologické aktivity je dosazeno proto,
ze periplasma E. coli obsahuje mnoho thiol-disulfid-
isomeras (DsB, napi.DsbA, DsbB, DsbC, DsbD) a pep-
tidyl-prolyl-isomeras (PPI, napf. SurA, FkpA, FkpB-nék-
teré zaroveri chaperony), které spravné sbalovani pro-
teinG usnadnuji (viz Obr. 2). V periplasmé je také mno-
hem nizsi koncentrace proteas.

Pfi nadprodukci rekombinantniho proteinu vsak
muze dojit k nasyceni kapacity chaperond, disledkem
¢ehoz je agregace proteinu. To vede bud k tvorbé
inkluznich télisek nebo pfimo k degradaci ¢aste¢né i
Spatné sbaleného proteinu. Rutinnim pouzivdnim sil-
nych promotor a vysokou koncentraci induktorl Ize
dosahnout az 50% koncentrace produktu v burice,
avsak toto zvysuje pravdépodobnost Spatného sbaleni
proteind. Inkluzni téliska jsou vej¢ité nebo valcovité
porézni Utvary o délce pfiblizné 1 um obsahujici agre-
gované proteiny (80 — 95 %), casti ribozomd, fos-
folipidy i malé mnozstvi nukleovych kyselin. Inkluzni
téliska nemaji pouze negativni vlastnosti — odolévaji
proteasam, takze se jich nékdy pouziva pro produkci
proteind toxickych, nestabilnich ¢i téch, se snadno lze
denaturovat/renaturovat.

Pravé sekrece proteinu do periplasmy nebo do
média problém s pfili§ vysokou koncentraci proteint
v burice fesi. Na druhou stranu mUze dojit k nasyceni
sekrec¢nich drah a inkluzni téliska se za¢nou tvofit také.
Tomu se predchézi koexpresi casti sekre¢nich drah
i chaperonl — cytoplasmatickych i periplasmatickych.
Je nezbytné peclivé vyvazit silu promotoru a pocet kopii
genu.

Sekrece rekombinantnich proteint v E. coli je velmi
slozity proces. Jeho efektivitu ovliviiuje velké mnozstvi
faktori, napf. velikost proteinu, aminokyselinové
slozeni signdlni sekvence (tzv. leader peptidu), vlast-
niho proteinu, hydrofobicita atd. Dosud se pro sekreci
rekombinantnich proteint v E. coli pouzivaly nejvice
sekre¢ni systémy typu | a Il, nedavno bylo publikovano
i pouZiti drahy lII.

Typ 1

Sekre¢ni draha typu | transportuje proteiny pies obé
buné¢né membrany, protoZe jeji proteiny tvofi kanal
spojujici médium a cytoplasmu, takZze nedochazi k zas-
taveni transportovaného proteinu v periplasmé jako
u jinych sekrecnich drah. E. coli tuto drahu pouziva pro
sekreci makromolekulédrnich toxind a exoenzymd.
Sekrecni aparét je tvofen tfemi membranovymi pro-
teiny, z nichz dva - HlyB a HlyD — jsou lokalizovény na
vnitini strané cytoplasmatické membrany, zatimco TolC
na vnéjsi strané. HlyB a HIyD patii do rodiny trans-
portérq, tzv. ABC proteind (ATP-binding-cassette), které
obsahuji vazebna mista pro ATP. Signélni sekvence pro
transport touto drahou je obsazena v C-terminalni ¢asti

daného proteinu. Pro zacileni rekombinantniho pro-
teinu do této drahy se nejcastéji pouziva fize s C-ter-
minalni oblasti HIyA (a-hemolysin E. coli), ktera
obsahuje veskeré informace nutné k transportu.
Vlastni translokace zacne tim, Ze dojde k rozpoznani
fuzniho rekombinantniho proteinu s C-terminalni
signdlni sekvenci HIyA dvéma ABC proteiny HlyB
a HlyD a k vytvofeni stabilniho komplexu, které je
doprovazeno vazbou ATP k HlyB. K tomuto komplexu
se navaze trimer TolC tvofici jednoduchy hydrofébni
por a vznikne kanal spojujici obé bunécné membrany;
viz Obr. 1. Hydrolyza ATP proteinem HIyB je nutnd

HiyA signal d\ c

TolC Medium

Periplasm

ADP+Pi HiyB Cytoplasm
ATP N

Obr. 1: Sekrecni systém typu |

k transportu proteinu skrz nové vytvoifeny kanal.
Po translokaci se TolC opét odpoji a tim dojde ke
zruseni kanalu. K tvorbé disulfidovych vazeb dochazi
béhem prichodu proteinu kandlem a to nezavisle na
periplasmatickych Dsb.

Ackoli je tento typ sekre¢niho mechanismu schopny
exportovat rekombinantni proteiny pfimo do média,
md dva vyznamné nedostatky. Za prvé je zapotiebi
odstépit C-terminalni signalni sekvenci, aby byl ziskan
nativni protein a za druhé je nutna koexprese slozek
sekre¢niho systému, aby dosSlo k navyseni kapacity
transportu. Protoze E. coli pfirozené transportuje pouze
malé mnoizstvi proteini, nemaji jeji sekre¢ni drahy
piili$ velikou kapacitu. Je-li totiz exprese rekombinant-
niho proteinu piilis silnd, mdze dochéazet k zahlceni
transportniho systému a nasledné agregaci proteinu
a tvorbé inkluznich télisek. Je proto nutné zajistit
nizkou rychlost translace rekombinantniho proteinu.

Typ 1l

Obecné je sekre¢ni mechanismus typu Il dvou-
stupniovy. Nejdiive dochazi ke translokaci proteinu do
periplasmy, poté pfes vnéjsi membranu do média.
Sekre¢ni drahy, které lze pouiit pro transport do
periplasmy, jsou tfi: SecB-dependentni draha, SRP
(signal recognition particle) draha a TAT dréha
(twin-arginin translocation). Druhy krok, tj. transport
pfes vnéjsi membranu, zahrnuje komplex proteint
zvany sekreton.

SecB dependentni draha (post-translacni export)
Tato draha je pro sekreci rekombinantnich protein(
zatim nejpouzivanéjsi. Obsahuje translokacni aparéat



v membrané, ktery je tvofen komplexy proteinl Secy,
SecE, SecG (SecYEG), SecD, SecF, Yajc (SecDFYajc)
a tzv. molekularnim motorem SecA a cytosolicky
sekre¢ni chaperon SecB; viz Obr. 2. Proteiny sekreto-
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Obr. 2: Sekrecni drdha typu Il

vané touto drdhou obsahuji N-koncovou signalni
sekvenci o délce 18 - 30 aminokyselin. Signalni
sekvence je charakteristickd kladné nabitym N-koncem
(n-oblast), hydrofébnim core (h-oblast) a polarni
oblasti pro Stépeni periplasmatickou membranovou
leaderpeptidasou. Funkce n-oblasti je v zacileni pro-
teinu k zdporné nabité cytoplasmatické membrané
a k translokase (SecA). Bylo prokazano, Ze zvySeni
kladného naboje n-oblasti vedlo ke zvySeni rychlosti
translokace. ZvySenim hydrofobicity h-oblasti bylo zase
dosazeno vyssi efektivity translokace.

K rodicimu se proteinu spojenému s ribozémem se
pfipoji tzv. trigger faktor, ktery zabrariuje jak kon-
transla¢nimu sbalovani, tak vazbé SRP (alternativni
drdha, viz nize). Trigger faktor je zdrover navazan
na ribozom. Poté co nové nasyntetizovany protein
opusti ribozém, navaze se na néj SecB, ktery zabrariu-
je pfed¢asnému sbalovéni a chrani hydrofébni ¢asti
proteinu pfed vodnym prostiedim cytoplasmy.
Pouze s navazanym preproteinem interaguje SecB
s ,proteinovym motorem” SecA. SecA interagujici
s komplexem SecYEG rozpoznévd signdlni sekvenci
preproteinu, ale v pozdé;jsi fazi translokace i fetézec
vlastniho proteinu. Vazba ATP do jednoho ze dvou
vazebnych mist SecA zpUsobi uvolnéni SecB. Hydrolyza
ATP (SecA ma ATPasovou aktivitu) zptsobi kon-
formacni zménu SecA, jejimz nasledkem je posunuti
transportovaného proteinu o ~20 aminokyselin do
SecYEG kanélu. Od SecA se odpouta ADP, coz zplsobi
odpadnuti SecA od membrany. Dalsi vazba ATP pfimé-
je SecA interagovat s dalsSi casti transportovaného
proteinu a pfipojit se k SecYEG. Nasledna hydrolyza ATP
umozni translokaci dalSich 15 — 20 aminokyselin pre-
proteinu. Nékolikandsobnym opakovanim tohoto cyklu
je protein transportovan do periplasmy. Je tfeba zminit,
ze béhem transportu jednoho proteinu se maze
vystiidat nékolik riznych SecA. V pozdéjsich fazich

translokace je zapojena PMF (proton-motivni sila),
transport pak mulze probihat i bez pfitomnosti SecA,
coz je v této fazi efektivnéjsi. PMF také napomaha
odpadévani SecA od membrany po hydrolyze ATP
v pocatec¢ni fazi translokace. | kdyz presny mechanis-
mus neni doposud objasnén, pfenos energie PMF je
zprostiedkovavan komplexem SecDFYajC.

Po translokaci preproteinu do periplasmy je odstépe-
na N-terminalni signalni sekvence membranovou lead-
erpeptidasou a protein se za pomoci periplasmatickych
chaperonti a enzym@ (DsB, PPI; viz vySe) sbali. Jako
chaperony ¢aste¢né plsobi i SecDF.

Tento sekre¢ni systém je pro sekreci rekombinant-
nich proteind nejpouzivanéjsi. Jeho nevyhodou vsak je,
Ze neni schopen transportovat sbalené proteiny.
Proto proteiny, které se v cytoplasmé rychle sbaluji,
neni mozné transportovat. Pro tyto pfipady je vhodné
zvolit SRP nebo TAT drahu.

SRP draha (ko-translacni export)

E. coli tuto drdhu pouzivd pro cileni proteind do
vnitini ¢asti cytoplasmatické membrany. Bakterialni
SRP je tvofena 48 kDa GTPasou Ffh a 4.5 S RNA o délce
114 nt. SRP se muze vazat bud k vysoce hydrofébni
signélni sekvenci nékterych proteind, nebo k hydrofob-
nim ¢astem membranovych proteind, které budou
zanofeny ve fosfolipidové dvojvrstvé. SRP se zaroven
vaze na ribozom, kde se jeho vazebné misto piekryva
s vazebnym mistem pro trigger faktor (viz vySe).
Pravdépodobné dochazi k pfechodné vazbé jak trigger
faktoru tak SRP a tato interakce s ribozomem je stabi-
lizovana podle afinity vazebnych molekul k rodicimu se
proteinu. Komplex SRP-ribozom-translatovany protein
je zacilen k membrané, kde interaguje s mem-
branovym receptorem FtsY (viz Obr. 2). Diky interakci
celého komplexu s membranovymi lipidy je stimulova-
na GTPasova aktivita Ffh i FtsY. Po hydrolyze GTP dojde
k uvolnéni preproteinu do transloka¢niho mista,
kterym je ve vétSiné pfipadu SecYEG translokon
(viz vyse).

Tuto drahu lze poutzit pro proteiny, které se pfilis rych-
le sbaluji a nemize proto dojit k jejich interakci se
SecB.

TAT draha (transport sbalenych proteinii)

Teprve nedavno byla popséana draha typu lI, ktera je
nezdvisla na masinérii Sec protein. Dostala nazev
podle dvou Arg (twin-arginin-transport), které se
nachazeji v signélnich sekvencich proteind transporto-
vanych touto cestou. Jako jedina draha typu Il je schop-
na transportovat sbalené ¢i ¢aste¢né sbalené proteiny.
Proto jsou jeji substraty proteiny, které vazou v cyto-
plasmé specifické kofaktory, a tak se sbaluji jesté pred
vlastnim exportem.

Pfesny mechanismus translokace doposud neni
znam. Pfedpoklada se, Ze protein TatA tvofi transportni
kanal. Proteiny TatB a TatC tvofi komplex, ktery obsahu-



je vazebné misto. Jakmile se objevi signalni sekvence,
dojde k interakci sbaleného proteinu s komplexem
TatBC. PMF podpoii asociaci TatBC a proteinu s TatA,
kterym je protein transportovan do periplasmy, kde
dojde k odstépeni signalni sekvence. TatA poté disoci-
uje od komplexu TatBC.

Signalni sekvence pro tuto drahu je delsi nez u Sec-
dependentni translokace (T38 AK), avsak obsahuje
také tfi ¢asti: bazickou, hydrofobni a polarni. V bazické
Casti se nachazeji konzervované Arg zbytky.

Nevyhodou této drahy je nizka rychlost translokace
(Sec-dependentni translokace ~sekundy, TAT ~minu-
ty). Také bylo prokazano, ze brzy dochézi k nasyceni
tohoto transportniho fetézce, a tak je nutnd koexprese
TatABC operonu. To je velka nevyhoda podobné jako
u sekre¢ni drahy typu 1.

Sekreton

Sekreton je komplex 12 - 16 proteinl zajistujici
export proteind do média pfes vnéjsi membranu G
bakterii. Neni vSak zatim popséna funkce jeho jed-
notlivych protein(. Za laboratornich podminek totiz
E. coli geny pro sekreton (az 5 % genomu!) neexprimu-
je. Bylo prokédzéno, ze protein musi byt pred trans-
portem pomoci sekretonu sbalen. Neni znama zadna
signalni sekvence ¢i strukturni motiv rozpoznavany pro-
teiny sekretonu.

V praxi se dosahuje sekrece rekombinantniho pro-
teinu do média bud nadexprimovanim slozek sekre-
tonu nebo Upravou podminek kultivace, aby exprese
zapocala. Pro zvySeni permeability vnéjsi membrany se

viak také pouzivaji chemické (EDTA, vapnik, glycin,
hofe¢naté ionty, Triton X-100), enzymatické (lysosym)
nebo mechanické (ultrazvuk) postupy.

Extracelularni sekreci Ize zvysit také pouzitim vhod-
nych podminek kultivace (teplota, aerace, pH atd.).

Zavér

Sekrece rekombinantnich proteint je slozity prob-
Iém. Ve skute¢nosti dochézi ke kooperaci odlisnych
systému, napf. TAT systém je schopen transportovat
proteiny urené pro Sec-dependentni drahu, je-li
zablokovana nebo dochazi k simultannimu transportu
rekombinantniho proteinu jak SRP tak Sec-dependent-
ni drdhou. V soucasnosti jesté neni zcela objasnén
mechanismus SRP drahy a popis TAT systému je teprve
v zacatcich. Problémy s malou kapacitou transportnich
mechanismi stale brani pouZiti sekrece rekombinant-
nich proteind v primyslovém meéfitku. Dalsim prob-
Iémem je neochota E. coli exprimovat geny pro sekre-
ton za normalnich laboratornich podminek. Vyzkum
na poli genetiky a vlivu okolnich podminek na expresi
gent by mél v budoucnu pfispét k porozuméni exprese
genl sekretonu, coz by bylo pro produkci rekombi-
nantnich protein( prospésné.
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MOHOU VAKCINY ZLEPSIT LECENi RAKOVINY?

Miroslav Macicek
Ustav biochemie a mikrobiologie, FPBT, VSCHT Praha

Rakovinou se z medicinského hlediska rozumi sou-
bor chorob charakteristickych bud nekontrolovanou
bunécnou proliferaci nebo selhdnim apoptozy. V pfi-
padé organismem nevyzadaného mnozeni bunék
vznikd pfebytec¢na tkan, tzv. tumor, a to bud benigni
(neohrozujici Zivot) nebo maligni (zhoubny). Nadory
vzniklé migraci malignich bunék primérniho tumoru
krevnim fecistém do dalSich tkani se nazyvaji
metastaze. V soucasné dobé je identifikovano vice nez
100 rakovinnych onemocnéni, které Ize rozdélit do
6 zakladnich skupin podle pavodu infikované tkané,
a to karcinom, lymfom, leukémie, sarkom, mozkové
nadory a koini nadory. Karcinomem se rozumi zhoub-
ny nador epitelidlnich bunék. Lymfom je charakteri-
zovan jako maligni tumor lymfatického systému.
Leukémie je definovana jako rakovina krevnich des-
ticek a kostni difené. Sarkom je nador z bunék mezo-

dermalniho plvodu. Mozkové nadory postihuji ner-
vovou tkédn a kozni nadory zahrnuji rakovinu koZnich
bunék.

Soucasné lé¢ebné metody bohuzel nedokazi ucin-
nym zplGsobem zvladnout chorobu, ktera se stava
nejvétsi hrozbou civilizovaného svéta. Standardni
metodou lé¢by je vyoperovani nadoru, pokud je to
mozné s ohledem na polohu tumoru, mnohem castéji
viak chemoterapie, kdy je organismu poskytnuta latka,
jez ma cytostatické ucinky a jejiz ulohou je eliminovat
karcinogenni buriky. Tyto latky oviem maji na lidsky
organismus témér neakceptovatelné vedlejsi ucinky,
svou cytotoxicitou a nizkou specifitou se mohou ony
samy stat zdrojem poskozeni organismu.

Tento c¢lanek se pokousi osvétlit problematiku
imunoterapie pfi lé¢bé rakoviny. O¢kovani a imunizace
maji své kofeny na konci 18. stoleti, kdy v roce 1798



Edward Jenner poprvé Gspésné naockoval pacienty
proti planym nestovicim. Od té doby byly specifikovény
a Siroce vyuzity mnohé dalsi vakciny, napf. proti
tuberkuloze, obrné a dal$im. Mechanismus uG¢inku
vakcin spociva v indukci reakce imunitniho systému
podénim latky, ktera je organismu cizi a jez tedy vyvola
imunitni reakci. Dnes se jiz nejedna pouze o usmrcené
¢i oslabené formy organisml zpUsobujicich nemoci,
ale vakcinace probihd i pomoci nukleovych kyselin,
proteint a jinych chemicky specifickych latek.

Dnesni vyzkum se zabyva moznostmi a nejvhodnéjsi-
mi  formami imunizace pomoci specifickych
nadorovych antigenti (TAA tumor associated antigens),
jejichz pfitomnost byla potvrzena na povrchu rakovin-
nych bunék. V tabulce 1 je pfehled nékterych zndmych
a definovanych TAA z rGznych nador@ a rozdéleni dle
plvodu jejich exprese v organismu. Hlavnim cilem
imunizacnich technik je vyuziti téchto antigend, faktord
zpUsobujicich dozrévani antigen prezentujicich bunék
(APC-antigen presenting cells) a nasledna aktivace T
lymfocytl a jejich specifikace vG¢i nadorovym anti-
gentm. Tato aktivace imunitniho systému se ukazala
velice slibna pfi experimentech in vitro, ale klinicka faze
pokust prokazala velice malou tGspésnost.

Soucasné poznatky tento maly uUspéch vysvétluji
sloZitosti organismu a jeho imunitniho systému.
Nadorovy antigen staci na aktivaci T lymfocytd, ukazuje
se vsak jako nedostate¢ny pro kompletni stimulaci

Tabulka 1: Nékteré druhy TAA, jejich produkce rGznymi tkdnémi.

imunitniho systému. Proto jsou provadény modifikace
experimentl a k vakcindm se piidavaji cytokiny, latky
zodpovédné za podporu imunitni odezvy v organismu.
Z provedenych studii se zatim jako nejic¢inné;jsi ukazu-
je pfidavani interleukinu 2 (IL-2) a interleukinu 12
(IL-12). IL-2 je stimulant rdstu a diferenciace bunék
imunitniho systému, IL-12 indukuje produkci interfe-
ronu gamma T lymfocyty. Coz by mohlo znamenat, Ze
populace T lymfocytd vznikld na zakladé aktivace
pomoci APC muize byt témito latkami rozsifena
a celkovy uUcinek imunitni odpovédi je tak zvyraznén.
Ackoliv se tento zplsob ukdzal jako perspektivnéjsi,
stéle nejsou ani zdaleka dosazeny tak slibné vysledky
jako z experimentl provedenych in vitro.

Daldi obecnou metodou kostimulace imunitni
odpovédi jsou vakciny tvofené kombinaci TAA
a néjakého adjuvans — latky, které indukuje celkovou
aktivaci imunitniho systému, nejcastéji stimulaci B lym-
focytl, granulocytl a makrofagd. Jako takové se casto
uzivda IFA (incomplete Freund’s adjuvant), M-CSF
(macrophages colony stimulating factor), GM-CSF
(granulocytes, macrophages colony stimulating factor)
a dalsi. Podobné jsou vyuzivany specifické virové a bak-
terialni antigeny, které jsou také schopny kostimulovat
imunitni systém. BohuzZel zatim nebyla nalezena meto-
da, kterd by méla naprosto prlkazny, vsestranné
pouzitelny a opakovatelny pozitivni vliv na celkovou
lécbu rakoviny.

skupina

TAA nador

nadorové antigeny- produkované spermatocyty

MAGE-1,2,3
BAGE
GAGE-1,2
LAGE
HAGE
NY-ESO-1 kize

diferencia¢ni antigeny — tkarnové specifické

MART-1/Melan-A

gp100
tyrosinase kaze
PSA prostata
obecné exprimované antigeny — z rdiznych tkani CEA stfeva
CAMEL kaze
HER2/neu kaze, prsa, vaje¢niky
MUC1,2 prsa, vajecniky
PRAME kaze, plice
SART-1 jicen
nadorové specifické antigeny AFP jatra
- bodové mutace rakovinnych nadort Caspase-8 mozek, krk
RAGE kaze
GnT-V




Zatim tedy ockovéni nemize ani zdaleka plInit vysné-
nou funkci prevence rakoviny na cely Zivot, a to vzhle-
dem k dynamickému charakteru samotné choroby
a mnozstvi nevyjasnénych faktd, které jsou stale pied-
métem vyzkumu. Soucasna lé¢ba pomoci vakcin slouzi
jako dopliikovy prostiedek a tyka se pacientd, u kterych
doslo na zakladé lécby jinymi zplsoby k urcité remisi
a imunizace organismu proti specifickym nadorovym
antigendm muizZe pomoci tuto remisi prodlouZit, i
dokonce jakémukoliv opakovani choroby zabranit.

V klinické praxi je doposud vyuzivdno 5 typd imu-
nizace a jejich obmény. Prvnim z téchto zplsobl je
ockovani upravenymi nadorovymi buiikami. Tyto
buriky nesou Sirokou paletu specifickych antigen,
které jsou vlastni urc¢itému typu tumoru (TAA), coz
v organismu vyvolava spontanni imunitni reakci. Vysoky
pocet riiznych antigent pfitomnych na burikdch ovsem
negativné ovliviiuje specifitu vakcinace, kdy sice Ize
pozorovat aktivaci imunitniho systému, ale tato
odpovéd nemusi stadit k eliminaci zhoubné choroby.
Navrhované vysvétleni zdGvodnujici nedostate¢nou
ucinnost je neexistence kostimulacnich signald nut-
nych pro uc¢innou imunitni odpovéd.

Druhym, v soucasnosti slibnéjsim postupem, je
vyuziti peptidovych vakcin. Sekvence 9-12 AK
reprezentujici epitop nddorového antigenu je vnesena
k antigen-presentujicim burikam (APC), které diky pfi-
tomnosti antigenu dozravaji a v lymfatickych orgéanech
aktivuji nespecifické T lymfocyty, a to bud do formy
pomocnych CD4+ T lymfocytd (HTL- helper T cells)
nebo do aktivni cytotoxické formy CD8+ T lymfocytd
(CTL- cytotoxic T cells). CD4 je koreceptorem aktivace
MHC gent 2. tfidy a indikatorem aktivace nezralych
HTL, CD8 je indikdtorem aktivace CTL a koreceptorem
pro MHC geny 1. tfidy. V pfipadé své piitomnosti na
povrchu T lymfocytl jsou tyto skupiny CD gen( (cluster
of diferentiation) vnimany jako dlikaz aktivace T lymfo-
cytd imunitnim systémem.

JakoZto kostimula¢ni adjuvans lze také pfidavat
nizkomolekularni latku (hapten), jez ma stimulac¢ni
Gcinky na celkovou imunitni odezvu, nebo antigeny ze
znamych infekénich organismd, které vyvolaji mobi-
lizaci imunitniho systému.

Nejvétsi vyhodou tohoto zplsobu je moznost modi-
fikovat peptidovou sekvenci a tim zvySit imunitni
odpovéd, respektive mnozstvi nadorové-specifickych T
lymfocytd. Limitujicim faktorem je procesivita antigenu.
Pokud zvoleny oligopeptid nebude zpracovan pomoci
APC, nedojde k imunitni reakci. Dal$im faktorem, jenz
ovliviiuje Uc¢innost tohoto typu vakcin je rychla prolifer-
ace a geneticka variabilita nadorovych bunék. Pokud
sekvence oligopeptidu nepfislusi pro burnku esenciélni-
mu proteinu, je exprese tohoto proteinu zastavena,
¢imz se nadorové buriky vyhnou detekci imunitnim sys-
témem.

Nezbytnost zpracovani nddorového antigenu pomoci
APC, jejichz nejucinnéjsim predstavitelem jsou dendri-
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tické buriky (DC - dendritic cells), je podstatou tieti
metody vakcinace. Dendritické buriky jsou odebrany
Z organismu a in vitro vystaveny vysokym davkam
oligopeptidu, ¢i celého proteinu (TAA). Zralé dendri-
tické buriky jsou nasledné vpraveny zpét do organismu,
kde indukuji vznik specifickych T lymfocytd a imunitni
odpovéd. Urcitym vylep3enim této metody je vneseni
genu pro expresi nadorového proteinu do genomu
dendritické bunky, a to bud elektroporaci nebo
injek¢nim zplsobem. Tyto metody jsou ovsem néklad-
né a ¢asové narocné.

nezralé DC

Prekursor DC

o, diferenciace
N ‘;

=
R

antigen

L
.
.
+
aktivacni signaly

migrace a doz1avani

antigen

mgrace

l zralé DC g nezralé DC l
1 ]
L e
%@ %g gﬁ':‘ - e
l Qf@ l g Imuni1n|’lu|et|l:eTl mfocytl
@% ak\ggm bunék % E

Diferenciace B lymfocytii

Imunitni odpoved' T lymfocyti

Obr. 1: Charakterizace dozrdvdni dendritickych bunék.
Aktivace T lymfocytd, diferenciace B lymfocyti a aktivace NK
bunék

Elegantni, ponékud levné;jsi a také Gic¢innéjsi metodou
je vyuZziti virovych vektord. Mirné infekéni viry maji do
svého genomu vpraveny geny pro expresi TAA a kos-
timulacnich signélG. Takto upravené viry v organismu
aktivuji APC, pfedevsim dendritické buriky. Tyto buriky
na zakladé stimulace antigenem dozrévaji a v lymfat-
ickych uzlinach aktivuji T lymfocyty. Problémem této
metody je samotnd infektivita viru, ktery muze byt
z organismu eliminovédn dfive nez bude schopen
vytvofit dostate¢né velkou populaci APC, které by byly
schopny vyvolat imunitni reakci vici TAA.

Posledni metodou je uziti Heat Shock Proteint
(HSPs). Tyto proteiny jsou produkovany burikami ve
stresovém prostiedi. Vakcinace probiha pomoci HSPs
nesoucich TAA izolovanych z nadorovych bunék. Nut-
nost separace vhodnych HSPs, tj. téch, které nesou
pouze TAA, ze vsech izolovanych HSPs ¢ini oviem tuto
metodu opét finan¢né nakladnou a globalné tézice
pouzitelnou.

Ackoliv jiz byly vyvinuty teoretické imuniza¢ni mode-
ly a metody, jez maji napomahat pacientiim, u kterych
byl diagnostikovan maligni nador, celkova uspésnost
|é¢by zatim zdaleka nedosahuje ocekédvanych vysledkd.

Prvnim, a v pfedchazejicim textu jiz zminénym dlvo-
dem, je charakter zhoubného bujeni, ktery nam neu-
moznuje okamzitou pfesnou genetickou specifikaci




choroby. Diagnosa projevu rakoviny nam takrka nedava
jiné moznosti nez problémovou buriku ¢i tkar elimino-
vat. Coz Ize provést pomoci radioterapie, chemoterapie
¢i chirurgickym zékrokem, volba lé¢by zavisi na projevu
rakovinného bujeni, zdravotnim stavu pacienta
a mnoha dalSich faktorech. Tyto zplsoby s sebou
ovsem nesou nezanedbatelné mnozstvi vedlejSich
ucinkd. Expresivné feceno by se dalo fici, Ze nejde
o lécbu, ale o holé preziti, a to za jakoukoliv cenu.
Pfesto jsou viak dokumentovany pfipady, kdy u zcela
nelécenych pacient doslo k nevysvétlitelné remisi,
dokonce ke kompletnimu uzdraveni.

Jak presné tedy reaguje organismus na zhoubny
nador? Jak je rakovinna burika schopna se vyhnout
imunitni odpovédi organismu? Odpovédi na tyto dvé
otazky se ukazuji jako klicové v porozuméni celkové
lécby rakoviny a v neposledni fadé se tykaji i prob-
lematiky imunizace proti zhoubnému bujeni. Soucasny
vyzkum provéfuje moznosti, kterymi je mozno podpoiit
nejen pfirozenou imunitu, ale hlavné specifickou imu-
nitni odpovéd pomoci T lymfocytl v pfitomnosti
nadorového antigenu. To umozni maximalizovat tcinek
soucasnych vakcin a jejich modifikaci.

Pravé syntetickd uprava pfirozenych epitopl
nadorovych bunék je v soucasnosti nejvétsim pfis-
libem. Cilem téchto modifikaci je vytvofit oligopeptidy,
které budou asociovany s pfitomnosti TAA, ale zéroveri
zarud¢i “imunitu” zdravych bunék v organismu. Vzhle-
dem k obrovské variabilité organismu jde ovsem o tkol
velmi komplikovany.

Nutno poznamenat, Ze dal$im z uskali je nepfitom-
nost vhodného modelového systému. Vysledky pokust

in vitro se neukazuji jako prikazné a klinické experi-
menty jsou casové naro¢né a limitované pfisnymi
predpisy. Kazdopadné zlstava imunizace organismu
proti nadorovym antigenim nejen obrovskou nadéji
a pfislibem do budoucnosti, ale také jiz v soucasnosti
vhodnou a hlavné v pfipadé neuspéchu neskodnou
dopliikovou Ié¢bou.
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BANANY A GENETICKE INZENYRSTVi

Katefina FlajSmanova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Uvod

Banény patfi do rodu Musa sapicutum, coz volné
pfeloZzeno znamend ovoce moudrého ¢lovéka. Tvofi
hlavni soucast stravy obyvatel mnoha zemi Afriky,
zapadni Indie, Stfedni a Jizni Ameriky a Asie. Banant
existuje mnoho druht a dnes patii mezi nejdilezitéjsi
potraviny zejména v rozvojovych zemich (Obr.1). Jde
predevsim o Skrobovité banany, které jsou jako ovocny
desert nevhodné. Je jich nékolik desitek druhd. Vafi se,
smazi, pecou, délaji se z nich kase i bananovéd mouka,
rizné kecupy, vafi se z nich bananové pivo a destiluje
bananovy gin. PIné se vyuzivaji i listy a stonky. Listy se
pokryvaji stiechy pfibytkd, vldkna se pouzivaji k vyrobé
textilii, z casti rostlin se vyrdbéji barviva, kosmetika,
destniky a nejrznéjsi potifeby pro domacnost. Podle
odhadi zavisi dnes na bananech asi ptl miliardy lidi
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v Asii a v Africe. Napfiklad v Ugandé se bananovniky
péstuji na tretiné vsech obdélavanych ploch a vétsinou
pro mistni spotfebu. Banany jsou v fadé asijskych
a africkych zemich zékladnim zdrojem kalorii.

Skrobovité Cavendish-export
banany 13% .
24%, Cavendish

mistni spotfeba
28%

Plantazovy
bananovnik

21%
Obr.1: Hlavni druhy bandnovniku a jejich vyuZiti.

Gros Michel
14%



Historie banani

Banany patii k nejstars$im svétovym kulturnim
plodinam. Védci pfedpokladaji, ze prvni banan si nasi
predci ziejmé oloupali a snédli uz pred vice nez deseti
tisici let nékde v jihovychodni Asii. Divoké banany, obfi
byliny domovem z diungle, obsahovaly mnoZstvi
tvrdych semen, kvadli nimz byl plod, tedy banén, téméf
nejedly (Obr.2). Obcas vsak nasli nasi predkové

Obr. 2: Druh bandnovniku s tvrdymi semeny

bananovniky, které byly zmutované a rodily banény
s méné semeny nebo viibec bez semen. Genetikové uz
dnes pfisli na to, jak k tomu doslo. Byla to v podstaté
geneticka nehoda, pfi niz se v burikdch banénu objevily
misto dvou kopii chromosomu tfi. Takové rostliny jsou
sterilni. Ale lidé si pravé takové rostliny vybirali a uz
v dobé kamenné péstovali banany bez semen
fizkovanim. Tmavé linky, které jsou vidét uvniti banand,
jsou pfipominkou dévno vymizelych semen. Potomci
bananovnikd, které se uz od pravéku mnozi pouze
fizkovanim, jsou tu dodnes.

Nepohlavni rozmnozZovani banani:

Bananovnik se uz nékolik tisicileti rozmnozuje
nepohlavné pomoci fizkovani a piestal se vyvijet zhru-
ba tehdy, kdyz skoncila posledni doba ledova. Protoze
se nevyvijel, postrdda genetickou rliznorodost a neni
schopen ¢elit skidcm ani chorobam. Ty v soucasné
dobé nic¢i bananovnikové plantdze na celém svété.
Bandén potiebuje geneticky oZivit. Po celd desetileti tato
skute¢nost péstitele nezajimala. Vyvijet nové variety
bezpohlavnim rozmnozovéanim je velmi néakladné
a zdlouhavé. A tak uroda bananl soustavné klesa uz
pul stoleti. Vyroba a obchod s banény se dostévaji do
kritického bodu. Situace pfipomind dobu pfed sto
padeséti lety, kdy bramborova snét postihla bram-
boréfstvi a v Irsku vyvolala hladomor.

VyZivova hodnota banani

Vlyzivova hodnota banan( zavisi na stupni jejich
zralosti pfi konzumaci. U nas se vétSinou konzumuji
banany vyzrélé, v Africe a vSude tam, kde banany pred-
stavuji zaékladni potravinu ve stravé, se konzumuji
zelené a nezralé, pficemz predstavuji hodnotny zdroj
Skrobu. V Evropé se banany konzumuji vétsinou zralé,
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to znamend, ze vysoky podil skrobu je jiz pfeménén
na mono- a disacharidy. Obsah Skrobu se snizuje
z 20 — 30 % v nezralych na méné nez 1 - 2 % ve zcela
zralych plodech. Banany jsou bohatym zdrojem
energie, 100 g dodava 80 — 120 kcal, pficemz asi 95 %
celkové energie predstavuji sacharidy. Ve vyzrélych
banénech je z monosacharidi nejvice zastoupena
glukosa a fruktosa a z disacharidGi sacharosa. Banany
jsou dobfe stravitelné a neobsahuji lepek a jsou tedy
vhodné pro osoby s nesnésenlivosti lepku. Maji
pomérné vysoky obsah pektinu, stopy sodiku, ale
vysoky obsah drasliku.

Nebezpedi pro banany

Nebezpedi, které v kone¢ném disledku znamena
velky pokles trody banant a tim hlad miliond lidi, je
rizného druhu. Diky slabé genetické rdznorodosti
jsou bananovniky velmi nachylné ke 3$kddcim
a k chorobéam. Jako zéstupce uvedme napfiklad skidce
nosatec bananovy a chorobu nazvanou Cerna sigatoka.
Jelikoz banany jsou v mnoha tropickych a subtro-
pickych oblastech svéta zdrojem obZivy, je to tedy prob-
Iém ve velkém méfitku.

a) Nosatec bandnovy

Tento drobny brouk z Celedi nosatcovitych je velmi
obavanym skddcem hlavné v africkych zemich a velmi
vyrazné ovliviiuje urodu bandn(. Nosatec bananovy je
proto také oznacovén jako ,syndrom snizujiciho se
vytézku”. Kontrola nad timto nicitelem je zaloZena
na aplikaci zkusenosti z vyzkumu tohoto Zivocicha.
Jedna z moznosti ochrany bananovniku je pouziti
insekticidG. Tato moznost ale neni ekonomicky ani
ekologicky vyhodnd. Aplikace insekticidl na plantaze
s bananovniky v téchto chudych zemich je finan¢né
i technicky prakticky nemozna. Dal3i problém spociva
v tom, ze mnoho insekticidi vyvolava u lidi alergické
reakce. Proto prakticky jedind moznost ochrany
bandnovnikl pfed timto Skldcem je geneticka
modifikace bananovnik(. Nosatec bananovy pouziva
ve svém travicim traktu serinové a cysteinové proteasy.
Geneticky modifikované rostliny maji resistenci k tomu-
to skiddci diky tomu, Ze jejich genom obsahuje geny
pro synthesu proteasovych inhibitorG a tim poskozuji
jeho trévici trakt.

b) Cernd sigatoka

Je to plisiiové onemocnéni projevujici se jako cerné
tecky na listech rostlin zplGsobené parazitujicim
mikroorganismem Mycosphaerella fijiensis. Existuje
i zluta sigatoka (Mycosphaerella musicola), rozdil mezi
nimi je vidét mikroskopickym zkoumanim spor.
Rozsiteni tohoto mikroorganismu je velmi rychlé
a podili se na ném vitr, dést, zvéf, ale i clovék.
Stanoveni této plisiové choroby pomoci identifikace
spor je prakticky nemozné, protoze po desti jsou spory
odplaveny. Proto se pouzivd stanoveni zaloZené



na PCR, které je mozno uskute¢nit i kdyz nejsou

k dispozici spory. Tato pliseri produkuje mnoho

askospor, které napadaji rostlinna pletiva listd zejména

v 2 — 5 patfe. Poprvé se vyskytla na Fidzi v roce 1963

a od té doby se vyskytuje na téméf vSech plantazich

s banédnovniky. Je tézké ji vyhubit, podle védcli ma

schopnost tzv. toulat se. Askospory jsou schopné piezit

nékolik dni na lidském odévu, a tak je tato choroba
prenasena i lidmi samotnymi. Proto uZ v nékterych
postizenych oblastech byl zaveden zékaz vstupu na
pole s bananovniky. Osoby, které maji povolen vstup
nosi specialni obleky, které se po pouZiti ihned spaluji.

Tato plisen je odolnéd i Sestihodinovému plsobeni UV

zéfeni. Napadené rostliny jsou spaleny, ale askospory

sigatoky prezivaji i v pidé takze tato pole nejsou déle
vhodna k péstovani. Je to velmi problematickéa choro-
ba, 15 — 20 % z ceny banant pfedstavuje ochrana pfed

Sigatokou.

Moznosti boje s touto chorobou jsou nasledujici:

1) Plody-banény jsou velmi dobré indikatory nastupu-
jici nemoci, tudiz mohou poukazovat na vcasné
odhaleni Sigatoky a tim ke zni¢eni napadené ros-
tliny nez se choroba rozsifi do okoli.

2) Rané stadium Zluté Sigatoky se projevuje Zlutymi
skvrnami na horni strané list(, zatimco ¢erna Sigato-
ka se projevuje Cervenymi az hnédymi fleky na
spodni strané listl, coZ pomaha urcit véasnou diag-
nosu.

3) Finan¢né naroc¢né aplikace fungicidd (1000 $/hek-
tar/rok) na postizena pole pomoci letadel. Casta
aplikace zplsobuje u Sigatoky resistenci k témto
fungiciddim.

4) Profezévani vétvi bananovnikd pro lepsi cirkulaci
vzduchu.

5) Genetickd modifikace bananovniku, ktera by zplso-
bila resistenci k této chorobé. Toto by problém
vyiesilo, ale tato moznost je bohuzel zatim
v nedohlednu.

Geneticka modifikace

Genetickd modifikace rostlin se provadi z nékolika
ddvodl. Hlavné se pouziva pro vneseni gend zod-
povédnych za resistenci rostlin vic¢i Skidclm,
chorobam, ale i pro jejich lepsi adaptaci na dané
prostiedi. Genetickou modifikaci se u rostlin zlep3uji
nutri¢ni, ale i kvalitativni vlastnosti jejich ploda,
napf. u rajcat se pozastavuje jejich zrani blokaci gent
pro synthesu ethylenu. U banénovniku se geneticka
modifikace pouzivd hlavné pro ziskani resistence
k chorobé& Cerné Sigatoka a pro resistenci k rdznym
Skiidctm napf. k nosatci bandnovému. Transgenoze
bananovniku se také vyuzivé pro vakcinaci proti hepati-
tidé B.

a) Metody transgenoze rostlin
Transgenoze nebo-li geneticka modifikace rostlin se
provadi mnoha zplsoby. Zavisi na druhu rostliny, ale
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i na tom, jaky zdsah do genomu rostlin chceme
uskute¢nit. Z mnoha metod zde uvadim pouze ty
nejpouzivané;si:
1. Nepfima transgenoze pomoci
Agrobacterium.
2. Pfima transgenoze plasmidové DNA do rostlinnych
bunék a pletiv:
a) Mikroinjekce DNA
b) Bombardovani projektily
¢) Elektroporace
d) Ultrazvuk
e) Pfijem DNA rostlinnymi protoplasty
3. Vneseni cizorodych genl do rostlinnych bunék
virovymi vektory.

bakterii rodu

U bananovniku se napf. pro vneseni resistence vici
nosatci bandnovému pouzivd nepfimd transgenoze
pomoci Agrobacterium tumefaciens. Resistence
spociva v tom, Ze vnesené transgeny pro inhibitory seri-
novych a cysteinovych proteas inhibuji enzymy
v trdvicim traktu hmyzu, ¢imz zplsobi jeho thyn.

b) Vyuziti transgenoze pro ziskani tzv. jedlé
vakciny

Jedlé vakciny, tak se nazyvaji rostliny nebo jejich
plody, které diky genetické modifikaci obsahuji vakcinu
proti néjaké chorobé. U bananovniku se jedna o vne-
seni genu pro synthesu vakciny proti hepatitidé typu B.
Timto Ukolem se zabyva Charles Arntzen z Arizonské
statni university v USA. Jeho cil je vytvofit bananovnik,
jehoz plody budou obsahovat tuto vakcinu, které by tak
byla dostupna lidem hlavné v chudych oblastech
Afriky. Komer¢ni vakcina se vyrabi pomoci kvasinek
12-stupfiovym, finan¢né ndaro¢nym vyrobnim proce-
sem. Takto se ziska velmi Gc¢inna vakcina, ktera ale stoji
priblizné 70 dolar(. Proto se Arntzen snazi pomoci
transgenoze ziskat levnéjsi vakcinu proti hepatitidé B.
Poutzil gen ziskany z komer¢ni vakciny a vnesl ho do
bananovniku. Svymi pokusy nejdfive zkousel vnést do
bananovniku modrou barvu. Kdyz ziskal modré banany
tak zacal s vnesenim vakciny. Arntzen si vybral banany
proto, Ze jsou snadno dostupné v oblasti, kde Ziji chudi
lidé, pro které je vakcina proti hepatitidé typu B urce-
na. Vyzkum je ve stadiu laboratorniho zkouseni a tato
vakcina byla uz testovana u prvnich dobrovolnika. Ale
jesté neni vyhrano, jelikoz ve svété pofad pretrvavaji
obavy z geneticky modifikovanych rostlin, takze tyto
bananovniky jesté ceka dlouha cesta, nez se dostanou
na africka pole a nez si prvni lidé budou moci utrhnout
jedlou vakcinu v podobé geneticky modifikovaného
banénu.

Zavér

Banany patii ve svété mezi vyznamné plodiny. Diky
velkému obsahu sacharidd patii mezi nutri¢né ddlezité
potraviny a pro mnohé lidi je to zékladni zdroj obzivy.
V poslednich letech velmi vyrazné klesaji hektarové



vynosy z divodu Spatné odolnosti bananovniku proti
chorobam a skddcim. Mald odolnost je zplsobena
tim, Ze banénovnik se uz po nékolik tisicileti rozmnozu-
je nepohlavné a tudiz nemél Sanci se geneticky vyvijet
a tim si evolu¢né vytvoiit resistenci. To je dnes hlavni
tkol védcq, tzv. genetické oziveni bananovniku. Proto
se genetikové snazi ziskat informace o celém genomu
bandnovniku a pak ho geneticky modifikovat pro
ziskani lepSi odolnosti vic¢i chorobam, skddclim,
nepfizni pocasi, ale i pro ziskani tzv. jedlé vakciny proti
hepatitidé typu B.
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SOUCASNY STAV A PERSPEKTIVY GENETICKYCH MODIFIKACI
OKRASNYCH DREVIN A ROSTLIN

Vaclava Bauerova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Nové odridy okrasnych rostlin byly donedavna
ziskdvény klasickym Slechténim rostlin. Klasické
Slechténi je zalozeno na vzajemném kfizeni pfibuznych
rostlin a selekci potomstva s pozadovanymi vlastnost-
mi. Za ucelem zachovani stejné genetické informace
jsou vyslechténé druhy dal pomnozovany pouze vege-
tativné. Jednou z velkych nevyhod této metody je
zdlouhavost, navic touto klasickou metodou vznikaji
jedinci, jejichz genetickd vybava je limitovédna genetic-
kou vybavou rodi¢l. DalSim negativnim faktorem je
casty vznik sterilniho potomstva a fakt, Zze fada vlast-
nosti rostlin je ur¢ena heterozygotné. Nastup novych
genetickych metod, umoznujicich vnaseni novych gent
z jinych organismi spolu s identifikaci a isolaci gent
pfislusnych rostlin, umoznilo zménu fady specifickych
vlastnosti jednotlivych okrasnych druhd, které byly
Uspésné ziskany klasickym Slechténim. Témito metoda-
mi je mozné do velké miry genetickou vybavu rozsifit,
a to nejen geny nélezejicimi jinym druhdm rostlin, ale
také geny bakterii nebo vird. Kromé toho muize byt
exprese plvodnich gen vlivem nové vnesenych gent
stimulovana ¢i potlacena.

Vsechny vyse uvedené ddvody vedly k postupnému
vytlaceni metod klasického Slechténi a prakticky uplné-
mu nahrazeni metodami genetickymi. V poslednich
letech doslo k vyraznému zvySeni efektivity transfor-
maci a Uspésnosti v regeneraci transformovanych

14

rostlin, coz znamenalo obrovsky pokrok v Slechténi
novych druhli na molekulérni trovni.

Mezi vlastnosti, které byly do okrasnych rostlin
a dievin uméle vneseny patfi napfiklad resistence
k fadé onemocnéni, at uz zpGsobené hmyzem, viry
nebo houbami, odolnost k herbicidim. Genetickymi
manipulacemi byla rovnéz ovlivnéna rychlost rdstu,
schopnost U¢inného vyuziti vody, pfipadné schopnost
vytvaret bohatsi kofenovy systém.

Uplatnéni transformaci u okrasnych rostlin a dievin

Biotechnologicky vyzkum okrasnych rostlin zahrnuje
fezané kvétiny, kvétiny rostouci v kvétinacich, plazivé
venkovni rostliny, kefe a stromy. Zaméruje se prevainé
na transformace tykajici se zmény barvy kvétd, tvaru,
Zivotnosti a resistence k onemocnénim zplsobenym
hmyzem. Nejvice studii bylo doposud vypracovéno
na téma zbarveni kvétd. Transformace za timto Gcelem
zvySuje pravdépodobnost opylovani a nésledné tak
produkci. Dlvody jsou do velké miry také komer¢ni.
Vlyznam resistence k infekcim je obrovsky, uvazime-li,
ze komer¢né nejvyznamnéjsi fezané kvétiny jako rdze,
karafiaty a caste¢né také chryzantémy jsou zdvislé
na pomérné vysokém mnozstvi pesticidl a maji prak-
ticky nulovou toleranci k infekcim zplsobenym
hmyzem. V fadé zemich je jejich kultivace tudiz velmi
problematicka, ne-li nemoznd. Regenerace rostlin po



transformaci je jednou ze zasadnich podminek pro
uspésnou modifikaci. Od roku 1987, kdy byla provede-
na prvni transformace, se podafilo transformovat
dalSich vice nez 30 druhd.

Co se tyce transformaci dfevin, prvni Gispésné trans-
formovanou a nasledné regenerovanou dievinou byl
topol, a to v roce 1986. Prvni geneticky modifikovany
jehli¢naty strom, modfin, byl pfipraven v roce 1991.
Topol je vyuzivéan jako modelovy strom pro genetické
modifikace, pficemz nejvice je cenéna jeho schopnost
rychlé regenerace. U stromi jsou sledovéany podobné
trendy jako u rostlin, tzn. snaha o zvySeni odolnosti vici
herbicidm, infekcim, modifikace morfologie kvétd,
pfipadné celé rostliny.

Vyvoj kvéti

Vyvoj kvétl a kveteni je kontrolovéno kaskadou déja,
v zdvislosti na vnitfnich a vnéjsich podminkéch.
Napfiklad u Arabidopsis byly pozorovany hned ctyii
drahy, a to dréha fotoperiodicka, jaroviza¢ni, autonom-
ni a dréha ovliviiovana hormonalné gibereliny. Regu-
lace velikosti kvétd probiha na urovni transkripce, kdy
potlatenim genu limitujiciho velikost kvétu dochazi
k prakticky neomezenému ristu. Genetické modifikace
se soustfeduji pravé na tyto regulacni geny.

Barva kvéti

NejdllezitéjSim znakem okrasnych rostlin stéle
zGstava barva kvétd. Za rGzové, cervené, fialové
a modré zbarveni jsou zodpovédné flavonoidy
antokyany. VloZzenim dihydroflavonol-4-reduktézy,
ziskané z kukufice do pettnii a naslednou syntézou
pelargonidinu vznikl novy druh petunii a prvni transfor-
movana kvétina soucasné. Obdobné vnesenim chalkon
syntdzy doslo k zesvétleni ptivodniho zbarveni chryzan-
témy, karafiatu, ¢i raze.

Karotenoidy, naleZici mezi isoprenoidy, jsou zod-
povédné za Zlutou, oranzovou a ¢ervenou barvu kvétd
a plodd. Téméf vsechny geny, odpovidajici enzymdm
zodpovédnym za syntézu tohoto barviva, byly
izolovany. Pfesto zadny usek této drahy doposud
modifikovén nebyl.

Viiné kvéti

Klasickym kfizenim byly sice vylepSeny mnohé vlast-
nosti okrasnych rostlin, co se oviem viiné tyce, byla
tato vlastnost neumysiné potlacena. Vonné latky
produkované rostlinami patfi mezi sekundérni
metabolity rostlin. Chemicky jsou to terpenoidy,
fenylpropanoidy a derivaty mastnych kyselin. Pouze
nékteré z genl zahrnuté v produkci téchto tékavych
latek byly izolovany. Studium Klarkie umoznilo
klonovani tzv. lis genu, kodujiciho linalool syntézu.
Vnesenim genu lis do karafiatl nebyla pozorovéna
7adna vyraznd zména vané kvétiny, prestoze linalool
uvoliovan byl. Vyzkum tohoto druhu je zatim
v pocatcich.
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Zivotnost fezanych kvéti

Rezané kvétiny musi pfezit transport do obchodti
a pokud mozno co nejpozdéji uvadat. Jejich zivotnost
je ovliviiovdna zejména produkci ethylenu. Genetické
modifikace m@zou byt dvojiho druhu, a to jednak
modifikace majici za nasledek inhibici produkce
ethylenu nebo ¢astéji zplsobuijici potlaceni vnimavosti
rostliny k ethylenu. Inhibice se provadi napfiklad
vlozenim genl degradujicich prekurzory ethylenu.
Potlac¢eni vnimavosti rostliny k ethylenu se nejcasté;i
provadi mutaci v genu pro receptory, které jsou citlivé
na ethylen.

Resistence k hmyzu a infekcim

Jakmile je rostlina ¢i dfevina napadena, zacne pro-
dukovat chitinazy, pfipadné glukanazy, které ji chrani
pied plisfiovymi onemocnénimi, nadprodukci téchto
ldtek mlze byt tedy trvale ochrénéna. Aby bylo
zabranéno infekcim zplsobenym bakteriemi, jsou
do rostlin a dfevin vnaseny rlizné geny pro toxiny
bakterii. Ochrana proti virim je zajistovana vnasenim
genl pro obalové proteiny vir(.

Resistence k herbicidim

Jak u rostlin, tak stromd je resistence nejcastéji
umoznéna vnesenim gent pro enzymy schopné herbi-
cidy degradovat.

Morfologie rostlin a dievin

K modifikaci morfologie rostlin a dievin se nejcastéji
pouzivda rod Agrobacterium, konkrétné druhy
A. tumefaciens a A. rhizogenes, u dievin hlav-
né A. tumefaciens. Jednd se o tzv. modifikaci
nepfimou. Bakterie rodu Agrobacterium nesou plas-
midy (A. tumefaciens tzv. Ti plasmid (tumor-
inducing), A. rhizogenes Ri plasmid (root-inducing)),
jejichz ¢asti mohou byt vnaseny do rostlin a strom.
Geny téchto bakterii zplsobuji nadprodukci né-
kterych hormon(, konkrétné auxind a cytokind.
Maze jit o regula¢ni geny nebo geny kddujici
enzymy pfimo katalyzujici vznik rdstovych hormond.
Témito modifikacemi dochazi ke zménédm v mor-
fologii, napi. ke zméndm v tvorbé kofenového
systému, tvorbé postrannich vétvi, Cetnosti a tvaru
listd, atd.

Jednim z vyznamnych genG bakterie A. tumefaciens,
vyuzivaného u okrasnych rostlin je ipt gen. Jestlize
je ipt gen vlozen do tabaku pod konstitutivni
promotor CaMV-35S, dochézi k redukci kofeno-
vého systému. Vlozenim pod vlastni promotor
nastdvd prakticky stejna situace, kofenovy systém
rostliny je redukovan, jen v jiné mife. Pokud ale ten
samy pokus provedeme u pettnii a vyuzijeme
inducibilniho promotoru SAG z Arabidopsis, zis-
kdme rostlinu se zpomalenym vadnutim spodnich
listd. Této vlastnosti se hojné vyuziva u fezanych
rostlin obecné.



Piikladem pUsobeni jednoho z gent bakterie A. rhi-
zogenes (rol C), je patrné z obrazku 1. Bakterie A. rhi-

Obr. 1

zogenes ma celkem ctyfi rol geny, a to rol A, B, C a D,
které po vneseni do rostliny rliznym zplsobem
pozméniuji morfologii rostliny. Na obrazku vlevo je
netransformovana rostlina, uprostied a vpravo rostlina
po vneseni genu rol C. Transformované rostliny jsou ve
srovnani s rostlinou pGivodni mnohem mensiho vzris-
tu, rostlina je mnohem vice vétvena a listy mirné
zakfivené. V ¢em tedy spociva hlavni vyhoda této mod-
ifikace? Rostlina po vneseni rol C genu vytvafi nesrov-
natelné bohatsi kofenovy systém, ktery zajistuje vyssi
odolnost rostliny pfi presazovani, rychlejsi ujmuti
a lepsi vyuziti zivin. Timto zpisobem se déle pfipravuji
rzné zakrslé typy vétsich rostlin, pfipadné dfevnatych
rostlin, které jsou v disledku této zmény vhodné pro

péstovéni v kvétinacich. Vnesenim genu rol C, pfipadné
méné studovaného genu rol D, se také zvySuje
mnozstvi kvétd, které rostlina produkuje. V3echny tyto
vlastnosti se vyznamné podili na zvySeni prodeje okras-
nych rostlin.

Genetické modifikace okrasnych rostlin vychazeji ze
zkusenosti s modifikacemi zemédélskych rostlin, které
maji daleko vétsi uplatnéni a proto jsou daleko
podrobnéji studovény. Naopak fada studii provedenych
na okrasnych rostlinach, jako napfiklad resistence
k infekcim zplsobenych fadou 3kidcl a rezistenci
k herbiciddm muze z velké miry poslouzit k rozvoji
metod pouzivanych pro zemédélské plodiny, at uz jsou
to rostliny nebo dieviny (zejména ovocné stromy).
Genetické modifikace okrasnych rostlin a dfevin tak
dopliiuji mezery v dosavadnich tradi¢nich biotech-
nologiich, zaméfenych na pouhé kfizeni pfibuznych
druhd, které, jak uz bylo fe¢eno, maji sva omezeni.
Umotznuje vznik rostlin a dievin pozadovanych vlast-
nosti, s co nejmensimi naroky na podminky roz-
mnozovani a rastu, vznik rostlin novych tvar a barey,
které byly doneddvna nemozné.
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ZAKAZ PLOSNEHO POUZITI ANTIBIOTIK VE VYZIVE ZVIiRAT

A JEHO DUSLEDKY

Milan Marounek'?
'Ustav Zivocisné fyziologie a genetiky AV CR, Praha 4
*VWzkumny ustav Zivocisné vyroby, Praha 10

Antibiotika se v ZivociSné vyrobé pouzivaji ke stimu-
laci rastu, 1é¢bé a prevenci onemocnéni. PouZiti anti-
biotik ke stimulaci ristu, tj. ve formé plosného pfidavku
v subterapeutickych koncentracich do krmnych smési
(odtud nézev krmna antibiotika) ma dlouhou, vice nez
50-ti letou historii. Protoze je ekonomicky vyhodné,
doslo k jeho velkému rozsiteni. Z vice nez 1 milionu tun
antibiotik, které byly ve 20. stoleti vyrobeny, polovina
sméfovala do Zivocisné vyroby. Tento rozsah zacal
vzbuzovat obavy, zpocatku z pfitomnosti rezidui
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v Zivocisnych produktech, potom ze vzniku a pienosu
rezistence na bézna antibiotika pouzivana pfi lécbé lidi.
Rezidua byla divodem zdkazu tzv. neantibiotickych
stimulatord rlstu, coz byly derivéty chinoxalinu a nitro-
furanu. V pfipadé antibiotik se zacala pouzivat antibioti-
ka s vyssi molekulovou hmotnosti, ktera se z traviciho
traktu prakticky nevstfebavaji. Obavy z pfenosu rezis-
tence vedly ve Velké Britanii k ustaveni komise vedené
Dr. Swannem, kterd v roce 1969 doporucila stavajici
antibiotika rozdélit na ta, ktera se vylu¢né pouZzivaji



k lé¢bé a jing, ktera se pfidavaji do krmiv. V roce 1994
bylo vzneseno podezieni, ze narlst enterokokl rezis-
tentnich ke glykopeptidovym antibiotikiim souvisi
s pouzivanim pfibuznych antibiotik ve vyZzivé zvifat. Tyto
enterokoky, rozdifené zejména v nemocnicich zpa-
sobuji tézko lécitelnd onemocnéni. Hospodaiska zvifa-
ta by mohla piedstavovat reservodr resistentnich bak-
terii, odkud se tyto mikroorganismy $ifi do prostiedi.
Vskutku bylo prokazano, ze krmné antibiotikum
avoparcin vyvolava zkfizenou rezistenci bakterii
k antibiotiku vankomycinu, vyznamnému pfi 1écbé lidi.
To vedlo k zakazu avoparcinu v Dénsku v roce 1995,
Némecku v roce 1996 a v ostatnich zemich EU od roku
1997. V té dobé jiz dlouho (od roku 1986) platil zékaz
antimikrobialnich stimulatord ve Svédsku. V roce 1999
byla zakazana krmna antibiotika spiramycin, tylosin, vir-
giniamycin a Zn-bacitracin, rovnéz neantibiotické stim-
ulatory rdstu karbadox a olachindox. Poté zlistala po-
volena jen krmna antibiotika flavomycin, avilamycin,
monensin (ve vykrmu skotu) a salinomycin. Podle
nasich  zku3enosti je antimikrobialni aktivita
flavomycinu a avilamycinu pomérné nizkd. Od 1. ledna
2006 plati v celé EU zakaz viech krmnych antibiotik.
Z toho vyplyvé potieba nalézt za antibiotika vhodné
nahrady. Moderni ZivociSnd vyroba se bez antimikro-
bialnich latek tézko obejde. Perfektni zoohygiena, pfi
které jsou antibiotika zbyte¢na, se ¢asto neda docilit.
V podminkach béiné zoohygieny vede vylouceni
antibiotik ke snizeni rychlosti rdstu, zvySeni Uhynd
a také vznika riziko kontaminace Zzivocisnych produktd
pathogennimi bakteriemi, které mohou zpUsobit
onemocnéni spotiebitelt (salmonely, kampylobakterie,
nékteré sérovary Escherichia coli). K alternativam
antibiotik patfi pfedevsim mannanoligosacharidy,
organické kyseliny, rostlinné extrakty a enzymy, snad
i probiotika. V dalSim textu bude jejich podstata
stru¢né zminéna.

Mannanoligosacharidy ztézuji pathogennim bakter-
iim kolonizaci stfevniho epithelu. Brani adhezi
pathogent na stfevni sliznici tim, Zze blokuji interakci
lektinové struktury na povrchu bakterie s receptorem
slizni¢ni buriky. Mannanoligosacharidy se vyrabi
z bunécnych stén kvasinek a jsou béiné dostupné.
Do krmnych smési se pfidavaji v mnozstvi 2-4 g/kg.
Jejich positivni cinek u prasat a driibeze doklada vice
studii. Jsou pouzitelné i u dalSich hospodaiskych zvifat.

Organické kyseliny, hlavné octova, mléc¢na, ben-
zoova a sorbovd, se po dlouhou dobu pouzivaji ke
konzervaci potravin. Mechanismus jejich antimikrobial-
niho plsobeni neni zcela objasnén, predpoklada se
vsak, Ze v nedisociované formé prochazi membrénou
bunécné stény bakterii a uvniti bunék disociuji pod
vlivem vy$siho pH na anion a proton. Bakterie velké
okyseleni cytosolu nemohou pfipustit, proto vytlacuji
protony z bunék ven, za spotieby energie. Burikdm se
pak nedostédva energie k pInéni zakladnich Zivotnich
funkci. Na rozdil od antibiotik je antimikrobialni aktivi-
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ta organickych kyselin podminéna nizkym pH prostiedi.
Ve vykrmu prasat se osvédcila kyselina mravenci,
fumarova a citronovd. V mensim rozsahu se organické
kyseliny zkouSely u dribeze. Kyselina kaprylova
v mnozstvi 5 g/kg vyznamné snizila Ghyny mladych
kralik po odstavu. U krélikd je alternativou kyseliny
kaprylové komerc¢né dostupny olej obsahujici triacyl-
glyceroly kyseliny kaprylové a kaprinové. Je to
umoznéno vysokou lipolytickou aktivitou v jejich
trdvicim traktu. U dalSich zvifat je vhodny soucasny pfi-
davek lipasy. Mastné kyseliny o stfedni délce fetézce
(napt. kyselina kaprylové) maji proti ostatnim organic-
kym kyselinam vyhodu vyssi Gc¢innosti i mimo oblast
nizkého pH.

Rostlinné extrakty jsou slozité smési latek obsahu-
jici rGzné aldehydy, thymol a terpenové slouceniny.
Jsou komeréné dostupné a maji Sirokou antimikrobidl-
ni aktivitu. Pfikladem moGze byt extrakt z maty,
dobromysli a esencialni oleje z rGznych rostlin.

Enzymy. Béznymi slozkami krmiv jsou polysacharidy,
které zvy3uji viskozitu stfevniho obsahu (arabinoxylany,
B-glukany, pektin). Dulsledkem vysoké viskozity je
zpomaleni toku zaZitiny a zhorSené vstiebavani Zivin.
Do zadnich oddil( traviciho traktu pak prechazi fer-
mentovatelny substrat, ktery unikl trdveni v tenkém
stfevu. Vznikaji pfiznivé podminky pro pomnozeni
enteropathogennich bakterii a nasledny vznik prajmd.
Pfidavek enzym(, které tyto polysacharidy Stépi,
do krmné smési riziko poruch traveni snizuje.

Probiotika jsou Zivotaschopné bakterie, u nichz se
piedpoklada, ze po pfidani do krmiva osidli travici trakt
a zabrani, ¢i aspori omezi proliferaci pathogennich bak-
terii, pfiznivé ovlivni imunitni systém a pfipadné i zlepsi
rist zvifat a vyuziti krmiva. Positivnich, statisticky
prakaznych vysledkl s pouzitim probiotik je dosti malo,
zejména proto, Ze reakce zvifat na probiotika je
kolisava a zna¢né individualni. Relativné nejispésné;jsi
je poutziti probiotik u driibeze. Osidleni traviciho traktu
kurat vhodnou mikroflérou je ve velkochovech ztizeno
tim, Ze nemaji kontakt s exkrementy nosnic. Probiotika
proto mohou predstavovat uréitou nahradu. Komeréné
dostupna probiotika podléhaji schvéleni Evropskou
komisi. Ta vyzaduje rozsahlé zkousky, které maji
dokazat ucinnost probiotika, stabilitu pfi skladovéni
a rovnéz musi vyloucit pfipadné Sifeni resistence
k antibiotikim. V roce 2001 bylo schvaleno pouziti
19-ti probiotik s tim, Ze vétSina méla souhlas Evropské
komise ¢asové omezen. Uvedeni nového probiotika
na trh je velmi nakladné.

Zavér

Alternativ k nedovolenym krmnym antibiotikim je
tudiz vic a zatim nelze fici, které je nejlepsi. Jiz nyni je
ale mozné odhadnout, ze ucinnosti klasickych krmnych
antibiotik zfejmé nedosahnou. Legislativa USA pouziti
krmnych antibiotik stile povoluje, i kdyz diskuse
o jejich pfipustnosti nastala jiz i tam. V obou



geografickych oblastech probiha stélé testovani rezis-
tence klinickych izolatl pathogennich bakterii vci
antibiotikdm. K Zadoucimu zlep3eni, které by bylo
mozino piipsat zakazu krmnych antibiotik, zatim
v Evropé nedochdzi. Rovnéi nelze fici, Ze situace
v Evropé je lepsi nez v USA. Dlvodl mize byt vic,
hlavni pficinou vysoké rezistence pathogennich bakte-
rii k béznym antibiotikiim je vSak nepochybné piilis
vysokd spotieba antibiotik v [éc¢bé lidi. Zakaz krmnych
antibiotik také logicky vede ke zvyseni spotieby antibi-

otik k prevenci a lé¢bé zvifat, jejich celkova spotieba
v zivocisné vyrobé tudiz klesla jen asi na polovinu.
Je rovnéz pravdépodobné, ze dlouhodobé podavani
nékterych antimikrobialnich latek (napf. rostlinnych
extraktd) povede k selekci rezistentnich kment bakte-
rii, s dlsledky stejnymi jako ty, které vedly k zékazu
krmnych antibiotik.

(Prdce souvisi s feSenim projekti AVOZ 50450515
a MZe 0002701403).

FULLERENY - KULATEJSi MOLEKULY V CHEMII NENAJDETE

Jifi Patocka

Katedra radiologie a toxikologie, Zdravotné socidlini fakulta Jihoceské univerzity,

Ceské Budéjovice

Uvod

V loriském roce uplynulo dvacet let, co byla nalezena
novd forma uhliku. Az do roku 1985 byl tento prvek
znam v Cisté formé ve dvou modifikacich: jako grafit
a diamant. Treti modifikace byla objevena americkymi
profesory R.E. Smalleym a R.F. Curlem a britskym H.
Krotem'? a byl to objev tak vyznamny, ze v roce 1996
jim byla za néj udélena Nobelova cena za chemii. Treti
formu uhliku tvofi obfi molekuly slozené z 20 a vice
atomU uhliku umisténych ve vrcholech rdznych mno-
hostént vice ¢i méné kulovitych dtvarG. Tyto
molekularni Utvary, pfedstavujici tfeti alotropickou
modifikaci uhliku, dostaly nazev fullereny, na pamatku
zndmého amerického architekta R. Buckminstera
Fullera. Ten proslul svymi geometrickymi konstrukcemi
velmi podobnymi témto obfim molekulam uhliku.
Nejznaméjsimi a pozoruhodné stabilnimi molekulami
tohoto druhu jsou fullereny Cg, a Cy, kulovité ¢i kouli
blizké utvary ve formé mnohosténd, zbudované z péti-
a Sesti-clennych cykl. Molekula Cg, je z geometrického
hlediska komoly ikosaedr, pfipominajici ze vSeho
nejvice povrch fotbalového mice a je to nejkulatéjsi
a nejsymetri¢téjsi molekula, jakou zndme* (Obr.1).

Obr. 1. Molekula fullerenu Cg, je dokonale kulatd a jeji
podobnost s fotbalovym micem je evidentni.

Teoretické predpoklady

Aby mohla z rovinné molekuly grafitu, tvofeného
pravidelnymi Sestiuhelniky uhliku, vzniknout zakfivena
plocha a svinout se do uzavieného prostorového
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utvaru, musi byt nékteré Sesticlenné kruhy nahrazeny
kruhy péticlennymi. Podle znamé Eulerovy véty, ktera
uruje vztah mezi poctem vrchold, hran a stén uza-
vienych téles, musi byt téchto pétiuhelnikl dvanact,
aby utvofily uzaviené téleso, zatimco pocet Sestitihel-
nikd omezen neni. Nejmensim takovym télesem je
pravidelny dvandctistén (kde pocet Sestiuhelnikli je
nula), jehoz stény jsou pétitihelniky a ktery mé dvacet
vrchold. Jestlize je v kazdém vrcholu atom uhliku,
mame nejmensi mozny fulleren C,,. Postupnym
vkladanim 3estithelnikG pak vznikaji dal$i mnoho-
stény. NejznaméjSim a nejlépe prozkoumanym
fullerenem je fulleren C4, (nazvany ptivodné buckmin-
sterfulleren, kteryzto nazev se vsak pro jeho délku
neujal a byva proto oznacovan jako fulleren), jehoz
dokonale kulovity povrch je tvofen 12 pétithelniky
a 20 Sestithelniky.

O teoretickych moznostech vytvofeni dutych
uhlikatych molekul spekuloval jiz v roce 1966 David
Jones v Casopise New Scientist, ale jeho napad zapadl,
stejné jako vypocty dvou japonskych teoretickych
chemikd®, ktefi pfedpovédéli vysokou stabilitu molekuly
Ceo- Jejich japonsky psand prace nepronikla v 3irsi zna-
most a nevzbudila vétsi pozornost. Teprve pozdéjsi kvan-
tové-chemické vypocty plné prokézaly redlnost takovych
molekul® a pfedpovédély jejich velkou budoucnost.

Kde se vyskytuji a jak se pfipravuji fullereny
Dlouho byly fullereny spise akademickou zéleZitosti,
protoze se je nedafilo pfipravit v dostate¢né velkém
mnozstvi, které by umoznilo studovat jejich fyzikalni
a chemické vlastnosti. V pfirodé byly ve zcela nepa-
trném mnozstvi nalezeny v sazich a v uhli a nékterych
dalsich minerdlech, dokonce i u nas®. V laboratofich
jsou dnes fullereny produkovany s vysokym vytézkem
metodou, zalozenou na elektrickém oblouku mezi
uhlikovymi elektrodami v prostiedi inertniho plynu.
Material, ktery pii tomto procesu vznikd se extrahuje



benzenem za vzniku vinové ¢erveného roztoku smési
Ceo @ Gy, které Ize rozdélit chromatograficky.

DalSi osud fullerenti

Jesté dlouho po objevu fullerenGi a urceni jejich
struktury byly tyto latky jen tézko dostupné a jejich
cena mnohonasobné pievySovala cenu zlata. V roce
1990 W. Kratschmer z Heidelbergu a D. Huffman z Ari-
zonské univerzity se svymi kolegy vypracovali tech-
nologii, kterd umozriovala pfipravovat fullereny
v makroskopickém mnoizstvi a tyto latky se tak rychle
staly predmétem materidlového vyzkumu. V anketé
¢asopisu Science byl fulleren Cq, vyhldsen molekulou
roku 1990. O rok pozdéji bylo v Bellovych laboratofich
zjisténo, Ze Cg, s alkalickymi kovy vykazuje supravodi-
vost aZ do teploty kolem 40 kelvind’, coz bylo velkym
impulsem pro intenzivni technologicky vyzkum
fullerenti. Krétce na to byla provedena pfiprava protah-
lych fullerent®, jakychsi uhlikovych nanotrubicek
a predikovény jejich rdizné zajimavé elektronické vlast-
nosti’. Pfiprava takovych nanotrubi¢ek probiha téz
v elektrickém oblouku mezi uhlikovymi elektrodami,
ale za katalyzy nékterymi kovy®. Dnes lze vhodnou zmé-
nou podminek produkovat rdzné druhy uhlikovych
nanotrubicek, které hraji vyznamnou ulohu v rozvije-
jicich se nanotechnologiich.

K ¢emu mohou byt fullereny dobré?

Chemici dnes uméji navazat rlizné atomy a molekuly
na povrch fullerenu, nebo je i umistit dovniti, do dutiny.
Umi také vyrobit fullereny s jakymsi ,otvorem” dovnit¥
uhlikové klece, které rovnéz vykazuji velmi zajimavé
vlastnosti a skytaji fadu moznosti praktického vyuZiti.
To vSe, spolu s pozndnim unikétnich elektronickych,
optickych a magnetickych vlastnosti fullerend, vyvolava
nemaly zajem aplikovaného vyzkumu o tyto nevsedni
molekuly, jejichz vyzkum je teprve na zacétku.

Byla jiz patentovana fada ndpad(, jak a k ¢emu
fullereny v budoucnu vyuzit. Tak napi. vysokym tlakem
Ize i za pokojové teploty pfeménit Cy, na diamant
a kvalita takto pfipravenych diamantovych povrchi
je mnohem lepsi nez u dosud pouzivanych metod.
MozZnost vytvafet ochranné diamantové vrstvy na
riznych soucastkdch a materidlech mlze mit velky
ekonomicky vyznam. Znaéné technické moznosti
nabizi také nékteré anomalie optickych vlastnosti
fullerenti, které mohou nalézt uplatnéni v optice
a optoelektronice, stejné jako jiz zminénd supravodi-
vost fullerend s alkalickymi kovy (napf. K;Cgo, RbsCg,
Cs;Cqo) Nebo jejich derivatizace.

Derivaty fullereni mohou byt exohedrické, kdy
nejriznéjsi atomy jsou navdzany na povrch fullerent,
nebo endohedrické, kdy atomy jsou uvéznény v jejich
duting, jejiz prmér pro Cq, je napf. 0,7 nm. Vhodnou
substituci Ize pfipravit i fullereny rozpustné ve vodé,
coz déle posouvd moznosti jejich vyuziti. Z druhé
skupiny derivatl Ize uvést Cq, s uvéznénymi atomy
kovli, napi. La@Cq, (pomoci @ se oznacuje, ze atom
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je uvniti fullerenu a netvofi s nim chemickou vazbu).
Takovym zplsobem lze do fullerenu uvéznit napf.
i atom inertniho plynu, jako napf. He@Cg,. Do vétsich
fullerenG Ize umistit i viccatomové molekuly. Uvazuje
se proto o moznosti vkladat do nich molekuly léciv
a prenaset je timto zplsobem do organizmu nebo
ukladat do nich atomy radioaktivnich prvk.

Velka budoucnost je prorokovana uhlikovym
nanotrubi¢ckdm - trubickdm tvofenych svinutymi ro-
vinami grafitu uzavienych polokoulemi fullerenu, které
by se podle teoretickych vypoctd mohly chovat bud
jako kovy nebo jako polovodite v zdvislosti na svém
poloméru a jejich délce™. Zdokonaleni technologie
vyroby jiz vede k praktickym aplikacim nanotrubicek.
Diky vysokému poméru pevnosti ku hmotnosti mohou
byt nanotrubicky pouzity jako miniaturni uhlikova
vldkna v superpevnych a lehkych kompozitnich mate-
ridlech. K vyuziti v nanotechnologiich se nabizi i vnitfek
trubicek. Pokud jej vyplnime kovem, ziskame vysoce
vodivy izolovany dratek o prdméru jen nékolika
nanometrd. Materidly tohoto druhu by mohly nalézt
uplatnéni v molekuldrni elektronice. Zcela nové
moznosti také nabizi pfiprava fullerend, v nichz uhlik
je nahrazen jinym prvkem (heterofullereny), napf.
BN-fullereny, v nichz je pouze bor a dusik.

Malokterd oblast chemie prodélala za poslednich
dvacet let tak ohromny rozmach, jako chemie fullerent
a v malokteré oblasti dochazi k tak fascinujicim
objeviim. Jsou to napfi. tzv. uhlikové lusky (carbon
peapods), coz jsou uhlikové nanotrubicky, jejichz
vnitiek je vypInén ,kulickami” fullerend" nebo uhlikové
cibule (carbon onions), které svou architekturou
pfipominaji ruské ,matrjosky”. Kolem nejmensiho
fullerenu jsou uspofadény dalsi a dalSi vrstvy vétsich
fullerend, takie celkovy vysledek pfipomina cibuli
slozenou z rizného mnozstvi vrstev. Uhlikové cibule
vznikaji napf. v elektrickém oblouku ve vodé.
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ZDRAVOTNI VYZNAM ROSTLINNYCH STEROLU

Irena Bacikova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Uvod

Rostlinné steroly (fytosteroly) jsou slozkami lipidic-
kych frakci olejnatych semen, nékterych druhli ovoce
a zeleniny a nékterych dalSich pfirodnich extraktd.
Z pohledu zdroji je tedy lze povaZovat za velmi
rozSifené.

Z hlediska chemické struktury patii rostlinné steroly
do skupiny steroidd spole¢né s cholesterolem, zlu¢ovy-
mi kyselinami a steroidnimi hormony. Zakladni skelet
steroidnich latek tvofi steran, nasyceny tetracyklicky
uhlovodik. Jeho molekula je plochy cyklopentanoper-
hydrofenantrenovy systém. Druh, pocet a pozice sub-
stituentd, jejich konfigurace, pocet a pozice dvojnych
vazeb a vzdjemnd konfigurace kruhd, to vSe zvysuje
pestrost steroidnich sloucenin. Chemickou strukturou
se fytosteroly nejvice podobaji cholesterolu a maji
v rostlindch stejnou funkci jako cholesterol u Zivocicht
— udrzuji strukturu a funkci buné¢nych membran.

Celkem bylo identifikovédno asi 40 druhi rostlinnych
sterol(, mezi nejrozsifenéjsi patfi B-sitosterol, campes-
terol, a stigmasterol. Obvykle se izoluji z nezmydelnitel-
nych slozek rostlinnych extraktd. Zvlasté vysoké obsahy
sterolti jsou v pfirodé znamy u ryzovych otrub,
kukufi¢nych kli¢ckd, obilnych olejd a sojovych bobd;
zajimavé jsou i obsahy v nékterych plodech, ovoci
i zeleniné. Komer¢né vyznamnym obsahem se pak
vyznacuji i nékteré organické odpadni hmoty — napf.
ze specifickych technologii vyroby papiru, palmového
oleje, deodorizovanych podild sojového oleje.

V tabulce jsou uvedeny obsahy fytosterolt nékterych
potravin.

Potravina obsah fytosterolt v mg /100g potraviny
Kukufi¢ny olej 729
Slunec¢nicovy olej 650
Psenicné klicky 346
PSeni¢né otruby 200
Olivovy olej 157
Mandle 121
Zitny chléb 52

Fytosteroly jsou v poslednich letech zajimavou
komoditou pro fadu pozitivnich vlivi na lidsky organis-
mus. Na zdkladé mnoha lékafskych studii jsou prokaza-
telné zodpovédné za eliminaci nékterych negativnich
jevad tzv. civiliza¢nich chorob. Jde zejména o snizovani
hladiny cholesterolu v lidské krvi, pozitivni regula¢ni vliv
na imunitni systém a lé¢bu nékterych chorob (napfi-
klad benigni prostatickd hyperplasie, kde byl dokonce
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zjiStén vyrazny terapeuticky efekt). Proto se zacinaji
fytosteroly a fytostanoly, jejich saturované analogy,
objevovat nejen ve formé potravnich doplnkd, ale
i v béZnych potravinach (oleje a margariny).

V nésledujicim textu budou stru¢né popsany jed-
notlivé Gcinky fytosterold na lidsky organismus.

U¢inek rostlinnych sterolii na sniZovani hladiny
cholesterolu v krvi

Jiz v roce 1950 bylo zjisténo, Ze fytosteroly maji
schopnost sniZovat koncentraci plazmatického choles-
terolu tim, Ze redukuji absorpci cholesterolu ze stieva
kompetici s cholesterolem o vazbu v miceléch. Satu-
rovatelnost micel je omezeng, a tak piidani rostlinnych
sterolG vede proporcionalné ke snizeni koncentrace
cholesterolu v transportnich micelach, a tim ke snizeni
absorpce cholesterolu stfevem.

Tento fenomén je v soucasné dobé vyuzivan k dietni
|écbé hypercholesterolémie. Pfidani rostlinnych sterol(
do diety redukuje vstfebavané mnozstvi cholesterolu
ve stievé. Rostlinné steroly jsou potencidlné aterogen-
ni podobné jako cholesterol, ale ve skute¢nosti atero-
genezi nevyvolavaji, protoZe se z potravy vstiebavaji
minimalné. Z pfijatého mnoistvi, které pfi normalni
dieté cini 0,25 g, se muze vstiebat okolo 5 % sitos-
terolu, 15 % kampesterolu a méné nez 1 % dietnich
stanolt. Nejvétsi pfijem dietnich fytosteroll je
pozorovan u vegetariant, kde méze dosdhnout az 4 g
denné. Avsak i z tohoto mnozstvi je resorbovana frakce
tak mala, Ze neohrozuje nemocného.

Resorbované fytosteroly se podobné jako cholesterol
metabolicky transformuji ve Zlu¢ové kyseliny, které se
viak svym detergentnim Gcinkem i solubilitou lisi
od Zlucovych kyselin vznikajicich z ZivocisSnych sterol
a cholesterolu. V pfirodé se rostlinné steroly vyskytuji
ve volné i esterifikované formé. Pokud jsou v dieté
obsazeny estery rostlinnych sterold, jsou ve stfevé
Stépeny na volny fytosterol a mastné kyseliny. Uvol-
néné fytosteroly snadno pronikaji do micel, z nichz
cholesterol vytésiiuji, pfipadné brani vstupu choles-
terolu do micel. Timto zplsobem rostlinné tuky — oleje
obsahujici estery fytosterold - snizuji vyznamné
absorpci cholesterolu pfijimaného ve stravé a soucasné
snizuji uc¢innost enterohepatélni cirkulace cholesterolu
tim, Ze zamezuji jeho zpétnému vstiebéavani z gastroin-
testinalniho traktu do portalniho obéhu.

Duasledkem toho je redukce plazmatické hladiny
cholesterolu navzdory tomu, Ze pfi sniZené resorpci se
cholesterol zvySené syntetizuje v jatrech a dalSich
tkanich. Snizeni resorpce cholesterolu klesa umérné
s davkou fytosterold v dieté az do 2 g fytosteroll



za den. Pfi davkach fytosterol(i nad 2 g jiz neni davkova
zavislost na sniZeni cholesterolu pozorovéana. U&innost
fytosterolt na snizeni resorpce tuku a cholesterolu
z diety je tim mensi, ¢im mensi obsah tuku a choles-
terolu je dietou pfivadén.

Nejlepsi efekt maji fytosteroly, které jsou podavany
emulgované v tuku v potravé, zatimco steroly poda-
vané v kapslich nebo tabletdch se jen nedokonale
rozptyli v pfijimané potravé, a tim klesa jejich schop-
nost blokovat absorpci cholesterolu.

Urcitou opatrnost vyvolava ucinek fytosterold na
resorpci liposolubilnich sloucenin. Vétsi randomizo-
vané studie ukazaly, Ze rostlinné steroly a stanoly snizu-
ji plasmatickou koncentraci B-karotenu asi o 25 %,
o-karotenu o 10 % a koncentraci vitaminu E o 8 %.
Vzhledem k tomu, Ze v pfirozenych zdrojich potravy,
které obsahuji fytosteroly, je obvykle i zvy3eny pfivod
karotend a tokoferoll, neprojevi se toto snizeni
deficitem v organismu.

Z udaja analyzy 41 klinickych studii vyplynulo, ze
pfijem 2 az 3 gram( rostlinnych sterolt denné vede ke
snizeni hladiny cholesterolu LDL v prdiméru o 10 %.
Pfijem rostlinnych sterol( pfesahujici 3 g denné nema
zadny vyznamny dal3i Gcinek na sniZeni hladiny choles-
terolu.

V roce 2001 byly na ¢esky trh spole¢nosti Unilever
uvedeny vyrobky Flora pro.activ. Jednd se o fadu
potravin obohacenych rostlinnymi steroly, v Ceské
republice jsou nyni zafazeny do kategorie potravin pro
zvladtni vyzivu. Sadu téchto produktd tvofi nizkotucny
rostlinny tuk (7,5 % rostlinnych steroltl), odtu¢néné
mléko (0,3 % rostlinnych sterol@), nizkotu¢né jogurty
(0,5 - 0,6 % rostlinnych steroli) a jogurtové probi-
otické minidrinky (0,2 % rostlinnych sterol(). Produ-
cent deklaruje, Ze snizeni hladiny LDL cholesterolu
v krvi 0 10 az 15 % do tfi tydn( je mozné dosdhnout
konzumaci 2 az 3 grami rostlinnych sterolli denné.
Takové mnozstvi je obsazeno v 1 lahvi¢ce minidrinku
Flora pro.aktiv ¢i ve 3 porcich potravin Flora pro.aktiv,
pificemz 1 porce je ekvivalentni 250 ml mléka nebo
10 g rostlinného tuku nebo 150 g jogurtu.

B-sitosterol a imunitni systém

Dalsi oblasti, kde by se fytosteroly mohly prosadit
jako léc¢iva je imunologie. Fytosteroly a steroliny
(glukosidy sterolu) vykazaly schopnost reverzovat
imunologické abnormality jak u pacientd s plicni
tuberkul6zou, tak HIV.

Spravné fungujici imunitni systém je ddlezity pro
kazdého clovéka, pro sportovce zvlast. Vseobecné je
akceptovano, Ze trénink nizké intenzity mize imunitni-
mu systému prospét tim, Ze zvySuje reakce lymfocytt
na mitogenni stimulaci a zvySuje pocet NK bunék
a pocet lymfocytd. Avsak cvi¢eni vysoké intenzity
dlouhého trvani je spojovano naopak s negativnim
dopadem na imunitni systém. Bylo zjisténo, ze inten-
zivni trénink zvySuje sérové koncentrace zénétlivych
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cytokint, jmenovité interleukiny IL1B a IL6 a tumorovy
nekroticky faktor TNFa. Tito sportovci jsou pak néchyl-
néjsi k rdznym infekcim, napf. infekcim hornich cest
dychacich. Predpoklada se, ze zde hraji roli nékteré
hormony, zvlasté glukokortikoidy, jmenovité kortizol
a jeho antagonista dehydroepiandrosteron (DHEA), coz
je prekurzor testosteronu.

Byl testovan vliv B-sitosterolu na imunitu sportovce.
Dobrovolnikaim, ktefi se zuéastnili ultramaratonského
béhu v Kapském Mésté v Jizni Africe, byly podavany
kapsle obsahujici smés R-sitosterolu a jeho glukosidu
(sterolinu). Druha skupina obdrzela neucinné placebo.
Nejdramatictéjsi rozdily mezi témito dvéma skupinami
vykazala koncentrace IL6 a pomér kortizol: DHEA.
Placebo skupiné bylo naméfeno typické zvyseni
zanétlivych cytokinG. Naproti tomu byly tyto koncen-
trace vyznamné snizeny u sportovcd, ktefi pozili kapsle
s ucinnou latkou fytosterold. Vyzkumnici spekulovali,
ze smés R-sitosterolu a jeho glukosidu je moznym
pfirodnim antistresovym agens ¢i antagonistou korti-
zolu. V kazdém piipadé védci doporucuji dalsi vyzkum
v této oblasti.

Fytosteroly pro lécbu benigni prostatické hyper-
plasie (BPH)

Benigni prostatickd hyperplasie (BPH) je nazev
pro nerakovinné onemocnéni prostaty. Jedna se
o nezhoubny nérdst poc¢tu bunék postizeného organu.
BPH nejcastéji postihuje muie mezi Ctyficatym
a Sedesatym rokem Zivota. Typickym symptomem je
Casté a bolestivé moceni. Studie provadéné za ticelem
ovéfeni piiznivého vlivu B-sitosterolu na potiZe souvise-
jici s BPH dopadly velmi dobie a v soucasné dobé lze
povazovat podavani B-sitosterolu pacientim za ucin-
nou soucast terapie. Napiiklad v jedné Sestimési¢ni
studii bylo 200 muziim se symptomy BPH tfikrat denné
podavano 20 mg B-sitosterolu. Ve vsech pfipadech
doslo k vyraznému zlep3eni obtizi ve srovnani se
skupinou konzumujici placebo. Subjektivni pocity
dobrovolnikl korelovaly s klinickymi markry. Zvysil se
pritok moc¢i a poklesl zbytkovy objem moci
v mo¢ovém méchyfi.

Jednim z komerc¢nich pfipravkd dostupnych na trhu
je extrakt z americké trpasli¢i palmy Saw palmetto ¢i
Serenoa repens. Jedna se o lipido-sterolovy koncentrat,
ktery slouzi k lé¢eni klinické BPH.

PfestoZze dosud neni prozkoumén mechanismus,
jakym se fytosteroly ucastni terapie BPH, usuzuje se,
ze jejich ucinek souvisi s protizénétlivym plsobenim
a schopnosti snizovat akumulaci cholesterolu
v prostaté. Zatim nebylo prokazéano, ze by fytosteroly
mély néjaky vliv na velikost prostatické zlazy.

Fytosteroly v boji proti rakoviné

V poslednich letech se védeckd pozornost zaméfuje
na vyzkum dalSich pozitivnich G¢inkd fytosterol pfi
lIécbé rdznych druhl onemocnéni a to predevsim



rakoviny. Jednim z nejbéznéjSich druhl je rakovina
prostaty vyskytujici se v souc¢asné dobé u muzi Zijicich
na Zapadé. Jen v USA je ro¢né diagnostikovano 200
tisic novych pfipad a konstatovano piiblizné 31 tisic
umrti na tento typ rakoviny. Statistické Gdaje ukazuji,
Ze se rakovina prostaty vyskytuje méné casto u Asiatl
v porovnani s muzi ze zdpadnich zemi, coz svédci
o tom, Ze strava bude hrat v této nemoci uréitou roli.
Jednim z hlavnich rozdild mezi jidelnickem v Asii a na
Zapadé je pomér rostlinnych a Zivocisnych tukd, potaz-
mo fytosterolt a cholesterolu. V zapadni kuchyni se
stdle uplatiiuje niz8i procento rostlinnych sterold,
nez je tomu u Asiatd.

Zatim neni zndma pfima souvislost mezi konzumaci
rostlinnych sterol( a vyskytem rakoviny, pouze nékolik
malo epidemiologickych studii bylo zaméfeno timto
smérem. BohuzZel vysledky z nich neposkytuji pfilis
jasny zévér. Z jedné studie z USA vyplynulo, Ze Zeny
s diagnosou rakoviny prsu mély nizsi primérny denni
pfijem fytosterolt nez zeny zdravé. Na druhou stranu
v jiné studii bylo zjisténo, ze muzi s diagnosou rakoviny
prostaty méli vyssi denni pfijem rostlinnych sterol(,
neZ muzi zdravi.

V soucasnosti se provadi mnoho rdznych vyzkumg,
kde je testovan vliv rostlinnych steroll na lidské
tkanové kultury rakovinnych bunék (in vitro) a na
nadory v Zivych zvifatech (in vivo). Zde uvadim dva
piiklady. V pribéhu osmi tydn& byly monitorovany
nadory dvou skupin inokulovanych mysi. Prvni skupina
dostévala stravu bohatou na rostlinné steroly a druhé
skupiné byla podavéna strava bohatd na cholesterol.
Po osmi tydnech doslo u prvni skupiny ke 40 %ni
redukci velikosti nador( oproti skupiné druhé. Studie
provadéna in vitro na tkani lidské prostaty ukazala, ze
B-sitosterol inhibuje rlst rakovinnych bunék prostaty
0 70 % a campasterol o 14 %, zatimco cholesterol
jej zvySuje o 18 %.

Na rozdil od normalnich bunék ztraci rakovinné
bunky pfirozenou schopnost reagovat na signaly
vedouci k apoptéze. Spekuluje se, ze RB-sitosterol
dokaze buriky nete¢né k témto signalim néjakym zpa-
sobem stimulovat a tak programovanou bunécnou
smrt v nich opét navodit.

Fytosteroly pro syntézu steroidnich hormoni

Do 40. let se steroidni hormony izolovaly z pfi-
slusnych Zlaz Zivocichd, tento postup byl ve srovnani
s nyné;jsi produkci s ohledem na zdroje nedostatecny
a znac¢né nakladny. V roce 1943 byl poprvé isolovan
rostlinny sterol diosgenin z mexickych yam(. Tato
sloucenina se pro svou vhodnou chemickou strukturu
zacala pouzivat pro komeréni zplsob syntézy proges-
teronu. DalSim krokem v inovaci zplsobu ziskdvani
steroidnich hormond byl objev bakterialni konverze
(Rhizopus arrhizus) kortisonu z progesteronu, a to
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jinou cestou nez pouziva lidsky organismus. Tak ve 40.
a 50. letech se pouzival diosgenin pro syntézu mnoha
steroidnich hormon pouzivanych v mediciné.

Dnes se téméf viechny steroidni hormony vyrdbi
ze stigmasterolu, nejvice rozsifeného fytosterolu,
jenZ se ziskava predevsim ze soji, nebo z cholesterolu
dostupného v obrovském mnoistvi v tuku z viny.
Stigmasterol je bud chemickou syntézou modifikovan
na progesteron, nebo podléha bakteridlni konverzi
v estron ¢i testosteron. Zatim neexistuje dlkaz, Ze by
lidské télo pouzilo diosgenin ¢i stigmasterol jako
substrat pro vlastni metabolickou syntézu steroidnich
hormont.

Zavér

Rostlinné steroly jsou soucasti nasi kazdodenni
stravy. Ddalezitou roli v3ak hraje jednak absolutni
mnozstvi fytosterold v dennim pfijmu a pak pomér
fytosterolti a cholesterolu v dieté. Toto jsou faktory,
jenz podminuji lidské zdravi. Je potvrzeno, ze fytos-
teroly maji pfiznivy vliv na prevenci a lIé¢bu chorob sou-
visejicich s vysokou hladinou cholesterolu v krvi. Bylo
dokazéno, Ze do jisté miry odstrafiuji problémy
frekventovaného a bolestivého moceni u muzd trpicich
benigni prostatickou hyperplasii. Podavani B-sitosterolu
vykazalo pozitivni dopad na imunitni systém z hlediska
potlaceni urcitych neefektivnich zanétlivych reakci
organismu.

Nebyly objeveny zadné vyznamné nezadouci Gcinky
zplsobené konzumaci rostlinnych sterol(, avsak jejich
nadmérny pfijem sniZuje schopnost organismu
absorbovat -karoten a vitamin E. Proto Ize konstato-
vat, Ze pfijmem fytosteroll nepfesahujicim 2 az 3
gramy denné je mozné dosdhnout optimalni hladiny
cholesterolu v krvi a pomoci organismu v prevenci
srde¢né-cévnich onemocnéni, pfipadné dalSich chorob
a potizi.
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VYZNAM A SYNTEZA OLIGOSACHARIDU

A JEJICH KONJUGATU

Eva BeneSova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Jednim z vyznamnych témat, kterymi se zabyva
soucasna véda, je syntéza a ovéfovani vlastnosti pfirod-
nich i uméle syntetizovanych oligosacharidli a jejich
rznych konjugatd napfiklad s proteiny, lipidy a dalSimi
organickymi latkami necukerného charakteru. Podobny
vyzkum je zasadni z toho dlvodu, zZe tyto latky hraji
nezastupitelnou ulohu v ddlezitych biologickych pro-
cesech. Glykosylace ovliviiuje vlastnosti mnoha bio-
logicky aktivnich latek a tim i jejich biologické funkce.
U&ast glykosylovanych konjugatt byla potvrzena
napfiklad pfi mezibunéénych interakcich ¢i pfi inter-
akcich bunék s viry (Rastall a Bucke, 1992), déle pak
pfi procesech intracelularni adheze a maskovani recep-
torovych mist (Koeller a Wong, 2000) a v procesech
diferenciace a morfogenese (Mori a kol., 2004). Pred-
métem zkoumadni je i jejich mozna Gcast pii pifenosu
signall. (Koeller a Wong, 2000).

Kromé vySe zmirfiovanych vyznamnych funkci oli-
gasacharid@ a jejich konjugatd v pfirozenych biolo-
gickych procesech je pro védu neopominutelny
fakt, Ze mnoho ucinnych farmaceutik vyuzivanych
v soucasné humanni mediciné jsou glykokonjugéty.
Metody umozriujici modifikaci jejich oligosacharidové
struktury by mohly vyfesit nékteré problémy tykajici se
napfiklad rozpustnosti, antigenicity nebo vlastniho
piijmu léku cilovymi bunikami (Wong a kol., 1995).
Kromé téchto znalosti se vSak soucasnd medicina
neobejde ani bez detailniho popisu pfirozenych glyko-
sylovych struktur na povrchu bunék, nebot jejich zmény
umoziuji diagnostikovat mnoha zavaina (napfiklad
nadorova) onemocnéni (Koeller a Wong, 2000). Mimo
to je moiné oligosacharidy a jejich rizné konjugaty
vyuzivat k modulacim bunéénych funkci a k inhibici
nékterych enzym. To je vyhodné, pokud je nutno inhi-
bovat procesy glykosylace, ¢ehoz se vyuzivé napfiklad
pii Ié¢bé diabetu a dalSich metabolickych poruch a coz
zaroven muze vést k zamezeni procest infekce, zanétd
a metastatického Siteni (Wong a kol., 1995).

Existuje nékolik zptsobd, kterymi je mozné glykokon-
jugéty ziskdvat. Jednim z nich je jejich pfima izolace
z pfirozenych zdrojl. ProtoZe se vsak vyskytuji v kom-
plexnich biologickych materidlech pouze ve velmi
malych mnoiZstvich, je tento zplsob velmi finan¢né
narocny a pro pramyslovou praxi nepouzitelny (Rastall
a Bucke, 1992).

Stejné tak i chemicka syntéza skryvd mnohd uskali.
V soucasné dobé je sice mozné touto metodou ziskat
vétSinu pozadovanych produktli, to vSe ale za cenu
velmi naro¢ného a komplikovaného postupu. Cely
proces chemické syntézy oligosacharidu, pfipadné
glykokonjugéatu, se totiz skladda z mnoha dilc¢ich
krokd, zahrnujicich chranéni a pfipadné nasledné
odblokovavani dilezitych funkénich skupin (lit. 5). Vice-
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stupriovy charakter procesu oviem sam o sobé vede
ke snizovani kone¢nych vytézkd, a to méa dopad na prak-
tickou vyuzitelnost metody (Weignerova a kol., 1999).

Alternativnim feSenim je syntéza, ve které jsou
vyuzivany bud izolované enzymové prepardty nebo
pfimo celé buriky produkujici potfebné enzymy (Giaco-
mini a kol., 2002). Podstatnou vyhodou této metody
je jeji jednokrokovy charakter, nebot je eliminovano
nebezpedi postupného snizovani konec¢nych vytézkd
v jednotlivych krocich, které komplikuje pouzitelnost
chemické syntézy. Vzhledem k regioselektivité né-
kterych enzym( odpada i pracné chranéni a nasledné
odblokovévani funkénich skupin (lit. 5). Kromé toho je
pomoci metod vyuzivajicich enzymové preparaty
mozno kontrolovat konfiguraci na anomerickém cen-
tru. To vde md za nasledek vyrazné zjednoduseni
syntéznich procesti a usporu casu vynaloZzeného
na synteticky proces (Scigelova a kol., 1999).

Pro enzymovou glykosylaci se vyuziva enzymt dvou
tiid, a to transferas (glykosyltransferasy) a hydrolas
(glykosidasy).

Glykosyltransferasy jsou enzymy, které i za fyziolo-
gickych podminek katalyzuji transport cukerného
zbytku na akceptorovou molekulu, pficemz tento trans-
port vykazuje vysokou regioselektivitu, coz je spole¢né
s pomérné vysokymi vytézky reakci zdsadni vyhodou
aplikace téchto enzymd. Situaci viak komplikuje
$patnd dostupnost a mala stabilita glykosyltransferas,
stejné jako vysokd cena substratd (resp. donori glyko-
sylového zbytku), kterymi jsou cukerné nukleosidy
(Giacomminy a kol., 2002). Aby prmyslové vyuZziti
glykosyltransferas bylo ekonomicky akceptovatelné,
je nezbytné zavadét pfimo do jednotlivych procest
regeneracni postupy, pfi kterych se finan¢né velmi nék-
ladné substraty obnovuji pomoci multienzymovych
systém0 (lit. 5). Dalsi nesnaze zplsobuje také fakt,
Ze glykosyltransferasy vykazuji vysokou selektivitu
k akceptorové molekule, coZz omezuje moznost jejich
pouziti pro syntézu novych oligosacharidd resp.
glykokonjugétt (Scigelova a kol., 1999).

Na rozdil od glykosyltransferas jsou glykosidasy
neboli enzymy, které za béinych podminek katalyzuji
Stépeni glykosidické vazby, pomérné snadno dostupné,
jsou znacné rozsifeny v Zivocisnych i rostlinych tkanich
a zaroven je produkuje mnoho mikroorganismu
(Scigelova a kol., 1999), prace s nimi neni ndro¢na
a nevyzaduji drahé substraty. Kromé toho jsou
pomérné tolerantni k organickym rozpoustédlim, coz
m0ze byt v praxi velmi uzite¢né, nebot v pfitomnosti
vody jako kompetujici akceptorové molekuly dochazi
ke snizeni celkového vytézku reakci. Tyto vyhody jsou
oviem na ukor obecné nizsi selektivity glykosidas
i efektivity celého procesu v porovnani s glykosyltrans-



ferasami (Giacomminy a kol. 2002; Scigelova a kol.,
1999). Existuje v3ak hypotéza, Ze regioselektivita enzy-
mu pfi produkci oligosacharidil je shodna s tou, kterou
enzym vykazuje pfi Stépeni glykosidické vazby (Mala
a kol.,, 1999; Ajisaka a kol., 2002).

Vétsina glykosidas, které jsou v soucasné dobé pifi
syntéze oligosacharidi a glykokonjugatl vyuzivany
(asi nejvyuzivanéj$im enzymem této tfidy je enzym
beta-galaktosidasa, pouZivana k syntéze di- pfipadné
trisacharidd z laktosy (Kéry a kol, 1991; lit. 12)),
jsou exoglykosidasy. To znamen4, Ze katalyzuji pfe-
nos pouze koncového monosacharidového zbytku
z donorové na akceptorovou molekulu. Vyuziti endo-
glykosidas by pfineslo mnoho novych dilezitych poz-
natkd o struktufe a vlastnostech rdznych vétvenych
struktur, nebot by dochazelo k pfenosu celych
oligosacharidovych fragmentd, avsak studie zabyvajici
se touto problematikou jsou teprve v zacatcich (Crout
a Vic, 1998).

Zajimavé je, ze glykosidasy, jejichz pfirozenou funkci je
hydrolyza glykosidické vazby, jsou schopny katalyzovat
syntézu oligosacharidi a glykokonjugatd hned dvojim
zplsobem, a to katalyzou tranglykosyla¢nich reakci nebo
reversni hydrolyzou. V pfipadé transglykosyla¢ni reakce
je pfendseny monosacharid nejprve odstépen z vhodné
donorové molekuly a teprve nasledné prenesen na
akceptorovou, kterd nahrazuje molekulu vody, na kterou
by glykosylovy zbytek byl pfenesen v pfipadé hydroly-
tické reakce. Jakou vazbou bude glykosylovy zbytek
k akceptoru pfipojen zavisi na typu enzymu (Ajisaka
a kol., 2002). Pribéh téchto reakci je fizen kineticky
(Weignerova a kol, 1998). Pii reverzni hydrolyze je
pribéh reakce fizen rovnovéhou mezi jednotlivymi
reakénimi slozkami a na akceptor je pfendsen piimo
samostatny monosacharid pfitomny v reakéni smési.
Nutnou podminkou je jeho dostate¢né vysoka kon-
centrace (lit. 5). Podstatnou piednosti tohoto typu reakci
je moznost vyuZiti mnoha sacharid(l jako akceptorovych
molekul, coz umoizfiuje syntézu mnoha novych létek,
které mohou byt vyuzity v rlznych pramyslovych,
medicinskych i védeckych oborech. Nevyhodou z(sta-
vaji pomérné malé vytézky a slozitd izolace jednotlivych
produktd z rznorodé reakéni smési (lit. 12).

Soucasna véda se snazi vyuzit dosavadnich poznatkd
k vyvoji co nejjednodussich a ekonomicky nejvyhod-
néjsich metod syntézy, které by umoznily produkci co
nejsirSiho spektra znamych i zcela novych latek. Prikla-
dem takovéto modernizované metody muze byt enzy-
mova syntéza na pevné fazi, ve které se vyuzivd vyhod
samostatné enzymové syntézy v roztoku, ale zéroven
i moznosti snadné purifikace a odstranéni nadbytku
reagujicich latek (Crout a Vic, 1998). Snadny pfistup
k velkému mnozstvi riznych oligosacharidovych (i
glykokonjugétovych struktur totiz otevird moznosti
detailniho zkoumani vétsiho poctu latek potencionalné
dalezitych jak z védeckého, tak z medicinského
hlediska (Murata a Usui, 2000).
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