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

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

For more information contact the editorial
board or directly:
Petra Lipovová, PhD. (editor in chief)
ICT, Technická 3
166 10 Prague 6, Czech Republic
Phone +420 220 443 028
e-mail: petra.lipovova@vscht.cz

BULLETIN OF CZECH
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SOCIETY

member of European Federation
of Biotechnology

SUMMARY

Bioprospect, the bulletin of the Biotechnolo-
gy Society is a journal intended to inform the
society members about the most recent deve-
lopments in this field. The bulletin should sup-
ply the vitaly important knowledge directly 
to those who need it and to those who are able
to use it properly. In accordance with the rules
of the Society, the Bulletin also deals with both
theoretical and practical questions of biotech-
nology. Articles will be published informing
about the newest theoretical findings, but many
planned papers are devoted to fully practical
topics. In Czech and Slovak Republic there is 
a growing gap between basic research and pro-
duction. It is extremely important to reverse 
as soon as possible the process of further open-
ing of the scissors, and we hope the Bulletin
will help in this struggle by promoting both
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ve dnech 17. – 19. března 2010, naše střešní orga-
nizace, Český svaz vědeckotechnických společností
(ČSVTS), jejiž jsme zakládajícím členem, pořádala 
oslavy 20. výročí založení spojené s 3. mezinárodní
konferencí „Proměny Evropy 2010“ ve svém sídle 
na Novotného lávce 5 v Praze na Starém Městě. Při této
příležitosti obdrželi předsedové jednotlivých společ-
ností „Čestný odznak ČSVTS“ za významnou činnost
konanou ve prospěch komunity inženýrů, techniků,
vědeckých či odborných pracovníků. Beru toto ocenění
jako uznání za prospěšnou činnost celé naší společ-
nosti v rámci svazu. Jarní valná hromada ČSVTS se
konala 20. května 2010 a tentokráte se na ní volilo
nové vedení svazu, tj. předsednictvo a revizní komise.
Nové zvolené vedení naleznete na webových stránkách
ČSVTS. Zde bych Vás jen rád informoval, že za naší 
společnost byl nominován a zvolen do dozorčí rady
p. RNDr. Tomáš Vaněk, CSc. Přejeme mu, aby byl ve své
nové funkci stejně úspěšný jako náš dřívější represen-
tant p. RNDr. Tomislav Barth, DrSc.

Dne 18. května 2010 na VŠCHT v Praze úspěšně 
proběhl již tradiční seminář „Novinky v oblasti genetic-
kých modifikací“. Pokud se o tuto problematiku zají-
máte a nemohli jste se semináře zúčastnit, pak stále
ještě máme k disposici sborník přednášek, a to jak
v tištěné formě, tak i ve formátu CD. Na požádání Vám
sborníček v požadovaném formátu zašleme. Pro pří-
padné Vaše zahraniční známé máme též volně pub-
likaci Ministerstva zemědělství ČR o zkušenostech
s pěstováním geneticky modifikované kukuřice
v anglickém jazyce. Jedná se o překlad publikace,
o které jsme Vás informovali v minulém čísle
Bioprospectu.

Pokračují i přípravy mezinárodního biotechnologic-
kého symposia BIOT 2011 spojeného s 5. Česko-švý-
carským symposiem, které se uskuteční 15. – 17. červ-
na 2011 v Národní technické knihovně v Praze 6

a bude následováno symposiem „Plant Biotechnology“
ve dnech 20. a 21. 6. 2011 v Olomouci. Webové strán-
ky pro obě akce jsou v přípravě.

V úvodníku letošního prvého čísla jsme Vás informo-
vali o „Global Forum on Genetically modified Wheat“,
které se má uskutečnit v říjmu. K dnešnímu dni zatím
datum konání nebylo stanoveno, a proto zájemci 
nechť konzultují následující webovou stránku:
http://www.bastiaanse-communication.com/

S potěšením Vám přinášíme řadu positivních infor-
mací o biotechnologiích v naší republice. Najdete zde
oficiální tiskovou zprávu o založení „Centra regionu
Haná pro biotechnologický a zemědělský výzkum“,
informaci o založení klastru „.MedChemBio“, který byl
založen počátkem roku 2009 s cílem pomáhat rozvoji
oborů medicinální chemie a chemické biologie
v České republice, a to jak v základním výzkumu, tak 
ve fázi přechodu ze základního výzkumu do techno-
logického a komerčního uplatnění. Informace je pre-
sentována jeho ředitelem a členem naší Rady
p. Doc. Ing. Fuskem, CSc. Jistě Vás zaujme i informace
o vědeckém programu Biotechnologického ústavu AV
ČR, v.v.i. od jeho ředitelky pí. Doc. RNDr. Jany
Pěknicové, CSc. Uvádíme i recenzi zajímavé knihy a pár
zajímavostí. 

I tentokrát jsme pro Vás v tomto čísle vybrali články
z různých oblastí biotechnologií. Neváhejte a posílejte
nám zajímavé zprávy, noticky o novinkách, které Vás
v literatuře zaujaly, stručné zprávy z konferencí
a samozřejmě i krátké přehledné články. Další číslo
vyjde v podzimním období.

Srdečně Vás zdraví

Váš
Jan Káš

ÚVODEM
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K 1. lednu 2008 založila Akademie věd České republiky novou veřejnou výzkumnou instituci, Biotechnologický
ústav AV ČR, v. v. i., se sídlem v areálu Akademie věd v Praze – Krči. Činnost Biotechnologického ústavu AV ČR,
v. v. i. (BTÚ) je soustředěna na rozvoj špičkového základního a orientovaného výzkumu a vývoje se zaměřením
na praktické využití výsledků v diagnostických a terapeutických aplikacích v humánní medicíně.

Ústav má 7 skupin, které svou činností pokrývají dva odborné směry:
(A) Proteinové inženýrství a strukturní biologie
(B) Patologie buňky, příčiny, diagnostika, léčba

A. Proteinové inženýrství a strukturní biologie:

Laboratoř inženýrství vazebných proteinů (vedoucí: Peter Šebo) se zabývá designem a zlepšováním vlastností
vysoce afinních vazebných proteinových ligandů zejména pro aplikace, ve kterých byly do současnosti neúspěš-
ně používány monoklonální protilátky.

Laboratoř strukturní biologie (vedoucí: Cyril Bařinka) je směrována do oblasti strukturní biologie a vztahů mezi
strukturou a funkcí medicínsky relevantních proteinů. Výsledky výzkumu jsou využitelné pro návrh a optimalizaci
sloučenin sloužících k detekci pevných nádorů, zejména pak nádorů rakoviny prostaty.

B. Patologie buňky, příčiny, diagnostika, léčba:

Laboratoř diagnostiky pro reprodukční medicínu (vedoucí: Jana Pěknicová) se zabývá charakterizací procesů
a molekulárních faktorů během oplodnění vajíčka a rozvíjením nástrojů (monoklonální protilátky) pro detekci
mužské neplodnosti a pro detekci vybraných faktorů znečišťujících životní prostředí majících negativní dopad 
na reprodukci savců.

Laboratoř diagnostiky autoimunitních onemocnění (vedoucí: Šárka Růžičková) je zaměřena na humorální
a genetické aspekty autoimunitních nemocí, na identifikaci cílových molekul využitelných v terapii autoimunit-
ních chorob a na vývoj nových nástrojů pro diagnostiku autoimunitních onemocnění.

Laboratoř molekulární terapie (vedoucí: Jiří Neužil) se zaměřuje na vývoj nových protirakovinnných látek, zejmé-
na analogů vitamínu E, které efektivně a selektivně působí proti maligně transformovaným buňkám tím, že desta-
bilizují jejich mitochondrie a tak vyvolají programovanou smrt nádorových buněk.

Laboratoř genové exprese (vedoucí: Mikael Kubišta) rozvíjí nástroje pro profilovou analýzu exprese genů 
pomocí vysokapacitní qRT-PCR na tkáňové, jednobuněčné a sub-buněčné úrovni, včetně analýzy multidimenzio-
nálních dat.

Laboratoř molekulární patogenetiky (vedoucí: Gabriela Pavlínková) identifikuje klíčové molekuly v patogenním
embryonálnim vývoji pomocí zvířecích modelů a profiluje genovou expresi, a umožňuje tak vypracovat nové
postupy pro prevenci a diagnózu diabetické embryopatie.

Činnost vědeckých skupin je zajištěna grantovou podporou od různých poskytovatelů včetně zahraničních.
V současné době jsou na ústavu skupiny zapojené do projektů 7. rámcového programu EK, ústav je nositelem
projektu Nanotechnologie pro společnost, dále “Výzkumného centra” programu MŠMT 1M a spoluřešitelem pro-
jektu NPVII.

Na ústavu se školí doktorandi a diplomanti, 5 pracovníků přednáší na vysokých školách.
Biotechnologický ústav úzce spolupracuje s TATAA Biocenter Prague, společně organizují kurzy analýzy genové

exprese pomocí qRT-PCR.
Ústav slouží jako vědomostní základna pro vznikající a rozvíjející se biotechnologický průmysl v České repub-

lice, z tohoto důvodu je zapojen do Biotechnologického klastru (CzechBio) – asociace biotechnologických spo-
lečností ČR, z.s.p.o.

Ve Vestci u Prahy by měl být realizován projekt BIOCEV v rámci programu Výzkum a vývoj pro inovace, na jehož
přípravě se BTÚ podílí s dalšími ústavy AV ČR a Univerzitou Karlovou. Více informací na webové adrese
www.ibt.cas.cz

Doc. RNDr. Jana Pěknicová, CSc.
Ředitelka ústavu

BIOTECHNOLOGICKÝ ÚSTAV AV ČR, V. V. I.
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Klastr MedChemBio byl založen počátkem roku
2009. Tento klastr vznikl s cílem pomáhat rozvoji oborů
medicinální chemie a chemické biologie v České
republice, a to jak v základním výzkumu, tak ve fázi pře-
chodu ze základního výzkumu do technologického
a komerčního uplatnění. Hlavním oborem činnosti jsou
„malé“, syntetické molekuly, tedy látky, které mohou
být použity pro humánní a veterinární medicínu
a diagnostiku a také jako nástroje chemické biologie.

Klastr je unikátní z několika aspektů. Jedním z nich je
velmi těsné propojení akademických pracovišť (členy
klastru jsou Univerzita Palackého v Olomouci, Ústav
organické chemie a biochemie, AVČR, v.v.i. a Vysoká
škola chemicko-technologická) s malými a středními
podniky (Farmak, Quinta Analytica, BioTest, BioApex,
BioPaterns, Circle Line Associates, Mendel Thera-
peutics, MD Pharma, AB Pharma, IntellMed, Scitech,
Olchemim, Apigenex, Inventia, Mendel Therapeutics,
STAR Czech, Life Sciences Capital), dodavatelskou sfé-
rou (Merck) a odbornými společnostmi (ČSCH,
ČSBMB, Nadace pro výzkum rakoviny). Jednotlivé firmy
a subjekty spolupracují na společných projektech, které
využívají synergie zájmů a cílů. Klastr má nyní celkem
24 členů a je otevřen pro další subjekty, které
o spolupráci na rozvoji uvedených oborů mají zájem.

Klastr obdržel na podzim roku 2009 podporu 
od agentury CzechInvest ve výši vyšší než 18 milionů
korun, která je určena k podpoře čtyř konkrétních
vědecko-výzkumných projektů v dané oblasti a také
umožní základní fungování klastru a jeho spolkovou
činnost.

Prvním projektem je Systém pro řízení projektů
výzkumu a vývoje léčiv v režimech GMP GLP, GCP.
Cílem projektu je podpořit výzkumné, vývojové, vý-
robní a kontrolní aktivity členů klastru v oblasti vývoje
léčiv v „post-discovery fázi“. Členové, kteří se tohoto
projektu účastní, vytvořili společnou jednotku – cent-
rum pro systém řízení jakosti GMP/GLP, služby
Regulatory Affairs a poradenství/řízení projektů
v předklinické a rané klinické fázi. Součástí projektu je
také vybavení a certifikce vzorových laboratoří UP,
a především se jedná o techniky, které jsou v GMP/GLP
režimech obtížně dostupné (NMR, XRD). Ostatní čle-
nové klastru mohou (po dokončení tohoto projektu) 
za výhodných podmínek využívat jak poradenských 
služeb při zavádění systému jakosti, tak i řízení svých
projektů, zpracování GMP dokumentace a poradenství
pro předklinické a rané klinické fáze vývoje. Kromě
toho budou moci využívat služby laboratoří certifikova-
ných v rámci projektu.

Druhým projektem je Pracoviště pro molekulární
diagnostiku. Tento projekt je zaměřen na výzkumné
aktivity některých členů klastru při výzkumu a vývoji
molekulárních diagnostik, a to především na bázi poly-
merázové řetězové reakce v reálném čase (Q-RT-PCR)

a v proteomických analýzách. Diagnostika využívající
tyto metody nyní velmi razantně nastupují do rutinní
diagnostické praxe v oblasti nádorových, infekčních
a dalších onemocnění. Vedle toho se trh s diagnostiky
stává zajímavou oblastí „biotech“ průmyslu i pro menší
firmy, protože je regulačně výrazně jednodušší než
oblast farmaceutik. Pracoviště vybudovaná v rámci
tohoto projektu se zaměří na studium, výzkum a vývoj
molekulárních diagnostik, zejména v oblasti nádoro-
vých onemocnění. Součástí projektu je zavedení 
příslušných metod počínaje přípravou vzorků a konče
kvalitativním nebo kvantitativním vyhodnocením
amplifikační reakce a hmotnostně spektrometrické
analýzy technikou LC-MALDI.

Třetím hlavním projektem je Pracoviště pro syntézu,
izolaci a výrobu chemických sloučenin. Projekt bude
zaměřen na výzkum nových syntetických postupů pro
přípravu a izolaci komerčně zajímavých chemických
sloučenin a postupů umožňujících převod laboratorní
syntézy do poloprovozního měřítka, a zároveň bude
nabízet služby týkajících se předpovídání vlastností
látek a návrhem struktur vhodných pro požadované
aplikace. V oblasti syntézy jde především o laboratorní
přípravu nových produktů, které v sobě skrývají
komerční potenciál, dále látek již na trhu existujících,
u kterých je současný způsob přípravy komplikovaný,
neekonomický či z hlediska regulačních nařízení silně
omezující. Projekt zahrnuje také nabídku syntézy 
organických sloučenin ve čtvrt-provozním měřítku. 
To je jeden z klíčových problémů při rozvoji projektů
nových molekul, které směřují do praktických aplikací
a v současné době je pro řadu vědeckých institucí nebo
malých firem prakticky neřešitelný z ekonomického
a organizačního hlediska. Záměrem je také uvést 
do provozu moderní vybavení pro separaci látek
z nejrůznějších směsí, jejich izolaci, identifikaci
a stanovení zastoupení jednotlivých složek. Na pro-
jektu se budou podílet instituce, které mají dlouholeté
zkušenosti v oblasti syntézy organických látek
v laboratorním i provozním měřítku, jakož i v obchodní
činnosti. Řešení projektu má za cíl poskytnout členům
Klastru kvalitní a cenově dostupné zázemí pro syntézu,
izolaci a komercionalizaci organických sloučenin.

Posledním plánovaným projektem pro první období
je Elektronická terminologická databáze a systém
zpracovávání překladů Během tří let vytvoří klastr 
specializovanou jazykovou databázi a zformuje skupinu
odborných konzultantů. Vypracuje a zavede systém 
pro řízení efektivity a kvality zpracovávané dokumenta-
ce (autor > manager > překladatel > korektor > kon-
zultant/validátor > DTP). Databázi hodlá Klastr
MedChemBio v různých formách uplatnit na trhu.
Jednotliví členové klastru budou moci databázi
i softwarové vybavení využívat pro překlady vlastními
silami i pro zadání závazné terminologie pro externě

KLASTR MEDCHEMBIO.



zpracovávané překlady. Budou to překlady grantových
aplikací, výrobní dokumentace, produktové doku-
mentace (data sheets), odborných článků a sdělení,
webových stránek, reklamních materiálů a dalších
odborných publikací vydávaných s podporou Klastru.
Efektivně spolupracující validátoři, konzultanti
a překladatelé využívající software specializovaný na
správu terminologie a udržení konzistentnosti překladu
docílí nesrovnatelně vyšší kvality překladů oproti pře-
kladům zpracovávaným běžným způsobem.

Strategie klastru podporuje celé odvětví, které
v České republice nemá nyní společnou platformu pro
kontakty a spolupráci. Strategicky se klastr snaží vybu-
dovat strukturu, která by nabízela kontinuální podporu
jak členům klastru, tak i novým subjektům a celkově by

umožnila nový rozvoj dané vědecko-technické oblasti
a v regionu.

MedChemBio bude především pomáhat začínajícím
firmám v daném oboru v úspěšném rozvoji jejich pro-
jektů. Díky soustředění jak přístrojového vybavení, tak
lidského potenciálu je možné provádět výzkum daleko
efektivněji, než v izolovaných laboratořích. Důležitou
součástí práce klastru bude výměna informací
a propagace oboru v České republice.

Více informací o klastru MedChemBio naleznete 
na www.medchembio.cz

Doc. Ing. Martin Fusek, CSc. 
Ředitel klastru
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EVROPSKÁ UNIE

EVROPSKÝ FOND PRO REGIONÁLNÍ ROZVOJ

INVESTICE DO VAŠÍ BUDOUCNOSTI OP Výzkum a vývoj
pro inovace

CENTRUM REGIONU HANÁ PRO BIOTECHNOLOGICKÝ A ZEMĚDĚLSKÝ VÝZKUM
ul. Šlechtitelů 11, 783 71 Olomouc, tel.: +420 585 634 970 – 71

TISKOVÁ ZPRÁVA PŘF UP OLOMOUC 8. dubna 2010

Centrum regionu Haná – budoucnost zemědělství a pěstitelství v regionu

OLOMOUC – Obnova tradice a dobrého jména 
šlechtitelství a zemědělství, které bylo po staletí 
na střední Moravě zdrojem bohatství a obživy. To je klí-
čový cíl, který si vytkl tým projektu Centrum regionu
Haná pro biotechnologický a zemědělský výzkum. 
Za poměrně složitým názvem se skrývá řada aktivit 
připravovaných Přírodovědeckou fakultou UP a jejími
partnery, které do Olomouce v nejbližších létech přine-
sou špičkové technologie v nových výzkumných 
provozech, desítky vysoce kvalifikovaných míst či úzké
propojení vědy a výzkumu s praxí.

„Vznik centra přinese do tohoto odvětví zcela nové
metody a postupy, zejména v oblasti molekulární gene-
tiky a biotechnologie. Soustředíme zde nejlepší 
vědecké kapacity z regionu v tomto oboru,“ řekl koor-
dinátor projektu a proděkan PřF UP Ivo Frébort. Podle
něj tak budou mít absolventi řady oborů na PřF velkou
motivaci pro to, aby mohli pracovat doma, a nemuseli
za špičkovým výzkumem do zahraničí.

Výsledky výzkumu jsou aplikovatelné například při
vývoji moderních metodik šlechtění a nových odrůd
plodin (s vyššími výnosy, odolností vůči vlivům po-
časí a škůdcům a šetrnější k životnímu prostředí), 
získávání nových zdrojů surovin pro potravinářský

a farmaceutický průmysl, zlepšení kvality potravin
a jejich kontroly apod.

Projekt, který odstartoval před několika týdny, sdružu-
je pět výzkumných programů – od práce se zkumav-
kami po pěstování rostlin na polích a ve sklenících.
Univerzitní areál v ulici Šlechtitelů se rozroste o čtyři
nové budovy se špičkovým vybavením či nové plochy
a skleníky pro pěstitelství. Na realizaci projektu se
budou podílet kromě UP také Ústav experimentální
botaniky Akademie věd ČR a Výzkumný ústav rostlinné
výroby.

Projekt je financován z evropského Operačního 
programu Výzkum a vývoj pro inovace s přispěním čes-
kého státu. Příspěvek EU činí 708 997 497 korun, 
příspěvek státu 124 940 734 korun. Projekt je také 
součástí integrovaného plánu rozvoje města „Atraktivní
a konkurenceschopná Olomouc“.

Více informací najdete na www.cr-hana.eu.
Pavel Vysloužil, mluvčí PřF – tel. 777 071 170

Bližší informace:
Ivo Frébort – koordinátor projektu – 585 634 970



V současné době spadá velká část úmrtí v dospělé
populaci na vrub srdečně cévním onemocněním.
Stěžejním představitelem této skupiny onemocnění je
akutní infarkt myokardu (AIM). Biochemické indikátory
detekující vedle AIM i ischemické poškození myokardu,
srdeční nekrotické změny a hemodynamická poško-
zení srdce jsou souhrnně řazeny pod pojem kardiální
markery. Do této skupiny patří nejen molekuly lokalizo-
vané přirozeně v srdeční tkáni (v kardiomyocytech,
srdečních cévách, intersticiu), ale i běžně orgánově 
se vyskytující komponenty či specifické produkty jako
následky patologického procesu. Cílem stanovení 
kardiálních markerů je vedle detekce koronárního one-
mocnění také zjištění prognostického výhledu na prů-
běh nemoci a predikce rizika vzniku srdečních onemoc-
nění u pacienta. Škála kardiálních markerů se neustále
rozšiřuje. Předmětem výzkumu jsou především takové,
které disponují vysokou specifitou a senzitivitou a též
markery spadající do skupiny časných ukazatelů AIM.
Mezi nyní rutinně vyšetřované markery v klinické praxi
patří kreatinkinasa, myoglobin a srdeční troponiny.
Dříve byly hojně využívané testy aspartátaminotransfe-
rasy a laktátdehydrogenasy. Do skupiny hlavních 
představitelů budoucí generace kardiálních markerů,
zatím většinou pouze ve výzkumných laboratořích, 
patří srdeční protein vázající mastné kyseliny h-FABP
a isoenzym glykogenfosforylasy GPBB1, 2, 3. 

Soudobé diagnosticky využívané kardiomarkery

Myoglobin je nízkomolekulární protein tvořený jed-
ním polypeptidem obsahující hemovou strukturu.
Tkáňově se vyskytuje především v kosterních svalech.
Stejné formy hemoproteinu lze v menší míře na-
lézt i v srdečním a hladkém svalstvu. Lokalizován je
v cytoplasmě. Jeho hlavní funkci plní koordinačně
kovalentní vazba molekuly kyslíku v buňce. Při AIM je
myoglobin rychle uvolňován z poškozených buněk 
do krevního oběhu (již po 1 – 2 hodinách). Maxima
koncentrace dosahuje po 6 – 7 hodinách a do jed-
noho dne po koronární příhodě se hodnoty vrací
k normálu. Diagnosticky tak splňuje funkci časného
markeru pro AIM. Je řazen mezi faktory predikce AIM,
pokud se jeho hodnota nezvýší do deseti hodin 
po pacientově subjektivních příznacích AIM, lze toto
s vysokou pravděpodobností vyloučit. Nevýhodou
myoglobinu je jeho nespecifičnost. Příčiny jeho 
zvýšených hodnot v krvi lze hledat i v porušení buněk

kosterní svaloviny nebo zhoršeném vylučování při
renálních insuficiencích. Pro tyto nedostatky se dnes
v klinické praxi od stanovování myoglobinu jako kardi-
álního markeru pomalu upouští2, 3. 

Enzym kreatinkinasa (EC 2.7.3.2, CK) spadá do třídy
transferáz a katalyzuje přenos fosfátové skupiny mezi
kreatinem a kreatinfosfátem, kde donorem fosfátu je
ATP. Reakce je vratná, závisí na momentální hotovosti
makroergické molekuly kreatinfosfátu ve svalech. 
Má orgánově nízkou specifitu. Majoritně se vyskytuje
v buňkách kosterních svalů, méně v srdečním
a hladkém svalstvu, nervové soustavě, ledvinách.
Lokalizace v buňce je v cytosolu nebo v mitochondriích.
Cytosolová forma enzymu lze rozlišit na tři isoenzymy –
CK-BB, CK-MB a CK-MM – podle kombinace dvou 
podjednotek B (brain) a M (muscle). Na pozici čas-
ného kardiálního markeru AIM se isoforma kreatinki-
nasy CK-MB drží již téměř půl století. Její hladina 
stoupá již 5 – 7 hodin po srdeční příhodě, maxima
dosahuje zhruba po jednom dni a ve vyšší koncentraci
přetrvává ještě 3 – 6 dní. Příčinou zvýšení vedle srdeč-
ních onemocnění mohou být postižení kosterních
svalů. Progresivní nemoci jako jsou svalové dystrofie,
mechanická poškození svalu (úrazy, operační zákroky)
či toxická poškození (ischemie). Dle řádové hodnoty
nárůstu hladiny kreatinkinasy CK-MB oproti normálu
lze předběžně určit typ svalového poškození, při AIM 
se zvýší cca 25krát, při poškození kosterních svalů 
až 1000krát. Pro zpřesnění diagnosy a zvýšení specifity
se využívá výpočtu poměru kreatinkinasy CK-MB ku 
celkové hodnotě kreatinkinasy (všech jejích isoforem).
CK-MB má ceněnou hodnotu i jako prognostický faktor.
Podle doby, kdy dosáhla její koncentrace maxima, 
je možné usuzovat na míru snížení průtoku krve posti-
ženým místem4. 

První volbou při podezření na koronární syndrom je,
ve srovnání s v současné době stanovovanými kardiál-
ními markery myoglobinem a kreatinkinasou, stano-
vení srdečních troponinů. Vděčí za to své kardiospeci-
fitě. Troponiny jsou malé nízkomolekulární proteiny,
které se formou troponinového komplexu podílejí vel-
kou měrou na kontrakci svalových vláken. Jsou známy
tři typy – T, I a C. Troponin T propojuje troponi-
nový komplex s dvěma molekulami tropomyosinu.
U zdravého dospělého člověka se vyskytuje pouze
v srdeční isoformě (cTnT) a je díky této absolutní 
orgánové specifitě hojně využíván jako kardiální mar-
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ker. Za normálních okolností je hladina troponinů v krvi
téměř nedetekovatelná. Při AIM se nárůst koncentrace
cTnT projeví již po 3 – 4 hodinách, maxima dosáhne 
po 1 – 2 dnech a do normálu se vrací až po 2 týdnech.
Slouží tedy zároveň jako časný i pozdní marker AIM.
Troponin I zabraňuje v nepřítomnosti vápenatých iontů
kontrakci svalu zamezením vazebného spojení mezi
aktinem a myosinem. Odlišují se dvě kosterní svalové
isoformy a jedna srdeční (cTnI). Koncentrační křivka
v čase má podobný charakter jako u cTnT s tím rozdí-
lem, že se rychleji navrací k normálu. Fysiologické hod-
noty lze naměřit opět do jednoho týdne od prvotních
kardiálních symptomů. U obou typů troponinů je
možné pravidelným měřením sledovat prognostiku
AIM. Pouze lehce zvýšené hodnoty poukazují na nesta-
bilní anginu pectoris. V klinické praxi se stanovují
běžně oba typy troponinů, z hlediska lepší standardiza-
ce je doporučováno stanovování cTnT. Na troponinu C
se nacházejí vazebná místa pro vápník, jenž je nutný
pro aktivaci svalové kontrakce. Jeho kosterní i srdeční
isoforma jsou totožné a proto nevhodné pro kardiální
diagnostiku5, 8.

Kardiomarkery blízké budoucnosti

Srdeční forma proteinu vázajícího v buňce mastné
kyseliny (fatty acid binding protein, h-FABP) patří mezi
nízkomolekulární cytoplasmatické proteiny, kde plní
transportní funkci pro mastné kyseliny s dlouhým
řetězcem mezi buněčnou membránou a mitochon-
driemi. Vyskytuje se především v tkáních s vyšší nut-
ností oxidace mastných kyselin s poločasem 2 – 3 dny.
Při srdečním poškození se uvolňuje do krevního oběhu
velmi rychle a slouží proto jako časný marker AIM.
S výhodou ho lze využít i jako marker anginy pectoris
a prognostický ukazatel u AIM. h-FABP disponuje velmi
podobnou křivkou závislosti rychlosti uvolňování
z buňky na čase jako myoglobin. Maximální kon-
centrace po AIM dosahuje po 6 – 8 hodinách
a k normálu se vrací do 24 – 30 hodin. Oproti myoglo-
binu se v kardiomyocytech a následně po jejich poško-
zení i v krvi vyskytuje ve větších koncentracích a má
také mnohem vyšší specifitu. Ačkoli je stejně orgánově

nespecifický jako myoglobin, jeho zastoupení
v kosterních svalech je výrazně nižší. Tyto aspekty činí
z h-FABP diagnosticky výhodnější časný marker.
K odlišení poškození srdce od poškození svalového se
užívá výpočet poměru myoglobin/ h-FABP6. 

Enzym glykogenfosforylasa se v lidském organismu
vyskytuje ve třech isoformách – MM (muscle), LL (liver)
a BB. Isoenzym BB je lokalizován především v mozku
a myokardu (EC 2.4.1.1, GPBB). Podílí se na glykogeno-
lytické dráze cukrů. Fysiologicky je vázán v komplexu
s glykogenem na endoplasmatické retikulum. Při ische-
mických stavech se ve zvýšené míře uvolňuje do cyto-
solu a odtud do krevního oběhu. Hladina GPBB stoupá
po 2 – 4 hodinách, maxima dosahuje za 6 – 20 hodin
a normální hodnoty se objeví po 1 – 2 dnech. Možné
uplatnění má jako velmi časný marker AIM2, 8. 

Pro úplnost jsou krátce zmíněny i některé další
z mnoha dalších možných budoucích rutinně využíva-
ných markerů. Na jiném principu než bylo dosud uve-
deno lze využít charakteristik Karboanhydrasy III. Tento
protein se vyskytuje pouze v kosterním svalstvu a nikoli
v myokardu. Společným stanovením a porovnáním
s hladinou myoglobinu se zvyšuje specifita a senzitivita.
Pro cílené snížení tělního objemu krve při stavech zvý-
šeného napětí srdečního svalu se uvolňuje více tkáňo-
vého hormonu B-natriuretického peptidu, který stimu-
luje zvýšení vylučování sodných iontů a vody
z organismu. Při destabilizaci aterosklerotického plátu
dochází k aktivaci fosfolipasy D, která katalyzuje rozpad
fosfolipidů v buněčné membráně. Produktem reakce je
další možný marker – cholin. V posledních několika
letech se studie kardiomarkerů dále věnují ischemicky
modifikovanému albuminu, zánětlivým markerům 
(C-reaktivní protein), placentárnímu růstovému fakto-
ru, CD40 ligandu a mnoha dalším7, 8.

Stanovení kardiálních markerů pomocí biočipové
technologie

Využití technologie proteinových biočipů oproti tech-
nikám klasické imunochemie přináší mnoho výhod.
Primárně je to možnost stanovit simultánně více ana-
lytů z jediného vzorku. Pro diagnostiku koronárních

Počet dní od nástupu AIM

100

50

15

10

5

0 1 2 3 4 5 6 7 10

cTnT

cTnl

CK-MB

LD1

Referenční interval

N
ás

o
b

ek
 h

o
rn

íh
o

 r
ef

er
en

čn
íh

o
 li

m
itu

M
yo

g
lo

b
in

Obr. 1: Koncentrační křivky vybraných kardiálních markerů
v závislosti na čase
(zdroj: http://okbh.centromed.cz/metody/Troponin.htm)

Obr. 2: Princip imunochemického stanovení na biočipech
(zdroj: Evidence investigator operation manual, Randox com-
pany)
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Souhrn
Šetinová D.: Současná a budoucí generace kardiálních markerů a jejich stanovení pomocí technologie proteinových biočipů
Článek podává obecný přehled biomarkerů využívaných k průkazu akutního srdečního onemocnění a selhání srdce zahrnujících infarkt
myokardu, ischemii a myokardiální nekrózu. První část se zabývá v rutinní praxi obecně užívanými kardiálními markery jako jsou myo-
globin, kreatinkinasa a oba typy troponinů T a I. Následující text je věnován popisu a charakteristikám markerů potenciálně využitelných
během blízké budoucnosti v klinické praxi. Velmi diskutovanými předměty kardiálního výzkumu jsou protein vázající mastné kyseliny
a isoenzym BB glykogenfosforylasy. V závěrečné části je představena inovovaná technologie imunochemického stanovení kardiálních
markerů pomocí proteinových biočipů.
Klíčová slova: kardiální markery, proteinové biočipy, myoglobin, kreatinkinasa, troponiny, akutní infarkt myokardu

Summary
Šetinová D.: Simultaneous and incoming generation of cardiac markers and its determination with utilization of protein biochips
The article offers global overview of biomarkers used to disproving of acute coronary disease and heart failure involving myocardial
infarction, ischemia and myocardial necrosis. Part one deals with commonly used cardiac markers in routine practice like myoglobin,
creatinkinase and both troponins T and I. Following text is dedicated to specification and characteristics of biomarkers with potential
utility in clinical practice in near future. These objects of cardiac research are lot discussed: fatty acid binding protein and glycogen
phosphorylase isoenzyme BB. Last part introduces innovated technology for immunochemical determination of cardiac markers by pro-
tein biochips.
Key words: cardiac markers, protein biochips, myoglobin, creatinkinase, troponins, glycogen phosphorylase, acute myocardial 
infarction

onemocnění je důležitý komplexní pohled s využitím
porovnání více vstupních hodnot – kardiomarkerů.
Nespornou výhodou je kratší doba analýzy a nižší spo-
třeba analytů i reagentů. Základní princip tvoří nekom-
petitivní enzymová imunoanalýza. Protilátky proti zkou-
maným analytům jsou imobilizovány na definovaných
pozicích biočipu. Po imunospecifické vazbě analytu 
ve vzorku krevního séra na protilátku je přidána sekun-
dární enzymově značená protilátka vázající se na analyt
(s navázanou křenovou peroxidasou). Po opětovném
promytí je přidán substrát (peroxid vodíku a luminol).
Na chemiluminiscenčním principu dochází k enzymové
reakci za vzniku barevného produktu. Vyzářená lumi-

niscence je kvantitativně snímána z jednotlivých pozic
na biočipu pomocí CCD kamer. Příslušný vyhodnoco-
vací program vykalkuluje hledané koncentrace analytů
ve vzorku9,10.

Pro správnou diagnostiku srdečních onemocnění se
ukázal jako důležitý aspekt komplexnější pohled při
vyhodnocování biochemických markerů, tzv. multimar-
kerová strategie. Využití technologie proteinových bio-
čipů s touto ideou koresponduje. Stále probíhají vý-
zkumy s cílem nalezení dalších kardiomarkerů, pokud
možno s co nejvyšší specifitou a senzitivitou. A dále
také disponující vysokou prognostickou a predikční
hodnotou.
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Úvod

Drtivá většina pokusů studujících trojrozměrnou
strukturu, strukturní změny, dynamiku nebo interakce
proteinů je prováděna in vitro. Důvodem jsou poža-
davky na vysokou čistotu vzorku, ať už v případě
Roentgenové krystalografie nebo elektronové mikro-
skopie. Tento fakt však vede k výsledkům, které nemu-
sejí zcela odpovídat realitě v buňce. Během purifikace
může například docházet k denaturaci proteinu, pod-
mínky in vitro se zcela jistě liší od těch in vivo, proto je
velmi žádoucí studovat proteiny v jejich přirozeném
prostředí. Jediná metoda, která nám v této chvíli nabízí
možnost měřit vzorek ve složitějších směsích nebo
dokonce přímo v buňce, je nukleární magnetická rezo-
nance. Tato metoda těží ze své schopnosti změřit NMR-
aktivní jádra na pozadí jader NMR-inaktivních.1

Do začátku tohoto tisíciletí bylo možné přímo
v buňce sledovat pouze distribuci proteinů s využitím
fluorescenčních značek. V roce 2001 však Z. Serber
a V. Dötsch2,3 uveřejnili první práce využívající metodu
NMR k určení konformačních stavů biomakromolekul
uvnitř buňky. Zavedení této metody tak otevřelo široké
pole pro možnosti dalšího bádání ať už v oblasti bio-
chemie, molekulární biologie či medicíny.

Princip metody a její aplikace

V současné době se pro určení struktury menších bíl-
kovinných molekul nukleární magnetická rezonance
zcela běžně používá.

Metoda in-cell NMR však obvykle není schopna určit
přímo strukturu molekuly v buňce. Dvojdimenzionální
spektra změřená in vivo je však možné porovnat se
spektry měřenými in vitro. Konfirmací spekter jsme
poté schopni zjistit, zda se struktura proteinu uvnitř
buňky shoduje se strukturou změřenou in vitro, nebo
zda dochází k nějakým změnám. Tyto změny, například
posttranslační modifikace, změna konformace nebo
vazba ligandu, se ve spektrech projevují jinou reso-
nanční frekvencí jádra atomu, tedy jiným chemickým
posunem (viz obr. 1). 

Pro úspěšné zavedení metody in-cell NMR bylo třeba
vyřešit několik zásadních problémů.

První z nich je obsažen ve vlastním principu metody.
Jak bylo již výše zmíněno, metoda NMR měří pouze
jádra, která jsou pro ni aktivní (jejich spinové kvantové
číslo je nenulové). Většina jader v buňce (vyjma 1H)
jsou však NMR-inaktivní (např. 12C, 14N atd.). Řešením
je používání NMR-aktivních isotopů (15N, 13C) pro výži-
vu buněk, ve kterých má být protein studován.
Nejčastěji jsou využívány isotopově značené metabo-
lické prekursory (15N-chlorid amonný a 13C-glukosa).

Pro vlastní experiment se pak užívá dvojdimenzionální
měření dvou spřažených jader, obvykle 1H a 15N, pří-
padně 1H a 13C, která se v běžném prostředí vyskytují
jen ve velmi malém zastoupení, a proto nijak význam-
ně nezkreslují naměřená data.1

Aby bylo možné objekt našeho zájmu studovat
v přítomnosti mnoha dalších buněčných proteinů, je
zapotřebí jej vyprodukovat v dostatečném množství.
K tomuto účelu je využívána nadprodukce proteinu
(overexprese). Obvyklý postup využívá vnesení genu
pro studovaný protein do buňky, přičemž gen je řízený
velice silným (často virovým) promotorem. Buňka tedy
exprimuje téměř výhradně tento gen a ve výsledku je
doslova „napěchována“ proteinem našeho zájmu. 
Tím je potlačeno pozadí ostatních buněčných proteinů.
Ideálním postupem je vnesení genu do buňky pěsto-
vané na normálním mediu následované převedením
buňky do media s isotopy 15N, 13C. Ty jsou pak inkorpo-
rovány převážně do struktury požadovaného proteinu,
takže je buňka „napěchována“ požadovaným izoto-
pově značeným proteinem, přičemž ostatní proteiny
v buňce značeny nejsou.

In-cell NMR lze s úspěchem aplikovat jak
v prokaryotních, tak v eukaryotních buňkách. První 
studie použití a možností této techniky proběhly již tro-

BUDEME SI MOCI PROHLÉDNOUT TVAR BÍLKOVIN PŘÍMO
V BUŇCE?
Lukáš Krásný
Ústav biochemie a mikrobiologie, VŠCHT Praha

Obr. 1: Změny chemického posunu odpovídají změnám che-
mického prostředí jader studované molekuly. Mohou být způ-
sobeny například a) změnou konformace proteinu b) post-
translační modifikací c) vazbou ligandu, substrátu (schema
převzato z práce S. Reckel – 2005)
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chu tradičně v E. coli a v tomto modelovém organismu
je i nadále prováděna drtivá většina pokusů. Dalšími
použitými systémy byly například oocyty Xenopus 
laevis1,4 nebo buňky kvasinek.

Možné komplikace a limity metody

Nejvýznamnějším limitujícím parametrem je citlivost.
Stejně jako Rentgenová krystalografie nebo elektronová
mikroskopie i tato metoda vyžaduje vysoké koncentrace
studovaného analytu. Bylo proto nutné hledat pomoc
v genovém inženýrství, které nabízí možnost vnesení
genu se silnými promotory (viz výše), které zajišťují
dostatečně velkou produkci proteinu, jež je k provedení
samotného měření vyžadována. Tento způsob je však
vhodný pouze pro studium proteinů v prokaryotech. 
Pro studium v eukaryotních organismech je isotopově
značený protein nejdříve výše popsaným způsobem
vyprodukován v prokaryotních buňkách a následně je,
po purifikaci z lyzátu, přenesen do buňky eukaryotní.
K aplikaci se používá například mikroinjekce.5

Druhým z problémů je vysoká viskozita uvnitř buňky.
Viskozita je jedním z hlavních parametrů, který ovliv-

ňuje pohyb molekuly. Vyšší viskozita prostředí uvnitř
buňky snižuje schopnost molekuly volně rotovat, „vrtět
se“, což se ve spektrech projevuje širokými píky, které
se mohou vzájemně překrývat. Výsledkem jsou špatně
čitelná, nekvalitní spektra (viz obr. 2). Velmi často se
v těchto případech používá methylových značek, které
až třikrát zvyšují citlivost6. Zajisté k možnostem pohybu
svou měrou přispívá i velikost studované molekuly. 
Čím větší molekula, tím méně je ochotna se pohybovat
a tím širší jsou naměřené píky. Proteiny nad 100 kD
jsou proto měřitelné již velmi obtížně. Takto velké
molekuly jsou obvykle rozděleny na domény, které jsou
studovány zvlášť, případně se do primárního řetězce
zavádí řízená mutace, která buď znemožní některé fun-
kční aktivity (například sbalení části molekuly), nebo
slouží jako rozlišovací prvek od ostatních buněčných
proteinů.1 V posledních letech se také využívá techniky
TROSY (transverse relaxation optimized 
spectroscopy), která značně zvýšila citlivost i rozlišení
NMR, a tím rozšířila možnosti studia velkých biomakro-
molekul a jejich komplexů.7

Obr. 2: a) Malé molekuly vykazují rychlý rotační pohyb – „vrtění“, tím dochází k pomalému zániku NMR signálu. Po Fourierově
transformaci (FT) tak získáváme úzké a ostré píky. b) Velké molekuly se pohybují pomaleji, signál pro NMR proto zaniká mno-
hem rychleji a výsledné píky po transformaci jsou proto širší. c) Zvýšení viskozity prostředí se projeví pomalejší rotací molekuly
a tedy i méně kvalitním spektrem. d) Interakce s většími molekulami vede ke snížení rotačního pohybu. Ten odpovídá rotaci 
celého komplexu. e) Interakce s jinými molekulami mohou také vést ke spojení rotačních pohybů. Výsledkem jsou pak různé
stupně rozšíření píků. f) Interakce s nepohyblivými strukturami (např. membránami) může znemožnit jakýkoliv rotační pohyb,
NMR spektrum je pak prakticky neměřitelné (převzato z práce P. Selenka – 2007).
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Přežití buněk při měření spekter je jedním z klíčových
bodů metody NMR. Při dostatečné úrovni exprese pro-
teinu lze potřebná spektra získat během jedné hodiny
měření. Pokud je ale produkce proteinu nízká nebo
jsou studovány například vazby „protein – ligand“
a jejich relaxace, doba měření se významným způso-
bem prodlužuje. Je proto nutné zajistit buňce dosta-
tečný přísun živin i během jejího pobytu v kyvetě. 
Řešením jsou speciální kyvety, které umožňují výměnu
živného média v průběhu měření. Kontinuální výměna
živin s sebou však nese komplikace v podobě zachy-
cení buněk v měřícím prostoru, odkud by byly jinak
odplaveny. Velmi vhodnou technikou se zde ukazuje
zachycení buněk v agarosovem gelu, ve kterém jsou
buňky, ať už prokaryotní či eukaryotní, schopny přežít
velmi dlouhou dobu. Enkapsulace do gelu navíc řeší
problém sedimentace buněk. Bylo ověřeno, že agaro-
sový gel poskytuje dostatečnou magnetickou homoge-
nitu, změřená spektra tedy nejsou použitím gelu nijak
ovlivněna.7

Výzvy pro budoucnost

Alfou a omegou nukleární magnetické rezonance je
stále její citlivost. Z toho důvodu je potřeba exprimo-
vat studovaný protein v dostatečném množství pro
měření, ovšem v nadbytečném množství vzhledem
k normálním podmínkám. Za normálního stavu je kon-
centrace proteinu uvnitř buňky o jeden až dva řády
nižší. Pro dosažení takové citlivosti však bude potřeba
ještě mnoho zásadních vylepšení metody in-cell NMR.
Jedním z nich je například používání kyslíkové sondy,
která již v dnešní době značně rozšířila spektrum NMR-
možností. Dostatečnou sensitivitu však zatím stále ještě
neposkytuje. 

Druhou a mnohem významnější výzvou však bude
odclonění signálů ostatních proteinů v buňce. Prozatím
je tato překážka paradoxně vyřešena právě citlivostí

metody. Studovaný protein je nutno exprimovat 
na určitou hladinu, která je měřitelná, což znamená, že
vše ostatní pod touto hranicí je naopak neměřitelné
a projevuje se pouze jako pozadí. Ovšem ve chvíli, 
kdy bude dosaženo dostatečné citlivosti, která umožní
studium proteinu při jeho fysiologických koncentracích,
bude otázka pozadí ostatních proteinů zcela zásadní.
Již v této chvíli se nabízejí některé postupy, jak tuto 
překážku překonat. Jedním z nich je potlačení exprese
ostatních proteinů pomocí rifampicinu nebo mRNA-
interferasy. Rifampicin v buňce inhibuje RNA-polyme-
rasu, čímž zabraňuje jakékoliv expresi genu. Jedinou
výjimkou jsou plasmidy pod kontrolou virového 
promotoru z bakteriofága T78. Interferasa blokuje 
translaci rozštěpením každé mRNA, která obsahuje
sekvenci ACA9.

Jiným způsobem, jak obejít interference pozadí, 
je inkorporace specificky značených aminokyselin 
do struktury studovaného proteinu. Nevýhodou však je
neobvyklost těchto struktur, které mohou způsobit
například špatné sbalení proteinu.10

V každém případě nám metoda in-cell NMR už v této
chvíli nabízí široké pole nezorané badatelské půdy.
Nedávným velkým úspěchem této metody bylo zjištění
struktury proteinu výhradně na základě měření v živých
buňkách. Jednalo se o protein TTHA1718 vázající těžké
kovy z organismu Thermus thermophilus HB8.11

Očekává se, že se v blízké době rozšíří její využití
v eukaryotech ke studiu posttranslačních modifikací 
in situ. Velké naděje jsou vkládány i do studia tzv. 
vnitřně neuspořádaných proteinů (IDP – intrinsically
disordered protein)12. Tyto proteiny se in vitro vyzna-
čují značným množstvím neuspořádáných struktur. 
Je však tato neuspořádanost způsobena procesem
purifikace nebo se takto vyskytují i v buňce? In-cell
NMR nám snad poskytne dostatečné množství 
odpovědí.
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Souhrn
Krásný L.: Budeme si moci prohlédnout tvar bílkovin přímo v buňce?
Většina pokusů studujících strukturu či dynamiku biomakromolekul je prováděna in vitro z důvodu vysokých požadavků na čistotu
a koncentraci vzorku. Metoda in-cell NMR ve spojení se izotopovým značením a molekulární genetikou nabízí nástroj, jak studovat 
biomakromolekuly v jejich přirozeném prostředí – v buňce. Jsme tak schopni získat informace o posttranslačních modifikacích,
o fysiologických či patologických konfirmacích proteinu na atomární úrovni, nebo o dynamice vazby ligandů. Otevírá se tak značné mno-
žství nových badatelských oblastí pro molekulární biologii, biochemii či medicínu a farmakologii. 
Klíčová slova: in-cell NMR, struktura proteinu, in vivo techniky, izotopové značení

Summary
Krásný L.: Would be possible to see protein shape directly in the cell?
Most experiments studying the structure and dynamics of biomacromolecules are performed in vitro because of high requirements 
for purity and concetration. In-cell NMR in connection to isotope labeling and molecular genetics offers a great tool for study of bio-
macromolecules in their natural environment – in the cell. Thus, we are able to obtain informations about post-translational modifica-
tions, about physiological or patological conformations of protein, or dynamic binding of the ligands, all at the atomic level. Large 
number of new area is opened for molecular biology, biochemistry, medicine and farmacology research.
Keywords: in-cell NMR, protein structure, in vivo techniques, isotope labeling

TRANSGENNÍ RYBY JAKO POTRAVINY I ZÁBAVA
Markéta Jančíková
Ústav biochemie a mikrobiologie, VŠCHT v Praze

Úvod

Transgenní ryby se velmi pravděpodobně stanou sou-
částí naší budoucnosti. Jsou možným řešením potíží
s rybolovem, devastací vodních ekosystémů, předsta-
vují levný a kvalitní zdroj potravy, mohou ale být
i neobvyklou dekorací do bytu. Je opravdu možné, 
aby tito sta miliony let staří obratlovci splnili všechna
naše očekávání? 

Existují různé metody pro vnášení genů do genomů
ryb: mikroinjekce, elektroporace, retrovirové vektory
atd. Na rozdíl od vyšších obratlovců mají ryby pro gene-
tické inženýry několik velkých výhod. Jikry jsou rela-
tivně velké, jsou přirozeně produkovány ve velkých
množstvích a oplodnění probíhá vně organismu.
Manipulace s nimi je tedy podstatně snazší. Vzniklá
embrya jsou navíc většinou průhledná a lze je snadno
pozorovat během celého vývoje.4

Chov ryb jako způsob obživy se datuje již od 12. sto-
letí.4 Pro komerční chov byly vždy vybírány ryby
s vlastnostmi jako je rychlý růst, odolnost vůči nemo-
cem a nenáročnost. Biotechnologie umožňují tyto
vlastnosti přivést na vyšší úroveň vložením nových genů
do genomů známých druhů ryb. Nejčastěji se jedná
o kapra obecného (Cyprinus carpio), piskoře pruhova-
ného (Misgurnus anguillicaudatus), pstruha duhového
(Oncorhynchus mykiss), lososa obecného (Salmo
salar) a tilapii nilskou (Oreochromis niloticus). Cílem je
hlavně zrychlení růstu a zvýšení odolnosti vůči nemo-
cem nebo rezistence vůči nízké teplotě.5

Vkládané geny

Při vkládání genu do organismu nezáleží pouze 
na informaci, kterou gen nese. Velmi důležitý je také
promotor s genem spojený. Ten určuje kdy a v jaké
intenzitě bude daný gen exprimován, tedy jak moc se

v organismu projeví. První úspěšné vnesení bylo prove-
deno s genem lidského růstového hormonu navázané-
ho na promotor myšího metalothioneinu. Po tomto
úspěch nastal jakýsi boom transgenních ryb.4

Gen pro růstový hormon zůstal genem vnášeným
nejčastěji. Posun ale nastal ve výběru promotorů
a genů. Jejich původ již nebývá tak „exotický“. Daleko
častěji pocházejí pouze z jiného druhu ryby nebo
dokonce jde o gen v organismu původní pouze se zesí-
lenou expresí.1 U takovýchto genů je větší pravděpo-
dobnost jejich správné funkce v organismu, ale také
daleko méně etických protestů. Promotor mohl v myši
zajišťovat vysokou expresi genu, ale u ryb bude jen
velmi slabý. Tuto nejistotu lze zmenšit použitím promo-
toru, který pochází z ryb. Těmito postupy se genetické
inženýrství de facto přibližuje pouhému vylepšenému
šlechtění. Nespoléhá se však na náhodný přenos
žádoucích genů mezi jedinci, ale zprostředkovává ho
samo. 

Například obří transgenní piskoř vznikl pouhým při-
pojením jeho genu růstového hormonu k promotoru
aktinu, který mu zajistil silnější expresi. Nové ryby tedy
vlastně neobsahují cizí geny, pouze je mají na rozdíl od
původních piskořů jinak poskládané.6 A už zde vyvstá-
vá několik otázek. Jde stále o transgenní rybu? Měl by
být její chov kontrolován? Platí pro ni zákony
o geneticky modifikovaných organismech?

Zvyšování velikosti ryb patří k největším úspěchům
genového inženýrství. Nejlepších výsledků bylo dosaže-
no u lososa a tilapie. Lososi s vloženým genem byli
desetkrát větší než kontrolní ryby. Velikost tilapií se 
zvýšila dvakrát až třikrát. (Obr. 1.) Oproti tomu napří-
klad transgenní kapr nevykazoval žádný výrazný nárůst.
Může to být tím, že gen byl inkorporován do oblasti
genomu, kde byl inhibován.1
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Větší a rychleji rostoucí ryby nejsou ovšem jediným
požadavkem trhu. Dalšími důležitými faktory je účin-
nost se kterou ryby mění potravu na svalstvo (konver-
ze potravy) a samozřejmě výsledná chuť masa.
Biotechnologie tedy s rybami v tomto ohledu zdaleka
neskončila!

Velmi významná je také větší odolnost chovaných ryb.
Pokusy mířily buď k celkovému posílení imunity proti
bakteriím, nebo k rezistenci na specifický virus. 

Posílení produkce antibakteriálního enzymu lyso-
zymu u lososa však nevedlo k předpokládaným výsled-
kům. Pro pstruha se podařilo vyvinout DNA vakcínu,
která ho chrání proti infekci velmi rozšířeným hemato-
poetickým virem způsobujícím virovou hemorhagickou
septikémii lososovitých. Tento virus je velmi nebez-
pečný a způsobuje nemalé ztráty především v raných
stádiích vývoje ryb. Nevýhodou je, že vakcína je 
vpichována do svalu potěru což je samo o sobě 
náročné a není zaručen přenos imunity i na potom-
stvo.1 Praktický význam těchto pokusů je tedy zatím
sporný. 

Nebezpečí transgenních ryb

I kdyby transgenní ryby byly díky svým lepším vlast-
nostem výrazně vhodnější, mezi lidmi stále přetrvává
tolik obav z jejich konzumace, že by se zřejmě nevypla-
tilo je chovat. Největší obavy se týkají nově vnesených
genů. Nemohou být jimi kódované proteiny pro člo-
věka nebezpečné? To je velmi nepravděpodobné. 
Geny jsou s tímto ohledem vybírány již před vložením
do cílového organismu. Jedná se o geny, které jsou
expimovány v jiných běžných organismech, které člo-
věk konzumuje a nezpůsobují mu žádné obtíže.
Růstové hormony produkované v transgenních rybách
nejsou steroidy, ale polypeptidy, které se deaktivují již
v žaludku. Vždy samozřejmě existuje riziko, že v novém
organismu dojde k neočekávané přeměně proteinu.1

Všechny transgenní ryby proto musí být pečlivě prostu-
dovány než budou moci být vpuštěny na trh. Švédští
vědci, kteří pro Evropskou unii vypracovali studii k této
problematice, naznačují, že nebezpečí, které by mohlo
hrozit, je odlišná akumulace toxinů v tělech transgen-
ních ryb. Pro důkaz takových to tvrzení je ale zapotřebí
dalšího výzkumu.7

Větší nebezpečí než pro lidské zdraví zřejmě transgen-
ní ryby představují pro ekosystém. Riziko úniku gene-
ticky modifikovaných ryb při běžném chovu je velmi
vysoké. Vědci a odborníci stále nemají jasno, jaké by byly
následky křížení těchto ryb s jejich volně žijícími příbuz-
nými. Možnosti sahají od úplného vymření původní
populace a jejího nahrazení transgenní variantou až po
neschopnost transgenních ryb přežít ve volné přírodě.
Velmi by záleželo na druhu ryby, prostředí, do kterého by
unikla a samozřejmě na typu genetické modifikace, který
by v sobě nesla.1 Řešením by mohl být chov pouze
neplodných samic. Existuje několik způsobů sterilizace,
žádný z nich však není stoprocentní.6 Realita komerč-
ního chovu ryb je taková, že úniku chovných kusů se
nedá zabránit. Dopady na životní prostředí by bylo dobré
znát dříve, než dojde k povolení chovu transgenních ryb
v jednotlivých státech. 

Studie švédské uviverzity v Gothenburgu se vyjadřuje
obezřetně. Nedoporučuje zatím povolit chov transgen-
ních ryb jinde než v uzavřených zařízeních.7 Ve světě
ovšem takovéto ryby pravděpodobně již žijí i volně. 
Na Kubě tilapie nilské (Oreochromis niloticus) a v Číně
kapři s genem pro tvorbu růstového hormonu.6 Dopad
transgenních ryb na ekosystém může být tedy znám
velmi brzy!

Transgenní ryby jako domácí mazlíčci

Dánio pruhované (Danio rerio) je běžným modelo-
vým organismem. Figuruje také ve výzkumu funkce
určitých tkáňově specifických proteinů. Při těchto stu-

Obr. 1: Vlevo kontrolní ryby, vpravo transgenní tilapie

Obr.2: Transgenní Dánio pruhované (Danio rerio)

Obr. 3: Transgenní medeka japonská (Oryzias latipes)
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diích se jako marker používá GFP (green fluorescent 
protein). GFP byl původně izolován z medúzy a slouží
ke zviditelnění sledovaných proteinů v organismu. Tato
vědci často využívaná metoda ale našla neočekávané
uplatnění.3 Z nenápadné rybičky udělala světový
obchodní trhák a prvního volně prodejného geneticky
modifikovaného živočicha na světě. 

V roce 2004 byl povolen volný prodej „svítící“ rybky
v USA. Žádný z úřadů dohlížejících na nakládání
s geneticky modifikovanými organismy nevyjádřil 
znepokojení z tohoto kroku. Zebřičky nejsou prodávány
jako potraviny, nebyl tedy zkoumán jejich dopad 
na zdraví člověka. Prodávané kusy by pouze měly být
sterilizovány, aby nedocházelo k dalšímu šíření vlože-
ného genu. Jejich neobvyklé „zbarvení“ by jim totiž
v přírodě mohlo za určitých světelných podmínek
poskytovat ochranu před predátory.9

Zebřičky nezůstaly jedinými „svítícími“ rybami. Na
Taiwanu společnost Taikong chová a prodává podobně
geneticky modifikované rybky medeky japonské
(Oryzias latipes). Dnes již oba druhy existují v několika
barevných provedeních a jsou oblíbené nejen
u akvaristů.3

Evropa se ke „svítícím“ rybám nepostavila s takovým
nadšením jako Amerika a Asie. Zakořeněnou nedůvěru
a opatrnost ke geneticky modifikovaným organismům
rybky nepřekonaly. V České republice není dovolen chov

transgenních ryb, a to ani pro akvaristické účely. Česká
inspekce životního prostředí upozorňuje na výskyt této
akvarijní ryby a připomíná, že za neopráv-něné naklá-
dání s nepovoleným geneticky modifikovaným organis-
mem hrozí podle zákona vysoká pokuta.2 Pokud vás tedy
„svítící“ rybka nadchla tak jako spoustu lidí po celém
světě, musí vám zatím postačit obrázky. (Obr 2,3)

Závěr

Využití transgenních ryb může být mnohem širší než
potencionální potrava nebo neobvyklá dekorace.
Mohou sloužit také k produkci léků. Vložením lidského
genu pro koagulační faktor do rybího genomu získáme
rybu, které v krvi proudí látka pro léčbu hemofilie.
Firma Aquagene využívá k produkci léku na srážení
krve transgenní tilapie. Díky jejich rychlému růstu
a nenáročnosti představují ideální zdroj potřebného
proteinu. Dalším zdrojem koagulačního faktoru je
pouze lidská krev nebo speciální linie křeččích zárode-
čných buněk. Obě tyto metody jsou nákladné a mají
určitá rizika alergických reakcí nebo přenosu nemocí 
na pacienta. Naproti tomu není známa žádná nemoc
přenosná z ryby na člověka. Potenciál používání trans-
genních ryb k takovýmto účelům je velký. Nevýhodou
jsou ovšem přísná nařízení, která je třeba při chovu
těchto ryb dodržovat.8
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Souhrn
Jančíková M.: Transgenní ryby jako potraviny i zábava
V současné době již existuje několik druhů transgenních ryb. Každý z nich se vyznačuje určitou výhodou oproti svým divoce žijí-
cím příbuzným. Především rychlejší růst a velikost transgenních ryb z nich dělají velké lákadlo pro chovatele. Legislativa kome-
rční chov takovýchto ryb ve většině zemí zatím zakazuje. Možný dopad transgenních ryb na jejich konzumenty a celý ekosystém
je předmětem studií. Přesto je v Americe již povolen prodej a chov transgenních „svítících“ ryb.
Klíčová slova: transgenní ryby

Summary
Jančíková M.: Transgenic fish as food and entertaiment
Currently, there are already several species of transgenic fish available. Each of the transgenic species has some specific advan-
tage in comparison to its wild living peer. Particularly faster growth and larger size make transgenic fish attractive for fish 
farmers. However, commercial breeding of these species is legislatively forbidden in the majority of countries. Potential impact
of transgenic fish on their consumers and the whole ecosystem is a subject of studies. Nevertheless, the breeding and the sale
of transgenic GloFish (glowing fish) is already allowed in America. 
Key words: transgenic fish



36

BIOSENZORY PRO STANOVENÍ IONTŮ TĚŽKÝCH KOVŮ
Jáchym Šuman
Ústav biochemie a mikrobilogie, VŠCHT v Praze

Úvod

Současné klasické instrumentální metody stanovení
těžkých kovů sice poskytují dostatečně přesné výsledky,
mají však mnoho omezení. Těmi je především metodic-
ká náročnost, vazba na laboratorní prostředí, potřeba
sofistikovaných a často finančně náročných přístrojů,
délka trvání analýz, a často i potřeba použití agresivní
nebo toxické chemikálie. V současné době jsou proto
hledány alternativní metody, které by umožňovaly
rychlé stanovení aktuálních koncentrací iontů těžkých
kovů včetně přímých stanovení v terénu (in situ). 
Za atraktivní přístup je považováno použití biosenzorů. 

Biosenzor lze definovat jako analytické zařízení využí-
vající specifické biochemické interakce zprostředkova-
né biomakromolekulami, organelami, živými buňkami
a tkáněmi nebo jejich částmi s analytem. Tato inte-
rakce je převáděna na elektrický, tepelný nebo optický
signál, který je následně detekován vhodným fyzikálně-
chemickým snímačem1. Interagující biologický prvek je
zodpovědný za rozpoznání analytu a tedy za specifitu
biosenzoru. Citlivost biosenzoru je pak dána jak 
povahou biochemické interakce, tak způsobem sní-
mání signálu.

Detekční prvky biosenzoru (biomakromolekuly, orga-
nismy nebo jejich části) je třeba imobilizovat. Výběr
imobilizační procedury závisí na původu biologického
prvku senzoru, na použitém snímači, na fyzikálně –
chemických vlastnostech analytu a na podmínkách
prostředí, ve kterém bude senzor používán2. 

Pro konstrukce biosenzorů se využívá několika typů
snímačů. Mezi nejpopulárnější patří snímače elektro-
chemické (ampérometrické a potenciometrické), kalo-
rimetrické, polarimetrické, piezoelektrické a optické2.
Hlavní kritéria pro hodnocení „vhodnosti“ biosenzoru
pro daný analyt a podmínky stanovení jsou jeho speci-
fita, rychlost odezvy, možnost použití v zakalených 
roztocích a samozřejmě i spolehlivost a mobilita 
celého zařízení3.

Enzymové biosenzory

Stanovení težkých kovů pomocí enzymů je založeno
na aktivaci nebo inhibici enzymové aktivity stanovo-
vanými ionty. Aktivace lze použít v případě, kdy je daný
iont integrální součástí nativní struktury enzymu, kde 
se nejčastěji účastní katalyzované reakce jako kofaktor.
Na tomto principu je například založen kalorimetrický
systém pro stanovení Zn2+ využívající imobilizované
alkalické fosfatasy a tepelného zabarvení katalyzované
reakce. Tento biosenzor umožňoval selektivní stano-
vení Zn2+ v dynamickém rozsahu 10 μM-1 mM, s rych-
lostí odezvy 3 min a dlouhou operační stabilitou (až 
2 měsíce)4. 

Častěji jsou popisovány biosenzory využívající inhi-
bice enzymové aktivity po expozici iontům těžkých
kovů. K inhibici dochází převážně v důsledku interakce
iontů kovu s thiolovými a methylthiolovými skupinami
aminokyselinových zbytků polypeptidového řetězce5.
Nevýhodou těchto interakcí je jejich nepříliš vysoká
specifita vůči interagujícímu iontu kovu, což značně
omezuje jejich využití při analýze komplexnějších
matric6. 

Inhibiční působení různých iontů kovů na oxidasy
a dehydrogenasy využili pro konstrukce zajímavých bio-
senzorů Gayet a kol. (1993)7. Detekčním prvkem byly
enzymy imobilizované v želatinovém filmu nebo kova-
lentní vazbou na membráně. Snímačem byla Clarkova
kyslíková elektroda. Koncentrace HgCl2, která inhibo-

vala 50% enzymové aktivity (I50), byla 50 μM pro L-gly-

cerolfosfátoxidasu. Elektroda mohla být regenerována
v roztoku obsahujícím chelatační činidlo EDTA
a redukční činidlo dithiothreitol. Citlivější byla pyruváto-
xidasa, u které docházelo k 50% inhibici po 2 min inku-
baci v 50 nM HgCl2. Enzym bylo možno regenerovat

v přítomnosti Mg2+ a thiaminpyrrofosfátu. Stejní autoři
popisují i biosenzor využívající spřažený enzymový
systém L-laktátdehydrogenasy a L-laktátoxidasy. Tento
biosenzor vykazoval po 5 min inkubaci I50 1 μM pro

HgCl2, 0,1 μM pro AgNO3, 10 μM pro CdCl2, 1m μM

pro ZnCl2, 50 μM pro Pb(CH3COO)2 a 250 μM

pro CuSO4. Použití různých enzymů v různých typech

pufrů umožňovalo specifická stanovení určitých iontů
těžkých kovů7. 

Byla též konstruována řada enzymových biosenzorů
využívajících inhibici ureasy, enzymu katalyzujícího hyd-
rolýzu močoviny na oxid uhličitý a amoniak. Příkladem
je biosenzor s ureasou imobilizovanou na porézním
skle se spektrofotometrickou detekcí vznikajícího amo-
niaku. Dynamické rozmezí biosenzoru bylo 1 – 10 μM
Hg2+, rychlost odezvy 10 – 12 minlit. 4. Dalším přístupem
bylo využití iontově selektivní optody obsahující non-
aktin, ionofor selektivní pro NH3. Pro toto uspořá-

dání byla demonstrována inhibice ureasy ionty 
Ag+ (I50 = 0,18 μM), Hg2+ (I50 = 0,35 μM) a Cu2+

(I50 = 3,94 μM)8. 

Biosenzory založené na neenzymových proteinech

Při vývoji biosenzorů pro těžké kovy lze využít
i mnohé neenzymové metaloproteiny a peptidy.
Příkladem může být biosenzor využívající metalothio-
nein SmtA z cyanobakterie Synechococcus PCC 7942
ve fúzi s glutathion-S-transferasou. Tento biologický
prvek vykazoval selektivitu vůči Zn2+, Cd2+ a Hg2+

s vysokou citlivostí v řádu fM. Převod signálu byl zalo-
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žen na měření kapacitance, biosenzor mohl být rege-
nerován v roztoku EDTA a byl stabilní po 16 dní9.
Dalšími představiteli neenzymových proteinů použitých
při konstrukci biosenzorů jsou regulační protein MerR
(stanovení Hg2+, Cu2+, Cd2+, Zn2+) a syntetický fytoche-
latin EC20 (stanovení Hg2+, Cu2+, Cd2+, Zn2+ a Pb2+).
Příslušné biosenzory byly poměrně stabilní (okolo dvou
týdnů) a opět mohly být regenerovány v roztoku EDTA.
Biosenzor využívající syntetický fytochelatin EC20 umo-
žňoval stanovení iontů v detekčním rozmezí 100 fM-
10mM9, 10 .

Budoucí trendy ve vývoji biosenzorů využívajících
neenzymové proteiny je možno prezentovat na případě
mutované varianty zeleného fluorescenčního proteinu
(GFP) BFPms1. V důsledku odlišných koordinačních
nároků iontů Zn2+ a Cu2+ vazba Zn2+ zvyšuje a vazba
Cu2+ zháší fluorescenci11. Dalším přístup využívá inte-
rakce transkripčního faktoru CueR z rodiny transkri-
pčních regulátorů MerR. CueR-dependentní regulace
transkripce promotoru PcopA nastává in vitro již při
zeptomolární (10-21 M) koncentraci Cu+12. 

Biosenzory založené na protilátkách

Biosenzory založené na využití protilátek proti kom-
plexům iontů kovů s vhodným chelatačním činidlem
obecně vykazují vysokou citlivost, selektivitu
a specifitu13. Významnou výhodou je časté použití
v populárním formátu ELISA. Byly vyvinuty imunolo-
gické testy využívající monoklonální protilátky proti
komplexům EDTA s ionty Cd2+, Hg2+, Cu2+, Ni2+, Pb2+,
Co2+ a Ag+, mnohé z nich jsou dnes i komerčně nabí-
zeny14, 15. Byly popsány i protilátky proti komplexu Zn2+,
Co2+ a Ni2+ s diethylentriaminpentaoctovu kyselinou
(DTPA) a proti komplexu Pb2+ a cyklohexyldiethylentri-
aminpentaoctové kyseliny (CHXDPTA)16. 

Biosenzory založené na nukleových kyselinách

Poměrně novým trendem je použítí nukleových kyse-
lin jako biologického prvku biosenzoru. Aptamery jsou
molekuly DNA nebo RNA schopné, podobně jako pro-
tilátky, s vysokou specifitou vázat určitý ligand (ion
kovu). Aptazymy navíc po vazbě ligandu vykazují 
fosfoesterasovou aktivitu. Jde o artificiální molekuly 
získavané procesem tzv. in vitro selekce17, 18, 19. 

Jednu z aplikací aptazymů popisuje práce autorů Liu
a Lu (2003)20. Bioenzor pro selektivní stanovení Pb2+ se
skládá z aptazymu a jeho substrátu – krátkých úseků
DNA hybridizujících s komplementárními řetězci imobi-
lizovanými na nanočásticích zlata. Hybridizací dochází
ke shlukování nanočástic a ke vzniku modrého zabar-
vení roztoku. V přítomnosti iontů Pb2+ aptazym kataly-
zuje specifické štěpení substrátu, čímž zabrání hybridi-
zaci a výsledkem je červené zbarvení roztoku. Tímto
biosenzorem bylo možné stanovit Pb2+ v dynamickém
rozmezí 100 nM-4,0 μM21. 

Celobuněčné biosenzory 

Vlastnosti celobuněčných mikrobiálních biosenzorů
jsou srovnatelné s vlastnostmi enzymových elektrod,

oproti nim však mohou poskytovat další výhody.
Produkce dostatečného množství mikrobiální biomasy
je totiž podstatně levnější a jednodušší než často 
komplikovaná isolace konkrétních biomakromolekul
z velkého množství biologického materiálu. Navíc intra-
celulárním enzymům není třeba dodávat kofaktory
a často ani substráty. Díky fyziologickému prostředí
v buňce je zpravidla vyšší i stabilita využívaného enzy-
mu21, 22. Další výhodou celobuněčných biosenzorů je
možnost testování biologické dostupnosti, celkové 
toxicity a genotoxicity analytu, což jsou parametry
s mnohem vyšší vypovídací hodnotou o škodlivosti
daného polutantu než jen informace o jeho celkovém
obsahu23. Celobuněčné biosenzory též nabízí možnost
využití celých metabolických drah a komplexních mole-
kulárně-biologických pochodů, což umožňuje selektiv-
ní analýzu sloučenin, které je jednoduchým enzymo-
vým systémem jen obtížné měřit, např. aromatické
sloučeniny a ionty těžkých kovů24.

Jako biologického prvku biosenzorů lze využít mikro-
organismy, jejichž přirozený fenotypový projev poskytu-
je měřitelný signál. Příkladem je luminiscenční bakterie
Photobacterium phosphoreum MT 10204. Tento kmen
tvoří součást mikrobiálního biosenzoru pro stanovení
chromanů založeného na inhibici bioluminiscence. I50

tohoto systému byla 0,85 nM Cr6+ (lit. 25). Dalším příkla-
dem je biosenzor využívající kvantifikaci inhibice bakte-
riální růstu po expozici Cu2+ pomocí piezoelektrického
snímače. Inhibiční efekt Cu2+ na nárůst biomasy byl
dynamický v rozmezí 0,28-0,39 mM26.

Jinou možnost nabízí cílené genetické modifikace
biosenzorových mokroorganismů. Ty jsou dnes realizo-
vány především zaváděním genetických fúzí reportéro-
vých genů s regulačními elementy systémů rezistence
vůči těžkým kovům. Tento princip využívá biosenzor
založený na Staphylococcus aureus RN 4220 jako hos-
titele senzorového plasmidu pT0024. Součástí senzoro-
vého plasmidu je reportérový gen pro luciferasu (lucF)
pod kontrolou promotoru cadA a odpovídajícího tran-
skripčního rerulátoru CadA ze Staphylococcus aureus
NCTC 50581. V důsledku aktivace exprese lucF ionty
těžkých kovů umožnil kmen S. aureus RN 4220
(pT0024) stanovení Pb2+ a Cd2+ s detekčními limity
10 nM a 33 nM, v uvedeném pořadí27. Obdobný prin-
cip využívají i biosenzory pro stanovení biologické
dostupnosti iontů těžkých kovů založené na rekombi-
nantních kmenech půdní bakterie Cupriavidus metalli-
durans (dříve klasifikovyný jako Alcaligenes eutrop-
hus), kde je reportérovým prvkem operon luxCDABE.
Biosenzor založený na kmeni A. eutrophus AE1239
vykazoval dynamické rozmezí detekce Cu2+ 1-200 μM,
kmen AE2440 poskytoval odezvu na Cr6+ v rozmezí 
1-40 μM a kmen CH34 na Pb2+ v rozmezí 0,5-8,0 μM5. 

Pro konstrukci biosenzoru pro stanovení Cu2+ byl
použit i rekombinantní kmen Saccharomyces cerevisi-
ae. Jeho genetická modifikace spočívala v zavedení
reportérového genu lacZ pod kontrolou kvasničného
promotoru genu CUP1 , který je indukovatelný Cu2+.
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Výsledný biosenzor s kalorimetrickou analytickou kon-
covkou vykazoval dynamický rozsah 0,5-2,0 mM Cu2+ lit. 28. 

Závěr

Tento text měl čtenáři stručně nastínit současný stav
vývoje biosenzorů pro stanovení iontů těžkých kovů

a potenciál jejich komerčního využití. Současný rozvoj
molekulárně-biologických technik umožňuje další
pokrok především ve využití mutantních variant protei-
nů a geneticky modifikovaných organismů v analýze
iontů těžkých kovů.

Souhrn
Šuman J: Biosenzory pro stanovení iontů těžkých kovů
Biosenzor je analytické zařízení, které v sobě integruje biologickou složku produkující po interakci s analytem měřitelný signál
a odpovídající fyzikálně-chemický převodník. Tento souhrnný článek pojednává o využití biosenzorů pro stanovení iontů těžkých
kovů. Biosenzory skýtají oproti klasickým metodám mnohé výhody, jako je vysoká specifita, rychlost stanovení, nízká cena, 
jednoduchost obsluhy a možnost měření v reálném čase. Diskutovány jsou biosenzory založené na enzymech, neenzymových
proteinech, protilátkách, nukleových kyselinách a celobuněčné biosenzory. 
Klíčová slova: biosenzor; těžké kovy; geneticky modifikované organismy 

Summary
Šuman J.: Biosensors for determining of heavy metal ions 
Biosensor is an analytical device employing a biological component capable to interact with analyte and produce specific signal
which is then detected a converted by a physico-chemical transducer to an electrical signal. This review is focused on biosen-
sors developed for analysis of heavy metal ions. Compared to conventional analytical techniques, biosensors offer many advan-
tages, such as high specificity, fast analysis, low cost, they are easy to use and allow for real-time determination. The biosensors
based on enzymes, nonenzymatic proteins, antibodies, nucleic acids, and whole-cells are disscused.
Key words: biosensor; heavy metals; genetically modified organisms
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MIKROREAKTORY
Tomáš Vydarený
Ústav biochemie a mikrobiologie, VŠCHT v Praze

Úvod

Od počátků chemie se pro provádění experimentů
používaly baňky. Reakce probíhaly obvykle
v hmotnostním rozmezí několika miligramů až po
několik gramů či objemech mililitrů až litrů. Pro opti-
malizaci chemických reakcí a hledání ideálních rea-
kčních podmínek je často zapotřebí mnoho času
a spotřeba množství energie. Po zjištění optimálních
podmínek pro dosažení určité reakce v malých obje-
mech je často zapotřebí zvětšit měřítko, což obvykle
přináší další výzvy a požadavky na nastavení reakčních
parametrů. Aby bylo možné překročit překážky optima-
lizace ve zkušebním měřítku, jsou v dnešní době popu-
lární různé průtokové mikroreaktory, nebo čipové 
mikroreaktory. Malé rozměry mikroreaktorů umožňují
používat jen malá množství reaktantů za přesně regu-
lovaných podmínek. Otevírá se možnost snadno zkou-
šet mnoho reakčních podmínek v rámci jednoho poku-
su, může se tak ušetřit mnoho času, zároveň se zvýše-
nou bezpečností práce. Ať už je to kvůli bouřlivým pod-
mínkám reakce, či toxicitě sloučenin. Rapidně se také
sníží množství odpadu. Aby se získalo větší množství
materiálu pro další práci, je možné nechat reakci probí-
hat delší dobu. Technologie mikroreaktorů se používá
nejen v základním výzkumu, ale i průmyslově, pro pro-
dukce specifických sloučenin. 1,2

Vzhled mikroreaktorů

Obecně se mikroreaktory skládají z miniaturních
kanálků, často zapuštěných v destičce s rovným povr-
chem – čip. V poslední době byly vyvinuty různé mikro-

reaktory, z nichž některé jsou i komerčně dostupné.
Použitelnost reaktoru je dána jeho velikostí, chemic-
kými a fyzikálními vlastnostmi materiálu použitého 
na jeho výrobu a typem reagencií a rozpouštědla. Často
používanými materiály jsou sklo, silikon, ocel, kov
a polymery (Tab. 1).

Sklo bylo tradičně nejvíce populárním materiálem
pro práci v laboratoři, protože je chemicky inertní
k většině reagencií a rozpouštědel. Díky jeho průhled-
nosti je možné vizuální pozorování reakce. Výhodné
vlastnosti, jakými jsou dostupnost, snadná výroba
a možné úpravy do konečné podoby (fotolitografie),
udělaly z tohoto materiálu výbornou surovinu pro 
výrobu mikroreaktorů. Silikon si také našel široké uplat-
nění v konstrukci mikroreaktorů. V oxidované formě se
chová velmi podobně sklu a je také chemicky inertní
k většině reagencií a rozpouštědel. Díky skvělé tepelné
vodivosti mohou mikroreaktory ze silikonu, na rozdíl 
od skla, výborně odvádět či přivádět teplo. Proto jsou
silikonové mikroreaktory vhodné pro exotermní reakce
stejně tak, jako pro reakce při velmi nízkých teplotách.
Dále se do nich dá snadno zabudovat mikrosenzor
založený na silikonu. Ocelové mikroreaktory se často
používají v průmyslu. Obecně mají tyto mikroreaktory
větší objemy. Mikroreaktory založené na polymerech
jsou vyrobené z poly(dimethylsiloxan)u. Jsou relativně
levné a nenáročné na výrobu. Jejich nevýhodou je, 
že netolerují některá rozpouštědla a nemohou být 
použité pro některé organické reakce. Jejich tepelná
vodivost je poměrně nízká a mají limitovanou mecha-
nickou stabilitu. Nejčastěji se používají pro reakce 
ve vodě při atmosférickém tlaku a laboratorní teplotě. 1

Tab. I: Porovnání vybraných mikroreaktorových systémů1

materiál systém tok vnitřní objem poznámka

sklo Haswell-Watts
elektroosmotický tok, 
hydrodynamické 
pumpování

rozmezí nl – μl možná světelná detekce

sklo SYRRIS
hydrodynamické 
pumpování

60 μl, 250 μl, 1 ml automatizovaný systém

silikon Jensen-Seeberger
hydrodynamické 
pumpování

80 μl
jednoduchý, možné
pokrývání stěny kanálků

ocel Ehrfeld
hydrodynamické 
pumpování

0,5 – 11 ml větší objem

ocel CPC
hydrodynamické 
pumpování

100 μl, 1,1 ml automatizovaný systém

plast různé osmóza, pumpování rozmezí nl – ml
levná a rychlá výroba,
nestabilní při použití 
organických rozpouštědel
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Zajištění průtoku

Tekutiny se mohou pohybovat skrz kanálky mikro-
reaktorů pomocí různých metod jakými jsou hydrody-
namické pumpování, elektrokinetické pumpování nebo
kapilární tok. Nejčastějším přístupem, jak dosáhnout
pohybu látek a ovládat mikroreaktor, je hydrodyna-
mické pumpování, které využívá pro svou činnost 
dynamických sil, jako jsou síly odstředivé a principy
dynamického převodu energie rychlostní na tlakovou.
Lze u něj dosáhnout širokého rozmezí průtokových
rychlostí (μl/min – l/min). Používají se buď stří-
kačky nebo HPLC pumpy. Elektrokinetické pumpování
lze velmi dobře miniaturizovat a snadno ovládat 
pomocí počítače. Je třeba dát pozor na polárnost 
sloučenin a na nechtěné elektrochemické trans-
formace. Nejčastěji se používá tzv. kapilární elektro-
foréza.

Míchání reaktantů uvnitř kanálku se děje difúzí
a průtokem. Díky malým rozměrům mikroreaktroru je
difúze obecně velmi účinná, smíchání proběhne
v průběhu milisekund. Malé rozměry spolu s vysokým
poměrem povrchu ku objemu způsobují účinější 
transport tepla a hmoty uvnitř mikroreaktoru než
v běžné baňce. Lze tak docílit homogenních podmínek
po celém objemu reaktoru a parametry mohou být
přesně regulované. Vysoce exotermní nebo i explosivní
reakce mohou být snadno mírněné. Přesným řízením
podmínek reakce můžeme zvýšit výtěžek reakce
a čistotu produktu.1

Jednotlivé molekuly

V poslední době se stává populární zkoumat jednot-
livé molekuly. Lze tak pozorovat individuální chování
biologického systému nezatížené průměrováním. 
Je zřejmé, že informace o chování jednotlivých molekul
je mnohem cennější než pouze průměrná hodnota.
Může tak být pozorována heterogenita jednotlivých 
případů. První studie jednotlivých molekul se objevily
v devadesátých letech. Následovaly různé experimenty
s molekulami DNA, RNA, nebo proteiny (Obr. 1.).3

Vyvíjí se techniky pro detekci jednotlivých virových čás-
tic, což může mít v budoucnu prospěch např.
v diagnostice HIV.4 

Pro detekci jednotlivých molekul je často použito
měření fluorescenčního záření, nebo principu FRET
(fluorescence resonance energy transfer). Mocným
nástrojem jsou molekuly s přirozenou autofluo-
rescencí. Velmi citlivou metodou je také hmotnostní
spektrometrie s elektronovým záchytem, která dokáže
detekovat i pouhé desítky zeptomolů.3,4,5

Například byly zkoumány enzymy upravující DNA
a dynamika molekul DNA tak, že byla označena mole-
kula DNA a molekula enzymu, každý jedním partnerem
pro FRET a podle měřeného signálu lze odvodit někte-
ré závěry ohledně pohybu enzymu po molekule DNA
a o dynamice samotné DNA. Časté je sledování jedno-
tlivých molekul na plasmatické membráně. Zajímavostí
může být také detekce emise záření z čerstvě translato-
vaného GFP.

V pokusech s jednotlivými molekulami je někdy
žádoucí pozorovat molekulu co nejdéle, aby se dalo
extrahovat co nejvíce informací. Pak je potřeba, aby
byla pozorovaná molekula znehybněná. V pevných
vzorcích samozřejmě takové potíže nejsou, v roztocích
ano. Velký vliv při pokojových teplotách má Brownův
pohyb. K imobilizaci lze použít povrch průhledného
skla nebo enkapsulaci v gelu. Je třeba ale dávat pozor
na interakce, které ruší přirozené chování molekuly.
Dalšími přístupy může být nepřímé zachycení moleku-
ly laserem (laser-tweezer), uzavření molekuly do vesi-
kulu nebo metoda pro potlačení Brownova pohybu
(anti-Brownian electrokinetic trap).3

Zajímavé molekulárně biologické příklady

Byla popsána metoda sekvenování jediné molekuly
DNA. Jednořetězcová DNA slouží jako templát pro 
polymerasovou syntézu komplementárního vlákna
s použítím primeru označeného biotinem. Místo přiro-
zených nukleotidů jsou použita jejich fluorescenční
analoga. Komplementární vlákno je pak pomocí bio-
tinu imobilizováno. Poté je přídána exonukleasa, která
postupně odštěpuje jednotlivé nukleotidy. Reakce 
probíhá v kanálku mikroreaktoru. Jednotlivé nukleotidy
jsou unášeny elektrokinetickými silami do detekční
zóny, kde jsou postupně detekovány. Tato metoda 
slibuje možnost sekvenovat delší úseky než jaké umo-
žňují standartní metody. Je třeba však stále optimalizo-
vat a vyřešit některé potíže. Například DNA nemůže být
syntetizována pouze z analogů nukleotidů, proto se
uvažuje o paralelních reakcích, kde v každé bude jiný
nukleotid nahrazen svým fluorescenčním analogem.
Jednotlivá měření pak budou synchronizována.6

Pro měření míry exprese jednotlivých genů
v buňkách se běžně používají metody tzv. micro-
array nebo tzv. real-timePCR. Microarray je vhodná pro 
screeningové pokusy, kde se testuje najednou velké
množství genů. Pracuje na principu hybridizace navá-
zané sondy (ssDNA) s cDNA ze vzorku a cDNA standar-
dem, které kompetují o navázání na sondu. Obě jsou

Obr. 1: Počet publikovaných článků registrovaných v databázi
PubMed s názvem obsahujícím "single molecule" 3
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Obr. 2: Struktura destičky OpenArrayTM 7

Obr. 4: Mikroreaktor pro analýzu DNA8

Obr. 3: Zobrazení fluorescence v jednotlivých jamkách 
(27. cyklus micro real-timePCR)7

technologie microarray real-timePCR micro real-timePCR

výhody
velké množství genů najednou,
nízká cena jednoho datového
údaje

vysoká přesnost, dynamické 
rozmezí, nízká spotřeba vzorku,
krátká příprava vzorku

velké množství genů najednou,
vysoká přesnost, dynamické 
rozmezí, krátká příprava vzorku,
nízká cena jednoho datového
údaje

nevýhody
vysoká spotřeba vzorku, dlouhá
příprava vzorku

vysoká cena jednoho datového
údaje, malé množství genů

střední spotřeba vzorku

fluorescenčně značené, každá jinou značkou. Pro každý
sledovaný gen je na čipu sonda (pikomoly). Po navá-
zání se měří fluorescence jednotlivých oblastí se son-
dami a porovnává se, která z cDNA se navázala ve větší
míře. PCR (polymerase chain reaction) je metoda pro 
amplifikaci templátové DNA s pomocí polymerasy.
Amplifikovaný úsek je vymezen kombinací oligonuk-
leotidů, které slouží jako primery. Reakce probíhá
v teplotních cyklech. Každý cyklus má tyto fáze: 
cca. 90 °C pro denaturaci templátové DNA, 
cca. 40 – 65 °C pro nasednutí primerů, cca. 72 °C 
pro aktivaci polymerasy a dosyntetizování komplemen-
tárního vlákna. Po každém cyklu se exponenciálně zvy-
šuje počet kopií, čehož lze využít pro měření původní-
ho množství templátu. K tomu se používají systémy
SYBR GreenTM nebo TaqmanTM, pomocí nichž lze měřit
množství produktu v jednotlivých cyklech, z čehož lze
odvodit množství původního teplátu (cDNA) pro zjiš-
tění míry exprese. Tento speciální typ PCR je označován
jako real-timePCR. Reakce obvykle probíhají v objemu
několika μl. Obě metody byly zkombinovány a lze 
použít real-timePCR na chipu v objemu 33 nl. 
Používá se destička s 3072 jamkami (OpenArrayTM, 
Obr. 2) a měří se fluorescenčně množství amplifikova-
ného produktu v jednotlivých cyklech (Obr. 3) (Tab. II)7.

Pro další analýzy DNA (např. štěpení restrikční 
endonukleasou) byly vyvinuty složitější čipy rozdělené
na různé funkční oddíly (Obr. 4).8

Tab. II: Porovnání metod pro měření exprese genů7
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Attoreaktory

Nejnovější poznatky ukazují, že je možné sestrojit
reaktory s velikostí zlomku mikrometru. Jejich objem se
měří v attolitrech (attolitr, zkr. al; 1x10-18 L). Jsou připra-
veny pomocí spojení dvou vláken, z nichž v každé je
jeden z reaktantů (Obr. 5). Tato nanovlákna jsou
z polyuretanu Tecoflex. Prokřížením mnoha vláken
vznikne matrice s mnoha samostatnými spojeními

v malém prostoru. Metoda byla nejprve testována
s fluorescenčními sloučeninami pro snadné studium
reakce. Spojení nanovláken bylo také sledováno skeno-
vací elektronovou mikroskopií (Obr. 6).2

V rámci práce na attoreaktorech se vyvíjí metody izo-
lace produktů z reaktoru tak, aby nebyly smíchány
s nezreagovaným obsahem nanovláken v místech
mimo překřížení. 2

Závěr

Od počátku miniaturizování chemických procesů
a vyvíjení mikroreaktorů bylo již uděláno mnoho kroků,
které vedly až k experimentům na úrovni jednotlivých
molekul. Výzkum pokračuje dál s rostoucí tendencí.
Lidská zvědavost a potřeba vyvíjet nové průmyslové
technologie nás stále vyzývají k dalšímu bádání.
Doufejme, že miniaturizace bude pokračovat
a budeme moci stále více využívat jejích výhod jak
v aplikacích základního výzkumu, tak v medicínských
a dalších odvětvích.
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Souhrn
Vydarený T.: Mikroreaktory
Miniaturizace je jedním z velkých témat současnosti a v chemii se také uplatňuje. Z chemických reakcí ve větších měřítkách, v baňkách, se
přechází na miniaturizované systémy mikroreaktorů. Postupným vývojem byly optimalizovány materiály i techniky pro práci v mikroměřítku.
Mnohé studie se zabývají rozborem dokonce jednotlivých molekul, často se jedná o makromolekuly typu DNA, nebo proteinu. Je možné
vytvářet reaktory s objemem attolitrů. Některé experimenty slibují do budoucna užitečnou aplikaci v medicíně, ale i dalších oborech.
Klíčová slova: mikroreaktror, jednotlivá molekula, attoreaktor

Summary
Vydarený T.: Microreactors
Today, miniaturization is one of the top topics and chemistry undergoes it as well. Chemical reactions were usually performed in flasks
but at the present time, there are many endeavours to miniaturize them to microreactor systems. Used methods and materials are still
being optimised to be able to work in this micro and nano-scale volume. There are many experiments studying even single molecules
(often macromolecules like DNA or proteins). It is possible to create reactors even of attoliter volume. Therefore applications in medi-
cine and other disciplines can be expected in the future.
Key words: microreactor, single-molecule, attoreactor

Obr. 5: Prokřížení dvou nanovláken za vzniku attoreaktoru2

Obr. 6: Snímek ze skenovací elektronové mikroskopie: 
spojená nanovlákna2
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