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SUMMARY

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

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

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

For more information contact the editorial
board or directly:

Petra Lipovov4, PhD. (editor in chief)
ICT, Technicka 3

166 10 Prague 6, Czech Republic
Phone +420 220 443 028

e-mail: petra.lipovova@vscht.cz

http://bts.vscht.cz



UVODEM
Vazeni pratelé,

ve dnech 17. — 19. bfezna 2010, nase stiesni orga-
nizace, Cesky svaz védeckotechnickych spoleé¢nosti
(CSVTS), jejiz jsme zakladajicim ¢lenem, pofadala
oslavy 20. vyro¢i zaloZeni spojené s 3. mezinarodni
konferenci ,Promény Evropy 2010“ ve svém sidle
na Novotného lavce 5 v Praze na Starém Mésté. Pi této
prilezitosti obdrzeli pfedsedové jednotlivych spole¢-
nosti ,Cestny odznak CSVTS” za vyznamnou ¢&innost
konanou ve prospéch komunity inzenyrd, technikd,
védeckych ¢&i odbornych pracovnikl. Beru toto ocenéni
jako uzndni za prospésnou cinnost celé nasi spolec-
nosti v ramci svazu. Jarni valna hromada CSVTS se
konala 20. kvétna 2010 a tentokrate se na ni volilo
nové vedeni svazu, tj. pfedsednictvo a revizni komise.
Nové zvolené vedeni naleznete na webovych strankach
CSVTS. Zde bych Vaés jen rad informoval, Ze za nasi
spole¢nost byl nominovén a zvolen do dozoréi rady
p- RNDr. Tomas Vanék, CSc. Piejeme mu, aby byl ve své
tant p. RNDr. Tomislav Barth, DrSc.

Dne 18. kvétna 2010 na VSCHT v Praze (spé&sné
probéhl jiz tradi¢ni seminaf ,Novinky v oblasti genetic-
kych modifikaci”. Pokud se o tuto problematiku zaji-
mate a nemohli jste se seminafe zucastnit, pak stéle
jesté mame k disposici sbornik prednasek, a to jak
v tisténé formé, tak i ve formatu CD. Na pozadani Vém
sborni¢ek v pozadovaném formétu zasleme. Pro pfi-
padné Vase zahrani¢ni zndmé mame téz volné pub-
likaci Ministerstva zemédélstvi CR o zkudenostech
s péstovanim geneticky modifikované kukufice
v anglickém jazyce. Jednd se o pieklad publikace,
o které jsme Vas informovali v minulém (isle
Bioprospectu.

Pokracuji i pfipravy mezinarodniho biotechnologic-
kého symposia BIOT 2011 spojeného s 5. Cesko-3vy-
carskym symposiem, které se uskute¢ni 15. — 17. Cerv-
na 2011 v Narodni technické knihovné v Praze 6
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a bude nésledovano symposiem ,Plant Biotechnology”
ve dnech 20. a 21. 6. 2011 v Olomouci. Webové stran-
ky pro obé akce jsou v pfipravé.

V tvodniku leto3niho prvého ¢isla jsme Vés informo-
vali o ,Global Forum on Genetically modified Wheat”,
které se ma uskutecnit v fijmu. K dneSnimu dni zatim
datum konani nebylo stanoveno, a proto zdjemci
necht konzultuji nasledujici webovou stranku:
http://www.bastiaanse-communication.com/

S potéSenim Vam piinaSime fadu positivnich infor-
maci o biotechnologiich v nasi republice. Najdete zde
oficialni tiskovou zpravu o zalozeni ,Centra regionu
Hand pro biotechnologicky a zemédélsky vyzkum®,
informaci o zalozeni klastru ,.MedChemBio”, ktery byl
zalozen pocatkem roku 2009 s cilem pomahat rozvoji
obori medicinalni chemie a chemické biologie
v Ceské republice, a to jak v zékladnim vyzkumu, tak
ve fazi pfechodu ze zékladniho vyzkumu do techno-
logického a komeréniho uplatnéni. Informace je pre-
sentovana jeho feditelem a c¢lenem nasi Rady
p. Doc. Ing. Fuskem, CSc. Jisté Vas zaujme i informace
o védeckém programu Biotechnologického tstavu AV
CR, vv.i. od jeho feditelky pi. Doc. RNDr. Jany
Péknicové, CSc. Uvadime i recenzi zajimavé knihy a par
zajimavosti.

| tentokrat jsme pro Vas v tomto ¢isle vybrali ¢lanky
z rliznych oblasti biotechnologii. Nevahejte a posilejte
ndm zajimavé zprdvy, noticky o novinkach, které Vas
v literatufe zaujaly, stru¢né zpravy z konferenci
a samoziejmé i kratké piehledné clanky. Dalsi cislo
vyjde v podzimnim obdobi.

Srdeéné Vas zdravi

Vas
Jan Kas



BIOTECHNOLOGICKY USTAV AV CR, V. V. L.

K 1. lednu 2008 zaloZila Akademie véd Ceské republiky novou vefejnou vyzkumnou instituci, Biotechnologicky
dstav AV CR, v. v. i., se sidlem v aredlu Akademie véd v Praze — Kréi. Cinnost Biotechnologického tstavu AV CR,
v. v. i. (BTU) je soustiedéna na rozvoj $pi¢kového zékladniho a orientovaného vyzkumu a vyvoje se zaméfenim
na praktické vyuziti vysledkd v diagnostickych a terapeutickych aplikacich v humanni mediciné.

Ustav ma 7 skupin, které svou &innosti pokryvaji dva odborné sméry:
(A) Proteinové inZenyrstvi a strukturni biologie
(B) Patologie buriky, pficiny, diagnostika, lé¢ba

A. Proteinové inZenyrstvi a strukturni biologie:

Laboratof inzenyrstvi vazebnych proteini (vedouci: Peter Sebo) se zabyva designem a zlepsovanim vlastnosti
vysoce afinnich vazebnych proteinovych ligand( zejména pro aplikace, ve kterych byly do soucasnosti netispés-
né pouzivany monoklondlni protilatky.

Laborator strukturni biologie (vedouci: Cyril Bafinka) je smérovana do oblasti strukturni biologie a vztahli mezi
strukturou a funkci medicinsky relevantnich proteind. Vysledky vyzkumu jsou vyuzitelné pro navrh a optimalizaci
sloucenin slouzicich k detekci pevnych nadort, zejména pak nador( rakoviny prostaty.

B. Patologie buiiky, pficiny, diagnostika, 1écba:

Laborator diagnostiky pro reprodukéni medicinu (vedouci: Jana Péknicovd) se zabyvéd charakterizaci procest
a molekularnich faktord béhem oplodnéni vajicka a rozvijenim néstroji (monoklonalni protilatky) pro detekci
muzské neplodnosti a pro detekci vybranych faktorli znecistujicich Zivotni prostfedi majicich negativni dopad
na reprodukci savct.
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Laboratof diagnostiky autoimunitnich onemocnéni (vedouci: Séarka RGZi¢kova) je zaméfena na humoralni
a genetické aspekty autoimunitnich nemoci, na identifikaci cilovych molekul vyuzitelnych v terapii autoimunit-
nich chorob a na vyvoj novych nastrojli pro diagnostiku autoimunitnich onemocnéni.

Laboratof molekuldrni terapie (vedouci: Jifi Neuzil) se zaméfuje na vyvoj novych protirakovinnnych latek, zejmé-
na analogt vitaminu E, které efektivné a selektivné plsobi proti maligné transformovanym burikam tim, Ze desta-
bilizuji jejich mitochondrie a tak vyvolaji programovanou smrt nadorovych bunék.

Laboratoi genové exprese (vedouci: Mikael Kubista) rozviji nastroje pro profilovou analyzu exprese gen(
pomoci vysokapacitni qRT-PCR na tkéfiové, jednobunééné a sub-bunécné urovni, véetné analyzy multidimenzio-
nélnich dat.

Laboratoi molekuldrni patogenetiky (vedouci: Gabriela Pavlinkovd) identifikuje klicové molekuly v patogennim
embryondlnim vyvoji pomoci zvifecich modell a profiluje genovou expresi, a umozZnuje tak vypracovat nové
postupy pro prevenci a diagnozu diabetické embryopatie.

Cinnost védeckych skupin je zajisténa grantovou podporou od riiznych poskytovatelt véetné zahrani¢nich.
V soucasné dobé jsou na Ustavu skupiny zapojené do projekt 7. rdmcového programu EK, ustav je nositelem
projektu Nanotechnologie pro spole¢nost, déle “Vyzkumného centra” programu MSMT 1M a spolufesitelem pro-
jektu NPVII.

Na ustavu se Skoli doktorandi a diplomanti, 5 pracovniki pfedndsi na vysokych skolach.

Biotechnologicky Ustav tizce spolupracuje s TATAA Biocenter Prague, spole¢né organizuji kurzy analyzy genové
exprese pomoci qRT-PCR.

Ustav slouzi jako védomostni zakladna pro vznikajici a rozvijejici se biotechnologicky priimysl v Ceské repub-
lice, z tohoto diivodu je zapojen do Biotechnologického klastru (CzechBio) — asociace biotechnologickych spo-
le¢nosti CR, z.s.p.o.

Ve Vestci u Prahy by mél byt realizovén projekt BIOCEV v rdmci programu Vyzkum a vyvoj pro inovace, na jehoz
pfipravé se BTU podili s daldimi ustavy AV CR a Univerzitou Karlovou. Vice informaci na webové adrese
www.ibt.cas.cz

Doc. RNDr. Jana Péknicovd, CSc.
Reditelka ustavu
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KLASTR MEDCHEMBIO.

Klastr MedChemBio byl zaloZen pocatkem roku
2009. Tento klastr vznikl s cilem pomahat rozvoji obord
medicinalni chemie a chemické biologie v Ceské
republice, a to jak v zdkladnim vyzkumu, tak ve fazi pie-
chodu ze zakladniho vyzkumu do technologického
a komer¢niho uplatnéni. Hlavnim oborem ¢innosti jsou
+malé”, syntetické molekuly, tedy latky, které mohou
byt pouZity pro humdénni a veterinarni medicinu
a diagnostiku a také jako nastroje chemické biologie.

Klastr je unikatni z nékolika aspektd. Jednim z nich je
velmi tésné propojeni akademickych pracovist (¢leny
klastru jsou Univerzita Palackého v Olomouci, Ustav
organické chemie a biochemie, AVCR, v.vi. a Vysoka
Skola chemicko-technologickd) s malymi a stfednimi
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 odbornymi spole¢nostmi (CSCH,
CSBMB, Nadace pro vyzkum rakoviny). Jednotlivé firmy
a subjekty spolupracuji na spole¢nych projektech, které
vyuzivaji synergie zajmu a cild. Klastr ma nyni celkem
24 ¢lenG a je otevien pro dalsi subjekty, které
o spolupraci na rozvoji uvedenych obord maji zajem.

Klastr obdrzel na podzim roku 2009 podporu
od agentury Czechinvest ve vysi vy3si nez 18 miliond
korun, kterd je ur¢ena k podpore ¢ty konkrétnich
védecko-vyzkumnych projektd v dané oblasti a také
umozni zakladni fungovani klastru a jeho spolkovou
¢innost.

Prvnim projektem je Systém pro fizeni projekti
vyzkumu a vyvoje lé¢iv v reZimech GMP GLP, GCP.
Cilem projektu je podpofit vyzkumné, vyvojové, vy-
robni a kontrolni aktivity ¢lend klastru v oblasti vyvoje
lé¢iv v ,post-discovery fazi”. Clenové, ktefi se tohoto
projektu ucastni, vytvofili spole¢nou jednotku — cent-
rum pro systém fizeni jakosti GMP/GLP, sluzb
Regulatory Affairs a poradenstvi/fizeni projektd
v predklinické a rané klinické fazi. Soucasti projektu je
také vybaveni a certifikce vzorovych laboratofi UP,
a pfedevsim se jedna o techniky, které jsou v GMP/GLP
rezimech obtizné dostupné (NMR, XRD). Ostatni cle-
nové klastru mohou (po dokonceni tohoto projektu)
za vyhodnych podminek vyuzivat jak poradenskych
sluzeb pfi zavadéni systému jakosti, tak i fizeni svych
projektti, zpracovani GMP dokumentace a poradenstvi
pro piedklinické a rané klinické faze vyvoje. Kromé
toho budou moci vyuzivat sluzby laboratofi certifikova-
nych v rdmci projektu.

Druhym projektem je Pracovisté pro molekularni
diagnostiku. Tento projekt je zaméfen na vyzkumné
aktivity nékterych ¢lentd klastru pfi vyzkumu a vyvoji
molekuldrnich diagnostik, a to pfedevsim na bazi poly-
merdzové fetézové reakce v realném case (Q-RT-PCR)
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a v proteomickych analyzach. Diagnostika vyuZivajici
tyto metody nyni velmi razantné nastupuji do rutinni
diagnostické praxe v oblasti nadorovych, infekénich
a dalSich onemocnéni. Vedle toho se trh s diagnostiky
stdva zajimavou oblasti ,biotech” préimyslu i pro mensi
firmy, protoze je regulacné vyrazné jednodussi nei
oblast farmaceutik. Pracovisté vybudovana v ramci
tohoto projektu se zaméfi na studium, vyzkum a vyvoj
molekularnich diagnostik, zejména v oblasti nadoro-
vych onemocnéni. Soucasti projektu je zavedeni
pfislusnych metod pocinaje pfipravou vzorkd a konce
kvalitativnim nebo kvantitativnim vyhodnocenim
amplifika¢ni reakce a hmotnostné spektrometrické
analyzy technikou LC-MALDI.

Tretim hlavnim projektem je Pracovisté pro syntézu,
izolaci a vyrobu chemickych sloucenin. Projekt bude
zaméfen na vyzkum novych syntetickych postupl pro
piipravu a izolaci komer¢né zajimavych chemickych
sloucenin a postupl umoziiujicich prevod laboratorni
syntézy do poloprovozniho meéfitka, a zaroveri bude
nabizet sluiby tykajicich se pfedpovidani vlastnosti
latek a ndvrhem struktur vhodnych pro pozadované
aplikace. V oblasti syntézy jde predevsim o laboratorni
pfipravu novych produktl, které v sobé skryvaji
komer¢ni potencidl, dale latek jiz na trhu existujicich,
u kterych je soucasny zplsob pfipravy komplikovany,
neekonomicky ¢i z hlediska regula¢nich nafizeni silné
omezujici. Projekt zahrnuje také nabidku syntézy
organickych sloucenin ve Cctvrt-provoznim meéfitku.
To je jeden z klicovych problém pii rozvoji projekt
novych molekul, které sméfuji do praktickych aplikaci
a v soucasné dobé je pro fadu védeckych instituci nebo
malych firem prakticky nefesitelny z ekonomického
a organiza¢niho hlediska. Zdmérem je také uvést
do provozu moderni vybaveni pro separaci latek
z nejriznéjSich smési, jejich izolaci, identifikaci
a stanoveni zastoupeni jednotlivych slozek. Na pro-
jektu se budou podilet instituce, které maji dlouholeté
zkuSenosti v oblasti syntézy organickych latek
v laboratornim i provoznim méfitku, jakoz i v obchodni
¢innosti. Redeni projektu ma za cil poskytnout ¢lentim
Klastru kvalitni a cenové dostupné zazemi pro syntézu,
izolaci a komercionalizaci organickych sloucenin.

Poslednim planovanym projektem pro prvni obdobi
je Elektronicka terminologicka databaze a systém
zpracovavani piekladdi Béhem tii let vytvoii klastr
specializovanou jazykovou databézi a zformuje skupinu
odbornych konzultantd. Vypracuje a zavede systém
pro fizeni efektivity a kvality zpracovdvané dokumenta-
ce (autor > manager > piekladatel > korektor > kon-
zultant/validator > DTP). Databazi hodla Klastr
MedChemBio v rlznych formach uplatnit na trhu.
Jednotlivi ¢lenové klastru budou moci databazi
i softwarové vybaveni vyuzivat pro pieklady vlastnimi
silami i pro zadani zévazné terminologie pro externé



zpracovavané preklady. Budou to pieklady grantovych umoznila novy rozvoj dané védecko-technické oblasti

aplikaci, vyrobni dokumentace, produktové doku- a v regionu.
mentace (data sheets), odbornych ¢lankd a sdéleni, MedChemBio bude pifedevsim pomahat zacinajicim
webovych stranek, reklamnich materiald a dalSich firmam v daném oboru v Gspésném rozvoji jejich pro-
odbornych publikaci vydavanych s podporou Klastru. jektt. Diky soustfedéni jak pfistrojového vybaveni, tak
Efektivné spolupracujici validatofi, konzultanti lidského potencidlu je mozné provadét vyzkum daleko
a prekladatelé vyuzivajici software specializovany na efektivnéji, nez v izolovanych laboratofich. DuleZitou
spravu terminologie a udrzeni konzistentnosti pfekladu soucasti prace klastru bude vyména informaci
docili nesrovnatelné vyssi kvality preklad( oproti pie- a propagace oboru v Ceské republice.
kladim zpracovavanym béznym zplsobem.

Strategie klastru podporuje celé odvétvi, které Vice informaci o klastru MedChemBio naleznete
v Ceské republice nema nyni spole¢nou platformu pro na www.medchembio.cz
kontakty a spolupréci. Strategicky se klastr snazi vybu-
dovat strukturu, kterd by nabizela kontinualni podporu Doc. Ing. Martin Fusek, CSc.
jak ¢lentim klastru, tak i novym subjekttim a celkové by Reditel klastru

EVROPSKA UNIE
EVROPSKY FOND PRO REGIONALNi ROZVOJ
INVESTICE DO VASIi BUDOUCNOSTI

2007-:
° 13

OP Vyzkum a vyvoj
pro inovace

CENTRUM REGIONU HANA PRO BIOTECHNOLOGICKY A ZEMEDELSKY VYZKUM
ul. Slechtitel@ 11, 783 71 Olomoug, tel.: +420 585 634 970 — 71
TISKOVA ZPRAVA PRF UP OLOMOUC 8. dubna 2010

Centrum regionu Hand - budoucnost zemédélstvi a péstitelstvi v regionu

OLOMOUC - Obnova tradice a dobrého jména a farmaceuticky pramysl, zlepseni kvality potravin
Slechtitelstvi a zemédélstvi, které bylo po staleti a jejich kontroly apod.
na stiedni Moravé zdrojem bohatstvi a obzivy. To je kli- Projekt, ktery odstartoval pfed nékolika tydny, sdruzu-
¢ovy cil, ktery si vytkl tym projektu Centrum regionu je pét vyzkumnych programl — od prace se zkumav-
Hand pro biotechnologicky a zemédélsky vyzkum. kami po péstovani rostlin na polich a ve sklenicich.
Za pomérné sloZitym nédzvem se skryvd fada aktivit Univerzitni areél v ulici SlechtitelCi se rozroste o &tyfi
piipravovanych Pfirodovédeckou fakultou UP a jejimi nové budovy se Spickovym vybavenim ¢i nové plochy
partnery, které do Olomouce v nejblizsich létech pfine- a skleniky pro péstitelstvi. Na realizaci projektu se
sou Spickové technologie v novych vyzkumnych budou podilet kromé& UP také Ustav experimentalni
provozech, desitky vysoce kvalifikovanych mist ¢i uzké botaniky Akademie véd CR a Vyzkumny ustav rostlinné
propojeni védy a vyzkumu s praxi. vyroby.

Vznik centra piinese do tohoto odvétvi zcela nové Projekt je financovan z evropského Operacniho
metody a postupy, zejména v oblasti molekuldrni gene- programu Vyzkum a vyvoj pro inovace s pfispénim Ces-
tiky a biotechnologie. Soustiedime zde nejlepsi kého statu. Prispévek EU ¢ini 708 997 497 korun,
védecké kapacity z regionu v tomto oboru,” fekl koor- pfispévek statu 124 940 734 korun. Projekt je také
dintor projektu a prodékan PiF UP Ivo Frébort. Podle soucasti integrovaného planu rozvoje mésta ,Atraktivni
néj tak budou mit absolventi fady obort na PiF velkou a konkurenceschopna Olomouc”.

motivaci pro to, aby mohli pracovat doma, a nemuseli
za Spitkovym vyzkumem do zahranici.
Vysledky vyzkumu jsou aplikovatelné napfiklad pfi Vice informaci najdete na www.cr-hana.eu.
vyvoji modernich metodik Slechténi a novych odrid Pavel VyslouZzil, mluvci PiF - tel. 777 071 170
plodin (s vy38imi vynosy, odolnosti vici vlivim po-
Casi a Skddcim a SetrnéjSi k Zivotnimu prostiedi), Blizsi informace:
ziskdvani novych zdroji surovin pro potravinaisky Ivo Frébort — koordindtor projektu — 585 634 970
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ODBORNE PRiSPEVKY

SOUCASNA A BUDOUCIi GENERACE KARDIALNICH MARKERU
A JEJICH STANOVENI POMOCI TECHNOLOGIE

PROTEINOVYCH BIOCIPU

Dita Setinova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

V soucasné dobé spada velkd c¢ast umrti v dospélé
populaci na vrub srde¢né cévnim onemocnénim.
StéZejnim piedstavitelem této skupiny onemocnéni je
akutni infarkt myokardu (AIM). Biochemické indikatory
detekujici vedle AIM i ischemické poskozeni myokardu,
srdecni nekrotické zmény a hemodynamicka posko-
zeni srdce jsou souhrnné fazeny pod pojem kardialni
markery. Do této skupiny patfi nejen molekuly lokalizo-
vané pfirozené v srde¢ni tkdni (v kardiomyocytech,
srde¢nich cévach, intersticiu), ale i béiné organové
se vyskytujici komponenty ¢i specifické produkty jako
nasledky patologického procesu. Cilem stanoveni
kardidlnich markert je vedle detekce koronarniho one-
mocnéni také zjisténi prognostického vyhledu na pra-
béh nemoci a predikce rizika vzniku srde¢nich onemoc-
néni u pacienta. Skala kardialnich marker( se neustale
rozSifuje. Pfedmétem vyzkumu jsou piedevsim takové,
které disponuji vysokou specifitou a senzitivitou a téz
markery spadajici do skupiny casnych ukazatelG AlM.
Mezi nyni rutinné vySetfované markery v klinické praxi
patii kreatinkinasa, myoglobin a srde¢ni troponiny.
Diive byly hojné vyuzivané testy aspartdtaminotransfe-
rasy a laktdtdehydrogenasy. Do skupiny hlavnich
predstavitell budouci generace kardidlnich marker,
zatim vétSinou pouze ve vyzkumnych laboratofich,
patfi srde¢ni protein vazajici mastné kyseliny h-FABP
a isoenzym glykogenfosforylasy GPBB' 2 3.

Soudobé diagnosticky vyuZivané kardiomarkery
Myoglobin je nizkomolekularni protein tvofeny jed-
nim polypeptidem obsahujici hemovou strukturu.
Tkarové se vyskytuje predevsim v kosternich svalech.
Stejné formy hemoproteinu lze v mensi mife na-
lézt i v srde¢nim a hladkém svalstvu. Lokalizovén je
v cytoplasmé. Jeho hlavni funkci pIni koordina¢né
kovalentni vazba molekuly kysliku v burice. Pii AIM je
myoglobin rychle uvoliiovdn z poskozenych bunék
do krevniho obéhu (jiz po 1 — 2 hodinach). Maxima
koncentrace dosahuje po 6 — 7 hodinach a do jed-
noho dne po koronérni pfihodé se hodnoty vraci
k normalu. Diagnosticky tak splfiuje funkci ¢asného
markeru pro AIM. Je fazen mezi faktory predikce AlM,
pokud se jeho hodnota nezvysi do deseti hodin
po pacientové subjektivnich pfiznacich AIM, Ize toto
s vysokou pravdépodobnosti vylou¢it. Nevyhodou
myoglobinu je jeho nespecifi¢nost. PfiCiny jeho
zvySenych hodnot v krvi Ize hledat i v poruseni bunék

27

kosterni svaloviny nebo zhorseném vylucovani pfi
rendlnich insuficiencich. Pro tyto nedostatky se dnes
v klinické praxi od stanovovéani myoglobinu jako kardi-
alniho markeru pomalu upousti? 3.

Enzym kreatinkinasa (EC 2.7.3.2, CK) spada do tfidy
transferdz a katalyzuje pfenos fosfatové skupiny mezi
kreatinem a kreatinfosfadtem, kde donorem fosfatu je
ATP. Reakce je vratnd, zavisi na momentalni hotovosti
makroergické molekuly kreatinfosfatu ve svalech.
Ma organové nizkou specifitu. Majoritné se vyskytuje
v bunkadch kosternich svald, méné v srdeénim
a hladkém svalstvu, nervové soustavé, ledvinach.
Lokalizace v burice je v cytosolu nebo v mitochondriich.
Cytosolova forma enzymu lze rozlisit na tfi isoenzymy —
CK-BB, CK-MB a CK-MM - podle kombinace dvou
podjednotek B (brain) a M (muscle). Na pozici cas-
ného kardialniho markeru AIM se isoforma kreatinki-
stoupa jiz 5 — 7 hodin po srde¢ni pfihodé, maxima
dosahuje zhruba po jednom dni a ve vy3si koncentraci
pretrvava jesté 3 — 6 dni. Pfi¢inou zvySeni vedle srde¢-
nich onemocnéni mohou byt postizeni kosternich
svalli. Progresivni nemoci jako jsou svalové dystrofie,
mechanicka poskozeni svalu (Urazy, opera¢ni zakroky)
¢i toxickd poskozeni (ischemie). Dle fadové hodnoty
nardstu hladiny kreatinkinasy CK-MB oproti normélu
Ize pfedbéiné urcit typ svalového poskozeni, pii AIM
se zvysi cca 25krat, pii poskozeni kosternich svalQ
az 1000krat. Pro zpfesnéni diagnosy a zvySeni specifity
se vyuzZiva vypoc¢tu poméru kreatinkinasy CK-MB ku
celkové hodnoté kreatinkinasy (vSech jejich isoforem).
CK-MB ma cenénou hodnotu i jako prognosticky faktor.
Podle doby, kdy dosédhla jeji koncentrace maxima,
je mozné usuzovat na miru sniZeni pratoku krve posti-
Zenym mistem?.

Prvni volbou pfi podezieni na koronarni syndrom je,
ve srovndni s v sou¢asné dobé stanovovanymi kardial-
nimi markery myoglobinem a kreatinkinasou, stano-
veni srde¢nich troponini. Vdédi za to své kardiospeci-
fité. Troponiny jsou malé nizkomolekularni proteiny,
které se formou troponinového komplexu podileji vel-
kou mérou na kontrakci svalovych vldken. Jsou zndmy
tfii typy — T, | a C. Troponin T propojuje troponi-
novy komplex s dvéma molekulami tropomyosinu.
U zdravého dospélého c¢lovéka se vyskytuje pouze
v srdecni isoformé (cTnT) a je diky této absolutni
organové specifité hojné vyuzivan jako kardialni mar-



ker. Za normalnich okolnosti je hladina troponin v krvi
téméf nedetekovatelna. Pfi AIM se narGst koncentrace
cTnT projevi jiz po 3 — 4 hodindch, maxima dosahne
po 1 - 2 dnech a do normaélu se vraci az po 2 tydnech.
SlouZi tedy zaroveri jako ¢asny i pozdni marker AIM.
Troponin | zabrariuje v nepfitomnosti vapenatych iontd
kontrakci svalu zamezenim vazebného spojeni mezi
aktinem a myosinem. Odlisuji se dvé kosterni svalové
isoformy a jedna srde¢ni (cTnl). Koncentracni kiivka
v ¢ase ma podobny charakter jako u cTnT s tim rozdi-
lem, Ze se rychleji navraci k normalu. Fysiologické hod-
noty Ize naméfit opét do jednoho tydne od prvotnich
kardidlnich symptomi. U obou typl troponinl je
mozné pravidelnym méfenim sledovat prognostiku
AIM. Pouze lehce zvysené hodnoty poukazuji na nesta-
bilni anginu pectoris. V klinické praxi se stanovuji
bézné oba typy troponin, z hlediska lepsi standardiza-
ce je doporucovano stanovovani cTnT. Na troponinu C
se nachdzeji vazebnd mista pro vapnik, jenz je nutny
pro aktivaci svalové kontrakce. Jeho kosterni i srde¢ni
isoforma jsou totoziné a proto nevhodné pro kardialni
diagnostiku® &,
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Obr. 1: Koncentra¢ni kiivky vybranych kardialnich markerd
v zavislosti na ¢ase
(zdroj: http://okbh.centromed.cz/metody/Troponin.htm)

Kardiomarkery blizké budoucnosti

Srde¢ni forma proteinu vazajiciho v buiice mastné
kyseliny (fatty acid binding protein, h-FABP) patii mezi
nizkomolekularni cytoplasmatické proteiny, kde plni
transportni funkci pro mastné kyseliny s dlouhym
fetézcem mezi buné¢nou membranou a mitochon-
driemi. Vlyskytuje se pfedevsim v tkénich s vyssi nut-
nosti oxidace mastnych kyselin s polo¢asem 2 — 3 dny.
Pii srde¢nim poskozeni se uvoliuje do krevniho obéhu
velmi rychle a slouzi proto jako ¢asny marker AIM.
S vyhodou ho Ize vyuzit i jako marker anginy pectoris
a prognosticky ukazatel u AIM. h-FABP disponuje velmi
podobnou kfivkou zavislosti rychlosti uvolfiovani
z buiiky na case jako myoglobin. Maximalni kon-
centrace po AIM dosahuje po 6 — 8 hodinach
a k normélu se vraci do 24 - 30 hodin. Oproti myoglo-
binu se v kardiomyocytech a nasledné po jejich posko-
zeni i v krvi vyskytuje ve vétSich koncentracich a ma
také mnohem vyssi specifitu. Ackoli je stejné organové
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nespecificky jako myoglobin, jeho zastoupeni
v kosternich svalech je vyrazné nizsi. Tyto aspekty ¢ini
z h-FABP diagnosticky vyhodnéjsi ¢asny marker.
K odlideni poskozeni srdce od poskozeni svalového se
uziva vypocet poméru myoglobin/ h-FABP®.

Enzym glykogenfosforylasa se v lidském organismu
vyskytuje ve tiech isoformdch — MM (muscle), LL (liver)
a BB. Isoenzym BB je lokalizovan piredevsim v mozku
a myokardu (EC 2.4.1.1, GPBB). Podili se na glykogeno-
lytické draze cukrd. Fysiologicky je vazan v komplexu
s glykogenem na endoplasmatické retikulum. Pfi ische-
mickych stavech se ve zvySené mife uvolfiuje do cyto-
solu a odtud do krevniho obéhu. Hladina GPBB stoupa
po 2 — 4 hodinach, maxima dosahuje za 6 — 20 hodin
a normalni hodnoty se objevi po 1 — 2 dnech. Mozné
uplatnéni ma jako velmi ¢asny marker AIM? &,

Pro Uplnost jsou kratce zminény i nékteré dalsi
z mnoha dalSich moznych budoucich rutinné vyuziva-
nych markerd. Na jiném principu nez bylo dosud uve-
deno lze vyuzit charakteristik Karboanhydrasy Ill. Tento
protein se vyskytuje pouze v kosternim svalstvu a nikoli
v myokardu. Spole¢nym stanovenim a porovnanim
s hladinou myoglobinu se zvySuje specifita a senzitivita.
Pro cilené snizeni télniho objemu krve pfi stavech zvy-
Seného napéti srdecniho svalu se uvolnuje vice tkario-
vého hormonu B-natriuretického peptidu, ktery stimu-
luje zvy3eni vylucovani sodnych iontd a vody
z organismu. Pfi destabilizaci aterosklerotického platu
dochézi k aktivaci fosfolipasy D, ktera katalyzuje rozpad
fosfolipidG v buné¢né membrané. Produktem reakce je
dalsi mozny marker — cholin. V poslednich nékolika
letech se studie kardiomarker(i dale vénuji ischemicky
modifikovanému albuminu, zanétlivym markertm
(C-reaktivni protein), placentarnimu ristovému fakto-
ru, CD40 ligandu a mnoha dalSim?®.

Stanoveni kardialnich markeri pomoci biocipové
technologie

VyuZiti technologie proteinovych biocipt oproti tech-
nikam klasické imunochemie pfindsi mnoho vyhod.
Primarné je to moznost stanovit simultanné vice ana-
lytd z jediného vzorku. Pro diagnostiku koronarnich

Enzyme labelled antibody

(coribgate) > — Horseradisch peroxidase

Analyte

in patient sample
Discrete test
regions
Antibody bound
to biochip surface

Obr. 2: Princip imunochemického stanoveni na biocipech
(zdroj: Evidence investigator operation manual, Randox com-

pany)



onemocnéni je dualezity komplexni pohled s vyuzitim niscence je kvantitativné sniména z jednotlivych pozic

porovnani vice vstupnich hodnot - kardiomarkerd. na bioc¢ipu pomoci CCD kamer. Pfislusny vyhodnoco-
Nespornou vyhodou je krat3i doba analyzy a nizsi spo- vaci program vykalkuluje hledané koncentrace analytt
tfeba analytl i reagentl. Zakladni princip tvofi nekom- ve vzorku®'™,
petitivni enzymové imunoanalyza. Protilatky proti zkou- Pro spravnou diagnostiku srde¢nich onemocnéni se
manym analytdim jsou imobilizovany na definovanych ukdzal jako duleZity aspekt komplexnéjsi pohled pfi
pozicich bio¢ipu. Po imunospecifické vazbé analytu vyhodnocovani biochemickych markerd, tzv. multimar-
ve vzorku krevniho séra na protildtku je pfidana sekun- kerova strategie. Vyuziti technologie proteinovych bio-
déarni enzymové znacend protilatka vazajici se na analyt ¢ipt s touto ideou koresponduje. Stale probihaji vy-
(s navazanou kfenovou peroxidasou). Po opétovném zkumy s cilem nalezeni dalich kardiomarkert, pokud
promyti je pfidén substrat (peroxid vodiku a luminol). mozZno s co nejvyssi specifitou a senzitivitou. A déle
Na chemiluminiscen¢nim principu dochéazi k enzymové také disponujici vysokou prognostickou a predikéni
reakci za vzniku barevného produktu. Vyzafena lumi- hodnotou.
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Souhrn

Setinova D.: Sou¢asna a budouci generace kardialnich markeri a jejich stanoveni pomoci technologie proteinovych biocipt
Clanek podava obecny piehled biomarkerd vyuzivanych k priikazu akutniho srde¢niho onemocnéni a selhani srdce zahrnuijicich infarkt
myokardu, ischemii a myokardidlni nekrozu. Prvni ¢ast se zabyva v rutinni praxi obecné uzivanymi kardidlnimi markery jako jsou myo-
globin, kreatinkinasa a oba typy troponind T a I. Nasledujici text je vénovan popisu a charakteristikdm markerd potencialné vyuzitelnych
bé&hem blizké budoucnosti v klinické praxi. Velmi diskutovanymi pfedméty kardidlniho vyzkumu jsou protein vazajici mastné kyseliny
a isoenzym BB glykogenfosforylasy. V zavére¢né ¢asti je predstavena inovovana technologie imunochemického stanoveni kardialnich
marker& pomoci proteinovych bio¢ipd.

Klicova slova: kardialni markery, proteinové biocipy, myoglobin, kreatinkinasa, troponiny, akutni infarkt myokardu

Summary

Setinova 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
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BUDEME SI MOCI PROHLEDNOUT TVAR BIiLKOVIN PRIMO

V BUNCE?
Lukas Krasny
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Uvod

Drtivd vétSina pokusd studujicich trojrozmérnou
strukturu, strukturni zmény, dynamiku nebo interakce
proteint je provadéna in vitro. Dlvodem jsou poZa-
davky na vysokou Cistotu vzorku, at uz v pfipadé
Roentgenové krystalografie nebo elektronové mikro-
skopie. Tento fakt vSak vede k vysledk(im, které nemu-
seji zcela odpovidat realité v burice. BEhem purifikace
muzZe napfiklad dochézet k denaturaci proteinu, pod-
minky in vitro se zcela jisté liSi od téch in vivo, proto je
velmi zadouci studovat proteiny v jejich pfirozeném
prostiedi. Jedind metoda, ktera nam v této chvili nabizi
dokonce pfimo v burice, je nuklearni magneticka rezo-
nance. Tato metoda tézi ze své schopnosti zméfit NMR-
aktivni jadra na pozadi jader NMR-inaktivnich.'

Do zacatku tohoto tisicileti bylo mozné piimo
v burice sledovat pouze distribuci proteinli s vyuzitim
fluorescencnich znacek. V roce 2001 vsak Z. Serber
a V. Détsch?* uverejnili prvni prace vyuzivajici metodu
NMR k urceni konformacnich stavii biomakromolekul
uvniti buriky. Zavedeni této metody tak otevielo Siroké
pole pro moznosti dalSiho badani at uz v oblasti bio-
chemie, molekularni biologie ¢i mediciny.

Princip metody a jeji aplikace

V soucasné dobé se pro uréeni struktury mensich bil-
kovinnych molekul nuklearni magnetickd rezonance
zcela bézné pouziva.

Metoda in-cell NMR v3ak obvykle neni schopna ur¢it
pfimo strukturu molekuly v burice. Dvojdimenzionalni
spektra zméfend in vivo je viak moiné porovnat se
spektry méfenymi in vitro. Konfirmaci spekter jsme
poté schopni zjistit, zda se struktura proteinu uvnitf
buriky shoduje se strukturou zméfenou in vitro, nebo
zda dochézi k néjakym zméndm. Tyto zmény, napfiklad
posttransla¢ni modifikace, zména konformace nebo
vazba ligandu, se ve spektrech projevu;ji jinou reso-
nan¢ni frekvenci jadra atomu, tedy jinym chemickym
posunem (viz obr. 1).

Pro Uspésné zavedeni metody in-cell NMR bylo tfeba
vyiesit nékolik zasadnich probléma.

Prvni z nich je obsazen ve vlastnim principu metody.
Jak bylo jiz vySe zminéno, metoda NMR méfi pouze
jadra, kterd jsou pro ni aktivni (jejich spinové kvantové
¢islo je nenulové). Vétsina jader v bunce (vyjma 'H)
jsou vdak NMR-inaktivni (napf. 2C, N atd.). Resenim
je pouzivani NMR-aktivnich isotopl ("N, *C) pro vyzi-
vu bunék, ve kterych méa byt protein studovan.
Nejcastéji jsou vyuZivany isotopové znacené metabo-
lické prekursory ("*N-chlorid amonny a 'C-glukosa).
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Pro vlastni experiment se pak uzivd dvojdimenzionalni
méfeni dvou sprazenych jader, obvykle 'H a N, pfi-
padné 'H a 3C, ktera se v bézném prostredi vyskytuji
jen ve velmi malém zastoupeni, a proto nijak vyznam-
né nezkresluji naméfena data.’
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Obr. 1: Zmény chemického posunu odpovidaji zménam che-
mického prostiedi jader studované molekuly. Mohou byt zpu-
sobeny napiiklad a) zménou konformace proteinu b) post-
transla¢ni modifikaci ¢) vazbou ligandu, substratu (schema
pfevzato z prace S. Reckel — 2005)

Aby bylo moiné objekt naseho zdjmu studovat
v pfitomnosti mnoha dalSich buné¢nych proteind, je
zapotiebi jej vyprodukovat v dostate¢ném mnozstvi.
K tomuto ucelu je vyuzivana nadprodukce proteinu
(overexprese). Obvykly postup vyuzivd vneseni genu
pro studovany protein do buriky, pficemz gen je fizeny
velice silnym (Casto virovym) promotorem. Burika tedy
exprimuje témérf vyhradné tento gen a ve vysledku je
doslova ,napéchovana” proteinem naseho zdjmu.
Tim je potlaceno pozadi ostatnich buné¢nych protein(.
IdedInim postupem je vneseni genu do buriky pésto-
vané na normalnim mediu nasledované prevedenim
buriky do media s isotopy N, '3C. Ty jsou pak inkorpo-
rovany pfevazné do struktury pozadovaného proteinu,
takze je burika ,napéchovana” pozadovanym izoto-
pové znatenym proteinem, pfi¢emZ ostatni proteiny
v burice znaceny nejsou.

In-cell NMR Ize s uspéchem aplikovat jak
v prokaryotnich, tak v eukaryotnich burikdch. Prvni
studie pouziti a moznosti této techniky probéhly jiz tro-



chu tradi¢né v E. coli a vtomto modelovém organismu
je i nadale provadéna drtiva vétSina pokusd. DalSimi
pouzitymi systémy byly napfiklad oocyty Xenopus
laevis'# nebo buriky kvasinek.

Moiné komplikace a limity metody

Nejvyznamnéj$im limitujicim parametrem je citlivost.
Stejné jako Rentgenova krystalografie nebo elektronova
mikroskopie i tato metoda vyzaduje vysoké koncentrace
studovaného analytu. Bylo proto nutné hledat pomoc
v genovém inZenyrstvi, které nabizi mozZnost vneseni
genu se silnymi promotory (viz vySe), které zajistuji
dostatec¢né velkou produkci proteinu, jez je k provedeni
samotného méfeni vyZadovana. Tento zplsob je viak
vhodny pouze pro studium proteind v prokaryotech.
Pro studium v eukaryotnich organismech je isotopové
znaceny protein nejdfive vySe popsanym zplisobem
vyprodukovan v prokaryotnich burikdch a nasledné je,
po purifikaci z lyzatu, pfenesen do buriky eukaryotni.
K aplikaci se pouziva napfiklad mikroinjekce.>

Druhym z problému je vysoka viskozita uvniti buriky.
Viskozita je jednim z hlavnich parametrd, ktery ovliv-

rychly pohyb

pomaly pohyb

nuje pohyb molekuly. Vy3si viskozita prostfedi uvnitf
buriky snizuje schopnost molekuly volné rotovat, ,vrtét
se”, coz se ve spektrech projevuje Sirokymi piky, které
se mohou vzajemné piekryvat. Vlysledkem jsou 3patné
Citelnd, nekvalitni spektra (viz obr. 2). Velmi ¢asto se
v téchto pfipadech pouziva methylovych znacek, které
az trikrat zvysuji citlivost®. Zajisté k moznostem pohybu
svou mérou pfispiva i velikost studované molekuly.
Cim vétsi molekula, tim méné je ochotna se pohybovat
a tim SirSi jsou naméfené piky. Proteiny nad 100 kD
jsou proto méfitelné jiz velmi obtizné. Takto velké
molekuly jsou obvykle rozdéleny na domény, které jsou
studovany zvlast, pfipadné se do primarniho fetézce
zavadi fizena mutace, ktera bud znemozni nékteré fun-
kéni aktivity (napfiklad sbaleni ¢asti molekuly), nebo
slouzi jako rozliSovaci prvek od ostatnich bunécnych
proteinl." V poslednich letech se také vyuziva techniky
TROSY (transverse relaxation optimized
spectroscopy), ktera znac¢né zvysila citlivost i rozliseni
NMR, a tim rozsifila moznosti studia velkych biomakro-
molekul a jejich komplext.”
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Obr. 2: a) Malé molekuly vykazuji rychly rotacni pohyb — ,vrténi”, tim dochazi k pomalému zéniku NMR signalu. Po Fourierové
transformaci (FT) tak ziskdvame uzké a ostré piky. b) Velké molekuly se pohybuji pomaleji, signal pro NMR proto zanikd mno-
hem rychleji a vysledné piky po transformaci jsou proto Sirdi. ¢) Zvyseni viskozity prostiedi se projevi pomalejsi rotaci molekuly
a tedy i méné kvalitnim spektrem. d) Interakce s vétsimi molekulami vede ke snizeni rota¢niho pohybu. Ten odpovida rotaci
celého komplexu. e) Interakce s jinymi molekulami mohou také vést ke spojeni rotacnich pohybd. Vysledkem jsou pak riizné
stupné rozsiteni piku. f) Interakce s nepohyblivymi strukturami (napi. membranami) méze znemoznit jakykoliv rotacni pohyb,
NMR spektrum je pak prakticky neméfitelné (pievzato z préce P. Selenka — 2007).

31



Preziti bunék pfi méfeni spekter je jednim z kli¢ovych
bodi metody NMR. Pfi dostate¢né trovni exprese pro-
teinu Ize potiebnd spektra ziskat béhem jedné hodiny
méfeni. Pokud je ale produkce proteinu nizkd nebo
jsou studovany napfiklad vazby ,protein - ligand”
a jejich relaxace, doba méfeni se vyznamnym zpUso-
bem prodluzuje. Je proto nutné zajistit bunice dosta-
tecny pfisun zivin i béhem jejiho pobytu v kyveté.
Regenim jsou specialni kyvety, které umozfiuji vyménu
zivného média v pribéhu méfeni. Kontinualni vyména
zivin s sebou vsak nese komplikace v podobé zachy-
ceni bunék v méficim prostoru, odkud by byly jinak
odplaveny. Velmi vhodnou technikou se zde ukazuje
zachyceni bunék v agarosovem gelu, ve kterém jsou
buriky, at uz prokaryotni ¢i eukaryotni, schopny prezit
velmi dlouhou dobu. Enkapsulace do gelu navic fesi
problém sedimentace bunék. Bylo ovéfeno, Ze agaro-
sovy gel poskytuje dostate¢nou magnetickou homoge-
nitu, zméfena spektra tedy nejsou pouzitim gelu nijak
ovlivnéna.’”

Vyzvy pro budoucnost

Alfou a omegou nukledrni magnetické rezonance je
stéle jeji citlivost. Z toho dlvodu je potieba exprimo-
vat studovany protein v dostate¢cném mnozstvi pro
méfeni, ovsiem v nadbyte¢ném mnozstvi vzhledem
k normalnim podminkdm. Za normalniho stavu je kon-
centrace proteinu uvnitf buniky o jeden az dva fady
nizsi. Pro dosazeni takové citlivosti vSak bude potieba
jesté mnoho zasadnich vylepSeni metody in-cell NMR.
Jednim z nich je napfiklad pouzivani kyslikové sondy,
kterd jiz v dnesni dobé znacné rozsifila spektrum NMR-
moznosti. Dostate¢nou sensitivitu vsak zatim stale jesté
neposkytuje.

Druhou a mnohem vyznamnéjsi vyzvou viak bude
odclonéni signdld ostatnich proteint v burice. Prozatim
je tato prekazka paradoxné vyfeSena pravé citlivosti
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metody. Studovany protein je nutno exprimovat
na urcitou hladinu, kterd je méfitelnd, coz znameng, ze
vie ostatni pod touto hranici je naopak neméfitelné
a projevuje se pouze jako pozadi. Ovsem ve chvili,
kdy bude dosazeno dostatecné citlivosti, ktera umozni
studium proteinu pfi jeho fysiologickych koncentracich,
bude otazka pozadi ostatnich proteinl zcela zésadni.
Jiz v této chvili se nabizeji nékteré postupy, jak tuto
piekazku prekonat. Jednim z nich je potlaceni exprese
ostatnich proteind pomoci rifampicinu nebo mRNA-
interferasy. Rifampicin v burice inhibuje RNA-polyme-
rasu, ¢imz zabranuje jakékoliv expresi genu. Jedinou
vyjimkou jsou plasmidy pod kontrolou virového
promotoru z bakteriofdga T7%. Interferasa blokuje
translaci rozStépenim kaidé mRNA, kterd obsahuje
sekvenci ACA®.

Jinym zplsobem, jak obejit interference pozadi,
je inkorporace specificky znacenych aminokyselin
do struktury studovaného proteinu. Nevyhodou v3ak je
neobvyklost téchto struktur, které mohou zplsobit
napfiklad Spatné sbaleni proteinu.™

V kazdém piipadé nam metoda in-cell NMR uz v této
chvili nabizi Siroké pole nezorané badatelské pudy.
Nedavnym velkym uspéchem této metody bylo zjisténi
struktury proteinu vyhradné na zékladé méfeni v Zivych
burikdch. Jednalo se o protein TTHA1718 vazajici tézké
kovy z organismu Thermus thermophilus HB8."

Ocekava se, ze se v blizké dobé rozsifi jeji vyuziti
v eukaryotech ke studiu posttranslacnich modifikaci
in situ. Velké nadéje jsou vkladany i do studia tzv.
vnitiné neuspofadanych proteind (IDP - intrinsically
disordered protein)'. Tyto proteiny se in vitro vyzna-
¢uji zna¢nym mnozstvim neuspofadéanych struktur.
Je v8ak tato neuspofadanost zplisobena procesem
purifikace nebo se takto vyskytuji i v burice? In-cell
NMR nam snad poskytne dostate¢né mnozstvi
odpovédi.

8. Campbell EC, Korzheva N, Mustaev A: Cell 104, 901
(2001).

9. Zhang Y, Zhu L, Zhang J: J. Biol. Chem. 280, 26080
(2005).

10. Chin JW, Cropp TA, Anderson JC: Science 301, 964
(2003).
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Souhrn

Krasny L.: Budeme si moci prohlédnout tvar bilkovin pfimo v burice?

Vétsina pokush studujicich strukturu ¢i dynamiku biomakromolekul je provadéna in vitro z divodu vysokych pozadavkil na cistotu
a koncentraci vzorku. Metoda in-cell NMR ve spojeni se izotopovym znagenim a molekularni genetikou nabizi nastroj, jak studovat
biomakromolekuly v jejich pfirozeném prostiedi — v burice. Jsme tak schopni ziskat informace o posttransla¢nich modifikacich,
o fysiologickych ¢i patologickych konfirmacich proteinu na atomarni trovni, nebo o dynamice vazby ligand(. Otevira se tak zna¢né mno-
Zstvi novych badatelskych oblasti pro molekularni biologii, biochemii ¢i medicinu a farmakologii.

Klicova slova: in-cell NMR, struktura proteinu, in vivo techniky, izotopové znaceni

Summary

Krasny 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

TRANSGENNI RYBY JAKO POTRAVINY | ZABAVA

Markéta Jancikova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT v Praze

Uvod v organismu projevi. Prvni Uspé3né vneseni bylo prove-
Transgenni ryby se velmi pravdépodobné stanou sou- deno s genem lidského rdstového hormonu navézané-
¢asti nasi budoucnosti. Jsou moznym feSenim potizi ho na promotor mysiho metalothioneinu. Po tomto
s rybolovem, devastaci vodnich ekosystémd, pfedsta-  Uspéch nastal jakysi boom transgennich ryb.*
vuji levny a kvalitni zdroj potravy, mohou ale byt Gen pro ristovy hormon zdstal genem vnasenym
i neobvyklou dekoraci do bytu. Je opravdu mozné, nejcastéji. Posun ale nastal ve vybé&ru promotori
aby tito sta miliony let stafi obratlovci splnili vSechna a genti. Jejich plvod jiz nebyva tak ,exoticky”. Daleko
nade otekavani? Castéji pochézeji pouze z jiného druhu ryby nebo
Existuji rizné metody pro vnaseni geni do genom dokonce jde o gen v organismu ptivodni pouze se zesi-
ryb: mikroinjekce, elektroporace, retrovirové vektory ~ lenou expresi' U takovychto gend je vétsi pravdépo-
atd. Na rozdil od vy33ich obratlovcii maji ryby pro gene- ~ dobnost jejich sprévné funkce v organismu, ale také
tické inienyry nékolik Velk&'lch WhOd j|kry jsou rela- daleko méné eticky'lch protestﬁ. Promotor mohl v my§|
tivné velké, jsou pfirozené produkovény ve velkych zajistovat vysokou expresi genu, ale u ryb bude jen
mnoistvich a oplodnéni probihd vné organismu. velmi slaby. Tuto nejistotu Ize zmensit pouzitim promo-
Manipulace s nimi je tedy podstatné snazii. Vznikla ~ toru, ktery pochazi z ryb. Témito postupy se genetické
embrya jsou navic vétSinou prihledna a Ize je snadno inZenyrstvi de facto pfiblizuje pouhému vylepsenému
pozorovat b&hem celého vyvoje.* Slechténi. Nespoléhd se vsak na nahodny pienos
Chov ryb jako zptisob obZivy se datuje jiz od 12. sto- zadoucich gend mezi jedinci, ale zprostiedkovava ho
leti* Pro komer¢ni chov byly vidy vybirany ryby samo.
s vlastnostmi jako je rychly rést, odolnost vii¢i nemo- Napfiklad obii transgenni piskof vznikl pouhym pi-
cem a nendro¢nost. Biotechnologie umozriuji tyto pojenim jeho genu riistového hormonu k promotoru
vlastnosti pfivést na vy$3i urover vloZzenim novych gend aktinu, ktery mu zajistil siln&j3i expresi. Nové ryby tedy
do genomii znamych druh@ ryb. Nejéastéji se jedna vlastné neobsahuji cizi geny, pouze je maji na rozdil od
o kapra obecného (Cyprinus carpio), piskofe pruhova- ~ pavodnich piskofd jinak poskladané.® A uz zde vyvsta-
ného (Misgurnus anguillicaudatus), pstruha duhového ~ va nékolik otazek. Jde stale o transgenni rybu? Mél by
(Oncorhynchus mykiss), lososa obecného (Salmo byt jeji chov kontrolovan? Plati pro ni zakony
salar) a tilapii nilskou (Oreochromis niloticus). Cilem je 0 geneticky modifikovanych organismech?
hlavné zrychleni riistu a zvy$eni odolnosti vii¢i nemo- ZvySovani velikosti ryb patfi k nejvétsim uspéchdim
cem nebo rezistence viigi nizké teploté.s genového inzenyrstvi. Nejlepsich vysledki bylo dosaze-
no u lososa a tilapie. Lososi s vlozenym genem byli
Vkladané geny desetkrat vétsi nez kontrolni ryby. Velikost tilapii se
Pfi vkladani genu do organismu nezélezi pouze zvysila dvakrét az tfikrat. (Obr. 1.) Oproti tomu napfi-
na informaci, kterou gen nese. Velmi duleZity je také klad transgenni kapr nevykazoval Zadny vyrazny nar(st.
promotor s genem spojeny. Ten urcuje kdy a v jaké MUzZe to byt tim, Ze gen byl inkorporovédn do oblasti
intenzité bude dany gen exprimovan, tedy jak moc se genomu, kde byl inhibovan.!
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Vétsi a rychleji rostouci ryby nejsou ovsem jedinym
pozadavkem trhu. DalSimi dllezitymi faktory je ucin-
nost se kterou ryby méni potravu na svalstvo (konver-
ze potravy) a samoziejmé vyslednd chut masa.
Biotechnologie tedy s rybami v tomto ohledu zdaleka
neskoncila!

Obr. 1: Vlevo kontrolni ryby, vpravo transgenni tilapie

Velmi vyznamna je také vétsi odolnost chovanych ryb.
Pokusy mifily bud k celkovému posileni imunity proti
bakteriim, nebo k rezistenci na specificky virus.

Posileni produkce antibakterialniho enzymu lyso-
zymu u lososa vsak nevedlo k pfedpoklddanym vysled-
kdim. Pro pstruha se podafilo vyvinout DNA vakcinu,
ktera ho chrani proti infekci velmi rozsitfenym hemato-
poetickym virem zpUsobujicim virovou hemorhagickou
septikémii lososovitych. Tento virus je velmi nebez-
pecny a zplsobuje nemalé ztraty predevsim v ranych
stadiich vyvoje ryb. Nevyhodou je, Ze vakcina je
vpichovana do svalu potéru coz je samo o sobé
naro¢né a neni zaru¢en pfenos imunity i na potom-
stvo.! Prakticky vyznam téchto pokusl je tedy zatim
sporny.

Nebezpedi transgennich ryb

| kdyby transgenni ryby byly diky svym lepSim vlast-
nostem vyrazné vhodnéjsi, mezi lidmi stéle pretrvava
tolik obav z jejich konzumace, Ze by se ziejmé nevypla-
tilo je chovat. Nejvétsi obavy se tykaji nové vnesenych
genl. Nemohou byt jimi kédované proteiny pro ¢lo-
véka nebezpecné? To je velmi nepravdépodobné.
Geny jsou s timto ohledem vybirany jiz pfed vlozenim
do cilového organismu. Jedna se o geny, které jsou
expimovany v jinych béznych organismech, které ¢lo-
vék konzumuje a nezplsobuji mu Ziadné obtize.
Rastové hormony produkované v transgennich rybach
v Zaludku. Vidy samoziejmé existuje riziko, Ze v novém
organismu dojde k neocekévané pfeméné proteinu.’
Vsechny transgenni ryby proto musi byt peclivé prostu-
dovany nez budou moci byt vpustény na trh. Svédsti
védci, ktefi pro Evropskou unii vypracovali studii k této
problematice, naznacuji, ze nebezpedi, které by mohlo
hrozit, je odlisna akumulace toxin( v télech transgen-
nich ryb. Pro diikaz takovych to tvrzeni je ale zapotiebi
dalsiho vyzkumu.”
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Vétsi nebezpedi nez pro lidské zdravi ziejmé transgen-
ni ryby predstavuji pro ekosystém. Riziko uniku gene-
ticky modifikovanych ryb pfi béZném chovu je velmi
vysoké. Védci a odbornici stale nemaji jasno, jaké by byly
nasledky kfizeni téchto ryb s jejich volné Zijicimi pfibuz-
nymi. Moznosti sahaji od Uplného vymfeni pdvodni
populace a jejiho nahrazeni transgenni variantou az po
neschopnost transgennich ryb piezit ve volné pfirodé.
Velmi by zélezelo na druhu ryby, prostiedi, do kterého by
unikla a samoziejmé na typu genetické modifikace, ktery
by v sobé nesla.! Resenim by mohl byt chov pouze
neplodnych samic. Existuje nékolik zplsobl sterilizace,
zadny z nich vsak neni stoprocentni.® Realita komerc-
niho chovu ryb je takova, Ze uniku chovnych kust se
neda zabranit. Dopady na Zivotni prostiedi by bylo dobré
znat dfive, nez dojde k povoleni chovu transgennich ryb
v jednotlivych statech.

Studie Svédské uviverzity v Gothenburgu se vyjadiuje
obezietné. Nedoporucuje zatim povolit chov transgen-
nich ryb jinde neZ v uzavienych zafizenich.” Ve svété
ovsem takovéto ryby pravdépodobné jiz Ziji i volné.
Na Kubé tilapie nilské (Oreochromis niloticus) a v Ciné
kapfi s genem pro tvorbu ristového hormonu.® Dopad
transgennich ryb na ekosystém muze byt tedy znam
velmi brzy!

Transgenni ryby jako domaci mazlicci

Dénio pruhované (Danio rerio) je béznym modelo-
vym organismem. Figuruje také ve vyzkumu funkce
urcitych tkanové specifickych protein. Pii téchto stu-
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Obr.2: Transgenni Danio pruhované (Danio rerio)

Obr. 3: Transgenni medeka japonské (Oryzias latipes)



diich se jako marker pouzivd GFP (green fluorescent
protein). GFP byl pGivodné izolovan z meduzy a slouzi
ke zviditelnéni sledovanych protein{l v organismu. Tato
védci casto vyuzivand metoda ale nasla neocekavané
uplatnéni.> Z nendpadné rybicky udélala svétovy
obchodni trhék a prvniho volné prodejného geneticky
modifikovaného Zivocicha na svété.

V roce 2004 byl povolen volny prodej ,svitici” rybky
v USA. Zadny z ufadG dohlizejicich na nakladani
s geneticky modifikovanymi organismy nevyjadfil
znepokojeni z tohoto kroku. Zebficky nejsou prodavany
jako potraviny, nebyl tedy zkouman jejich dopad
na zdravi ¢lovéka. Prodavané kusy by pouze mély byt
sterilizovény, aby nedochézelo k dalSimu Sifeni vloZe-
ného genu. Jejich neobvyklé ,zbarveni” by jim totiz
v pfirodé mohlo za urcitych svételnych podminek
poskytovat ochranu pied predatory.°

Zebficky nezlstaly jedinymi ,sviticimi” rybami. Na
Taiwanu spolecnost Taikong chova a prodavé podobné
geneticky modifikované rybky medeky japonské
(Oryzias latipes). Dnes jiz oba druhy existuji v nékolika
barevnych provedenich a jsou oblibené nejen
u akvarist@.3

Evropa se ke ,sviticim” rybdm nepostavila s takovym
nadsenim jako Amerika a Asie. Zakofenénou neddvéru
a opatrnost ke geneticky modifikovanym organismim
rybky neptekonaly. V Ceské republice neni dovolen chov
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Souhrn
Jancikova M.: Transgenni ryby jako potraviny i zabava

transgennich ryb, a to ani pro akvaristické tcely. Ceska
inspekce Zzivotniho prostfedi upozorfiuje na vyskyt této
akvarijni ryby a pfipomina, ze za neoprav-néné nakla-
dani s nepovolenym geneticky modifikovanym organis-
mem hrozi podle zékona vysoka pokuta.? Pokud vas tedy
Jsvitici” rybka nadchla tak jako spoustu lidi po celém
svété, musi vam zatim postacit obrazky. (Obr 2,3)
Zavér

Vyuziti transgennich ryb mlze byt mnohem 3irSi nez
potencionalni potrava nebo neobvykla dekorace.
Mohou slouzit také k produkci [ékd. Vlozenim lidského
genu pro koagula¢ni faktor do rybiho genomu ziskdme
rybu, které v krvi proudi latka pro lécbu hemofilie.
Firma Aquagene vyuZivd k produkci léku na srazeni
krve transgenni tilapie. Diky jejich rychlému réstu
a nenarocnosti pfedstavuji idealni zdroj potfebného
proteinu. DalSim zdrojem koagula¢niho faktoru je
pouze lidska krev nebo speciélni linie kiec¢ich zarode-
¢nych bunék. Obé tyto metody jsou nakladné a maji
urcitd rizika alergickych reakci nebo pfenosu nemoci
na pacienta. Naproti tomu neni znama Zadna nemoc
pfenosna z ryby na ¢lovéka. Potencial pouzivani trans-
gennich ryb k takovymto uceltm je velky. Nevyhodou
jsou ovsem pfisna nafizeni, ktera je tfeba pfi chovu
téchto ryb dodrzovat.®

6.Sukovd I: Transgenni ryby v mnohém
pred¢i konvenéni formy. Agronavigator, 2009.
http://www.agronavigator.cz/default.asp?typ=1&val
=95198 (2. 12. 2009).

7. http://www.osel.cz/index.php?clanek=927
(1. 12. 2009).

8. Cummins J: Transgenic fish coming. Institute of
science in society, 2003.
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V soucasné dobé jiz existuje nékolik druhl transgennich ryb. Kazdy z nich se vyznacuje urcitou vyhodou oproti svym divoce Ziji-
cim pfibuznym. Pfedevsim rychlejsi rlist a velikost transgennich ryb z nich délaji velké ldkadlo pro chovatele. Legislativa kome-
réni chov takovychto ryb ve vétsiné zemi zatim zakazuje. Mozny dopad transgennich ryb na jejich konzumenty a cely ekosystém
je pfedmétem studii. Pfesto je v Americe jiz povolen prodej a chov transgennich ,sviticich” ryb.

Klicova slova: transgenni ryby

Summary

Jan¢ikova 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
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BIOSENZORY PRO STANOVENI IONTU TEZKYCH KOVU

Jachym Suman
Ustav biochemie a mikrobilogie, VSCHT v Praze

Uvod

Soucasné klasické instrumentalni metody stanoveni
tézkych kovi sice poskytuji dostate¢né presné vysledky,
maji vSak mnoho omezeni. Témi je pfedevsim metodic-
ka naroc¢nost, vazba na laboratorni prostiedi, potieba
sofistikovanych a casto finan¢né naro¢nych pfistroja,
délka trvani analyz, a Casto i potfeba pouziti agresivni
nebo toxické chemikalie. V souc¢asné dobé jsou proto
hledany alternativni metody, které by umoziovaly
rychlé stanoveni aktualnich koncentraci iontl tézkych
kovd vcetné piimych stanoveni v terénu (in situ).
Za atraktivni pfistup je povazovano pouziti biosenzor(.

Biosenzor Ize definovat jako analytické zafizeni vyuZi-
vajici specifické biochemické interakce zprostiedkova-
né biomakromolekulami, organelami, Zivymi burikami
a tkanémi nebo jejich ¢astmi s analytem. Tato inte-
rakce je pfevadéna na elektricky, tepelny nebo opticky
signal, ktery je nasledné detekovan vhodnym fyzikalné-
chemickym snimacem’. Interagujici biologicky prvek je
zodpovédny za rozpoznani analytu a tedy za specifitu
biosenzoru. Citlivost biosenzoru je pak dana jak
povahou biochemické interakce, tak zplsobem sni-
mani signalu.

Detekéni prvky biosenzoru (biomakromolekuly, orga-
nismy nebo jejich ¢asti) je tfeba imobilizovat. Vybér
imobiliza¢ni procedury zavisi na ptivodu biologického
prvku senzoru, na pouzitém snimadi, na fyzikdlné -
chemickych vlastnostech analytu a na podminkach
prostiedi, ve kterém bude senzor pouzivan2.

Pro konstrukce biosenzor(i se vyuzivd nékolika typu
snimacl. Mezi nejpopularnéjsi patii snimace elektro-
chemické (ampérometrické a potenciometrické), kalo-
rimetrické, polarimetrické, piezoelektrické a optické
Hlavni kritéria pro hodnoceni ,vhodnosti” biosenzoru
pro dany analyt a podminky stanoveni jsou jeho speci-
fita, rychlost odezvy, moznost pouziti v zakalenych
roztocich a samoziejmé i spolehlivost a mobilita
celého zafizeni®.

Enzymové biosenzory

Stanoveni tezkych kovd pomoci enzym je zalozeno
na aktivaci nebo inhibici enzymové aktivity stanovo-
vanymi ionty. Aktivace lze pouZzit v pfipadé, kdy je dany
iont integrdlni soucasti nativni struktury enzymu, kde
se nejCastéji ucastni katalyzované reakce jako kofaktor.
Na tomto principu je napfiklad zalozen kalorimetricky
systém pro stanoveni Zn?* vyuzivajici imobilizované
alkalické fosfatasy a tepelného zabarveni katalyzované
reakce. Tento biosenzor umoziioval selektivni stano-
veni Zn?* v dynamickém rozsahu 10 uM-1 mM, s rych-
losti odezvy 3 min a dlouhou operacni stabilitou (az
2 mésice)*.
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Casté&ji jsou popisovany biosenzory vyuZivajici inhi-
bice enzymové aktivity po expozici iontdm tézkych
kovd. K inhibici dochazi prevaziné v disledku interakce
iontl kovu s thiolovymi a methylthiolovymi skupinami
aminokyselinovych zbytk(i polypeptidového fetézce.
Nevyhodou téchto interakci je jejich nepifilis vysoka
specifita v¢i interagujicimu iontu kovu, coz zna¢né
omezuje jejich vyuziti pfi analyze komplexnéjsich
matric®.

Inhibi¢ni plsobeni riznych iontd kovd na oxidasy
a dehydrogenasy vyuZzili pro konstrukce zajimavych bio-
senzori Gayet a kol. (1993)". Detek¢nim prvkem byly
enzymy imobilizované v Zelatinovém filmu nebo kova-
lentni vazbou na membrané. Snimacem byla Clarkova
kyslikova elektroda. Koncentrace HgCl,, kterd inhibo-
vala 50% enzymové aktivity (I.,), byla 50 uM pro L-gly-
cerolfosfatoxidasu. Elektroda mohla byt regenerovana
v roztoku obsahujicim chelata¢ni ¢inidlo EDTA
a redukeni ¢inidlo dithiothreitol. Citlivéjsi byla pyruvato-
xidasa, u které dochézelo k 50% inhibici po 2 min inku-
baci v 50 nM HgCL,. Enzym bylo moZno regenerovat

v piitomnosti Mg?* a thiaminpyrrofosféatu. Stejni autofi
popisuji i biosenzor vyuZivajici spfazeny enzymovy
systém L-laktatdehydrogenasy a L-laktatoxidasy. Tento
biosenzor vykazoval po 5 min inkubaci I, 1 uM pro
HgCl,, 0,1 uM pro AgNO,, 10 uM pro CdCL, Tm uM
pro ZnCl, 50 pM pro Pb(CH,CO0), a 250 uM
pro CuSO,. Poufiti riznych enzyma v rdznych typech
pufrl umoznovalo specificka stanoveni urcitych iontd
tézkych kovd’.

Byla téZ konstruovana fada enzymovych biosenzort
vyuzivajicich inhibici ureasy, enzymu katalyzujiciho hyd-
rolyzu mocoviny na oxid uhli¢ity a amoniak. Pfikladem
je biosenzor s ureasou imobilizovanou na poréznim
skle se spektrofotometrickou detekci vznikajiciho amo-
niaku. Dynamické rozmezi biosenzoru bylo 1 - 10 uM
Hg?*, rychlost odezvy 10 — 12 min't 4, DalSim pfistupem
bylo vyuziti iontové selektivni optody obsahujici non-
aktin, ionofor selektivni pro NH,. Pro toto uspofa-
dani byla demonstrovana inhibice ureasy ionty
Agt (I,,= 0,18 uM), Hg* (I,,= 0,35 uM) a Cu*
(I,,= 3,94 uM)e.

Biosenzory zaloiené na neenzymovych proteinech
Pfi vyvoji biosenzorl pro tézké kovy lze wvyuzit
i mnohé neenzymové metaloproteiny a peptidy.
Prikladem maze byt biosenzor vyuzivajici metalothio-
nein SmtA z cyanobakterie Synechococcus PCC 7942
ve fuzi s glutathion-S-transferasou. Tento biologicky
prvek vykazoval selektivitu vic¢i Zn?t, Cd** a Hg**
s vysokou citlivosti v fadu fM. Pfevod signélu byl zalo-



zen na méfeni kapacitance, biosenzor mohl byt rege-
nerovan v roztoku EDTA a byl stabilni po 16 dni°.
DalSimi pfedstaviteli neenzymovych proteint pouzitych
pii konstrukci biosenzor( jsou regula¢ni protein MerR
(stanoveni Hg?*, Cu?*, Cd?*, Zn?*) a synteticky fytoche-
latin EC20 (stanoveni Hg?*, Cu?*, Cd%*, Zn?** a Pb?*).
Prislusné biosenzory byly pomérné stabilni (okolo dvou
tydn(l) a opét mohly byt regenerovany v roztoku EDTA.
Biosenzor vyuZivajici synteticky fytochelatin EC20 umo-
zfioval stanoveni iontl v detekénim rozmezi 100 fM-
10mM® 10,

Budouci trendy ve vyvoji biosenzorll vyuzivajicich
neenzymové proteiny je mozno prezentovat na pfipadé
mutované varianty zeleného fluorescen¢niho proteinu
(GFP) BFPms1. V dusledku odlisnych koordinacnich
narokl iontd Zn?* a Cu?* vazba Zn?* zvySuje a vazba
Cu?* zhasi fluorescenci''. DalSim pfistup vyuZiva inte-
rakce transkripéniho faktoru CueR z rodiny transkri-
p¢nich regulatord MerR. CueR-dependentni regulace
transkripce promotoru PcopA nastéva in vitro jiz pfi
zeptomolarni (102" M) koncentraci Cu*'2.

Biosenzory zaloZené na protilatkach

Biosenzory zaloZzené na vyuziti protilatek proti kom-
plexiim iontG kov s vhodnym chelata¢nim ¢inidlem
obecné vykazuji vysokou citlivost, selektivitu
a specifitu’>. Vyznamnou vyhodou je c(asté pouziti
v popularnim formatu ELISA. Byly vyvinuty imunolo-
gické testy vyuzivajici monoklonalni protilatky proti
komplexiim EDTA s ionty Cd?**, Hg?*, Cu?*, Ni**, Pb?*,
Co?* a Ag*, mnohé z nich jsou dnes i komer¢né nabi-
zeny'* ®. Byly popsany i protilatky proti komplexu Zn?,
Co?* a Ni?* s diethylentriaminpentaoctovu kyselinou
(DTPA) a proti komplexu Pb?* a cyklohexyldiethylentri-
aminpentaoctové kyseliny (CHXDPTA)'.

Biosenzory zaloiené na nukleovych kyselinach

Pomérné novym trendem je pouziti nukleovych kyse-
lin jako biologického prvku biosenzoru. Aptamery jsou
molekuly DNA nebo RNA schopné, podobné jako pro-
tildtky, s vysokou specifitou védzat urcity ligand (ion
kovu). Aptazymy navic po vazbé ligandu vykazuji
fosfoesterasovou aktivitu. Jde o artificidlni molekuly
ziskavané procesem tzv. in vitro selekce!” '8 19,

Jednu z aplikaci aptazymi popisuje prace autor( Liu
a Lu (2003). Bioenzor pro selektivni stanoveni Pb?* se
sklada z aptazymu a jeho substratu — kratkych usekd
DNA hybridizujicich s komplementérnimi fetézci imobi-
lizovanymi na nanocasticich zlata. Hybridizaci dochazi
ke shlukovani nanocastic a ke vzniku modrého zabar-
veni roztoku. V pfitomnosti iontl Pb?* aptazym kataly-
zuje specifické Stépeni substratu, ¢imz zabrani hybridi-
zaci a vysledkem je cervené zbarveni roztoku. Timto
biosenzorem bylo mozné stanovit Pb?* v dynamickém
rozmezi 100 nM-4,0 uM?'.

Celobunécné biosenzory

Vlastnosti celobunéénych mikrobidlnich biosenzor(
jsou srovnatelné s vlastnostmi enzymovych elektrod,
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oproti nim vsak mohou poskytovat dalsi vyhody.
Produkce dostate¢ného mnozstvi mikrobidlni biomasy
je totiz podstatné levnéjsi a jednodussi nez casto
komplikovana isolace konkrétnich biomakromolekul
z velkého mnoistvi biologického materialu. Navic intra-
celuldarnim enzymdm neni tfeba dodévat kofaktory
a casto ani substraty. Diky fyziologickému prostiedi
v burice je zpravidla vyssi i stabilita vyuzivaného enzy-
mu?" 22, DalSi vyhodou celobunéénych biosenzord je
moznost testovani biologické dostupnosti, celkové
toxicity a genotoxicity analytu, coz jsou parametry
s mnohem vy3si vypovidaci hodnotou o 3kodlivosti
daného polutantu nez jen informace o jeho celkovém
obsahu?. Celobuné¢né biosenzory téz nabizi moZnost
vyuZziti celych metabolickych drah a komplexnich mole-
kuldrné-biologickych pochodd, coz umoznuje selektiv-
ni analyzu sloucenin, které je jednoduchym enzymo-
vym systétmem jen obtizné méfit, napf. aromatické
slouceniny a ionty tézkych kovi?*.

Jako biologického prvku biosenzort Ize vyuzit mikro-
organismy, jejichz pfirozeny fenotypovy projev poskytu-
je méfitelny signal. Pfikladem je luminiscen¢ni bakterie
Photobacterium phosphoreum MT 10204. Tento kmen
tvofi soucast mikrobidlniho biosenzoru pro stanoveni
chroman( zaloZeného na inhibici bioluminiscence. I,

tohoto systému byla 0,85 nM Cré* (lit. 2°). DalSim pfikla-
dem je biosenzor vyuzivajici kvantifikaci inhibice bakte-
ridlni rGstu po expozici Cu?* pomoci piezoelektrického
snimace. Inhibi¢ni efekt Cu?* na narGst biomasy byl
dynamicky v rozmezi 0,28-0,39 mM?.

Jinou moznost nabizi cilené genetické modifikace
biosenzorovych mokroorganismu. Ty jsou dnes realizo-
vany pfedevsim zavadénim genetickych fazi reportéro-
vych gen0 s regula¢nimi elementy systém0 rezistence
vhci tézkym kovim. Tento princip vyuZivé biosenzor
zalozeny na Staphylococcus aureus RN 4220 jako hos-
titele senzorového plasmidu pT0024. Soucasti senzoro-
vého plasmidu je reportérovy gen pro luciferasu (JucF)
pod kontrolou promotoru cadA a odpovidajiciho tran-
skrip¢niho rerulatoru CadA ze Staphylococcus aureus
NCTC 50581. V dlsledku aktivace exprese lucF ionty
tézkych kovd umoznil kmen S. aureus RN 4220
(pT0024) stanoveni Pb?* a Cd?** s detek¢nimi limity
10 nM a 33 nM, v uvedeném pofadi?’. Obdobny prin-
cip vyuzivaji i biosenzory pro stanoveni biologické
dostupnosti iontl tézkych kovd zalozené na rekombi-
nantnich kmenech pldni bakterie Cupriavidus metalli-
durans (dfive klasifikovyny jako Alcaligenes eutrop-
hus), kde je reportérovym prvkem operon luxCDABE.
Biosenzor zalozeny na kmeni A. eutrophus AE1239
vykazoval dynamické rozmezi detekce Cu?* 1-200 uM,
kmen AE2440 poskytoval odezvu na Cré* v rozmezi
1-40 uM a kmen CH34 na Pb?* v rozmezi 0,5-8,0 uM>.

Pro konstrukci biosenzoru pro stanoveni Cu?* byl
poutzit i rekombinantni kmen Saccharomyces cerevisi-
ae. Jeho genetickd modifikace spocivala v zavedeni
reportérového genu lacZ pod kontrolou kvasni¢ného
promotoru genu CUPT , ktery je indukovatelny Cu?*.



Vysledny biosenzor s kalorimetrickou analytickou kon- a potencidl jejich komeréniho vyuziti. Soucasny rozvoj
covkou vykazoval dynamicky rozsah 0,5-2,0 mM Cu?* 25, molekulérné-biologickych technik umozriuje dalsi
. pokrok pfedevsim ve vyuziti mutantnich variant protei-
Zaver nt a icky modifikovany ismd ly
geneticky modifikovanych organismi v analyze
Tento text mél ¢tendfi stru¢né nastinit soucasny stav iontl t&zkych kova.
vyvoje biosenzorl pro stanoveni iontd tézkych kovt
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Souhrn

Suman J: Biosenzory pro stanoveni iont téZkych kovi

Biosenzor je analytické zafizeni, které v sobé integruje biologickou slozku produkujici po interakci s analytem meéfitelny signal
a odpovidajici fyzikalné-chemicky pfevodnik. Tento souhrnny ¢lének pojednéava o vyuziti biosenzor( pro stanoveni iontt tézkych
kovd. Biosenzory skytaji oproti klasickym metodéam mnohé vyhody, jako je vysoka specifita, rychlost stanoveni, nizkd cena,
jednoduchost obsluhy a moznost méfeni v realném ¢ase. Diskutovény jsou biosenzory zalozené na enzymech, neenzymovych
proteinech, protilatkach, nukleovych kyselinach a celobunééné biosenzory.

Kli¢ova slova: biosenzor; tézké kovy; geneticky modifikované organismy

Summary

Suman 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
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Uvod
0Od pocatkd chemie se pro provadéni experimentt
pouzivaly barnky. Reakce probihaly obvykle

v _hmotnostnim rozmezi nékolika miligram@ az po
nékolik gramd ¢i objemech mililitrd az litrG. Pro opti-
malizaci chemickych reakci a hledani ideélnich rea-
kénich podminek je casto zapotiebi mnoho casu
a spotieba mnoistvi energie. Po zjisténi optimalnich
podminek pro dosazeni urcité reakce v malych obje-
mech je Casto zapotiebi zvétsit méfitko, coz obvykle
pfindsi dalsi vyzvy a pozadavky na nastaveni reakcnich
parametr(. Aby bylo moZné piekrocit prekazky optima-
lizace ve zkuSebnim méfitku, jsou v dnesni dobé popu-
larni rGzné pritokové mikroreaktory, nebo Ccipové
mikroreaktory. Malé rozméry mikroreaktord umoznuji
pouzivat jen malda mnozZstvi reaktantd za presné regu-
lovanych podminek. Otevira se moznost snadno zkou-
Set mnoho reakénich podminek v rdmci jednoho poku-
su, mGze se tak usetfit mnoho casu, zaroveri se zvy3e-
nou bezpecnosti prace. At uz je to kvili bouflivym pod-
minkdm reakce, ¢i toxicité sloucenin. Rapidné se také
snizi mnozstvi odpadu. Aby se ziskalo vétsi mnozstvi
materialu pro dalsi praci, je mozné nechat reakci probi-
hat delsi dobu. Technologie mikroreaktor(i se pouziva
nejen v zékladnim vyzkumu, ale i prdimyslové, pro pro-
dukce specifickych sloucenin. '

Vzhled mikroreaktorii

Obecné se mikroreaktory sklddaji z miniaturnich
kanalkd, ¢asto zapusténych v desti¢ce s rovnym povr-
chem - ¢ip. V posledni dobé byly vyvinuty rtizné mikro-

Tab. I: Porovnani vybranych mikroreaktorovych systémda'

reaktory, z nichz nékteré jsou i komer¢né dostupné.
PouZitelnost reaktoru je dana jeho velikosti, chemic-
kymi a fyzikdlnimi vlastnostmi materidlu pouzitého
na jeho vyrobu a typem reagencii a rozpoustédla. Casto
pouzivanymi materidly jsou sklo, silikon, ocel, kov
a polymery (Tab. 1).

Sklo bylo tradi¢né nejvice populdrnim materidlem
pro praci v laboratofi, protoZe je chemicky inertni
k vétsiné reagencii a rozpoustédel. Diky jeho prihled-
nosti je mozné vizualni pozorovani reakce. Vyhodné
vlastnosti, jakymi jsou dostupnost, snadnd vyroba
a mozné upravy do konec¢né podoby (fotolitografie),
udélaly z tohoto materidlu vybornou surovinu pro
vyrobu mikroreaktord. Silikon si také nasel Siroké uplat-
néni v konstrukci mikroreaktord. V oxidované formé se
chova velmi podobné sklu a je také chemicky inertni
k vétsiné reagencii a rozpoustédel. Diky skvélé tepelné
vodivosti mohou mikroreaktory ze silikonu, na rozdil
od skla, vyborné odvadét ¢i pfivadét teplo. Proto jsou
silikonové mikroreaktory vhodné pro exotermni reakce
stejné tak, jako pro reakce pfi velmi nizkych teplotach.
Déle se do nich dé& snadno zabudovat mikrosenzor
zalozeny na silikonu. Ocelové mikroreaktory se casto
pouzivaji v prmyslu. Obecné maji tyto mikroreaktory
vétsi objemy. Mikroreaktory zalozené na polymerech
jsou vyrobené z poly(dimethylsiloxan)u. Jsou relativné
levné a nendro¢né na vyrobu. Jejich nevyhodou je,
ze netoleruji nékterd rozpoustédla a nemohou byt
pouzité pro nékteré organické reakce. Jejich tepelna
vodivost je pomérné nizka a maji limitovanou mecha-
nickou stabilitu. Nejcastéji se pouZivaji pro reakce
ve vodé pfi atmosférickém tlaku a laboratorni teploté. '

material | systém tok vnitini objem poznamka
elektroosmoticky tok,
sklo Haswell-Watts hydrodynamické rozmezi nl — pl mozna svételna detekce
pumpovani
sklo SYRRIS hydrodyr}ar'nlcke 60 pl, 250 pl, 1T ml automatizovany systém
pumpovani
silikon Jensen-Seeberger hydrodyr}ar'nlcke 80 pl Jedn(')d’uc'hy,vmozne (e
pumpovani pokryvani stény kanalkd
ocel Ehrfeld hydrodyr}ar'nlcke 05-11ml vétsi objem
pumpovani
ocel CPC hydrodyr]ar'mcke 100 pl, 1,1 ml automatizovany systém
pumpovani
levna a rychla vyroba,
plast rGzné osmoza, pumpovani rozmezi nl — ml nestabilni pfi pouziti
organickych rozpoustédel
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Zajisténi pratoku

Tekutiny se mohou pohybovat skrz kanalky mikro-
reaktord pomoci rlznych metod jakymi jsou hydrody-
namické pumpovani, elektrokinetické pumpovani nebo
kapilarni tok. Nejcastéjsim pfistupem, jak dosahnout
pohybu latek a ovladdat mikroreaktor, je hydrodyna-
mické pumpovani, které vyuzivd pro svou cinnost
dynamickych sil, jako jsou sily odstfedivé a principy
dynamického pievodu energie rychlostni na tlakovou.
Lze u néj dosdhnout Sirokého rozmezi pratokovych
rychlosti (ul/min - I/min). PouZivaji se bud stfi-
kac¢ky nebo HPLC pumpy. Elektrokinetické pumpovani
Ize velmi dobfe miniaturizovat a snadno ovladat
pomoci pocitace. Je tfeba dat pozor na polarnost
slou¢enin a na nechténé elektrochemické trans-
formace. Nejcastéji se pouzivd tzv. kapilarni elektro-
foréza.

Michani reaktantd uvniti kandlku se déje difuzi
a pratokem. Diky malym rozmérdim mikroreaktroru je
difize obecné velmi G¢inna, smichani probéhne
v prabéhu milisekund. Malé rozméry spolu s vysokym
pomérem povrchu ku objemu zplsobuji Gciné;si
transport tepla a hmoty uvniti mikroreaktoru nez
v béZné barice. Lze tak docilit homogennich podminek
po celém objemu reaktoru a parametry mohou byt
presné regulované. Vlysoce exotermni nebo i explosivni
reakce mohou byt snadno mirnéné. Pfesnym fizenim
podminek reakce mulieme zvysit vytéiek reakce
a Cistotu produktu.’

Jednotlivé molekuly

V posledni dobé se stava popularni zkoumat jednot-
livé molekuly. Lze tak pozorovat individualni chovani
biologického systému nezatizené primérovanim.
Je ziejmé, ze informace o chovani jednotlivych molekul
je mnohem cennéjsi nez pouze primérnd hodnota.
Mlze tak byt pozorovdna heterogenita jednotlivych
pfipadd. Prvni studie jednotlivych molekul se objevily
v devadesatych letech. Nésledovaly r(izné experimenty
s molekulami DNA, RNA, nebo proteiny (Obr. 1.).3
Viyviji se techniky pro detekci jednotlivych virovych ¢és-
ticc coz mdze mit v budoucnu prospéch napf.
v diagnostice HIV.4

Pro detekci jednotlivych molekul je ¢asto pouzito
méfeni fluorescen¢niho zéafeni, nebo principu FRET
(fluorescence resonance energy transfer). Mocnym
nastrojem jsou molekuly s pfirozenou autofluo-
rescenci. Velmi citlivou metodou je také hmotnostni
spektrometrie s elektronovym zachytem, kterd dokaze
detekovat i pouhé desitky zeptomol(.34>

Napfiklad byly zkoumany enzymy upravujici DNA
a dynamika molekul DNA tak, Ze byla ozna¢ena mole-
kula DNA a molekula enzymu, kazdy jednim partnerem
pro FRET a podle méfeného signalu Ize odvodit nékte-
ré zavéry ohledné pohybu enzymu po molekule DNA
a o dynamice samotné DNA. Casté je sledovani jedno-
tlivych molekul na plasmatické membrané. Zajimavosti
muze byt také detekce emise zafeni z Cerstvé translato-
vaného GFP.
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V pokusech s jednotlivymi molekulami je nékdy
zadouci pozorovat molekulu co nejdéle, aby se dalo
extrahovat co nejvice informaci. Pak je potfeba, aby
byla pozorovand molekula znehybnéna. V pevnych
vzorcich samoziejmé takové potize nejsou, v roztocich
ano. Velky vliv pfi pokojovych teplotdch ma Browndv
pohyb. K imobilizaci Ize pouzit povrch prihledného
skla nebo enkapsulaci v gelu. Je tieba ale davat pozor
na interakce, které rusi pfirozené chovani molekuly.
DalSimi pfistupy muze byt nepfimé zachyceni moleku-
ly laserem (laser-tweezer), uzavieni molekuly do vesi-
kulu nebo metoda pro potlaceni Brownova pohybu
(anti-Brownian electrokinetic trap).?
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Obr. 1: Pocet publikovanych ¢lankd registrovanych v databazi
PubMed s nazvem obsahujicim "single molecule" 3

2005

Zajimavé molekularné biologické pfiklady

Byla popsdna metoda sekvenovani jediné molekuly
DNA. Jednofetézcovda DNA slouzi jako templat pro
polymerasovou syntézu komplementédrniho vlakna
s pouzitim primeru oznac¢eného biotinem. Misto pfiro-
zenych nukleotidd jsou pouzita jejich fluorescencni
analoga. Komplementarni vlédkno je pak pomoci bio-
tinu imobilizovano. Poté je pfidana exonukleasa, ktera
postupné odstépuje jednotlivé nukleotidy. Reakce
probiha v kanélku mikroreaktoru. Jednotlivé nukleotidy
jsou unaseny elektrokinetickymi silami do detek¢ni
z6ny, kde jsou postupné detekovany. Tato metoda
slibuje moznost sekvenovat delsi Useky nez jaké umo-
ziuji standartni metody. Je tieba v3ak stéle optimalizo-
vat a vyfesit nékteré potize. Napfiklad DNA nem{ze byt
syntetizovana pouze z analogl nukleotidd, proto se
uvazuje o paralelnich reakcich, kde v kazdé bude jiny
nukleotid nahrazen svym fluorescen¢nim analogem.
Jednotliva méfeni pak budou synchronizovéna.®

Pro méfeni miry exprese jednotlivych gend
v bunkéch se béiné pouzivaji metody tzv. micro-
array nebo tzv. real-timePCR. Microarray je vhodna pro
screeningové pokusy, kde se testuje najednou velké
mnozstvi genl. Pracuje na principu hybridizace nava-
zané sondy (ssDNA) s cDNA ze vzorku a cDNA standar-
dem, které kompetuji o navazani na sondu. Obé jsou



fluorescen¢né znacené, kazda jinou znackou. Pro kazdy
sledovany gen je na ¢ipu sonda (pikomoly). Po nava-
zani se méfi fluorescence jednotlivych oblasti se son-
dami a porovnava se, ktera z cDNA se navazala ve vétsi
mife. PCR (polymerase chain reaction) je metoda pro
amplifikaci templatové DNA s pomoci polymerasy.
Amplifikovany tsek je vymezen kombinaci oligonuk-
leotid(i, které slouzi jako primery. Reakce probihd
v teplotnich cyklech. Kazdy cyklus ma tyto faze:
cca. 90 °C pro denaturaci templatové DNA,
cca. 40 — 65°C pro nasednuti primer(, cca. 72 °C
pro aktivaci polymerasy a dosyntetizovani komplemen-
tarniho vlakna. Po kazdém cyklu se exponencialné zvy-
Suje pocet kopii, ¢ehoz Ize vyuzit pro méfeni plivodni-
ho mnozZstvi templatu. K tomu se pouZzivaji systémy
SYBR Green™ nebo Tagman™, pomoci nichz lze méfit
mnozstvi produktu v jednotlivych cyklech, z ¢ehoz Ize
odvodit mnozstvi pdvodniho teplatu (cDNA) pro zjis-
téni miry exprese. Tento specialni typ PCR je oznacovén
jako real-timePCR. Reakce obvykle probihaji v objemu
nékolika pul. Obé metody byly zkombinovény a Ize
pouzit real-timePCR na chipu v objemu 33 nl.
Pouziva se desticka s 3072 jamkami (OpenArray™,
Obr. 2) a méfi se fluorescenéné mnozstvi amplifikova-
ného produktu v jednotlivych cyklech (Obr. 3) (Tab. II)”.

Pro dalsi analyzy DNA (napfi. Stépeni restrik¢ni
endonukleasou) byly vyvinuty slozitéjsi Cipy rozdélené
na razné funkéni oddily (Obr. 4).8

odmérovani

vzorku
nanaseni
vzorku

/\

Obr. 4: Mikroreaktor pro analyzu DNA®

Tab. II: Porovndni metod pro méfeni exprese gent’

termalni
reakce

Obr. 2: Struktura desticky OpenArray™ 7’

Obr. 3: Zobrazeni fluorescence v jednotlivych jamkéch

(27. cyklus micro real-timePCR)’

elektroforéza
nanaseni
na gel

fotodetektor
vodivé spoje
topna télesa

teplomér

kanalky na roztok

ventily

piivod vzduchu

technologie microarray real-timePCR micro real-timePCR
velké mnoistvi gend najednou,
velké mnoistvi gend najednou, | vysokd presnost, dynamické vysoka pfesnost, dynamické
vyhody nizkd cena jednoho datového | rozmezi, nizka spotieba vzorku, | rozmezi, kratka pfiprava vzorku,
udaje kratka pfiprava vzorku nizkd cena jednoho datového
udaje
nevjhody vy:’soka spotieba vzorku, dlouha \{ysqka cena ]ec{noho doatoveho stfednl spotfeba vzorku
pfiprava vzorku udaje, malé mnozstvi genti
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Obr. 5: ProkfiZzeni dvou nanovldken za vzniku attoreaktoru?

Attoreaktory

Nejnovéjsi poznatky ukazuji, ze je mozné sestrojit
reaktory s velikosti zZlomku mikrometru. Jejich objem se
meéfi v attolitrech (attolitr, zkr. al; 1x10-'® L). Jsou pfipra-
veny pomoci spojeni dvou vlaken, z nichz v kazdé je
jeden z reaktantd (Obr. 5). Tato nanovlakna jsou
z polyuretanu Tecoflex. Prokiizenim mnoha vlaken
vznikne matrice s mnoha samostatnymi spojenimi

Obr. 6: Snimek ze skenovaci elektronové mikroskopie:
spojena nanovlakna?
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Souhrn
Vydareny T.: Mikroreaktory

v malém prostoru. Metoda byla nejprve testovana
s fluorescen¢nimi slou¢eninami pro snadné studium
reakce. Spojeni nanovlaken bylo také sledovano skeno-
vaci elektronovou mikroskopii (Obr. 6).2

V rdmci prace na attoreaktorech se vyviji metody izo-
lace produktl z reaktoru tak, aby nebyly smichény
s nezreagovanym obsahem nanovlaken v mistech
mimo piekfizeni.?
Zavér

Od pocéatku miniaturizovani chemickych procest
a vyvijeni mikroreaktord bylo jiz udélano mnoho krokd,
které vedly az k experimentdim na trovni jednotlivych
molekul. Vyzkum pokracuje dal s rostouci tendenci.
Lidskd zvédavost a potieba vyvijet nové primyslové
technologie nas stale vyzyvaji k dalS$imu badani.
Doufejme, Ze miniaturizace bude pokracovat
a budeme moci stéle vice vyuzivat jejich vyhod jak
v aplikacich zékladniho vyzkumu, tak v medicinskych
a dalSich odvétvich.

5. Wang P, et al.: Journal of Chromatography A, 721,
289 (1996).

6. Sauer Mm et al.: Journal of Biotechnology 86, 181
(2000).

7.Brenan C, Morrison T: Drug Discovery Today:
Technologies 2, 247 (2005).

8. Burns MA, et al.: Science 282, 484 (1998)

Miniaturizace je jednim z velkych témat soucasnosti a v chemii se také uplatiiuje. Z chemickych reakci ve vétsich méfitkach, v barikach, se
pfechazi na miniaturizované systémy mikroreaktor(. Postupnym vyvojem byly optimalizovany materidly i techniky pro praci v mikroméfitku.
Mnohé studie se zabyvaji rozborem dokonce jednotlivych molekul, ¢asto se jednd o makromolekuly typu DNA, nebo proteinu. Je mozné
vytvéret reaktory s objemem attolitrd. Nékteré experimenty slibuji do budoucna uZite¢nou aplikaci v medicing, ale i dalsich oborech.
Kli¢ova slova: mikroreaktror, jednotlivd molekula, attoreaktor

Summary

Vydareny 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
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