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SUMMARY

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

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

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

For more information contact the editorial
board or directly:

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

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

e-mail: petra.lipovova@vscht.cz

http://bts.vscht.cz



UVODEM

Vazeni pratelé,

dovolte nam pfipomenout, ze né&s bulletin Bio-
prospect nas jiz doprovazi dvacdtym tietim rokem
a pevné véfime, Ze bude jesté dlouho vychazet v tis-
téné formé. Stale si totiz myslime, Ze je pfijemné do-
stat pfimo do ruky, ctyfikrat do roka, pfijemny pozdrav
ve formé nového ¢isla a uZzit si par hezkych chvilek nad
strdnkami novych informaci, které pro nés vybrali nasi
préatelé.

Letosni rok (2013) je pomérné bohaty na vyrodi,
ktera mizeme oznacit jako vyznamné mezniky lidské-
ho poznéni, které napomohly rozvoji modernich bio-
technologii. Je to pravé 60 let, co v dubnovém ¢isle
Casopisu Nature James D. Watson a Francis Crick po-
prvé popsali strukturu DNA jako dvojitou Sroubo-
vici a navrhli moznost kopirovaciho mechanismu
pro geneticky material. Ve stejném Cisle byly publiko-
vany jesté dva ¢lanky souvisejici s touto problematikou.
Wilkins, Stokes a Wilson podali krystalograficky dikaz,
ze takovato struktura existuje v biologickych systémech.
Rosalind Franklin a Ray Gosling potvrdili existenci
helikélni struktury DNA a ukazali, Zze fosfatova kostra
lezi vné této struktury. V dalsim ¢lanku Watson a Crick
naznacili, jak pédrovani ve dvousSroubovici umoziiuje
replikaci DNA. Pozdéji Franklin a Gosling publikovali roz-
dil v A a B struktufe dvousroubovice. Tato pétice ¢lankd
v 1. 1953 tedy kompletuje zasadni poznatky o struktuie
DNA, které podeprely dfive publikovany diikaz v J. Exp.
Med, v r. 1944, 7e DNA je nositelem dédi¢né informace,
nebot dlouho pietrvaval nazor, Zze geny jsou proteiny.

Letos si rovnéz pfipominame 30 let od popsani po-
lymerasové retézové reakce (PCR). Metoda vyvinutd
Kary Mullisem byla béhem jejiho pouzivani v mnoha
smérech vylepSovana. Velkym pokrokem techniky bylo
napf. nalezeni termorezistentni DNA polymerasy (vydrzi
teplotu az 96 °C). Vyuziti PCR je mnohostranné: v sek-
venovani, klonovani, genovém inZenyrstvi, v diagnos-
tice, v priikazu genetickych modifikaci, mutaci aj.

Trojici vyroci velice vyznamnych pro rozvoj modernich
biotechnologii pfipomind 10 let od ukonceni pro-
jektu lidského genomu.

Projekt ,Lidsky genom” (The Human Genome Project
- HGP) zacal v r. 1990 a byl ukoncen v dubnu 2003.
Jeho cilem bylo stanovit sekvenci 3 miliard basi (sta-
vebnich kament ¢i také ,pismen”) lidské DNA. Je to
velky uspéch, ale vyuziti jeho vysledk(i je na samém
zacdtku. DNA je obsaZzena v kazdé nasi burice a nese
informace, jak se utvéieji a udrzuji jednotlivé buriky.

Genomy dvou lidi jsou z vice jak 99 % stejné. Ta mald
frakce genomu, v ¢em se liSime, je velmi dulezita a déla
nas jedine¢nymi. Ovliviiuje barvu o¢i, vlast, kdze, riziko
onemocnéni, vyuziti [éCiv a dalsi vlastnosti. Pfesto nds
genom nedeterminuje v3e, zéleZi na prostiedi, ve kte-
rém Zijeme, stravé, zZivotnim stylu, atd. Hlubsi poznéni
lidského genomu umozni osobni pfistup ke stanoveni
rizik onemocnéni, jejich predchazeni, detekci i [éCeni.
S perspektivou skvélych vyhod piinasenych novych po-
znatkl vsak vznikaji i obavy z moznych rizik zneuziti
osobnich informaci.

Paralelné se studiem lidského genomu probihalo
a probiha stanoveni genomu fady dalSich organismd,
pfedevsim organismd modelovych (tj. pouzivanych
ve vyzkumu) jako napi. mysi, octomilky, Skrkavky,
nékterych mikroorganisma i rostlin. Podafilo se zjistit
i genomy neandrtélce a denisovant, coz napomze
odpovédét na dosud nejasné otédzky o pribéhu evoluce
moderniho ¢lovéka. Pro biotechnologie je viak dle-
ganismu (mikroorganismu, rostliny ¢i Zivocicha) ziskat
novou potfebnou vlastnost nebo naopak nezaddouci
vlastnost eliminovat. | na tomto poli bylo v posledni
dobé ziskdno mnoho novych védomosti.

N4&s kazdoro¢ni seminai ,Novinky v oblasti genetic-
kych modifikaci” se uskute¢ni ve ctvrtek 25. 4. 2013
od 14:30 v poslucharné BIl na VSCHT v Praze (viz pfilo-
Zend pozvanka).

Znovu pfipomindme, ze pfipravny vybor pokrodil
v pfipravé mezinarodniho symposia BIOTECH Prague
2014 a s nim spojeného 7. Cesko-3vycarské sympo-
sia, které se uskutecni opét v Narodni technické kni-
hovné v Praze-Dejvicich ve dnech 11. - 14. 6. 2014.
Webova stranka s podrobnymi informacemi (www.bio-
tech2014.cz) bude zpfistupnéna v nejblizSich dnech.
Tésime se, Ze ndm pomuzete informaci o symposiu
rozsifit doma i v zahranici a pfispéjete k jeho tGspéchu.

Jako obvykle jsme pro Vés pfipravili zajimavé c¢lan-
ky tykajici se sekvenovani DNA, epigenetickych zmén,
které mohou byt pfiCinou vzniku diabetu, moznosti
predikce progrese Alzheimerovy choroby, bioinsekti-
cidd a monolitické chromatografie.

Se srde¢nymi pozdravy
Vasi
Jan K&s a Petra Lipovova



VITE, ZE...

- EC povolila prvni genovou terapii v Evropé. Jedna se o vzacné genetické onemocnéni (,lipoprotein lipa-
se deficiency — LPLD") vyskytujici se v 1 — 2 pfipadech z milionu, pro néz neni jina lécba. Lék ,Glybera” byl
doporucen Evropskou lékafskou agenturou (EMA) pro aplikaci ve ,vyjime¢nych pfipadech”. Glybera je lék,
ktery pomoci virdlniho vektoru vnasi gen pro synthesu lipoproteinlipasy ve svalovych burikdch. (BioPharm
International 6. 11. 2012)

— Vzhledem k narGstu bakteridlni rezistence vici antibiotikdim se hledaji dalsi zplsoby potlaceni bakteridlnich
infekci. Povzbudivym pfistupem se zdéa byt naruseni chemické komunikace mezi mikroorganismy (quorum
sensing) napf. isothiokyanaty v brokolici. Sulforaphan a erucin vazbou na dulezZity protein pferusi komuni-
ka¢ni masinerii u Pseudomonas aeruginosa. (MedChemComm, DOI: 10.1039/c2md20196h)

— WHO (Svétova zdravotnicka federace) a UNEP (Organizace Spojenych néarodl pro ochranu Zivotniho
prostiedi) ve své zpravé varuji pred rizikem chemikalii poskozujicich endokrinni regulaci (,endocri-
ne-disrupting chemicals”), jez ma za nésledek poruchy reprodukce, rakovinu i diabetes typu 2. (C&EN,
February 25, 2013, p. 23)

— Nanocastice s vazanou alkoholdehydrogenasou a katalasou umozni profylaxi alkoholové intoxikace i jeji
eliminaci. Systém testovany na mysich nabizi fadu dalSich aplikaci. (Nat. Nanotechnol., DOI:10.1038/nna-
no.2012.264)

— Skrty v rozpo&tu USA pro r. 2013 (cca 9 % v oblasti mimo obranu) postihnou i podporu védy. Grantova
agentura NSF udéli o 1000 grantii méné (C & EN, February 25, 2013, p. 4). Naproti tomu federalni vldda
USA zdvojnasobi investice do zemédélského vyzkumu. Bylo vyty¢eno 7 R&D priorit: Skidci, pathogeny,
invasivni rostliny, hospodareni s vodou, dopad na Zivotni prostfedi, klimatické zmény, produkce vyZivnych
potravin a celkovéd bezpecnost potravin. (C & EN, December 17, 2012, p. 25)

- 55 9% léciv pfedepsanych Ameri¢aniim nefunguje tak, jak by mélo. Divodem je, Ze léky nepusobi
u viech pacientt stejné. Velké farmaceutické firmy (napf. Pfizer, Astra Zeneca) proto zfizuji novou funkci
wicepresident of real world data”, ktera by méla situaci podrobné monitorovat. (C & EN, February 25, 2013,

p-17)

— Védci syntetizovali peptid, ktery vazan na cizi téleso (napf. nanodcastici) o3ali imunitni systém. Navrzeny
postup by mohl byt vyuzit pfi cileném transportu léciv k nddorim. (C & EN, February 25, 2013, p. 5)

— Obamova administrace ustanovila 30¢lennou Narodni komisi pro forenzni védu, kterd bude navrhovat stra-
tegii rozvoje forenzni védy. (C & EN, February 25, 2013, p. 23)

- Holding Renova planuje v blizkosti Moskvy vybudovat novy zavod na vyrobu biologicky odbouratelnych
polymerii. (Www. techtydenik.cz, www.plasticportal.eu)

- Ceny Akademie véd CR za r. 2012 v oblasti souvisejici s rozvojem biotechnologii pfevzali: I. Kategorie
(vynikajici vysledky velkého védeckého vyznamu) Autorsky tym Ustavu Zivodisné fyziologie a genetiky AV CR
za védecky vysledek ,Klondlni obratlovci: objev, mechanismy, biodiversita a rekonstrukce modelu sekavco-
vitych ryb”, 1l. Kategorie (pro mladé védecké pracovniky) Ing. Vaclav Mahelka, Ph.D. z Botanického ustavu
AV CR za projekt ,Genomy polyploidnich trav: na stopé netusenych pfedkd”. (www.techtydenik.cz, Technicky
tydenik 22/2012, s.15)

- Federalni soud v USA rozhodl, Ze izolované lidské geny mohou byt patentovany. Bylo tim zvrdceno
soudni rozhodnuti z r. 2011. Splnil se tak sen velkych biotechnologickych firem. (C & EN, August 27, 2012,
p- 8). Nicméné spor déle pokracuje. Nejvyssi soud by mél rozhodnout v Iété 2013, zda budou lidské geny pa-
tentovatelné. V kazdém pfipadé se jedna o velmi véziné rozhodnuti, které ovlivni dalsi rozvoj védy, lékafskou
péci a tim i kazdého jednotlivce. (vice na C & EN, December 10, 2012, p. 12)



- Italie velmi investuje do biotechnologického priimyslu. Podle zprévy Ernst & Young publikované vr. 2012
je druhym statem v Evropé (po Némecku) v poctu biotechnologickych firem. Treti je Velka Britanie. (C & EN,
August 27, 2012, p. 22)

- Retinal vazany na modifikované proteiny absorbuje ruzné barvy v zavislosti na jejich primarni
struktuie. Tento objev mlize umoznit konstrukci novych biosensord, pfipravu proteinl pro ziskavani solarni
energie i sond pro biologicky vyzkum. (Science, DOI:10.1126/science.1226135)

- Vyrobu biopaliva z odpadii planuji 3 firmy. DuPont z listd a palic kukufice, LanzaTech z odpadniho plynu
a Fulcrum BioEnergy z komunalniho odpadu. (C & EN, December 10, 2012, p. 10)

wewr

- Nejprodavanéjsim Iékem v r. 2012 byl Lipidor (aktivni slozka Atorvastatin) firmy Pfizer pouzivany k lécbé
hypercholesteromie. Také ctvrty nejprodévané;si [ék Crestor (Rosuvastin) firmy AstraZeneca je indikovén
k l1é¢bé hypercholesteromie. Druhy nejprodavané;jsi Iék Seretide (Fluticasone & salmeterol) firmy Glaxo-
SmithKline se pouZiva k lé¢bé astmatu. Treti nejprodavané;si Iék Plaxix (Clopidogrel) firmy BMS & Sanofi)
pak lé¢i rGzné atherosklerotické stavy. (C & EN, December 10, 2012, p. 16)

- Microbiom zaZivaciho traktu velkych pand a dalSich vegetarianskych Zivocichii (ziskany z jejich sto-
lice) miize byt zdrojem enzymu Stépicich celulosové substraty. Pienesenim jejich genetické informace
pro jejich expresi v produkénich mikroorganismech mohou byt ziskany podminky pro ekonomickou kompa-
tibilitu vyroby biopaliv z celulosovych substratt s jejich vyrobou z jednoduchych substrat (cukrd). (C & EN,
December 10, 2012, p. 13)

- Firmy vyuZivajici pfi své produkci biomaterialy zalozili ve Filadelfii novou organizaci ,.Society for
the Commercial Development of Industrial Biotechnology (SCD-IBI0). Skupina je ¢lenem ,Society of
Chemical Manufacturers & Affilates”. (C & EN, December 10, 2012, p. 24-25)

- Nové technologie umoini USA podstatné zvysit tézbu prirodniho plynu a ropy. Ovlivni to energetickou
situace ve svété? (C & EN, December 10, 2012, p. 30-31)

- Nematod Caenorhabditis elegans se ubrani ucinku toxinii pathogennich mikroroganismii. Védci
prokazali, Ze si zachréni Zivot tim, Ze umi tyto toxiny glykosylovat. Pochopenim mechanismu této glykosylace
maze vést k novym lékdim proti parasitickym infekcim. (C & EN, December 10, 2012, p. 33)

- Informace o nanotechnologiich Ize najit na portale www.cen.acs.org/nanofocus

- CAS (Chemical Abstracts Service) zaregistroval k 6. 12. 2012 jiZ 70 milionii sloucenin. (http://cenm,ag/
/blg126)

- Nekontrolované piti napojii s obsahem kofeinu, zejména riiznych ,energetickych napoji”, miie
zplsobit zdravotni problémy. V USA se za poslednich 5 let zvy3il pocet névstév Iékaiské pohotovosti jako
nasledek nadmérného piti kofeinovych ndpojl vice nez 2x. Doporuc¢ena denni dévka kofeinu pro zdravého
¢lovéka je 400 mg, pro téhotné Zeny pak po polovina (200 mg), pro déti nad 10 let 80 mg. Bézny salek kavy
obsahuje kolem 100 mg kofeinu. (C & EN, February 4, 2013 p. 9 — 12)

- FDA schvalila v r. 2012 39 novych lékii, pFevaiuji nizkomolekularni substance. Mezi nimi je 11 léka
pro onkologickou terapii. (C & EN, February 4, 2013 p. 15 - 17)

- British Airways vytvofily alianci s firmou Solena Fuels, ktera do konce r. 2015 postavi ve vychodnim
Londyné tovarnu na vyrobu biopaliv z méstského odpadu (500 000 t ro¢né). Aerolinie odeberou ro¢né
50 000t paliva. (C & EN, December 17, 2012, p. 18)

- Nanostrukturovany polymerni film umoini pfechod velkych proteinii do tkané. Tato technika umozni
aplikaci proteinovych lé¢iv. (Nano Lett., DOI:10.1021/nl13037799)



Ustav biochemie a mikrobiologie VSCHT
Fakulta potravinaiské a biochemické technologie VSCHT
Biotechnologicka spolecnost

si Vas dovoluji pozvat na tradi¢ni seminaf

NOVINKY V OBLASTI
GENETICKYCH MODIFIKACI

konany ve ctvrtek 25. dubna 2013 od 14:30 hod
v poslucharné BIl VSCHT v Praze
(v mezipatie pfimo proti vchodu do budovy B),
Praha 6, Technicka 3 (budova B je blize Vitéznému namésti)
(pésky od stanice metra Dejvickd, vychod ve sméru pfijezdu vlaku)

PROGRAM:

Zahajeni ve 14:30 hod.

Jan Kas, VSCHT Praha:
Uvodni slovo
Petr Svoboda, UMG AV CR v.v.i, Oddéleni epigenetickych regulaci:
Uvod do epigenetiky
Stanislav Kmoch, 1. LF UK, Ustav dédi¢nych a metabolickych poruch:
Diagnostika dédi¢nych chorob a metabolickych poruch
Zavér seminare

Vstup je volny.

ZA ORGANIZATORY SEMINARE:

prof. Ing. Jan Kas, DrSc. prof. Ing. Tomas Ruml, CSc.
Biotechnologicka spole¢nost dékan FPBT




ODBORNE PRISPEVKY

SEKVENOVANI DNA

Pavel Oborsky

Ustav biochemie a mikrobiologie, e-mail: oborskyp@vscht.cz

Uvod

Sekvenovéani DNA patii dnes v biochemii mezi nepo-
stradatelné techniky. Proto je i pokrok biochemie do jis-
té miry svazan s vyvojem technik sekvenovani DNA.
Metody sekvenovaéni jsou rozdéleny do tii generaci. Prv-
ni generace zahrnuje techniky vychézejici ze Sangerovy
metody sekvenovani. Metody oznacované za druhou
generaci jsou metody zavedené kolem roku 2005, pfi
nizkych nékladech dokazi produkovat vysoké mnozstvi

metodu jsou v soucasnosti pouzivdny automaticka
zafizeni, ktera pro separaci fragment@ vyuzivaji kapilarni
elektorforézu.* Na téchto zafizenich Ize analyzovat pa-
ralelné az 384 sekvenci o délce 600 az 1000 nukleotidl
s pfesnosti 99,999 % a s cenou kolem 0,5 $ za tisic nuk-
leotidd@.> Hlavnimi omezenimi jsou c¢asova naro¢nost,
vysoka spotieba materidl a naro¢nost pfipravy vzorka.

Druha generace

dat, ale za cenu vyssi chybovosti oproti generaci prvni.
Metody tieti generace jsou nové vyvijené metody, které
maji potencial prekonat druhou generaci v nékterém
z podstatnych parametrd jako jsou maximalni délka
fragmentd, spotieba cinidel nebo rychlost sekvenace.

Metody druhé generace sekvenovéni zacaly vznikat
kolem roku 2005 s cilem pfekonat omezeni metod ge-
nerace prvni. Dokazi tedy ziskat velké mnoZstvi dat pfi
nizSich nékladech, maji ale vy3si chybovost oproti prvni
generaci.! Principy sekvenovani druhé generace jsou
tfi: pyrosekvenovani (454 pyrosequencing), sekvenace
s vyuZitim reverzibilnich terminator (Solexa) a sekve-
nace ligaci (SOLID). Tyto principy vyuZivaji dvou metod
pripravy vzorku DNA: emulzni PCR (Obr. 1) a amplifi-
kaci na pevné fézi (bridge PCR) (Obr. 2).

Prvni generace

Sangerova metoda byla vypracovéna v roce 1975
a dlouhou dobu byla v rdznych modifikacich jedinou
praktickou metodou pro sekvenovani DNA. Za svou
dobu prosla fadou optimaliza¢nich krokd.>* Pro tuto

Emulzni PCR

Obr. 1: Emulzni PCR. DNA urcena k sekvenaci se rozstépi na mensi fragmenty, které je jiz mozné sekvenovat. K témto fragmentdim
se liguji adaptéry — useky DNA slouzici jako primery. Smés fragmentt DNA a polymernich kuli¢ek s navazanymi primery se smicha
v emulzi v takovém poméru, aby vodny roztok obsahoval jednu kuli¢cku a jeden fragment, nebo jednu kuli¢ku a Zadny fragment.
Nasledné jsou fragmenty 5’ koncem pfichyceny na povrch kulicky a probéhne nékolik cyklt PCR tak, Ze fragment hybridizuje
s primery navazanymi na kuli¢ce. Po rozbiti emulze se tak ziskaji kulicky, kde kazda kulicka na sobé vaze pouze jeden zmnozeny
fragment.”

Amplifikace na pevné fazi
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Obr. 2: Amplifikace na pevné fazi. Zacatek postupu je obdobny jako u emulzni PCR. DNA k sekvenovéni se fragmentuje
a k fragmentdim se liguji adaptéry. Na pevnou fazi jsou imobilizovany dva druhy primer (komplementarni k obéma adaptériim
na kazdém konci fragmentu DNA) s vysokou hustotou. Nésledné se na pevnou fazi imobilizuji fragmenty DNA tak, aby byly
dostate¢né daleko od sebe pro pozdé;jsi optickou identifikaci. Imobilizované fragmenty hybridizuji s primery v okoli a pomoci PCR
se DNA replikuje. Takto v nékolika cyklech PCR vzniknou vzéjemné oddélené soubory identickych fragment( DNA.2°




Pyrosekvenovdni

Pyrosekvenovani'®' vyuzivd DNA-polymerazu pro zabu-
dovani nukleotidd. Pii zabudovani nukleotidu je uvolnén
pyrofosfat, ten v reakci s adenylyl sulfatem katalyzované
ATP-sulfuryldzou produkuje ATP. ATP je substrdtem pro
enzym luciferazu, ktery se Stépenim ATP excituje a emi-
tuje svétlo. Aby ATP, které by bylo piidéno do reaktoru,
nespustilo funkci luciferdzy, vyuziva se deoxyadenosin-
-5'-thiotrifosfat ktery je substrdtem DNA polymerdzy, ale
neni pfijiman luciferdzou. 454 platforma vyuzivajici py-
rosekvenovani pouzivd amplifikaci pomoci emulzni PCR.
Kulicky jsou ndhodné rozmistény do jamek — reakto-
rd — o velikosti v fadu pikolitrG a jsou k nim pfivadény
roztoky obsahujici vzdy jeden nukleotid a v mezistupnich
jsou omyvany od neinkorpovanych nukleotidi. V pfipadé
detekce svétla z urcitého reaktoru prodlouzi pocitac sek-
venci, kterd danému reaktoru nélezi, o piitomny nukleotid
v reaktoru. Hlavni limitace motody je spojena s existenci
homopolymert — Usekd, kde za sebou nasleduji stejné
béze. Tyto tseky jsou doplnény pfi jedné inkubaci odpo-
vidajiciho nukleotidu. Sila signalu je v urcitych limitech
umeérna poctu prifazenych nukleotidd. Hlavni nevyhodou
pyrosekvenovani je pravé inzerce ¢i delece spiSe nez sub-
stituce. Vyhodou pyrosekvenovani oproti dalsim meto-
dam druhé generace je délka fragmentd, ktera mize byt
200 az 300 bp. Nevyhodou je vyssi cena.

Sekvenace s vyuZitim reverzibilnich termindtori

Sekvenace s vyuzitim reverzibilnich terminatord'
je zalozena na cyklické syntéze komplementarniho
vldkna. Po zabudovéani nukleotidu DNA-polymerazou
se syntéza zastavi, protoze nukleotid obsahuje skupinu
na 3"-hydroxylu, ktera syntézu blokuje, a fluorescen¢ni
znacku. Detekce probiha bud na zékladé vinové délky
svétla emitovaného flouroforu specifického pro kazdy
nukleotid (v tomto pfipadé jsou pfitomny viechny nuk-
leotidy ve vzorku), nebo na zakladé detekce svétla v pfi-
padé pfitomnosti jednoho nukleotidu v cyklu. Polyme-
race se opét rozbéhne po odstépeni blokujici skupiny
a fluoroforu. Tato metoda vyuzivd obvykle amplifikaci
na pevné fazi. Omezena je délka fragmentd z rlznych
davodd, jako je nedokonalé odstépeni fluorescencnich
nebo blokujicich skupin.

Sekvenace ligaci

Sekvenace ligaci'>'* vyuziva DNA-ligézu pro prodlu-
Zovani vlakna. V pfipadé emulzni PCR jsou fragmen-
ty piichyceny na kulicky, které jsou opét rozmistény
do malych reaktord. Na universalni adaptory je hybri-
dizovan primer. Pak je pfidana smés useki DNA (okta-
mer(), které maji rGzné baze na prvnich dvou pozicich
a jsou fluorescen¢né znaceny, a DNA-ligaza. DNA-ligaza
preferen¢né piipoji na rostouci fetézec ten oktamer,
ktery bude mit komplementarni prvni dva nukleotidy.
Po zobrazeni fluorescence se posledni 3 nukleotidy,
které nesou flourofor, odstépi. Primer je tak prodlouzen
o 5 nukleotidd a zname sekvenci prvnich dvou. Po vice-
nasobné ligaci (az deset cykl) se novy fetézec uvolni
a nasleduje stejny postup s primery o 1 az 4 nukleo-
tidy kratsi. Tim se dosdhne piifazeni nukleotidu
ke kazdé pozici.

Treti generace

Do tieti generace se fadi nové vyvijené metody, které
maji potencidl v dudleZitych parametrech pfekonat me-

tody z generace druhé. Tyto metody Casto pracuji s jed-
notlivymi molekulami DNA bez potieby zastavovani
procesu mezi jednotlivymi kroky detekce. Patii sem: lon
Torrent's sekvenator, sekvenovani syntézou (HeliScope,
sekvenovani v redlném ¢ase), sekvenovani pfimym zob-
razenim, sekvenovani pomoci nanopord.

Ion Torrent’s sekvendtor

lon Torrent’s sekvenator' sestava z kiemikového cipu
stavéného jako polovodi¢. Tento cip obsahuje jamky
(400 na sitku lidského vlasu). Na dné téchto jamek je
iontové senzitivni vrstva — pH metr, pod kterou je vo-
diva vrstva. V jamce je DNA uréena k sekvenovani, pri-
mer, DNA- polymerdza a v cyklech se stfida pfitomnost
¢ty nukleotidd. Pokud je nukleotid pfipojen, je uvolnén
jeden vodikovy ion, ktery je cipem rozeznan jako
zména napéti. Vyuzivaji se zde pfirozené nukleotidy,
ani svétlo ¢i optika, tim se proces sekvenovani zjedno-
dusuje. Opét je ale tieba cyklického procesu a amplifi-
kace DNA.

Sekvenovdni syntézou

HeliScope sekvenator'® jiz pracuje s jednotlivymi DNA
fragmenty, a tedy neni nutno DNA amplifikovat, ale stéle
je u néj nutna cyklizace. Fragmenty DNA jsou pfichy-
ceny pies piipojeny konec polyA k pevnému povrchu
a jsou pfidany primery (Useky polyT). DNA-polymera-
za piipojuje specialné znac¢ené nukleotidy. Tato znacka
zastavuje polymeraci a je chemicky Stépitelnd, takze
po detekci se odstépi a mlze se pokracovat v synté-
ze. Délka sekvenovaného useku je okolo 32 nukleo-
tid(. Chybovost uréeni spravného nukleotidu je sice vice
nez 5 %, ale metoda umozniuje sekvenovat tGsek paralel-
né mnohokréat a vylou¢enim chyb dosahnout presnosti
vice nez 99 %. Oproti druhé generaci je hlavni vyhodou
moznost sledovat az okolo miliardy usek(i DNA a to,
Ze neni nutné, aby byl komplementarni nukleotid vzdy
se 100% vytézkem pfifazen. Sleduji se jednotlivé mole-
kuly DNA, takze se nizSim vytézkem nezvysSuje Sum.

Sekvenovdni v redlném case

Sekvenovéni v redlném case'” je postup, kdy se sledu-
je syntéza komplementérniho fetézce jedné molekuly
DNA bez pieruseni reakce. Tento pfistup musi piekonat
dvé prekazky: fluorescen¢ni znacka musi byt odstrané-
na bez zastaveni reakce a musi se zaznamenat signal
pouze jednoho pravé pfitazovaného nukleotidu a ne
nukleotid( jinych pfitomnych v reaktoru. Prvni piekazka
byla vyfesena pfipojenim flouroforu na fosfaty nukleo-
tidd. Tak se pfirozenou cestou syntézy flourofor odstépi
a syntéza mize pokracovat. Druha piekazka se vyresi-
la pouzitim malého detekéniho objemu, jehoz pramér
je prdmér jamky (desitky nm) a hloubka je vzdalenost,
kam svétlo efektivné pronikne evanescen¢ni vinou
(~30nm). Na dné kaidé jamky je pfichycena jedna
DNA polymeréza a v roztoku jsou pfitomny vSechny ctyfi
nukleotidy s charakteristickymi flourofory. Volné pohy-
bujici se nukleotid je v detekénim objemu nékolik mik-
rosekund, kdy mize emitovat svétlo, zatimco nukleotid,
ktery je komplementarni, a zachyti ho DNA-polymeraza,
se v detekénim objemu zdrzi nékolik milisekund. Pfifa-
zovany nukleotid tedy je v detekénim objemu pfiblizné
1000 krét deldi dobu a emituje i Umérné vice fotond.
To davé dobry pomér signalu k Sumu. Takto sekvenova-
né fragmenty mohou byt vic nez 1000 bp dlouhé.



Sekvenovdni pfimym zobrazenim

Alternativou mize byt i ¢teni sekvence pomoci elek-
tronové™ ¢i tunelové mikroskopie™. Vlakno DNA by
se natdhlo na pevném povrchu a mikroskopem o do-
state¢ném rozliSeni by se cetly jednotlivé béze. Vy-
uziti tézSich atoma by mohlo vést k snazsi identifikaci.
Potenciél této technologie je v ¢teni Usekl dlouhych

az nékolik miliona paru bazi pfi nizkych nékladech.

Sekvenovdni pomoci nanopori

Pfes nanopdér mize prochédzet bud celda molekula
DNA, nebo jednotlivé nukleotidy. Nukleotidy prochaze-
jici pfes pdr maji vliv na elektricky proud, ktery je poté
detekovan. Systém, v kterém prochazeji jednotlivé nuk-
leotidy, je slozen z lipidové dvojvrstvy, ve které je modi-
fikovany a-hemolyzin a z jedné strany membrény exo-
nukledza a z druhé strany synteticky cyklodextrin. Pfi
zméné potencialu na membréané se aktivuje exonukle-
aza, kterd odstépuje jednotlivé nukleotidy. Nukleotidy
charakteristicky narusuji tok iontd pfes nanopér.°
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Souhrn
Oborsky P. : Sekvenovani DNA

Pro prichod celé DNA se vyuziva systému, kde je v li-
pidové dvouvrstvé Porin A. Problémem je pfili$ rychly
prechod vlékna pies por prevysujici rychlost spolehlivé
detekce.”’

Dal3i struktura nanopéru navrzend firmou IBM pro
prichod celé DNA je por, kde se v podélnych vrstvach
stiida kov a dielektrikum. Vhodnym modulovénim
proudu prochézi DNA pies nanopor. Zbyva jen doresit
rozeznani signalu jednotlivych bazi.?>?*

Zaveér

Pavodni piistup sekvenovani DNA pomoci komple-
mentarni syntézy druhého vlakna byl postupné vyvijen
a obmériovén v prvnich i druhych generaci sekveno-
vani, zatimco tfeti generace se vydala i jinymi pfistu-
py. Zda se, Ze vyvojem postupl druhé i tfeti generace
se oteviraji moznosti levné;jsi, rychlejsi nebo presnéjsi
sekvenace.
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Druhd a tieti generace sekvenovani DNA piinaseji nebo maji potencial zlep3eni dllezitych parametrd jako je pfesnost, rychlost nebo
cena. Kazda z konkrétnich metod je zaméfena na rGizné dlouhé fragmenty DNA. Metody prvni generace vychazeji ze Sangerovy metody.
Metody druhé generace k sekvenaci vyuZivaji stejny pfistup jako generace prvni a to syntézu komplementérniho vlédkna, ale lidi se princi-
pem ziskani signdlu (pyrosekvenovani), terminaci (pyrosekvenovani, sekvenace s vyuzitim reversibilnich terminatord, sekvenace ligaci),
¢i zplisobem syntézy komplementarniho vldkna (sekvenace ligaci). Treti generace piindsi i metody s jinym pfistupem neZ je syntéza
komplementarniho vldkna a to sekvenovani pfimym zobrazenim v elektronovém, ¢i tunelovém mikroskopu a sekvenovani pomoci pie-
chodu DNA, nebo jednotlivych nukleotidd pfes nanopor. Zatimco nékteré metody tieti generace jsou stéle ve vyvoji, jiné metody jsou jiz
komer¢né dostupné.

Klicova slova: sekvenovani DNA, prvni generace, druha generace, tieti generace

Summary

Oborsky P. : DNA sequencing

Second and third generation of DNA sequencing bring improvement in important parameters such as accuracy, speed and price. Every
specific method is focused to the specific length of DNA fragments. The methods of first generation are based on Sanger’s principle.
The methods of second generation are based on the same approach towards sequencing as the first generation i.e. synthesis of com-
plementary strands. Difference between the first and second generations is in the gaining signal (pyrosequencing), termination (pyro-
sequencing, The Solexa, SOLID) or in manner of the sequencing complementary strand (SOLiD). The third generation brings methods
with different approach, i.e. sequencing through direct display using electron or tunneling microscope and sequencing by DNA strand,
or separate nucleotides passing nanopore. Some of the methods of the third generations are still in the development stage, some are
already available.

Keywords: DNA sequencing, first generation, second generation, third generation



JSOU EPIGENETICKE ZMENY DNA PRICINOU VZNIKU

DIABETU TYPU II?
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Uvod

Diabetes mellitus typu Il (dfive noninsulin-depen-
dentni diabetes mellitus (NIDDM) nebo diabetes
dospélych) je zdvainé metabolické onemocnéni, je-
hoz vyskyt ve vyspélych zemich neustéle narsta spolu
s obezitou. V roce 2010 mélo onemocnéni 285 miliond
lidi ve srovnani s 30 miliony nemocnych v roce 1985.'2
Podstatou choroby je relativni nedostatek insulinu spo-
jeny s insulinovou resistenci, coz je snizend citlivost
tkdni vaci insulinu. Oproti tomu diabetes mellitus typu
I souvisi s absolutnim nedostatkem insulinu z ddvodu
destrukce beta bunék v pankreatu. Diabetes typu Il tvo-
fi pfiblizné 90 % vsech piipadi diabetu.

Insulin

Insulin je peptidovy hormon, ktery hraje ddlezitou
tlohu nejen v metabolismu glukosy, ale také tuku i bil-
kovin a jako takovy je pro Zivot nezbytny. Jeho klicova
tloha spociva predevsim v umoznéni vstupu glukosy
do bunék a udriovani spravné hladiny cukru v krvi.
Tvofi se v B burikdach Langerhansovych ostrivkd pan-
kreatu. Je slozen ze dvou peptidovych fetézcl (A a B),
spojenych dvéma disulfidovymi mastky, treti disulfidovy
mustek je uvnitf fetézce A. Rozstépeni obou disulfido-
vych mistk mezi fetézci A a B rusi biologickou aktivitu
insulinové molekuly.

Priznaky diabetu typu Il

Z pocatku onemocnéni mohou byt pfiznaky nevyraz-
né a Casto dochazi k zachytu onemocnéni nahodou.
Mezi typické pfiznaky patfi nadmérna Zizen, ¢asté mo-
¢eni, zvySeny pfijem tekutin a nadmérny pocit hladu,
unava. Nékdy byva pfitomno nechutenstvi a hmotnost-
ni ubytek. MGze se objevit neostré vidéni a pocit mra-
venceni v riznych castech téla.

Priciny vzniku diabetu typu II

Priciny vzniku této choroby nejsou jesté zcela objas-
nény, plsobi zde genetické faktory. Klicovou tlohu zde
hraje také nespravny Zivotni styl, obezita, stres, koufeni,
nedostatek pohybu, nadmérny pfijem kalorii, zejména
tu¢ného masa a dalsi civiliza¢ni choroby.

Komplikace diabetu typu Il

Komplikace spojené s vysokou hladinou glukosy
v krvi zahrnuji poskozeni ledvin, poskozeni sitnice, po-
$kozeni nerv(, srde¢ni onemocnéni, mozkovou mrtvici,
poskozeni tkani koncetin, vedouci az k jejich amputaci.

Epigenetika

Epigenetika je podobor genetiky, ktery studuje zmény
v genové expresi (a tedy obvykle i ve fenotypu), kte-
ré nejsou zplsobeny zménou nukleotidové sekvence
DNA. Epigenetické faktory ovliviiuji fenotyp bez zmény

genotypu. Epigeneticka informace je pfenasena z jed-
né generace na dalsi generace jak na buné¢né urovni,
tak na urovni organismu bez zakédovani této informa-
ce do nukleotidové sekvence. Piedavani informace je
podminéno buné¢nou paméti. Epigenetické mecha-
nismy jsou spontanni a reversibilni. Mohou byt indu-
kovany genetickymi faktory i faktory prostiedi. Epige-
netické procesy zasahuji na urovni transkripcni aktivity
genl (DNA metylace, modifikace histon() i na trovni
postranskrip¢ni (RNAI).

Epigenetické zmény DNA

1. DNA metylace

DNA metylace je typ modifikace DNA, ktera je dédéna
beze zmény sekvence DNA. Pocet a uspofadani metylo-
vanych cytosint ovliviiuje funkci gend, nizka metylace
vede k vysoké aktivité a naopak. Enzymy skupiny DNA-
-metyltransferas udrzuji po replikaci DNA identicky typ
metylace, jaky byl pred replikaci.

Priblizné 60 — 70 % CpG je metylovano. CpG jsou se-
skupeny do shlukd, ostrdvkd, které jsou pfitomny v ob-
lasti promotoru, coz je regulac¢ni oblast mnoha gend
na strané 5'-konce.

DNA metylace genu PGC-1a. (PPARGCI1A)

Gen PGC-To. je zapojen do regulace genll energe-
tického metabolismu. V jedné studii byla zjisténa zvy-
$end metylace v burikdch pankreatu diabetikd typu II.
Snizend exprese mMRNA méla souvislost s nizsi sekreci
insulinu.* V dal3ich studiich byly zkoumany rizikové fak-
tory diabetu — fyzicka inaktivita a nizkd porodni véha,
na zmény exprese téhoz genu.>® Ve viech pfipadech
byla zjisténa zvySena metylace genu, kterd vedla ke sni-
Zené expresi mRNA.

2. Modifikace histonii

Utlumeni transkripéni aktivity na drovni modifikace
histont vede k vytvafeni transkripéné neaktivniho he-
terochromatinu. Struktura chromatinu je velmi dulezita
pro regulaci transkripce.

NH_-skupina lysinu mé basicky charakter, a proto
se lysiny mohou vazat s negativné nabitymi fosfaty
DNA. lontovou vazbou se DNA v oblasti lysinli tésné
vaze k histonim a tim se zamezi transkripci. K zesileni
utlumu transkrip¢ni aktivity dale dochazi i za pfitom-
nosti proteind, které se mohou vazat k metylovanym
CpG. Tyto proteiny stimuluji deacetylasy histon( a v ko-
operaci s dalsimi proteiny moduluji histony a dochazi
tak k tvorbé inaktivniho chromatinu.

Acetylace histond, které tvofi nukleosom, predstavu-
je regula¢ni mechanismus transkripce gent. Acetylace
lysinG v histonech eliminuje jejich pozitivni naboj a tés-
nd interakce DNA-histon se porusi. Transkrip¢ni faktory
tak maji k DNA pfistup, umozni funkci RNA-polymerasy
a transkripce gen muze nastat.



Histon-acetyltransferasy a histon-deacetyltransferasy

Bylo zjisténo, Ze histon-acetyltransferasy (HATs) a his-
ton-deacetyltransferasy (HDACs) v souvislosti s diabe-
tem hraji klicovou roli. Speciadlné SIRT1(HDACs) ovliv-
fiuje nékolik faktorl souvisejicich s metabolismem,
adipogenesi a sekreci insulinu. Zd& se, Ze histonova
acetylace podporuje genovou expresi spojenou s dia-
betickym stavem. Ukézalo se, Ze kultivace monocyt( pfi
vysoké koncentraci glukosy vede ke zvy3ené acetylaci
histoni na promotorech COX-2 a TNF gend. To vede
ke zvySené genové expresi. K podobné zvySené histo-
nové acetylaci téchto promotort dochazi u diabetikd
pii porovnani se zdravymi dobrovolniky.”

3. Postranskripcni utlumeni aktivity genu - (RNAI)
interference

Postranskripéni utlumeni aktivity gent ma vztah
k funkci mRNA. Pokud dojde k destrukci mRNA, ne-
probéhne translace a nedojde k tvorbé produktu genu.
Tento typ utlumeni endogennich gent je pravdépodob-
né evolu¢né velmi stary jev, ktery chranil organismus
napf. pfed infekénimi viry.

RNAI je jeden z epigenetickych mechanism( vyvola-
ny pfitomnosti urcitych fragmentd dvouvldknové RNA
(dsRNA). dsRNA je enzymové separovdna na dvé sa-
mostatna vlakna, kterd jsou schopna znicit jednovlak-
novou RNA buriky obsahujici komplementarni oblasti
k fragmentu dsRNA.

miRNA

miRNA neboli microRNA jsou jednovlaknové fetézce
nekddujici RNA o délce 21 - 23 nukleotidd, které se po-
dileji na regulaci genové exprese. Molekuly miRNA jsou
komplementérni k césti jedné nebo nékolika mRNA.
Kdyz se sparuji odpovidajici fetézce miRNA a mRNA,
je obvykle inhibovéna translace této mRNA v protein.”
Spatna funkce ¢i regulace miRNA mize zpGsobit v né-
kterych pfipadech vazné choroby.
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Souhrn

miR-375 (miRNA) je specificky exprimovéna v buni-
kach Langerhansovych ostrdvkd a inhibuje sekreci in-
sulinu inhibici exprese proteinu myotrofinu. ZvySena
exprese miR-375 muze kompletné potlacit glukosou
indukovanou sekreci insulinu.® Déle bylo zjisténo, Ze
zvysena hladina miR-9, dals$i miRNA, vede k vainym
defektdim glukosou stimulované sekrece insulinu.®

Experiment na mysich:
Dédeéni sklonu k diabetu po otci?

V experimentech provedenych na laboratornich my-
Sich vyslo najevo, Ze vysoky pfijem tukd a nésledna
obezita vyvolavaji epigenetické zmény ve spermiich.
Potomstvo obéznich otcl postizenych dysfunkci beta-
-bunék pankreatu dédi s témito epigenetickymi zmé-
nami rovnéz silny sklon k dysfunkci beta-bunék. A to
i v pfipadé, ze potomstvo neni krmeno dietou s vyso-
kym obsahem tuku a neni zatizeno obezitou.

Samci ziskali pisobenim podminek vnéjsiho prostie-
di (stravy) nové vlastnosti — obezitu, narusenou tole-
ranci ke glukose a snizenou citlivost k inzulinu. Dispo-
zici k témto zménam pak pfedali v dédi¢né informaci
potomstvu.

Sekvence pfislusnych gen( se u otcll ani jejich po-
tomkd nezménily. Dédéni dispozic je pravdépodobné
dano epigeneticky, tedy zménami, jez probéhly ,na po-
vrchu” dvojité Sroubovice DNA a zménily expresi pfi-
slusnych usekd dédi¢né informace.'

Zaver

Z uvedenych experiment( vyplyvd, Ze zmény v pro-
stfedi nebo ve vyzivé jsou schopny aktivovat nebo de-
aktivovat transkripci riiznych gend. Zivotni styl rozho-
duje o tom, které geny budou ,zapnuty” a které budou
~ypnuty”. Epigenetické zmény se podili na vzniku dia-
betu typu Il
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Taborska P. : Jsou epigenetické zmény DNA pficinou vzniku diabetu typu 1I?
Diabetes mellitus typu Il je zévazné metabolické onemocnéni, jehoz vyskyt ve vyspélych zemich neustéle narsté v zavislosti na obezité.
Bylo zjisténo, Ze epigenetické zmény, jako je metylace DNA, histonovéa modifikace a RNA interference reguluji expresi gen(. Tyto epige-

netické mechanismy maji souvislost s vyvojem diabetu typu II.

Klicova slova: diabetes mellitus typu Il, epigenetika, epigenetické zmény

Summary

Taborska P. : Is there relation between epigenetic changes in DNA and development of diabetes type 11?

Diabetes mellitus type Il is a serious metabolic disorder. Rates of type 2 diabetes have increased markedly in parallel with obesity. It has
been found that epigenetic changes are involved in the regulation and expression of genes such as DNA methylation, histone modifica-
tion and RNA interference. These epigenetic mechanisms are linked to diabetes type 1.

Keywords: diabetes mellitus type Il, epigenetics, epigenetic changes
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Uvod

Péstované plodiny ohrozuje asi 30 000 druh(i plevelu
a 10 000 druhl hmyzu. PouzZivani pesticidi zachrani
ro¢né asi 40% zemédélské produkce, pficemz insek-
ticidy hraji nezastupitelnou ulohu.' Dfive se pouziva-
ly hlavné syntetické chemické insekticidy, které maji
dozajista mnoho vyhod, ovdem mohou negativné ovliv-
rnovat lidské zdravi a Zivotni prostiedi, coz je v dnes-
ni ,bio-eko” dobé opravdu padny argument. Nastésti
existuji alternativni metody ochrany péstovanych plo-
din, a to bioinsekticidy — neboli insekticidy obsahujici
mikroorganismus ¢i jeho sekundarni metabolit s Za-
danym ucinkem. Jejich velkou vyhodu predstavuje to,
ze vykazuji selektivni toxicitu téméf vyhradné na hmyz,
a to jesté na piesny druh, takze neovliviiuji napfiklad
hmyz prospésny. Reprezentuji je druhy napfic celou fisi
- jedna se o bakterie, viry, prvoky, plisné a hlisty a jimi
produkované toxiny. V sou¢asné dobé bylo poznano asi
1500 pfirozené se vyskytujicich entomogennich druh,
insekticidni Gcinek ma asi 100 zastupcd.

Mechanismus jejich G¢inku se lisi; tak napfiklad
entomopatogenni bakterie a viry zpUsobuji septiké-
mii po priniku do traviciho traktu hostitele — mnozi
se v ném a produkuji toxiny. Entomopatogenni houby
zase produkuji spory, které kli¢i a prorGstaji télem hos-
titele, ¢imzZ ho usmrti.

Na nasledujicich strankach se doctete néco kratce
o historii mikrobidlnich insekticidd, prehled nejcastéji
pouzivanych insekticidnich druhd, jejich hlavni vyhody
a nevyhody a v neposledni fadé i o slibnych vyzkum-
nych smérech v této oblasti.

Tabulka I.: Vyhody a nevyhody bioinsekticid(.2
Vyhody BI Nevyhody BI

Vysoka specifita na cilovy | Pouze 100 znamych latek

organismus Asi 20 latek EPA registrovano
Zadny efekt na prospésné | Pomala smrt
hmyzi populace (nékdy az 20 dni)

Neukladaji se
v Zivotnim prostiedi

Vhodné k biotechno-
logické pfipravé

Nestalé v Zivotnim prostiedi

Nevhodné na kontrolu vice
skddct najednou

uv,

Obtizny vznik resistence
Zadna fytotoxicita

Citlivost
vyschnuti

na teplotu,

Historie

A¢ prvni plisfiové insekticidni Gcinky na bource mo-
rusového popsal uz Aristoteles ve svém dile Historia
Animatum ve ¢tvrtém stoleti pied nasim letopocétem,
k jejich rozsifeni a velkoploSnému pouzivani bylo jesté
velice daleko. Vice se toto odvétvi zacalo rozvijet v 18
- 19. stoleti, kdy jiz fada védct pfisla s popisem insek-
ticidnich ucinkd nékterych plisni. Zvlasté v tomto ohle-
du proslul Ital Agostino Bassi, jemuz se také dodnes
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piezdiva otec hmyzi patologie. Spole¢né s Pasteurem
shromazdili poznatky, od kterych byl pak jiz jen krd-
¢ek ke kontrolovanému vyuzivani mikrobialnich zdroja
k ochrané zemédélské produkce.?

Opravdu se toho vsak zacalo vyuzivat teprve s obje-
vem insekticidnich Gcinkd bakterie Bacillus thuringien-
sis (Bt), objevené Ernstem Berlinerem v Thuringenské
oblasti, na jejiz pocest také nese tato bakterie nazev.
Dodnes se tento bakteridlni kmen pouziva jako stan-
dard pro jednotku insekticidni aktivity (HD-1).* V roce
1991 bylo v USA zaregistrovano jiz 33 patentll a Bt
gen byl isolovan a vnasen do fady rostlinnych bunék.
V soucasné dobé existuje fada poddruhl této bakte-
rie, pficemz kazdy z nich vykazuje insekticidni ucinek
na néco jiného, viz sekce Bakterialni insekticidy.

Viry jako bioinsekticidy maji mnohem pomalejsi
historii vyvoje. Prvni pozorovani insekticidniho Ucin-
ku v zavislosti na virové infekci pozorovali v larvach
bource morusového v roce 1856 A. Maestri a E. Corna-
lia. V roce 1926 se pak podafilo popsat francouzskému
védci A. Paillotovi kompletné cely proces virové infekce
evropského bélaska fepového. V roce 1975 pak Edward
Steinhaus polozZil opravdové zéklady vyuziti vir( jako
bioinsekticidd.?

Bakterialni insekticidy

Nésledujici kratky prehled bakteridlnich insekticid(
ani zdaleka neni vycerpavajici, ovdem postihuje zéklad-
ni zastupce v této oblasti.

Bacillus thuringiensis

Jednd se o G+ bakterii hojné se vyskytujici v ptdé,
tvofici eliptické spory a soucasné o nejvice vyuzivany
bakterialni kmen pro tyto tcely. Insekticidni vlastnosti
jsou pfipisovany d-endotoxinu, ktery se syntetizu-
je béhem sporulace. Jinak se mu také Fika crys-
tal protein nebo také Cry protein, kédovany cry
geny, jez jsou lokalizovany na plasmidu. Cry toxiny
jsou specifické a jsou aktivni na celou fadu mar, molt
a na mnoho housenek skiidcd, véetné importovanych
housenek oZzirajicich listy hlavkové zeleniny, housenek
pidalek (kapusta), lisaje, zavije¢e kukufi¢ného, piediv-
ky polni, vakonostm a bekyni velkohlavé. Mensi ucinky
m4a na zavijece jable¢ného a broskvového a na vrtéka
révového. Varianta Bt tenebrionis zaznamenala ucinky
proti larvéam mandelinky bramborové a larvédm brouka
napadajiciho listovi jilmd. Varianta Bt izraelensis se pro-
dava proti muchni¢kdm, komarim a pakomardm,
varianta Bt aizawai se pouziva pro kontrolu larev zavi-
jece voskového ve veelich dlech a proti jinym housen-
kam.>6

Nejvice vnimavé jsou obvykle mladé larvy. Urceni, kdy
je vétsina Skddcl ve vnimavém vyvojovém stadiu, je
vétsinou klicovym krokem aplikace. Ne vSechny druhy
housenek jsou nachylné k infekci Bt. U¢inky Bt mohou
byt deaktivovéany plsobenim UV zafeni ze slune¢niho
svétla a zlstavaji aktivni pouze po dobu 2 - 3 dnd.



U¢inek Cry toxinGi se projevi po poZiti hmyzem,
kdy se plsobenim alkalického pH v hmyzim travicim
traktu protein aktivuje. Po aktivaci tyto toxické proteiny
pusobi nikoli nepodobné antimikrobialnim peptidim
- membranolyticky, to znamena, ze tvofi v membranach
pory. Jejich velkou vyhodou je selektivita na skodlivé
druhy hmyzu. Lze je pouzivat jednak formou postiiku
na rostliny, ¢i Ize do rostlin pfimo zabudovat gen, podle
kterého se budou exprimovat Cry proteiny. Toto popr-
vé vyrobila v roce 1985 firma Plant Genetic Systems —
vyvinula geneticky modifikovany tabak, ktery exprimo-
val Cry proteiny. 2Jednim z nejznaméjsich pfipadl plo-
diny exprimuijici Bt toxin je Bt kukufice, v CR povolena
od roku 2005 (kmen MON810), ucinkujici proti zavi-
jeci kukuficnému (viz obrazek 1) (Ostrinia nubilalis).”
Déle se také hlavné v USA péstuje Bt bavinik (vice nez
70 % obdélavané pidy s bavinikem v USA).

Obr. 1: Housenka zavijece kukufi¢ného ve stonku.?

Prvni poutziti Bt jako pesticidu bylo ale jiz v roce 1958,
tedy o téméf 30 let dfive nez GM plodiny, a od té doby
se na trhu vyskytuje nepfeberné mnoizstvi produktd,
odvozenych od Cry-proteind, jichz bylo v dnesni dobé
identifikovano vice nez 150. Patii sem napfiklad pro-
dukty Bactur, Bactospine, Bioworm, Dipel, Futura, M-
-One, M-Track, LarvX.

Bacillus sphaericus

G+ striktné aerobni bakterie, postrada glukosovy me-
tabolismus. Byla prvné isolovana v poloviné 60-tych
let z komar(, much a kobylek. Déli se na fadu rdiznych
kmend, produkujicich rézné ucinné toxické intracelu-
lérni proteiny- napfiklad BinA, BinB a 100kDa proteiny
Mtx (Mtx 1, 2 a 3). Tyto posledné jmenované toxiny
vykazuji homologii s ADP-ribosyl transferdzovym typem
toxind a jsou lokalizovdny na membrané.

Déle vyuzivané jsou napfiklad Paenibacillus po-
pilliae a Paenibacillus lentimorbus, jez se dfive hro-
madné nazyvaly Bacillus. Jejich velkému rozsifeni brani
hlavné nutnost kultivace in vivo v hemolymfé hmyzu;
in vitro kultivace neprobihala Gspésné ve velkém mé-
fitku. V sou¢asné dobé se pouzivaji hlavné proti larvam
listokazu japonského.?
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Viry jako bioinsekticidy

Existuje kolem 700 dosud poznanych vir(i, specific-
kych pro bezobratlé — nejvice jich je proti Lepidopte-
ra — 560 (motyli), ddle pak Hymenoptera (blanokiidli
- napfiklad vosy, mravenci - asi 40), Orthoptera (rov-
nokfidli — kobylky) a Diptera (dvoukiidli — napfiklad
mouchy). VSechny tyto viry maji potencial jako bioin-
sekticidy a desitky z nich se také tak vyuzivaji. Jedna
se jak o RNA, tak i o DNA viry, ss (single stranded) i ds
(double stranded), s velikosti napfi¢ celym spektrem.
Nejvyznamnéjsi je viak celed Baculoviridae se 2 rody
s insekticidnim Gc¢inkem, a to Nukleopolyhedrosis viry
(NPV) a Granuloviry (GV). NPV napadaji housenky pi-
dalek, kukufi¢né housenky, housenky napadajici hlav-
kovou zeleninu, bavinu, tabak, housenky zavije¢e kuku-
ficného a housenky skodici na jehli¢cnanech. Granulo-
viry byly izolovany z nékolika druhd house-
nek snovact, komar@, housenek hlavkové
zeleniny a mnoha dalSich.

K infikovani hostitele dochazi vétSinou
pozitim, po némz nasleduje uvolnéni vi-
rionu z okluznich télisek v travicim traktu
hmyzu. Smrt nastdva v zavislosti na sta-
diu vyvoje hmyzu a mnozstvi pozienych
vird od 48 hodin az do jednoho tyd-
ne. Pfirozené se vyskytujici viry napadaji
Viry nepfiznivé ovliviiuje UV zafeni, a proto
je jejich aplikace nejvhodnéjsi pozdéji od-
poledne.®

V soucasnosti se virové bioinsekti-
cidy vyrabi in vivo kultivaci, a¢ in vit-
ro pfiprava je také mozng, ale je ve-
lice nékladna. Dostate¢né mnozstvi pu-
rifikovaného viru kontaminuje potra-
vu podévanou hmyzim larvam, které
po jejim poziti zemiou dfive, nez dosdhnou dospé-
losti. Poté jsou sesbirany, semlety a je z nich vytvo-
fen insekticidni prasek ¢i tekuty koncentrat na postrik.
Nékdy se do formulaci také pfidava sojovy olej ¢i kvas-
nicny extrakt, aby se podpofila trvanlivost insekticid-
niho preparatu.

Jejich nevyhodou je, ze ohrozuji pouze rostlinu kou-
sajici hmyz, a nikoli hmyz, ktery rostlinu vysava, nebot
pies kutikulu kusadel se virus aplikovany na povrch
rostliny nedostane.

Neékteré z produktd jsou napfiklad CYD-X pro obalece
jable¢ného (Medex pro distribuci pro CR), Neocheck-
-S pro hiebenuli rysavou.

Plisné jako bioinsekticidy

Nejvyznamnéjsi charakteristikou této skupiny je ob-
sah chitinu v jejich buné¢né sténé. Také mechanismus
vyvinuti resistence k houbovym insekticidim patfi mezi
nejméné pravdépodobné.

Houbové onemocnéni zpravidla za¢ina uchycenim
spor na téle hostitele. Za vhodnych podminek (zélezi
hlavné na teploté a vlhkosti) dojde k jejich kliceni, pfi-
¢emz klicici konidie mize na konci klicku vytvéret riizné
penetracni struktury (napf. zdufelou $picku klicku ¢i ex-
tracelularni pouzdro). Z téchto struktur se dale formuje



Obr. 2: Hmyz infikovany Beauveria bassiana.™

penetracni hyfa, kterd pronika do téla hostitele a vy-
kazuje velkou biochemickou aktivitu — produkuje fadu
enzymU — chitindz, protedz a kolagenaz. Smrt hmyzu
je tedy zplUsobena uplnou destrukci jeho tkani. Timto
okamzikem také konci parazitickd faze a zacina faze
saprofytni, houba prordstd na povrch téla, mumifikuje
usmrceny hmyz a vytvéfi fruktifika¢ni organy. Tato faze
kond¢i Gplnou sporulaci a opétovnym Sifenim spor, nej-
Castéji pasivné za pomoci vzduchu a vody.?

Zminim jen par zastupcl, napfiklad Beauveria
bassiana (pojmenovand na pocest zde jiz zminéného
A. Bassiho) - jedna se o entomopatogenni houbu,
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Souhrn
Poncova K.: Bionsekticidy

pfirozené se vyskytujici v padé. Infekce
je podporovéna teplym, vlhkym poca-
sim. Infikované larvy se zbarvi do Sedo-
-bilé barvy. Beauveria je pouzivana jako
insekticid v mnoha zemich. Ma rozsahly
hostitelsky okruh, ktery zahrnuje dulezité
Skiidce jako jsou molice, msice, kobylky
(mazete vidét na obrazku ¢.2), termiti,
mandelinka bramborovd, nosatec pali¢-
kovy, Sténice, kdrovci, zavije¢ jablecny,
kukufi¢ny, atd. V CR se pouzivd v boji
proti kdirovci na Sumavé.®

Aschersonia  aelrodis -  G¢inna
na molici citrusovou, poprvé pouzi-
ta na Floridé, zachranény velké plan-
taze citrusd. Vyskytuje se pfirozené hlav-
né v tropickych a subtropickych oblas-
tech.

Verticillium lecanii je dalsi z kosmopo-
litnich hub parazitujicich na hmyzu. Pro-
dukuje toxin bassianolid, ktery je toxicky
na bource morusového, nékteré z poddruhli Ucinkuji
také na molici citrusovou.

Zaver
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rozvoje nasi planety. Stale narlstajici populace a nut-
nost minimalizace negativnich dopadd pouzivéani insek-
ticid( na Zivotni prostiedi dava jasny signal, pro¢ inves-
tovat do vyzkumu a vyvoje novych bioinsekticidd. Vzdyt
pravé chemické insekticidy patii do skupiny s nejvét-
$im dopadem na Zivotni prostiedi. Nezbyva nez doufat,
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Bioinsekticidy jsou moderni prostiedky boje proti hmyzim skd&idctim, které maji oproti chemickym prostiedkim fadu vyhod. NezpUsobuji
napfiklad resistenci hmyzich druh, jsou $etrné k Zivotnimu prostfedi, neohroZuji €élovéka a ani prospésné druhy hmyzu. Radime mezi né
bakterialni, virové a plisiiové hmyzi patogeny, jejichz piehled je shrnut v tomto ¢lanku.

Klicova slova: bioinsekticidy, Bt toxin, GMO rostliny, skidci, Beauveria bassiana.

Summary
Poncova K.: Bioinsecticides

Bioinsecticides form a group of modern agents against insect pests. They offer several advantages over chemical insecticides. Among
them for instance: safety to non target organisms, including benefical insects, they are environmentally friendly and they do not cause
resistance. They can be divided into 3 groups, enthomopathogenic bacteria, viruses and fungi.

Keywords: bioinsecticides, Bt toxin, GMO plants, pests, Beauveria bassiana.
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Alzheimerova choroba (dale jen AD) je neurode-
generativni onemocnéni mozku, pfi kterém dochazi
k postupné demenci. Viibec poprvé toto onemocnéni
popsal Alois Alzheimer roku 1906. Dllezitou skutec-
nosti je fakt, ze AD zacina latentné, asi o 10 — 20 let
diive, nez se objevi prvni klinické pfiznaky. Vzhledem
k omezenym diagnostickym moznostem byva AD roz-
poznana vétSinou az v dobé, kdy jiz v mozku probéhly
vyznamné, vétSinou nevratné zmény. Samotny ndstup
nemoci je pliZivy, nejc¢astéji kolem 65. roku véku. Zmé-
ny chovéni provazi emocni nestabilita, narlistéd poru-
cha paméti (zvlasté pro nové poznatky) a objevuji se
nepfesnosti pii bézné praci. Dochazi ke ztraté usudku,
pacientse prestava orientovatv ¢ase i prostoru, kognitivni
funkce se dale zhorSuji a pacient se stdva naprosto
zavislym na svém okoli. Vyjimkou nejsou ani ne-
kognitivni poruchy jako deprese, halucinace, agresivita
a epileptické zachvaty. Casta je i anozognozie (tj. ne-
schopnost uvédomit si vlastni onemocnéni), ktera je
ddvodem, pro¢ mnoho pacientd lé¢bu odmita. V po-
krocilém stadiu onemocnéni pacienti nejsou schopni
dorozumét se s okolim, byvaji apaticti, pfestavaji pozna-
vat pratele ¢i pfibuzné. Nakonec pfijdou i o schopnost
udrzet o¢ni kontakt s lidmi, ktefi o né pecuji. Dochazi
k celkovému rozpadu osobnosti, ztraté feci a inkonti-
nenci. Pacient s AD vétSinou umira po 7 az 10 letech
od stanoveni diagnozy.

Rizikove faktory a vyskyt

Mezi hlavni rizikové faktory patii vék. Stejné jako
se zvySuje pocet obyvatel starsich 65 let — podle odha-
da jejich pocet v celosvétovém meéfitku vzroste ze 420
milion® (v roce 2000) aZ na 1 bilion (v roce 2030) -
zvysuje se i vyskyt pacientd s AD (viz. Obr.1). Na grafu
si Ize poviimnout, Ze nejvice pacientd s AD se vysky-
tuje v USA (celkem 5,4milion(i obyvatel), za ni se fadi
Evropa (pfedevsim zdpadni) a Cina. Naopak v Indii,
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Obr. 1: Prevalence Alzheimerovy choroby (na 100 obyvatel)
v zavislosti na véku. *zahrnuje viechny typy demence (Qui
Ch. 2009).
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Africe nebo Latinské Americe je vyskyt tohoto onemoc-
néni podstatné mensi (o vice nez polovinu).

DalSimi rizikovymi faktory jsou genetické dispo-
zice (v centru zdjmu vyzkumu je hlavné alela APOEe4),
vysoky krevni tlak, vysoké BMI, cukrovka, ale také
uroven vzdélani a socialni aktivita. Mezi méné vy-
znamné patfi Zivotni styl — koufeni, konzumace alkoho-
lu a omamnych latek, stravovaci navyky apod.

Lecba

Zatim nebyl objeven lék, ktery by dokazal postup
nemoci Uplné zastavit, nicméné jsou moznosti, jak
zpomalit jeji prabéh. Mezi hlavni patii zlepseni me-
tabolismu mozku (podavdnim hormont), ovlivnéni
acetylcholinergniho systému (inhibitory acetylcholi-
nesteras), eliminace t-proteinu (vétSina téchto léciv je
ve fazi klinického testovani) a likvidace volnych radikalt
(podavéanim antioxidanta).

Diagnostika

Jedinou moinosti, jak diagnostikovat AD se 100%
jistotou je histologické vySetifeni mozkové tkéné pa-
cienta. Anatomické zmény zahrnuji redukci hmotnosti
a velikosti mozku (zejména spankového laloku), dale
ubytek neurond a synapsi, a v neposledni fadé po-
Skozeni entorhindlni kéry. Mikroskopické zmény jsou
senilni plaky tvofené p-amyloidem a neurofibrilarni
klubka tvofena hlavné proteinem t (Obr. 2).

Pro spravnou diagnostiku je velmi dulezité odlisit
od sebe normalni projevy starnuti, symptomy AD a sta-
dium, které se nachéazi mezi nimi — MCl. MCI (anglicky
mild cognitive impairment) znamena mirnou kognitivni
poruchu, kdy jsou sice zhorSeny kognitivni funkce (jako
pamét, schopnost koncentrace, komunikace a orien-
tace), ale nema vliv na kazdodenni aktivity (jako je oblé-
kani, koupani, apod.). Nicméné rizikové faktory a moz-
kové zmény jsou u AD a MCI velmi podobné; u vétsiny
pacientd s MCI se AD vyvine do péti let.

AD se diagnostikuje podle mezindrodnich kritérii,
jsou zde 3 hlavni metody — neuropsychologické testo-

Alzh_eimerfs

Obr. 2: Mikroskopické zmény v mozku pacienta s
Alzheimerovou chorobou (American Health Assistance
Foundation 2012)



vani, zobrazovaci metody a vyuziti biomarkerd. Samo-
ziejmou soudasti je zdkladni neurologické a fyzikalni
vySetieni. ProtoZe neexistuje Zadny dostate¢né spo-
lehlivy a jednoduchy test, Iékafi se zpocatku soustiedi
na vylouceni ostatnich moznych onemocnéni, které by
odpovidaly symptomdm. Jedna se zejména o mozko-
vou mrtvici, mozkovy nador, tepenna vydut, infekci,
poskozeni mozku po trazu hlavy, apod.

Neuropsychologicke testovani

Pomoci neuropsychologickych test( Ize ziskat informa-
ce o vztahu mezi mozkem a chovanim a urcit tak Groveri
pfipadného poskozeni. Zvlastni pozornost je vénovana
kognitivnim funkcim a aktivitam denniho Zivota (ADL =
Activities of Daily Living), dale se hodnoti poruchy cho-
vani a jiné psychiatrické potize. Mezi hojné vyuzivané
testy patii CANTAB(Cambridge Neuropsychological Test
Automated Battery), ktery zahrnuje 13 nezavislych testd,
s jejichz pomoci Ize nejen urdit Groven poskozeni, ale
i odhalit pfipadné varovné signaly pfed vypuknutim ne-
moci. Dalsimi jsou ADAS-Cog (Alzheimer’'s Disease As-
sessment Scale-Cognitive), ktery provéfuje pozornost,
jazykové schopnosti, orientaci a pamét; Blessed Test
zaméfeny na kazdodenni aktivity a COGNISTAT (Neuro-
behavioral Cognitive Status Examination), ktery zkouma
schopnost usudku, jazykové vyjadiovani a predstavivost
ve dvou- a tfidimenzionalnim prostoru. Neuropsycholo-
gické testovani nelze pouzit samo o sobé k uréeni spréav-
né diagnosy, vidy je nutné provést dalsi testy.

Zobrazovaci metody

Metody fazené do této kategorie vyuzivaji rliznych
technik k ziskani obrazu struktury nebo funkce mozku
(dle toho je délime na strukturni a funkéni). K meto-
dam, pouzivanym v souvislosti s AD, patfi magneticka
rezonance, tzv. CT a PET.

NMR (nuklearni magneticka rezonance) vyuziva ra-
diovych vin a silného magnetického pole k produkci
detailniho obrazu mozku. Poméha vylou¢it jina one-
mocnéni, kterd odpovidaji pacientovym symptomdm,
hlavné cévni mozkovou piihodu, tumor, mozkové infek-
ce a poskozeni po uUrazu. Déle ukéze strukturni zmény,
napf. atrofii nékterych mozkovych &asti.

CT (computed tomography) umozni zobrazit mozek
ve formé plosnych fez(i pomoci rentgenového zéieni
(opét strukturni metoda). Stejné jako NMR se pouzi-
va hlavné k vylouceni jinych pfic¢in (cévni mozkova pfi-
hoda, nador, krevni srazenina).

PET (positron emission tomography) patii mezi
funkéni metody, dokaze detekovat napf. metabolické
zmény v mozku, coz je v souvislosti s predikci AD vel-
mi cenné. Ma velky potencidl, protoze lékafi jsou s jeji
pomoci schopni identifikovat mozkové zmény predtim,
nez sam pacient rozpozna obtiZe. Lze urcit, ktera cast
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mozku je poskozena a jak toto poskozeni souvisi s pa-
cientovymi symptomy. ProtoZe AD vétSinou nevykazuje
zpocatku zmény, které by byly viditelné na CT a NMR,
mohl by se vyuzivat pravé PET. Bohuzel pro svou néro¢-
nost (Iékaiskou i financni) jesté neni rutinné vyuzivan.
Principem metody je detekce rentgenovych paprskd,
které jsou vyzafeny diky anihilaci pozitron (uvolné-
nych podanym radiofarmakem) a elektrond. Detekce je
uspofadana tak, Ze Ize vizualizovat aktivitu radiofarmaka
v mozku. Vyuzivana radiofarmaka maji velmi kratky po-
locas rozpadu, radionuklidy ""'C (20min), *N (10 min),
50 (2 min) a '®F (110 min) jsou integrovany do latek
télu vlastnich (glukosa nebo voda). Nejcastéji se pouzi-
va FDG (fluordeoxyglukosa), kde je kyslik na pozici 2,na-
hrazen izotopem '®F. FDG je pak vychytdvana burikami
tim vic, ¢im je vyssi jejich metabolismus, to se na vy-
slednych obrazech promitne barevnymi zménami.

Biomarkery

Podle definice NIH (National Institutes of Health
USA) je biomarker charakteristika, ktera je objektiv-
né meéfitelna a uzndvand jako indikdtor normalnich
biologickych ¢i patologickych procesti nebo odpoveé-
di na terapeutickou intervenci. V souvislosti s AD se
v idedlnim pfipadé jednd o latku, ktera je vysoce spe-
cifickd (tzn. nevyskytuje se u zdravych osob), citliva
(za¢ne se zvySovat v samém pocatku onemocnéni),
koreluje se stadiem choroby, koreluje s prognézou
a ma spolehlivou pfedpovédni hodnotu. Takova latka
zatim bohuzel neexistuje. Pouzivanymi biomarkery pro
AD jsou B- amyloid, T protein a neurdlni protein AD7C-
-NTP; vSechny jsou detekovany v mozkomiSnim moku.
Ani jeden z nich neni dostate¢né specificky a citlivy,
navic je nutné provést invazivni vysetfeni (lumbalni
punkci), které pfinasi dalsi rizika.

V soucasnosti je pozornost zaméfena na novy bio-
marker — protein sAPPB (soluble amyloid precursor
protein beta), ktery je znatelné zvySen u pacientl s AD.
Na zédkladé mnoha experimentd byla vyvinuta metoda,
ktera kombinuje hodnoty koncentrace proteinu sAPPB
a proteinu t. Tato predikce vykazuje 80%-ni Uspésnost.
Zvy3ena koncentrace proteinu sAPPf detekuje prvni fazi
nastupu Alzheimerovy choroby, kdezto biomarkery po-
uzivané v minulosti jsou spojeny s fazemi pozdéjsimi.
Zaver

Zadna z dosud pouzivanych metod neni sama o sobé
dostatecné specificka a citliva, aby mohla byt pouzita
k predikci Alzheimerovy choroby. Vyzkumna centra, kte-
ra se zabyvaji touto problematikou, nej¢astéji kombi-
nuji rdizné pfistupy (nejcastéji biomarkery a zobrazovaci
metody), a ackoliv se mnoho z nich jevi jako potencial-
né vyuzitelnych, je nutnad jesté spousta ¢asu, nez budou
zavedeny do klinické praxe.
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Souhrn

Cizkova K.: Moinosti predikce progrese Alzheimerovy choroby

Alzheimerova choroba (AD) je neurodegenerativni onemocnéni, pii kterém dochazi k postupné demenci. Nejvétsim diagnostickym
problémem je, Ze nemoc zacina jiz 10 aZ 20 let pied objevenim prvnich pfiznaka, a Ze dosud neexistuje spolehlivy test, ktery by dokazal
rozpoznat rané stadium AD. Jedinou moznosti, jak diagnostikovat AD se 100% jistotou je prozkoumat mozek pacienta po jeho smrti.
Pro spravnou diagnostiku je velmi dilezité odlisit od sebe normalni projevy starnuti, symptomy AD a stadium, které se nachazi mezi nimi
— MCI. AD se diagnostikuje podle mezinarodnich kritérii, jsou zde 3 hlavni metody — neuropsychologické testovani, zobrazovaci metody
a vyuZiti biomarker(. Zadna z dosud pouZivanych metod neni sama o sobé& poufZitelna pro predikci Alzheimerovy choroby.

Klicova slova: Alzheimerova choroba, neuropsychologické testy, zobrazovaci metody, biomarkery pro AD

Summary

Cizkova K.: Prediction of Alzheimer’'s disease progression.

Alzheimer's disease is a neurodegenerative disease leads to progressive dementia. The biggest diagnostic problem is that the disease
begins 10 — 20 years before symptoms and that reliable test for detection early stage of AD doesn't exist. The only option how we can
diagnostic AD with 100% sureness is to look into pacients brain after his death. For right diagnosis is important to distinguish symptoms
of aging, of AD and of MCI (which is between). AD is usually diagnosed by internatinal criteria, there are 3 methods — neuropsychological
testing, neuroimaging and biomarkers. None of these methods is aplicable for prediction AD by itself.

Keywords: Alzheimers's disease, neuropsychological testing, neuroimaging, biomarkers for AD

MONOLITICKA CHROMATOGRAFIE

Petr Valenta
Ustav biochemie a mikrobiologie, Vysokd $kola chemicko-technologickd Praha, Technickd 5, 166 28 Praha 6,
petr.valenta@vscht.cz

Uvod tomu pouziti monolitu misto jednotlivych ¢astic dava

Chromatografie je separa¢ni technika, ktera vyuZiva kol?ne vysokou externi porozitu a tim vy33i permeabi-
rozdilné distribuce &astic separovanych latek mezi dvé litu'. Efektivita kolony je ovlivitovana velikosti kanald
navzdjem nemisitelné faze. Pro Gcely izolace, purifika- a porti. Jejich velikosti, resp. jejich primérné hodnoty,
ce a charakterizace makromolekul je v sou¢asné dobé |ze upravovat ngzawsle na s:obe b&hem procesu pripra-
nejcasté&ji pouzivana chromatografie v systému pevna vy monolitu zménou podminek?. Toto je jedna z nejvét-

latka/kapalina nebo kapalina/kapalina na nosi¢i. Pak  Sich vyhod, které monoliticka chromatografie pfinasi.
jde o distribuci ¢astic separovanych latek mezi mobilni

a stacionarni fazi. Kolony jsou jako stacionami fazi pl-  Druhy kolon
nény materidlem v podobé jednotlivych pevnych Eastic, silanové ,.rod” kolony
S nimiz separované (astice interaguji rlznym zpUso- Silanové kolony byly prvnimi pfipravenymi monoli-

bem. Tento zptisob pfipravy stacionami faze mé viak tickymi kolonami. Pokusy s nimi pochazeji jiz z pocat-

ku 90. let, kdy byl v Japonsku objeven zplsob pfipra-
vy2. Nezavisle byly podobné kolony vyrobeny i firmou
Merck KGaA.

Pfiprava monolitu spociva v kyselé hydrolyze alko-
xysilanti, bud' jednotlivych, nebo jejich smési. Pou-
Ziva se tetraetoxysilan nebo tetrametoxysilan. Jedna
se o polykondenzaci. DileZitou soucasti reakéni smési
je tzv. porogen. Je to inertni slozka tvofici vlastni kanaly

své limity, co se tyce efektivity nebo rychlosti separa-
ce nebo pritoku mobilni faze resp. vstupnimu tlaku.
Efektivitu Ize ovlivnit napf. délkou kolony, ovsem kvi-
li hydrodynamickym hlediskd@im ji nelze zvySovat pfilis
a naopak snaha o zrychleni separace se déje pravé
na ukor efektivity'. To jsou davody, pro¢ se po celou
dobu od rozsiteni chromatografie hledaji zplsoby, jak
tyto nedostatky odstranit nebo alespori omezit. Prvni
vyraznéjsim pralomem v této oblasti jsou experimen-

ty s monolitickou chromatografii, ¢ili pouZitim jednoho a péry monolitu. Zménou koncentrace porogenu, nebo
bloku materialu pro stacionarni fazi. Gpravou reakéni smési (mnoZstvi vznikajicich alkoxysi-

lanolt pii polykondenzaci) je mozné ovlivnit morfologii
Teorie monolitické chromatografie kanal( a velikost pord. Nejpouzivanéjsim porogenem je

v soucasnosti polyetylenoxid.

Ukazuje se, ze reprodukovatelnost vysledkl z téchto
kolon, experimentalné ovéfovana pomoci retencnich
faktord, je velmi vysoka i po nékolika mésicich?.

Vysledky srovnéni efektivity kolon ukazuji, Ze pfi zvét-

Princip monolitické chromatografie je podobny klasic-
kym pInénym kolonam. Monolit stacionarni faze v sobé
obsahuje pospojované kanaly, kudy protéka mobilni
faze, tedy obdobu prostor mezi ¢asticemi stacionarni
faze v ,klasické” koloné a péry v materialu. Vzhledem

k tomu, Ze pouziti monolitickych kolon bylo zamysleno Sujici se rychlosti pritoku mobilni faze neni pokles
jako nahrada ,klasickych” kolon, pfipadné jejich vylep-  efektivity tak znacny, jako u ,klasickych” kolon®. =

Seni, je samotna technika chromatografie velmi podob- V soucasnosti existuje jiz druha generace silanovych
na. Interakce staciondrni faze se separovanymi latkami rr!onoll’tu, ktera se od prvni odliduje mirnou upravou
probiha v pérech monolitu bud' prostym zadrzovanim vyrobniho procesu, coz poskytuje monolit s mensimi
Castic, nebo napf. iontovymi interakcemi'. kanaly a vétsi homogenitou, coz pfispivé ke zvySeni

Monolit ma vysokou hustotu kanal@ a jejich primér-  efektivity.

nou velikost a je tak dostupné;jsi pro mobilni fazi. V po- Hlavni oblast poufiti téchto kolon je separace orga-
rovnani s ,klasickou” kolonou chybi znaéna ¢ast prostor nickych latek. Pfi separaci polypeptidll se ukazalo zna¢-
nedostupnych pro mobilni fazi, jako jsou mista, kde né zkraceni potifebného ¢asu'. Dalsi odpovidajici vyuziti

se Castice stykaji nebo kde se obecné vyskytuji. Diky je piedevsim v separaci rostlinnych extrakt('.
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Polymerové kolony

Dal3im pfistupem k pfipravé monolitu je pouziti hyd-
rofilnich resp. hydrofobnich geld. Polyakrylamidové
gely, jako zastupci hydrofilnich, byly pfipraveny pro dé-
leni biomakromolekul, aby se vyvarovalo nespecifickym
interakcim se vzorkem?®. To vsak jiz neni rozhodujici kri-
térium vybéru, diky vyvoji modernich hydrofobnich geld
slozenych z polystyrenu a divinylbenzenu®.

Pfiprava obou typl gelll se sklada ze tfi krokd. Nej-
prve je nutné o3etfit stény kolony, aby bylo zajisténo
dobré pfilnuti materidlu ke sténam. Druhym krokem je
samotna tvorba polymeru. V pfipadé polyakrylamido-
vych gel se jedna o polymeraci

N,N‘—methylenbisakrylamidu nebo piperazindisakry-
lamidu za pfitomnosti katalyzédtoru polymerace a po-
rogenu. Porogenem je v tomto pfipadé dextran nebo
polyetylenglykol. Pfi pfipravé hydrofobnich gell jde
o polykondenzaci styrenu a divinylbenzenu také s po-
moci katalyzatoru. Jako porogen slouZi propanol, cyklo-
hexanol atd., nebo jejich smés. Zavérecnym krokem je
pfipadna tprava povrchu polymeru pro vlastni potieby
chromatografie. Znacné se tedy lisi v zavislosti na kon-
krétni chromatografické technice (iontové-vyménna,
RPC atd.) Vice viz' nebo dalsi literatura.

Separace s vyuzitim polymernich kolon jsou obdobné
jako u silanovych, pfedevsim v biochemickych aplikacich
napf. pfi purifikaci sérovych a membréanovych proteind,
analyze pfirodnich latek a dalSich. Tyto kolony se staly
Siroce pouzivanymi diky jejich snadné pfipraveé in situ.
Ostatni materidly

Pii experimentalni pfipravé monolitd se vénovala po-
zornost i dalSim materialim, predevsim oxidm hliniku,
zirkonia a hafnia’ nebo monolitdim z uhliku 8. Pfiprava
monolitd z oxidG kovd je ovSem hlavné experimental-
ni bez vétsiho praktického poufziti. Pfiprava uhlikovych
monolitd se ukazala byt slepou uli¢kou, nebot jejich pa-
rametry nejsou vhodné pro chromatagrafii a jejich Gpra-
va je prilis ndro¢na, nez aby byl mozny jejich vétsi rozvoj.
Narrow-bore kolony

Narrow-bore kolony jsou zvlastnim pfipadem jak
silanovych, tak polymerovych kolon. Jejich mensi vniti-
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Souhrn
Valenta P. : Monolitickd chromatografie

ni prmér oproti obycejnym monolitickym kolonam
umoznuje pfipravovat je delsi, coz zvysuje jejich efekti-
vitu. V porovnani s ,klasickymi” narrow-bore kolonami
je dalsi jejich velkou vyhodou snadna piiprava a vyssi
reprodukovatelnost vysledkd. To jsou hlavni dlvody,
pro¢ je tento typ kolon dnes Siroce pouzivan a ,klasic-
ké” kolony uz v podstaté nahradil.

Soucasnost

V nynéjsi dobé mame dva odlisné pfistupy k pfipra-
vé kolon - silanové monolity a polymerové monolity.
Kolony se silanovymi monolity jsou velmi dobfe cha-
rakterizovany a popséany z hlediska fyzikalné-chemic-
kych vlastnosti, nicméné jejich SirSimu rozsiteni brani
nékolik véci. Jsou chranény patenty, které vyprsi az
za nékolik let, pfipadné vyprsely teprve nedavno.
Dalsim dGvodem je existence jen malo odlisnych
monolitd, co se tyka distribuce a odliSnosti port.

Patenty na silanové monolitické kolony byly pfi¢inou
vyvoje polymernich, které jsou pfipravovany v mnoha
riznych variantach. Experimentalni popis jejich fyzikal-
né-chemickych vlastnosti je nicméné velmi maly. Staly
se vak velmi rozsifenymi, pravé diky absenci patentt
a navic snadné pfipravé v konkrétni laboratofi, a obli-
benymi mezi biochemickou komunitou k separaci bio-
makromolekul.

Monolitické kolony se staly prvnim velkym prilomem
v pfipravé chromatografickych kolon. Mimo jiné to ved-
lo i k tomu, Ze dalsi pozornost byla upfena ke zdoko-
nalovani ,klasickych” kolon a vyvoji stacionarnich fazi
s mensSimi Casticemi. Prvni generace silanovych mo-
nolitd byla prekonana novymi ,klasickymi” kolonami,
které maji diky mensim ¢&asticim dostate¢nou efektivitu
i propustnost mobilni faze. Druha generace je po stran-
ce vlastnosti zdatnou konkurenci nejlepsich soucasnych
kolon, které jsou vsak obtiznéji pfipravovatelné.

Monolitické kolony mohou nakonec prevladnout.
Nejenom polymerové, ale po vyprseni patentl i dru-
ha generace silanovych. Umoziiuji totiz dobrou syste-
matickou modifikaci morfologie stacionarni faze, tedy
velikosti kandld a pérd, pro potieby chromatografické
separace.

6. Sykora D, Svec F, Fréchet JMJ: J. Chromatogr A 852,
297 (1999).

7. Hoth DC, Rivera JG, Colon LA: J. Chromatogr. A 1079,
392 (2005).

8. Liang C: Synthesis and Applications of Monolithic
HPLC Columns, Ph.D. thesis, University of Tennessee,
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Monolitickd chromatografie je novy pfistup k pfipravé kolon. Vyuziva stacionarni féze tvofené jednim kusem materidlu, coz umoziiuje
dosahnout lepsich separa¢nich vlastnosti. Monolity jsou vyrobeny ze silani nebo polymerd. V nékterych oblastech se tento typ kolon jiz
prosadil, diky moznosti snadného uzplsobeni vlastnosti pro konkrétni potiebu.

Klicova slova: monolitickd chromatografie, kapalinova chromatografie, chromatografické kolony

Summary
Valenta P. : Monolithic chromatography

Monolithic chromatography is a new way to make chromatographic column. Stacionary phase is made of one block which allows to
achieve better separative properties. Monoliths are silica-based or polymer-based. This type of columns have already arrived in some

areas because of possibility to adjust them for actual situation.

Keywords: monolithic chromatography, liquid chromatography, chromatographic columns



OBSAH

Uvodem 1
Kas J.: Vite, Ze...? 2
Pozvénka na seminaf ,,Novinky v oblasti genetickych modifikaci” 4
Oborsky P.: Sekvenovani DNA 5
Taborska P.: Jsou epigenetické zmény DNA pficinou vzniku diabetu typu 11? 8
Poncova K.: Bioinsekticidy 10
Cizkova K.: MoiZnosti predikce progrese Alzheimerovy choroby 13
Valenta P.: Monoliticka chromatografie 15
CONTENTS
Editorial 1
Kas J.: Do you know ... ? 2
Invitation to the workshop: ..News in genetic modifications” 4
Oborsky P.: DNA sequencing 5

Taborska P.: Is there relation between epigenetic changes in DNA and development of diabetes type 1I? 8

Poncova K.: Bioinsecticides 10
Cizkova K.: Prediction of Alzheimer’'s disease progression 13
Valenta P.: Monolithic chromatography 15

POKYNY PRO AUTORY

Rukopisy je tieba zaslat v elektronické formé e-mailem na adresu jan.kas@vscht.cz nebo na petra.lipovova@vscht.cz. Rukopis musi byt opatien
plnym jménem autora, ndzvem jeho pracovisté a e-mailovou adresou autora.
Clanek ma tyto ¢asti: nazev prace, jména autorl a pracovisté, e-mailova adresa autora, uvod, vlastni text ¢lenény do kapitol, zavér
(pfip. podékovani), citace literatury, éesky souhrn, kli¢ové slova a anglicky souhrn a kli¢ova slova.
Odkazy na literaturu se ¢isluji v pofadi, v jakém pfichazeji v textu préce, a jsou uvadény formou exponentu (bez zavorek) v pfislusném misté
textu (v€etné tabulek a obrazk(). Seznam citaci musi byt uveden v zavéru ¢lanku. Zkratky ¢asopist se pouzivaji podle Chemical Abstract Service
Source Index.
Piiklad: Guest JD, Rao A, Olson L, et al.: J.Biochem. 148, 502 (1997).

Novak Z.: Diplomova préce. VSCHT, Praha 2008.

Lowestein K A: Silicones. A Story of Research. Wiley, New York 1979.

http://en.wikipedia.org/wiki/Lipidomics, stazeno 3. zafi 1999.
Tabulky se oznacuji fimskymi &islicemi. Kazda tabulka je opatfena nazvem a popisem umisténym nad tabulkou. Obrazky se ¢isluji arabskymi
Cislicemi. Kazdy obrdzek musi byt opatfen legendou umisténou pod obrazkem, ktera jej ¢ini jednoznaéné srozumitelnym (tj. bez nutnosti
hledat nezbytné informace v textu). Obrazky zasilejte zvlast v nékterém z bé&znych formatd napf. TIF, JPG, CDR, EPS.
Technické parametry: typ pisma Arial velikost 11, fadkovéni jednoduché.
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