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UVODEM
Vazeni pfatelé,

vitame Véas v prvém (cisle naseho letoSniho Bio-
prospectu, kdy dochazi ke zméné hlavni redaktorky.
Dosavadni hlavni redaktorku doc. Ing. Petru Lipo-
vovou, Ph.D. nahradi doc. Ing. Dana Pokorna, Ph.D.
Doc. Lipovova zUstéava ¢lenkou redakéni rady a patii ji
nas velky dik za dlouholetou ¢innost hlavni redaktorky.
Vase pfispévky posilejte nyni na adresu Danka.Pokor-
na@vscht.cz. Dochazi téz ke zménam v redakéni radé.
V tomto sméru bychom radi podékovali vSem ¢lentim
redakéni rady za dosavadni spolupréci, zejména tém,
ktefi odchazeji ¢i odesli do diichodu nebo zménili své
profesni aktivity. Redakéni radu v pribéhu roku doplni-
me o nové ¢leny. Bohuzel, v souc¢asné hektické dobé,
jsme nebyli schopni Gcast vsech novych ¢lend rady
projednat. Uvitame vSechny zajemce, ktefi by se chté-
li se na tvorbé Bioprospectu podilet. V pfipadé zajmu
laskavé kontaktujte doc. Pokornou.

Radi bychom Vas pozédali o sledovani webovych
stranek nasi spole¢nosti, které se snazime postup-
né aktualizovat (http://bts.vscht.cz) a webové stran-
ky nasi stfe$ni organizace CSVTS, kde muzete ziskat
mnoho zajimavych novinek o ¢innosti ostatnich ¢lent
CSVTS.

Do cinnosti spolecnosti zasahly velké zmény zpUso-
bené fadou naro¢nych udalosti, pfedevsim ,covidovou
érou a dalSimi komplikacemi (zménami ve struktufe
vyrobnich podnikl, vyzkumnych pracovist i vysoko-
Skolskych utvart) a budeme se s tim muset postupné
vyrovnat.

Pfesto i v letoSnim roce zlstavaji ¢lenské pfrispév-
ky nezménéné a c¢ini 300 K¢, respektive 150 K¢ pro
studenty a dlchodce. Pfislusnou ¢astku, prosim, po-
ukazte na bankovni ucet spole¢nosti 19534-061/0100
pod VS, kterym je Vase ¢lenské cislo.

To je soucast adresy nebo jej muzZete zjistit na adrese
Danka.Pokorna@vscht.cz.

V letosnim roce uskute¢nime opoidénou valnou
hromadu nasi spole¢nosti a zvolime jeji nové vedeni.
Zajem o kandidaturu, respektive navrhy na ¢leny je
mozZno podavat rovnéZ na adresu hlavni redaktorky
Bioprospectu.

Jako obvykle si pfipomeneme néktera zajimava
letosni vyroci:
20 let v Evropské unii — Od 1. 9. 2004

50 let prazského metra — prvni Usek praiského metra
byl otevien 9. kvétna 1974
a to Florenc (tehdy Sokolovskd) — Kacerov ,trasa C".

600 let od smrti Jana Zizky (1424)

Vyznamna vyro¢i slavnych ¢eskych hudebnich
skladatel(:

Bedfich Smetana 200 let od narozeni a 140 let
od umrti

Antonin Dvofdak 180 let od narozeni
Leo$ Janacek 170 let od narozeni
Josef Bohumil Foerster 165 let od narozeni

Josef Suk 150 let od narozeni

1000 let prvnich papirovych bankovek v Ciné
Prvni papirové penize byly vyrobeny v ¢inské provincii
Secuan. Jmenovaly se JiaOZI. Papir se vyrabél z vniti-
ni kiry moruse a na bankovkach byly zvifeci motivy
a lidské postavy. Papirové penize postupné vyiesily
nepraktické pouzivani minci nebo drahokamd. V Evro-
pé se zacaly papirové penize pouzivat az v 17. stoleti

ve Svédsku.

Se srde¢nymi pozdravy
Vasi
Jan Ka&s, Dana Pokorna
a kolektiv redakce Bioprospectu
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ODBORNE PRISPEVKY

VESMIRNE BIOTECHNOLOGIE - MIKROGRAVITACE

S CESKOU STOPOU

Zdenék Opatrny’, Simona Lencova?

'Katedra experimentalni biologie rostlin PfF UK, opat@natur.cuni.cz

2(Jstav biochemie a mikrobiologie, Vysokd skola chemicko-technologickd v Praze, lencovas@vscht.cz

Uvod

V poloviné zafi se na Vysoké Skole chemicko-
-technologické v Praze (VSCHT Praha) konal mezina-
rodni seminai s ponékud sci-fi nazvem — Vesmirné
biotechnologie. Pojednéval o tématu, jez je ve spo-
le¢nosti stale vice zmifiovano nejen jako vize, ale jako
nardstajici realita. Jeho organizatory byly jednak zmi-
nénd VSCHT Praha, jednak spolek Biotrin s mnoha-
letou védecko-populariza¢ni aktivitou v oboru mikro-
bialnich a rostlinnych biotechnologii.

Prvni autor tohoto ¢lanku neni svoji profesi astro-
biolog. K zajmu o kosmicka déni jej od mladi lakala
zejména literarni sci-fi. S popisy budoucich vesmir-
nych zahrad se prvné setkaval v romanech Stanislawa
Lema, Raye Bradburyho ¢i A. C. Clarka. S postupem let
se samoziejmé rychle zpfesiiovaly odborné informa-
ce o technologiich, zajistujicich astronautiim/kosmo-
nautim nejen potfebnou potravu, ale také recyklova-
ni vSéemoznych ,sekundarnich produkt(” téchto cest.
Ménily se také predstavy o vlastnostech takto pésto-
vané ,biomasy”. Misto pfednostniho vyuziti jedlych
mikroorganism@ ¢i fasovych kultur pro rGzné typy
-amarounld” se objevily projekty skutecnych skleni-
kd, osazenych nejriznéjsimi rostlinami a plnicich tak
i funkci psychologickou.

Nékdy pred péti lety se na autora obrédtila novinai-
ka Lucie Tomanova, chystajici ¢lanek o ,,vesmirném
obili”, iniciovany zejména poznatky a vysledky nej-
prve cinskych, a pak i americkych vyzkumnikd'.
Obsahoval i rGzné uvahy o nadchazejicim propojeni
agrotechnologii kosmickych s témi pozemskymi. Nejen
o samotném kosmickém péstovani, ale zejména kos-
mickém $lechténi unikatnich odrid také pro pozemské
agrosystémy. Autorka vychazela zejména z nadsenych
zprav o ,pfidané hodnoté” cinskych orbitalnich letd,
vracejicich se na Zemi s pytlicky semen rznych plodin,
kterd byla vystavena vselikému kosmickému zafeni
(¢i jinym plsobktm). A ktera pak na pokusnych polich
obcas vykazovala i mimofadné vynosové vlastnosti.
Citujme: ,Vyhodou nahodilych vesmirnych mutaci jsou
tak nové kombinace uZitecnych genii a jimi kédo-
vanych vlastnosti, které by nds na Zemi v labora-
tori nenapadly. Obé metody je pak mozné libovolné
kombinovat. Jak vesmirnd mutageneze, tak geno-
vé editace budou pravdépodobné klicové pro preZiti
lidstva v budoucnu.”

Opravdu budou? Bytostny skeptik samoziejmé za-
c¢al uvaZovat, zda ono spontanni vesmirné mutovani
opravdu zahrnuje faktory/déje/mechanismy nam
jesté neznamé a hlavné - na Zemi nerealizova-
telné. Nejedna se spise o grandidzni mystifikaci, ktera
by méla svétu stale jesté neddvéfivému k modernim

technikdm genovych modifikaci ¢i editaci nabidnout
alternativu tak evidentné pfirozenou? Tedy rGzné kok-
tejly kosmického zafeni, které jiz odedavna dopada
na pozemskou Gaiu, a je nespornym hybatelem vse-
liké mutageneze a tim padem i spontanniho evolu¢ni-
ho Slechténi? Komer¢ni disledky takové strategie by
mohly byt zajimavé. Psal se rok 2021, druhy rok ko-
vicénu. K osmé desitce autorova zZivota mu katedra
na pocatku zimniho semestru nabidla moznost propo-
jit ,slaveni” s odbornym seminarem.

Zaméfeni prfednasky si mohl volné vybrat. V realiza-
ci popravdé moc nedoufal neb kovidova vina s pod-
zimem zase stoupala. A tak jsem si pro udrZeni co
mozna optimistické néalady posluchaci zvolil téma
vazné nevainé — Space Biotechnology. Koneckonct,
naznacuje to jak Gvodni obrazek prednasky, tak titulek
blogu o ni nasledné referujici.

N&s$ Zivot provazeji nejriznéjsi nahody. Seminai se
konal 26. fijna — a den na to zvefejnily Frontieres of
Plant Science velmi zajimavou a odborné fundovanou
minireview s nazvem ,Space breeding: The next
generation crops’>. Samoziejmé také obsahovala
soupis jiz zminénych, zejména cinskych zkuSenosti
s péstovanim nejriznéjsich plodin, jejichz semena ¢i
hlizy néjakou dobu pobyvaly na orbité. A konstatova-
la, Ze pozorované fenotypové odchylky jsou ziejmé
disledkem ucink masivniho kosmického zafteni, ,vy-
volévajiciho zmény DNA a chromosomalni aberace”.
Ale autofi také zduraznili potfebu dikladnych geno-
mickych, proteomickych i metabolomickych analyz
k objasnéni jejich podstaty. A zminili v3eliké ndvaznos-
ti pozemské a vesmirné technologie a pfidali informa-
ci, Ze v tomto kontextu se formuji nové ,priiezové”
védni obory a aby téch -omikd nebylo maélo, je tieba
zavést do Slechtitelské praxe, té pozemni i té kosmické,
také studia environmentalni“.

Autofi, védomi si vétSinového laického pohledu
na moderni genové manipulace, resp. nové geno-
vé editace, se kupodivu naopak obavali obecné-
ho nepfijeti takto vytvofenych odrid. Inu uvidime,
jaka bude realita. Ono ,kultovni” kosmické zareni vsak
nebylo jedinym uvazovanym pavodcem zjisténych
feno- i genotypovych zmén. Jaky vliv mize mit tie-
ba magnetismus? A samoziejmé vyznamna role byla
pfisouzena u€inkiim beztiiného stavu - tedy mik-
rogravitaci.

Z tohoto spektra znalosti byl o dva roky pozdéji
koncipovan i nas seminar.

Vystoupili na ném (Ctyfi pfednasejici, jmenovité
doc. RNDr. Eduard Kejnovsky, CSc., prof. RNDr. Zde-
nék Opatrny, CSc., Mgr. Ivan Kulich, Ph.D. a Dr. Chris
Dardick. A jeho cilem bylo nejen komentovat po-
krok dané problematiky, ale také zafadit jej do SirSich
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souvislosti. Nebot, débel casto spociva v detailu.
Chceme-li se Uspé3né piit o vyznamu ¢&i existenci
néjakého pojmu, je tfeba si jej nejprve co nejlépe
definovat. A badame-li nad ,Zivotem ve Vesmiru”,
neni od véci si onen ,Zivot” co mozna podrobné vy-
mezit.

Seminéaf byl proto zahajen uvodni, ,nebiotechnolo-
gickou” pfednaskou Eduarda Kejnovského s nazvem
~Vznik Zivota, dynamicky genom a sit zivota”. Vel-
mi se nam totiz zalibily rizné fe¢nikovy publikace
o ,,¥iSi acytot™s, onu Sirokou definici pojmu ,zZivot”
ilustrujici. A soucasné vedouci k poznani, jakym zpQ-
sobem/mechanismem se nasim zndmym vesmirem
dale $ifi. K zjisténi, jak univerzalni je proces horizontal-
niho/laterarniho pfenosu genl mezi nejriznéjSimi
LZivymi” entitami. Jak smésna ¢i hloupa je v tomto
kontextu ideologie zastanct toho jediného ,pfirod-
niho zplsobu pfedéavani” gend jen prostiednictvim
cest vertikalnich (tatinka a maminky)? Nadale se totiz
domnivame, Ze jen za soucinnosti technik sexualnich
a parasexualnich se mohou kosmicti zemédélci dobrat
takovych rostlinnych fenotypd, které by byly nejen do-
state¢né ,Zivotné” v rGznych extrémnich prostiedich,
ale také patfi¢né produktivni.

Pfednaska druha uz byla vyrazné biotechnologicka.
Ujal se ji Zdenék Opatrny a dal ji nazev ,Vesmirné
mikrogravitace s ceskou stopou®”. S cilem ilustrovat
to na pfikladech vzdélenych od sebe sice pll stoleti,
ale tizce souvisejicich.

Ta prvni stopa? Navstévnik budovy Vini¢na 5
patfici Pfirodovédeckeé fakulté UK si stéZi nepoviimne
pamétni desky jejiho prvniho dékana (a pied tim i UK
rektora) profesora Bohumila Némce (1873 - 1966).
Rakousko-Uherského i prvorepublikového politika
(mj. potencialniho presidentského kandidata v roce
1935, coby oponenta Edvarda Benese), zaroven vsak
i svétem uznavaného védce, rostlinného anatoma
a fyziologa. Jen dva Cesi byli ¢leny véhlasné londyn-
ské Linnéovy spolecnosti, a to Jan Evangelista Purkyné
a Bohumil Némec. A svoje zastoupeni v mezinarodné
cenénych ucebnicich rostlinné fyziologie si Bohumil
Némec vyslouZil zejména svym objevem mechanis-
mu rostlinné geo/gravirecepce. Tedy zjiSténim, Ze
klicovou slozkou ,pozitivniho geotropizmu” rostlinné-
ho kofene jsou zrnka presypavého skrobu v kolumele
kofenové Spicky.

Jak to obcas v déjinach védy byva, neni tento pfibéh
bez plivabu. V prvé fadé v souvislosti s uznanim priori-
ty objevu. Potkaly se tam totiz dvé uznavané osobnosti.
Mlady Bohumil Némec a v té dobé jiz velmi uznavany
Gottlieb Haberlandt. Némec jiz pfedbézné publikoval
vysledky svych pokust a teoretické zavéry®. Haber-
landt na zékladé téchto dat formuloval své Gvahy’.

Za precteni v3ak stoji autenticky Némclv zaznam
v Némcovych vzpominkach, vydanych az po listopa-
du 1989. Ani tehdy nikoliv snadno... | prvné, v roce
2002, jesté narazily na vyraznou nepfizei osudu. Ted
uz nikoliv politickou, ale pfirodni. Nedlouho po vyda-
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ni totiZ depositum novych knih uloZenych v suterénu
objektu Zamky na bfehu Vltavy na Praze 8 navstivila
srpnova povoderi. Jen malo se jich dostalo ke ¢tena-
fiim. Moje dva vytisky ziskané ,pod rukou” maji po vy-
suseni vazbu zna¢né zvinénou a par listd slepenych.
Daleko 3tastnéjsi osud uz mélo nové, rozsifené vy-
dani z roku 2020. Tuhle opravdu krasnou knihu viele
doporucujeme milovnikm historie nejen védecké,
ale téz politické a kulturni. Té nasi i té zejména stiedo-
evropské.

Na 145. strance (tohle vydani jich ma cca 550) mu-
zete Cist tento dotek historie: ,Byl jsem v zimé roku
1900 na ndvstévé u prof. Vejdovského a hovofili
jsme o statickych orgdnech, o jejichZ statické funkci
vsak prof. Vejdovsky nebyl plné presvédcen. Citoval
jsem pfitom slova Sachsova. KdyZ jsem vysel na ulici
do chladného podzimniho vzduchu, problesklo mi hla-
vou, Ze takovym statickym organem u rostlin jsou buri-
ky, které obsahuji pfepadava skrobova zrni¢ka. Znal
jsem takové buriky z riznych organda rostlinnych, védél
jsem, Ze jsou umistény pravé v rostlinnych orgdnech,
v nichZ je tiZe recepovdana (vrcholy kofen( a koleop-
tili trav), mél jsem fadu pokusd, jimZ schazela jenom
syntéza jednotici myslenkou. Nemohl jsem spdt roz¢i-
lenou touhou, abych proved! dal$i pokusy a revidoval
dosavadni. Hned druhého dne jsem se dal do prad-
ce a v kratké dobé jsem byl hotov. Nebylo sice moz-
no odstranit mechanicky z bunék kofenovych vrcholt
skrobovad zrnka, ale objevil jsme jinou metodu. Zalil
jsem kofenové vrcholy do sddry a skrob z nich zdhy
zmizel. KdyZ pak byl sadrovy obal z nich odstranén,
pocaly opét rast, ale nereagovaly geotropicky, dokud
se v nich neobjevil zase piepadavy skrob*e. Statolitho-
va teorie byla na svété a ovéfovani souvislosti gravi-
recepce bezmala se vSemi klicovymi jevy rostlinného
zivota mélo pied sebou vice nez stoletou budoucnost.
Zajemci o tuto problematiku se o tom mohli recent-
né pfesvédcit na konferenci, pofddané Pfirodovédec-
kou fakultou po¢atkem cervna t.r. k pfipomenuti 150.
vyro¢i Némcova narozeni. Zdaleka se na ni nejednalo
jen o jeho roli v poznavéni biologie rostlin a zdaleka
se netykala jen oblasti rostlinné cytologie a anatomie.
Bloku pfednések o soucasné relevantni védé vévodila
témata molekularné biologickd, propojena zejména se
studiem metabolizmu a funkce fytohormon(. Témata
podpofiena skvélou mezinarodni spolupraci, vyuZivajici
$pickovou az unikatni techniku. Co by tak asi fikal pro-
fesor Némec, davajici pied vice jak sto lety rostlinnym
kofenim sadrovy kabatek, na kouzla se soucasnou
mikroskopickou vybavou a plejddou fluorescencnich
sond, dopInéna precizni molekuldrni analytikou?

Stopa druha, stru¢né pojmenovatelnd ,biosate-
lit Kosmos 782" se jiz netyka jen onoho rostlinného
geo/gravitropismu. Vede uZ opét vyrazné ceskou
cestickou rostlinné-biotechnologickou. Bohumil
Némec sice se zajmem sledoval prvni uspéchy rost-
linnych ,kalusovych” kultur z tficatych let?, ale na roz-
dil od Haberlandta jim moc velky vyznam nepfikladal.
A to az do konce svého Zivota.

Ale dvacet let poté, v roce 1956, spatfila svétlo své-
ta prvni monografie s touto problematikou sepsana

.na vychod od zelezné opony” autord Retovského
a Petri®. Obdobnych manualt bylo tehdy i v zépadnim
svété tak jako prstl jedné ruky. Z praiské laboratore
se postupné znalosti téchto in vitro technik rozsitily
pres Wroclaw do Moskvy. A vznikla svétoznama labo-
ratof prof. Raisy G, Butenko v tehdejsim Institutu fyzio-
logii rastenij, s niZ na$ Ustav experimentalni botaniky
udrzoval mnohaleté vzajemné uzite¢né spoluprace.
«Rajecka” si doma postupné vybudovala skvélé po-
staveni odborné i politické. Inu, krom jiného byl jeji
manzel armadnim generdlem a ¢lenem tehdejsiho
politbyra. A ziejmé i blizky oblasti kosmickych let(,
oblasti soupefeni, ale i pocinajici spoluprace dvou
hlavnich velmoci.

A tak se zdafilo, Ze v dobé tvrdé studené vélky mohl
na orbit putovat sovétsky satelit, nesouci naklad
.americkych biotestii” ucinkii mikrogravitace
na Zivé organizmy. Mezi jinymi také tkariové kultury
mrkve, schopné tvofit somaticka embrya a z nich po-
sléze az kvetouci a plodné rostliny. Coz nebyl uz tehdy
zadny zazrak, s mrkvi pracovala jiz Eva Petrt. Ale az
na pocatku sedmdesatych let byly k mani fytohormo-
ny schopné je donutit k naroé¢né ontogenezi. Usp&chu
akce pomohla i dalsi ndhoda: americky tkanovkar pro-
fesor Abraham Krikorian byl, jak zfejmo z jeho pfijme-
ni, rodem Armén'®. A jak znamo, Armén malem vsu-
de jiné Armény zna. No a tehdejSim mistofeditelem
moskevského ustavu byl jisty Michail Christoforovi¢
Cajlachjan. Jinak svétové uznavana kapacita studia
mechanizm kveteni rostlin, spolupracujici prfednost-
né i s tymem ,vyvojait v UEB”.

Let rakety Vostok nesouci na své palubé biosatelit
Kosmos 782 byl uspésny, le¢ kratky. Kultury stastné
pfistaly a z vytvofenych somatickych embryi po par
meésicich vyrostly kvetouci rostliny, celkovym fenoty-
pem neodliditelné od kontrolnich. Vyznam gravitace
pro ranou rostlinnou embryogenesi se tak ani ne-
potvrdil, ani nevyvratil, ani nepotvrdil. Na to byl
moc krétky.

Ale sla léta, dlouho bez pfimych c¢eskych stop.
Béhem nich se propastné rozvinuly techniky viemoz-
nych biologickych analyz, od téch molekularnich pies
cytologické, histologické, anatomické, morfologické.
V jiz zminéné minireview? tak najdete subkapitoly ko-
mentujici vyzkum bunééného rdstu a diferenciace,
buné¢ného déleni, rizné zmény subcelularni, geno-
vé/bodové mutace, chromosomové aberace. Ale
v podstaté jde o shrnuti dilCich vysledk( na nejrliznéj-
Sich modelech, zatim bez moznosti uéinit z nich zie-
telngjsi zavéry. A také bez rozliseni toho, ¢im je vinna
Jfadiace” (simultanné neméfend) a kde vystupuje
na scénu sama mikrogravitace.

Co na to prace soucasnéjsi? Dalsi rozsahlé mikro-
gravitacni review publikoval rok po nasem seminéfi
.Szegedsky tym"". Konstatuje m.j., ze v podminkach
dlouhodobéjsi mikrogravitace rostlinné objekty pre-
feruji (zrychluji) bunééné déleni pted buné¢nym ras-
tem. Mozna z néjakého ,pudu morfogenni sebezacho-
vy” zesiluji buné¢né stény ¢i centralni lamelu. Onen
environmentélni zmatek je provazen zménénou ex-
presi celé fady stresovych gend. Ovlivnény jsou riizné
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procesy vyvojové — zejména kli¢ceni semen. Ale tyto
odpovédi jsou do zna¢né miry druhové specifické.
Nevyjadiuje se vSak nijak k moznym mechanizmi@m
gravita¢niho Gc¢inku na zmény genetické, resp. epige-
netické.

Co na to dalsi kosmické cesty? Informacnim slagrem
z pocatku Cervna 2021 byl spole¢ny projekt firmy
Space X Elona Muska a agrobotanické laboratofe
Simona Gilroye z Madison University ve Wisconsinu.
Na orbité, ve spole¢nosti tfi astronautl, tehdy stra-
vil nékolik dni transgenni bavlnik. Cilem bylo zjistit,
nakolik by v téchto podminkach fungovaly zménéné
iontové kandly, coby jedna ze struktur ovlivnéni vod-
niho transportu v jeho kofenovém systému. A mozna
budouci Gpravy této znac¢né Ziznivé rostliny pro pieziti
v aridnich oblastech. Opét — rostliny piezily cestu tam
a zase zpatky a poté nastaly mésice jejich pozemskych
analyz. Vysledky zatim nezname a hned tak asi znat
nebudeme.

Pouzivat pravé bavinik jako model zakladniho mo-
lekularné biologického vyzkumu by oviem chtél
leda védecky kaskadér. Nepiekvapuje tedy, Ze dalsi
projekty s Gilroyovou ucasti vyuzivaji klasiku, seme-
nacky husenic¢ku Arabidopsis thaliana™. Hle, jak fan-
tasticky ¢i fantaskné kli¢i a dale rostou jeji semenacky
na zemi (tedy v laboratofi Kennedyho centra na Cape
Canaveral) ¢i na orbité (sledovany a fotografovany
velitelem expedice 42 Barrym Wilmorem, ktery také
provadél odbér vzorkl pro histologické analyzy). Jak
by asi zaplesalo pfi tomto pohledu oko profesora
Némce na zmateny gravitropismus jejich kofen(, zp-
sobeny asi zejména zménami v cukerném metaboliz-
mu a transportu, s ddsledky na tvorbu bunéénych stén
(Obr. 1, Obr. 2).

Obr. 1: Rist a vétveni kofend kli¢nich rostlin A. tha-
liana béhem kultivace jednak na ISS (mezindrodni
vesmirné stanici), jednak na zemi — pfevzato'?

Obr. 2: Odlisnosti v anatomické stavbé kofenové $pic-
ky kli¢nich rostlin péstovanych na orbité a na Zemi'?

Zaplesalo by ale docela jisté pfi pfednasce tieti z ob-
lasti rostlinné hormonologie od Mgr. Ivana Kulicha:
Gravitace a riist kofene. Viak také divodem byla
Gcast pienasejiciho ve vyse zminéném némcovském
seminafi. Tam mél pfispévek s velmi expresivnim na-
zvem: Gravity early impact. A deep dive into the first
five minutes of plant root banding. Ale s timto téma-
tem se uz radéji blize seznamte pfimym shlédnutim
pfednasky

Po vSech téch pfednaskach reflektujicich spise za-
kladni vyzkum mél zavér seminéie zfetelné praktické
zaméfeni — tedy jaké asi plodiny budeme v budoucnu
v kosmu péstovat?

Podivejme se jesté jednou na obrazky ,orbitové pés-
tovaného husenicku,. Kdyz je takto beztizi devastova-
ny i ,obycejny plevel”, co asi udéla s tisice let vypipla-
vanymi pozemskymi plodinami? Pokud bereme vainé
nase budouci dlouhodobé kosmické cesty ¢i dokonce
extraterestrialni osidlovani, neni uz na case zacit tady
na Zemi $lechtit ¢i spiSe konstruovat jejich kosmické
pfibuzenstvo? Neceka nas dlouha tolkienovska ,cesta
tam a zase zpatky"?

Tuhle komplexni problematiku skvéle ilustrovala za-
vére¢na pfednaska Dr. Chrise Dardicka , Biotech-
nologické plodiny pro mimozemské potravinové
systémy”, nas seminai uzavirajici. Jeji zevrubné ko-
mentovani povazuji za zbyte¢né, blize viz zaznam'.
V zavéru najdete mimo jiné impresivni ilustraci stra-
tegie pfipravy plodin s habitem vhodnym pro limito-
vané prostory kosmickych lodi. Coby ovocnaf se sou-
stiedil zejména na ovocné stromy (jabloné, Svestky)
¢i nejriiznéjsi plodiny lilkovité (od raj¢at po brambor).
Ony zajimavé bonsaje jisté zaujmou i okrasné zahrad-
niky. Co s nimi ale udéla dlouhodobé beztize? Jisté,
technickym feSenim maze byt uméla pfitaZlivost
na kosmickych lodich pro dlouhé cesty. Osidlované
planety uz budou mit tu vlastni, na niZ se pozemsky
Zivot (snad) postupné adaptuje. Ale je dobré byt co
mozna nejlépe pfipraven.

Zaver

Seminai Vesmirné biotechnologie byl, soudé dle
reakci Gcastnik(l poutavym Uvodem do této velice
komplexni problematiky. Prostoru pro vyzkum zbyva
spousta. Podrobnéjsi informace o vesmirnych biotech-
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nologiich a zaznamy pfednések prezentovanych na se-
minéafi mlzZete nalézt na naSem webu'®. A souhrnnég,
odborné i populérné je mu vénovano nové ¢islo nase-
ho bulletinu Svét biotechnologii'.

TakZe jakou podobu vlastné bude mit ,kosmické
Slechténi”? Opravdu je za nas udéla sam kosmos?
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Souhrn

Dlouhodobé kosmické lety ¢i dokonce trvaly pobyt lidské rasy na jinych planetach vyzaduji pfitomnost dalSich Zivych organismd,
zejména rostlin. Ty by zajistovaly fadu funkci, od produkce potravin &i vitamin( po recyklaci atmosféry mimozemskych laboratofi.
Byly by ovsem také vystaveny ucink(im vesmirného prostiedi, zejména radiaci ¢i absenci pfirozené gravitace s disledky fyziologic-
kymi, ale také genetickymi, resp. epigenetickymi — a to jak negativnimi, v kontextu hladkého fungovani kosmickych sklenikd, tak
i kladnymi, vedoucimi (mozna) k riznym postuptm alternativniho 3lechténi a jeho produktim. Pravé ony produkty by byly vyuzitelné
i pii fedeni zcela aktualnich problému extrémniho stresu v rliznych &astech nasi planety. Co ze sou¢asného stavu informaci o ,kos-
mickém Slechténi” Ize zafadit mezi odbornou realitu, co jen mezi fikce? Soucésti seminafe o vesmirnych biotechnologiich bylo
i pojednani jak o tradicich tuzemského studia mechanisma rostlinného geotropismu na nasich védeckych institucich, tak o soucas-
ném mistnim i mezinarodnim vyzkumu tohoto fenoménu pomoci $pi¢kovych molekuléarnich technik.

Kli€ova slova: vesmirné technologie, mikrogravitace

Summar

Long-termyspace 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
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E-mail: Danka.Pokorna@vscht.cz

ce. Jedna se o velmi slozity biologickych proces, ktery
se sklada z dil¢ich na sebe navazujicich krokli - hyd-
rolyzy, acidogeneze, acetogeneze a methanogene-
ze'. Za kazdou fazi je zodpovédna specificka skupina
mikroorganismd — hydrolytické fermentac¢ni a aceto-
genni bakterie, syntrofni acetogeny a methanogenni
mikroorganismy, pficemz je dileZita jejich metabolicka

Uvod

Redeni problému globalniho oteplovani v disled-
ku emisi oxidu uhli¢itého (CO,) ze spalovani fosilnich
paliv, pfitahuje ¢im dal vice pozornosti v rdmci vyvoje
a vyuiziti alternativnich obnovitelnych zdroji energie.
Jednim z nich je bioplyn, ktery vzniké béhem bioche-
mického procesu, ktery se nazyva anaerobni fermenta-
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soucinnost. V3echny zminéné faze probihaji s rliznou
kinetickou rychlosti, pficemz stupefi methanogeneze
je nejpomalejsi. Methanogeny jsou totiz pomalu ros-
touci a citlivé na zmény technologickych parametrd.
Cinnosti véech zminé&nych skupin mikroorganismd je
komplexni organicky substrat metabolizovan pfes fadu
meziproduktd, H,, CO,, alkoholy a nizsi mastné ky-
seliny, hlavné maselna a propionova, které jsou vsak
nakonec pfeménény syntrofnimi acetogeny na pfimy
prekurzor tvorby methanu, kyselinu octovou. Methan
tak mlze byt tvofen methanogeny z omezeného
mnoZstvi substratd, CO, a H,, kyseliny octové a methyl
sloucenin.

VSechny mozné reakce vedouci k tvorbé methanu
jsou uvedeny v Tabulce I', zakladni charakteristiky né-
kterych methanogen( v Tabulce 11.2

Tabulka 1. Reakce vedouci k tvorbé& methanu

4 H, + CO, - CH, + 2 H,0
CH,COOH - CH, + CO,

4 HCOOH —» CH, + 3 CO, + 2 H,0

4 CH;0H — 3 CH, + CO, + 2 H,0

4 CO + 2 H,0 - CH, + 3 H,CO;

4 (CH;)N + 6 H,0 — 9 CH, + 3 CO, + 4 NH,
2 (CH,),NH + 2 H,0 - 3 CH, + CO, + 2 NH;
4 (CH;)NH, + 2 H,0 — 3 CH, + CO, + 4 NH,
2 (CH;)S + 3H,0 - 3 CH, + CO, + H,S

4 Me® + 8 H* CO, - 4 Me** + CH, + 2 H,0

Tabulka II. Zakladni charakteristiky vybranych methanogent

optimalni
Substrat teplota optimalni pH
O
Methanobacterium bryantii H,/CO, 37 6.9 -72
Methanobacterium formicicum H,/CO,, formate 37 -45 6.6 — 7.8
Methanobacterium thermoalcaliphium H,/CO, 58 — 62 8.0-85
Methanothermobacter thermoautotrophicum H,/CO, 65 -70 7.0 - 8.0
Methanothermobacter wolfeii H,/CO, 55 — 65 7.0-75
Methanobrevibacter smithii H,/CO,, formate 37 -39 -
Methanobrevibacter ruminantium H,/CO,, formate 37 -39 -
Methanothermus fervidus H,/CO,, formate 83 <7
Methanothermococcus thermolithotrophicus H,/CO,, formate 65 -
Methanococcus valtaei H,/CO,, formate 35 -40 6.0-70
Methanococcus vannielii H,/CO,, formate 65 70-9.0
Methanomicrobium mobile H,/CO,, formate 40 6.1 - 6.9
Methanolacinia paynteri H,/CO, 40 7.0
Methanospirillum hungatei H,/CO,, formate 30 - 40 -
Methanosarcina acetivorans methanol, acetate 35 -40 6.5
H,/CO,, methanol,

Methanosarcina barkeri methyamines, 35 -40 50-70

acetate
Methanosarcina mazei methy?ritiz?e:,o:;ceta te 30 - 40 6.0-70

H,/CO,, methanol,

Methanosarcina thermophila methyamines, 50 6.0-70

acetate
Methanococcoides methylutens methanol 42 7.0-175
Methanosaeta coccilii (soehngenii) acetate 35-40 70-175
Methanosaeta thermophila acetate 55 - 60 7.0
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Tabulka I1II. Taxonomie methanogennich Archeai?*

Domain | Phylum |Class Order Family Genus Species
Archaea :Iet:‘tilzano- 'I\)naecttt:inao- rl\allaecttr::r]ir;?(;s gﬂaectt:?i:z-eae Methanobacterium Methanobacterium formicicum
archaea
Methanobacterium
thermoautotrophicum
Methanobacterium bryantii
Methanobrevibacter Methanobrevibacter ruminantium
Methanobrevibacter arboriphilus
Methanobrevibacter smithii (formly
Methanobacterium ruminantium)
Methanosphera
Methanothermobacter
Methanothermaceae | Methanothermus
:I‘I):::Iilano- g)itc:a;gg- zlcl)ectgacrégcealdo- Methanocaldococcus Methanocaldococcus infermus
Methanotorris
Methanococcaceae | Methanococcus Methanococcus vannielli
Methanococcus voltae
Methanothermococcus
m;t::,?;:' ﬁlé?ltaf;ggo- Methanocellaceae
m?ctrr:)abr;gl-es ;\;ls;?gnocorpuscu- Methanocorpusculum
gléi?anomicrobia- Methanomicrobium Methanomicrobium mobile
Methanoculleus
Methanofollis
Methanogenium
Methanolacinia
Methanoplanus
Methanoregulaceae
Methanospirillaceae | Methanospirillum Methanospirillum hungatei
g?:?:aqg; Methanosarcinaceae | Methanosarcina Methanosarcina barkeri
Methanosarcina mazei
Methanosarcina acetivorans
Methanococcoides
Methanohalobium
Methanohalophilus
Methanolobus
Methanomethylovorans
Methanimicrococcus
Methanosalsum
Methanosaetaceae | Methanosaeta
glcl)(—étcgacr;gzhermo- Methanotermococcus okinawensis
lI;IIyer:hano- ,;\)Ay?g;:: 0 Methanopyraceae
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Mikrobiologie tvorby methanu -
methanogenni Archeae

Methanogeny jsou mikroorganismy patfici do do-
mény Archeae. Maji vysoce specifické pozadavky
na substrat i Zivotni podminky a vzhledem ke svym
vlastnostem se casto stavaji limitujici skupinou celé-
ho anaerobniho procesu. Zpracovavaji omezené typy
substrat(i: hydrogenotrofni methanogeny tvofi methan
ze smési CO, a H,, acetotrofni methanogeny zpraco-
vavaji kyselinu octovou a substrdtem mohou byt také
methylované slouceniny, které jsou substratem pro
methylotrofni methanogeny?.

Acetotrofni methanogeny

Acetotrofni methanogeny metabolizuji na methan
kyselinu octovou podle drahy na Obr. 2. Mezi nejvy-
znamnéjsi acetotrofy patfi mikroorganismy z rodu
Methanosarcinaceae a Methanosaetaceae. Jejich za-
stoupeni je mimo jiné ovlivnéno koncentraci NH; a niz-
Sich mastnych kyselin. Zatimco pfi vysokych koncent-
racich téchto latek prevladaji Methanosarcinaceae,
jejich pocet s klesajici koncentraci NH; a nizSich mast-
nych kyselin klesa a za¢ind dominovat Methanosae-
taceae. Obecné je mozno fici, Ze vlaknité acetotrofni
methanogeny jsou na koncentraci amoniaku, sulfanu
a nizsich mastnych kyselin mnohem citlivéjsi nez hyd-
rogenotrofni mikroorganismy nebo acetotrofové rodu
Methanosarcinaceae®. Methanosarcinaceae se vysky-
tuji ve formé nepravidelnych shlukd, které je chrani
pied nebezpe¢nym chemickym prostiedim. Obecné
je viak aktivita acetotrofi a methanogen( ovlivnéna
hlavné nedisociovanymi formami téchto latek®.

Obr. 1. Metabolické drahy acetotrofnich methanoge-
nd. Upraveno podle®.

Methanosaeta spp prevladaji pfi nizkych koncent-
racich kyseliny octové a v granulovaném kalu, zatim-
co Methanosarcinaceae spp. pfevazuji pfi vysokych

koncentracich kyseliny octové pfi nestabilnim procesu
a ve vlockovém kalu'®".

Porovnanim mezofilnich a termofilnich podminek
bylo zjisténo, ze za termofilnich podminek zcela pie-
vazuji hydrogenotrofni methanogeny a acetotrofni
methanogeny rodu Methanosarcinaceae, zatimco ter-
mofilni Methanosaeta nebyly pozorovany. Dulezitou
Ulohu sehréava rovnéz koncentrace vodiku, kdy acetot-
rofni methanogeny mohou soutéZit s acetogeny?.

Obecné je tak mozno fict, ze Methanosarcineae pie-
vazuji ve spolecenstvi vlo¢kovych acetotrofnich metha-
nogen(, pfi vysokych koncentracich kyseliny octové,
za termofilnich podminek a v pfipadech, kdy se béhem
zapracovani reaktoru vyskytly problémy. Methanosae-
taceae, naopak pievazuje za mezofilnich podminek
ve formé granulovaného kalu, pfi nizSich koncentra-
cich kyseliny octové v dobie zapracovanych reakto-
rech. Vyznamnymi parametry, které ovliviuji vyskyt
a aktivitu acetotrofli jsou hydraulickd doba zdrZeni
(HRT), pH a teplotaZ.

Metabolické dréhy acetotrofnich methanogent jsou
patrné z Obr. 1

Obr. 2. Metabolické cesty methylotrofnich methano-
gen(. Upraveno podle“.
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Methylotrofni methanogeny

Methylotrofni methanogeny jsou treti skupinou
mikroorganisma, které tvofi methan. Jejich substraty
jsou slouceniny obsahujici jeden atom uhliku. Kromé
methanolu, kyseliny mravenci, methylamin( a methyl-
sulfidd, mohou metabolizovat rovnéz nékteré methy-
lované ethanolaminy (N,N,N-trimethylethanolamin
a N,N-dimethylethanolamin), které jsou nejprve de-
methylovany druhy Methanococcoides, pficemz produ-
kované ethanolaminy jako meziprodukty jsou dale vy-
uzity nékterymi Clostridium spp. a sulfat-redukujicimi
bakteriemi napf. Desulfofrigus'. Stejné je mozné
pomoci Methanococcoides spp. metabolizovat N,N,
N-trimethylglycine (Tabulka IV)'.

Metabolické cesty methylotrofnich methanogent
jsou zobrazeny na Obr. 2.

Hydrogenotrofni methanogeny

Cinnost hydrogenotrofnich methanogent je pro
stabilitu celého procesu velice dtlezita. Metabolizuji
vodik a CO, na methan a udrzuji tak koncentraci vodi-
ku na drovni, ktera umoznuje stabilni pribéh celého
anaerobniho procesu. K redukci CO, nevyuzivaji jako
elektron donor pouze vodik, ale také kyselinu mra-
venci a nékteré alkoholy. Redukce CO, probiha jako
tzv. Wolflv cyklus hydrogenotrofnich methanogent
v nékolika krocich (Obr. 3).

Obr. 3. Wolftiv cyklus redukce CO, ¢innosti hydrogenotrofnich methanogenti (MIFR — methanofuran, H,MPT - te-
trahydromethanopterin, CoM — coenzym M, CoB — coenzym B, Fd — ferredoxin). Upraveno podle*®’.

Tabulka IV. Reakce methylotrofnich methanogent

4 (CH5);N*CH,COO" + 2 H,0 — 4 (CH,),NH*CH,COO" + 3 CH, + CO2

4 (CH5)sN*CH,COO" + 6 H,0 — 4 NH; + CH,COO" + 9 CH, + 3 CO,

2 (CH5),NH *CH,COO" + 2 H,0 — 2 H,N*CH,COO" + 3 CH, + CO,

4 (CH;)NH,*CH,COO" + 2 H,0 — 4 H,N*CH,COO" + 3 CH, + CO,

4 (CH;)NH;* + 2 H,0 — 4 NH,* + 3 CH, + CO,
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Hydrogenotrofni methanogeneze zacind redukci
CO, na formyl skupinu methanofuranu (formyl-MFR)
do které je zapojen jako elektronovy prenasec ferro-
doxin (Fd)*>.

CO, + H, + MFR — formyl-MFR + H,0O
AG," = 20 kJ/mol

H, + Fd,, — Fd,.;> + 2 H*
AG," = 16 kJ/mol

Fd..s* + 2 H* + CO, + MFR — Fd,, +
+ formyl-MFR + H,0
AG," = 0 kJ/mol

Nasledné je formyl skupina transportovana na elek-
tronovy pifenasec tetrahydromethanopterin (H,MPT)
a dehydratovéana na methenyltetrahydromethanop-
terin (methenyl-H,MPT). Elektron donor redukuje
elektronovy pienase¢ koenzym F,,, na F,,H, po-
moci hydrogenaz, formate-dehydrogenédz a alkohol-
-dehydrogenaz. F,,,H, potom slouzi jako reduktant
pro druhy stupeni redukce methenyl-H,MPT na
methylene-H,MPT a déle na methyl-H,MPT. Methyl
skupina je potom transportovana na dalsi elektronovy
pfenasec - sulfhydryl coenzyme M (HS-CoM) a redu-
kovéana na CH, za souc¢asné oxidace HS-CoM a HS-CoB
za vzniku heterodisulfidu CoM-S-S-CoB. Nasledna
elektronova bifurkace probiha v komplexu heterodisul-
fid reduktézy, pficemz dochazi k redukci heterodisul-
fid CoM-S-S-CoB na regenerovany HS-CoM a HS-CoB
a oxidované formy ferrodioxinu Fd,, na Fd,..;*, ktery je
pouZzit na redukci CO, v prvnim stupni celého cyklu.

Redukce heterodisulfidu CoM-S-S-CoB na regenero-
vany HS-CoM a HS-CoB energeticky vyrovnava nedo-
statek energie u reakce tvorby formyl-MFR*>.

H, + CoM-S-S-CoM — SH-CoM + HS-CoB
AG,' = - 55 kJ/mol

Biotransformace CO, pomoci externiho
vodiku na biomethan

Jak jiz bylo fe¢eno, bioplyn obsahuje kromé methanu,
ktery je energetickou slozkou bioplynu slouZzici k vyro-
bé elektrické energie a tepla, také nemaly podil oxidu
uhli¢itého. Jeho zastoupeni zavisi na slozeni zpracova-
vaného substratu a na technologickych parametrech
celého procesu. Biomethanizace je slibnou technologii
pro zuslechtovani bioplynu a alternativnim pfistupem
k ziskani vétSiho mnoiZstvi energie, kterou lze vyuzit
ve stavajicich distribu¢nich sitich zemniho plynu.

Zvyseni podilu methanu v bioplynu Ize dosahnout
biokonverzi CO, za pfitomnosti externé dodavaného
vodiku na biomethan pravé ¢innosti hydrogenotro-
fnich methanogen( podle Sabatierovy reakce, kdy je
na 1 mol CO, tfeba dodat 4 moly H,.

4 H, + CO, —» CH, + H,0

V anaerobni kultufe se za danych podminek mohou
vyskytovat také homoacetogenni bakterie. Methan je
pak produkovan bud pfimo cinnosti hydrogenotrof-
nich methanogent z vodiku a CO, a jednak nepfimo
prostfednictvim homoacetogent. Ty metabolizuji H,
a CO, na kyselinu octovou, kterad je substratem pro
acetotrofni methanogeny.

4 H, + 2 HCO; + H* —» CH,COO" + 4 H,0

Pokud chceme povazovat vznikly biomethan za ob-
novitelny zdroj energie, je tieba k redukci CO, pouzit
tzv. zeleny vodik, tedy vodik vyrobeny elektrolyzou
vody elektrickou energii pochazejici z obnovitelnych
zdroju (solérni, vétrné, vodni elektrarny). Ty produkuji
energii v zavislosti na pocasi a vzhledem k nevyrovna-
nému poméru vyroby a jeji spotieby muze dojit k jeji-
mu pfebytku. Ten je potom vzhledem k jeho zaporné
cené vhodné vyuzit k vyrobé zeleného vodiku.

Dodévani vodiku do anaerobni fermentace je v za-
sadé ovlivnéné a omezeno dvéma zasadnimi limitace-
mi — metabolickou a fyzikélné-chemickou.

Metabolicka limitace Uzce souvisi s metabolismem
syntrofnich acetogen(, pro néZ je zvySeny parcialni
tlak vodiku inhibi¢ni. Tyto mikroorganismy za téchto
podminek nedokézi pieménovat kyseliny propionovou
a maselnou na kyselinu octovou, ktera je substratem
pro dulezitou skupinu acetotrofnich methanogend.
Je tak ovlivnéna tcinnost rozkladu pdvodniho substra-
tu a tim i vytéZnost bioplynu z néj. Béhem tohoto pro-
cesu se také mize vzhledem ke spotiebé CO, vyznam-
né zvysit pH az nad 8, coz opét zpomaluje nékteré
mikrobialni procesy, zejména methanogenezi, protoze
optimalni pH methanogen( se nachazi v uzkém roz-
mezi kolem pH 7. V reaktorech, do nichz je za ucelem
vzniku biomethanu dodéavan externé vodik, je vyznam-
né modifikovana mikrobialni komunita.

Kromé metabolické limitace je tieba vzit v tvahu
rovnéz fyzikalné-chemické omezeni, spocivajici v roz-
pustnosti vodiku do kapalné faze. Rychlost pfestupu
vodiku Ize vyjadfit vztahem

ro= 22,4 kia(H,gm, — Hy)

kde

r, — rychlost ptestupu vodiku z plynné do kapalné
faze - L/(L-d),

H,m, — teoreticka hodnota rozpustnosti vodiku podle
Henryho zékona,

H, — méfena hodnota rozpusténého vodiku,
k.a — koeficient pfestupu vodiku do kapalné faze.

Hodnotu k a a tim i rychlost pfestupu vodiku je moz-
no zvysit michanim smési a vhodnym zafizenim pou-
zitym pro davkovani vodiku do reaktoru. Napf. zvyse-
ni rychlosti michani z 500 min' na 800 min"' umoz-
nilo navyseni zatiZzeni reaktoru vodikem ze 6 L/(L-d)
na 24 L/(L-d) a dosahnout obsahu methanu v bioply-
nu 90 %'. Ke zlep3eni pfestupu vodiku z plynné do
kapalné faze a zéroveri minimalizovani obsahu vodiku
ve zuslechténém bioplynu je moziné k déavkovani
vodiku do systému s uspéchem pouzit membranové
moduly'™.

Technologicka usporadani biologické
konverze CO, z bioplynu
Zpusob, jakym je do systému dodavan vodik, urcuje
nasledné technologické uspoiadani celého procesu.
In-situ uspofadani spociva v piimém déavkovani vo-
diku do anaerobniho fermentoru, ve kterém probiha
anaerobni rozklad organického substratu a produkce

Ro¢nik 34

11

Bioprospect ¢. 1/2024



bioplynu (Obr. 4). Vyslednym produktem je zuslechté-
ny bioplyn obsahujici asi 80 % methanu. Vyssich kon-
centraci je jen tézko mozZno dosdhnout, protoze zvyse-
na koncentrace vodiku maze vést k inhibici anaerobni
kultury, zejména syntrofnich acetogend, jak bylo po-
psano vyse.

Obr. 4. Technologické uspofadani biomethanizace
in-situ

Obr. 5. Technologické uspofadani ex-situ

Pfi ex-situ uspofadani je CO, nejdfive z bioplynu vy-
pran v pracce plynu. Vypiraci kapalina obsahujici za-
chyceny CO, je nasledné vedena do externiho bioreak-
toru. Ten je konstruovan jako skrapéna kolona, ve které
je na nosicich imobilizovéana kultura hydrogenotrofnich
methanogen@ (Obr. 5). Tuto biokonverzi je tedy moz-
no lépe fidit bez omezeni pro biokulturu produkujici
bioplyn. Vzhledem k moznosti vyssiho zatiZeni vo-
dikem je tak mozno dosahnout i vyssi koncentrace
methanu ve zuslechténém bioplynu, a to vice nez
95 %. To odpovida legislativnim pozadavkim na pfi-
padné vtlaceni tohoto plynu do sité zemniho plynu.
Jednim z velmi dllezitych faktord, které je tieba hlidat
je rozpustnost plynd, zejména CO, a H,, zavisejici hlav-
né na teploté. V pfipadé termofilniho procesu (55 °C)
probihaji sice rychleji biologické procesy, za to se vsak
snizuje rozpustnost plyn v kapaliné oproti procesu
mezofilnimu (36 °C).

Kombinaci obou uvedenych technologickych sché-
mat je hybridni uspotadani, kdy je do anaerobniho
reaktoru vedena jen cast vodiku tak, aby nedoslo
k poskozeni biokultury. Bioplyn ¢astecné obohaceny
o biomethan je potom veden do externiho bioreak-
toru, kam je davkovana druha cast vodiku. Hovofime
o hybridnim uspofadani.

Biologicka konverze CO, z jinych zdroju
Kromé CO, obsazeného v bioplynu je moiné vyu-
Zit tuto biotechnologii i pro CO, z jinych zdrojl. Lze
sem zaradit i CO,, ktery je ziskan z bioplynu fyzikalné-
-chemickymi metodami (Obr. 6). Jedna se o Upravu
bioplynu na biomethan odstranénim CO,. Mezi nejroz-
sifenéjsi metody separace CO, z bioplynu patii mem-
branova separace, adsorpce na rznych sorbentech -
PSA (presure swing adsorption), absorpce ve vodé
a dalSich rozpoustédlech nebo kryogenni separace.
Jedna se o metody ucinné, ale investi¢né i provozné

Obr. 6. Odstrarovani CO, z bioplynu abiotickou cestou
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velmi finan¢né naro¢né. Navic nefesi problém, jak na- parametrech, zejména mimo jejich optimalni teplotuy,

loZit s odstranénym oxidem uhli¢itym. Ten je nasledné pH, zatiZeni atd. mohou vést ke zhrouceni celého pro-

mozné pouZit pravé pro jeho biokonverzi s vodikem cesu. Je tedy tieba se na tuto technologii divat skrze

na methan. Kromé toho jako zdroj CO, mohou slou- pozadavky téchto mikroorganism.

zit odpadni plyny z rGznych fermentacnich vyrob, Vyznamnou roli hraji tyto mikroorganismy pfi zu-

napf. z vyroby ethanolu. Slechtovani bioplynu na biomethan jako alternativniho
paliva k zemnimu plynu. A to bud biologickou kon-

Zaver verzi CO, pfimo v bioplynu nebo CO, odstranéného

z bioplynu rdznymi abiotickymi metodami. Kromé
toho se jako vhodny zdroj jevi i plynné produkty fer-
mentacnich vyrob, napf. z vyroby ethanolu.

Biotechnologie tvorby bioplynu anaerobni fermenta-
ci organickych latek obsazenych v &istirenskych kalech
a organickych odpadech poskytuje cenny zdroj obno-
viteIné energie. Nedilnou soucasti mikrobidlniho kon-

sorcia jsou methanogenni Archeae, bez jejichz ¢innos- Podékovani
ti by energeticka slozka bioplynu, methan, nevznikla. Tato prace vznikla za podpory TA CR projektu
Jsou to mikroorganismy velmi citlivé na Zivotni pod- TKO1030051 ,Biomethanizace oxidu uhli¢itého na bio-
minky a jakékoliv citeln&jsi zmény v technologickych methan s vyuzitim vodiku”
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Souhrn

Methanogenni Archeae hraji vyznamnou roli ve spole¢enstvi mikroorganismd, které za anaerobnich podminek metabolizuji orga-
nicky substrat na plynny produkt — bioplyn. Vzhledem k jejich metabolismu se jedna o citlivé mikroorganismy, které vyzaduiji striktni
anaerobni podminky, stélou teplotu a pH a dalsi technologické parametry. Methanogeny zpracovévaji celou fadu substratd, podle
jejich metabolismu je délime na hydrogenotrofni, acetotrofni a methylotrofni. Velky vyznam v sou¢asné dobé energetickych zmén,
které kladou dtiraz na zelenou energii, pfedstavuji hydrogenotrofni methanogeny. Ty jsou v pfitomnosti externiho vodiku schopny
redukovat CO, obsazeny vedle CH, v bioplynu. Vznikajici biomethan tak zvy3uje energetickou vytéZnost bioplynu.

Klicova slova: hydrogenotrofni, acetotrofni, methylotrofni, methanogeny, bioplyn, biomethan

Summar

Methanogeynic 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 CO, containd alongside with CH, in biogas. The resulting biomethane thus increases the energy yield of
biogas.

Keywords: hydrogenotrophic, acetotrophic, methylotrophic, biogas, biomethane
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KALMODULIN - STRUKTURNE FUNKCNi POPIS
A JEHO ROLE V BAKTERIALNiI PATOGENESI

Vladimir Ondruska, Véra €erna, Miroslav Sulc

Katedra biochemie, Pfirodovédeckd fakulta Univerzity Karlovy, miroslav.sulc@natur.cuni.cz

Uvod - funkce Kalmodulinu

Kalmodulin (CaM, z angl. CALcium MODULated
protelN) je evolu¢né velmi konzervovany a Siroce roz-
Sifeny cytosoléarni protein. Je exprimovan ve vétsiné
typl eukaryotnich bunék a tvofi az 0.1 % v3ech pro-
teind. Uéastni se celé fady regulaci ¢ modulaci bu-
néc¢nych déja diky své interakci s cilovou proteinovou
molekulou, ktera je iniciovana zménou intracelularni
koncentrace vapenatych iontd (Ca?*). Mezi ovliviiova-
né bunécné procesy mizeme zaradit regulaci metabo-
lismu ¢i svalové kontrakce, vnitrobunécnou signalizaci,
regulaci synaptické plasticity, syntézy neurotransmi-
terd a hormond, regulaci zanétlivé a imunitni odpové-
di, dlouhodobé zesileni signalizace, regulaci apoptozy,
bunééné proliferace a fertilizace, regulaci buné¢ného
cyklu, ale i piiklady mozného zneuziti plsobeni kal-
modulinu v procesu bakterialni patogenese virulentni-
mi faktory patogennich mikroorganisma.23

K jeho interakénim partnertim, které pozitivné ovliv-
nuje a aktivuje fadime mnoho enzym: napi. adenylat-
cyklasu, CaM dependentni proteinkinasu I, Ca?*/CaM
kinasy (CAMK, napfi. lehkého fetézce myosinu) ¢i rost-
linnou NAD* kinasu, nukleotid fosfodiesterasy, fosfo-
rylasy, Ca?*/Mg?* ATPasy, iontové kanély a akvaporiny
(napf. na vapniku zavislé draselné kanaly). Souc¢asné
CaM funguje jako senzor vapniku modulujici kontak-
ty endoplasmatického retikula s ostatnimi organelami
(napf. pfi tvorbé autofagosomdl), ¢i spolu s proteiny
centrinem a centrosomovym proteinem (CP110) regu-
luje cyklus centrosomu, cytokinesi a genomovou sta-
bilitu."*

Kalmodulin - strukturné funkcni popis
a interakce

Primarni sekvence kalmodulint jsou z pohledu me-
zidruhového srovnani silné konzervované (pfi srovnani
lidské a rostlinné sekvence dosahuje hodnota identity
90 %). Tento pomérné maly protein tvofeny v lidském
organismu 148 aminokyselinami (pfiblizné 16.8 kDa)
je kodovan u ¢lovéka tfemi geny na chromosomech
14,2 a 19 (isoformy 1, 2 a 3). Ve své primarni sekvenci
obsahuje vice jak 30% kyselych aminokyselin, aspartat
a glutamat, coz koresponduje s nizkou hodnotou iso-
elektrického bodu (CALM1_HUMAN, PODP23, teore-
ticka hodnota pl 4.09). V lidském organismu byla po-
psana fada post-translacnich modifikaci CaM, mezi
které patii odstépeni N-terminalniho methioninu,
nasledna acetylace takto vzniklého N-terminalniho
alaninu a epsilon aminoskupiny v postrannim fetézci
lysinu v pozici 22 a 95, methylace epsilon aminosku-
piny v postrannim fetézci lysinu v pozici 116 (az tfemi
methylovymi skupinami), tvorba isopeptidové vazby
(Lys v pozici 22 s C-terminalnim Gly proteinu SUMO),

a nékolik fosforylaci hydroxy skupin v postrannim
fetézci serinu, threoninu ¢i tyrosinu.> Dominantni
sekundarni strukturou je alfa-helix, ktery tvoii ctyfi
supra-sekundarni  uspofadani  ,helix-loop-helix”,
tzv. ,EF-hand”, kde kazdé koresponduje s jednim va-
zebnym mistem pro vapenaty iont. Vazebna mista
poskytuji hodnotu disocia¢ni konstanty pro Ca?* iont
cca 10°® M (intracelularni cytosolarni koncentrace
vapniku je 0.1 uM, zatimco extracelularni plasmaticka
koncentrace je pfiblizné 1.4 mM).* Piekvapivé nemaji
viechna vazebna mista shodnou afinitu pro vazbu Ca?*
iontd a C-koncovd doména ma vyssi vazebnou afi-
nitu nez N-terminalni vazebna doména.> Cela moleku-
la CaM v relaxovaném uspofadani je tvofena dvéma
globularnimi doménami (kazda obsahuje dvé vazeb-
na mista pro vapenaté ionty), propojenymi flexibilnim
centralnim raménkem. Kazdé jednotlivé vazebné mis-
to pro vapenaté ionty je tvofeno v primarni sekvenci
piiblizné 12za sebou jdoucimi pfevainé negativné
nabitymi aminokyselinami (kromé jiz zmifiovanych ky-
selin — asparagové a glutamové — se vyskytuje i aspa-
ragin). Po vazbé Ca?* iont( se tvofi v N- a C-koncové
doméné CaM dvojice strukturniho motivu ,helix-loop-
-helix” okolo kazdého Ca?* iontu na obou koncich spo-
jovaciho pateiniho hydrofobniho helixu a tato konfor-
macni zména a flexibilita tohoto spojovaciho raménka
vede k vazbé na amfifilné-bazické povrchové helixy
celé fady proteind, které patii mezi interakcni partne-
ry CaM.? Kalmodulin samotny nema Zadnou znamou
enzymovou aktivitu a je tedy jen pfenasecem signalu
zvysené cytosolarni koncentrace Ca?* iontd. Z pohledu
kinetiky tvorby komplexu Ca?*/CaM by byl kalmodulin
nejspise Spatnym buné¢nym receptorem Ca?*, nicmé-
né jeho afinita k vapenatému iontu vyrazné roste v pfi-
tomnosti cilového proteinového ligandu - interak¢ni-
ho partnera CaM, kdy dochazi k termodynamickému
parovani a tvorbé komplexu Ca?*/CaM pfizptGsobené
pfitomnosti konkrétni cilové molekuly.®

Kalmodulin je schopny interakce s celou fadou pro-
teinG (interak¢nich partnert) obsahujici doménu va-
zajici CaM, ktera mize v sekvenci obsahovat tfi typy
vazebnych motivQ. Pfi vazbé se kromé konformacni-
ho mechanismu uplatiiuje i vzajemné vyvolané kon-
formacni zmény.” Prvni z vazebnych motivi pro CaM,
ktery je nezavisly na vazbé Ca?* iontd, je oznacovan
jako 1Q motiv podle nej¢astéji se vyskytujicich amino-
kyselin na zacatku jeho sekvence. V motivu je varia-
bilné pfitomny isoleucin nasledovany konzervovanym
glutaminem, ktery v sekvenci 14aminokyselin obsa-
huje pozi¢né konzervované umisténi bazickych a hyd-
rofobnich aminokyselinovych zbytk( (cely konsensu-
alni motiv obsahuje sekvenci [FILV]Qxxx[RK]Gxxx[RK]
xX[FILVWY]). Ostatni dva vazebné motivy, které jsou
zavislé na vazbé Ca?* iontl, obsahuji konzervované
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umisténi hydrofobnich aminokyselin v pozicich 1-14
nebo 1-5-10-15."% IQ motiv je pfitomny napfiklad u re-
gulacni domény myosinu z mékkysd, u kterych k re-
gulaci stahu kosterniho svalstva nedochazi na rozdil
od obratlovci pomoci systému tropomyosin-troponin.®
DalSim zastupcem je neurogranin, kde inhibice jeho
postsynaptické funkce je zprostiedkovana zabranénim
vazby CaM diky fosforylaci jeho zminéného IQ motivu
pomoci protein kinasy C.'°

Mezi nejznaméjsi interak¢ni ligandy CaM zavislé
na piitomnosti vapenatych iontd patii kinasa lehkého
fetézce myosinu (MLCK, z angl. myosin light-chain
kinase). Vazba CaM na tuto MLCK kinasu vede k jeji
aktivaci s naslednou fosforylaci lehkého fetézce myo-
sinu a aktivaci kontrakce hladkého svalstva."" Vazba
CaM ovliviuje také enzymovou aktivitu kinasy fos-
forylasy, kterad aktivuje glykogen fosforylasu, ktera je
poté schopna katalyzovat fosforolytické odstépovani
glukosa-1-fosfatu z glykogenu, nebo ovliviiuje GAP-
43 (z angl. ,growth-associated protein”), Ca%**/CaM-
-zavislou protein kinasu I, fosfatasu atd.’>'>'* Kalmo-
dulin také hraje klicovou roli v blokaci funkce hormonu
kalcitoninu a tak je schopen ovlivnit hladinu védpena-
tych iontd v krvi, ale sou¢asné CaM aktivovany vazbou
Ca?* iontdl mlze inhibovat véapnikové kanaly v mem-
bréné sarkoplasmatického retikula (ryanodinovy re-
ceptor) a tak zabranit transportu Ca?* iontt z cytosolu
do endoplasmatického retikula.”

Kalmodulin - pfiprava preparatu
a vyzkum jejich aktivity

Pro izolaci CaM ¢i jeho Caste¢né nacisténych frakci
z nativniho biologického materialu byla od 70. let mi-
nulého stoleti pouzita celd fada technik a biologicka
aktivita frakce obsahujici CaM byla obvykle demon-
strovana ¢i testovana na zméné enzymové aktivity
vazebného proteinu (napf. cyklické 3'5-nukleotid
fosfodiesterasy).16 V. prvopocatcich byl purifika¢ni
proces kombinaci srazeni sulfatem amonnym, na-
sledné gelové permecni, adsorp¢ni (fosfat vapenaty/
hydroxylapatit) a poté aniontové vyménné ionexové
chromatografie (napft. purifikace CaM z lidského/pra-
setiho/hovéziho mozku, rostlinného materialu, hub
¢i korald).'e'17181° pfipadné k dalSimu nabohaceni byl
poutZit krok afinitni chromatografie s vyuzitim perfena-
zinu ¢i flufenazinu jako ligandu navézaného na chro-
matograficky nosi¢.2>?' Nésledné byl izola¢ni postup
optimalizovan s vyuZitim hydrofobni chromatografie
na fenyl-Sepharose a testovan pro izolaci CaM z celé
fady fylogeneticky odliSnych druhid a po detailni cha-
rakterizaci a sekven¢nim srovnanim byla zjisténa velka
mira mezidruhové sekven¢ni homologie. Dal$im kro-
kem ve vyzkumu byla purifikace proteint interaguji-
cich s CaM a studium a charakterizace téchto interakci
pomoci pfipravenych afinitnich chromatografickych
nosic¢l s vazanymi purifikovanymi preparaty CaM s po-
uzitim CNBr aktivované Sepharosy."®

V dnesni dobé je CaM vétsinou purifikovan s vyuzi-
tim zmény hydrofobicity proteinu spojené se strukturni
zménou po vazbé vapenatych iontl z rekombinantné
exprimované bakterialni kultury. Exprese proteinu pro-

biha pfi nizsi teploté, cca pfi 25 °C po dobu 20 hodin,
bez post-transla¢nich modifikaci. Po sklizeni bakte-
ridlni kultury E.coli centrifugaci je CaM izolovan z cyto-
solu po lyzy bunék, které ptedchazi stépeni bunécné
stény s vyuzitim lysozymu (50 pg/ml, 50 mM Tris-HCI
(pH 7.5), 1-2 mM EDTA, 0.2-2 mM redukéni ¢inidlo,
napf. B-merkaptoethanol ¢i DTT, 0.1-0.5 mM PMSF,
pH 7.0-7.2) s naslednym zamraZzenim (teplota -20 °C
pfes noc) a alternativné zafazenym krokem sonikace
po rozmraZeni (opakovana pulsni sonikace sondou
za stalého chlazeni). Po centrifugaci, je supernatant
titrovan vapenatymi ionty na ledu (findlni koncentra-
ce 5 mM CacCl,) a nasleduje hydrofobni chromatogra-
fie na fenyl-Sepharose ekvilibrované 50 mM Tris-HCI,
100 mM Nacl, 5 mM CaCl, pH 7. 0. Vazba CaM z pro-
teinového preparatu na nosi¢ je umoznéna struktur-
ni zménou CaM po vazbé Ca?* iontd, kdy se odkryva
hydrofobni spojovaci alfa-helix. Nasledné je kolona
promyta stejnym pufrem s 5x niz3i koncentraci vape-
natych iontl a nasleduje dalSi odmyti nespecificky
vazanych kontaminujicich proteinG pufrem s 5x nizsi
koncentraci véapenatych iontll a 5x vyssi koncentra-
c¢i NaCl (50 mM Tris-HCI, 500 mM NacCl, 1T mM CacCl,
pH 7.0). K eluci CaM je pouZit pufr bez vapniku s pfi-
tomnym chelata¢nim ¢inidlem schopnym CaM odebrat
vSechny vazané ionty (50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl,
2 mM EDTA pH 7.0). Jako finalni purifika¢ni krok byva
po koncentraci spojenych frakci z hydrofobni chroma-
tografie zafazena gelovéd permeacni chromatografie
(napf. SEC-70, BioRad), ktera mtze byt vyuZita kromé
purifikace i pro vyménu pufru a probiha pfi vyssi kon-
centraci soli (150-250 mM Nacl), v redukénim prostie-
di a v pfitomnosti 1-2 mM CaCl,, pfipadné nésleduje
dialyza v pfitomnosti chelatac¢nich ¢inidel s cilem od-
stranéni proteinové vazanych véapenatych iont.

Vapnik - jeho funkce v buice
a interakce s kalmodulinem

Jak jiz bylo fe¢eno, koncentrace vapenatych iontd je
vyrazné odlisna ve vnitrobuné¢ném cytosolu (basal-
ni koncentrace je pfiblizné 0.1 uM) a v extracelular-
nim prostoru (pfiblizné 1 mM). Jeji hodnota se muze
ménit v ¢ase v zavislosti na regulaci vnitrobunécné
signalizace a mlzZe dojit k 10-100 nasobnému zvy-
Seni cytosolarni koncentrace v zavislosti na regulaci
bunééné funkce.?? Vétsina vapenatych iontl vstupuje
do bunky skrze vapnikové kanaly fizené pfedevsim na-
pétim na membrané (z angl. voltage-gated channel),
vazbou ligandu (z angl. ligand-gated channel), nebo
pomoci kombinace obou procest pro piesnou kont-
rolu toku iontl. U potencialové excitovatelnych bunék
(napf. kosterni nebo srde¢ni svalové burnky a neurony)
vede depolarizace membrany ke kratkodobému na-
rdstu intracelularni koncentrace Ca?* iontd az k hod-
noté 1 uM. Mezi tyto typy vapnikovych kanald fadime:
(i) L-typ (L z angl. ,Long-Lasting”), které se vyskytu;ji
v celé fadé bunék v lidském téle, (ii) T-typ (T z angl.
JIransient”), které se nachazeji kromé neuront v os-
teocytech a thalamu, (iii) N-typ (N z angl. ,Neural”),
s vyskytem v centralnim a perifernim nervovém systé-
mu, (iv) R-typ (R z angl. ,Residual”), ktery byl nalezen
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v neuronech, a (v) P-typ (P z angl. ,Purkyné”/Q-typ)
pfitomny v Purkyiiovych burikach a granulocytech mo-
ze¢ku.?

Mezi ligandy/receptory fidici funkci vapnikovych
kanalt patfi IP; receptor (inositol 1,4,5-trifosfat), kte-
ry je soucasti transdukéni drahy receptor( spojenych
s G-proteiny, a ryanodinovy receptor (CICR, z angl.
»Calcium Induced Calcium Release”), ktery regulu-
je uvolnéni vapniku z lumen endoplasmatického/
sarkoplasmatického retikula ve svalovych bunkach.?
Déle mezi né patfi adenin dinukleotid fosfat kyseliny
nikotinové a fosfolipasa A2beta ovliviiujici TPC kanal
(z angl. ,Two-Pore Channel”) v endosomalni/lysoso-
malni membrané schopny pifenosu sodnych, vapena-
tych a potencialné i vodikovych iont.25 V plasmatic-
ké membrané je pfitomny transportér ,store-operated
channel”, ktery zprostiedkovava cytoplasmatickou
signalizaci nezavislou na ¢erpani vapniku z endoplas-
matického/sarkoplasmatického retikula.?* Mezi dalsi
slouceniny, které jsou schopné ovlivnit funkci vapniko-
vych kandlu L-typu, patii syntetické molekuly vyuziva-
né farmakologicky jako jejich blokétory (napf. zéstupci
dihydropyridind, fenylalkylaminy a benzodiazepiny),
které redukuji transport vapniku do bunék hladkého
svalstva srdecni ¢i cévni stény, a proto se uzivaji jako
lé¢iva na snizeni krevniho tlaku.?”

Signalizaci pfes zménu cytosoléarni koncentrace va-
penatych iontl funguje znama regula¢ni dréaha fosfo-
lipasy C (PLC). Receptory spojené G-proteiny ¢i tyro-
sinkinasami aktivuji PLC, kterd hydrolyzuje fosfatidyl
inositol 4,5-bisfosfat na IP;, ktery indukuje vyliti Ca?*
iontd membranovym kanalem z endoplasmatické-
ho retikuka, a diacylglycerol aktivuje proteinkinasu C
(PKC). Mezi dalsi signalizace, kde ionty Ca?* hraji roli
druhého posla, patfi aktivace proteinu kalmodulinu,
ktery po vazbé iontl Ca?* vytvéii komplex Ca?*/CaM
schopny interakce: (i) pfimo s efektorovymi proteiny,
nebo (ii) s Ca?*/CaM zavislymi kinasami (CaMK), které
patii mezi Ser/Thr kinasy, jejichz fosforyla¢nim mistem
jsou postranni fetézce serinu nebo threoninu efektoro-
patii Ca?*/CaM zavislé proteinkinasy kinasy (CaMKK),
a dale CaMKI a CaMKIV, které jsou soucasti CaMK kas-
kady. Mezi ostatni ¢leny této rodiny patfi jiz zminéna
kinasa myosinu MLCK nebo CaMKIl a CaMKIII. Pro po-
sledni zminénou CaMKIII byl dosud popsan jediny sub-
strat — elongacni faktor 3.2° Z uvedené rodiny CaMKK
byly u savcll v cytoplazmé a jadru popsany dosud dvé
isoformy oznacované jako CaMKK1 a CaMKK2, jejichz
aktivace je odlisna.>® U CaMKK1 zavisi vyhradné na
vazbé Ca?*/CaM komplexu. CaMKK je autoinhibovéna
prostiednictvim svého C-koncového tseku (CAMKK
sekvence v pozici 435-440), ktery je schopny interak-
ce s vysoce konzervovanou oblasti pfiblizné 250ami-
nokyselin tvofici kinasovou doménu. Ta je tvofena
vazebnymi doménami pro ATP a substrat, které jsou
propojeny malou spojovaci oblasti.?"*? Po vazbé Ca?*/
CaM komplexu na svou vazebnou doménu CaMKK,
kterd se ¢aste¢né prekryva s autoinhibi¢ni doménou,
muze dojit k uvolnéni autoinhibi¢ni domény z kinaso-
vé domény CaMKK a tato strukturni zména se projevi
plné funkéni kinasovou aktivitou. Naproti tomu CAM-

KK2 obsahuje N-koncovou sekvenci v useku 129-151,
kterd mlze potlacit autoinhibi¢ni schopnosti svého C-
-koncového useku, a tedy zplsobi kinasovou aktivitu
CaMKK2 nezévislou na interakci s komplexem Ca?*/
CaM.*° Fosforylace obou isoforem CaMKK pomoci pro-
tein kinasy A na Ser458 brani vazbé Ca?*/CaM kom-
plexu na jeji vazebnou doménu a negativné ovliviiuje
kinasovou aktivitu CaMKK.** Aktivovana CaMKK ma
celou fadu substrat(, jako je CaMKI, CaMKIV, protein
kinasa B a proteinkinasa aktivovana AMP.*° Vapnik je
tedy Siroce rozsifena signaliza¢ni molekula, ktera hraje
roli druhého posla v regulaci fady fyziologickych déju
od svalové kontrakce, neuronalni transmise, bunééné-
ho pohybu, fertilizace, proliferace, regulace neuroge-
nese a synaptické plasticity, a v pfipadé vysoké cytoso-
larni koncentrace je i pficinou bunéc¢né apoptosy.3+3>
Nicméné nesmime zapominat i na dalsi biochemické
funkce vapniku jako je regulace enzymové aktivity,
permeability iontovych kanalt a iontovych pump i
ovlivnéni cytoskeletu.?®3¢

Kalmodulin - role v bakterialni
patogenesi (priklad cerného kasle,
Bordetella pertusis)

Cela fada bakterialnich patogent produkuje Sirokou
Skalu virulentnich faktord, které se podileji na interak-
ci patogen-hostitel: (i) umoznuji bakterii kolonizovat
vhodné misto v hostiteli, (i) participuji na rozhrani
patogen-hostitel (napf. filamentosni hemaglutinin,
FHA), (iii) umozZnuji u intracelularnich patogent vstou-
pit ¢i opustit buriky hostitele, (iv) poskytuji bakterii
nutri¢ni vyhodu ¢i Ziviny na ukor hostitele (napi. pro-
dukce sideroforll pro zisk iontl Zeleza), (v) zptsobu-
ji preziti patogenu v hostiteli a poskytuji moznost
uniknout obrannému systému hostitele diky imuno-
supresi a vyhnuti se buné¢nému imunitnimu systému
(napf. adenylat cyklasovy toxin, CyaA), (vi) umoznuji
bakterii produkovat toxiny zplsobujici toxickou reakci
¢i nemoc organismu (napi. adenylat cyklasovy a per-
tusovy toxin). Posledni kategorie uvedenych virulent-
nich faktort patii k pocetné nejvétsi a lze ji rozdélit
do dvou skupin na endo a exo toxiny. Molekuly exo-
toxin® s aktivni sekreci vykazuji celou fadu aktivit od
inhibice kli¢covych biochemickych metabolickych drah
cilovych bunék az po schopnost zpGsobit vazné posko-
zeni bunék ¢i tkani hostitele pomoci cytotoxické ak-
tivity (napf. neurotoxiny, hepatotoxiny a enterotoxiny).
Exotoxiny patfi k extrémné imunogennim molekulam,
které aktivuji humoralni odpovéd imunitniho systému
produkci protilatek proti dané molekule toxinu.3’

Gram negativni, obligatorné aerobni, patogenni
kokobacil, Bordetella pertusis, je pficinou v posled-
ni dobé se Sificiho onemocnéni znamého jako cerny
kasel nebo pertuse. Bakterie jsou rozptyleny ve vzdus-
ném aerosolu a po inkubacni dobé 6-20 dni od vstu-
pu do dychacich cest dochazi k postupné kolonizaci
respira¢niho systému s typickym projevem pierusova-
ného, suchého, davivého kasle s typickou nemoznosti
nadechu, kdy tento stav mize vyvrcholit az nasled-
nym davenim. Infekce se vétSinou objevuji u malych
déti do véku jednoho roku bez imunizace, ¢i u jedinct
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s porusenou imunitou. Plvodni vakcinace usmrce-
nym mikroorganismem byla nahrazena acelularni vak-
cinou (v dnedni dobé& v CR napf. hexavakcina), ktera
vyrazné snizuje druhotné negativni Ucinky imunizace
se zachovanim snizeni mortality onemocnéni spolu
s omezenim propuknuti onemocnéni v populaci.3®394°
Mezi virulentni faktory této bakterie patii adenylat
cyklasovy toxin (CyaA) a pertusovy toxin, filamentdz-
ni hemaglutinin (FHA), pertaktin, fimbrie a trachealni
cytotoxin.* Bakterie B. pertusis infikuje hostitele a ko-
lonizuje epitelialni buriky dychacich cest a plic pomoci
adhesinu, proteinu FHA (220 kDa), ktery je schopny
vazby minimalné ¢tyfmi vazebnymi doménami s ce-
lou fadou bunéénych povrchl a vazebnych partnert/
receptorl. Je schopny adherence i na cilie epitelialnich
bunék respira¢niho traktu obsahujici sialované cuk-
erné zbytky a tak zabrani mechanickému odstranéni
z respira¢niho traktu plGsobenim tohoto fasinkového
epitelu. Kromé tohoto déje byla popséna i interakce
FHA s vlastnim adenylat cyklasovym toxinem CyaA.*
Tento bifunkéni toxin CyaA (178 kDa, 1706 aminoky-
selin s post-transla¢ni modifikaci dvou lysint palmy-
toylaci, Lys860 a Lys983) obsahuje N-terminalni ade-
nylat cyklasovou doménu tfidy Il sensitivni k vazbé
CaM (sekvence 1-373). Nasleduje centralni hemoly-
sinovd doména schopné formovat transmembranové
pory (sekvence 500-700, stimulace influxu Ca?* iontd).
Na C-konci je doména obsahujici 42 repetitivnich se-

kvenci, které jsou schopné vazby vapenatych iontd,
nasledovana sekre¢nim signalem pro sekre¢ni systém
typu I. Tento toxin po pravdépodobné interakci s bu-
né¢nym receptorem (napi. komplementovy receptor 3
nebo integrin CD11b/CD18) prochazi pfimo povrchem
membréany a translokuje svoji N-terminalni adenylat
cyklasovou doménu (40 kDa) do cytosolu napadené
buriky, kde je aktivovana jeji enzymova adenylat cyk-
lasova aktivita vazbou buné¢ného CaM aktivovaného
soucasnym influxem Ca?* iontd skrze transmembrano-
vé pory centralni hemolysinové domény toxinu CyaA,
coz vede k nasledné nekontrolované pfeméné ATP
za vzniku cAMP.#44 NarGst koncentrace této klicové
signaliza¢ni molekuly nasledné vede napfiklad ke ztra-
té baktericidni aktivity fagocytujicich bunék.*> Podrob-
ny strukturni model interakce C-terminalni ¢asti CaM
s adenylat cyklasovou doménou CyaA (obrazek 1 A),
nebo CaM s vazebnym peptidem MLCK (obrazek 1 B) je
dostupny v PDB databazi (2COL a 1CDL).46474849 Prynj
model ziskany na zékladé rentgenostrukturni analyzy
heterodimeru popisuje klicovou interakci H/H'-helixu
CyaA (pozice v sekvenci 235-259) s C-koncovou do-
ménou Ca?*/CaM. Nezbytnym interagujicim aminoky-
selinovym postrannim fetézcem CyaA je Trp242, ktery
svym planarnim hydrofobnim systémem interaguje
z kazidé své strany s trojici aminokyselin kalmodulinu
Phe9l, Met141 a Met145 z jedné a s Met109, Met124
a lle125 z druhé strany (obrazek 1C).*¢ Potvrzeni du-
leZitosti této vazby demonstrovala re-

dukce vazby a nasledné aktivity ade-
nylét cyklasy po oxidaci methionin(
CaM nebo v pfipadé pfipraveného ar-
teficielniho proteinu CyaA s bodovou
zaménou aminokyseliny Trp242Gly.>°
Obdobny model a kontaktni aminoky-
seliny CaM Ize nalézt v interakci s am-
fipatickym helixem MLCK (sekvence
577-602)%, jak zobrazuje obrazek 1D.
Naproti tomu v obdobné interakci
CaM s kalmodulin dependentni ade-
nylat cyklasovou doménou virulentni-
ho faktoru zplsobujiciho edém z bak-
terie Bacillus anthracis hraje obdob-
nou roli také H helix tohoto toxinu,

avsak klicovou aminokyselinou je zde

Obr. 1: Celkovy a detailni pohled na prostorové uspofadani kalmo-
dulinu s vazebnymi ligandy: (A) celkovy pohled na strukturu C-termi-
nalni domény kalmodulinu (CaM, zelené) s vazanymi ionty Ca?* (Zluté)
v interakci s adenylat cyklazovou doménou CyaA (modie) (PDB struktura
1COL), (B) celkovy pohled na strukturu CaM (zelené) s vazanymi ionty
Ca?* (zluté) v interakci s vazebnym peptidem MLCK (PDB struktura 1CDL),
(C) detailni 3D struktura C-koncové vazebné domény CaM (zelené), vaza-
nych vapenatych iontd (zluté) a H/H'-helixu CyaA (modie) (PDB struktu-
ra 1COL) se zvyraznénymi aminokyselinami CaM Phe91, Met141, Met145,
Met109, Met124 a lle125 (Cervené) a CyaA Trp242 (svétle modie), a (D)
detailni 3D struktura interakéni domény CaM (zelené), vazanych vapena-
tych iontl (Zluté) s vazebnym amfifilnim helixem MLCK (PDB struktura
1CDL) (modfe) se zvyraznénymi aminokyselinami CaM Phe91, Met141,
Met145, Met109, Met124 a lle125 (¢ervené) a MLCK Trp580 (svétle mod-
‘r'e).46,47,48,49

S pouzitim programu PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System,
Version 2. 3. 3 Schrédinger, LLC).

v pozici 525 Lys525, ktery tvofi solny
mustek s Glu114 CaM"'%?, pficemz
GIn562 odpovidaijici svou pozici kli¢o-
vé aminokyseliné Trp242 z CyaA hraje
v interakci s kalmodulinem minimalni
roli. Je ale tfeba podotknout, Ze afinita
CyaA k CaM je pfiblizné 100 krat vyssi,
nez v pfipadé faktoru zpusobujiciho
edém z B. anthracis.

Z vySe uvedeného je ziejmé, ze
kalmodulin hraje v obou pfipadech
klicovou roli inicidtora vnitrobuné¢-
ného spusténi toxické aktivity jejich
virulentnich faktord a jeho protein-
-proteinova interakce po vnitrobuné¢-
né aktivaci vyznamné participuje na
procesu bakterialni patogenese.
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Zaveér

Prezentovany souhrn literarnich poznatk(i ukazuje
souc¢asné znalosti o dileZitém regulacnim proteinu
kalmodulinu a uvadi metodické postupy jeho purifika-
ce a funkéniho vyzkumu. Soucasné je nastinén meta-
bolismus a signalizace zprostiedkovana pies vapenaté
ionty a jejich vliv na strukturné funkéni chovani kalmo-
dulinu s jeho néslednou roli v interakci s vazebnymi
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Souhrn

Kalmodulin (CaM, z angl. CALcium MODULated protelN) participuje na regulaci ¢i modulaci celé fady bunéc¢nych déjd v zavislosti
na interakci s cilovou proteinovou molekulou, ktera je iniciovdna zménou intracelularni koncentrace vapenatych iontd (Ca?*) a struk-
turni zménou kalmodulinu po vazbé Ca?*. CaM je Siroce rozsifeny a evolu¢né velmi konzervovany maly cytosolarni protein, ktery je
vhodnym proteinovym modelem pro studium strukturné funkénich vztahd protein-proteinovych interakci od bunécné signalizace
a regulace metabolismu aZ po studium nékterych piipadt bakterialni patogenese.

Klicova slova: kalmodulin, Ca?* ionty, protein-proteinové interakce, bakterialni patogenese

Summary

Calmodulin (CaM, CALcium MODULated protelN) 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
(Ca?*) and a structural rearrange of calmodulin after Ca?* 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, Ca?* ions, protein-protein interaction, bacterial pathogenesis
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