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ÚVODEM
Vážení přátelé,

Úvodem bychom Vás rádi opětovně pozvali k účas-
ti na našem symposiu Biotech 2017 (www.bio- 
tech2017.cz), které se bude konat ve dnech 13. –  
– 17. června 2017 v Národní technické knihovně v Pra-
ze. Znovu připomínáme, že na tomto webu již byla  
otevřena registrace. Pro přípravu vědeckého programu 
je důležité, abyste neotáleli se zasláním abstrakt, a po-
kud uvažujete s publikací přehledného článku pro spe-
ciální číslo časopisu Biotechnology Advances, abyste  
na něm začali pracovat a poslali co nejdříve návrh  
v podobě abstraktu. Samozřejmě, že kapacita toho-
to speciálního čísla je omezená. Prosíme Vás, abyste  
k účasti pozvali i své spolupracovníky a známé z ČR i ze 
zahraničí a využili účasti na symposiu k setkání se svý-
mi partnery, se kterými máte společné projekty nebo je 
připravujete. Stále je otevřená možnost pořádat v rámci 
symposia různé semináře nebo workshopy. Připravili 
jsme také velmi zajímavý sociální program, který jistě 
zaujme především Vaše zahraniční současné či poten-
cionální spolupracovníky. Těšíme se na Vaši účast a pře-
jeme Vám úspěšné prezentace, získání nových podnětů 
pro Vaší další práci a navázání nových kontaktů.

Rádi bychom Vás také upozornili na novou knihu, kte-
rá letos vyšla v nakladatelství Caister Academic Press.  
O celkem mladé laboratorní technice MALDI‑TOF a mož- 
nostech její praktické aplikace jsme Vás již informo-
vali před více jak dvěma lety v článku R. Hynka „Není 
hmoťák jako hmoťák aneb porovnání MALDI‑TOF/TOF 
MS a LC‑Q-TOF MS (Bioprospect 24, 6-8, 2014, č. 1). 
Od té doby velmi vzrostl zájem o techniku MALDI‑TOF 
MS v mikrobiologii. Je široce využívána pro nejrůzněj-
ší diagnostické účely v klinické a veterinární medicině,  
ve farmaceutické, potravinářské i enviromentální mikro-
biologii. Je to technika, která umožňuje nahradit mno-
hé časově náročnější techniky identifikace mikroorga-
nismů, včetně biochemické, imunologické a dokonce 
i sekvenační metodologie. Zájemcům o tuto techniku 
doporučujeme prostudovat si knihu „MALDI‑TOF Mass 
Spectrometry in Microbiology“, kterou editovali Markus 

Kostrzeva a Sören Schubert, ISBN 978-1-910190-42-5, 
Caister Academic Press.

Na letošní rok připadá 20. výročí komercializace ge-
neticky modifikovaných plodin. K tomuto výročí při-
pravila mezinárodní organizace ISAAA (International  
servis for Acquisition of Agri‑Biotech Application –  
– http://www.isaaa.org) velmi zajímavé a přehledné 
video „Global Status of Commercialized Biotech Crops 
and 2015 Highlights“. Jeho shlédnutím můžete získat 
stručný informativní přehled o nesporných úspěších 
této technologie. Jak jistě víte, většímu rozšíření využi-
tí geneticky modifikovaných plodin, zejména v Evropě, 
brání přísná legislativa a permanentní vytváření nega-
tivních postojů různých organizací a sdělovacích pro-
středků. Zdá se, že vědecký pokrok v posledních letech 
přinesl určité řešení tohoto sporu tím, že objevil nové 
přístupy umožňující dosažení obdobných cílů, o které 
se snažily genetické modifikace. Positivní vlastnosti hos-
podářsky významných plodin lze zásadně ovlivnit ne-
jen vložením cizích genů (genetické modifikace), ale i 
ovlivněním fungování původních genů („gene editing“). 
Klíčem k těmto novým technologiím bylo stále lepší po-
rozumění vzájemného vztahu mezi genomem a jeho 
fungováním, t.j. zejména pochopení jak lze inhibovat 
funkci genů a měnit jejich expresi. Za posledních 20 let 
byla vyvinuta řada technik umožňujících ovlivnit funkci 
genů, z nichž největší pozornost si zasloužila techno- 
logie CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced 
Short Palindromic Repeats) (např. www.genscript.com/ 
/CRISPR- handbook.html). Tato technologie nalezla po-
stupně uplatnění v řadě vědeckých disciplín (neurově-
dy, virologie, vakcíny, výzkum rakoviny, mikrobiologie, 
imunologie, biologie aj.). V oblasti přípravy hospodář-
ských plodin s novými vlastnostmi byla úspěšná např.  
u rýže (Mikami M et al.: Comparison of crispr/cas9  
expression constructs for efficient targeted mutage- 
nesis in rice. Plant Mol Bio. 2015: 88(6); 561)

Koncem listopadu letošního roku byla publikována 
studie naznačující, že zvýšené riziko onemocnění dia-
betem druhého typu je spojeno se zvýšenými hladina-
mi rozvětvených aminokyselin (isoleucinu, leucinu a va-

linu) v lidském metabolismu. Léčiva 
odbourávající tyto aminokyseliny by 
popřípadě mohla snížit riziko vzniku 
diabetu. Výzkumy ukázaly, že exis- 
tuje pět genetických variant v lid-
ském genomu, které ovlivňují vyso-
ké hladiny uvedených cirkulujících 
aminokyselin.

Doufáme, že i v tomto letošním po-
sledním čísle našeho Bioprospectu 
jsme pro Vás připravili zajímavé čte-
ní a těšíme se na vzájemný kontakt 
pomocí našeho bulletinu i v příštím 
roce. Přejeme Vám příjemné proži-
tí vánočních svátků a po celý příští 
rok pevné zdraví, pohodu, mnoho 
radosti a úspěchů.

Srdečně Vás zdraví
Vaši
Jan Káš a Petra Lipovová
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GATE2BIOTECH – UNIKÁTNÍ PORTÁL NEJEN O ČESKÝCH 
BIOTECHNOLOGIÍCH

Portál Gate2Biotech slouží jako most spojující vědecký 
a komerční sektor zahrnující kromě firem i organizace 
podporující přenos inovativních technologií. Je určen 
zájemcům o moderní biotechnologie a jejich aplikace.

Činnost portálu byla zahájena v roce 2005 Jihomo-
ravským inovačním centrem v Brně. V roce 2011 pře-
vzala správu portálu Jihočeská agentura pro podporu 
inovačního podnikání, o. p. s. se sídlem v Českých Bu-
dějovicích. Ta se kromě správy portálu zabývá podpo-
rou a rozvojem inovací v Jihočeském kraji, uplatněním 
výsledků výzkumu a vývoje v praxi a podporou inovativ-
ních podnikatelských subjektů. Zároveň spravuje I. eta-
pu vědeckotechnického parku v Českých Budějovicích.

Portál existuje ve dvou na sobě nezávislých jazy-
kových verzích: české, která je určena domácím ná-
vštěvníkům (www.gate2biotech.cz) a anglické, určené  
návštěvníkům ze zahraničí (www.gate2biotech.com). 
Obě verze portálu jsou rozděleny do několika sekcí,  
v nichž si návštěvníci mohou najít potřebné informace.

Z české verze portálu stojí za zmínku především ná-
sledující sekce:

Autorské články a zajímavosti ze světa biotechnologií 
– články na aktuální téma zpracované od vybraných vě-
deckých pracovníků, zpravidla vycházejí ze zahraničních 
zdrojů.

Zpravodajství – odborné články na různá biotechno-
logická témata převzaté ze zahraničního tisku.

Zaměstnání – pracovní nabídky i poptávky v oblasti 
biotechnologií.

Akce a konference – přehled o plánovaných biotech-
nologických konferencích, seminářích, workshopech  
a dalších odborných akcích z ČR i ze zahraničí.

Informujeme Vás, doporučujeme – aktuality z oblasti 
biotechnologií, blížící se akce určené pro širokou veřej-
nost.

Katalog firem – unikátní databáze výzkumných praco-
višť a biotechnologických firem v ČR.

Nabídky ke spolupráci – (bio)technologické nabídky 
a poptávky spolupráce od potenciálních partnerů ze za-
hraničí, partnerem této sekce je síť Enterprise Europe 
Network.

Zájemci, kteří chtějí být pravidelně informováni o no-
vinkách z portálu, mají možnost se zaregistrovat k ode-
bírání newsletteru. Zpravodaj je rozesílán na registrova-
né kontakty vždy začátkem měsíce a shrnuje všechny 
nově uveřejněné články za předchozí měsíc. Biotech-
nologické aktuality nejen z portálu lze sledovat také  
na Facebooku Gate2Biotech.

Portál spolupracuje s celou řadou zajímavých partne-
rů (např. Biotrin, Bioprospect, Nasdaq GlobeNewswi-
re, Jihomoravské inovační centrum, aj.) a je mediálním 
partnerem vybraných biotechnologicky zaměřených 
akcí.

Gate2Biotech je portál spojující biotechnologickou komunitu ve střední Evro-
pě, zaměřený na oblast biotechnologií a jejich použití. Díky portálu mohou firmy  
podnikající v oboru biotechnologií vyhledávat vhodné partnery z řad výzkumných  
i dalších organizací, nebo zde mohou prezentovat nabídku svých služeb a oslovit 
tak potenciální partnery z celé České republiky i ze zahraničí.

V případě zájmu o spolupráci či navázání partnerství je možné kontaktovat Terezu Píšovou na emailu 
pisova@jaip.cz.
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TECHNOLOGIE PRODUKCE OMEGA-3 MASTNÝCH KYSELIN 
POMOCÍ MIKROŘASY JAPONOCHYTRIUM SP.  
ZÍSKALA CENU VIZIONÁŘI 2016
Petr Kaštánek1,2, Tomáš Brányik2

1EcoFuel Laboratories s.r.o., Praha, 2Ústav biotechnologie, VŠCHT Praha; kastanek@ecofuel.cz

Z nutričního hlediska jsou vysoce ceněné nenasyce-
né mastné kyseliny s dlouhými řetězci (s obsahem C >  
> 18), které nejsou vyšší rostliny schopné syntetizo-
vat, jako jsou kyseliny ARA (struktura 20:4 omega 6, 9, 
12, 15), DHA (struktura 22:6 omega 3, 6, 9, 12, 15, 18)  
a EPA (struktura 22:5 omega 3, 6, 9, 12, 15), které 
jsou nepostradatelné jako korektory vývoje mozku 
a očí u dětí, resp. jako doplňky pro kardiovaskulární 
péči u dospělých. Klinické studie potvrzují též účinky 
při léčbě aterosklerózy, rakoviny, revmatoidní artritidy  
a degenerativních onemocnění spojených s věkem, 
jako makulární degenerace či Alzhaimerovy choroby 
(Simopoulos, A. P., R. R. Kifer, R. E. Martin, and S. M. Bar- 
law (eds.), Health Effects of ω –3 Polyunsaturated Fatty 
Acids, S. Karger AG, Basel, Switzerland, 1991; Nettleton, 
A. J. (ed.), Omega-3 Fatty Acids and Health, Chapman 
and Hall, New York, 1995; Drevon, C. A., I. Baksaas, 
and H. E. Krokan (eds.), Omega-3 Fatty Acids: Meta-
bolism and Biological Effects, Birkhauser Verlag, Basel, 
Switzerland, 1993). Průmyslově využívany ́m zdrojem 
omega-3 mastných kyselin je rybí olej, obsahující až 
30 % EPA a DHA (Galli, C., and A. P. Simopoulos (eds.), 
Dietary ω3 and ω6 Fatty Acids: Biological Effects and 
Nutritional Essentiality, Plenum Press, New York, 1989). 
Využití rybího oleje je však spojeno s řadou problé- 
mů, zejména nepříjemnou chutí a vůní, problémy 
se stabilitou produktu, vysokými náklady na izolaci  
ze směsi s jinými mastnými kyselinami. V neposled-
ní řadě hrají vy ́znamnou roli faktory environmentální,  
riziko kontaminace rybích tuků toxickými látkami,  
např. PCB a snižování stavu populací mořských ryb.

Tyto faktory, spolu s faktem, že ryby získávají nena-
sycené mastné kyseliny konzumací primárních produ-
centů – zooplanktonu – vedly k intenzivnímu výzkumu 
možností produkce nenasycených mastných kyselin po-
mocí mořských mikroorganismů, zejména jednobuněč-
ných řas (Yongmanitchai, W., and O. P. Ward, Omega-3 
Fatty Acids: Alternative Sources of Production, Process 
Biochem. 24:117–125 (1989).

Tým výzkumníků společnosti EcoFuel Laborato- 
ries s.r.o. a Vysoké školy chemicko-technologické  
v Praze pod vedením Ing. Petra Kaštánka PhD. se pro-
to vypravil do hlubin oceánů pátrat po alternativním 
zdroji těchto, pro lidský organismus nezbytných, lá-
tek. Nalezli jej v řasám podobným mikroorganismech 
rodu Japonochytrium, které izolovali z listů mangrov-
níků spadlých na mořské dno a posléze identifikova-
li jako Japonochitrium marinum kmen AN4 z rodu 
Thraustochytriales (zástupci řádu Thraustochitriace), 
což jsou saprofytické druhy vyskytující se ve slaných 
vodách na povrchu řas, organickém detritu či cévna- 

tých rostlinách. Produkční kmen byl následně připra- 
ven mutagenezí přírodního izolátu – ozářením buněk  
v exponenciální fázi růstu UV zářením a následnou 
selekcí klonů s vysokou růstovou rychlostí a produk- 
tivitou DHA, kdy obsah DHA může za vhodných kulti-
vačních podmínek a limitace klíčovými nutrienty dosa-
hovat až 16 – 25 hm % sušiny biomasy. 

Produkce kmene se může provádět např. vsádkovým 
postupem, fed-batch či kontinuálně, v médiu o vhod- 
né salinitě odpovídající cca 50 – 100 % mořské soli. 
Produkční kmen se kultivuje v kapalném médiu obsa- 
hujícím organický uhlík, načež po kultivaci se oddělí 
biomasa obsahující kyselinu dokosahexaenovou. Jako 
zdroj organického uhlíku může kapalné médium obsa-
hovat glukózu, glycerol, kyselinu octovou či její estery 
nebo etanol. Vypěstovanou biomasu je možno využít 
přímo vlhkou (např. jako krmné aditivum pro ryby, drů-
bež či hospodářská zvířata), popř. po odvodnění (např. 
vysušením na sprejové sušárně). Výroba kyseliny do-
kosahexaenové dále může pokračovat separací lipidů  
obsahujících DHA či volné DHA z kultivačního média 
nebo vlhké či suché biomasy pomocí fyzikálně-che-
mických separačních metod, jako je lisování, extrakce 
rozpouštědly, superkritická extrakce CO2, působení  
ultrazvuku a/nebo mikrovlnného záření, extrakce spo-
jená s chemickou reakcí atd. Takto extrahované lipidy  
či frakce lipidů mohou být dále rafinovány s cílem od-
dělení jiných mastných kyselin a získání DHA o vyšší 
čistotě. Takovýto produkt pak může by ́t využit jako su-
rovina ve speciálních potravinářských, farmaceutických 
a kosmetických aplikacích.

Obr. 1: Mikroskopická fotografie buněk Japonochytrium sp.
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Produkční kmen i postup jeho kultivace jsou chráně-
ny několika českými i mezinárodními patenty. Vyvinutý 
biotechnologický postup je unikátní mimo jiné využitím 
nečištěné glycerínové frakce z enzymatické trans esteri-
fikace odpadních olejů na bio diesel (další technologie 
vyvíjená v rámci centra BIORAF) jako substrátu pro růst 
mikroorganismu, dále pak použitím odpadního solné-
ho roztoku z demineralizace sladké mléčné syrovátky 
jakožto součásti kultivačního media k účelu produkce 
biomasy, kdy tento odpadní solný roztok může tvořit 
50 až 95 % obj. kultivačního média. To dále umožňu-
je efektivně využít problematický odpad z mléčného 
průmyslu (Humhal, T., Kastanek, P. et al. Use of saline 
waste water from demineralization of cheese whey for 
cultivation of Schizochytrium limacinum PA-968 and 
Japonochytrium marinum AN-4. Bioprocess Biosyst 
Eng (2016)).

Technologie byla vyvinuta v rámci Centra kompe- 
tence pro výzkum biorafinací BIORAF, ve spolupra-

cí firmy EcoFuel Laboratories a VŠCHT Praha. Na vý- 
voji technologie se za VŠCHT Praha dále podílejí  
prof. Ing. Kateřina Demnerová, CSc., prof. Ing. Tomáš 
Brányik, Ph.D., Ing. Dana Savická, Ing. Tomáš Humhal  
a Ing. Olga Kronusová. Výzkum finančně podpořila 
Technologická agentura České republiky TA ČR a vznikl 
tak jedinečný produkt, který představuje ekologickou 
alternativu k rybímu tuku, šetrnou k životnímu pro- 
středí a vhodnou i pro vegetariány. Dne 8. 12. 2016 byla 
technologii produkce Omega-3 mastných kyselin z mik- 
rořasy Japonochytrium za její technologický a spole- 
čenský přínos v oblasti potravinářství, zdravotnictví  
a farmacie udělena cena Vizionáři 2016 společností  
CzechInno, která v rámci projektu Vizionáři oceňuje  
výjimečné inovační počiny v českém podnikání s vý-
znamným technologickým, sociálním a/nebo ekono-
mickým přínosem.
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V pondělí 15. srpna 2016 odešla po dlouhém boji 
se zákeřnou chorobou ve věku 78 let paní profesorka 
Danuše Sofrová. A tak ji již nebudeme moci potkávat 
v prostorách katedry biochemie, s jejím jakoby „stále 
trvajícím“ úsměvem.

Profesorka Sofrová (roz. Bartková) pocházela z Písku, 
kde se narodila 25. dubna 1938, a kam se také ráda 
vracela, a to nejen ve svých vzpomínkách. Po studiu  
na jedenáctileté střední škole v rodném městě byla 
v roce 1956 přijata ke studiu na katedru biochemie,  
tehdy spadající pod Fakultu matematicko‑fyzikální UK. 
Po ukončení svého studia na této katedře, která po re-
organizaci v roce 1959 příslušela již pod Přírodovědec-
kou fakultu UK (kde pod vedením prof. RNDr. PhMr. 
Sylvy Leblové, CSc. v roce 1961 obhájila diplomovou 
práci „Studie enzymových aktivit spojených s tvorbou 
alkaloidů v durmanu“), byla na tomtéž pracovišti také 
zaměstnána. Od ledna 1961 nejprve jako asistentka, 
dále jako pedagogická asistentka, od roku 1964 jako 
odborná asistentka, od roku 1991 jako docentka a od 
roku 1994 jako profesorka biochemie. A svou prací zů-
stala katedře biochemie věrná až do roku 2012, kdy jí již 
její zhoršující se zdravotní stav neumožnil pokračování  
v práci ani na částečný úvazek. Přesto jsme se s ní rádi 
setkávali i v dalších letech. Bylo od ní milé, že i přes své 
zdravotní komplikace udržovala stálý kontakt s pracov-
níky katedry biochemie a katedru také ráda navštěvo-
vala.

Více než padesátiletá pedagogická práce paní profe-
sorky zahrnovala nejen vedení řady praktických kurzů  
a výuku biochemie (např. praktická cvičení z bioche-
mie, přednáška Biochemie pro učitelské kombinace 
nebo přednáška Bioenergetika), ale nepřehlédnutel-
nou stopou je také příprava učebních textů pro studen-
ty (např. skripta Biochemie – Základní kurz, D. Sofro-
vá a kolektiv autorů, 2009, Nakladatelství Karolinum). 
Nedílnou součástí její činnosti na katedře biochemie 
bylo uvedení řady studentů do oboru biochemie jako 
vědní disciplíny, tedy školení závěrečných studentských 
diplomových a disertačních prací. Z velkého zástupu 
37 obhájených diplomových prací školených od konce 
60. let (první obhájená diplomová práce v roce 1967, 
R. Mikšanová), lze jmenovat J. Hladíka, J. Komendu,  
F. Váchu, V. Vilíma, J. Wilhelma a řadu dalších. Nejenže 
paní profesorka stála na startovní čáře vědecké dráhy 
řady odborníků, ale zajímala se také o jejich další vě-
deckou kariéru a udržovala s nimi stále kontakt a přá-
telské vztahy. To byl také jeden z nepřehlédnutelných 
rysů paní profesorky.

Ačkoli se katedra biochemie stala klíčovým pracoviš- 
těm také pro vědeckou činnost paní profesorky, a to  
především na poli procesu fotosynthesy, respirace, stav-
by fotosynthetického aparátu autotrofních organismů, 
vlivu minerálů či těžkých kovů při jeho tvorbě a funkci, 
spolupracovala s řadou českých laboratoří (např. VŠZ  – 
– Praha, VÚ obilnářský – Kroměříž, MFF UK, MBU  – 
– Třeboň). Kromě toho v letech 1969 – 1970 úspěš-
ně representovala katedru při svém vědeckém poby-
tu na universitě v Cambridge (roční stáž podpořená  
Britskou biochemickou společností stipendiem Unilever 
European Fellowship). V roce 1980 pracovně pobývala 
v Aténách a v roce 1988 v Regensburgu (dvouměsíční 
stáž). Kromě toho byla v letech 1976 – 1986 zapojena 
do mezinárodního vědeckého projektu „Přeměna slu-
neční energie a fotosynthetická produktivita“ podporo-
vaného v rámci zemí RVHP. Paní profesorka byla i člen-
kou řady odborných společností: např. Československé 
společnosti biochemické (dnes ČSBMB) a v 80. letech 
Americké společnosti pro fotobiologii. Kromě pedago-
gické a vědecké činnosti se věnovala i redakční práci  
v tematice svého odborného zájmu. Od roku 1991 byla 
členkou redakční rady časopisu Photosynthetica, a to 
až do minulého roku, kdy ze zdravotních důvodů byla 
nucena i tuto svou aktivitu ukončit.

Kdykoli si vzpomeneme na paní profesorku v jakém-
koli zmíněném pohledu, ať osobním (milovala vážnou 
hudbu a operu), tak pracovním (jako lektorku či školi-
telku), nechť je tato vzpomínka provázena jejím úsmě-
vem.

Za pracovníky katedry biochemie,

Miroslav Šulc a Marie Stiborová

VZPOMÍNKA NA PANÍ  
PROF. RNDR. DANUŠI SOFROVOU, CSC.
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ODBORNÉ PŘÍSPĚVKY

MOŽNOSTI VYUŽITÍ ODPADŮ Z POTRAVINÁŘSKÉHO 
PRŮMYSLU A ZEMĚDĚLSTVÍ V BIOTECHNOLOGIÍCH
Lucia Gharwalová
Ústav biotechnologie, VŠCHT Praha; gharwall@vscht.cz

Úvod
U levných produktů biotechnologické výroby je 

žádoucí hledat levné substráty pro jejich produkci.  
U těchto materiálu je důležitá řada charakteristik, jako 
je nízká cena, vysoká rychlost utilizace substrátu, vysoká 
výtěžnost produktu, malá nebo žádná tvorba vedlejších 
produktů a dostupnost substrátu po celý rok.

Celosvětově, je každoročně vyprodukováno 140 mi-
liard metrických tun biomasy jako vedlejšího produktu 
zemědělské a potravinářské výroby. Hlavní zdroje bio-
masy lze rozdělit do několika kategorií1:

•	 �zemědělský odpad: zemědělská biomasa obecně 
zahrnující zbytky po separaci zrna, jako například 
stonky, sláma, listy, kořeny, lusky či skořápky.

•	 �živočišný zemědělský odpad z chovu hospodář-
ských zvířat

•	 �odpad ze zpracování potravin: výlisky z ovoce 
(kůra, semínka, dužina), kaly z odpadních vod, 
pivovarský odpad (mláto, výstřelky, odpadní kva-
sinky), odpady z vinařské výroby (výlisky, ston-
ky), odpady ze škrobárenského průmyslu, odpad  
z mlékárenského průmyslu (syrovátka), odpad  
ze zpracování masa

•	 �lesnický odpad: štěpky ze dřeva, kůra, piliny, úlom-
ky dřeva

•	 �městský odpad: tuhý odpad z domácností, kal  
z čistíren odpadní vody, odpadní papír

•	 �mořské odpady: odpad z průmyslu zpracování ryb 
(šupiny, kůže, vnitřní orgány, hlavy, ploutve), sko-
řápky korýšů, odpad z měkkýšů (hlavy a krunýře)

•	 �odpad z biotechnologické výroby: odpadní bio- 
masa vláknitých hub/bakterií/kvasinek/řas

•	 �odpad z výroby biopaliv: glycerol z výroby bio- 
dieselu

Přesto, že utilizace těchto odpadních materiálů  
na energii a jiné průmyslové produkty zaznamenává 
rostoucí trend, je biomasa nadále do velké míry nevy- 
užita, především v rozvojových zemích, které nema-
jí silné regulační zákony. Častokrát se tak stává, že je 
biomasa jenom spálena, což má za důsledek znečiště-
ní ovzduší. Biomasa je obnovitelným zdrojem energie, 
avšak může způsobovat značné ekologické problémy, 
pokud není využita. Je tedy i výzvou konvertovat bioma-
su na zdroj energie a další produkty1.

Správná strategie k využití odpadní biomasy je v zlep-
šení účinnosti konverze produktu, recirkulaci technolo-
gických ztrát a optimalizaci tvorby vedlejších produktů. 
Navíc je důležité, aby předúprava vstupního materiálu 
nebyla příliš ekonomicky náročná, čímž by se z relativně 
levného materiálu rázem stal substrát drahý.

Lignocelulosové odpady
Lignocelulosa je hlavní strukturní složka dřevna-

tých i nedřevnatých bylin. Velké množství lignoce-
lulotického odpadu je produkováno při lesnických  
a zemědělských postupech (sláma, oklasky, otruby), 
či při výrobě papíru2. Lignocelulosa je složená z ligni-
nu, celulosy a hemicelulosy3. Vzhledem k obtížnosti 
rozpuštění ligninu, aniž by byly některé z jeho pod-
jednotek zničeny, je jeho přesná chemická struktura 
neznámá. Obecně obsahuje lignin tři aromatické al-
koholy, a to koniferylalkohol, sinapyl, p‑kumaryl alko-
hol. Poměr těchto tří složek je variabilní podle zdroje,  
z nichž byl lignin izolován4. Hemicelulotické makro-
molekuly jsou často polymery pentos, zejména xylosy 
a arabinosy, hexos, většinou manosy, a několik cuker-
ných kyselin. Celulosa je homogenní polymer složený 
z glukosových jednotek. Po rozkladu jsou tyto materiály 
zdrojem hexos i pentos2.

Lignocelulosové materiály je nutné před fermentací 
upravit, aby se narušily vazby mezi ligninem, celulosou 
a hemicelulosou. Tento proces je dvoustupňový, nejpr-
ve se rozruší kompaktní struktura a pak se enzymově 
rozloží celulosa. Předúprava substrátu předchází jeho 
enzymatické hydrolýze a samotné fermentaci. Může být 
fyzikální (záření), chemická (roztoky kyselin či zásad) 
nebo fyzikálně‑chemická (předúprava pomocí zvýšené 
teploty, tlaku a chemických činidel) a napomáhá roz-
pustnosti hemicelulosy a ligninu. Kromě toho zvyšuje 
dostupnost celulosy enzymům5.

Lignocelulosové hydrolyzáty, zejména hydrolyzáty 
připravené kyselou hydrolýzou materiálu, mohou ob-
sahovat i inhibitory jako furfural, fenoly a karboxylové 
kyseliny. Tyto inhibitory se nacházejí většinou v kapal-
né fázi po kyselé hydrolýze. Pro enzymový rozklad se 
bere pevná fáze obsahující celulosu, která ovšem může 
také obsahovat inhibitory. Jejich koncentrace se dá sní-
žit promytím. Problémem jsou inhibitory ve chvíli, kdy 
se neseparuje kapalná a pevná frakce po předúpravě.  
Detoxifikace média před fermentací je časově i eko-
nomicky náročný proces. Je výhodné, když jsou mik-
roorganismy schopné růst na hydrolyzátech s vysokým 
obsahem sušiny6.

Lignocelulosové médium musí obsahovat dostatečné 
množství uhlíku, dusíku, fosfátu, síry a solí pro udrže-
ní růstu mikroorganismů a tvorbu produktů. Optimální 
koncentrace živin je závislá na povaze substrátu a vý-
běru produkčního organismu. Mnohé z těchto živin se 
přirozeně nevyskytují v lignocelulosových hydrolyzátech 
a proto musí být do média přidány.
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Syrovátka
Syrovátka je vedlejší produkt výroby sýru, kdy je od-

straněn tuk a kasein. V mlékárenském průmyslu je 
produkován v množství 9 kg na 1 kg sýru nebo 6 kg  
na 1 kg tvarohu. Syrovátka je bohatým zdrojem mine- 
rálů, vápníku, fosforu, draslíku, sodíku a železa. Záro- 
veň je zdrojem vitaminů skupiny B – riboflavinu a ky-
seliny pantothenové. Syrovátkový permeát je vyráběn 
odstraněním 99 % proteinů a téměř 100 % tuků pří-
tomných v syrovátce. Typické složení syrovátky a syro-
vátkového permeátu je v uvedeno v Tab. I7.

Tab. I: Složení syrovátky a syrovátkového permeátu

Syrovátka Syrovátkový 
permeát

pH 4,7- 6,1 6,1

Sušina (%) 6,58 – 6,88 5,7
Laktosa (%) 4,5 – 6 5
Proteiny (%) 0,4 – 0,6 0,01
Tuk (%) 0,05 – 0,25 < 0,01
Laktát (%) 0,15 – 0,61 0,15
Popel (%) 0,05 – 0,8
Minerály (mg/100 g)
Vápník 45 – 103 140
Fosfor 40 – 80 103
Hořčík   8 – 10 –
Draslík 140 – 145 –
Železo 600 – 800 –
Sodík 40 – 60 50
Vitamíny (μg/100 g)
Vitamín C 850 – 950 –
Thiamin 30 – 40 –
Pentotenát 340 – 370 ~ 360
Riboflavin 140 – 150 –
Vitamín B6 40 – 50 –
Vitamín B12 240 – 250 –
Biotin 40 – 50 –
Kyselina listová 4 –

Nejčastější druh syrovátky pochází z výroby sýru,  
kde je zpracování mléka založeno na koagulaci kasei-
nu pomocí syřidla, obsahujícího chymozin nebo jiný 
kasein‑koagulující enzym. Syřidlem indukované srážení 
kaseinu nastává při přibližném pH 6,5 a tento typ syro-
vátky se označuje jako sladká syrovátka. Druhým typem 
syrovátky je takzvaná kyselá syrovátka vznikající z pro-
cesů využívajících fermentaci nebo po přídavku organic-
kých či anorganických kyselin. Kyselá syrovátka má pH 
nižší než 5 a je vedlejším produktem výroby sýrů jako  
ricotta a cottage sýr. Hlavní rozdíl mezi oběma typy je 
v obsahu minerálních látek, kyselosti a složení frakce 
syrovátkového proteinu. Při srážení kaseinu syřidlem je 
do syrovátky uvolňován glykomakropeptid, který tvoří 
20 % celkového obsahu proteinů. Při nízkém pH (<5) 

je koloidní vápník obsažený v micelách kaseinu rozpuš-
těn a přechází do syrovátky7.

S odstraňováním nebo opětovným využívaním syro-
vátky je spojeno několik problémů. Je neekonomické 
transportovat syrovátku na větší vzdálenosti kvůli velké-
mu obsahu vody. Zároveň je tento materiál i náchylný 
na bakteriální kontaminaci a nemůže být dlouhodobě 
skladován bez speciálních opatření. Zařízení na sušení 
syrovátky vyžaduje velké vstupní investice, je náročné 
na energii a je často neekonomické. I když bylo zkou-
máno několik možností využití syrovátky, hlavní část 
světové produkce syrovátky je nadále likvidována jako 
odpadní voda. Její likvidace jako odpad představuje 
vážný problém znečištění okolního prostředí, protože 
to má vliv na fyzikální a chemickou strukturu půdy, což 
vede ke snížení výnosu plodin. Při uvolnění do vodních 
nádrží, ohrožuje vodní život vyčerpáním rozpuštěného 
kyslíku. Většina průmyslově rozvinutých zemí má přísné 
předpisy upravující likvidaci odpadních vod. Biologické 
čističky odpadních vod mohou pomoct při likvidaci sy-
rovátky, tato je ovšem často finančně náročná7.

Přítomnost laktosy a jiných základních živin pro růst 
mikroorganismů je lákavá z hlediska využití syrovátky 
jako média v biotechnologických procesech.

Lihovarské výpalky
Lihovarské výpalky vznikají jako sekundární produkt 

destilace lihu. Výpalky jsou jedním z nejvýznamnějších 
odpadních materiálů lihovarského průmyslu. Během 
procesu jich vzniká velké množství, z procesu výroby 
tak získáváme přibližně 13 hl výpalků na 1 hl vyprodu-
kovaného etanolu8.

Jedná se o řídkou tekutinu s viditelnými jemnými 
až hrubšími částicemi. Její barva je závislá na použité  
surovině, podle ní se výpalky dělí na bramborové, me-
lasové, obilné či ovocné. Nejvýznamnější složkou výpal-
ků jsou dusíkaté látky. Aminokyselinové a bílkovinné 
složení výpalků je zvýšené obsahem kvasinek. K jejich 
výživové hodnotě přispívá i vysoký obsah vitamínů,  
a to zejména skupiny B, enzymů a růstových látek, které 
kvasinky během fermentačního procesu syntetizovaly. 
Lihovarské kvasinky lze využít i samostatně jako krmné 
droždí nebo ve farmaceutickém průmyslu jako doplněk 
stravy8.

Přesné složení výpalků ovšem vždy závisí na vstupním 
materiálu, a proto mohou být koncentrace daných látek 
proměnlivé. Výpalky obsahují málo vápníku, jsou však 
bohatým zdrojem draslíku. U výpalků z cukrové třtiny je 
hlavním zdrojem uhlíku a energie sacharosa (0,2 g/l), 
u kukuřičných výpalků je to především glukosa. Obsah 
zdrojů uhlíku, především zkvasitelných cukrů, není vy-
soký kvůli předchozí alkoholové fermentaci. Nicméně, 
výpalky mohou být dobrým zdrojem dusíku, vitamínů 
a minerálů, které pocházejí jak ze samotné suroviny, 
tak i z kvasinek. Podle konkrétního složení výpalků se 
do média musí přidávat kromě zdrojů uhlíku i zdroje 
hořčíku nebo manganu9.

Melasa
Melasa je hlavním vedlejším produktem výroby cuk-

ru. Při výrobě 3 t rafinovaného cukru vzniká přibliž-
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ně 1 t melasy. Kvalita melasy je závislá na výchozím  
materiálu použitém při výrobě (cukrová třtina nebo 
řepa), na metodě a efektivnosti extrakce cukru. Obecně 
tvoří zkvasitelné cukry 48 – 50 %, avšak se zlepšením 
rafinačních technik se může toto číslo pohybovat i pod 
42 %. Třtinová melasa obsahuje zpravidla více invert-
ních cukrů (glukosu a fruktosu), sodíku a vápníku. Oba 
typy melasy obsahují nečistoty, které mohou inhibovat 
fermentaci. Melasa se využívá jako médium při výrobě 
etanolu, kyseliny citrónové a droždí10.

Glycerol
Glycerol, také nazývaný glycerin, je jednoduchá po-

lyolová sloučenina. Jedná se o bezbarvou, viskosní  
kapalinu bez zápachu, která se běžně používá ve farma-
ceutické či kosmetické výrobě11.

Glycerol je v poslední době levným a bohatým 
zdrojem uhlíku proto, že vzniká jako vedlejší produkt 
z výroby bionafty, oleo‑chemických sloučenin a bio-
etanolu. Bionafta je odvozena z transesterifikačních 
reakcí triglyceridu s alkoholem za vzniku esteru a gly-
cerolu. Produkce 10 t bionafty vytváří přibližně 1 t  
glycerolu12. Kromě toho, se nabízejí i možnosti pro ještě  
větší množství vyrobeného glycerolu vzhledem k syn- 
téze a intracelulární akumulaci vysokých koncentrací 
glycerolu v některých druzích řas.

Odpad z pivovaru
Pivovary se snaží zaměřit se na recyklaci všech  

odpadních materiálů a vedlejších produktů, které jsou 
generovány během pivovarských postupů. Tam, kde je 
to možné, mohou pivovary také prodávat tyto materiály 
a vedlejší produkty, a tím eliminují potřebu likvidace. 
Nakládání s odpady a vedlejšími produkty může být 
také poháněno sekundární tržní hodnotou vedlejších 
produktů13.

Vzhledem k velkému počtu kroků v procesu přípravy 
piva, a jeho vsádkovému charakteru, je vyprodukováno 

enormní množství odpadní vody. Množství a charakte-
ristika takové odpadní vody se může lišit podle ročního 
období a typu procesu. Pivovarské výstřelky jsou jedním 
z nejvýznamnějších odpadních produktů vznikající bě-
hem pivovarského procesu.

Jako výstřelky se označuje horká voda použitá k vysla-
zení extraktu z mláta. Cukernatost výstřelků postupně 
klesá, mláto se vyluhuje a mění se jeho konzistence. 
Vyslazování se zastaví při 0,5 % až 1,5 % extraktu. Voda 
zbylá po vyslazení v mlátě se nazývá patoky. Výstřel-
ky obsahují roztok cukrů, a to především nezcukřený 
škrob, pak maltosu, glukosu a celulosu. Výstřelky mají 
charakteristickou vysokou biochemickou spotřebu kys-
líku14.

Mláto je nejhojnější vedlejší produkt pivovarství,  
odpovídá přibližně 85 % z celkového počtu vyproduko-
vaných vedlejších produktů. Vyprodukuje se přibližně 
20 kg mláta na 100 l piva.

Mláto je lignocelulosový materiál, bohatý na proteiny, 
které tvoří 20 až 70 % jeho sušiny. Kromě toho je mláto 
složeno z celulosy, arabinoxylanu, ligninu, tuků a pope-
la. Minerály, vitamíny a aminokyseliny jsou v něm obsa-
ženy také. Minerální prvky zahrnují vápník, kobalt, měď, 
železo, hořčík, mangan, fosfor, draslík, selen, sodík a síru, 
vše v koncentracích nižších než 0,5 %. Vitamíny zahrnují: 
biotin, cholin, kyselinu listovou, niacin, kyselinu panto-
tenovou, riboflavin, thiamin a pyridoxin; proteiny váza- 
né v aminokyselinách zahrnují v největším množství 
leucin, valin, alanin, serin, glycin, kyselinu glutamovou  
a kyselinu asparagovou15.

Závěr
Čistý cukr a komplexní zdroje dusíku jsou obvyk-

le drahé a proto je snaha hledat levnější alternativy.  
Právě odpadní materiály z potravinářské a zeměděl- 
ské výroby mohou být díky svému složení dále vy- 
užity jako zdroj uhlíku či dusíku v biotechnologické  
výrobě.
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Souhrn
Gharwalová L.: Možnosti využití odpadů z potravinářského průmyslu a zemědělství v biotechnologiích
Odpadní suroviny mají velký potenciál v biotechnologiích, kde mohou sloužit jako zdroj uhlíku a energie nebo dusíku v produkčních 
médiích. U odpadních materiálů je důležité, aby splňovaly několik podmínek, jako je nízká cena, lehká utilizace substrátu a tvorba co 
nejméně vedlejších produktů. I z ekologického hlediska je žádoucí konvertovat odpad z potravinářského a zemědělského průmyslu  
na zdroj energie nebo na jiné produkty.
Klíčová slova: biomasa, odpadní produkty, lignocelulosa, syrovátka, mláto

Summary
Gharwalová L.: Possibilities of using waste from food industry and agriculture in biotechnologies
Waste materials have great potential in biotechnologies, as they can serve as a source of carbon and energy in production medium. 
Waste materials have to meet several requirements such as low cost, easy substrate utilization, and creating of as little by- products  
as possible. Even from an ecological perspective, it is desirable to convert waste from food and agricultural industry into energy source 
or other products.
Keywords: biomass, waste products, lignocellulose, whey, draff
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Úvod
Biosensory jsou analytická zařízení sestávající z bio-

rekogničního prvku v kombinaci s vhodným fyzikálně
‑chemickým převodníkem; poskytují signál úměrný 
koncentraci stanovované látky ve vzorku. Historicky 
první převodníkem byl kyslíkový sensor vynalezený  
L. C. Clarkem v roce 1956 a z něj pak vyšel glukosový 
biosensor. Dnes nejčastější jsou elektrochemické pře-
vodníky jako základ enzymových elektrod. Další pest-
rou skupinou jsou optické systémy od světlovodných 
vláken až po sofistikované varianty na bázi povrchové 
plasmonové resonance (SPR). Svou úlohu sehrávají 
také piezoelektrické (někdy uváděny jako akustické) 
a termistorové systémy. Historicky nejmladším zástup-
cem jsou zřejmě nanomechanické převodníky vycháze-
jící z mikroskopie atomárních sil (AFM) a reprezentující 
jednu z možností uplatnění nanotechnologií na poli 
biosensorů1. Nanomechanické (nanometrové ohyby 
raménka) či mikromechanické (mikrometrové rozmě-
ry raménka) jsou alternativní názvy. Tento příspěvek  
shrnuje naše zkušenosti s nanomechanickými převod-
níky při konstrukci imunoafinitních a buněčných bio-
sensorů.

Mikroraménko jako převodník
Mikroskopie na bázi atomárních sil dnes mimo fyzi-

ku a materiálový výzkum slouží jako nástroj v biologii 
pro detailní studium topografie a dalších vlastností 

biostruktur až zobrazování jednotlivých biomolekul. 
Zkoumaný vzorek je skenován miniaturním hrotem  
na konci flexibilního raménka (také nazýváno nosník 
či mikrokantilevr) a vyhodnocuje se ohyb raménka  
v důsledku působení meziatomových sil vznikajících 
při přiblížení atomů na konci hrotu s atomy na povr-
chu vzorku. Subnanometrové výchylky se vyhodnocu-
jí pomocí optického mechanismu na bázi vychýlení  
laserového paprsku odraženého povrchem raménka  
na dvou- (nebo čtyř-) segmentovou fotodiodu (Obr. 1 
vlevo); rozlišení výchylky je lepší než 0,1 nm.

Obr. 1: Schématické znázornění optického vyhodnocování 
výchylky mikroraménka pomocí dvousegmentové fotodiody.

Obr. 2: Nahoře diferenciální uspořádání pro sledování afinit-
ní interakce (vazba protilátky na raménko s tmavě znázorně-
ným ligandem) a korekci na rušivé vlivy a nespecifickou vaz-
bu (raménko se světle znázorněnou inertní biomolekulou). 
Signálem je rozdíl prohybů mezi oběma raménky Δz. Dole 
mikroskopické znázornění čipu pro průtočné měření se 4 ne-
závislými raménky.
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Pokud se použije modifikovaný hrot nesoucí imobi-
lizované biomolekuly, lze měřit velikost sil v komplexu  
s komplementárním afinitním partnerem přítomným 
na povrchu vzorku2. Technika se nazývá silová spektro-
skopie, změřené velikosti síly F při přibližování a odda-
lování hrotu (vzdálenost z) umožní charakterizovat jevy 
jako konformační změny proteinů při deformaci nebo 
roztrhávání složek biokomplexu.

Avšak raménko samo o sobě (i bez hrotu) nabízí po-
užití jako (bio)sensorový převodník – jeho ohyb nastá-
vá v důsledku rozdílného povrchového napětí σ (stres) 
na různě modifikovaných stranách (Obr. 2)3,4. Novou 
možností je pak pomocí raménka sledovat mechanické 
změny pohybujících se biologických struktur. Obě va- 
rianty jsou dále podrobněji popsány.

Sledování afinitních interakcí
Obvykle se biorekogniční element naváže pouze  

na jednu stranu raménka. Díky miniaturním rozměrům 
se výhodně používají dvě různě modifikované raménka 
pro kompenzaci rušivých jevů (nespecifická adsorbce 
molekul, teplotní fluktuace, proudění okolní kapaliny, 
Obr. 2). Množství ramének na nosném čipu je mož-
né zvýšit (dnes až 10 není problémem), imobilizovat  
na každé různé biorekogniční molekuly (protilátky, oli-
gonukleotidy) a tak zvýšit počet detekovaných analy-
tů ve vzorku. Pro rozdíl povrchových napětí vyvolaný 
biointerakcí – vznikem biokomplexů na jedné straně 
– pak prohnutí raménka (poloměr prohybu R) závisí 
na tloušťce raménka d, Youngově modulu pružnosti E 
jeho materiálu (křemík, oxid křemičitý, nitrid křemíku) 
a Poissonovu poměru ν:

Pro představu, při saturaci imobilizovaného anti-
genu navázáním odpovídající protilátky (IgG) bylo  
na konci prohnutí kolem 100 nm (raménko délky L =  
= 190 µm, d = 600 nm, materiál Si3N4)1. Výchylku ramén- 
ka na jeho konci Δz lze přibližně vyjádřit jako:

Citlivost se tedy zlepšuje s poměrem délky raménka 
k jeho tloušťce L/d a obecně jsou vhodnější měkčí va-
rianty materiálu raménka (nízká hodnota konstanty tu-
hosti K)5. Vyhodnocování je opět možné opticky, alter-
nativní jsou raménka obsahující piezoelektricky aktivní 
vrstvu a nebo se sledují kapacitní změny; to je technicky 
jednodušší, i když částečně na úkor citlivosti. Při op-
tickém sledování výchylky raménka se v čase sleduje  
přímo rozdílový signál z dvousegmentové fotodiody 
(Obr. 1); na Obr. 3 je pro ilustraci porovnán průběh  
vazby protilátky na specifickém (imobilizovaný protein 
A) a kontrolním (modifikace albuminem) raménku.

Jiným způsobem je využití raménka jako rezonáto-
ru (obdoba ladičky)6. Po rozkmitání raménko osciluje  
s charakteristickou rezonanční frekvencí f0 (typicky 30 
až 200 kHz), ta se sníží na f1 po zatížení navázáním 

biomolekul – princip je obdobný piezoelektrických  
křemenným mikrovážkám7. Změna hmotnosti Δm také 
závisí na konstantě pružnosti K daného raménka, citli-
vost roste s tuhostí použitého materiálu:

Bohužel v kapalině jsou oscilace raménka tlumeny  
a mimo povrchovou hmotnost se uplatní také visko-
elastické změny v těsném okolí a na povrchu a také 
hustota okolního prostředí.

Nanomechanický převodník tedy umožňuje přímé 
sledování bioafinitních interakcí v reálném čase a bez 
potřeby značení2. Pro bioanalytické využití je podstat-
nou výhodou možnost miniaturizace celého systému  
a současné stanovení mnoha analytů ve vzorku8. Přes 
tyto nesporné perspektivy jsme mikroraménka kolem 
roku 2005 jako převodníky opustili a soustředili se pou-
ze na využití AFM pro zobrazování a studium biomo-
lekul a buněk. Pro uživatele z biochemického prostře-
dí nebyly dostupné dostatečně robustní a v kapalném 
prostředí spolehlivě fungující komerční mikroraménko-
vé systémy; tato situace se zlepšuje až v poslední době.

Spojení s biomechanickými systémy
Fungování živých systémů je podmíněno nejen struk-

turní komplementaritou při vzniku afinitních komplexů, 
ale v současnosti se ukazuje také důležitost dynamiky 
proteinů a dalších biologických komponent, konfor-
mační změny, realizace rotačních a lineárních pohybů 
od jednotlivých biomolekul až po buněčnou úroveň9. 
Zde se tedy opět nabízí možnost spojení s nanome-
chanickými převodníky10. S pokrokem v oblasti AFM in-
strumentace a adaptací měřících systémů pro čistě bio-
logické problémy jsme se nedávno pokusili využít mi-
kroraménko ke studiu buněčných kultur. Byly zvoleny 
kardiomyocyty, které vykonávají tepavé pohyby a jsou 
téměř ideálním buněčným modelem11, často studova-

Obr. 3: Příklad záznamu z diferenciálního měření – rozdíl 
signálů z obou segmentů fotodiody (uspořádání dle Obr. 2).  
Je znázorněna odezva na IgG protilátku na raménku s protei-
nem A (černě) a kontrolním raménku s albuminem (šedě), 
čip s raménky v průtočné cele. U kontrolního měření vazba 
protilátky nenastává, je ale patrný stálý drift raménka.
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ným jak z hlediska topografického, tak biomechanic-
kého mapování12. Unikátní komplexní pohled na jejich 
chování je možný v kombinaci s paralelním sledováním 
elektrické aktivity pomocí nosiče s mikroelektrodovým 
polem13.

V těchto studiích funguje raménko jako převodník 
a jako kontrolní a záznamový systém se zatím využívá 
standardní AFM sestava. Zcela unikátní možností je zde 
přímé a jednoduché sledování síly stahů tepajících kar-
diomyocytů, což je pomocí jiných technik velmi obtížně 
realizovatelné. Ukazuje se, že to je důležitá charakte-
ristika pro kardiomyocyty odvozené z pluripotentních 
kmenových buněk získaných od pacientů postižených 
kardiomyopatickými a dystrofickými poruchami14,15.

Při vlastním použití se mikroraménko pomocí AFM 
skenovacího systému nechá nasednout nad jednotli-
vou buňku nebo klastr buněk (Obr. 4), nastaví se po-
žadovaný přítlak, který pak zpětná vazba AFM systému 
automaticky udržuje. Poté se vypne horizontální skeno-
vací část a sledují se pouze vertikální výchylky raménka,  
na které působí tepající buňky. Výsledný záznam –  
mechanokardiogram – zaznamenává změnu síly pů-
sobící na raménko v čase; jednoduše lze samozřejmě 
vyhodnotit i tepovou frekvenci (Obr. 5), viz také video 
na webu16.

Takto se získá buněčný biosensor na bázi kardio- 
myocytů17, umožňující v reálném čase studium efektů  
regulačních látek, existujících nebo nově vyvíjených 
léčiv či testování kardiotoxicity. Z hlediska robustnosti 
a funkčnosti zařízení jako biosensoru se ukázalo klíčo-
vým neměřit s jednotlivými buňkami rozprostřenými  
na nosném povrchu (2D vrstva), ale použít shluk (klastr) 

mnoha set buněk (3D objekt). Kontakt s raménkem je 
mnohem méně rušivý, protože ovlivní jen pár blízkých 
buněk, experimenty lze typicky realizovat celý den i v ne 
zcela sterilním prostředí AFM zařízení. Je nutné udržo-
vání kultivační teploty a vlhkosti, výměna kultivačního 
média za čerstvé pak umožní provést i více experimen-
tů s jedním klastrem buněk.

Závěr
Mikroraménko jako miniaturní mechanický převod-

ník dokáže v reálném čase a bez nutnosti značení sle-
dovat afinitní interakce na svém povrchu. Díky malým 
rozměrů, produkci pomocí standardních technologií  
z mikroelektroniky je možné na jednom měřícím čipu 
integrovat několik nezávislých převodníků a tak zefek-
tivnit bioanalytické stanovení. Přes řadu demonstrač-
ních prací však tato technologie do praxe zatím nepro-
nikla. Velmi nadějné je ale spojení raménka s biologic-
kými rekogničními systémy, které samy o sobě vyko-
návají pohyb, ať už na molekulární či buněčné úrovni.  
Skoro ideálně se chovala kombinace raménka a srdeč- 
ních buněk – kardiomyocytů, u kterých frekvence a síla 
tepání umožňuje jak lepší charakterizaci onemocnění 
pacientů poskytujících použité buňky, provádění růz-
ných fyziologických studií, tak testování řady látek po- 
užívaných pro léčbu srdečních onemocnění.

Obr. 4: Mikrofotografie raménka (triangulární varianta, obrys 
zdůrazněn přerušovanou čarou) po jeho umístění na shluk 
buněk kardiomyocytů (tzv. „embryonic body” odvozené z plu-
ripotentních lidských kmenových buněk).

Obr. 5: Mechanokardiogram – časový záznam síly, kterou 
působí tepající shluk kardiomyocytů (dle Obr. 4) na mikrora-
ménko. Ukázka vlivu koncentrace vápenatých iontů v měřícím 
médiu na chování kardiomyocytů. Pro vyšší nefyziologické 
koncentrace Ca2+ je dobře patrné zpomalení stahů a nástup 
chaotického chování typického pro arytmie.
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Souhrn
Skládal P., Přibyl J., Pešl M., Rotrekl V.: Nanomechanické biosensory
Mikroraménka, používaná jako flexibilní nosič hrotu u AFM skenovacích technik, jsou představena jako nanomechanický převod-
ník vhodný pro konstrukci biosensorů. Pro afinitní reakce se využívá ohyb raménka v důsledku změny povrchového napětí po vazbě  
komplementárních biomolekul na jedné straně nesoucí ligand; postup je demonstrován na vazbě protilátky na protein A. Jinou možností 
je přímé kontaktní snímání pohybu biologických systémů. Tento přístup byl velmi efektivní ve spojení s tepajícímí kardiomyocyty pro 
vývoj buněčného biosensoru vhodného pro testování látek ovlivňujících srdeční činnost.
Klíčová slova: Mikromechanický biosensor, Afinitní interakce, Kardiomyocyty, Mikroskopie atomárních sil

Summary
Skládal P., Přibyl J., Pešl M., Rotrekl V.: Nanomechanical biosensors
Microcantilevers, used as flexible support for the scanning tip in AFM techniques, are introduced as nanomechanical transducer suitable 
for construction of biosensors. For affinity interactions, the deflection of the cantilever due to the change of surface stress following  
the binding of complementary biomolecules on one side with immobilised ligand; this approach is demonstrated on the interaction  
of antibody with protein A. An alternative application is the direct contact monitoring of mechanically active biological systems. This 
method was quite effectively linked with beating cardiomyocytes in order to develop cellular biosensor suitable for testing of drugs 
modifying heart activity.
Keywords: Micromechanical biosensor, Affinity interaction, Cardiomyocytes, Atomic force microscopy
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Úvod
Tendence mikroorganismů adherovat k biotickým či 

abiotickým povrchům a vytvářet na nich strukturované 
a vysoce organizované společenství – biofilmy, je spoje-
na se změnou fenotypu jednotlivých buněk, jejich zvý-
šenou virulencí a rezistencí k antibiotikům1. Z tohoto 
důvodu je v současné době značné množství pozornos-
ti věnováno nástrojům, které mohou specificky ovlivnit 
tvorbu biofilmu, jeho stabilitu, či strukturu.

Výzkum zaměřený na použití přírodních látek zaujímá 
v této problematice jednu z předních příček2. Přírodní 
látky mohou ovlivňovat tvorbu biofilmu ve všech jeho 
fázích a mohou interagovat také se zralým biofilmem. 
Jsou schopné měnit fyzikálně‑chemické vlastnosti ži-
votního prostředí (např. povrchové napětí), zasahovat 
do struktur obalových vrstev podílejících se na adhezi 
nebo modulovat tvorbu biofilmu na úrovni regulačních 
mechanismů3.

Živočišná říše není tak bohatá na syntézu přírodních 
produktů s anti‑biofilmovou aktivitou, jako je tomu  
u mikroorganismů a rostlin. Přesto takové sloučeniny 
nalezneme, např. solenopsin A, alkaloid z mravence 
Solenopsis invicta narušuje tvorbu biofilmu P. aerugi-
nosa4. Živočišným produktem je i med z kaštanovníku, 
který má schopnost degradovat N‑acyl‑homoserinové 

laktony (signální molekuly gram‑negativních bakterií) 
a je zodpovědný za inhibici tvorby biofilmu u Erwi-
nia carotovora, Yersinia enterocolitica a Aeromonas  
hydrophyla5.

Farmaceuticky velice zajímavým přírodním biopoly-
merem je chitosan, pro objasnění jeho anti‑biofilmové 
aktivity bylo doposud publikováno jen velice omezené 
množství studií6.

Chitosan
Chitosan ((1→4)-2-amino‑deoxy‑β-D‑glukan) je po-

lykationtový polymer se specifickou strukturou a vlast-
nostmi. Obsahuje více než 5000 glukosaminových 
jednotek a komerčně se získává alkalickou deacetylací 
chitinu (Obr. 1), obsaženého ve schránkách korýšů7. 
Deacetylace je vždy uskutečněna jen do určitého stup-
ně (typický stupeň acetylace je menší než 0,35) a ve vý- 
sledku se tedy jedná o kopolymer složený z glukosami-
nu a N‑acetylglukosaminu8.

Chitin, druhý nejrozšířenější polysacharid hned po ce-
lulose, je strukturální biopolymer, který má obdobnou 
funkci jako kolagen u vyšších živočichů a celulóza u su-
chozemských rostlin. Buněčné stěny a septa ascomy-
cetních, zygomycetních, basidiomycotních a deutero-
mycetních hub také obsahují chitin udržující tvar buněk 
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a jejich integritu. Nedávné pokroky v oblasti fermentač-
ních technologií naznačují, že kultivace některých plísní 
např. Aspergillus niger, mohou poskytnout alternativní 
zdroje chitinu, respektive chitosanu10.

Chitosan je nerozpustný ve většině rozpouštědel, 
ale je rozpustný ve zředěných organických kyselinách 
(např. kyselině mravenčí, octové, jantarové, mléčné 
nebo jablečné). Použití chitosanu je omezeno právě 
kvůli jeho nerozpustnosti ve vodě, vysoké viskozitě  
a tendenci ke srážení s proteiny při vysokém pH, proto 
je nyní značné úsilí věnováno přípravě jeho funkčních 
derivátů chemickou modifikací9.

Vyznačuje se jak vynikajícími biologickými vlastnost-
mi, tak svou netoxičností, biokompatibilitou a biode-
gradací, možností cíleného podávání léčiva (aplikace 
jako biodegradabilního nosiče léčiva), protinádorovými 
účinky a podporou absorpce vápníku a železa. Jsou mu 
přisuzovány také hypocholesterolemické a hypolipi-
demické účinky11. Kvůli jeho schopnosti odvádět tuky  
ze zažívacího traktu ještě před jejich zpracováním jsou 
mu přisuzovány redukční účinky, které dosud nebyly 
vědecky prokázány12.

Chitosan může podstoupit mnoho reakcí, jako je 
esterifikace, etherifikace, zesíťování, kopolymeriza-
ce apod. Přítomné aminoskupiny podléhají chemic-
kým reakcím jako je acetylace, kvarternizace, reakce  
s aldehydy a ketony, alkylace, štěpení, chelatace kovů  
a poskytují celou řadu produktů8. Tyto deriváty chi-
tosanu a enzymatické produkty mají díky rozdílným 
fyzikálně‑chemickým vlastnostem různou bioaktivitu  
a žádný z nich nevykazuje všechny výše uvedené biolo-
gické vlastnosti současně11.

Farmaceutické aplikace chitosanu
Chitosan se ve farmaceutickém průmyslu využívá 

nebo využíval jako prostředek pro přímo lisované tab-
lety, dezintegrační činidlo, pojivo, granulační prostředek 
nebo nosič léčiv s retardovaným uvolňováním.

Vzhledem k tomu, že má schopnost vytvářet filmy byl 
navržen také jako biopolymer pro výrobu kontaktních 
čoček sloužících jako bandáž oka po chirurgických zá-
krocích13. Membrány vyrobené z chitosan‑poly(ethylen 
oxidu) mají vhodnou propustnost a vysokou pevnost  
v tahu, proto se nabízí možnost jejich využití při hemo-
dialýze14. U chitosanu byly mimo jiné prokázány též mu-
koadhezivní vlastnosti v důsledku molekulární přitažlivé 
síly vzniklé elektrostatickou interakcí mezi pozitivně na-
bitou molekulou chitosanu a negativně nabitými sliz-
ničními povrchy13.

Antimikrobiální aktivita chitosanu
Antibakteriální aktivitu chitosanu poprvé popsali  

v roce 1979 Allan a Hadwinger15. Závisí na molekulové 
hmotnosti a rozpouštědle, a je nepřímo ovlivněna pH, 
antibakteriální účinky chitosanu se projeví především  
v kyselém prostředí z důvodů jeho špatné rozpustnosti 
nad pH 6,511. Vzhledem k tomu, že molekula chitosanu 
je pozitivně nabitá disponuje vyšší antimikrobiální akti-
vitou než chitin.

Mechanismus antimikrobiálního působení doposud 
nebyl podrobněji popsán, ale předpokládá se, že po-
zitivně nabitý chitosan interaguje s buněčnými mem-
bránami, což vede k jejich narušení a úniku intracelu-
lárních složek z buňky. Chitosan také působí jako che-
latační činidlo, které selektivně váže stopové množství 
kovů (např. Zn, Cu, Co, Mn, Ni, Cd, Pb, Cr) a inhibuje tak 
produkci toxinů (např. aflatoxinů) a mikrobiální růst16, 
aktivuje obranné procesy v hostitelské tkáni, váže vodu 
a interferuje se syntézou mRNA a proteinů9.

Chitosan vykazuje vyšší antibakteriální aktivitu pro-
ti gram‑pozitivním bakteriím (Staphylococcus aureus, 
Bacillus cereus), než proti bakteriím gram‑negativním 
(P. fluorescens, Escherichia coli, Salmonella typhymu- 
rium) v 0,1 % koncentraci. Minimální inhibiční koncen-
trace zjištěné na různých pracovištích se liší v závislosti 
na použité metodě, typu chitosanu nebo pH11. Nicméně 
Zheng a Zhu (2003) studiem antimikrobiálních účin-
ků chitosanů o různých molekulových hmotnostech  
zjistili, že chitosany s nižší molekulovou hmotností 
(<300 kDa) jsou více účinné při aplikaci na S. aureus, 
zatímco jejich antimikrobiální účinek na E. coli je osla-
ben. E. coli je totiž schopna nízkomolekulární chitosan 
utilizovat17.

Chitosan je výjimečný širokým spektrem svého pů-
sobení, jelikož vykazuje antimikrobiální aktivitu nejen 
proti bakteriím ale také proti plísním a kvasinkám.

Antibiofilmová aktivita chitosanu
Ve studii Martineze a kol. (2010)18 bylo prokázáno, 

že aplikace chitosanu na biofilm Cryptococcus neofor-
mans významně snižuje metabolickou aktivitu buněk 
a zabraňuje jejich adhezi k polystyrenovému povrchu. 
Mechanismus účinku chitosanu může u této kvasinky 
spočívat v efektivním rozkladu melaninu, barviva kte-

Obr. 1: Příprava chitosanu z chitinu9
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rým se kvasinky brání vůči působení širokého spektra 
antimikrobiálních látek. Aplikací chitosanu se tedy buň-
ky stanou k těmto látkám více citlivé.

Ve studii Silva‑Dias a kol. (2014)6 bylo po aplikaci chi-
tosanu, prokázáno snížení metabolické aktivity předem 
připraveného biofilmu Candida spp. až o 90 %. SMIC 
(minimální inhibiční koncentrace přisedlých buněk) 
úzce koreluje s citlivostí planktonních buněk, což na-
značuje identický mechanismus působení. Je možné, 
že kladně nabité chitosanové částice interagují s nega-
tivně nabitými buněčnými membránami kvasinek. Sní-
žení buněčného metabolismu kvasinek poté v koneč-
ném důsledku vede k buněčné smrti.

Citlivost kvasinek rodu Candida k chitosanu je v pří-
mé korelaci s jejich povrchovým nábojem. Kupříkla-
du C. albicans a C. glabrata vykazují menší citlivost  
k chitosanu vzhledem ke sníženému výskytu negativ-
ních nábojů na buněčném povrchu. Tuto teorii potvr-
zují obrazy biofilmu ošetřených chitosanem pořízené 
rastrovací elektronovou mikroskopií: kvasinky mají vrás-
čitý povrch zhroucený směrem dovnitř oproti hladkému 
povrchu pozorovaného u kontrolních kvasinek6.

Druhá teorie možného mechanismu ovlivnění biofil-
mu chitosanem zahrnuje jeho pronikání do jádra kva-
sinky, jeho vazbu na DNA a inhibici syntézy RNA se 
zjevnými následky na buněčný metabolismus a roz-
pad biofilmu. Předpoklad zachycení chitosanu v mat-
rici biofilmu vedoucího k zpomalení penetrace, může 
vysvětlit rozdíly mezi SMIC, nicméně koncentrace 
1000 mg/l nízkomolekulárního chitosanu výrazně sni-
žuje přilnavost C. albicans a C. parapsilosis k polystyre-
novému povrchu a narušuje biofilm6.

Nízkomolekulární chitosan je vážným kandidátem pro 
biomateriálové aplikace. Vrstvy chitosanového biopoly-
meru na lékařských zařízeních, která jsou dlouhodobě 
zavedena do těla pacienta (katétry apod.) napomáhají 
zabránění nástupu nejen mykotické infekce6.

Mu a kol. (2014) ve své studii demonstrovali použití 
chitosanu v kombinaci s aminoglykosidovým antibioti-
kem amikacinem při inhibici biofilmu Listeria monocy-
togenes a dalších druhů rodu Listeria19a. Jak již bylo ře-
čeno, antibiofilmový účinek chitosanu do značné míry 
závisí na stupni deacetylace a molekulové hmotnosti.

Mu a kol. (2014) sledovali také vliv molekulové hmot-
nosti chitosanu na míru antibiofilmové aktivity v kom-
binaci s gentamicinem. Biofilmy L. monocytogenes byly 
vystaveny působení chitosanu o molekulové hmotnosti 
3000, 13000 a 18000 Da. Všechny tři směsi chitosan
‑gentamicin účinně snížily obsah vytvořené biomasy 
biofilmu bakterie, přičemž směs obsahující chitosan 
s molekulovou hmotností 13000 byla nejúčinnější. 
Fyzikálně‑chemické vlastnosti tohoto chitosanu umož-
ňují lepší průnik gentamicinu do biofilmu L. monocyto-
genes19b.

Závěr
Chitosan a jeho deriváty mají silné antimikrobiální  

a antibiofilmové účinky a skýtají tak možnost vy-
užití nejen ve farmaceutickém průmyslu, ale také 
v oblasti biomedicíny a potravinářském průmys-
lu. Chitosan je výjimečný nejen širokým spektrem 
svého působení, ale také komplexním mecha-
nismem účinku, z nichž nejzásadnější dílčí mecha- 
nismus spočívá ve schopnosti penetrace do biofilmů  
potenciálně patogenních mikroorganismů, jejich na-
rušení a zpřístupnění působení dalších antimikrobiál- 
ních látek.
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Obr. 2: Biofilm C. parapsilosis zobrazený rastrovací elekt-
rovnovou mikroskopií – povrch katétru 7. den po implantaci  
in vivo. Snímek (A) zobrazuje katétr hustě pokrytý biofilmem 
před expozicí chitosanem, snímek (B) zobrazuje katétr expo-
novaný nízkomolekulárním chitosanem, kde se na povrchu 
katétru nevytvořil souvislý strukturovaný biofilm6.

Obr. 3: Bakterie Listeria monocytogenes zobrazená rastrovací 
elektrovnovou mikroskopií20.
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Souhrn
Paldrychová M., Gharwalová L.: Antibiofilmová aktivita chitosanu
V současnosti se značná část výzkumu věnuje nástrojům specificky ovlivňujícím tvorbu biofilmu, zejména poté aplikaci přírodních látek. 
Živočišná říše není nikterak bohatá na přírodní produkty s anti‑biofilmovou aktivitou, přesto takové látky nalezneme. Přírodní biopolymer 
chitosan disponuje řadou zajímavých vlastností, mezi které patří také antimikrobiální a antibiofilmová aktivita. Mechanismus účinku 
chitosanu spočívá v jeho interakci s negativně nabitými buněčnými membránami, schopností jeho penetrace do mikrobiálních biofilmů  
a jejich zpřístupnění působení jiným látkám s antimikrobiální aktivitou, proto se nabízí také možnost jeho kombinace s antibiotiky.
Klíčová slova: chitosan, chitin, antimikrobiální aktivita, antibiofilmová aktivita

Summary
Paldrychová M., Gharwalová L.: Antibiofilm activity of chitosan
Currently, a considerable part of research is devoted to tools which specifically influence biofilm formation, in particular the application 
of natural substances. Animal kingdom is not too rich in natural products with anti‑biofilm activity, but such substances can be found. 
Natural biopolymer chitosan has a variety of interesting properties, which include also antimicrobial and anti‑biofilm activity. Chitosan 
mechanism of action is represented by interaction with negatively charged cell membranes, ability of penetration into microbial biofilms 
and make them available to action of other substances with antimicrobial activity. Therefore the possible combination of chitosan with 
antibiotics is also offered.
Keywords: chitosan, chitin, antimicrobial activity, anti‑biofilm activity

BIOTECHNOLOGICKÉ ASPEKTY SVĚTLEM INICIOVANÉHO 
SÍŤOVÁNÍ – PIXL  
(Z ANGL. PHOTO‑INDUCED CROSS‑LINKING):  
NOVÉ ALTERNATIVNÍ TECHNIKY PRO STUDIUM 3D 
STRUKTURY PROTEINŮ ČI VZÁJEMNÝCH INTERAKCÍ
Miroslav Šulc, Renata Ptáčková
Mikrobiologický ústav AVČR, v. v. i.; msulc@biomed.cas.cz

Úvod
V každém organismu hrají proteiny mnoho důležitých 

a nezastupitelných rolí (např. katalýza, buněčná signa-
lizace, uskladnění a transport živin, imunita, buněčný 
skelet). Funkce těchto biologických makromolekul  
vždy úzce koresponduje s jejich prostorovou (3D) struk-
turou, která je mimo jiné určena sekvencí polypepti-
dového řetězce tvořeného z 20 standardních proteino-
genních aminokyselin a v jistých organismech rozšířena  
o několik dalších (např. pyrolysin, selenocystein či se-
lenomethionin)1. Translační aparát každého organismu 
zabudovává při proteosyntéze jednotlivé aminokyseli-
ny do řetězce proteinu podle předem daného pořadí 
a nascentní protein může být dalším post‑translačním 

procesem upravován či modifikován, nebo potřebuje 
pro tvorbu své 3D nativní a funkční struktury pomocný 
aparát. Pro řadu proteinů je pro vznik nativní strukturu 
postačující primární sekvence, a proto s pomocí běž-
ných molekulárně genetických metod a bakteriálních 
expresních systémů lze získat DNA templát a následně 
rekombinantní protein o požadované aminokyselinové 
sekvenci.

Pro studium 3D struktury proteinu pomocí alterna-
tivních metodik, např. chemických síťovacích technik, 
nabízí 20 standardních aminokyselin ve svých postran-
ních řetězcích pouze omezený počet chemicky kom-
patibilních/aktivních skupin/možností, které jsou na-
víc omezeny reakčními podmínkami (pH kompatibilní  
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s aktivním proteinem) použitých síťovacích technik, kte-
ré jsou často inkompatibilní s fyziologickými podmín-
kami a stavem studovaného proteinu. Díky inkorporaci 
strukturních analogů aminokyselin do sekvence rekom-
binantních proteinů je nejen možné rozšířit spektrum 
postranních řetězců a jejich počet ve studovaném pro-
teinu, ale návrh a tvorba arteficiálních proteinů přiná-
ší nové možnosti a vlastnosti těmto proteinům (např.  
zvýšení stability, proteolytické odolnosti, modifikace  
enzymové/katalytické aktivity, efektivní regulaci, vne- 
sení biologicky aktivních skupin, stabilisaci funkce, 
vnesení nových proteolytických míst, nebo možnosti 
světlem iniciovaných reakcí). Mezi posledně zmíněné 
techniky studia 3D proteinové struktury a strukturně
‑funkčních stavů s využitím vnesení strukturních analogů 
aminokyselin do proteinové sekvence patří např. svět-
lem iniciované síťování – PIXL (z angl. Photo‑Induced 
Cross‑Linking) nebo FRET (z angl. Fluorescence Reso-
nance Energy Transfer)2,3,4. Zmíněná metodika PIXL je 
v kombinaci s hmotnostní spektrometrií (MS) experi-
mentální technika schopná uřčení vzájemné orientace 
proteinových komplexů v nativním stavu v dostateč-
ně krátkém čase a s relativně nízkým množstvím pro- 
teinů. Cílem techniky je příprava studovaného proteinu 
s inkorporovaným strukturních analogů aminokyselin, 
který po indukci UV‑světlem tvoří reaktivní interme- 
diát schopný tvorby nové kovalentní vazby s interakčním 
proteinem (kvantita tvořených kovalentních komplexů 
statisticky odpovídá přítomnosti daných transientních 
interakcí v reakční směsi). Po separaci komplexů od 
monomerů (např. SDS‑PAGE elektroforesou) a proteo-
lýze síťovaných komplexů (např. trypsinem) analyzuje-

me směs peptidů pomocí LC‑MS s vysokým rozlišením 
(umožňuje identifikaci unikátní kombinace dvou síťo-
vaných peptidů vyhovujících reakčnímu mechanismu 
síťovacího činidla a specifitě použité proteasy). Iden-
tifikaci dvou aminokyselinových postranních řetězců 
v kontaktu u nalezených dvou síťovaných peptidů je 
provedena následnou fragmentační MS/MS analysou 
(sekvenční informace).

Funkce aminoacyl‑tRNA‑synthetas  
v procesu proteosyntesy

Molekula deoxyribonukleové kyseliny (DNA) je no-
sitelkou genetické informace transkribované do infor-
mační ribonukleové kyseliny (mRNA), která dále slouží 
jako templát pro syntézu proteinů v translačním apará-
tu. Přesnost sekvence rostoucího peptidového řetězce 
je zaručena a kontrolována pomocí dvou procesů: (i) 
esterifikace aminokyseliny při její aktivaci (dvoustup-
ňový proces přes aminoacyladenylát) a následná vaz-
ba na odpovídající molekulu transferové ribonukleové 
kyseliny (tRNA) za vzniku aminoacyl‑tRNA katalyzova-
ná odpovídající aminoacyl‑tRNA‑synthetasou (aatRS)5, 
(ii) párování tripletů kodonů mezi mRNA a komple-
mentárními antikodony příslušných molekul aminoa- 
cyl‑tRNA za katalysy ribosomálních komplexů (v přípa-
dě stop kodonu interakce s terminačním faktorem)6. 
První krok je klíčovým bodem inkorporace analogů (ne-
přirozených) aminokyselin do sekvence proteinu. Pro 
každou proteinogenní aminokyselinu existuje ve větši-
ně buněk jedinečná aatRS. Všechny tyto aatRS můžeme 
rozdělit do dvou jasně oddělených strukturních skupin: 
(a) Skupina I – aminoacyluje 2‘-OH skupinu koncové-

Obr. 1: Chemické struktury aminokyselin (a): methioninu (Met), leucinu (Leu) a jejich strukturních analogů pMet a pLeu  
s diarizinovou skupinou. Mechanismus fotoaktivace UV světlem pMet a následná tvorba vysoce reaktivního karbéniového biradi-
kálu schopného tvořit novou kovalentní vazbu nebo terminační produkt, který poskytuje v MS spektru m/z signál o 19.972 m.u. 
nižší hodnoty než vlastní aminokyselina Met (b).
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ho adenosin nukleotidu na 2‘-OH konci korespondují-
cí tRNA, (b) Skupina II – aminoacyluje korespondující 
3‘-OH skupinu)7. Tyto aatRS obsahují: (i) vysoce selek-
tivní vazebné místo pro daný postranní řetězec, a (ii) 
větší povrchovou strukturu zprostředkovávající unikátní 
kontakt a interakci se souborem analogických tRNA ko-
dujících dané residuum (díky degeneraci genetického 
kodu je většina aminokyselin kodována více jak jedním 
kodonem)8. Chybovost dané reakce je pouze 1:10000. 
Některé aatRS (např. L‑Ile:tRNAIle‑ligasa (AMP‑tvořící) 
mají kromě vlastní katalytické aktivity také kontrol-
ní schopnost s možností editace a odstranění tRNA  
v případě chybné acylace (např. menší aminokyseli-
nový postranní řetězec valinu je schopen vazby do ak-
tivního centra a způsobovat vysokou chybovost 1:150,  
a proto druhé přítomné aktivní centrum s hydrolytic-
kou aktivitou je menší bez schopnosti vázat správně 
vázaný izoleucin, ale schopné vázat a odštěpovat chyb-
ně vázaný valin a menší zbytky a tak provádět korekci 
případné špatné acylace tRNA. Tímto postupem je za-
jištěno snížení míry chybovosti až k hodnotě 1:30009. 
Některé aatRS (např. methionin‑tRS) mají více relaxo-
vané vazebné místo pro aminokyseliny, což umožňuje 
vazbu strukturně podobných analogů aminokyseliny  
na korespondující tRNA10. V našich experimentech jsme 
využívali dva fotoreaktivní analogy aminokyselin – foto
‑methionin (pMet, L-2-amino-5,5-azi‑hexanová kyse-
lina, Pierce Biotechnology, USA) a foto‑leucine (pLeu, 
L-2-amino-4,4-azi‑pentanová kyselina) (Obr. 1a) – po-
prvé syntetizované a použité pro studii interaktomu  
v savčích buňkách11.

Postupy inkorporace analogů  
aminokyselin do proteinové sekvence

Dosud byly vyvinuty dva hlavní přístupy inkorpo-
race analogů aminokyselin do proteinové sekvence  
s využitím in vivo translačního systému buněčných sys-
témů: (i) s využitím promiskuity translačního systému 
a přidělení analogu kodujícímu tripletu jedné ze stan-
dardních aminokyselin (např. Met, Pro, Tyr, Phe, Leu, 
Val)12 externě poskytovanému analogu aminokyseliny, 
který částečně nahrazuje přirozenou aminokyselinu  
v proteinové sekvenci a je jí dostatečně strukturně po-
dobný13, (ii) využití extra kodonu pro pyrrolysin (výskyt  
u rodu Methanosarcina), a inkorporace analogu do sek- 
vence proteinu přes orthogonální aatRS a korespon-
dující tRNA jenž je komplementární k terminačnímu 
kodonu (UAG)14. Pro první přístup je možné použít 
běžný expresní kmen E. coli15, ale inhibice (přídavkem 
specifických aminokyselin) nebo inaktivace (použitím 
auxotrofního kmene s deficiencí) biosyntetické dráhy 
inkorporované aminokyseliny výrazně snižují aktuální 
koncentrace přirozené aminokyseliny v buňce a zvyšují 
inkorporaci strukturního analogu této aminokyseliny2 
(obecně přirozené aminokyseliny mají řádově vyšší 
afinitu k přirozeným aatRS). Proto se rekombinantní 
exprese provádějí v limitním minerálním mediu (LM) 
doplněným strukturním analogem. Díky tomu dochází 
k pomalejšímu růstu a nižšímu výtěžku exprimovaného 
proteinu (cca 10-100 mg/L), naproti tomu je vyšší míra 
inkorporace strukturního analogu aminokyseliny2,16. 

Další nespornou výhodou kromě vyššího výtěžku oproti 
využití extrakodonu pro pyrrolisin je jednoduchost, kte-
rou lze operativně přenést do exprese ve větším mě-
řítku s vyšší mírou inkorporace, kterou lze dosáhnout 
úpravou protokolu, složení limitního media či struktur-
ního analogu aminokyseliny17,18.

Strukturní biologie – využití metody PIXL 
(z angl. Photo‑Induced Cross‑Linking)

Jak již bylo řečeno, v minulosti byly syntetizovány 
strukturní analogy dvou přirozených aminokyselin, 
methioninu a leucinu, s přítomnou diazirinovou skupi-
nou v postranním řetězci (pMet a pLeu), která UV svět-
lem (350 nm, cca minuty) indukovanou aktivací posky-
tuje reaktivní intermediáty s krátkým poločasem (vysoce 
reaktivní karbénové biradikály) a schopností síťovacích 
reakcí v blízkém okolí (tvorba nové kovalentní vazby  
do vzdálenosti cca 5Ǻ) nebo v krátkém čase tvořící termi-
nační produkt (Obr. 1 b). Tyto analogy byly použity pro 
komplexní kvalitativní studii řady protein‑proteinových 
interakcí v savčích buňkách11. Naproti tomu v naší labo-
ratoři byla tato metodika adaptována pro rekombinant-
ní expresi v prokaryontním systému E. coli a použita pro 
strukturní in vitro studii protein‑proteinových interakcí 
savčích proteinů. Expresí proteinových nanosond, které 
ve své proteinové sekvenci měly inkorporován struktur-
ní analog aminokyseliny (pMet nebo pLeu) umožnilo 
tvorbu kovalentních protein‑proteinových komplexů 
metodikou PIXL a po rozdělení dle molekulové hmot-
nosti (např. SDS‑PAGE elektroforesou) hmotností spek-
trometrie (MS) bylo schopná po proteolytickém ště-
pení odpovídajícího kovalentního proteinového kom-
plexu identifikovat místa tvorby nové kovalentní vazby 
pMet v interakčním rozhraní (interagující peptidy či 
přímo aminokyselinové zbytky). Tímto způsobem byla 
úspěšně řešena nejen interakce v lipidické membráně 
mezi cytochromem b5 a cytochromem P-450 2B4, ale  
i homodimerického solubilního regulačního proteinu 
14-3-3ζ18,19.

Biotechnologické aspekty PIXL s využitím 
strukturních analogů aminokyselin

Pokusme se srovnat několik dosud studovaných sys-
témů inkorporace pMet z biotechnologického pohle-
du: využitého expresního systému (E. coli BL-21 (DE3) 
GOLD, auxotrofní kmeny), zvolených podmínek expre-
se (LM medium, LM medium s přídavkem aminokyselin 
E. coli) a použitého strukturního analogu aminokyseli-
ny (pMet či pLeu). Jako míru úspěšnosti můžeme zvo-
lit poměr inkorporace strukturního analogu ku vlastní 
aminokyselině, který lze s úspěchem detekovat po pro-
teolytickém štěpení na úrovni peptidů pomocí MALDI
‑TOF MS analýzy (z angl. Matrix Assisted Laser Desorp-
tion/Ionisation – Time Of Flight) jak ilustruje schéma 
mechanismu fotoaktivace diazirinových analogů ami-
nokyselin, která s úspěchem probíhá kvantitativně po-
mocí použitého laseru (N2 laser o vlnové délce 337 nm)  
v iontovém zdroji MS za vzniku terminálního produktu 
(indukce světlem probíhá ve vysokém vakuu iontového 
zdroje MALDI). Míra inkorporace je pak určena jako po-
měr ploch pod píky m/z v MS spektru korespondujících 
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peptidů (s Met či terminační produkt s pMet), jejichž 
hodnota m/z se liší o 19.972 m.u. (z angl. mass unite).

V prvním systému, cytochrom P-450 2B4:cytochrom 
b5 (studovaném v minulosti klasickým přístupem che-
mického síťování)20, byl připraven cytochrom b5 s čás-
tečně inkorporovaným pMet. Tento cytochrom b5 obsa-
huje čtyři Met residua v pozicích 1, 96, 126 a 131, kdy 
právě residua methioninu ve dvou posledně zmíně- 
ných pozicích se nacházejí v transmembránové domé-
ně a tak poskytují jedinečnou možnost studia interakce 
v lipidickém prostředí, které je pro běžně užívaná sí-
ťovací činidla nepřístupná a případná protein‑proteino- 
vá interakce tedy „neviditelná“. Heterologní expresí  
v E. coli BL-21 (DE3) Gold použitím plasmidu pET22b 
s počátečním růstem v LB mediu při 37 °C do  
A600 ~ 0,6. Po důkladném promytí buněk a násled-
ném přenosu do LM media s přídavkem pMet (finál-
ní koncentrace 0,5 – 2,0 mM) a přídavkem kyseliny 
5-aminolevulové (0,5 mM) před iniciací exprese pro-
teinu induktorem isopropyl β‑D-1-thiogalaktopyrano-
sid (1 mM) nebylo po dobu 4 hodin dosaženo více jak  
10 – 20 % inkorporace pMet. Pokud je do LM media 
přidáno šest aminokyselin, které jsou schopny inhi-
bovat biosyntetickou dráhu Met (Leu, Ile, Val, Thr, Lys, 
Phe) výsledek MALDI‑TOF měření inkorporace pMet 
překvapivě značně vzroste (po 1 hodině exprese je při-
bližně 70 %) a pak s časem postupně klesá k hodnotě 
30 – 40 % po 4 hodinách exprese jak ilustruje obrázek 
časového průběhu MALDI‑TOF MS dvou monitorova-
ných peptidů (Obr. 2a a 2 b). Pokles míry inkorporace 
indikuje růst celulární hladiny endogenního Met schop-
ného soutěžit s pMet o aktivní místo L‑Met:tRNAMet 

ligasy (AMP‑tvořící) a průběh tohoto poklesu časově 
koresponduje s časem aktivace biosyntetických drah 
(cca 1,5 hodiny), které jsou „suprimovány“ v nutričně 
bohatém mediu21. Přičemž je míra inkorporace struk-
turního analogu úměrná jeho koncentraci v LM mediu 
(Obr. 2a odpovídá koncentraci pMet 0,5 mM a Obr. 2 b 
koncentraci 2,0 mM).

Druhým studovaným systémem byl lidský regulační 
protein 14-3-3ζ, který vytváří homodimerický komplex 
studovaný řadou přístupů v minulosti22. Při rekombi-
nantní expresi tohoto proteinu, který obsahuje 7 methi-
oninových a 24 leucinových residuí ve své proteinové 
sekvenci, bylo srovnáno použití strukturních analogů 
pMet a pLeu, a také použité expresní systémy: E. coli 
BL-21 (DE3) Gold a dvou auxotrofních kmenů E. coli 
B834 Δmet a E. coli K-12 Δleu. Téměř 60 % inkorpora-
ce pMet bylo dosaženo v LM mediu s přídavkem šesti 
aminokyselin (Leu, Ile, Val, Thr, Lys, Phe) po dvouho-
dinové expresi, obdobně jako v případě cytochromu 
b5. Naproti tomu použití auxotrofního kmene zajistilo 
téměř kompletní inkorporaci pMet (Obr. 2c). Zdánlivě 
překvapivé výsledky byly získány při produkci 14-3-3ζ 
proteinu s inkorporací pLeu v analogických podmín-
kách (produkční organismus auxotrofní kmen E. coli 
K-12 Δleu). Byly získány velice nízké výtěžky exprimo-
vaného rekombinantního proteinu a hodnota inkorpo-
race pLeu nedosahovala ani v jednom případě více jak 
5 %23. Tento výsledek může souviset pravděpodobně  
s katalytickou podobností L‑Leu:tRNALeu ligasy (AMP
‑tvořící) a popsaným chováním L‑Ile:tRNAIle‑ligasy 
(AMP‑tvořící), kde kromě katalytického místa existuje  
i druhé aktivní místo s hydrolytickou opravnou aktivitou, 

Obr. 2: Hmotnostní spektrum chymotryptických peptidů cytochromu b5, znázorňující závislost poměru intenzit peptidů 
obsahujících pMet/Met na době exprese proteinu 1-4 hodiny, při koncentraci pMet v mediu 0.5 mM (a) a 2.0 mM (b). 
Signály peptidů Ser93–Trp110 (a1,b1) o hodnotě m/z 2081.9854 a Ile80–Trp110 (a2,b2) o hodnotě m/z 3555.7794 cytochromu b5, 
obsahující pMet nebo Met odpovídají zobrazeným signálům m/z a jejich rozdíl hodnot je 19.972 m.u. (□ – peptid obsahující pMet 
a ○ – peptid obsahující Met). Hmotnostní spektra tryptického peptidu Glu159-Arg167 proteinu 14-3-3ζ o hodnotě m/z 1108.5568 
(□ – peptidy obsahující pMet a ○ – peptidy obsahující Met) před indukcí (0 hodina) a po 2 hodinách exprese proteinu a jejich zá-
vislost na použitém produkčním kmenu v LM mediu: E. coli BL-21 (DE3) Gold (c1) a auxotrofního kmene E. coli B834 Δmet (c2).



83Ročník 26	 Bioprospect č. 4/2016

která může být zodpovědná za nízkou míru inkorporace 
a tedy odlišným chováním a katalytickými schopnostmi 
než methionyl‑tRS9.

Závěr
Presentované výsledky inkorporace strukturních ana-

logů do proteinové sekvence během rekombinantní 
exprese v prokaryontním systému E. coli representují 
příklad úspěšné aplikace biotechnologického postupu, 
který je schopný poskytnout optimální nástroj pro stu-
dium proteinové struktury nebo protein‑proteinových 
interakcí pomocí metodiky PIXL. Tato unikátní a řádo-
vě rychlejší metodika je skvělou alternativou klasické-
mu chemickému síťování, protože není determinována  
reakčním mechanismem a velikostí použitého síťova-
cího činidla, reakčními podmínkami síťovací reakce,  
reakce může probíhat i v prostředí lipidické membrá-
ny v krátkém čase a v případě žádné interakce reak-
tivní intermediát rychle terminuje na stabilní produkt. 

Naše výsledky ukazují, že oba testované strukturní 
analogy se v míře inkorporace do proteinu značně liší  
(pMet >> pLeu). Současně použitím různých podmí-
nek a expresních systémů lze úspěšně dosáhnou různé 
míry inkorporace pMet do proteinové struktury (auxo-
trofních kmenů E. coli B834 Δmet v LM mediu > E. coli 
BL-21 (DE3) Gold s přítomnými aa (Leu, Ile, Val, Thr, 
Lys, Phe) v LM mediu > E. coli BL-21 (DE3) Gold v LM 
mediu). Nicméně pro detailní pochopení všech regu-
lačních mechanismů a další biotechnologické využití 
bude potřeba ještě dané systémy dále studovat a tes-
tovat, tak abychom byli schopni využít potenciál vnese-
ní nejen jednoho strukturního analogu aminokyseliny 
(pMet) do proteinové sekvence během rekombinantní 
exprese.
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Souhrn
Šulc M., Ptáčková R. : Biotechnologické aspekty UV‑světlem iniciovaného síťování – PIXL (z angl. Photo‑Induced Cross‑Linking): nové 
alternativní techniky pro studium 3D struktury proteinů či vzájemných interakcí
Studium proteinů a zvláště jejich 3D struktury či protein‑proteinových interakcí hraje v dnešním biochemickém výzkumu nezanedbatel-
nou roli. Řada alternativních metod tohoto výzkumu (např. PIXL, FRET) využívá biotechnologické postupy pro zavedení nepřirozených 
aminokyselin či jejich strukturních analogů do proteinové sekvence během jejich rekombinantní přípravy. Předkládaná práce uvádí 
několik biotechnologických přístupů inkorporace foto‑methioninu (pMet, L-2-amino-5,5-azi‑hexanová kyselina) do sekvence dvou mo-
delových savčích proteinů.
Klíčová slova: světlem iniciované síťování, foto‑methionin, diaziriny

Summary
Šulc M., Ptáčková R. : Biotechnological aspects UV‑light induced cross‑linking – PIXL (Photo‑Induced Cross‑Linking): novel alternative 
technique to study 3D protein structure or their mutual interactions
The study of proteins and especially their 3D structure or protein‑protein interactions plays significant role in contemporary biochemical 
research. Many alternative methods of the research (e.g. PIXL, FRET) employing different biotechnology techniques to introduce the 
non‑natural amino acids or their structural analogues within protein sequence during its recombinant expression. This study presents 
several biotechnology approaches to introduce photo‑methionine (pMet, L-2-amino-5,5-azi‑hexanoic acid) into the sequence of two 
model mammalian proteins.
Keywords: Photo‑Induced Cross‑Linking, photo‑methionine, diazirines
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Úvod
Zpráva českého národního monitorovacího střediska 

pro drogy a závislost (NMS) pro rok 2014 ukazuje, že 
počet uživatelů drog je v rozmezí roku 2003 až 2014 
stabilní1. Nicméně užívání drog je spojeno s vážnými 
zdravotními a sociálními důsledky a často bývá spojeno 
s navazující trestnou činností. Jen přímé výdaje na pro-
tidrogovou politiku v České republice1 činily v roce 2014 
1,25 mld Kč. Alarmující je fakt, že tato problematika se 
netýká pouze aktivních uživatelů drog, ale v některých 
případech také dětí, které byly vystaveny drogám v pre-
natálním období.

V posledních letech také dochází na drogové scéně 
ke zvýšenému výskytu nových syntetických drog (NSD). 
Nárůst NSD je patrný od roku 2010 a vyšší míra zkuše-
nosti s těmito látkami se objevuje především u účast-
níků tanečních “párty“ a problémových uživatelů. NSD 
jsou látky, které napodobují účinky běžně užívaných 
drog, nicméně mají odlišnou chemickou strukturu. 
Jejich účinky mohou být velmi různé, nicméně velmi 
často se jedná o látky stimulační či halucinogenní, syn-
tetické kanabinoidy, či látky se sedativním účinkem.  
Dle dostupných informací bylo v roce 2014 registrováno 
22 různých NSD, z toho 13 látek se v ČR objevilo vůbec 
poprvé a v případě 2 látek šlo vůbec o první zachycení 
v zemích EU1.

Významným problémem provázející nárůst výskytu 
NSD je nedostatečně známý účinek těchto látek, velmi 
malé povědomí o možných interakcích s dalšími lát-
kami běžně užívanými společně s NSD (alkohol, ma-
rihuana, extáze a další), či zhodnocení jejich adiktivní-
ho potenciálu. Jako klíčová oblast pro rozvoj závislostí 
je popsán mezolimbický dopaminergní systém a to 
především nucleus accumbens2, kdy v rámci odměny  
dochází ke zvýšení dopaminergní transmise (např. při 
sexuální aktivitě či při příjmu potravy). Jako příklad ovliv-
nění dopaminergní transmise a její vliv na chování lze 
uvést morfinem indukovaný nárůst dopaminu v nucleus  
accumbens3. Nicméně na systému odměn se mohou 
částečně podílet také jiné dráhy v CNS jako nigrostria-
tální a mesokortikální4.

Z důvodů již dříve zmíněných tedy vyplývá, že je nut-
né pokračovat ve výzkumu s důrazem na využití citli-
vých metod, schopných měřit rychlé změny metabolitů 
v širším časovém horizontu zahrnujícím jak akutní fázi 
po podání drogy, tak i chronické změny po chronickém 
opakovaném užívání a případně i v průběhu rozvoje zá-
vislosti. Mimo jiné dlouhodobým cílem má být zdoko-

nalení metodických přístupů a rozšíření poznatků s vy-
užitím animálních modelů drogové závislosti, což může 
výrazně přispět k pochopení účinku NSD na následné 
strukturální i funkční změny.

Experimentální část

Experimentální zvířata
Samice potkanů Wistar (AnLab, Praha; stáří 4 měsíce, 

váha 250-300 g) byly připuštěny na počátku estrogen-
ního cyklu. Březí samice byly rozděleny do dvou skupin: 
MA exponované skupině byl po celou dobu gestace po-
dáván MA (5 mg/kg/den); kontrolní skupině byl stej-
ným způsobem podáván fyziologický roztok. Z potom-
ků samic obou skupin byli vybráni jen samci a v 90. den 
po narození byl započat mikrodialyzační experiment.

Veškeré manipulace se zvířaty byly prováděny podle 
směrnice Evropské unie (86/609/EU) a Národní komi-
se pro chov laboratorních zvířat. Všechny experimenty 
byly schváleny etickou komisí.

Mikrodialýza
Ve věku 90 dnů byli potkani uvedeni do celkové  

anestezie injekcí ketamin/xylazin (2 mg/kg; 0.5 mg/ 
/kg) a pomocí stereotaktického aparátu (o souřadnicích  
AP-1.6, ML ± 1.5, DV-7.3) jim byla chirurgicky imple- 
mentována mikrodialyzační kanyla MAB 4.15 IC  
(Agn Tho’s AB, Švédsko). Po 7 dnech, když se zahoji-
la rána na hlavě, byli potkani uvedeni do halotanové 
anestezie a do kanyly byla zavedena mikrodialyzační 
sonda MAB 4. 15. 2.Cu s polopropustnou kuprofáno-
vou membránou (délka membrány: 2 mm, propustnost 
membrány: látky do velikosti 6 kDa). Sonda nacházejí-
cí se v NAc byla promývána artificiální cerebrospinální  
tekutinou (ACSF) o průtoku 2 μl/min. Vzorky byly ode-
bírány v 20 minutových intervalech do mikrozkumavek 
obsahujících 15 μl 0,1 M HCl a 10 pg vnitřního standar-
du (deuterovaný standard – DA.HCl‑d4).

HPLC‑ESI‑MS/MS analýza
Odebrané vzorky byly primárně koncentrovány lyofi-

lizací (Labconco Free Zone (USA)) po dobu 12 hodin 
při teplotě -47 °C a tlaku 9 kPa. Lyofilizovaný vzorek byl 
rozpuštěn v 10 µl methanolu.

Pro HPLC separaci látek byla použita kolona Gemi-
ni C18 (zrnitost stacionární fáze 5 μm, rozměry kolony  
150 x 2 mm; Phenomenex USA) s předkolonkou Ge-
mini C18 a gradientové složení mobilní fáze (fáze A –  
vodný roztok kyseliny octové o pH 2; fáze B – methanol) 
o průtoku 150 μl/min. Gradient měl následující průběh: 
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5 % B (3 min) → 30 % B (lineární nárůst během 2 min) 
→ 30 % B (10 min) → 5 % B (lineární pokles během  
1 min) → 5 % B (4 min). Objem vzorku nastřikovaný na 
kolonu byl 5 μl. Byla použita elektrosprejová ionizace  
v positivním (pro detekci DA a 3-MT) i negativním módu 
(pro detekci HVA a DOPAC). Analýza látek7 byla pro-
váděna v SRM módu (Selective Reaction Monitoring). 
Kolizně indukované reakce (Tabulka 1) byly monitoro-
vány na hmotnostním spektrometru TSQ Vantage. Pod-
mínky hmotnostního spektrometru byly optimalizovány 
na následující parametry: tlak kolizního plynu (argon)  
1 mTorr, napětí na sprejovací jehle ±3000 V, teplota 
nosného plynu (dusík – tlak 40 psi) 350 °C, tlak po-
mocného plynu (dusík) 20 arb, teplota vstupní kapiláry 
350 °C.

Diskuze
Mikrodialýza je řadu let úspěšně používána v experi-

mentálních studiích a také v klinické praxi pro monito-
rování chemických změn v CNS i na periférii5. Potenciál 
této metody byl v posledních letech výrazně posílen6,7 
díky vysokoúčinné kapalinové chromatografii s hmot-
nostní spektrometrií (HPLC‑MS). V důsledku kombi-
nace uvedené analytické metody s MD je v současné 
době možné monitorovat i velmi dynamické procesy  
v diskrétních oblastech mozku a navíc registrovat i mi-
nimální změny v koncentracích metabolitů.

Řadu let je MD používaná pro mapování neurotrans-
miterů ve výzkumu závislostí8,9. Velkou výhodou získání 
vzorků pomocí MD je možnost mapování těchto změn 
jak na anestezovaném zvířeti, tak i na volně pohybli-
vém5,9. Několik experimentálních studií2,3,10 ukázalo,  
že v důsledku podání drogy dochází k markantním  
a velmi dynamickým změnám především v hladinách 
dopaminu a jeho metabolitů. Navíc tyto neurochemic-
ké změny byly asociované s výraznou změnou v cho- 
vání experimentálních zvířat3,11.

Nicméně slabou stránkou celé řady takových experi-
mentálních prací je jejich zaměření často jen na neuro-
transmitery a jejich primární metabolity, zatímco me-
tabolity samotných drog dost často zůstávají opome- 
nuty. Toto zkresluje celkovou představu o účinku drog 
na neuronální metabolismus, a proto stále není k dis-
pozici jasná představa, co stojí za dlouhodobými změ-
nami funkcí toho či jiného neurotransmiterového systé-
mu4,10 a jak by měla vypadat případná terapie.

Další výzvou je možnost mapování změn spojených 
s perinatální expozicí drog. V předchozích letech byla 
vyvinuta přesná metodika na stanovení obsahu do-
paminu a jeho metabolitů (dopamin, kyselina homo-
vanilová, 3-methoxytyramin, kyselina 3,4-dihydroxy-
fenyloctová) v mikrodialyzátu získaného z potkaního 
mozku12. Zde se nám podařilo pozorovat koncentrační 
změny v čase až na úrovni pikogramů v mililitru mik-
rodialyzátu12 s vysokou přesností. Potenciál vyvinutého 
analytického přístupu byl dále využit ve studii zabývají-
cí se vlivem prenatální expozice metamfetaminu (MA)  
u mláďat potkana (in utero) na hladinu dopaminu  
a jeho metabolitů v dospělosti přímo v nucleus accum-
bens13. Na základě našich poznatků metabolického ma-
pování v nezralém mozku6 můžeme tvrdit, že perinatál-
ní expozici drog má přetrvávající vliv na dopaminergní 
neurotransmisi a zvýšenou citlivost v dospělosti11,13 (Obr. 
1). Výsledky získané již zmiňovanou metodikou dále 
ukázaly změny v hladinách neurotransmiterů v nucleus  
accumbens u modelu deprese vyvolané čichovou bul-
bektomií u potkana14. Oproti kontrolní skupině zvířata 
po prodělání bulbektomie vykazovala nižší bazální hla-
diny dopaminu a serotoninu, nicméně MA indukoval 
silnější odpověď jak u dopaminu, tak i serotoninu14.

V rámci výzkumu NSD byla tato metodika použita pro 
vyhodnocení účinku 4-brom-2,5-dimethoxyphenethy-
laminu (2C‑B) na dopaminergní systém v nucleus ac-
cumbens u potkana15. Podání 2C‑B mělo za následek 
zvýšení koncentrace dopaminu a snížení 3,4-dihydroxy-
fenyloctové kyseliny15, což ukazuje podobný trend jako 
u MA13. Z našeho pohledu by mapování metabolických 
změn v průběhu intoxikace mohlo vést k vytvoření srov-
návací databáze metabolických odpovědí na podání 
vybraných referenčních drog v různých koncentracích. 
Tato databáze by tak mohla výrazně přispět k predik-
ci účinků a adiktivního potenciálu NSD a tím urychlit  
odpověď na jejich výskyt.

Závěr
Možnost využití citlivé metody schopné měřit rychlé 

změny metabolitů a neurotransmiterů v různých cílo-
vých strukturách mozku v širším časovém období otvírá 
možnost získat velmi cenné poznatky ve výzkumu drog 
a závislostí. Kombinace MD a HPLC‑MS tedy může po-
moci velmi výrazně k objasnění biochemických změn 
probíhajících v tkáni v průběhu intoxikace, ale i v přípa-

Tabulka I: Parametry hmotnostně spektrometrické analýzy pro dopamin a jeho metabolity

Analyt Ionizace Kvadrupól Q1
m/z (Da)

Energie CID
(eV)

Kvadrupól Q3
m/z (Da)

DA.HCl ESI+ 137 24 120

DA.HCl‑d4 ESI+ 141 24 123

3-MT.HCl ESI+ 168 21 151

HVA ESI- 181 17 122

DOPAC ESI- 167 15 122
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dě rozvoje závislosti či v průběhu abstinenčních přízna-
ků. Předpokládáme tedy, že na základě metabolického 
mapování bude možno dostatečně predikovat účinky 
NSD a jejich adiktivní potenciál.

Základní zmapování změn metabolitů v průběhu roz-
voje závislosti a v průběhu odvykací léčby může mít  

i významný klinický potenciál při využití tzv. reverzní  
mikrodialýzy. Kdy pomocí mikrodialyzační sondy mo-
hou být podávány velmi cíleně do konkrétních oblas-
tí mozku průběžně léčiva. Z hlediska závislosti by se 
mohlo jednat o mikrodávky látek (např. dopaminu)  
s cílem postupně normalizovat metabolický profil bě-

Obr. 1: Hormí část: Dopamin a jeho základní metabolity a jejich HPLC chromatogram. Spodní část: Průběh koncentrace DA a jeho 
metabolitů v průběhu experimentu po ablikaci MA. Koncentrace DA (A) a jeho metabolitů 3-MT (B), HVA (C) a DOPAC (D) v NAc 
před a po aplikaci akutní dávky metamfetaminu. Průměrné koncentrace naměřené u potkanů, kteří byli prenatálně exponovaní 
MA, jsou vyznačené jako světlé čtverečky. Průměrné hodnoty pro kontrolní skupinu potkanů jsou v grafu značeny jako tmavé 
čtverečky.
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hem odvykání či v dalších případech u dětí prenatálně 
vystavených MA.
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Souhrn
Uttl L., Vondráková K., Zlámalová E., Tsenov G., Kačer P.: Metabolomické mapování jako nástroj k porozumění molekulární 
podstaty závislosti a ke zjištění adiktologického potenciálu nových syntetických drog
Mikrodialýza (MD) v kombinaci s vysokoúčinnou kapalinovou chromatografií a hmotnostní spektrometrií (HPLC‑MS) je úspěšně využí-
vána k metabolomickému mapování dynamických změn v mozku. Potřeba využití těchto metod vzrůstá s rozvojem nových syntetických 
drog (NSD), kdy je nutné na jejich výskyt velmi rychle reagovat a určit jejich případnou nebezpečnost a jejich adiktivní potenciál. Z uve-
deného důvodu by tato metodika mohla v budoucnu sloužit jako prediktivní nástroj pro určení nebezpečnosti NSD na základě metabo-
lických změn v průběhu intoxikace. Dovolujeme si odhadnout, že tato metoda má vysoký potenciál pro rozšíření znalostí nejen o účinku 
nových syntetických drog (NSD) a molekulární podstatě rozvoje závislosti, ale může také posloužit k vývoji nových léčebných postupů.
Klíčová slova: mikrodialýza, HPLC‑MS, závislost, nové syntetické drogy, metabolomika

Summary
Uttl L., Vondrakova K., Zlamalova E., Tsenov G., Kacer P: Perspectives in the metabolomic mapping of addiction potential  
of new synthetic drugs
In the past decades, the requirement for in vivo detection of diverse chemical substances has increased due to development of new 
synthetic drugs with an unknown impact on brain metabolism. Microdialysis in combination with high‑performance liquid chromato-
graphy and mass spectrometry (HPLC‑MS) is an efficient tool for monitoring dynamic biochemical changes in the brain. Hence, it could 
be used for dissecting the mechanism of action of newly appearing synthetic abusive drugs and processes involved in the development 
of drug addiction. Moreover, it can be optimized for diverse compounds and biological tissues and utilized, for example, for testing  
of novel therapeutical approaches.
Keywords: microdialysis, HPLC‑MS, drug addiction, new synthetic drugs, metabolomic
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Úvod
Prolin je jedinečná aminokyselina. Je jedinečná svoji 

strukturou a má velmi rozmanité funkce. Zajímavos-
tí například je, že je nejvýznamnější aminokyselinou  
obsaženou v medu. Jeho obsah je důležitý pro urče-
ní vyzrálosti a pravosti medu. V posledních letech je 

o výzkum metabolismu prolinu a jeho zapojení v ob-
lasti výživy a metabolických poruch stále větší zájem. 
Nově získané informace ukazují, že se prolin zapojuje 
do celé řady biochemických a fyziologických procesů 
u živočichů i u rostlin. Tato výjimečná aminokyselina 
může například fungovat jako signalizační molekula  
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při stresu či jako osmoprotektant, který pomáhá rostli-
nám přečkat období sucha. Může fungovat i jako senzor 
buněčného energetického stavu či zdroj pyrrolin-5-kar-
boxylátu (P5C) účastnícího se redoxních reakcí u celé 
škály organismů1,2,3. Různé role a zapojení této amino-
kyseliny v metabolismu vyšších organismů se čtenáři 
pokusíme nastínit v následujícím textu.

Prolin – neobvyklá aminokyselina
Jako první byla tato aminokyselina izolována v roce 

1900 německým chemikem Richardem Willstätterem. 
Jako jedna z mála aminokyselin byl prolin izolován ještě 
před jeho objevením jako produkt hydrolýzy proteinů4.

Prolin, jehož systematický název je pyrrolidin-2-kar-
boxylová kyselina, je kódovaná, neesenciální, hydro- 
fobní aminokyselina s výjimečnou konformační sta-
bilitou. Díky jeho struktuře jsou jeho vlastnosti v po-
rovnání s ostatními aminokyselinami rozdílné. Prolin, 
jako jediná proteinogenní aminokyselina, nemá volnou  
primární aminoskupinu, ale obsahuje postranní řetězec 
v podobě cyklu (Obr. 1)5.

Díky své struktuře je přítomnost prolinu v bílkovinách 
neslučitelná s některými sekundárními strukturami.  
V α‑helixu se nevyskytuje. Naopak tvoří specifické helixy 
vyskytující se v kolagenu a je častý v β‑ohybech. Díky 
své iminoskupině je totiž prolin schopný tyto struk-
tury stabilizovat v nevýhodné cis konfiguraci, která je  
pro tyto struktury nezbytná4,5.

Metabolismus prolinu v eukaryotních 
buňkách

Prolin vzniká v organismech několika biosyntetic-
kými drahami (Obr. 2). Jednou z výchozích látek je 
glutamát, jehož cyklizací pomocí enzymu Δ1-pyrrolin-
-5-karboxylátsynthetasy (P5CS; EC 2.7.2.11/1.2.1.41) 
a následnou redukcí pyrrolin-5-karboxylátreduktasou 
(P5CR; EC 1.5.1.2) vzniká L‑prolin. Alternativně vzniká 
prolin z ornitinu, popřípadě argininu. V tomto případě 
je arginin enzymem arginasou (EC 3.5.3.1) přeměňo-
ván na ornitin, který je následně konvertován na pyr- 
rolin-5-karboxylátovou kyselinu za působení enzymu 
ornitin‑δ-aminotransferasy (δOAT; EC 2.6.1.13). Ta je 
poté redukována opět pomocí P5CR na prolin. Míra 
zastoupení jednotlivých syntetických drah se u různých 
organismů liší. U většiny savců jsou například dráhy 
využívající glutamát a arginin víceméně rovnocenné. 
Výjimkou jsou některé šelmy (kočky, fretky), které po-
strádají P5CS a mohou prolin syntetizovat pouze z ar-
gininu. Opakem jsou ptáci, kteří mají jen velmi malou 
aktivitu arginasy, a proto je u nich schopnost konver-
tovat arginin na prolin velmi malá. U vyšších rostlin se  
za primární metabolickou dráhu považuje dráha vy- 
užívající jako substrát glutamát6.

V degradaci prolinu se organismy mezi sebou moc 
neliší. Vzhledem k tomu, že je primární dusík prolinu 
uzamčen v pyrrolidinovém kruhu, nemůže být pro-
lin substrátem pro běžné degradační enzymy půso-
bící na ostatní aminokyseliny, jako jsou transaminasy, 
dekarboxylasy či racemasy. Místo toho je tento první 
degradační krok v metabolismu prolinu katalyzován 
speciálním enzymem, prolindehydrogenasou (PDH;  
EC 1.5.99.8), která dokáže otevřít pyrrolidinový kruh. 
Prolin je působením PDH přeměněn zpět na pyrrolin-
-5-karboxylátovou kyselinu. Během tohoto degradační-
ho kroku dochází zároveň k tvorbě reaktivních forem 
kyslíku (ROS), které se následně zapojují do celé řady 
buněčných procesů. Prolindehydrogenasa musí být 
tedy ze všech enzymů účastnících se prolinového meta-
bolismu nejpřísněji regulována, a to jak na úrovni genu 
tak i na katalytické úrovni. P5C, produkt vzniklý z pro- 
linu působením PDH, je dále metabolizován působe-
ním Δ1-pyrrolin-5-karboxylátdehydrogenasy (P5CDH; 
EC 1.5.1.12) na původní glutamát1,7.

Úloha prolinu v lidském těle
Asi nejvýznamnější funkci v lidském těle zastává  

prolin v kolagenních strukturách. Prolin přítomný v ko- 
lagenu může být působením dvou enzymů prokola- 
gen‑prolin‑dioxygenasou (EC 1.14.11.2) a prokolagen
‑prolin-3-dioxygenasou (EC 1.14.11.7) přeměněn na 
3- popřípadě 4-hydroxyprolin. Přítomnost hydroxypro-
linu kolagenové struktury ještě více stabilizuje v poža-
dované konformaci. Hydroxyprolin je, stejně jako pro-
lin, chemicky i biochemicky jedinečná aminokyselina. 
Tyto dvě aminokyseliny představují společně asi jednu 
třetinu všech aminokyselin tvořících kolagenové protei-
ny, které tvoří přibližně 30 % všech proteinů člověka. 
Vzhledem k tomu je syntéza prolinu mezi všemi ami-
nokyselinami v lidském těle nejvyšší6. 8. Díky nezbytné 
přítomnosti prolinu a hydroxyprolinu v kolagenu jsou 

Obr. 1: Strukturní vzorec prolinu.

Obr. 2: Zjednodušený model metabolismu prolinu. Pro-
lin může vznikat z glutamátu a ornitinu, popřípadě argininu.  
V prvním případě je glutamát přeměňován na prolin enzymy 
P5CS a P5CR. Meziproduktem této reakce je P5C, který je zá-
roveň i společným meziproduktem pro dráhu argininovou/or-
nitinovou. V této dráze je arginin nejprve přeměněn na ornitin 
působením arginasy a následně pomocí δOAT pak na již zmí-
něný P5C. Ten je poté přeměněn stejnou cestou přes enzym 
P5CR na konečný prolin. P5CS – Δ1-pyrrolin-5-karboxylát-
synthetasa (EC); P5CR – pyrrolin-5-karboxylátreduktasa (EC); 
P5C – pyrrolin-5-karboxylová kyselina; PDH – prolindehyd-
rogenasa; P5CDH – Δ1-pyrrolin-5-karboxylátdehydrogenasa; 
δOAT – ornitin‑δ-aminotransferasa.
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tyto dvě aminokyseliny životně důležité pro správnou 
funkci kloubů a šlach a tím i pro správnou funkci celého 
pohybového aparátu.

Kromě své role ve složení kolagenu má prolin úlohu  
v mnoha dalších buněčných pochodech. Bylo zjištěno, 
že prolin a meziprodukt jeho syntézy P5C regulují geno-
vou expresi a zasahují do některých buněčných signál-
ních drah. Prolin i hydroxyprolin fungují též jako „zhá-
šeči“ volných radikálů. Tato antioxidační vlastnost může 
vysvětlovat, proč se jejich koncentrace výrazně zvyšuje 
během reakce na buněčný oxidační stres. Dále prolin 
napomáhá správné činnosti srdečního svalu a do jisté 
míry i zabraňuje ateroskleróze. Jeho přítomnost v krvi 
totiž ovlivňuje lipoprotein (a). Lipoprotein (a) „přináší“ 
při reparaci a hojení ran do poškozeného endotelu li- 
pidy jako substráty při hojení. Ale tím paradoxně při-
spívá k ukládání dalších a dalších lipidů do ateroskle-
rotického plátu, který následně způsobí aterosklerózu. 
Pokud je ale v krvi vyšší koncentrace volného prolinu 
a další aminokyseliny lysinu, lipoprotein (a) se váže 
přednostně na ně a tím nedochází k jeho nadměrnému 
ukládání na stěnu poškozených cév9,10,11.

V roce 2012 Liu et al. a Phang et al. ukázali, že prolin 
hraje důležitou roli v rakovinném bujení. Byl zaveden 
pojem „parametabolická regulace“, který pojednává 
o „přeprogramování“ metabolismu různých neesen- 
ciálních aminokyselin v nádorových buňkách. Zjedno-
dušeně řečeno, pro tyto pochody nejsou jako hlavní 
molekuly potřebné „hotové“ aminokyseliny. Význam-
ná je hlavně jejich syntéza a degradace. Tyto procesy  
poskytují důležité meziprodukty, které jsou nezbytné 
pro optimální funkci a regeneraci spřažených meta-
bolických drah. Vzájemné přeměny prolinu, argininu 
a glutamátu jsou v tomto směru jednou z hlavních  
a do jisté míry modelových drah, které májí význam  
v různých nutričně stresových situacích. Například proto
‑onkogen c‑MYC, který je významně přítomen v mnoha 
typech lidských nádorů, výrazně zvyšuje množství en-
zymů prolinové syntézy z glutamátu. Objasnění těchto 
parametabolických regulací by mohlo vést k identifikaci 
nových cílů léčby rakoviny12,13.

Z výše uvedeného je zřejmé, že prolin a jeho meta-
bolismus hrají v lidském těle i u dalších živočichů velice 
významnou roli. Nedostatek této aminokyseliny a cel-
kově narušení prolinového metabolismu může způso-
bit celou řadu problémů, jako je poškození měkkých 
tkání v důsledku malého množství kolagenu a s tím 
spojené pomalejší hojení ran, vyšší riziko ateroskle- 
rózy či narušení dalších metabolických drah, které jsou 
s metabolismem prolinu propojené.

Rostliny a prolin
Rostliny, na rozdíl od živočichů, kolagen neobsahují. 

Je tedy prolin pro rostliny nějak důležitý? Rostliny se 
mezi sebou v obsahu této aminokyseliny za běžných 
podmínek příliš neliší. Hladina prolinu však není u rost-
lin vždy konstantní a stejně jako u živočichů, v průbě-
hu jejich vývoje různě kolísá a mění se. Již na počátku  
80. let bylo zjištěno, že rostlina musí za účelem své-
ho normálního vývoje akumulovat prolin. V porovnání  
s vegetativními pletivy bylo velké množství prolinu na-
lezeno v reprodukčních orgánech různých druhů rostlin. 
Hladina této aminokyseliny významně kolísá při tvorbě 

listů. Zatímco ve zralých listech je prolinu v porovnání 
s kořeny více, během vývoje listů je oproti tomu hladi-
na prolinu významně nižší. Množství prolinu ovlivňuje  
i velikost listů. Všechna tato pozorování vedla k závěru, 
že homeostáza prolinu musí být u rostlin, stejně jako je 
tomu u živočichů, přísně regulována7,14.

Vedle výše uvedené funkce ve vývoji rostlin má pro-
lin ještě jednu, neméně důležitou funkci. Je molekulou, 
která chrání rostliny před stresy a umožňuje jim ne-
příznivé podmínky přežít a vyrovnat se s nimi. Nejběž-
nější stresovou situací pro rostliny je nedostatek vody.  
Ten je vyvolán vedle sucha také například mrazem či pří-
tomností solí v půdě. Během těchto nepříznivých stavů 
chrání prolin rostliny hned na několika úrovních. V prvé 
řadě plní prolin funkci osmoprotektantu. Osmoprotek-
tivní funkce prolinu byla nejdříve objevena u bakterií15. 
To vedlo k předpokladu, že pozorovaná akumulace pro-
linu u rostlin vystavených nedostatku vody bude mít 
stejnou ochranou funkci, což bylo později i potvrzeno7. 
Vyšší hladina volného prolinu v cytosolu snižuje v pro-
toplastech osmotický potenciál, tzn. zvyšuje osmotický 
tlak, a tím napomáhá rostlině lépe přijímat vodu.

Zasolení půd a sucho vyvolává u rostlin sekundární 
oxidativní stres a prolin je do určité míry schopen reak-
tivní formy kyslíku vznikající při tomto stresu vychytávat 
a opět tak pomáhá rostlině se s těmito stresy vyrovnat10. 
V neposlední řadě prolin chrání integritu proteinů a tím 
zároveň posiluje enzymatickou činnost. Prolin je scho-
pen v případě nouze částečně nahradit proteinovým 
strukturám vodu a posiluje tak jejich hydratační obal. 
Proteiny jsou si díky tomu schopné udržet svoji správ-
nou a funkční konformaci7,16,17.

Je zřejmé, že prolin zastává u rostlin, stejně jako u ži-
vočichů, významnou funkci hned v několika případech. 
Cílené změny v metabolismu a regulaci syntézy prolinu 
by tedy v budoucnosti mohly vést k rostlinám se zvýše-
nou tolerancí vůči vodnímu stresu či stresu způsobené-
mu zasolením, které jsou v současné době problémem 
mnoha pěstitelských oblastí po celém světě.

Závěr
Jedinečná aminokyselina prolin má v metabolismu 

převážné většiny organismů nezastupitelnou funkci.  
U živočichů a zejména u lidí se v prvé řadě jedná  
o jeho významnou funkci ve stavbě kolagenu a dále také  
o nedávno objevenou funkci prolinu a hlavně mezipro-
duktů jeho metabolismu v nádorových onemocněních.  
Na rozdíl od živočichů, u rostlin nemá prolin funkci ani 
tak jako stavební jednotka, ale hlavně jako molekula  
významně se podílející na obranné reakci rostlin  
na stres vyvolaný nedostatkem vody a jako látka na-
pomáhající správnému vývoji rostliny. Všechny role 
prolinu a přesné mechanismy jeho působení v orga-
nismech však nejsou dosud zcela objasněné. Nezbývá 
než závěrem říci, že prolin je důležitou součástí všech 
živočišných organismů i rostlin, a proto je třeba i nadále  
věnovat studiu jeho metabolismu a funkcí v organis-
mech náležitý čas a zaslouženou pozornost.

Poděkování
Financováno z účelové podpory na specifický vysoko-
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Souhrn
Hajná V., Martinec J., Novotná Z.: Prolin, výjimečná aminokyselina aneb, za co všechno může prolin v eukaryotické buňce
Prolin má jako jediná aminokyselina primární dusík uvnitř pyrrolidinového kruhu a z toho vyplývají jeho jedinečné vlastnosti. Jeho bio-
syntéza v organismech probíhá několika drahami. Substrátem může být glutamát a arginin, popř. ornitin, zatímco v degradaci prolinu 
se organismy mezi sebou neliší. Prolin je velmi důležitou aminokyselinou a jeho funkce se u živočichů a rostlin zásadně liší. V případě 
lidského organismu je prolin zásadní složkou kolagenu a nově byla popsána jeho účast v metabolismu nádorových buněk. U rostlin 
plní prolin především úlohu osmoprotektantu, molekuly, která pomáhá rostlinám překonat stres vyvolaný nedostatkem vody. Prolin má  
však v obou říších eukaryot mnoho dalších funkcí.
Klíčová slova: Prolin, hydroxyprolin, metabolismus, kolagen, stres

Summary
Hajná V., Martinec J., Novotná Z.: Proline, an exceptional amino acid and what can proline do in the eukaryotic cell
Proline is the only amino acid which has primary nitrogen inside of pyrrolidine ring and because of that proline has unique properties. 
There are several different pathways of proline synthesis in eukaryotic organisms. Glutamate and arginine, respectively ornithine are  
possible substrates for proline synthesis, while degradation is not different among eukaryotic organisms. Proline is an important  
amino acid and its functions are fundamentally different in animals and plants. In the case of the human, proline is essential component  
of collagen and its participation in the metabolism of cancer cells was newly described. In plants, proline functions mainly as osmopro-
tectant and helps to overcome water stress. However, proline has many other functions.
Keywords: Proline, hydroxyproline, metabolism, collagen, stress

SEVERE REFRACTORY ASTMA, MOLECULAR ASPECTS  
OF DIAGNOSTICS AND PHARMACOTHERAPY
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1 University of Chemistry and Technology, 2 Secondary school Prague 7, Nad Stolou 1;* Petr.Kacer@vscht.cz

 Introduction
Bronchial asthma is a pulmonary disease that is 

usually characterized by attacks of dyspnoea. Asthma 
is usually induced by bronchoconstriction and by an 
increased production of mucus which is abnormally 
viscous and dense1. Currently, there are approximately 
350 millions of people who suffer from asthma. At the 
same time, the prognosis show that this number will 
keep increasing in the future. On the other hand, there 
is a wide range of available asthma therapies, allowing 
patients to return to their normal life. This might be 
the reason for the relatively common presumption that 
asthma is a disease with sufficiently resolved diagnos-
tics and applied therapies. This assumption, however, 
may be the cause for a relatively reduced research and 
public attention dedicated to asthma. Only the expert 
part of society seems to perceive the increasing inci-
dence of asthma, the decreasing age of the first asthma 

attack and the adverse prospects of its future develop-
ment. Furthermore, for a not negligible number of pa-
tients, the currently used pharmacotherapy is practica-
lly inefficient – the severe refractory asthmatics (SRA).  
The SRA patients make up for approximately 3 %  
of the total number of asthmatics worldwide, which  
represents more than 10 million people expending 
65 % of the total cost spend on asthma therapies2.

The presented work is engaged to the development 
of a molecular‑diagnostic method based on two groups 
of biomarkers. The first encompasses cysteinyl leukot-
rienes (cys‑LTs), functioning in the human organism as 
mediators of inflammation3. To the contrary, the second 
group contains lipoxines (LXs), i.e. biomarkers with an 
anti‑inflammatory function. The special attention has 
been paid to the possibility to diagnostically separate 
the group of SRA patients by means of the developed 
molecular diagnostic method4,5.



91Ročník 26	 Bioprospect č. 4/2016

Exhaled breath condensate – a biological matrix for 
molecular diagnostics

In order to render a correct diagnosis of a disease,  
it is crucial to select an appropriate biological mate-
rial in which detection of various biomarkers is feasible 
and applicable to reliable molecular diagnostics. Exha-
led breath condensate (EBC) is a matrix6 particularly 
specific for the lung and airways’ diseases. EBC com-
position corresponds to the composition of bronchoal- 
veolar fluid which reflects all the processes that influen-
ce lungs and the respiratory ways5. The main compo-
nent of EBC is water vapor, where a number of inorga-
nic compounds (nitric oxide, oxygen, nitrogen, carbon 
dioxide etc.) and many organic compounds (amino 
acids, peptides, enzymes, prostanoids and cytokines, 
etc.), contained in EBC in the form of an aerosol7, can 
be detected.

The prominent potential of the withdrawal of EBC 
lays mainly in a far less burdening of the patients by 
this non‑invasive method, compared to the common-
ly used invasive (bronchoalveolar lavage) and semi
‑invasive (induced sputum) diagnostic alternatives. 
At the same time, the withdrawal of EBC is a method 
easily repeatable in a relatively short period of time8 
and thus applicable for a real‑time monitoring of the 
disease course.

Cysteinyl leukotrienes and lipoxines as biomarkers for 
the diagnostics of bronchial asthma

The aim of the study was to determine the concen-
tration levels of biomarkers of the allergic reaction, 
namely – cysteinyl leukotrienes (cys‑LTs; specifically: 
LTC4, LTD4 a LTE4) and the substances with physiologi-
cally anti‑inflammatory function in the organism – li-
poxines (LXs; specifically: LXA4, LXB4) in EBC. Both of 
these groups of biomarkers are generated from ara-
chidonic acid by various enzymatic paths. Arachidonic 
acid ((5Z,8Z,11Z,14Z)-Icosa-5,8,11,14-tetraenoic acid) is 
a polyunsaturated omega-6 fatty acid 20:4(ω-6), which 
is present in the phospholipid cell membranes and also 
enables the production of biomarkers that are able to 
regulate the inflammatory response.

Leukotrienes (LTs) are inflammatory mediators, which 
are divided into two groups based on their effect and 
site of action. The first group includes leukotriene B4 
(LTB4), which is produced in monocytes, neutrophils 
and alveolar macrophages. Its autacoidal “mission” is 
to activate a wide range of immune effector cells and 
it is a major participant in the pathogenesis of various 
inflammatory diseases. The binding of LTB4 to recep-
tors can lead to narrowing of the airways, an increased 
mucus secretion and local oedema. Among significa-
nt cys‑LTs can be included LTC4, LTD4 and LTE4, which 
are formed by eosinophils, basophils, mast cells and  
macrophages. Their receptors (cys‑LT receptors) are 
mainly located on smooth muscle cells and tissues  
of the airways and the binding of cys‑LTs leads to air-
way hyper‑responsiveness and bronchoconstriction3,9.  
Receptor cys‑LT1 binds all cys‑LTs and their binding 
is demonstrated by airway obstruction (download 
bronchitis, mucosal oedema, increased phlegm secre- 
tions9,10). Cys‑LT2 receptor can be activated only by LTC4, 

which causes vasoconstriction of pulmonary vessels.  
It is proved that the level of cys‑LTs in EBC is significant-
ly higher among asthma patients compared to healthy 
subjects.

LTs are generally produced from arachidonic acid by 
the reaction with the enzyme 5-lipoxygenase (5-LO), 
where arachidonic acid is oxidized to 5S‑hydroperoxyei-
cosa-6,8,11,14-tetraenoic acid (5S‑HPETE). 5 HPETE is 
converted by LTA‑synthetase to a highly reactive leu-
kotriene A4 (LTA4), which is immediately metabolized 
during inflammatory processes, producing additional 
“family members of cys‑LTs” (LTC4, LTD4, LTE4, LTF4)10.

In contrast to cys‑LTs, LXs and the epimers of 15-epi
‑lipoxins include exactly the opposite effects on the 
organism, functioning as the anti‑inflammatory me- 
diators. They are also able to support the reconstruc-
tion processes that occur in the lungs immediately after 
an asthma attack. LXs as well as cys‑LTs are produced 
metabolically from arachidonic acid, however, there 
are three possible pathways of generation. The first of 
these is mediated by 15-lipoxygenase (15-LO), present 
in tissue cells of the airways, initiating the biosynthesis 
of LXs. The second path is attributed to the oxidation 
of LTA4, accompanied by12-lipoxygenase (12-LO). These 
two syntheses not only allow the production of LXs, 
but also reduce the production of LTs. The last route is  
a subject to acetylsalicylic acid and occurs mainly  
in patients suffering from a particular phenotype of  
asthma, the so called aspirin‑induced asthma.

Experimental

Chemicals
Standards: Leukotriene C4 (≥ 97 %), leukotriene D4 

(≥ 97 %), leukotriene E4 (≥ 97 %), leukotriene C4-d5  

(≥ 99 %), leukotriene D4-d5 (≥ 99 %), leukotriene E4-d5 

(≥ 99 %), lipoxine A4-d5 (≥ 95 %, Cayman Chemicals, 
USA), serotonin hydrochloride (= 5-hydroxytryptamine 
hydrochloride; = 5-HT.HCl; ≥ 98.0 %; Sigma Aldrich, 
USA);. Auxiliary chemicals: Acetonitrile (LC‑MS, Fisher 
Scientific, USA), water (LC‑MS, Fisher Scientific, USA), 
ammonium acetate (99,99 %, Sigma Aldrich, USA), 
2-propanol (LC‑MS, Acros Organics, USA), methanol 
(LC‑MS, Fisher Scientific, USA), formic acid (LC‑MS,  
Fisher Scientific, USA), acetic acid (≥ 99,8 %, Acros  
Organics, USA), 2,6-Di‑tert‑butyl-4-methylphenol (BHT) 
(≥ 99 %, Sigma–Aldrich, USA). Gases: nitrogen (99,5 %, 
nitrogen generator, Peak Scientific, USA), helium  
(5.5, SIAD, Czech Republic), argon (5.0, SIAD, Czech 
Republic).

Analytical conditions – HPLC‑MS
HPLC‑MS analysis to determine cys‑LTs, LXs and 

5-HT were carried out using a mass spectrometer with  
a triple quadrupole TSQ Vantage (Thermo Scientific, 
USA) connected to a quaternary high pressure pump 
Accela 600 Pump (Thermo Scientific, USA), an auto 
sampler Open Accela AS (Thermo Scientific, USA) and 
with column thermostat Ultimate 3000 (Dionex, USA).

Metabolic profiling was carried out under isocratic 
separation of substances by HPLC11. Hypercarb column 
was used (100 x 2.1 mm, 5 m; Thermo Scientific, USA) 
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and the mobile phase consisted of a mixture of 75 % 
propan-2-ol with addition of formic acid (1 % v/v)  
and 25 % ammonium acetate (10 mmol/l aqueous  
solution). The mobile phase flow was set at 150 µl/ 
/min and it was constant during the whole measure-
ment. The chromatographic column was thermostated 
to 40 °C. Injection volume was 10 µl. The detection was 
performed by tandem mass spectrometry (MS/MS) 
operating in electrospray negative ionization mode  
(ESI-). ESI‑MS analysis was performed in the SRM mode 
(Selected Reaction Monitoring), monitoring the cha-
racteristic transitions (m/z → m/z, the collision ener-
gy (eV)): LTC4 (624.1 → 351.2, 17 eV); LTD4 (495.2 →  
→ 477.3, 16 eV); LTE4 (438.2 → 333.1, 16 eV); 
LXA4 (351.2 → 115.0, 17 eV); LXB4 (351.2 → 221.1  
17 eV); 5-HT (177 → 160 eV) and quantification 
using deuterium‑labelled internal standards (LTC4-d5,  
LTD4-d5, LTE4-d5, LXA4-d5, LXB4-d5, 5-HT‑d4). Conditions on  
the mass spectrometer were optimized for the following 
values: Voltage of the needle (-2,500 V), the pressure  
of the carrier gas (nitrogen, 35 psi), the pressure  
of the auxiliary gas (nitrogen, 10 arb), the temperature 
of the capillary (300 °C). Data were measured and pro-
cessed using software Xcalibur 2.2 Sieve 2.1 (Thermo 
Scientific, USA) XLSTAT 2015 (Addinsoft, USA). Profiling 
of metabolites formed from arachidonic acid (LTC4, 
LTD4, LTE4, LXA4, LXB4) and of 5-HT, was carried out and 
graphical outputs were expressed using boxplots charts 
and scatter diagrams of component scores.

EBC sample collection
The commercially available EcoScreen condenser 

equipped with saliva trap (Jaeger, Germany) was used 
for the EBC sample collection. The acquired EBC volu-
mes of samples ranged from 1 – 2 ml. Immediately after 
the sample collection, 50 pg of each deuterium labelled 
internal standard (LTC4-d5, LTD4-d5 and LTE4-d5) was ad-
ded to 1 ml of EBC and the sample was 
subsequently frozen to the temperature 
of – 80 °C (stored for a period not exce- 
eding 6 months). Pre‑frozen EBC sam-
ples (– 80 °C; 1 ml; labelled by deute-
rium labelled internal standards) were 
introduced into a lyophilizer (Labconco 
Free Zone, USA) for 6 hours. The spiral of  
the lyophilizer was cooled to – 47 °C and  
the pressure stabilised within one hour 
at 9 kPa. The lyophilized residue was 
dissolved in the mobile phase (50 ml)  
and immediately analysed by LC‑ESI
‑MS/MS.

Results and discussion

Separation of SRA from the other  
asthma phenotypes

The above mentioned analytical 
method11 for determination of cys
‑LTs and LXs had been developed,  
validated and used in clinical study  
of patients with different asthma phe-
notypes. The study engaged a group  

of SRA, containing 60 people (35 women and 25 
men), with the median of age 54 years. In next, a group  
of patients, suffering from difficult asthma that con-
tained 50 people (27 women and 23 men) was in-
volved, with the median of age 56 years. The group  
of patients with a moderate‑persistent asthma consis- 
ted of 42 people (23 women and 19 men) with the 
median age 47 years. The last group were patients with  
mild asthma where 33 people (18 women and 15 
men) were involved with the median age 54 years.  
The control group contained 30 healthy non‑smokers 
(16 women and 14 men), without any previous diagnosis  
of asthma or allergy, with the median of age 43 years.

The results (Figure 1a, 1 b) show that EBC of asthma-
tics contained increased levels of the pro‑inflammatory 
cys‑LTs, with the highest levels detected among the 
SRA. To the contrary, the levels of the anti‑inflammatory 
LXs were significantly increased among the health cont-
rols and at the same time decreased among asthmatics 
(EBC of SRA contained the lowest levels of LXs from  
all the groups mentioned above).

According to the results, it is possible to use cys
‑LTs and LXs for the differential diagnostics of asthma.  
The diagnosis can be founded on the fact that the con-
centration levels of cys‑LTs and LXs are complementa-
ry and there exists a relation of dynamic equilibrium  
(i. e. when the level of the pro‑inflammatory LTs in-
creases, the level of the anti‑inflammatory LXs co-
rrespondingly decreases). This phenomenon can be 
attributed to the fact that biochemical synthesis in the 
organism (mother molecule: LTA4) enabling the produ-
ction of LXs at the same time reduce the production 
of LTs. The combination of these two groups of bio-
markers represents an interesting option for the mo-
lecular diagnostics applicable for asthma phenotyping. 
In the Figures 1a and 1 b is described the principle  
of equilibrium between the pro‑inflammatory LTs and  

Fig. 1a: Statistically evaluated clinical study: Levels of cys‑LTs in different 
asthma phenotypes
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the anti‑inflammatory LTs. Apparently, such tool has  
a profound potential to significantly contribute to the  
accuracy of the current diagnostics and it enables divi- 
sion of the asthmatics into groups:

a/ difficult asthma
b/ moderate‑persistent asthma
c/ mild asthma
d/ severe refractory asthma
e/ non‑asthmatics – health controls.
The developed method was implemented to several 

studies that were aimed at different fields of molecular 
diagnostics, especially at asthma phenotyping with the 
option of separating SRA.

The method is completely non‑invasive, and thus it 
can be applied to a wide range of patients from children  
to seniors. Another advantage is the fact that the 
withdrawal of EBC can be repeated 
in short periods of time, which is cru-
cial for clinical studies that inves- 
tigate the processes in respiratory tract 
that occur as a response to specific  
impulses (allergens, climate conditions, 
air quality, air temperature, physical acti- 
vity etc.).

Serotonin and SRA
Serotonin (5-hydroxytryptamin (5-HT)) 

is a neurotransmitter that is prima-
rily located in gastrointestinal tract 
and in the central nerve system. Ac-
cording to the clinical experience 
it seems that SRA patients positi- 
vely respond to SSRI (Selective seroto- 
nin re‑uptake inhibitors) antidepres- 
sants therapy, although otherwise they 
do not respond to any kind of anti
‑asthmatic pharmacotherapy.

There are actually two sides of this 
phenomenon. Firstly, the antidepres- 
sants definitely influence the psycho-
logical state of the patients, so the im-
provement of their mental state is quite 
a logical and expected consequence. 
However, after the therapy are impro-
ving also the respiratory functions of the 
patients. This allowed an assumption 
that EBC of SRA will contain lower levels 
of 5-HT which will provide a sufficient  
explanation of the positive response 
to the SSRI antidepressants therapy. 
However, the results proved to be oppo-
site to the original assumption.

In the study was involved a group  
of SRA that contained 52 people  
(33 women and 19 men, the median  
of age 51 years), group of 31 patients  
diagnosed with moderate persistent  
asthma (18 women and 13 men, me-
dian of age 49 years) and a control 
group, where were involved 45 peop- 
le (23 women and 22 women, median of 
age 49 years). There were done LC‑MS/ 
/MS analysis that showed that EBC  

of SRA contained increased levels of 5-HT (Figure 2).  
Surprisingly, the analysis also showed that EBC of  
other asthma phenotypes (here represented by mo- 
derate persistent asthma) and health controls con-
tained almost the same levels of 5-HT (Figure 2).

The interpretation of these results is quite compli-
cated. The study has shown that EBC of SRA contains 
different (i. e. higher) levels of 5-HT than other asthma 
phenotypes. There might be several explanations of 
this phenomenon. One of them offers a hypothesis that 
SRA could be a different disease that would be only de-
monstrated as asthma. This would be the reason why 
SRA do not respond to any kind of anti‑asthmatic phar-
macotherapy. Also, it has to be taken into consideration 
that the detection of 5-HT has been done in EBC, so the 

Fig. 1 b: Statistically evaluate clinical study: Levels of LXs in different asthma 
phenotypes

Fig. 2: Statistically evaluated clinical study: Levels of 5-HT in SRA, moderate 
persistent asthma and controls
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Summary
Kacerova T., Kuzma M., Kacer P. : Severe refractory asthma, molecular aspects of diagnostics and therapy
The present work mainly deals with the issue of severe refractory asthma (SRA), i. e. an asthma phenotype that does not respond  
to any kind of currently used pharmacotherapy. The work is patterned on a diagnostic method that is based on molecular diagnostics  
of a highly specific matrix – exhaled breath condensate (EBC). The method works with two groups of biomarkers that are known as 
cysteinyl leukotrienes and lipoxines. Cysteinyl leukotrienes are mediator of inflammation, however lipoxines have the anti‑inflammatory 
function. The combination of these two groups biomarkers can be used for accuracy of asthma phenotyping and it also allows sepa-
ration of SRA, which was confirmed in a clinical study. At the same time, the work tries to explain, why SRA positively respond to SSRI 
antidepressants therapy. It has been detected that EBC of SRA contains increased levels of 5-HT (compered to controls and other asthma 
phenotypes). This phenomenon has several possible explications. One of them offers a hypothesis that SRA could be a different disease 
that would be only demonstrated as asthma. But this issue will definitely require further research in the future.
Keywords: Bronchial asthma, molecular diagnostics, high performance liquid chromatography, mass spectrometry, lipoxines, cysteinyl 
leukotrienes, serotonin

information about the levels of 5-HT behind the brain
‑blood barrier is still unknown, so it does not sufficiently 
explain the positive response to SSRI antidepressants.

The analysis has only unrevealed interesting informa-
tion, but it is quite obvious that further research will 
have to be held in the future, in order to provide a clea-
rer explanation and possible impacts of this phenome-
non.

Conclusion
The work has been engaged to enhancing molecular 

diagnostics of asthma. The main objective of this stu-
dy was to do phenotyping of bronchial asthma with 
the emphasis on SRA, i.e. patients who are irrespon-
sive to any sort of currently used pharmacotherapies. 
The method was based on the detection of levels of 
biomarkers in EBC, a highly specific matrix for the re-
spiratory system.

As a part of the work, an analytical method was de-
veloped, enabling a detection of the levels of the low
‑molecular substances generated from arachidonic acid 
(LTs and LXs). The method was then tested in a clinical 
study confirming its applicability for asthma phenoty-
ping. The quantification of known biomarkers demon-
strated that EBC of patients diagnosed with asthma 

consistently displayed both increased levels of cys‑LTs 
(the highest levels were present in EBC of SRA) and 
decreased levels of anti‑inflammatory LXs. With respect 
to these biomarkers, the results and the diagnostic po-
tential were verified by monitoring EBC of health con-
trols, which showed unambiguously inverse values. 
Efficient monitoring of the described phenomenon can 
thus enable asthma phenotyping in clinical practise ba-
sed on the natural balance between cys‑LTs and LXs  
in the human body.

There was also done an experiment that should have 
explained why SRA positively respond to SSRI antide-
pressants therapy. In EBC off SRA was detected a sta-
tistically significant increase of 5-HT. This result does 
not have an unequivocal explanation (for example the 
blood‑brain barrier must be taken into consideration), 
but it also offers a hypothesis that SRA could be a dif-
ferent disease that would be only demonstrated as 
asthma.
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Souhrn
Kačerová T., Kuzma M., Kačer P. : Obtížně‑léčitelné astma, molekulární aspekty diagnostiky a farmakoterapie
Předkládaná práce se zejména zabývá problematikou obtížně léčitelného astmatu (OLA), tedy zvláštního fenotypu, který nereaguje  
na žádnou formu zatím známé antiastmatické farmakoterapie. Práce je založena na diagnostické metodě, kdy molekulární diagnostika 
vychází z vysoce specifické matrice – kondenzátu vydechovaného vzduchu (KVV). Metoda pracuje se dvěma skupinami biomarkerů, které 
jsou známé jako cysteinylované lukotrieny a lipoxiny. Cysteinylované leukotrieny jsou mediátory zánětu, naproti tomu lipoxiny mají funkci 
protizánětlivou. Kombinace těchto dvou skupin biomarkerů pak velmi zpřesňuje fenotypizaci astmatu a zároveň umožňuje oddělení OLA, 
což bylo potvrzeno v klinické studii. Zároveň se práce snaží vysvětlit, proč OLA pozitivně reagují na terapii SSRI antidepresivy. Bylo zjiš-
těno, že KVV OLA obsahuje zvýšené hladiny 5-HT (v porovnání s kontrolní skupinou a ostatními fenotypy astmatu). Tato skutečnost má 
mnoho možných vysvětlení. Jedno z nich nabízí hypotézu, že OLA by mohlo být jiným onemocněním, které by se pouze demonstrovalo 
podobně jako astma. Ovšem tato problematika bude jistě v budoucnu ještě vyžadovat další výzkum.
Klíčová slova: Bronchiální astma, molekulární diagnostika, vyoskoúčinná kapalinová chromatografie, hmotnostní spektrometrie, lipoxi-
ny, cysteinylované leukotrieny, serotonin
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