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ÚVODEM
Vážení přátelé,

vítáme Vás v  prvém čísle našeho letošního Bio- 
prospectu, kdy dochází ke změně hlavní redaktorky. 
Dosavadní hlavní redaktorku doc.  Ing.  Petru Lipo-
vovou,  Ph.D. nahradí doc.  Ing.  Dana Pokorná,  Ph.D. 
Doc. Lipovová zůstává členkou redakční rady a patří jí 
náš velký dík za dlouholetou činnost hlavní redaktorky. 
Vaše příspěvky posílejte nyní na adresu Danka.Pokor-
na@vscht.cz. Dochází též ke změnám v redakční radě. 
V tomto směru bychom rádi poděkovali všem členům 
redakční rady za dosavadní spolupráci, zejména těm, 
kteří odcházejí či odešli do důchodu nebo změnili své 
profesní aktivity. Redakční radu v průběhu roku doplní-
me o nové členy. Bohužel, v současné hektické době, 
jsme nebyli schopni účast všech nových členů rady 
projednat. Uvítáme všechny zájemce, kteří by se chtě-
li se na tvorbě Bioprospectu podílet. V případě zájmu 
laskavě kontaktujte doc. Pokornou.

Rádi bychom Vás požádali o  sledování webových 
stránek naší společnosti, které se snažíme postup-
ně aktualizovat (http://bts.vscht.cz) a  webové strán-
ky naší střešní organizace ČSVTS, kde můžete získat 
mnoho zajímavých novinek o činnosti ostatních členů 
ČSVTS.

Do činnosti společnosti zasáhly velké změny způso-
bené řadou náročných událostí, především „covidovou 
érou a  dalšími komplikacemi (změnami ve struktuře 
výrobních podniků, výzkumných pracovišť i  vysoko-
školských útvarů) a budeme se s tím muset postupně 
vyrovnat.

Přesto i  v  letošním roce zůstávají členské příspěv-
ky nezměněné a  činí 300 Kč, respektive 150 Kč pro 
studenty a důchodce. Příslušnou částku, prosím, po- 
ukažte na bankovní účet společnosti 19534-061/0100  
pod VS, kterým je Vaše členské číslo. 

To je součást adresy nebo jej můžete zjistit na adrese 
Danka.Pokorna@vscht.cz.

V  letošním roce uskutečníme opožděnou valnou 
hromadu naší společnosti a zvolíme její nové vedení. 
Zájem o  kandidaturu, respektive návrhy na členy je 
možno podávat rovněž na adresu hlavní redaktorky 
Bioprospectu.

Jako obvykle si připomeneme některá zajímavá  
letošní výročí:
20 let v Evropské unii – Od 1. 9. 2004

50 let pražského metra – první úsek pražského metra 
byl otevřen 9. května 1974  
a to Florenc (tehdy Sokolovská) – Kačerov „trasa C“.

600 let od smrti Jana Žižky (1424)

Významná výročí slavných českých hudebních  
skladatelů:
Bedřich Smetana 200 let od narození a 140 let  
od úmrtí

Antonín Dvořák 180 let od narození

Leoš Janáček 170 let od narození

Josef Bohumil Foerster 165 let od narození

Josef Suk 150 let od narození

1000 let prvních papírových bankovek v Číně
První papírové peníze byly vyrobeny v čínské provincii 
Sečuan. Jmenovaly se JiaOZI. Papír se vyráběl z vnitř-
ní kůry moruše a na bankovkách byly zvířecí motivy 
a  lidské postavy. Papírové peníze postupně vyřešily  
nepraktické používání mincí nebo drahokamů. V Evro-
pě se začaly papírové peníze používat až v 17. století 
ve Švédsku.

Se srdečnými pozdravy
Vaši

Jan Káš, Dana Pokorná
a kolektiv redakce Bioprospectu
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Úvod
V  polovině září se na Vysoké škole chemicko

‑technologické v Praze (VŠCHT Praha) konal meziná-
rodní seminář s  poněkud sci‑fi názvem  – Vesmírné 
biotechnologie. Pojednával o  tématu, jež je ve spo-
lečnosti stále více zmiňováno nejen jako vize, ale jako 
narůstající realita. Jeho organizátory byly jednak zmí-
něná VŠCHT Praha, jednak spolek Biotrin s  mnoha- 
letou vědecko‑popularizační aktivitou v oboru mikro-
biálních a rostlinných biotechnologií.

První autor tohoto článku není svojí profesí astro-
biolog. K  zájmu o  kosmická dění jej od mládí lákala 
zejména literární sci‑fi. S  popisy budoucích vesmír-
ných zahrad se prvně setkával v románech Stanislawa 
Lema, Raye Bradburyho či A. C. Clarka. S postupem let 
se samozřejmě rychle zpřesňovaly odborné informa-
ce o  technologiích, zajišťujících astronautům/kosmo-
nautům nejen potřebnou potravu, ale také recyklová-
ní všemožných „sekundárních produktů“ těchto cest.  
Měnily se také představy o vlastnostech takto pěsto-
vané „biomasy“. Misto přednostního využití jedlých  
mikroorganismů či řasových kultur pro různé typy 
„amarounů“ se objevily projekty skutečných sklení-
ků, osázených nejrůznějšími rostlinami a plnících tak 
i funkci psychologickou.

Někdy před pěti lety se na autora obrátila novinář- 
ka Lucie Tomanová, chystající článek o  „vesmírném  
obilí“, iniciovaný zejména poznatky a  výsledky nej-
prve čínských, a  pak i  amerických výzkumníků1. 
Obsahoval i  různé úvahy o  nadcházejícím propojení 
agrotechnologií kosmických s těmi pozemskými. Nejen 
o samotném kosmickém pěstování, ale zejména kos-
mickém šlechtění unikátních odrůd také pro pozemské 
agrosystémy. Autorka vycházela zejména z nadšených 
zpráv o  „přidané hodnotě“ čínských orbitálních letů, 
vracejících se na Zemi s pytlíčky semen různých plodin, 
která byla vystavena všelikému kosmickému záření  
(či jiným působkům). A která pak na pokusných polích 
občas vykazovala i  mimořádné výnosové vlastnosti.  
Citujme: „Výhodou nahodilých vesmírných mutací jsou 
tak nové kombinace užitečných genů a jimi kódo-
vaných vlastností, které by nás na Zemi v labora-
toři nenapadly. Obě metody je pak možné libovolně 
kombinovat. Jak vesmírná mutageneze, tak geno‑
vé editace budou pravděpodobně klíčové pro přežití  
lidstva v budoucnu.“

Opravdu budou? Bytostný skeptik samozřejmě za-
čal uvažovat, zda ono spontánní vesmírné mutování 
opravdu zahrnuje faktory/děje/mechanismy nám 
ještě neznámé a  hlavně  – na Zemi nerealizova- 
telné. Nejedná se spíše o grandiózní mystifikaci, která 
by měla světu stále ještě nedůvěřivému k moderním 

technikám genových modifikací či editací nabídnout 
alternativu tak evidentně přirozenou? Tedy různé kok-
tejly kosmického záření, které již odedávna dopadá 
na pozemskou Gaiu, a  je nesporným hybatelem vše-
liké mutageneze a tím pádem i spontánního evoluční-
ho šlechtění? Komerční důsledky takové strategie by 
mohly být zajímavé. Psal se rok 2021, druhý rok ko-
vicénu. K  osmé desítce autorova života mu katedra  
na počátku zimního semestru nabídla možnost propo-
jit „slavení“ s odborným seminářem.

Zaměření přednášky si mohl volně vybrat. V realiza-
ci popravdě moc nedoufal neb kovidová vlna s  pod-
zimem zase stoupala. A  tak jsem si pro udržení co 
možná optimistické nálady posluchačů zvolil téma 
vážně nevážné – Space Biotechnology. Koneckonců,  
naznačuje to jak úvodní obrázek přednášky, tak titulek 
blogu o ní následně referující2.

Náš život provázejí nejrůznější náhody. Seminář se 
konal 26.  října – a den na to zveřejnily Frontieres of 
Plant Science velmi zajímavou a odborně fundovanou 
minireview s  názvem „Space breeding: The next 
generation crops“3. Samozřejmě také obsahovala 
soupis již zmíněných, zejména čínských zkušeností 
s pěstováním nejrůznějších plodin, jejichž semena či 
hlízy nějakou dobu pobývaly na orbitě. A konstatova-
la, že pozorované fenotypové odchylky jsou zřejmě 
důsledkem účinků masivního kosmického záření, „vy-
volávajícího změny DNA a  chromosomální aberace“.  
Ale autoři také zdůraznili potřebu důkladných geno-
mických, proteomických i  metabolomických analýz 
k objasnění jejich podstaty. A zmínili všeliké návaznos-
ti pozemské a vesmírné technologie a přidali informa-
ci, že v  tomto kontextu se formují nové „průřezové“ 
vědní obory a aby těch -omiků nebylo málo, je třeba 
zavést do šlechtitelské praxe, té pozemní i té kosmické, 
také studia environmentální4.

Autoři, vědomi si většinového laického pohledu 
na moderní genové manipulace, resp. nově geno-
vé editace, se kupodivu naopak obávali obecné-
ho nepřijetí takto vytvořených odrůd. Inu uvidíme, 
jaká bude realita. Ono „kultovní“ kosmické záření však 
nebylo jediným uvažovaným původcem zjištěných 
feno- i  genotypových změn. Jaký vliv může mít tře-
ba magnetismus? A  samozřejmě významná role byla  
přisouzena účinkům beztížného stavu – tedy mik-
rogravitaci.

Z tohoto spektra znalostí byl o dva roky později 
koncipován i náš seminář.

Vystoupili na něm čtyři přednášející, jmenovitě 
doc.  RNDr.  Eduard Kejnovský,  CSc.,  prof.  RNDr.  Zde-
něk Opatrný, CSc., Mgr.  Ivan Kulich, Ph.D. a Dr. Chris 
Dardick. A  jeho cílem bylo nejen komentovat po-
krok dané problematiky, ale také zařadit jej do širších  

ODBORNÉ PŘÍSPĚVKY

VESMÍRNÉ BIOTECHNOLOGIE – MIKROGRAVITACE 
S ČESKOU STOPOU
Zdeněk Opatrný1, Simona Lencová2

1Katedra experimentální biologie rostlin PřF UK, opat@natur.cuni.cz
2Ústav biochemie a mikrobiologie, Vysoká škola chemicko‑technologická v Praze, lencovas@vscht.cz
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souvislostí. Neboť, ďábel často spočívá v  detailu.  
Chceme‑li se úspěšně přít o  významu či existenci  
nějakého pojmu, je třeba si jej nejprve co nejlépe  
definovat. A  bádáme‑li nad „životem ve Vesmíru“,  
není od věci si onen „Život“ co možná podrobně vy-
mezit.

Seminář byl proto zahájen úvodní, „nebiotechnolo-
gickou“ přednáškou Eduarda Kejnovského s názvem 
„Vznik života, dynamický genom a síť života“. Vel-
mi se nám totiž zalíbily různé řečníkovy publikace 
o  „říši acytot“5, onu širokou definici pojmu „život“ 
ilustrující. A současně vedoucí k poznání, jakým způ-
sobem/mechanismem se naším známým vesmírem 
dále šíří. K zjištění, jak univerzální je proces horizontál- 
ního/laterárního přenosu genů mezi nejrůznějšími 
„živými“ entitami. Jak směšná či hloupá je v  tomto 
kontextu ideologie zastánců toho jediného „přírod-
ního způsobu předávání“ genů jen prostřednictvím 
cest vertikálních (tatínka a maminky)? Nadále se totiž 
domníváme, že jen za součinnosti technik sexuálních 
a parasexuálních se mohou kosmičtí zemědělci dobrat 
takových rostlinných fenotypů, které by byly nejen do-
statečně „životné“ v  různých extrémních prostředích, 
ale také patřičně produktivní.

Přednáška druhá už byla výrazně biotechnologická. 
Ujal se jí Zdeněk Opatrný a dal jí název „Vesmírné 
mikrogravitace s českou stopou“. S cílem ilustrovat 
to na příkladech vzdálených od sebe sice půl století, 
ale úzce souvisejících.

Ta první stopa? Návštěvník budovy Viničná 5  
patřící Přírodovědecké fakultě UK si stěží nepovšimne 
pamětní desky jejího prvního děkana (a před tím i UK 
rektora) profesora Bohumila Němce (1873 – 1966). 
Rakousko‑Uherského i  prvorepublikového politika 
(mj.  potenciálního presidentského kandidáta v  roce 
1935, coby oponenta Edvarda Beneše), zároveň však 
i  světem uznávaného vědce, rostlinného anatoma 
a  fyziologa. Jen dva Češi byli členy věhlasné londýn-
ské Linnéovy společnosti, a to Jan Evangelista Purkyně 
a Bohumil Němec. A svoje zastoupení v mezinárodně 
ceněných učebnicích rostlinné fyziologie si Bohumil 
Němec vysloužil zejména svým objevem mechanis-
mu rostlinné geo/gravirecepce. Tedy zjištěním, že 
klíčovou složkou „pozitivního geotropizmu“ rostlinné-
ho kořene jsou zrnka přesýpavého škrobu v kolumele 
kořenové špičky.

Jak to občas v dějinách vědy bývá, není tento příběh 
bez půvabu. V prvé řadě v souvislosti s uznáním priori-
ty objevu. Potkaly se tam totiž dvě uznávané osobnosti. 
Mladý Bohumil Němec a v té době již velmi uznávaný 
Gottlieb Haberlandt. Němec již předběžně publikoval 
výsledky svých pokusů a  teoretické závěry6. Haber- 
landt na základě těchto dat formuloval své úvahy7.

Za přečtení však stojí autentický Němcův záznam 
v  Němcových vzpomínkách, vydaných až po listopa-
du  1989. Ani tehdy nikoliv snadno… I  prvně, v  roce 
2002, ještě narazily na výraznou nepřízeň osudu. Teď 
už nikoliv politickou, ale přírodní. Nedlouho po vydá-
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ní totiž depositum nových knih uložených v suterénu  
objektu Zámky na břehu Vltavy na Praze 8 navštívila 
srpnová povodeň. Jen málo se jich dostalo ke čtená-
řům. Moje dva výtisky získané „pod rukou“ mají po vy-
sušení vazbu značně zvlněnou a pár listů slepených. 
Daleko šťastnější osud už mělo nové, rozšířené vy-
dání z roku 2020. Tuhle opravdu krásnou knihu vřele  
doporučujeme milovníkům historie nejen vědecké, 
ale též politické a kulturní. Té naší i té zejména středo- 
evropské.

Na 145. stránce (tohle vydání jich má cca 550) mů-
žete číst tento dotek historie: „Byl jsem v  zimě roku 
1900 na návštěvě u  prof.  Vejdovského a  hovořili 
jsme o  statických orgánech, o  jejichž statické funkci 
však prof.  Vejdovský nebyl plně přesvědčen. Citoval 
jsem přitom slova Sachsova. Když jsem vyšel na ulici  
do chladného podzimního vzduchu, problesklo mi hla‑
vou, že takovým statickým orgánem u rostlin jsou buň‑
ky, které obsahují přepadavá škrobová zrníčka. Znal 
jsem takové buňky z různých orgánů rostlinných, věděl 
jsem, že jsou umístěny právě v rostlinných orgánech, 
v nichž je tíže recepována (vrcholy kořenů a koleop‑
tilí trav), měl jsem řadu pokusů, jimž scházela jenom 
syntéza jednotící myšlenkou. Nemohl jsem spát rozči‑
lenou touhou, abych provedl další pokusy a revidoval 
dosavadní. Hned druhého dne jsem se dal do prá‑
ce a v krátké době jsem byl hotov. Nebylo sice mož‑
no odstranit mechanicky z buněk kořenových vrcholů 
škrobová zrnka, ale objevil jsme jinou metodu. Zalil 
jsem kořenové vrcholy do sádry a  škrob z nich záhy 
zmizel. Když pak byl sádrový obal z  nich odstraněn, 
počaly opět růst, ale nereagovaly geotropicky, dokud 
se v nich neobjevil zase přepadavý škrob“8. Statolitho-
vá teorie byla na světě a ověřování souvislostí gravi-
recepce bezmála se všemi klíčovými jevy rostlinného 
života mělo před sebou více než stoletou budoucnost. 
Zájemci o  tuto problematiku se o  tom mohli recent-
ně přesvědčit na konferenci, pořádané Přírodovědec-
kou fakultou počátkem června t.r. k připomenutí 150. 
výročí Němcova narození. Zdaleka se na ní nejednalo 
jen o  jeho roli v poznávání biologie rostlin a zdaleka 
se netýkala jen oblasti rostlinné cytologie a anatomie. 
Bloku přednášek o současné relevantní vědě vévodila 
témata molekulárně biologická, propojená zejména se 
studiem metabolizmu a funkce fytohormonů. Témata 
podpořená skvělou mezinárodní spoluprací, využívající 
špičkovou až unikátní techniku. Co by tak asi říkal pro-
fesor Němec, dávající před více jak sto lety rostlinným 
kořenům sádrový kabátek, na kouzla se současnou 
mikroskopickou výbavou a  plejádou fluorescenčních 
sond, doplněná precizní molekulární analytikou?

Stopa druhá, stručně pojmenovatelná „biosate-
lit Kosmos 782“, se již netýká jen onoho rostlinného  
geo/gravitropismu. Vede už opět výrazně českou  
cestičkou rostlinně‑biotechnologickou. Bohumil 
Němec sice se zájmem sledoval první úspěchy rost-
linných „kalusových“ kultur z třicátých let8, ale na roz-
díl od Haberlandta jim moc velký význam nepřikládal. 
A to až do konce svého života.

Ale dvacet let poté, v roce 1956, spatřila světlo svě-
ta první monografie s  touto problematikou sepsaná  

„na východ od železné opony“ autorů Řetovského 
a Petrů9. Obdobných manuálů bylo tehdy i v západním 
světě tak jako prstů jedné ruky. Z pražské laboratoře 
se postupně znalosti těchto in vitro technik rozšířily 
přes Wroclaw do Moskvy. A vznikla světoznámá labo-
ratoř prof. Raisy G, Butenko v tehdejším Institutu fyzio-
logii rastenij, s níž náš Ústav experimentální botaniky  
udržoval mnohaleté vzájemně užitečné spolupráce. 
„Raječka“ si doma postupně vybudovala skvělé po-
stavení odborné i  politické. Inu, krom jiného byl její 
manžel armádním generálem a  členem tehdejšího  
politbyra. A  zřejmě i  blízký oblasti kosmických letů,  
oblasti soupeření, ale i  počínající spolupráce dvou 
hlavních velmocí.

A tak se zdařilo, že v době tvrdé studené války mohl 
na orbit putovat sovětský satelit, nesoucí náklad 
„amerických biotestů“ účinků mikrogravitace  
na živé organizmy. Mezi jinými také tkáňové kultury 
mrkve, schopné tvořit somatická embrya a z nich po-
sléze až kvetoucí a plodné rostliny. Což nebyl už tehdy 
žádný zázrak, s  mrkví pracovala již Eva Petrů. Ale až 
na počátku sedmdesátých let byly k mání fytohormo-
ny schopné je donutit k náročné ontogenezi. Úspěchu 
akce pomohla i další náhoda: americký tkáňovkář pro-
fesor Abraham Krikorian byl, jak zřejmo z jeho příjme-
ní, rodem Armén10. A  jak známo, Armén málem všu-
de jiné Armény zná. No a  tehdejším místoředitelem 
moskevského ústavu byl jistý Michail Christoforovič  
Čajlachjan. Jinak světově uznávaná kapacita studia  
mechanizmů kvetení rostlin, spolupracující přednost-
ně i s týmem „vývojářů v ÚEB“.

Let rakety Vostok nesoucí na své palubě biosatelit 
Kosmos 782 byl úspěšný, leč krátký. Kultury šťastně 
přistály a  z  vytvořených somatických embryí po pár 
měsících vyrostly kvetoucí rostliny, celkovým fenoty-
pem neodlišitelné od kontrolních. Význam gravitace 
pro ranou rostlinnou embryogenesi se tak ani ne-
potvrdil, ani nevyvrátil, ani nepotvrdil. Na to byl 
moc krátký.

Ale šla léta, dlouho bez přímých českých stop.  
Během nich se propastně rozvinuly techniky všemož-
ných biologických analýz, od těch molekulárních přes 
cytologické, histologické, anatomické, morfologické. 
V již zmíněné minireview3 tak najdete subkapitoly ko-
mentující výzkum buněčného růstu a  diferenciace, 
buněčného dělení, různé změny subcelulární, geno- 
vé/bodové mutace, chromosomové aberace. Ale 
v podstatě jde o shrnutí dílčích výsledků na nejrůzněj-
ších modelech, zatím bez možnosti učinit z nich zře-
telnější závěry. A také bez rozlišení toho, čím je vinna 
„radiace“ (simultánně neměřená) a  kde vystupuje  
na scénu sama mikrogravitace.

Co na to práce současnější? Další rozsáhlé mikro-
gravitační review publikoval rok po našem semináři 
„szegedský tým“11. Konstatuje m.j., že v  podmínkách 
dlouhodobější mikrogravitace rostlinné objekty pre-
ferují (zrychlují) buněčné dělení před buněčným růs-
tem. Možná z nějakého „pudu morfogenní sebezácho-
vy“ zesilují buněčné stěny či centrální lamelu. Onen  
environmentální zmatek je provázen změněnou ex-
presí celé řady stresových genů. Ovlivněny jsou různé 
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procesy vývojové  – zejména klíčení semen. Ale tyto 
odpovědi jsou do značné míry druhově specifické. 
Nevyjadřuje se však nijak k  možným mechanizmům 
gravitačního účinku na změny genetické, resp. epige-
netické.

Co na to další kosmické cesty? Informačním šlágrem 
z  počátku června  2021 byl společný projekt firmy  
Space X Elona Muska a  agrobotanické laboratoře  
Simona Gilroye z  Madison University ve Wisconsinu. 
Na orbitě, ve společnosti tří astronautů, tehdy strá-
vil několik dní transgenní bavlník. Cílem bylo zjistit,  
nakolik by v  těchto podmínkách fungovaly změněné 
iontové kanály, coby jedna ze struktur ovlivnění vod-
ního transportu v jeho kořenovém systému. A možná 
budoucí úpravy této značně žíznivé rostliny pro přežití 
v aridních oblastech. Opět – rostliny přežily cestu tam 
a zase zpátky a poté nastaly měsíce jejich pozemských 
analýz. Výsledky zatím neznáme a hned tak asi znát 
nebudeme.

Používat právě bavlník jako model základního mo-
lekulárně biologického výzkumu by ovšem chtěl 
leda vědecký kaskadér. Nepřekvapuje tedy, že další 
projekty s  Gilroyovou účastí využívají klasiku, seme-
náčky huseníčku Arabidopsis thaliana12. Hle, jak fan-
tasticky či fantaskně klíčí a dále rostou její semenáčky 
na zemi (tedy v laboratoři Kennedyho centra na Cape 
Canaveral) či na orbitě (sledovány a  fotografovány  
velitelem expedice 42 Barrym Wilmorem, který také 
prováděl odběr vzorků pro histologické analýzy). Jak 
by asi zaplesalo při tomto pohledu oko profesora  
Němce na zmatený gravitropismus jejich kořenů, způ-
sobený asi zejména změnami v cukerném metaboliz-
mu a transportu, s důsledky na tvorbu buněčných stěn 
(Obr. 1, Obr. 2).

Zaplesalo by ale docela jistě při přednášce třetí z ob-
lasti rostlinné hormonologie od Mgr. Ivana Kulicha: 
Gravitace a  růst kořene. Však také důvodem byla 
účast přenášejícího ve výše zmíněném němcovském 
semináři. Tam měl příspěvek s velmi expresivním ná-
zvem: Gravity early impact. A deep dive into the first 
five minutes of plant root banding. Ale s tímto téma-
tem se už raději blíže seznamte přímým shlédnutím 
přednášky

Po všech těch přednáškách reflektujících spíše zá-
kladní výzkum měl závěr semináře zřetelně praktické 
zaměření – tedy jaké asi plodiny budeme v budoucnu 
v kosmu pěstovat?

Podívejme se ještě jednou na obrázky „orbitově pěs-
tovaného huseníčku„. Když je takto beztíží devastova-
ný i „obyčejný plevel“, co asi udělá s tisíce let vypiplá-
vanými pozemskými plodinami? Pokud bereme vážně 
naše budoucí dlouhodobé kosmické cesty či dokonce 
extraterestriální osidlování, není už na čase začít tady 
na Zemi šlechtit či spíše konstruovat jejich kosmické 
příbuzenstvo? Nečeká nás dlouhá tolkienovská „cesta 
tam a zase zpátky“?

Tuhle komplexní problematiku skvěle ilustrovala zá-
věrečná přednáška Dr.  Chrise Dardicka „Biotech-
nologické plodiny pro mimozemské potravinové 
systémy“, náš seminář uzavírající. Její zevrubné ko-
mentování považuji za zbytečné, blíže viz  záznam13. 
V  závěru najdete mimo jiné impresivní ilustraci stra-
tegie přípravy plodin s habitem vhodným pro limito-
vané prostory kosmických lodí. Coby ovocnář se sou-
středil zejména na ovocné stromy (jabloně, švestky) 
či nejrůznější plodiny lilkovité (od rajčat po brambor). 
Ony zajímavé bonsaje jistě zaujmou i okrasné zahrad-
níky. Co s  nimi ale udělá dlouhodobá beztíže? Jistě,  
technickým řešením může být umělá přitažlivost  
na kosmických lodích pro dlouhé cesty. Osidlované 
planety už budou mít tu vlastní, na níž se pozemský 
život (snad) postupně adaptuje. Ale je dobré být co 
možná nejlépe připraven.

Závěr
Seminář Vesmírné biotechnologie byl, soudě dle 

reakcí účastníků poutavým úvodem do této velice 
komplexní problematiky. Prostoru pro výzkum zbývá 
spousta. Podrobnější informace o vesmírných biotech-

Obr. 1: Růst a  větvení kořenů klíčních rostlin A. tha- 
liana během kultivace jednak na ISS (mezinárodní  
vesmírné stanici), jednak na zemi – převzato12

Obr. 2: Odlišnosti v anatomické stavbě kořenové špič-
ky klíčních rostlin pěstovaných na orbitě a na Zemi12
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nologiích a záznamy přednášek prezentovaných na se-
mináři můžete nalézt na našem webu13. A souhrnně, 
odborně i populárně je mu věnováno nové číslo naše-
ho bulletinu Svět biotechnologií14.

Takže jakou podobu vlastně bude mít „kosmické 
šlechtění“? Opravdu je za nás udělá sám kosmos? 

Nebo naopak my, tady dole na zemi, budeme muset 
využít všech naších znalostí principů (nejen) genových 
editací k přípravě plodin, které by nás tam nahoře na-
sytily a všemožně při životě udržely? Uvidíme.
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Souhrn
Dlouhodobé kosmické lety či dokonce trvalý pobyt lidské rasy na jiných planetách vyžadují přítomnost dalších živých organismů,  
zejména rostlin. Ty by zajištovaly řadu funkcí, od produkce potravin či vitaminů po recyklaci atmosféry mimozemských laboratoří.  
Byly by ovšem také vystaveny účinkům vesmírného prostředí, zejména radiaci či absenci přirozené gravitace s důsledky fyziologic-
kými, ale také genetickými, resp. epigenetickými – a  to jak negativními, v kontextu hladkého fungování kosmických skleníků, tak 
i kladnými, vedoucími (možná) k různým postupům alternativního šlechtěni a jeho produktům. Právě ony produkty by byly využitelné  
i při řešení zcela aktuálních problémů extrémního stresu v různých částech naší planety. Co ze současného stavu informací o „kos-
mickém šlechtění“ lze zařadit mezi odbornou realitu, co jen mezi fikce? Součástí semináře o  vesmírných biotechnologiích bylo  
i pojednání jak o tradicích tuzemského studia mechanismů rostlinného geotropismu na našich vědeckých institucích, tak o součas-
ném místním i mezinárodním výzkumu tohoto fenoménu pomocí špičkových molekulárních technik.
Klíčová slova: vesmírné technologie, mikrogravitace

Summary
Long‑term space flights or even permanent residence of the human race on other planets require the presence of other living  
organisms, especially plants. These would provide a number of functions, from the production of food or vitamins to the recycling  
of the atmosphere of space laboratories. However, they would also be exposed to the effects of the space environment, especially 
radiation or the absence of natural gravity, which could affect physiological, genetic, and epigenetic processes — both negatively,  
in terms of the smooth functioning of cosmic greenhouses, and positively, potentially leading to various alternative breeding procedu-
res and their products. It is these products that could prove useful in addressing the current challenges of extreme stress in different 
parts of our planet. What of the current state of information about “cosmic breeding” can be classified as professional reality, or just 
fiction? The seminar on space biotechnologies included a discussion of both the traditions of domestic study of plant geotropism 
mechanisms at our scientific institutions, as well as the current local and international research into this phenomenon using cutting
‑edge molecular techniques.
Keywords: space biotechnology, microgravity

MIKROBIOLOGIE ANAEROBNÍ DEGRADACE 
ORGANICKÝCH LÁTEK S DŮRAZEM  
NA METHANOGENEZI – BIOMETHANIZACE
Dana Pokorná
Ústav technologie vody a prostředí, VŠCHT Praha, Technická 5, 166 28 Praha 6 – Dejvice
E-mail: Danka.Pokorna@vscht.cz

Úvod
Řešení problému globálního oteplování v  důsled-

ku emisí oxidu uhličitého (CO2) ze spalování fosilních 
paliv, přitahuje čím dál více pozornosti v rámci vývoje 
a využití alternativních obnovitelných zdrojů energie. 
Jedním z nich je bioplyn, který vzniká během bioche-
mického procesu, který se nazývá anaerobní fermenta-

ce. Jedná se o velmi složitý biologických proces, který 
se skládá z dílčích na sebe navazujících kroků – hyd-
rolýzy, acidogeneze, acetogeneze a methanogene-
ze1. Za každou fázi je zodpovědná specifická skupina  
mikroorganismů – hydrolytické fermentační a aceto-
genní bakterie, syntrofní acetogeny a methanogenní 
mikroorganismy, přičemž je důležitá jejich metabolická 
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součinnost. Všechny zmíněné fáze probíhají s různou  
kinetickou rychlostí, přičemž stupeň methanogeneze 
je nejpomalejší. Methanogeny jsou totiž pomalu ros-
toucí a citlivé na změny technologických parametrů. 
Činností všech zmíněných skupin mikroorganismů je 
komplexní organický substrát metabolizován přes řadu 
meziproduktů, H2, CO2, alkoholy a nižší mastné ky-
seliny, hlavně máselná a propionová, které jsou však  
nakonec přeměněny syntrofními acetogeny na přímý 
prekurzor tvorby methanu, kyselinu octovou. Methan 
tak může být tvořen methanogeny z omezeného 
množství substrátů, CO2 a H2, kyseliny octové a methyl 
sloučenin. 

Všechny možné reakce vedoucí k tvorbě methanu 
jsou uvedeny v Tabulce I1, základní charakteristiky ně-
kterých methanogenů v Tabulce II.2

Tabulka I. Reakce vedoucí k tvorbě methanu

4 H2 + CO2 → CH4 + 2 H2O

CH3COOH → CH4 + CO2

4 HCOOH → CH4 + 3 CO2 + 2 H2O

4 CH3OH → 3 CH4 + CO2 + 2 H2O

4 CO + 2 H2O → CH4 + 3 H2CO3

4 (CH3)N + 6 H2O → 9 CH4 + 3 CO2 + 4 NH3

2 (CH3)2NH + 2 H2O → 3 CH4 + CO2 + 2 NH3

4 (CH3)NH2 + 2 H2O → 3 CH4 + CO2 + 4 NH3

2 (CH3)S + 3 H2O → 3 CH4 + CO2 + H2S

4 Me0 + 8 H+ CO2 → 4 Me++ + CH4 + 2 H2O

Tabulka II. Základní charakteristiky vybraných methanogenů

Substrát
optimální  
teplota

(°C)
optimální pH

Methanobacterium bryantii H2/CO2 37 6.9 – 7.2

Methanobacterium formicicum H2/CO2, formate 37 – 45 6.6 – 7.8

Methanobacterium thermoalcaliphium H2/CO2 58 – 62 8.0 – 8.5

Methanothermobacter thermoautotrophicum H2/CO2 65 – 70 7.0 – 8.0

Methanothermobacter wolfeii H2/CO2 55 – 65 7.0 – 7.5

Methanobrevibacter smithii H2/CO2, formate 37 – 39 –

Methanobrevibacter ruminantium H2/CO2, formate 37 – 39 –

Methanothermus fervidus H2/CO2, formate 83 < 7

Methanothermococcus thermolithotrophicus H2/CO2, formate 65 –

Methanococcus valtaei H2/CO2, formate 35 – 40 6.0 – 7.0

Methanococcus vannielii H2/CO2, formate 65 7.0 – 9.0

Methanomicrobium mobile H2/CO2, formate 40 6.1 – 6.9

Methanolacinia paynteri H2/CO2 40 7.0

Methanospirillum hungatei H2/CO2, formate 30 – 40 –

Methanosarcina acetivorans methanol, acetate 35 – 40 6.5

Methanosarcina barkeri
H2/CO2, methanol, 

methyamines,  
acetate

35 – 40 5.0 – 7.0

Methanosarcina mazei methanol,  
methyamines, acetate 30 – 40 6.0 – 7.0

Methanosarcina thermophila
H2/CO2, methanol, 

methyamines,  
acetate

50 6.0 – 7.0

Methanococcoides methylutens methanol 42 7.0 – 7.5

Methanosaeta coccilii (soehngenii) acetate 35 – 40 7.0 – 7.5

Methanosaeta thermophila acetate 55 – 60 7.0
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Tabulka III. Taxonomie methanogenních Archeaí2,3

Domain Phylum Class Order Family Genus Species

Archaea
Methano- 
genic 
archaea

Methano-
bacteria

Methano- 
bacteriales

Methano- 
bacteriaceae Methanobacterium Methanobacterium formicicum

Methanobacterium  
thermoautotrophicum

Methanobacterium bryantii

Methanobrevibacter Methanobrevibacter ruminantium

Methanobrevibacter arboriphilus

Methanobrevibacter smithii (formly 
Methanobacterium ruminantium)

Methanosphera

Methanothermobacter

Methanothermaceae Methanothermus

 
 

Methano-
cocci

Methano- 
coccales

Methanocaldo- 
coccaceae Methanocaldococcus Methanocaldococcus infermus

Methanotorris

Methanococcaceae Methanococcus Methanococcus vannielli

Methanococcus voltae

Methanothermococcus

Methano-
microbia

Methano- 
cellales Methanocellaceae    

Methano-
microbiales

Methanocorpuscu-
laceae Methanocorpusculum

Methanomicrobia-
ceae Methanomicrobium Methanomicrobium mobile

Methanoculleus

Methanofollis

Methanogenium

Methanolacinia

Methanoplanus

Methanoregulaceae

Methanospirillaceae Methanospirillum Methanospirillum hungatei

Methano- 
sarcinales Methanosarcinaceae Methanosarcina Methanosarcina barkeri

Methanosarcina mazei

Methanosarcina acetivorans

Methanococcoides

Methanohalobium

Methanohalophilus

Methanolobus

Methanomethylovorans

Methanimicrococcus

Methanosalsum

Methanosaetaceae Methanosaeta

Methanothermo- 
coccaceae Methanotermococcus okinawensis

Methano-
pyri

Methano- 
pyrales Methanopyraceae    
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Mikrobiologie tvorby methanu – 
methanogenní Archeae

Methanogeny jsou mikroorganismy patřící do do-
mény Archeae. Mají vysoce specifické požadavky  
na substrát i životní podmínky a vzhledem ke svým 
vlastnostem se často stávají limitující skupinou celé-
ho anaerobního procesu. Zpracovávají omezené typy  
substrátů: hydrogenotrofní methanogeny tvoří methan 
ze směsi CO2 a H2, acetotrofní methanogeny zpraco-
vávají kyselinu octovou a substrátem mohou být také 
methylované sloučeniny, které jsou substrátem pro 
methylotrofní methanogeny2.

Acetotrofní methanogeny
Acetotrofní methanogeny metabolizují na methan 

kyselinu octovou podle dráhy na Obr. 2. Mezi nejvý-
znamnější acetotrofy patří mikroorganismy z  rodu 
Methanosarcinaceae a Methanosaetaceae. Jejich za-
stoupení je mimo jiné ovlivněno koncentrací NH3 a niž-
ších mastných kyselin. Zatímco při vysokých koncent-
racích těchto látek převládají Methanosarcinaceae, 
jejich počet s klesající koncentrací NH3 a nižších mast-
ných kyselin klesá a  začíná dominovat Methanosae‑
taceae. Obecně je možno říci, že vláknité acetotrofní 
methanogeny jsou na koncentraci amoniaku, sulfanu 
a nižších mastných kyselin mnohem citlivější než hyd-
rogenotrofní mikroorganismy nebo acetotrofové rodu 
Methanosarcinaceae8. Methanosarcinaceae se vysky-
tují ve formě nepravidelných shluků, které je chrání 
před nebezpečným chemickým prostředím. Obecně 
je však aktivita acetotrofů a methanogenů ovlivněna 
hlavně nedisociovanými formami těchto látek9.

Methanosaeta spp převládají při nízkých koncent-
racích kyseliny octové a v granulovaném kalu, zatím-
co Methanosarcinaceae spp. převažují při vysokých 

koncentracích kyseliny octové při nestabilním procesu 
a ve vločkovém kalu10,11.

Porovnáním mezofilních a  termofilních podmínek 
bylo zjištěno, že za termofilních podmínek zcela pře-
važují hydrogenotrofní methanogeny a  acetotrofní 
methanogeny rodu Methanosarcinaceae, zatímco ter-
mofilní Methanosaeta nebyly pozorovány. Důležitou 
úlohu sehrává rovněž koncentrace vodíku, kdy acetot-
rofní methanogeny mohou soutěžit s acetogeny2.

Obecně je tak možno říct, že Methanosarcineae pře-
važují ve společenství vločkových acetotrofních metha-
nogenů, při vysokých koncentracích kyseliny octové,  
za termofilních podmínek a v případech, kdy se během 
zapracování reaktoru vyskytly problémy. Methanosae‑
taceae, naopak převažuje za mezofilních podmínek  
ve formě granulovaného kalu, při nižších koncentra- 
cích kyseliny octové v  dobře zapracovaných reakto-
rech. Významnými parametry, které ovlivňují výskyt 
a  aktivitu acetotrofů jsou hydraulická doba zdržení 
(HRT), pH a teplota2.

Metabolické dráhy acetotrofních methanogenů jsou 
patrné z Obr. 1

Obr.  1. Metabolické dráhy acetotrofních methanoge-
nů. Upraveno podle4.

Obr.  2. Metabolické cesty methylotrofních methano-
genů. Upraveno podle4.
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Methylotrofní methanogeny
Methylotrofní methanogeny jsou třetí skupinou  

mikroorganismů, které tvoří methan. Jejich substráty 
jsou sloučeniny obsahující jeden atom uhlíku. Kromě 
methanolu, kyseliny mravenčí, methylaminů a methyl-
sulfidů, mohou metabolizovat rovněž některé methy-
lované ethanolaminy (N,N,N‑trimethylethanolamin 
a  N,N‑dimethylethanolamin), které jsou nejprve de-
methylovány druhy Methanococcoides, přičemž produ-
kované ethanolaminy jako meziprodukty jsou dále vy-
užity některými Clostridium spp. a sulfát‑redukujícími 
bakteriemi např.  Desulfofrigus12. Stejně je možné  
pomocí Methanococcoides spp. metabolizovat N,N, 
N‑trimethylglycine (Tabulka IV)13.

Metabolické cesty methylotrofních methanogenů 
jsou zobrazeny na Obr. 2.

Hydrogenotrofní methanogeny
Činnost hydrogenotrofních methanogenů je pro 

stabilitu celého procesu velice důležitá. Metabolizují  
vodík a CO2 na methan a udržují tak koncentraci vodí-
ku na úrovni, která umožňuje stabilní průběh celého 
anaerobního procesu. K  redukci CO2 nevyužívají jako 
elektron donor pouze vodík, ale také kyselinu mra-
venčí a  některé alkoholy. Redukce CO2 probíhá jako 
tzv.  Wolfův cyklus hydrogenotrofních methanogenů 
v několika krocích (Obr. 3).

Obr. 3. Wolfův cyklus redukce CO2 činností hydrogenotrofních methanogenů (MFR – methanofuran, H4MPT – te-
trahydromethanopterin, CoM – coenzym M, CoB – coenzym B, Fd – ferredoxin). Upraveno podle4,6,7.

Tabulka IV. Reakce methylotrofních methanogenů

4 (CH3)3N+CH2COO- + 2 H2O → 4 (CH3)2NH+CH2COO- + 3 CH4 + CO2

4 (CH3)3N+CH2COO- + 6 H2O → 4 NH3 + CH2COO- + 9 CH4 + 3 CO2

2 (CH3)2NH +CH2COO- + 2 H2O → 2 H3N+CH2COO- + 3 CH4 + CO2

4 (CH3)NH2
+CH2COO- + 2 H2O → 4 H3N+CH2COO- + 3 CH4 + CO2

4 (CH3)NH3
+ + 2 H2O → 4 NH4

+ + 3 CH4 + CO2
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Hydrogenotrofní methanogeneze začíná redukcí  
CO2 na formyl skupinu methanofuranu (formyl‑MFR) 
do které je zapojen jako elektronový přenašeč ferro-
doxin (Fd)4,5.

CO2 + H2 + MFR → formyl‑MFR + H2O 
ΔG0’ = 20 kJ/mol

H2 + Fdox → Fdred
2- + 2 H+

ΔG0’ = 16 kJ/mol

Fdred
2- + 2 H+ + CO2 + MFR → Fdox + 

+ formyl‑MFR + H2O 
ΔG0’ = 0 kJ/mol

Následně je formyl skupina transportována na elek-
tronový přenašeč tetrahydromethanopterin (H4MPT) 
a  dehydratována na methenyltetrahydromethanop-
terin (methenyl‑H4MPT). Elektron donor redukuje 
elektronový přenašeč koenzym F420 na F420H2 po-
mocí hydrogenáz, formate‑dehydrogenáz a  alkohol
‑dehydrogenáz. F420H2 potom slouží jako reduktant  
pro druhý stupeň redukce methenyl‑H4MPT na 
methylene‑H4MPT a  dále na methyl‑H4MPT. Methyl 
skupina je potom transportována na další elektronový 
přenašeč – sulfhydryl coenzyme M (HS‑CoM) a redu-
kována na CH4 za současné oxidace HS‑CoM a HS‑CoB 
za vzniku heterodisulfidu CoM‑S-S‑CoB. Následná 
elektronová bifurkace probíhá v komplexu heterodisul-
fid reduktázy, přičemž dochází k  redukci heterodisul-
fid CoM‑S-S‑CoB na regenerovaný HS‑CoM a HS‑CoB 
a oxidované formy ferrodioxinu Fdox na Fdred

2-, který je 
použit na redukci CO2 v prvním stupni celého cyklu.

Redukce heterodisulfidu CoM‑S-S‑CoB na regenero-
vaný HS‑CoM a HS‑CoB energeticky vyrovnává nedo-
statek energie u reakce tvorby formyl‑MFR4,5.

H2 + CoM‑S-S‑CoM → SH‑CoM + HS‑CoB 
ΔG0’ = – 55 kJ/mol

Biotransformace CO2 pomocí externího 
vodíku na biomethan

Jak již bylo řečeno, bioplyn obsahuje kromě methanu, 
který je energetickou složkou bioplynu sloužící k výro-
bě elektrické energie a tepla, také nemalý podíl oxidu 
uhličitého. Jeho zastoupení závisí na složení zpracová-
vaného substrátu a  na technologických parametrech 
celého procesu. Biomethanizace je slibnou technologií 
pro zušlechťování bioplynu a alternativním přístupem 
k  získání většího množství energie, kterou lze využít  
ve stávajících distribučních sítích zemního plynu.

Zvýšení podílu methanu v  bioplynu lze dosáhnout 
biokonverzí CO2 za přítomnosti externě dodávaného 
vodíku na biomethan právě činností hydrogenotro-
fních methanogenů podle Sabatierovy reakce, kdy je  
na 1 mol CO2 třeba dodat 4 moly H2.

4 H2 + CO2 → CH4 + H2O
V anaerobní kultuře se za daných podmínek mohou 

vyskytovat také homoacetogenní bakterie. Methan je 
pak produkován buď přímo činností hydrogenotrof-
ních methanogenů z vodíku a CO2 a  jednak nepřímo 
prostřednictvím homoacetogenů. Ty metabolizují H2 
a  CO2 na kyselinu octovou, která je substrátem pro 
acetotrofní methanogeny.

4 H2 + 2 HCO3
- + H+ → CH3COO- + 4 H2O

Pokud chceme považovat vzniklý biomethan za ob-
novitelný zdroj energie, je třeba k redukcí CO2 použít 
tzv.  zelený vodík, tedy vodík vyrobený elektrolýzou 
vody elektrickou energií pocházející z  obnovitelných 
zdrojů (solární, větrné, vodní elektrárny). Ty produkují 
energii v závislosti na počasí a vzhledem k nevyrovna-
nému poměru výroby a její spotřeby může dojít k její-
mu přebytku. Ten je potom vzhledem k jeho záporné 
ceně vhodné využít k výrobě zeleného vodíku.

Dodávání vodíku do anaerobní fermentace je v  zá-
sadě ovlivněné a omezeno dvěma zásadními limitace-
mi – metabolickou a fyzikálně‑chemickou.

Metabolická limitace úzce souvisí s metabolismem 
syntrofních acetogenů, pro něž je zvýšený parciální 
tlak vodíku inhibiční. Tyto mikroorganismy za těchto 
podmínek nedokáží přeměňovat kyseliny propionovou 
a máselnou na kyselinu octovou, která je substrátem 
pro důležitou skupinu acetotrofních methanogenů.  
Je tak ovlivněna účinnost rozkladu původního substrá-
tu a tím i výtěžnost bioplynu z něj. Během tohoto pro-
cesu se také může vzhledem ke spotřebě CO2 význam-
ně zvýšit pH až nad 8, což opět zpomaluje některé 
mikrobiální procesy, zejména methanogenezi, protože 
optimální pH methanogenů se nachází v úzkém roz-
mezí kolem pH 7. V reaktorech, do nichž je za účelem 
vzniku biomethanu dodáván externě vodík, je význam-
ně modifikována mikrobiální komunita.

Kromě metabolické limitace je třeba vzít v  úvahu 
rovněž fyzikálně‑chemické omezení, spočívající v  roz-
pustnosti vodíku do kapalné fáze. Rychlost přestupu 
vodíku lze vyjádřit vztahem

rt = 22,4 kLa(H2gTh – H2)
kde
rt  – rychlost přestupu vodíku z  plynné do kapalné 

fáze – L/(L·d),
H2gTh – teoretická hodnota rozpustnosti vodíku podle 

Henryho zákona,
H2 – měřená hodnota rozpuštěného vodíku,
kLa – koeficient přestupu vodíku do kapalné fáze.

Hodnotu kLa a tím i rychlost přestupu vodíku je mož-
no zvýšit mícháním směsi a vhodným zařízením pou-
žitým pro dávkování vodíku do reaktoru. Např. zvýše-
ní rychlosti míchání z  500 min-1 na 800 min-1 umož-
nilo navýšení zatížení reaktoru vodíkem ze 6 L/(L·d)  
na 24 L/(L·d) a dosáhnout obsahu methanu v bioply-
nu 90 %14. Ke zlepšení přestupu vodíku z plynné do 
kapalné fáze a zároveň minimalizování obsahu vodíku  
ve zušlechtěném bioplynu je možné k  dávkování  
vodíku do systému s úspěchem použít membránové 
moduly15.

Technologická uspořádání biologické 
konverze CO2 z bioplynu

Způsob, jakým je do systému dodáván vodík, určuje 
následně technologické uspořádání celého procesu.

In ‑situ uspořádání spočívá v přímém dávkování vo-
díku do anaerobního fermentoru, ve kterém probíhá 
anaerobní rozklad organického substrátu a  produkce 
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bioplynu (Obr. 4). Výsledným produktem je zušlechtě-
ný bioplyn obsahující asi 80 % methanu. Vyšších kon-
centrací je jen těžko možno dosáhnout, protože zvýše-
ná koncentrace vodíku může vést k inhibici anaerobní 
kultury, zejména syntrofních acetogenů, jak bylo po-
psáno výše.

Při ex ‑situ uspořádání je CO2 nejdříve z bioplynu vy-
prán v  pračce plynu. Vypírací kapalina obsahující za-
chycený CO2 je následně vedena do externího bioreak-
toru. Ten je konstruován jako skrápěná kolona, ve které 
je na nosičích imobilizována kultura hydrogenotrofních 
methanogenů (Obr. 5). Tuto biokonverzi je tedy mož-
no lépe řídit bez omezení pro biokulturu produkující  
bioplyn. Vzhledem k  možnosti vyššího zatížení vo-
díkem je tak možno dosáhnout i  vyšší koncentrace 
methanu ve zušlechtěném bioplynu, a  to více než 
95 %. To odpovídá legislativním požadavkům na pří-
padné vtláčení tohoto plynu do sítě zemního plynu. 
Jedním z velmi důležitých faktorů, které je třeba hlídat 
je rozpustnost plynů, zejména CO2 a H2, závisející hlav-
ně na teplotě. V případě termofilního procesu (55 °C) 
probíhají sice rychleji biologické procesy, za to se však 
snižuje rozpustnost plynů v  kapalině oproti procesu 
mezofilnímu (36 °C).

Kombinací obou uvedených technologických sché-
mat je hybridní uspořádání, kdy je do anaerobního 
reaktoru vedena jen část vodíku tak, aby nedošlo 
k  poškození biokultury. Bioplyn částečně obohacený 
o  biomethan je potom veden do externího bioreak-
toru, kam je dávkována druhá část vodíku. Hovoříme 
o hybridním uspořádání.

Biologická konverze CO2 z jiných zdrojů
Kromě CO2 obsaženého v  bioplynu je možné vyu-

žít tuto biotechnologii i  pro CO2 z  jiných zdrojů. Lze 
sem zařadit i CO2, který je získán z bioplynu fyzikálně
‑chemickými metodami (Obr.  6). Jedná se o  úpravu 
bioplynu na biomethan odstraněním CO2. Mezi nejroz-
šířenější metody separace CO2 z bioplynu patří mem-
bránová separace, adsorpce na různých sorbentech – 
PSA (presure swing adsorption), absorpce ve vodě 
a  dalších rozpouštědlech nebo kryogenní separace. 
Jedná se o metody účinné, ale investičně i provozně Obr. 5. Technologické uspořádání ex ‑situ

Obr. 6. Odstraňování CO2 z bioplynu abiotickou cestou

Obr.  4. Technologické uspořádání biomethanizace  
in ‑situ
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Souhrn
Methanogenní Archeae hrají významnou roli ve společenství mikroorganismů, které za anaerobních podmínek metabolizují orga-
nický substrát na plynný produkt – bioplyn. Vzhledem k jejich metabolismu se jedná o citlivé mikroorganismy, které vyžadují striktní  
anaerobní podmínky, stálou teplotu a pH a další technologické parametry. Methanogeny zpracovávají celou řadu substrátů, podle 
jejich metabolismu je dělíme na hydrogenotrofní, acetotrofní a methylotrofní. Velký význam v současné době energetických změn, 
které kladou důraz na zelenou energii, představují hydrogenotrofní methanogeny. Ty jsou v přítomnosti externího vodíku schopny 
redukovat CO2 obsažený vedle CH4 v bioplynu. Vznikající biomethan tak zvyšuje energetickou výtěžnost bioplynu.
Klíčová slova: hydrogenotrofní, acetotrofní, methylotrofní, methanogeny, bioplyn, biomethan

Summary
Methanogenic Archeae play an important role in the community of microorganisms that metabolize organic substrate inder anaero-
bic conditions into a gaseous product – biogas. Due to their metabolism, they are very sensitive microorganisms that require strictly 
anaerobic conditions, constant temperature and pH and other technological parameters. Methanogens process a wide range of 
substrates and are classified as hydrogenotrophic, acetotrophic and mathylotrophic according to their metabolism. Hydrogenotrophic 
methanogens are of great importance in the current area of energy change that ephasizes green energy. In the presence of external 
hydrogen, these can reduce CO2 containd alongside with CH4 in biogas. The resulting biomethane thus increases the energy yield of 
biogas.
Keywords: hydrogenotrophic, acetotrophic, methylotrophic, biogas, biomethane

velmi finančně náročné. Navíc neřeší problém, jak na-
ložit s odstraněným oxidem uhličitým. Ten je následně 
možné použít právě pro jeho biokonverzi s  vodíkem  
na methan. Kromě toho jako zdroj CO2 mohou slou-
žit odpadní plyny z  různých fermentačních výrob, 
např. z výroby ethanolu.

Závěr
Biotechnologie tvorby bioplynu anaerobní fermenta-

cí organických látek obsažených v čistírenských kalech 
a organických odpadech poskytuje cenný zdroj obno-
vitelné energie. Nedílnou součástí mikrobiálního kon-
sorcia jsou methanogenní Archeae, bez jejichž činnos-
ti by energetická složka bioplynu, methan, nevznikla. 
Jsou to mikroorganismy velmi citlivé na životní pod-
mínky a  jakékoliv citelnější změny v  technologických 

parametrech, zejména mimo jejich optimální teplotu, 
pH, zatížení atd. mohou vést ke zhroucení celého pro-
cesu. Je tedy třeba se na tuto technologii dívat skrze 
požadavky těchto mikroorganismů.

Významnou roli hrají tyto mikroorganismy při zu-
šlechťování bioplynu na biomethan jako alternativního 
paliva k  zemnímu plynu. A  to buď biologickou kon-
verzí CO2 přímo v  bioplynu nebo CO2 odstraněného  
z  bioplynu různými abiotickými metodami. Kromě 
toho se jako vhodný zdroj jeví i plynné produkty fer-
mentačních výrob, např. z výroby ethanolu.
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KALMODULIN – STRUKTURNĚ FUNKČNÍ POPIS  
A JEHO ROLE V BAKTERIÁLNÍ PATOGENESI
Vladimír Ondruška, Věra Černá, Miroslav Šulc
Katedra biochemie, Přírodovědecká fakulta Univerzity Karlovy, miroslav.sulc@natur.cuni.cz

Úvod – funkce Kalmodulinu
Kalmodulin (CaM, z  angl. CALcium MODULated 

proteIN) je evolučně velmi konzervovaný a široce roz-
šířený cytosolární protein. Je exprimován ve většině 
typů eukaryotních buněk a  tvoří až 0.1 % všech pro-
teinů. Účastní se celé řady regulací či modulací bu-
něčných dějů díky své interakci s cílovou proteinovou 
molekulou, která je iniciována změnou intracelulární 
koncentrace vápenatých iontů (Ca2+). Mezi ovlivňova-
né buněčné procesy můžeme zařadit regulaci metabo-
lismu či svalové kontrakce, vnitrobuněčnou signalizaci, 
regulaci synaptické plasticity, syntézy neurotransmi- 
terů a hormonů, regulaci zánětlivé a imunitní odpově-
di, dlouhodobé zesílení signalizace, regulaci apoptózy, 
buněčné proliferace a  fertilizace, regulaci buněčného 
cyklu, ale i  příklady možného zneužití působení kal-
modulinu v procesu bakteriální patogenese virulentní-
mi faktory patogenních mikroorganismů.1,2,3

K jeho interakčním partnerům, které pozitivně ovliv-
ňuje a aktivuje řadíme mnoho enzymů: např. adenylát-
cyklasu, CaM dependentní proteinkinasu II, Ca2+/CaM 
kinasy (CAMK, např. lehkého řetězce myosinu) či rost-
linnou NAD+ kinasu, nukleotid fosfodiesterasy, fosfo-
rylasy, Ca2+/Mg2+ ATPasy, iontové kanály a akvaporiny 
(např.  na vápníku závislé draselné kanály). Současně 
CaM funguje jako senzor vápníku modulující kontak-
ty endoplasmatického retikula s ostatními organelami 
(např.  při tvorbě autofagosomů), či spolu s  proteiny 
centrinem a centrosomovým proteinem (CP110) regu-
luje cyklus centrosomu, cytokinesi a genomovou sta-
bilitu.1,3

Kalmodulin – strukturně funkční popis 
a interakce

Primární sekvence kalmodulinů jsou z pohledu me-
zidruhového srovnání silně konzervované (při srovnání 
lidské a rostlinné sekvence dosahuje hodnota identity 
90 %). Tento poměrně malý protein tvořený v lidském 
organismu 148 aminokyselinami (přibližně 16.8 kDa) 
je kódován u  člověka třemi geny na chromosomech 
14, 2 a 19 (isoformy 1, 2 a 3). Ve své primární sekvenci 
obsahuje více jak 30% kyselých aminokyselin, aspartát 
a glutamát, což koresponduje s nízkou hodnotou iso-
elektrického bodu (CALM1_HUMAN, P0DP23, teore- 
tická hodnota pI 4.09). V lidském organismu byla po-
psána řada post‑translačních modifikací CaM, mezi 
které patří odštěpení N‑terminálního methioninu,  
následná acetylace takto vzniklého N‑terminálního 
alaninu a epsilon aminoskupiny v postranním řetězci 
lysinu v pozici 22 a 95, methylace epsilon aminosku-
piny v postranním řetězci lysinu v pozici 116 (až třemi 
methylovými skupinami), tvorba isopeptidové vazby 
(Lys v pozici 22 s C‑terminálním Gly proteinu SUMO), 

a  několik fosforylací hydroxy skupin v  postranním  
řetězci serinu, threoninu či tyrosinu.3 Dominantní  
sekundární strukturou je alfa‑helix, který tvoří čtyři  
supra‑sekundární uspořádání „helix‑loop‑helix“, 
tzv.  „EF‑hand“, kde každé koresponduje s  jedním va-
zebným místem pro vápenatý iont. Vazebná místa 
poskytují hodnotu disociační konstanty pro Ca2+ iont 
cca  10−6  M (intracelulární cytosolární koncentrace 
vápníku je 0.1 mM, zatímco extracelulární plasmatická 
koncentrace je přibližně 1.4 mM).4 Překvapivě nemají 
všechna vazebná místa shodnou afinitu pro vazbu Ca2+ 
iontů a  C‑koncová doména má vyšší vazebnou afi- 
nitu než N‑terminální vazebná doména.5 Celá moleku-
la CaM v  relaxovaném uspořádání je tvořena dvěma 
globulárními doménami (každá obsahuje dvě vazeb-
ná místa pro vápenaté ionty), propojenými flexibilním 
centrálním raménkem. Každé jednotlivé vazebné mís-
to pro vápenaté ionty je tvořeno v primární sekvenci 
přibližně 12za sebou jdoucími převážně negativně 
nabitými aminokyselinami (kromě již zmiňovaných ky-
selin – asparagové a glutamové – se vyskytuje i aspa-
ragin). Po vazbě Ca2+ iontů se tvoří v N- a C‑koncové 
doméně CaM dvojice strukturního motivu „helix‑loop
‑helix“ okolo každého Ca2+ iontu na obou koncích spo-
jovacího páteřního hydrofobního helixu a tato konfor-
mační změna a flexibilita tohoto spojovacího raménka 
vede k  vazbě na amfifilně‑bazické povrchové helixy 
celé řady proteinů, které patří mezi interakční partne-
ry CaM.2 Kalmodulin samotný nemá žádnou známou 
enzymovou aktivitu a je tedy jen přenašečem signálu 
zvýšené cytosolární koncentrace Ca2+ iontů. Z pohledu 
kinetiky tvorby komplexu Ca2+/CaM by byl kalmodulin 
nejspíše špatným buněčným receptorem Ca2+, nicmé-
ně jeho afinita k vápenatému iontu výrazně roste v pří-
tomnosti cílového proteinového ligandu – interakční-
ho partnera CaM, kdy dochází k  termodynamickému 
párování a  tvorbě komplexu Ca2+/CaM přizpůsobené 
přítomností konkrétní cílové molekuly.6

Kalmodulin je schopný interakce s celou řadou pro-
teinů (interakčních partnerů) obsahující doménu vá-
zající CaM, která může v  sekvenci obsahovat tři typy 
vazebných motivů. Při vazbě se kromě konformační-
ho mechanismu uplatňuje i  vzájemně vyvolané kon-
formační změny.7 První z vazebných motivů pro CaM, 
který je nezávislý na vazbě Ca2+ iontů, je označován 
jako IQ motiv podle nejčastěji se vyskytujících amino-
kyselin na začátku jeho sekvence. V motivu je varia-
bilně přítomný isoleucin následovaný konzervovaným 
glutaminem, který v  sekvenci 14aminokyselin obsa-
huje pozičně konzervované umístění bazických a hyd-
rofobních aminokyselinových zbytků (celý konsensu-
ální motiv obsahuje sekvenci [FILV]Qxxx[RK]Gxxx[RK]
xx[FILVWY]). Ostatní dva vazebné motivy, které jsou 
závislé na vazbě Ca2+ iontů, obsahují konzervované 
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umístění hydrofobních aminokyselin v  pozicích 1-14 
nebo 1-5-10-15.1,8 IQ motiv je přítomný například u re-
gulační domény myosinu z měkkýšů, u  kterých k  re-
gulaci stahu kosterního svalstva nedochází na rozdíl  
od obratlovců pomocí systému tropomyosin‑troponin.9 
Dalším zástupcem je neurogranin, kde inhibice jeho 
postsynaptické funkce je zprostředkována zabráněním 
vazby CaM díky fosforylaci jeho zmíněného IQ motivu 
pomocí protein kinasy C.10

Mezi nejznámější interakční ligandy CaM závislé  
na přítomnosti vápenatých iontů patří kinasa lehkého  
řetězce myosinu (MLCK, z  angl. myosin light‑chain 
kinase). Vazba CaM na tuto MLCK kinasu vede k  její 
aktivaci s následnou fosforylací lehkého řetězce myo-
sinu a  aktivaci kontrakce hladkého svalstva.11 Vazba 
CaM ovlivňuje také enzymovou aktivitu kinasy fos-
forylasy, která aktivuje glykogen fosforylasu, která je 
poté schopná katalyzovat fosforolytické odštěpování 
glukosa-1-fosfátu z  glykogenu, nebo ovlivňuje GAP-
43 (z  angl. „growth‑associated protein“), Ca2+/CaM
‑závislou protein kinasu II, fosfatasu atd.12,13,14 Kalmo-
dulin také hraje klíčovou roli v blokaci funkce hormonu 
kalcitoninu a  tak je schopen ovlivnit hladinu vápena-
tých iontů v krvi, ale současně CaM aktivovaný vazbou 
Ca2+ iontů může inhibovat vápníkové kanály v mem-
bráně sarkoplasmatického retikula (ryanodinový re-
ceptor) a tak zabránit transportu Ca2+ iontů z cytosolu 
do endoplasmatického retikula.15

Kalmodulin – příprava preparátů 
a výzkum jejich aktivity

Pro izolaci CaM či jeho částečně načištěných frakcí 
z nativního biologického materiálu byla od 70. let mi-
nulého století použita celá řada technik a  biologická 
aktivita frakce obsahující CaM byla obvykle demon-
strována či testována na změně enzymové aktivity 
vazebného proteinu (např.  cyklické 3’,5’-nukleotid  
fosfodiesterasy).16 V  prvopočátcích byl purifikační  
proces kombinací srážení sulfátem amonným, ná-
sledné gelově permeční, adsorpční (fosfát vápenatý/
hydroxylapatit) a  poté aniontově výměnné ionexové 
chromatografie (např.  purifikace CaM z  lidského/pra-
sečího/hovězího mozku, rostlinného materiálu, hub 
či korálů).16,17,18,19 Případně k  dalšímu nabohacení byl 
použit krok afinitní chromatografie s využitím perfena-
zinu či flufenazinu jako ligandu navázaného na chro-
matografický nosič.20,21 Následně byl izolační postup 
optimalizován s  využitím hydrofobní chromatografie 
na fenyl‑Sepharose a testován pro izolaci CaM z celé 
řady fylogeneticky odlišných druhů a po detailní cha-
rakterizaci a sekvenčním srovnáním byla zjištěna velká 
míra mezidruhové sekvenční homologie. Dalším kro-
kem ve výzkumu byla purifikace proteinů interagují-
cích s CaM a studium a charakterizace těchto interakcí  
pomocí připravených afinitních chromatografických 
nosičů s vázanými purifikovanými preparáty CaM s po-
užitím CNBr aktivované Sepharosy.19

V dnešní době je CaM většinou purifikován s využi-
tím změny hydrofobicity proteinu spojené se strukturní 
změnou po vazbě vápenatých iontů z rekombinantně 
exprimované bakteriální kultury. Exprese proteinu pro-

bíhá při nižší teplotě, cca při 25 °C po dobu 20 hodin, 
bez post‑translačních modifikací. Po sklizení bakte- 
riální kultury E.coli centrifugací je CaM izolován z cyto-
solu po lýzy buněk, které předchází štěpení buněčné 
stěny s využitím lysozymu (50 μg/ml, 50 mM Tris‑HCl 
(pH  7.5), 1-2  mM EDTA, 0.2-2  mM redukční činidlo, 
např.  β‑merkaptoethanol či DTT, 0.1-0.5  mM PMSF, 
pH  7.0-7.2) s  následným zamražením (teplota -20 °C 
přes noc) a alternativně zařazeným krokem sonikace 
po rozmražení (opakovaná pulsní sonikace sondou  
za stálého chlazení). Po centrifugaci, je supernatant 
titrován vápenatými ionty na ledu (finální koncentra-
ce 5 mM CaCl2) a následuje hydrofobní chromatogra-
fie na fenyl‑Sepharose ekvilibrované 50 mM Tris‑HCl, 
100 mM NaCl, 5 mM CaCl2 pH 7. 0. Vazba CaM z pro-
teinového preparátu na nosič je umožněna struktur-
ní změnou CaM po vazbě Ca2+ iontů, kdy se odkrývá 
hydrofobní spojovací alfa‑helix. Následně je kolona 
promyta stejným pufrem s 5x nižší koncentrací vápe-
natých iontů a  následuje další odmytí nespecificky  
vázaných kontaminujících proteinů pufrem s  5x nižší 
koncentrací vápenatých iontů a  5x vyšší koncentra-
cí NaCl (50 mM Tris‑HCl, 500 mM NaCl, 1 mM CaCl2 
pH 7.0). K eluci CaM je použit pufr bez vápníku s pří-
tomným chelatačním činidlem schopným CaM odebrat 
všechny vázané ionty (50 mM Tris‑HCl, 100 mM NaCl, 
2 mM EDTA pH 7.0). Jako finální purifikační krok bývá 
po koncentraci spojených frakcí z hydrofobní chroma-
tografie zařazena gelová permeační chromatografie 
(např. SEC-70, BioRad), která může být využita kromě 
purifikace i pro výměnu pufru a probíhá při vyšší kon-
centraci soli (150-250 mM NaCl), v redukčním prostře-
dí a v přítomnosti 1-2 mM CaCl2, případně následuje 
dialýza v přítomnosti chelatačních činidel s cílem od-
stranění proteinově vázaných vápenatých iontů.

Vápník – jeho funkce v buňce  
a interakce s kalmodulinem

Jak již bylo řečeno, koncentrace vápenatých iontů je 
výrazně odlišná ve vnitrobuněčném cytosolu (basál-
ní koncentrace je přibližně 0.1  mM) a  v  extracelulár-
ním prostoru (přibližně 1 mM). Její hodnota se může 
měnit v  čase v  závislosti na regulaci vnitrobuněčné 
signalizace a  může dojít k  10-100  násobnému zvý-
šení cytosolární koncentrace v  závislosti na regulaci 
buněčné funkce.22 Většina vápenatých iontů vstupuje 
do buňky skrze vápníkové kanály řízené především na-
pětím na membráně (z angl. voltage‑gated channel), 
vazbou ligandu (z  angl. ligand‑gated channel), nebo 
pomocí kombinace obou procesů pro přesnou kont-
rolu toku iontů. U potenciálově excitovatelných buněk 
(např. kosterní nebo srdeční svalové buňky a neurony) 
vede depolarizace membrány ke krátkodobému ná-
růstu intracelulární koncentrace Ca2+ iontů až k hod-
notě 1 mM. Mezi tyto typy vápníkových kanálů řadíme:  
(i) L‑typ (L z angl. „Long‑Lasting“), které se vyskytují 
v celé řadě buněk v  lidském těle, (ii) T‑typ (T z angl. 
„Transient“), které se nacházejí kromě neuronů v os-
teocytech a  thalamu, (iii) N‑typ (N z angl. „Neural“), 
s výskytem v centrálním a periferním nervovém systé-
mu, (iv) R‑typ (R z angl. „Residual“), který byl nalezen 
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v  neuronech, a  (v) P‑typ (P z  angl. „Purkyně“/Q‑typ) 
přítomný v Purkyňových buňkách a granulocytech mo-
zečku.23

Mezi ligandy/receptory řídící funkci vápníkových 
kanálů patří IP3 receptor (inositol 1,4,5-trifosfát), kte-
rý je součástí transdukční dráhy receptorů spojených 
s  G‑proteiny, a  ryanodinový receptor (CICR, z  angl. 
„Calcium Induced Calcium Release“), který regulu-
je uvolnění vápníku z  lumen endoplasmatického/
sarkoplasmatického retikula ve svalových buňkách.24 
Dále mezi ně patří adenin dinukleotid fosfát kyseliny 
nikotinové a  fosfolipasa A2beta ovlivňující TPC kanál 
(z  angl. „Two‑Pore Channel“) v  endosomální/lysoso-
mální membráně schopný přenosu sodných, vápena-
tých a potenciálně i vodíkových iontů.25 V plasmatic-
ké membráně je přítomný transportér „store‑operated 
channel“, který zprostředkovává cytoplasmatickou 
signalizaci nezávislou na čerpání vápníku z endoplas-
matického/sarkoplasmatického retikula.26 Mezi další 
sloučeniny, které jsou schopné ovlivnit funkci vápníko-
vých kanálu L‑typu, patří syntetické molekuly využíva-
né farmakologicky jako jejich blokátory (např. zástupci 
dihydropyridinů, fenylalkylaminy a  benzodiazepiny), 
které redukují transport vápníku do buněk hladkého 
svalstva srdeční či cévní stěny, a proto se užívají jako 
léčiva na snížení krevního tlaku.27

Signalizací přes změnu cytosolární koncentrace vá-
penatých iontů funguje známá regulační dráha fosfo-
lipasy C (PLC). Receptory spojené G‑proteiny či tyro-
sinkinasami aktivují PLC, která hydrolyzuje fosfatidyl 
inositol 4,5-bisfosfát na IP3, který indukuje vylití Ca2+ 
iontů membránovým kanálem z  endoplasmatické-
ho retikuka, a diacylglycerol aktivuje proteinkinasu C 
(PKC). Mezi další signalizace, kde ionty Ca2+ hrají roli 
druhého posla, patří aktivace proteinu kalmodulinu, 
který po vazbě iontů Ca2+ vytváří komplex Ca2+/CaM 
schopný interakce: (i) přímo s efektorovými proteiny, 
nebo (ii) s Ca2+/CaM závislými kinasami (CaMK), které 
patří mezi Ser/Thr kinasy, jejichž fosforylačním místem 
jsou postranní řetězce serinu nebo threoninu efektoro-
vých proteinů.28 Mezi nejvýznamnější členy této rodiny 
patří Ca2+/CaM závislé proteinkinasy kinasy (CaMKK), 
a dále CaMKI a CaMKIV, které jsou součástí CaMK kas-
kády. Mezi ostatní členy této rodiny patří již zmíněná 
kinasa myosinu MLCK nebo CaMKII a CaMKIII. Pro po-
slední zmíněnou CaMKIII byl dosud popsán jediný sub-
strát – elongační faktor 3.29 Z uvedené rodiny CaMKK 
byly u savců v cytoplazmě a jádru popsány dosud dvě 
isoformy označované jako CaMKK1 a CaMKK2, jejichž 
aktivace je odlišná.30 U  CaMKK1 závisí výhradně na 
vazbě Ca2+/CaM komplexu. CaMKK je autoinhibována 
prostřednictvím svého C‑koncového úseku (CAMKK 
sekvence v pozici 435-440), který je schopný interak-
ce s vysoce konzervovanou oblastí přibližně 250ami-
nokyselin tvořící kinasovou doménu. Ta je tvořená 
vazebnými doménami pro ATP a  substrát, které jsou 
propojeny malou spojovací oblastí.31,32 Po vazbě Ca2+/
CaM komplexu na svou vazebnou doménu CaMKK, 
která se částečně překrývá s autoinhibiční doménou, 
může dojít k uvolnění autoinhibiční domény z kinaso-
vé domény CaMKK a tato strukturní změna se projeví 
plně funkční kinasovou aktivitou. Naproti tomu CAM-

KK2 obsahuje N‑koncovou sekvenci v úseku 129-151, 
která může potlačit autoinhibiční schopnosti svého C
‑koncového úseku, a  tedy způsobí kinasovou aktivitu 
CaMKK2 nezávislou na interakci s  komplexem Ca2+/
CaM.30 Fosforylace obou isoforem CaMKK pomocí pro-
tein kinasy A na Ser458 brání vazbě Ca2+/CaM kom-
plexu na její vazebnou doménu a negativně ovlivňuje 
kinasovou aktivitu CaMKK.33 Aktivovaná CaMKK má 
celou řadu substrátů, jako je CaMKI, CaMKIV, protein 
kinasa B a proteinkinasa aktivovaná AMP.30 Vápník je 
tedy široce rozšířená signalizační molekula, která hraje 
roli druhého posla v regulaci řady fyziologických dějů  
od svalové kontrakce, neuronální transmise, buněčné-
ho pohybu, fertilizace, proliferace, regulace neuroge-
nese a synaptické plasticity, a v případě vysoké cytoso-
lární koncentrace je i příčinou buněčné apoptosy.34,35 
Nicméně nesmíme zapomínat i na další biochemické 
funkce vápníku jako je regulace enzymové aktivity, 
permeability iontových kanálů a  iontových pump či 
ovlivnění cytoskeletu.28,36

Kalmodulin – role v bakteriální 
patogenesi (příklad černého kašle, 
Bordetella pertusis)

Celá řada bakteriálních patogenů produkuje širokou 
škálu virulentních faktorů, které se podílejí na interak-
ci patogen‑hostitel: (i) umožňují bakterii kolonizovat 
vhodné místo v  hostiteli, (ii) participují na rozhraní 
patogen‑hostitel (např.  filamentosní hemaglutinin, 
FHA), (iii) umožňují u intracelulárních patogenů vstou-
pit či opustit buňky hostitele, (iv) poskytují bakterii 
nutriční výhodu či živiny na úkor hostitele (např. pro-
dukce sideroforů pro zisk iontů železa), (v) způsobu-
jí přežití patogenu v  hostiteli a  poskytují možnost 
uniknout obrannému systému hostitele díky imuno-
supresi a vyhnutí se buněčnému imunitnímu systému 
(např.  adenylát cyklasový toxin, CyaA), (vi) umožňují 
bakterii produkovat toxiny způsobující toxickou reakci 
či nemoc organismu (např. adenylát cyklasový a per-
tusový toxin). Poslední kategorie uvedených virulent-
ních faktorů patří k  početně největší a  lze ji rozdělit 
do dvou skupin na endo a exo toxiny. Molekuly exo-
toxinů s aktivní sekrecí vykazují celou řadu aktivit od 
inhibice klíčových biochemických metabolických drah 
cílových buněk až po schopnost způsobit vážné poško-
zení buněk či tkání hostitele pomocí cytotoxické ak-
tivity (např. neurotoxiny, hepatotoxiny a enterotoxiny). 
Exotoxiny patří k extrémně imunogenním molekulám, 
které aktivují humorální odpověď imunitního systému 
produkcí protilátek proti dané molekule toxinu.37

Gram negativní, obligatorně aerobní, patogenní 
kokobacil,  Bordetella pertusis, je příčinou v  posled-
ní době se šířícího onemocnění známého jako černý 
kašel nebo pertuse. Bakterie jsou rozptýleny ve vzduš-
ném aerosolu a po inkubační době 6-20 dní od vstu-
pu do dýchacích cest dochází k  postupné kolonizaci  
respiračního systému s typickým projevem přerušova-
ného, suchého, dávivého kašle s typickou nemožností 
nádechu, kdy tento stav může vyvrcholit až násled-
ným dávením. Infekce se většinou objevují u malých 
dětí do věku jednoho roku bez imunizace, či u jedinců 
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s  porušenou imunitou. Původní vakcinace usmrce-
ným mikroorganismem byla nahrazena acelulární vak-
cínou (v  dnešní době v  ČR např.  hexavakcína), která 
výrazně snižuje druhotné negativní účinky imunizace 
se zachováním snížení mortality onemocnění spolu 
s omezením propuknutí onemocnění v populaci.38,39,40 
Mezi virulentní faktory této bakterie patří adenylát 
cyklasový toxin (CyaA) a pertusový toxin, filamentóz-
ní hemaglutinin (FHA), pertaktin, fimbrie a tracheální 
cytotoxin.41 Bakterie B. pertusis infikuje hostitele a ko-
lonizuje epiteliální buňky dýchacích cest a plic pomocí 
adhesinu, proteinu FHA (220  kDa), který je schopný 
vazby minimálně čtyřmi vazebnými doménami s  ce-
lou řadou buněčných povrchů a vazebných partnerů/
receptorů. Je schopný adherence i na cilie epiteliálních 
buněk respiračního traktu obsahující sialované cuk-
erné zbytky a  tak zabrání mechanickému odstranění 
z  respiračního traktu působením tohoto řasinkového 
epitelu. Kromě tohoto děje byla popsána i  interakce 
FHA s vlastním adenylát cyklasovým toxinem CyaA.42 
Tento bifunkční toxin CyaA (178 kDa, 1706 aminoky-
selin s  post‑translační modifikací dvou lysinů palmy-
toylací, Lys860 a Lys983) obsahuje N‑terminální ade-
nylát cyklasovou doménu třídy II sensitivní k  vazbě 
CaM (sekvence 1-373). Následuje centrální hemoly-
sinová doména schopná formovat transmembránové 
póry (sekvence 500-700, stimulace influxu Ca2+ iontů).  
Na C‑konci je doména obsahující 42 repetitivních se-

kvencí, které jsou schopné vazby vápenatých iontů, 
následovaná sekrečním signálem pro sekreční systém 
typu I. Tento toxin po pravděpodobné interakci s bu-
něčným receptorem (např. komplementový receptor 3 
nebo integrin CD11b/CD18) prochází přímo povrchem 
membrány a  translokuje svojí N‑terminální adenylát 
cyklasovou doménu (40 kDa) do cytosolu napadené 
buňky, kde je aktivována její enzymová adenylát cyk-
lasová aktivita vazbou buněčného CaM aktivovaného 
současným influxem Ca2+ iontů skrze transmembráno-
vé póry centrální hemolysinové domény toxinu CyaA, 
což vede k  následné nekontrolované přeměně ATP 
za vzniku cAMP.43,44 Nárůst koncentrace této klíčové 
signalizační molekuly následně vede například ke ztrá-
tě baktericidní aktivity fagocytujících buněk.45 Podrob-
ný strukturní model interakce C‑terminální části CaM 
s  adenylát cyklasovou doménou CyaA (obrázek 1 A), 
nebo CaM s vazebným peptidem MLCK (obrázek 1 B) je 
dostupný v PDB databázi (2COL a 1CDL).46,47,48,49 První 
model získaný na základě rentgenostrukturní analýzy 
heterodimeru popisuje klíčovou interakci H/H’-helixu 
CyaA (pozice v  sekvenci 235-259) s  C‑koncovou do-
ménou Ca2+/CaM. Nezbytným interagujícím aminoky-
selinovým postranním řetězcem CyaA je Trp242, který 
svým planárním hydrofobním systémem interaguje 
z každé své strany s trojicí aminokyselin kalmodulinu 
Phe91, Met141 a Met145 z jedné a s Met109, Met124 
a  Ile125 z druhé strany (obrázek 1C).46 Potvrzení dů-

ležitosti této vazby demonstrovala re-
dukce vazby a následně aktivity ade-
nylát cyklasy po oxidaci methioninů 
CaM nebo v případě připraveného ar-
teficielního proteinu CyaA s bodovou 
záměnou aminokyseliny Trp242Gly.50 
Obdobný model a kontaktní aminoky-
seliny CaM lze nalézt v interakci s am-
fipatickým helixem MLCK (sekvence 
577-602)47, jak zobrazuje obrázek 1D. 
Naproti tomu v  obdobné interakci 
CaM s  kalmodulin dependentní ade-
nylát cyklasovou doménou virulentní-
ho faktoru způsobujícího edém z bak-
terie Bacillus anthracis hraje obdob-
nou roli také H helix tohoto toxinu, 
avšak klíčovou aminokyselinou je zde 
v pozici 525 Lys525, který tvoří solný 
můstek s  Glu114 CaM51,52, přičemž 
Gln562 odpovídající svou pozicí klíčo-
vé aminokyselině Trp242 z CyaA hraje 
v interakci s kalmodulinem minimální 
roli. Je ale třeba podotknout, že afinita 
CyaA k CaM je přibližně 100 krát vyšší, 
než v  případě faktoru způsobujícího 
edém z B. anthracis.

Z  výše uvedeného je zřejmé, že 
kalmodulin hraje v  obou případech 
klíčovou roli iniciátora vnitrobuněč-
ného spuštění toxické aktivity jejich 
virulentních faktorů a  jeho protein
‑proteinová interakce po vnitrobuněč-
né aktivaci významně participuje na 
procesu bakteriální patogenese.

Obr. 1: Celkový a detailní pohled na prostorové uspořádání kalmo-
dulinu s vazebnými ligandy: (A) celkový pohled na strukturu C‑termi-
nální domény kalmodulinu (CaM, zeleně) s vázanými ionty Ca2+ (žlutě) 
v interakci s adenylát cyklázovou doménou CyaA (modře) (PDB struktura 
1COL), (B) celkový pohled na strukturu CaM (zeleně) s vázanými ionty 
Ca2+ (žlutě) v interakci s vazebným peptidem MLCK (PDB struktura 1CDL), 
(C) detailní 3D struktura C‑koncové vazebné domény CaM (zeleně), váza-
ných vápenatých iontů (žlutě) a H/H’-helixu CyaA (modře) (PDB struktu-
ra 1COL) se zvýrazněnými aminokyselinami CaM Phe91, Met141, Met145, 
Met109, Met124 a Ile125 (červeně) a CyaA Trp242 (světle modře), a (D) 
detailní 3D struktura interakční domény CaM (zeleně), vázaných vápena-
tých iontů (žlutě) s vazebným amfifilním helixem MLCK (PDB struktura 
1CDL) (modře) se zvýrazněnými aminokyselinami CaM Phe91, Met141, 
Met145, Met109, Met124 a Ile125 (červeně) a MLCK Trp580 (světle mod-
ře).46,47,48,49

S použitím programu PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, 
Version 2. 3. 3 Schrödinger, LLC).
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Závěr
Prezentovaný souhrn literárních poznatků ukazuje 

současné znalosti o  důležitém regulačním proteinu 
kalmodulinu a uvádí metodické postupy jeho purifika-
ce a funkčního výzkumu. Současně je nastíněn meta-
bolismus a signalizace zprostředkovaná přes vápenaté 
ionty a jejich vliv na strukturně funkční chování kalmo-
dulinu s  jeho následnou rolí v  interakci s  vazebnými 

partnery se zaměřením na roli v  bakteriální patoge- 
nesi, která je nejen v současnosti aktuální.
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Souhrn
Kalmodulin (CaM, z angl. CALcium MODULated proteIN) participuje na regulaci či modulaci celé řady buněčných dějů v závislosti  
na interakci s cílovou proteinovou molekulou, která je iniciována změnou intracelulární koncentrace vápenatých iontů (Ca2+) a struk-
turní změnou kalmodulinu po vazbě Ca2+. CaM je široce rozšířený a evolučně velmi konzervovaný malý cytosolární protein, který je 
vhodným proteinovým modelem pro studium strukturně funkčních vztahů protein‑proteinových interakcí od buněčné signalizace 
a regulace metabolismu až po studium některých případů bakteriální patogenese.
Klíčová slova: kalmodulin, Ca2+ ionty, protein‑proteinové interakce, bakteriální patogenese

Summary
Calmodulin (CaM, CALcium MODULated proteIN) participates in the regulation or modulation of a number of cellular processes 
depending on the interaction with the target protein molecule, which is initiated by an accumulation of the intracellular calcium ions 
(Ca2+) and a structural rearrange of calmodulin after Ca2+ binding. CaM is a widely distributed and evolutionarily highly conserved 
small cytosolic protein that is a suitable protein model for the study of structure‑function relationships in protein‑protein interactions 
ranging from cell signalling and metabolic regulation up to the study of some cases of bacterial pathogenesis.
Keywords:  calmodulin, Ca2+ ions, protein‑protein interaction, bacterial pathogenesis
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