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SUMMARY

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

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

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

For more information contact the editorial
board or directly:

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

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

e-mail: petra.lipovova@vscht.cz

http://bts.vscht.cz



UVODEM
Vazeni pratelé,

vitdme Vas v jubilejnim 20. ro¢niku naseho bulletinu
.Bioprospect”. Domnivam se, Ze 20 let nepfetrzitého
vydavéni tohoto media, které spojuje viechny nase
¢leny, je slusny vykon, na ktery mizeme byt pravem
hrdi. Pfes vSechny problémy, se kterymi jsme se za tuto
dobu setkali, jsme udrzeli jeho dobrou uroven a otiskli
zde mnoho piehlednych ¢lankd z nejriznéjsich oblasti
biotechnologii, a tak umoznili naim ¢lendm dozvidat
se néco i o oblastech, které nejsou v bezprostiednim
okruhu jejich profesionélnich zajmu. Jsem presvédcen,
zZe tento pfistup je velmi positivni a budeme v ném
nadéle pokracovat. Bulletin také sleduje udalosti v nasi
spolecnosti i v biotechnologiich na mezindrodnim féru,
a tak jeho jednotliva ¢isla zdstévaji i vyznamnym zdro-
jem historickych udaji o biotechnologiich. Smutnou
skute¢nosti je, Ze nedostatek finan¢nich zdroji omezil
nasi spolupréci se slovenskymi kolegy a znemoznil
distrubuci Bioprospectu na Slovensku. PIné véfim, Ze
tato situace je jen docasna a v budoucnu se ji podafi
obnovit. Bioprospect se snazime, v ramci nasich
moznosti, stale vylepSovat, a tak i pro tento jubilejni
ro¢nik pfipravujeme mensi technicka vylepseni.

Jak jsme Vas jiz informovali, nase stfeSni organizace
Cesky svaz védeckotechnickych spoleénosti (CSVTS),
jejiz jsme zakladajicim clenem, pofada ve dnech
17. - 19. bfezna 2010 oslavy 20. vyroci zaloZeni spo-
jené s 3. mezinarodni konferenci ,Promény Evropy
2010“ ve svém sidle na Novotného lavce 5 v Praze
te na webovych strankach www.csvts.cz a o konferenci
na strankach www.neweurope.cz. Vasi ucast doporucu-
jeme. Pro oslavy pfipravily vSechny spole¢nosti stru¢né
informativni postery podle jednotného zadani. Poster
nasi spolec¢nosti publikujeme i v nasem Bioprospectu.

Dne 18. kvétna 2010 poiddame na VSCHT v Praze
(v poslucharné BIl, budova B, od 13,15 hod) jiz tra-
di¢ni seminaf ,Novinky v oblasti genetickych modifi-
kaci”, na ktery Vas srde¢né zveme. Podrobnosti jsou
uvedeny v pozvance publikované v tomto cisle. Pokracuji
i pfipravy mezinarodniho biotechnologického symposia
BIOT 2011 spojeného s 5. Cesko-3vycarskym symposiem,
které se uskutecni 15. — 17. cervna 2011 v Narodni tech-
nické knihovné v Praze 6 a bude nasledovano sympo-
siem ,Plant Biotechnology” ve dnech 20. a 21. 6. 2011
v Olomouci. Webové stranky pro obé akce jsou v pfipravé.

Dovolujeme si upozornit, Ze deadline pro zaslani
abstrakt na ,,14. International Biotechnology Sympo-
sium and Exhibition” pofadané pod heslem ,Bio-
technology for the Sustainability of Human Society”
v italském Rimini ve dnech 14. - 18. zafi 2010 je jiz
1. bfezna a registrace za snizené vlozné je do 31. 5. 2010.

Pokud se tyka problematiky transgennich plodin
v Ceské republice, radi bychom Vas upozornili na pub-
likaci Ministerstva zemédélstvi "Dosavadni zkuSenosti
s péstovanim geneticky modifikované Bt kukufice
v CR 2005 - 2009", ktera je k dostani nejen v tisténé
formé na MZe, ale nové téz v elektronické verzi na
strankdch MZe — www.mze.cz, polozka "Zemédélstvi",
polozka "GMOQ"; pfipadné lze pouzit pfimy odkaz:
http://eagri.cz/public/eagri/pub/5b/1c/2e/42167 47
669 Dosavadni zkusenosti Bt kukurice v.CR 2005
2009.pdf

V fijnu (pfesny termin a misto konani fora nebyly
dosud stanoveny) se ma uskute¢nit ,Global Forum
on Genetically modified Wheat”, které se ma zabyvat
problematikou positivnich a negativnich aspektt
z hlediska moznosti uvedeni geneticky modifikované
psenice, ale téZ je¢mene a ryze do krmivaiského
a potravinaiského fetézce. Zajemci jsou zvani poslat
jednostrankovy abstrakt pro navrhovanou piednéasku
¢i poster. Abstrakta budou vyhodnocena organiza¢nim
vyborem. Férum je otevieno pro viechny zajemce
o genetické modifikace. Bylo navrieno 10 témat
k diskusi, které zahrnuji: soucasny stav v oblasti gene-
tickych modifikaci, regulace a predpisy v globalnim
kontextu, positiva a negativa GM technologii, otdzky
spojené s problematikou Zivotniho prostredi, alergeni-
city a etiky, stanoveni bezpecnosti, ddsledky pro mezi-
narodni obchod, systémy izolace, nejnovéjsi vysledky
testovani geneticky modifikovanych cerealii, ekono-
mika, komunikace. Podrobnosti naleznou zajemci
na webovych strankédch sekretaridtu konference:
http://www.bastaansee-communication.com/html/
/gfgmw.html, tel. +31 30 2294247,
e-mailu: info@bastiaanse-communication.com.

Zejména pro studenty je urena konference, kterou
pofadaji Pfirodovédeckd fakulta Masarykovy university
v Brné a Biomania o.s. ve dnech 8. a 9. 4. 2010. Blizsi
informace naleznou zajemci na www.biomania.cz/
/konference2010.

V tomto cisle naleznete opét fadu prehlednych
¢lankd z oblasti aktudlni problematiky biotechnologii.
Byli bychom radi, kdybyste nas upozornili na vhodna
témata i mozné autory pfispévkd.

Tésime se na pokracujici spolupréci v tomto roce
a doufame, Ze jste nezapomnéli zaplatit ¢lenské pfis-
pévky (individudlni i institucionalni), nebot ani vyda-
vani naseho Bioprospectu neni zadarmo.

Srdec¢né Vas zdravi

Vas
Jan Kas

Errata
V minulém ¢isle Bioprospectu (3-4/2009) bylo
v ¢lanku Lipidomika (str. 63) chybné uvedeno, Ze

fosfatidylcholin je majoritni slozkou prokaryotnich
membran. Pozornym ¢tenafiim dékujeme za upozor-
néni a za chybu se omlouvame.
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POSLANi ORGANIZACE:

Biotechnologickd spole¢nost je dobrovolna, nezévisla a neziskova organizace sdrufujici viechny zdjemce o biotechnologie, vEetné vyzkum-

nych pracovnikd, pracovnik( raznych instituci, vyrobc a distributorti biotechnologickych produktii. Clenstvi je individualni i institucio-
nalni. Vitani jsou téZ partnefi spolupracujici na dohodnutych spolecnych aktivitach. Spolecnost vytvari prostor pro odborné kontakty,

vyménu zkusenosti, konzultace a expertizy. Sna#i se informovat vefejnost o problematice biotechnologii a organizuje rizné formy

vyukové i odborné &Ginnosti (semindfe, kurzy, symposia aj.). Spolupracuje s ostatnimi védeckymi a technickymi spole¢nostmi
a je zaklddajicim tlenem Ceského svazu védecko-technickych spoletnosti (www.csvis.cz).

CiLE:

Podpora rozvoje biotechnologii v Ceské republice.

AKTIVITY:

Mezi wyznamné aktivity Biotechnologické spolegnosti patfi pravidelné vydavani casopisu Bioprospect, ktery
v I. 2010 vstupuje jiz do 20. ro¢niku. Casopis je doddvan zdarma viem ¢lentim spolecnosti a vyznamnym
knihovnam v CR. Jeho napini jsou aktudlni informace a predevsim prehledné Zlanky o raznych tématech
biotechnologii, které jsou recenzovany odborniky v dané oblasti. Urtita Zast nakladu je vénovdna i na
propagacni Gcely pti rdznych védeckych setkanich a mezi vysokoikolskymi studenty.
Dalsi vyznamnou aktivitou je internetovy informacni servis, kdy jsou formou e-maild zasilany nej-
novéjsi informace z oboru viem Elenam, ktefi o to projevi zdjem. Tato forma predavani informaci
je mnohem G&nnéjsi ne? pouhé zvefejnéni na internetovych strankach spoletnosti. Webové
stranky spolecnosti mimo jiné poskytuji zajemcdm i informace o historii biotechnologii a ce-
lou fadu odkazl na webaové stranky zabyvajici se problematikou biotechnologii.
Biotechnologickd spolefnost organizuje Fadu mezinarodnich symposii i domdcich semi-
néfd od svého zaloZeni v r. 1990. PFi fadé téchto odbornych setkéni spolupracuje s dal-
%imi spolenostmi, vyznamnymi institucemi i statnimi organy, jako napt. MZP a MZE.
V poslednich tfech letech jsou vidy v kvE&tnu pofddany semindfe ,Novinky v ob-
lasti genetickych modifikaci”. Byly téZ navdzany uzké kontakty s nové zaloZenym
Biotechnologickym tstavem AV CR a zejména Asociaci biotechnologickych pod-
nikd CzechBio.

MEZINARODNI SPOLUPRACE:

Biotechnologicka spolenost je také clenem Evropské biotechnologické fe-
derace (European Federation of Biotechnology, www.efb-central.org).
Velmi Gzka je spoluprdce se Swycarskymi bictechnology, jejim# vyra-
zem bude v r. 2011 kondni jiZ 5. tesko-Svycarského symposia, tento-
krate opét v Praze. Prosttednictvim svych €lend je Biotechnologicka
spolecnost zapojena i do Cinnosti daldich vyznamnych organizaci
jako je napt. IUPAC, ACS a dalsi.

VYZNAMNE UDALOSTI:
1990 Mezindrodni symposium o bicanalytickych metodach (Praha)
1999 1st Czech - Swiss Symposium on Advanced Biotechnology (Praha)
2002 2nd Czech - Swiss Sympoium on Advanced Biotechnolgy (Praha)
2005 3rd Swiss - Czech Symposium on Advanced Biotechnology (Wadenswil)
2008 4th Swiss - Czech Symposium: Biopharmaceuticals: why use yeast (Wadenswil)
2011 5th Czech - Swiss Symposium (Praha, 15-17.6. - v pfipravé)

Cesky svaz védeckotechnickych spole¢nosti
www.csvis.cz
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Biotechnologicka spolecnost
Fakulta potravinaiské a biochemické technologie VSCHT
Ministerstvo Zivotniho prostiedi — Projekt UNEP/GEF

si Vas dovoluji pozvat na 4. seminaf

NOVINKY V OBLASTI

GENETICKYCH MODIFIKACI

organizovany v ramci projekti
UNEP/GEF ,,Support for the Implementation
of the National Biosafety Framework for the Czech Republic”
a VZ ,Teoretické zaklady potravinaiskych a biochemickych technologii”

a konany v Utery 18. kvétna 2010 od 13,00 hod

v poslucharné B 1l VSCHT v Praze,
Praha 6, Technickd 5 (budova B, posluchérna je v patie proti hlavnimu vchodu)

PROGRAM:

13,00 Registrace
13,15 ). Kas$, VSCHT Praha: Uvodni slovo

13,30 H. Pospisilova a I. Frébort, Centrum regionu Hana pro biotechnologicky
a zemédélsky vyzkum, Olomouc: Genetickd modifikace je¢mene

14,00 H. Lipavska, Katedra experimentalni biologie, PfF UK: Studium regulace buné¢ného
cyklu u rostlin metodami genového inzenyrstvi

14,30 Piestavka
14,45 ). Kaiika, Ustav Zivocisné fyziologie a genetiky AV CR, Lib&chov: Transgenni zvifata

15,15 J. Rube$, VU veterinarniho lékaistvi, v.v.i, Brno: Pfiprava a vyuziti DNA sond
v molekularni cytogenetice Zivocich(

15,45 Zavér seminafe

Vstup je volny.
Ucastnici obdrzi materialy s pfednesenymi pfednaskami.
Za organizatory seminafe:

Prof. Ing. Jan Kas, DrSc. Ing. Milena Roudn4, CSc.
VSCHT Projekt UNEP/GEF



RECENZE KNIH

Schor Karsten: Acetylsalicylic Acid. Wiley-VCH Verlag GmbH & Co., KGaA,
Weinheim, Germany 2009, ISBN 978-3-527-32109-4

Kniha popisuje skvélym zplsobem nase soucasné znalosti o velmi uspéSném a vieobecné zndmém léku ozna-
¢ovaném jako aspirin. Téma knihy je rozdéleno do ¢tyi rozséhlych ¢asti: Obecné aspekty, Farmakologie, Toxicita
a bezpecnost léku a Klinické aplikace aspirinu.

Prvni ¢ast popisuje vseobecné historii pouzivani salicylatd. Salicylova kyselina je latka pfirozené se vyskytujici
v rostlinach, kde jak nyni vime, hraje vyznamnou tlohu v obrané rostliny (neni uvadéno v knize). Tak vrbové kara
a listy obsahujici salicylaty byly pouzivény jako antipyretikum a protizanétlivé Iécivo jiz za Zivota Hippokrata (asi 400
let pfed Kristem). Vzhledem k nékterym nepfijemnym vedlejsim acinkdm salicylatd (zvraceni, poruchy sluchu)
i v purifikované formé se vyzkum zameéfil na jejich modifikaci. Kyselina acetylsalicylova (,aspirin”) byla pfi nejmen-
$im stejné Gc¢innd a mnohem pfijatelnéjsi vzhledem k vedlejsim ucink(m. Historie jednotlivych objevd az do dnes-
nich dni je hezky popsana v Tab.1.1 (,The history of salicylates and acetylsalicylic acid”). Klicova udélost acetylace
salicylové kyseliny je dokumentovana presentaci rukou psanych pozndmek jeji pfipravy v laboratornim deniku
jejiho objevitele Felixe Hoffmanna a kopii udéleného amerického patentu. Déle jsou zde popsany mechanismus
pUsobeni aspirinu, témata souc¢asného vyzkumu a chemie salicylétd, vcetné jejich stanoveni.

Druhd ¢ast vénovana farmakologii se zabyva farmakokinetikou a plisobenim aspirinu na buriky, organy a tkéné.
Podrobné jsou popséany absorpce, distribuce, biotransformace a vylu¢ovani aspirinu za rliznych podminek. Viyklad
je doplnén hezkymi obrazky a schématy.

Treti ¢ast se vénuje systemickym vedlejsim Gc¢inkdim akutniho a chronického predavkovani, organovou toxicitou
(v gastrointestinalnim traktu, ledvinach, jatrech a audiovestibularnim systému) a pisobenim v zavislosti na rdiznych
syndromech bez ohledu na davkovani.

Posledni Ctvrta cast je nejobsahlejsi (140 stran) a popisuje jednotlivé druhy souéasnych klinickych aplikaci aspi-
rinu.

Nespornou piednosti knihy je, Ze jednotliva témata jsou velmi dobfe utfidéna a ¢tenéf se velmi dobie orientuje.
Napomaha mu zvyraznéni nadpist modrou barvou, stinovéni poznamek a stru¢nych souhrnd, které doprovazeji jed-
notlivé podkapitoly. Vyhodou je, ze reference vidy nasleduji za kazdou podkapitolou. Kniha obsahuje i dvé pfilohy
zkratek, z nichz prva (Appendix A) se tykd biochemickych pojmt a druha (Appendix B) pak pojm{ klinickych.

Zavérem mohu konstatovat, ze kniha je vynikajici jak obsahem, tak edi¢nim zpracovanim. Mohu ji doporucit
k pfecteni vSem lékaitim, biochemikim, chemiklm i ostatnim zajemctm, ktefi se chtéji néco vic dozvédét o léku,
se kterym jsme se béhem svého Zivota jisté vsichni jiz setkali.

Jan Kas
Ustav biochemie a mikrobiologie
VSCHT v Praze



ODBORNE PRiSPEVKY

APLIKACE METOD BIOENKAPSULACE

Tereza Pilchova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Uvod

Enkapsulace piedstavuje obaleni nebo zachyceni
kapek nebo pevnych ¢astic latky pfirodnim nebo synte-
tickym materialem. Primér kapsule pii enkapsulaci
neni v prméru vétsi nez nékolik milimetrd. Pfi mikro-
enkapsulaci jsou buriky obalovany do mnoha sféric-
kych kapsuli o priméru 100 - 600 um a pfi makroen-
kapsulaci, predstavujici enkapsulaci bunék nebo jejich
klastrG do kapsuli fadové vétsich rozmér a rdznych
tvard, nebo do dutych vlaken o priméru 0,5 - 6 mm
a celkové délce 0,5 — 10 cm. Enkapsulace tkani nebo
biologicky aktivnich latek v polopropustné membréné
se nazyva bioenkapsulace. Provadi se z rlznych du-
vodd, napf. pro ochranu nebo stabilizaci pfed nepfizni-
vymi faktory prostiedi (napf. ochrana citlivych latek
pied vlhkosti, ochrana vitaminu E pied oxidaci, svétlem
a vysokymi teplotami), pro imobilizaci a strukturaci,
pro pozvolné uvolfiovani hnojiv nebo herbicida a také
pro fizené uvolfiovani [éc¢iv' 2.

Pozadavky na materialy pouzivané pfi enkapsulaci

Vyroba kapsuli zac¢ina vybérem vhodného enkapsulac-
niho materiédlu. Jedna se ve vétsiné pfipadll o pfirodni
nebo syntetické polymery. Vybér polymeru zacina popi-
sem chemického slozeni monomernich jednotek.
Mnozstvi a charakter funk¢nich skupin obsazenych
v monomernich jednotkach (jeden druh monomernich
jednotek v pfipadé homopolymer(, dvé a vice mono-
mernich jednotek v pfipadé kopolymer() definuje
zékladni strukturu polymert. Vodikové vazby, elektrosta-
tické a hydrofobni interakce jsou dtlezité pro vznik intra-
a intermolekuldrnich interakci. Diky témto interakcim
dochazi ke vzniku kapsli. Nejbéznéjsim zplsobem pfi-
pravy je tvorba komplext elektrolytd, jejichZ charakteris-
tickym rysem je vznik pard opacné nabitych iontd, které
drzi celou trojrozmérnou strukturu elektrostatickymi
silami®. Polymery pro enkapsulaci musi splriovat celou
fadu pozadavkd. Musi vykazovat velmi dobrou biologic-
kou snasenlivost, dostate¢nou mechanickou stabilitu,
dobrou interakci s burikami a vysokou odolnost vici
degradaci. Polymerni membrana musi byt propustna pro
nizkomolekularni Ziviny nezbytné pro enkapsulované
buniky a produkty jejich sekrece. Zaroverh musi zamezit
kontaktu s cytotoxickymi a imunologickymi latkami.
V zédném pfipadé se nesmi jednat a latky toxické ani
mutagenni a musi byt splnén pozadavek dobré tole-
rance polymeru burikami, které maji byt enkapsulovany.
Z hlediska medicinského je potieba mit na paméti nejen
co nejdelsi Zivotnost, ale i dobrou metabolickou aktivitu
enkapsulovanych bunék. Buriky maji na svém povrchu
celou fadu receptortl, pomoci kterych reaguji na své nej-

blizsi okoli. Pfi spravnych interakcich s polymerem
dochézi k rozprostieni bunék na polymernim povrchu
a k dobré metabolické aktivité, kdezto v opa¢ném pfi-
padé se buriky shlukuji, neadheruji na povrchu a jejich
sekrece je omezend. Pozadavkd na vybér vhodného
materidlu pro enkapsulaci je mnoho a jedna se o velmi
naroény proces* “>.

Metody pouZivané pfi enkapsulaci

Existuje celd fada metod pouzivanych k vyrobé
kapsuli. Na Obr. 1 jsou zndzornény metody pouzivané
pro enkapsulaci kapalnych a pevnych latek.

Enkapsulace: METODY

.

Kapalna latka

! Pevna latka
Disperze |

Metoda potahovaci

4 3
Kapalina ve vzduchu N
/0 Kapalina v kapalingé

Kapkova metoda
\

Nanaseci metoda ENE I

Obr.1: Schéma rozdéleni metod pouzivanych pro enkapsu-
laci kapek nebo pevnych castic latky.

Kapkova metoda

Jedna se o nejjednodussi metodu pro vyrobu kapsu-
li. Kapalina prochazejici tryskou urcitého priiméru je
gravimetricky rozdélena na stejné velké kapky. Vzniklé
kapicky jsou déle zpracovény za ucelem tvorby kapsuli
pomoci zesiténi a polymerace (proces zpevriovani)
prekursorové kapaliny. Je poZadovéno, aby proces
zpeviiovani probéhl velmi rychle a bylo dosazeno
optimalni kvality kapsuli. Tato metoda umoziiuje
vyrobu monodisperznich kapsuli s rozdilnou konec-
nou strukturou (pevné, hydrogelové kapsle, tobolky
s membranou...). Pfikladem vyuziti je napfiklad
pomalé uvolfiovani antimikrobidlnich latek v kapal-
nych vyrobcich nebo absorpce kontaminantl z pro-
stiedi®.

Nanaseci metoda

Jedna se o metodu vyvinutou v roce 1930. Emulze se
pfipravuje rozptylenim zékladniho materiélu, zpravidla
oleje nebo jiné ucinné latky nemisitelné s vodou,
v koncentrovaném roztoku obalovaciho materidlu nez
dojde k vytvoieni kapek pozadované velikosti. Vysledna
emulze je atomizovédna do spreje kapic¢ek cerpanim
suspenze pies rotujici disk az do vytdpéného prostoru,
kde dojde k odpafeni vodni ¢asti emulze a vytézkem
jsou vysusené kapsule rizného tvaru obsahujici roz-
ptylené kapky zékladniho materialu’.



Emulzifikace

Pii této metodé dochézi k tvorbé kapsuli na zakladé
mezifdzové polymerace, gelovaténim nebo vypafova-
nim rozpoustédla. Princip mezifazové polymerace spo-
¢iva v pouZiti dvou vzajemné nemisitelnych fézi, které
vytvofi disperzni fazi ve formé kapek a kontinualni fazi,
ktera je obaluje. Kapsule, kapicky a pevné castice vyro-
bené touto technologii by mohly zlepsit kvalitu
a vlastnosti vyrobkd. Tato technologie je hojné vyuziva-
néd v kosmetickém pramyslué.

Metoda potahovaci

Pouziti této metody je omezeno pouze na latky
z pevného materidlu, vcetné kapalin absorbovanych
v porech pevné latky. Tato technika je ve velké mife pou-
zivana k enkapsulaci léCiv. Pevné castice, jez maji byt
enkapsulovény, jsou suspendovany v proudu vzduchu
a nasledné pokryty tekutym obalovacim materidlem.
Po obaleni jsou kapsule pfesunuty do mist, kde dojde ke
ztuhnuti obalu chlazenim nebo vypafenim rozpoustéd|a.
Cely tento proces je opakovan az do doby neZ dojde
k vytvoreni kapsule s pozadovanou tloustkou stény’.

Vyuiziti produktii enkapsulace

Oblast poutziti enkapsulace je Sirokd. Kapsule jsou
vyuzivany v zemédélstvi, farmaceutickém a potravinaf-
ském primyslu, kosmetice, textilnim primyslu, papi-
renstvi a mnoha dalSich oborech. Ukazalo se, Ze enkap-
sulace je G¢innym nastrojem pfi napodobovani pfirod-
niho prostiedi pro mnohé kultury rostlinnych bunék,
¢imZ dochazi ke zlepSeni Gcinnosti vyroby rdznych
metabolitd pro prdmyslové aplikace. Pii fermentaci je
bioenkapsulace pouzita pro zvétSovani bunék, zlepseni
aroma a kapacity systému. Enkapsulace muze byt také
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poutzita pfi konzervaci masa s cilem rozsifeni stavajicich
zplsobl uchovévani a pfi vyvoji novych metod v boji
s objevujicimi se patogeny. Uspéch enkapsulace se zda
byt zalozen na néjaké formé prostorové organizace,
ktera zahrnuje ochranu a fizené uvolfiovani. Viytvoreni
mikroprostiedi, které poskytuje pozadované podminky
nebo populace a regula¢ni systémy, minimalizuje vliv
vykyvll v makroprostiedi a chrani buriky pfed konku-
renci a predatory. V mediciné je enkapsulace vyuzivdna
pfi bunéc¢né terapii, kterou Ize charakterizovat jako
terapeutické zavadéni bunék do téla pacienta. Lé¢ebné
buriky byvaji uzavieny do polymernich mikrokap-
suli a nésledné implantovény do téla pacienta.
Piedpokladem této technologie je imunoprotekce,
tj. separace implantovanych bunék semipermeabilni
membranou od bunék hostitele a ochrana pred proti-
latkami a cytotoxickymi burikami imunitniho systému
hostitele. Tento zplisob umoziiuje tspésnou implanta-
ci bunék bez pouziti imunosupresiv. Pro Gspésnou
bunécnou terapii Ize pouzit jak vlastni buriky pacienta,
tak rovnéz bunky jiného lidského dérce nebo burky
zvifeci. Hlavni poutziti této technologie je v [é¢bé one-
mocnéni zplsobenych selhanim sekre¢nich mecha-
nismUt bunék, anémii, hemofilie B, selhani funkce led-
vin, jater a na lécbu diabetes mellitus?® 10112,
Zavér

| pfes ohromny rdst primyslového a klinického vyu-
ziti enkapsulace v poslednich deseti letech, je stéle
obtizné, ne-li nemozné definovat pozadavky, které
musi kapsule splnit k zajisténi dlouhodobé funkénosti
obalenych materialt. Pro dalsi rozvoj téchto technolo-

gii je nutno standardizovat technologie zabyvajici se
vyrobou téchto kapsuli.
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Enkapsulace zahrnuje vSechny technologie umozriujici zachyceni materidlu uvniti Castic. Oblast pouziti enkapsulace je Siroka.
Enkapsulované materidly jsou vyuZivany v zemédélstvi, farmaceutickém a potravinaiském primyslu, kosmetice, textilnim pramysluy,

papirenstvi a mnoha dalSich oborech.
Kli¢ova slova: enkapsulace, pouZiti enkapsulace

Summary
Pilchova T.: Application of bioencapsulation methods

Encapsulation includes all the technologies that allow entrapment of a material inside particles. The field of application of encapsulation
is broad. Encapsulated materials are utilized in agriculture, pharmaceuticals, foods, cosmetics, textiles, paper and many other industries.

Key words: encapsulation, application of encapsulation



UHPLC JAKO VYZNAMNY NASTROJ METABOLOMIKY

Renata Balounova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Uvod

Metabolity jsou meziprodukty nebo kone¢né pro-
dukty metabolismu, obvykle malé molekuly. Jsou to
latky fyzikalné i chemicky odlisné a zahrnuji soli, cukry,
kyseliny, base, lipidy, steroidy a dalsi slou¢eniny'. Tato
diversita a dynamicky koncentra¢ni rozsah ¢ini
z biologickych vzorkd nesnadny piedmét komplexni
analysy. Je znamo, Ze i malé zmény v aktivitdach enzymi
mohou vést k malym zménam metabolickych tokd,
avsak mohou vést k velkym zménam koncentraci meta-
bolitd2.

Metabolomika se jako nova védni disciplina zacala
formovat v sedmdesatych letech 20. stoleti a stale se
rozviji. Termin ,metabolom” oznacuje soubor vsech
metabolitd, které jsou v burice pfitomny. Termin ,meta-
bolomika” je definovan jako komplexni charakterisace
metabolomu v biologickém systému? Jednd se
o kvalitativni a kvantitativni analysu vSech nizkomole-
kularnich latek (M <1000 Da) pfitomnych v metabo-
lismu3. Sleduje se jejich dynamika, slozeni a plsobeni
v burikach, tkanich a tekutinach2. Metabolomika naléza
uplatnéni predevsim v toxikologii, fysiologii rostlin
a v biomedicinském vyzkumu'.

Velikost metabolomu je zna¢né zavisla na studova-
ném druhu organismu. Uvéadi se, ze Saccharomyces
cerevisiae produkuje na 600 metabolit, Escherichia
coli 1170 metaboliti, metabolom rostlin je odhadovan
na 200 000 latek a predpoklada se, ze lidsky meta-
bolom je jesté vétsi.

Nastroje metabolomiky

Metabolomické experimenty zahrnuji pfipravu vzor-
ku, samotnou analysu a interpretaci dat>. Komplexnost
metabolomu (stovky az tisice slou¢enin) neumozriuje
vyuziti jediné analytické metody a vyzaduje fadu sepa-
racnich a detekénich technik'. Mezi nejcastéji vyuzivané
analytické nastroje metabolomiky se fadi NMR spektro-
skopie, CE/MS, GC/MS a HPLC/MS'4. Zatimco metody
zalozené na GC mohou byt pouZity pouze pro tékavé
slouc¢eniny (nebo slouceniny derivatisované), vyhodou
LC/MS je vyutzitelnost pro Sirsi okruh molekul.

Separacni techniky hraji kritickou, ¢asto podceriova-
nou, roli pfi studiich metabolomu. V sou¢asné dobé se
vice nez jinych technik vyuzivda HPLC. Ve spojeni s MS
detekci pfedstavuje Gcinny nastroj, ktery umozniuje
separaci a charakterisaci vétsiny metabolitGd. HPLC jako
separacni metoda muze byt vyuZita na separaci riiz-
nych druhl slou¢enin - hydrofilnich i hydrofobnich,
soli, kyselin, basi, aj'“.

UHPLC (Ultra High Performance Liquid
Chromatography)

Vétsina publikovanych metabolomickych pfistupt
vyuzivé tradi¢nich HPLC systém(, s pumpami limitova-

nymi 6000 psi (41 MPa) a s kolonami s reversni
fazi. V nedédvné dobé byl vsak predstaven systém
UHPLC s kolonami pracujicimi nad 6000 psi, obvykle
<15000 psi (<103 MPa)'. UHPLC tedy pfedstavuje
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s ¢asticemi
staciondrni faze mensimi nez 2 um a velmi vysokym
provoznim tlakem. Divodem uZiti ¢astic mensich nez
pii klasické HPLC je dosazeni a udrzeni vysokych prd-
tokd, kterych by se s bézné velkymi ¢asticemi nedalo
dosahnout. Vyssi pratokova rychlost je nezbytnym
zakladem pro rychlou analysu. Pro separace se obvykle
uziva kolon dlouhych 5 — 15 cm*.

Tento systém je velmi sensitivni, poskytuje velmi
ostré piky, dosahuje lepsiho rozliseni (vy$si ucinnost
separace) a za nebyvale kratkych retencnich casu.
UHPLC je tak vhodny nastroj pro komplexni metabolo-
mické analysy pravé kvali potiebé rozlisit zna¢né mno-
zstvi metabolitd’.

VyuZiti UHPLC v biomedicinské metabolomice

Jednou z hlavnich védeckych vyzev 21. stoleti je
uréeni vztahu mezi lidskym genomem a rizikem rozvo-
je civiliza¢nich onemocnéni jako je napfiklad diabetes,
rakovina, arthritida atd.

LC/MS metody jsou vhodné pro analysu biologickych
vzork( jako je napfiklad mo¢, ktera maze byt vstiiknu-
ta na kolonu bez zvlastnich pfedbéznych tprav. Krevni
plasma také muze byt analysovana s minimalni pfed-
piipravou vzorku, obvykle se jednd o deproteinaci
precipitaci. Dale i tkafiové extrakty jsou pfistupné ana-
lysam pomoci LC/MS*.

Pro diagnostiku rakoviny a naslednou lé¢bu pacienta
ma velky vyznam véasny zachyt onemocnéni.
Metabolomické vySetieni moci by k v¢asnému zachytu
mohlo pfispét. Tato tekutina obsahuje metabolity
mnoha biochemickych drah. Mnohé studie odhaluji
spojitost mezi metabolickym profilem a typem tumoru,
jeho proliferacnimi vlastnostmi a metabolickou aktivi-
tou. V nedévno publikované praci® bylo vyuzito rliznych
analytickych technik detekujicich karcinom z renalnich
bunék, véetné UHPLC.

UHPLC/MS bylo vyuzito i v jiné préci® zabyvajici se
komplexni analysou metabolitl z moce. Tato studie
pfedevsim demonstruje dlleZitost optimalisace experi-
mentalnich podminek, jako je napfiklad pfedtprava
vzorku a podminky pro LC — rlizna pratokova rychlost
a elucni gradienty, a jejich signifikantni vliv na kvalitu
metabolického profilu.

Dalsi pilotni studie’ zabyvajici se metabolomickou
analysou vyuzila metody UHPLC/TOF-MS k detekci
nizkomolekuldrnich latek v mo¢i u pacientl s kolorek-
talnim karcinomem a u jedinct zdravych. Byl zazname-
néan signifikantni narGst mnozstvi nizkomolekularnich
latek u skupiny pacient( ve srovnani se zdravymi jedin-



ci. Tyto pfedbéiné vysledky naznaluji potencial této
metodiky pro budouci mozné vyuziti jako nastroje
vhodného pro diagnostiku kolorektélniho karcinomu.
Cilem je nalézt vhodné biomarkery, které by se daly
vyuZit k diagnostice tohoto onemocnéni.

Vyuziti UHPLC v metabolomice rostlin

I v rostlinné metabolomice se dosud hojné vyuzivalo
strategie HPLC/MS a GC/MS. S rozvojem chromatogra-
fickych metod v poslednich letech se vyznamné zlep-
Sila Gcinnost separace a zkratila doba analysy komplex-
nich rostlinnych matrici.

Porovnanim technik HPLC a UHPLC se zabyvala
napiiklad prace srovndvajici stanoveni kyseliny trans-
10-hydroxy-2-decenové (10-HDA) z extraktu matefi
kasicky (Royal Jelly)®. Ze studie vyplyva zkraceni doby
analysy téméf o pétinu pfi pouZiti metody UHPLC
(velikost ¢astic 1,7 um) oproti pouziti konven¢ni HPLC
(velikost ¢astic 5 um). Obé kolony byly temperovany
shodné na 30°C. Retenc¢ni ¢as 10-HDA pfi pouziti HPLC
¢inil téméf 6 min, v porovnani s UHPLC, kdy retenc¢ni
¢as byl 1,5 min. Kromé toho vykazovala UHPLC kolona
vybornou stabilitu (dle stabilnich retenc¢nich cast)
a neménné tvary pikli i po 100 analys. Také mez de-
tekce a mez stanovitelnosti byla pro UHPLC stanovena
niz8i nez pro HPLC.

V préci® popisujici metabolomickou analysu huse-
nicku rolniho (Arabidopsis thaliana) byla k dalSimu
zvySeni vykonu UHPLC vyuZita temperace kolony
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na 90°C (HT-UHPLC). Doba analysy se tak zkrétila
na polovinu. K detekci bylo vyuzito UV spektrometrie
a hmotnostni spektrometrie (TOF-MS). Nebyla zazna-
mendna degradace metabolitd diky zvySené teploté,
nicméné otazkou nadale zlstdva stabilita vzorku,
jez nebyla jesté Gplné zhodnocena. | tak muize byt
zvyseni teploty povazovano za parametr vylepsujici
metobolické profilovani.
Zavér

Metabolomika, jak z ndzvu vyplyvd, se zabyva analy-
sou metabolomu. Metabolom je soubor meziproduktd
a koncovych produktli genové exprese a enzymatické
aktivity. Nejhojnéji vyuZivanou analytickou metodou
studujici metabolom je kapalinovd chromatografie,
ktera mize byt aplikovdna na analysu vétSiny druhd
molekul. V nedavné minulosti byla pfedstavena alter-
nativni forma vysokoucinné kapalinové chromatografie,
tzv. UHPLC. Ta vyuziva separace na koloné za vysokych
tlakti pfi pouziti ¢astic mensich nez 2 Km. Zavedeni
metody UHPLC znamena piinos zejména v oblasti zle-
pseni vykonu a rozliseni separace a zkraceni doby ana-
lysy oproti klasické HPLC. UHPLC se v mnoha studiich
ukazala jako vysoce vykonny analyticky nastroj napfi-
klad pfi stanoveni metabolitd moce. Své uplatnéni vsak
UHPLC naléza i v dalSich védnich oborech. Vykonnost
chemické analysy komplexnich biologickych vzorkd
maze byt déle zvySena napfiklad kombinaci UHPLC
s MS.
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Metabolomika je stéle se rozvijejici védni disciplina, jejimz cilem je komplexni analysa (identifikace a kvantifikace) viech metabolitd
(nizkomolekularnich latek) pfitomnych v burice. Nejcastéji vyuzivanou separacni technikou je v soucasné dobé vysokoucinna kapali-
nové chromatografie. Zajimavou alternativou jejiho tradi¢niho formatu je tzv. UHPLC, jejiz podstatou je pouZiti ¢astic mensich nez 2 um
v kombinaci s vysokym tlakem na koloné. Touto separa¢ni metodou Ize analysovat rdizné druhy slouéenin, naléza tak uplatnéni v mnoha
védnich oborech.

Kli¢ovd slova: metabolity, metabolomika, UHPLC.

Summary

Balounova R.: UHPLC as important tool of metabolomics

Metabolomics is a firmly evolving science with an objective of complex analysis (identification and quantification) of any metabolites
(low molecular substances) present in cell. Contemporaneously most exploited separation technique is a high performance liquid chro-
matography. One of the compelling alternatives of its traditional format is so called UHPLC, which principle is the usage of elements
smaller than 2 um combined with high pressure on column. Hereby separation method could analyze various forms of compounds,
therefore its aplication is widely extended to many disciplines.
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GENETICKE MODIFIKACE OLEJNATYCH ROSTLIN

llona Bibova
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Uvod

Geneticka modifikace (GM) je cilend zména dédic-
ného materidlu spocivajici ve vneseni cizorodého
dédicného materidlu do dédi¢cného materidlu orga-
nismu nebo vynéti cCasti dédicného materidlu orga-
nismu zplUsobem, kterého se nedosahne piirozenou
rekombinaci. Upravou genomu rostlin vznikaji tzv.
transgenni rostliny, tj. rostliny, do jejichz dédi¢ného
zakladu byly metodami genového inZenyrstvi vneseny
geny z jinych organismd'. Vnesenim vhodnych gend,
pfipadné jejich ¢asti Ize dosdhnout pozadované vlast-
nosti, kterda umozriuje rostliné odolavat herbicidim,
Skidcdim, extrémnim podminkdm, bakteridlnim, plis-
rovym a virovym infekcim. Modifikace déle muze vést
ke zvySeni nutri¢ni hodnoty potravin a krmiv, technolo-
gickych vlastnosti plodin, synthese Ié¢iv a faktor( dtle-
zitych pro zdravi ¢lovéka a zvifat. Tyto zmény vlastnosti
rostlin by mohly vyznamné pfispét k feSeni otazky
nedostatku potravin pro stdle se rozsifujici populace
obyvatel zemi tietiho svéta a mohly by vést i ke sni-
zeni spotifeby chemickych prostfedkd na ochranu rost-
lin, jejichZ mira neinosné stoupa na ukor zatéze Zivot-
niho prostiedi. Vzhledem k potencidlnimu riziku
moznych nezddoucich G¢inkd transgennich rostlin
na ostatni organismy a clovéka je vyvoj, produkce
a distribuce transgennich rostlin omezena legislativou.

Genetické modifikace

Nejcastéjsimi genetickymi modifikacemi rostlin jsou
modifikace vedouci ke zvySeni jejich odolnosti vici
herbiciddm a hmyzim Skidcim. Ve druhém pfipadé
se uplatriuji pfedevsim tzv. Bt technologie vyuZivajici
nékterych genl darcovské bakterie Bacillus thuringien-
sis (Bt), jez je sama v zemédélstvi pouzivana k ochrané
rostlin jiz po nékolik desetileti. V rdmci Bt technologii
se v praxi pouZivaji rzné varianty gen( cry odvozené
od nékolika kmenl B. thuringiensis. Obrovskou
vyhodou této strategie je, Ze genové produkty gen( cry
velmi specificky plsobi na tzky okruh hmyzich taxo-
nd. Insekticidni Bt-proteiny dostupné v soucasnych
komer¢nich pfipravcich jsou kédovany geny cryl, cry2,
cry3 a cry4. Obecné se da fici, Ze toxiny kodované geny
cryl jsou ucinné proti motylim (Lepidoptera), cry2
jsou toxické pro Lepidoptera a Diptera, toxiny kodo-
vané geny cry3 jsou toxické pro Coleoptera a cry4
pro Diptera. Napfiklad toxin crylAc zplsobuje rezis-
tenci transgenniho baviniku vi¢i jeho hlavnim skad-
ctim z fadu Lepidoptera. Pro navozeni tolerance rostlin
vGci herbiciddm jsou nejcastéji vyuZivany transgeny
podmiriujici odolnost ke glyfosatu (geny cp4 epsps
a gox) a fosfinotricinu (geny bar a pat), méné pak
ke chlorsulfuronu (gen csri-2) a bromoxynilu (gen
bxn). Zatim v mensi mife jsou vyuZivany systémy zalo-

zené na potlaceni projevu nékterych gend ¢i tvorby
virovych ¢astic na principu synthesy protismyslovych
nukleovych kyselin (napf. u fepky). Pro vyrobu heter6z-
niho osiva nasel u fepky uplatnéni systém gen@ barna-
sa-Barstar pro navozeni sam¢i sterility rostlin a obnovu
fertility. U s6ji i fepky byly s ispéchem vyzkouseny stra-
tegie zaméfené na dosazeni zmén ve slozeni mastnych
kyselin olejd (napf. zvyseni obsahu linolenové)? 3.

Geneticky modifikované olejnaté rostliny

Mezi nejvice péstované GM olejnaté rostliny pro
komer¢ni Gcely patii soja, bavinik a fepka, v malé mite
se péstuje jesté len a slunecnice (Obr. 1). Celosvétové
nejrozsifenéjsi a nejvice péstovanou GM olejninou je
sOja. V soucasné dobé existuje 11 odrlid GM sgji, ne
viechny jsou vsak povoleny a uvedeny na trh. V roce
2008 doséhla péstebni plocha GM s¢ji 65,8 milion(
hektar(, coz pfedstavuje 72 % celkové péstebni plochy
sOji. Zemé, které péstuji GM soju, lezi piedevsim
v Severni a Jizni Americe (USA, Argentina, Brazilie,
Kanada, Uruguay, Bolivie, Paraguay, Chile a Mexiko),
péstuje se ale i v jizni Africe a Ciné. Témé&F vyhradnimi
péstiteli GM soji jsou USA a Argentina. Evropska Unie
(EVU) dovazi kazdy rok 40 milionG tun soji hlavné
z Brazilie, USA a Argentiny. Dovezena soja je pouzivéna
pfevazné jako krmivo pro dobytek. Surové so6jové boby
jsou zakladem pro vyrobu rostlinnych oleji a tukd,
lecithinu a jinych emulgétort, tokoferolu, sojové
moucky, tofu, mléka, potravinaiskych doplnka aj.
Ze sdjového oleje se vyrabi biopalivo, kosmetické
vyrobky, zmékéovace, barvy, cistici a myci prostiedky*.
Vsechna komercni GM séja nese transgen pro rezis-
tenci k urc¢itému herbicidu. VétSina GM sdji obsahuje
transgen pro rezistenci ke glyfosatu (N-fosfonomet-
hylglycin). Glyfosat je uGc¢innou latkou herbicidu
Roundup a specificky inhibuje enzym EPSPsynthasu
(enolpyruvylsikimatfosfatsynthasa), ktery je dllezitym
¢lankem synthesy aromatickych aminokyselin. Po apli-
kaci glyfosatu tak rostlina umira na nedostatek téchto
aminokyselin. Zivo¢ichové tento enzym nemaji, proto
pro né neni glyfosat toxicky. Do transgenni odrldy soji
byl vlozen gen cp4 epsps, coi je varianta genu
pro EPSPsynthasu, pochazejici z pudni bakterie
Agrobacterium tumefaciens. Tento enzym neni glyfosa-
tem blokovan, proto se rostlina stdva odolnou vici
herbicidu Roundup. Pro selekci této odridy sdji
(tzv. Roundup Ready soja) byl pouzit pfimo glyfosat,
v GM sdji tak neni zadny dalsi selektovatelny gen pro
rezistenci k antibiotikCim. Séja s rezistenci ke glyfosatu
byla jedinou GM plodinou, které byla legalné obsazena
v potravinach prodavanych v Ceské republice jesté
pfed vstupem do EU. Dalsi zplsob genetické modi-
fikace soji je vlozeni genu csri-2 pochéazejici



z Arabidopsis thaliana, ktery kdduje variantu proteinu
AHASL (velké podjednotky enzymu acetolaktatsyntha-
sy). Transgen zajistuje rostliné odolnost vi¢i imidazoli-
novym herbicid@im, které inhibuji pravé enzym aceto-
laktatsynthasu, ktery je prvnim enzymem v synthese
vétvenych aminokyselin. U netransgennich rostlin vede
inhibice acetolaktatsynthasy k deficienci vétvenych
aminokyselin a dalSich sloucenin, coz je fatalni pro
vyvoj rostliny> ¢. Odolnost s¢ji vici fosfinotricinu, ktery
je také soucasti nékterych herbicidd, zajistuje transgen
pat plivodem z bakterie Streptomyces viridochromoge-
nes. Tento transgen koéduje enzym fosfinotricinacetyl-
transferasu (PAT). PAT inaktivuje acetylaci herbicidy
s tc¢innou slozkou fosfinotricinem. Fosfinotricin blokuje
glutaminsythasu, klicovy enzym metabolismu dusiku,
ktery detoxikuje amoniak za vzniku glutamatu.
Nésledné nahromadéni amoniaku vede k blokadé foto-
synthesy a rozpadu chloroplastd’. Déle u sdji existuje
kombinace vnesenych transgent jako napf. genu c¢p4
epsps (viz vySe) a genu cryla(c) z B. thuringiensis,
ktery koduje Bt-toxin CrylAc a tim zajistuje rostliné
ochranu proti hmyzim $kldcim*. Genetickou modifika-
ci byla také docilena zména ve slozeni mastnych kyse-
lin sgji. Transkripce genu kodujiciho enzym D12-dehyd-
rogenasu byla inhibovana pfidanim dalsi kopie tohoto
genu. D12-dehydrogenasa katalyzuje dehydrogenaci
olejové kyseliny na kyselinu linolovou. To umoz-
nilo ziskat s6jové boby s vysokym obsahem kyseliny
olejové na ukor linolové, coz je vyhodou pfi smazeni*.
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Obr. 1. Souhrnné péstebni plochy GM plodin v roce 2008.
Plocha sdji pfedstavuje 72 % celkové péstebni plochy sdji,
plocha kukufice pfedstavuje 23 % celkové péstebni plochy
kukufice, plocha baviniku pfedstavuje 47 % celkové péstebni
plochy baviniku a plocha fepky piedstavuje 21 % celkové
péstebni plochy fepky*.

V roce 2008 doséhla souhrnné péstebni plocha GM
baviniku 15,5 miliond hektard, coz pfedstavuje 47 %
celkové celosvétové plochy oseté bavinikem. Bavinik je
hned za sojou a kukufici tieti nejpéstovanéjsi GM plo-
dinou na svété. VétSina GM baviniku je komer¢né
péstovana v Indii a USA, je péstovan i v Cing, Argenting,
jizni Africe, Australii, Mexiku a Kolumbii, zatim nikoliv
v EU. Bavinik je po staleti péstovana rostlina, kterd si
zaslouzila pozornost diky vldknitym strukturam semen.
V 19. stoleti produkce bavinénych latek zapficinila
prudky pokles osevnich ploch Inu setého ve stfedni
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Evropé. Mimo produkce textilnich latek jsou na olej
bohatéd semena baviniku pouzivana k vyrobé kuchyni-
skych oleji, margarinG a jsou zdrojem vitaminu E.
Zbytky semen bohaté na proteiny se po vylisovani oleje
pouzivaji jako krmivo. Celulosa a methylcelulosa
vldken, ktera jsou pfilis kratka na vyrobu textilii, jsou
vyuZzita pro vyrobu zahustovadel, emulgétor(, stabiliza-
torll a plnidel. Vétsina péstovaného GM baviniku obsa-
huje kombinaci transgent cryla(c) a cry2ab2 nebo
cryla(c) a cryIf kodujici rizné varianty Bt-toxinu, ktery
chréni rostlinu proti hmyzim $kiidc@m, diky kterym byla
vyrazné snizovana kvalita baviny a vynosy. Po zavedeni
této genetické modifikace se o 25 % sniZilo pouziti
insekticidd. Casto je pfitomen i transgen cp4 epsps
zajistujici odolnost vi¢i  glyfosatu obsaieném
v herbicidech a transgen pat, ktery zajistuje odolnost
vldi fosfinotricinu®.

Jesté donedédvna byla fepka z potravinaiského hle-
diska nevyznamnou plodinou. Potravinéisky primysl
zaujala v roce 1994, kdy: se Slechtiteldm podafilo zis-
kat odrldy s nizkou hladinou kyseliny erukové v tuku
a soucasné i snizit hladinu glukosinolétl. Tyto nové
odridy se oznacuji jako takzvané ,dvojnulkové” (00).
Kyselina erukovd mé nepfiznivy vliv na resorpci pfi tra-
veni, na rist a mize byt pfi¢inou myokarditidy u zvifat.
Glukosinolédty a jejich hydrolytické produkty pfedsta-
vuji hlavni piekadzku pfi pouziti fepkovych Srotd
a vyliskd ve vyzivé hospodaiskych zvifat, popf. lidi.
Ovliviiuji nepfiznivé ¢innost Stitné zldzy a toxicky pa-
sobi i na Cinnost jater. Negativni Gc¢inky adenylovanych
glukosinolatd vysoce piekracuji positivni vlastnosti
minoritniho zastoupeni indolovych glukosinolatd
v semeni fepky* 8. V soucasné dobé neni fepka zda-
leka péstovana jen pro vyrobu biopaliv, diky ,,00” odrd-
ddm ma Siroké vyuziti v potravindiském primyslu.
Rafinovany fepkovy olej, ktery je bohaty na jednosytné
mastné kyseliny se vyuzivd k vyrobé margarinu.
Jako krmivo pro zvifata se osvéddil fepkovy Srot, ktery
je hodnotnym zdrojem proteind. Péstiteli GM fepky
jsou hlavné Kanada, USA a Austrélie, péstovani GM
fepky pro komer¢ni Gcely v EU neni dosud povoleno,
jeji semeno a 3rot se viak do zemi EU dovazi ke zpra-
covani a jako krmivo. V roce 2008 doséhla péstebni
plocha GM fepky 5,9 miliont hektar(i, coz pfedstavuje
21 % celkové plochy oseté fepkou, a udrzela si tak
4. misto v Zebficku nejvice péstovanych GM plodin
na svété hned po soji, kukufici a baviniku. V soucasné
dobé existuje 12 variant GM fepky, ne vsechny jsou
v3ak povoleny a uvedeny na trh. GM fepka casto obsa-
huje transgen, ktery rostlinu chréani proti herbicidim
pouzivanym vG¢i béznym plevelim. Jde o geny pat
nebo c¢p4 epsps. Proti samospraseni rostlin pii vyrobé
heter6zniho osiva slouii gen barnasa z bakterie
B. amyloliquefaciens, ktery koduje ribonukleasu, kterd
je produkovéna burikami prasného vacku, kde brani
vyvoji pylu. Hlavnim piinosem genetickych modifikaci
fepky je zména sloZzeni mastnych kyselin, které urcuji
fyzikdlni a nutri¢ni vlastnosti fepkového oleje. Jde
o zvySeni obsahu mastnych kyselin s dlouhym postran-



nim fetézcem, které udrzuji margarin v tuhém stavu pfi
zvySeni teploty, coz umoziiuje zkraceni vyrobniho
procesu margarinu a nasledného snizeni nékladd.
Novym vyzkumnym zémérem je vyvoj GM fepky se
zvySenym obsahem vitaminu A%

Pro komer¢ni pouziti je povolen GM len sety (Linum
usitatissimum L.), odrldy CDC Triffid, ktery se péstuje
od roku 1996 v Kanadé a od roku 1998 v USA. Je
péstovan pro vyrobu Inéného oleje a jako krmivo. GM
len sety nese nékolik transgend, z nichz prvni je trans-
gen als z A. thaliana podmiriujici toleranci rostlin
vhci chlorsulfuronu. Tento transgen je zodpovédny
za rezistenci k ptidnim reziduim sulfonylmocovinovych
herbicid(i jako je triasulfuron, metsulfuron-methyl
a chlorsulfuron, které se vazou na enzym acetolaktat-
synthasu a tim inhibuji biosynthesu valinu, leucinu

Tab. I: Souhrn vétsiny transgent GM olejnatych rostlin®.

a isoleucinu. Druhym transgenem je bézny selektova-
telny gen ntpli, ktery byl izolovan z bakterie Escherichia
coli a je zodpovédny za rezistenci ke kanamycinu. Tento
transgen koduje enzym neomycinfosfotransferasu |l
(NPTII), ktery fosforyluje kanamycin, coZz mu brani
navazat se na ribosomy a poskytuje tak burikdm
rezistenci k antibiotiku. Dals$im (markerovym) transge-
nem je nos, ktery koduje enzym nopalinsynthasu.
Tento enzym katalyzuje synthesu nopalinu, coz je opin,
ktery je vysledkem kondenzace argininu o-ketogluta-
ratu. Jestlize divoky typ A. tumefaciens infikuje hostitel-
skou rostlinu, za¢ne opinsynthasa pfitomna v T-DNA
oblasti v Ti plasmidu bakterie fidit synthesu opinu
(napf. nopalinu) v hostitelské burnce®. Na nasledujicim
obrézku (Tab. I) je souhrn vétsiny transgend GM sdji,
fepky, baviniku, Inu a slunecnice*.

plodina zhratka protein transgen z organismu
transgenu
soja, fepka cp4 epsps enolpyruvylsikimatfosfatsynthasa Agrobacterium tumefaciens CP4
sdja, fepka pat fosfinotricin-N-acetyltransferasa Streptomyces viridochromogenes
soja, len bla B-laktamasa bakterie
sdja gm-fad2-1 D12-dehydrogenasa sdja lustinaté
sdja gm-hra acetolaktatsynthasa soja lustinatd
sdja gat4601 glyfosat-N-acetyltransferasa Bacillus licheniformis
soja, bavinik gus B-D-glukuronidasa Escherichia coli
sdja, fepka bar fosfinotricin-N-acetyltransferasa S. hygroscopicus
bavinik crylAc Cry1Ac 3-endotoxin Bacilluskt;irrlgg;gi?gtski)s subsp.
bavinik cry2Ab Cry2Ab 3-endotoxin B. thuringiensis subsp. kurstaki (Btk)
bavinik aad 9-0-aminoglykosidadenylyltransferasa bakterie E. coli
bavinik, len nptll neomycinfosfotransferasa Il E. coli
slune¢nice als acetolaktatsynthasa Helianthus annuus
len nos nopalinsynthasa A. tumefaciens CP4
fepka gox glyfosatoxidasa Ochrobactrum anthropi
fepka barnasa ribonukleasa Bacillus amyloliquefaciens
fepka barstar ribonukleasovy inhibitor B. amyloliquefaciens
sdja csri-2 velkd podjednotka acetolaktatsynthasy A. thaliana
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Zavér a ekologickou produkci. | pfes zna¢né mnozstvi obav

V soucasné dobé jsou pro komeréni ucely nejice  (zejména v Evrop€) tykajici se dopadu GM plodin
p&stovanymi GM plodinami na svété séja, kukufice, ~ Na ekosystémy a zdravi Zivolichd vetné lidi, nebyl
fepka a bavlnik. Nejéast&jgimi ziskanymi vlastnosti G zatim prokazan Zadny negativni Gcinek GM plodin.
rostlin jsou odolnost viidi herbicidim a hmyzim skiad- ~ V soucasné dobé je patrne, Ze nastupuje tzv. druha
ctim. Pfes 90 % plochy péstovanych GM plodin najde- ~ 8enerace GM plodin, které sdruzuiji dva i vice novych
me na americkém kontinentu (USA, Argentina, Brazilie, znak, které byly vloZeny do jejich dé&di¢né informace
Kanada), nasleduje Cina a Indie. GM plodiny péstuje technikami genového inZenyrstvi. Jedna se zgjr-néna
pro komeréni téely vice jak 20 zemi svéta véetné Ceské ~ © kombinace riiznych odolnosti k herbicidiim
republiky, z nichz 14 je povazovéano za rozvojové. a hmyzim Skadcdm, pfipadné sdruzenym odolnostem
Pozitivnimi disledky pouzivani GM plodin je mimo jiné k vice §kﬁdcf]m. Geneticky upravené odriidy druhé
snizeni mnoZstvi pouzivanych pesticidd o 224 000 tun generace zaujimaly v roce 2006 zhruba 20 % veske-
roén&. Péstovani GM plodin na celém svét& piispélo rych ploch GM plodin, v USA dokonce 28 ©%%.
i ke snizeni emisi oxidu uhli¢itého o 9 milionG tun. Bezpochyby se tento trend bude &im dal vice uplatrio-
Zemé&déldi totiz pfi technologii bez orby uspofi nemalé¢ ~ Vat v praxi®. Pfed svétovym zemédélstvim stoji nelehky
mnoistvi paliva. Podrobné studie dokazaly, 7e zvitata ~ Ukol. V roce 2050 piekroti pravdépodobné pocet oby-
krmena geneticky modifikovanymi plodinami poskytuji ~ Vatel Zemé 9 miliard a vSechny bude nezbytné nasytit.
kvalitni, toxiny nekontaminované maso a dalsi pro- Pfitom je nutné snizit nepfizr_uvé dopady péstovani
dukty. Pokud je krmivo dobytka kontaminovano plis-  Plodin a chovu zvifat na Zivotni prostfedi. Pole
némi, toxiny z masa a mléka jsou nasledné konzumo- @ pastviny zabiraji 40 % zemského povrchu a jejich
vany lidmi. V neposledni fadé GM plodiny zvy3uji zavlaZzovani pohlti 70 % z celkové ro¢ni spotieby vody.
vynosy zemédélc'®. Riziko geneticky modifikovanych YV zemédglstvi tak bude nutné hledat nove cesty ke zvy-
rostlin je tfeba srovnavat s rizikem ptvodnich rostlin, ~ eni vynost na jedné strané a sniZeni spotfeby vody,
z nichz byl geneticky modifikovany materidl odvozen. ~ energie a emisi na strané druhé. Proto se vyuzivani GM
Stejné tak je nezbytné porovndavat piinosy a negativa plodin v budoucnosti pravdépodobné nevyhneme!'.

péstebnich technologii na bazi GM plodin s konven¢ni
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Souhrn

Bibova L.: Genetické modifikace olejnatych rostlin

Péstebni plochy geneticky modifikovanych (GM) plodin se rok od roku zvy3uji. Ukézalo se, Ze genetické modifikace plodin vedou ke
zvy3eni jejich vynosd. Jedny z nejvice péstovanych rostlin jsou olejnaté plodiny soja, bavinik a fepka. Genetickou modifikaci je mozno
ziskat nejen vétsi vynosy, ale i vyrobit produkty vyssi nutri¢ni nebo materidlové kvality, zlepsit ekologické dopady zemédélstvi diky
snizeni mnoizstvi pouzivanych pesticidd, docilit snizeni spotieby paliv, vody, energii, emisi sklenikovych plynG atd. Vzhledem ke zvy3uji-
cimu se poctu obyvatel se pouzivani GM plodin nejspise nevyhneme.

Kli¢ova slova: GM plodiny, genetické modifikace, olejniny

Summary

Bibova I.: Genetically modified oil plants

The cultivation areas of genetically modified (GM) crops increase year by year. Genetically modified crops lead to the yields enhance-
ment and other benefits. Soybean, cotton and rape are the mostly grown commercial GM oil plants. The bigger yields, higher nutrition
quality products and materials could be obtained due to the genetic modifications. Ecological consequences of agricultural production
were improved because of decreasing pesticide quantity by their substitution. Considering to increasing population number we will be
forced to use GM crops more widely.

Key words: GM crops, genetic modifications, oil plants
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GENETICKY MODIFIKOVANE BRAMBORY

Lucie Zmatlikova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Uvod

Brambor obecny (Solanum tuberosum) piedstavuje
v dnesni dobé spole¢né s obilninami jednu
z nejvyznamnéjSich potravinovych plodin. Za svoji
oblibenost vdéci jak vysoké produktivité, tak znac¢né
nutri¢ni hodnoté spocivajici ve vysokém obsahu $kro-
bu, proteint a vitamin(. Z téchto divodu tak stale roste
zdjem na zlepSovéni vlastnosti bramboru. Jelikoz je
vSak brambor vysoce heterozygotni tetraploidni plodi-
nou, je Slechténi tradi¢nimi metodami pomérné obti-
Zné a stale vice se proto vyuziva metod genového inze-
nyrstvi'.

Do dnesni doby bylo vyvinuto mnoho zplsob
transformace rostlin, at uz se jedna o techniky piimé,
jakymi jsou napfiiklad bombardovani rostlinné tkané
mikroprojektily s navdzanou DNA ¢i fuze rostlinnych pro-
toplastll s liposomy obsahujicimi DNA, nebo nepiimé,
které vyuZivaji pfirodniho transformacniho systému vek-
torového organismu, nejéastéji pak bakterii rodu
Agrobacterium. Posledni zminéné se v pfipadé brambor
nejvice osvéd¢ily. U¢innost transformace i naslednd rege-
nerace transgennich rostlin bramboru viak zna¢né koli-
sa a zavisi na genotypu, fyziologickém stavu rostlinného
materialu, pouzitém kmeni agrobakterii apod'?3. Jako
explantét se vyuzivaji obvykle bramborové hlizy ¢i disky
odvozené od listd a stonk bramboru®.

Transformace pomoci bakterii

Agrobacterium tumefaciens je gramnegativni padni
bakterie znama jako pGvodce tvorby nédord
u dvoudéloznych rostlin. Rlst téchto nadord je spojen
s expresi T-DNA (transferred DNA), ktera je soucasti
bakterialniho Ti plasmidu (tumor-inducing), zodpovéd-
ného za virulenci bakterie. T-DNA koduje enzymy kata-
lyzujici syntézu fytohormona vyvolavajicich diferenciaci
rostlinnych bunék a opint slouzicich jako zdroj uhliku
a dusiku pro bakterii. Samotny pfenos T-DNA je
kédovan tzv. vir regionem, ktery je také soucasti
Ti plasmidu®®.

Pro pienos cizorodych gent do rostlin pomoci
agrobakterii se vyuzZiva tzv. kointegrativnich ¢i binarnich
vektord. Metoda vyuzivajici kointegrativni vektor je
zaloZzena na principu vytvofeni malého plasmidu
s vlozenym tGsekem T-DNA, tzv. intermediarniho plas-
midu. Do T-DNA se restrik¢nim Stépenim a ligaci vlozi
cilovd sekvence DNA. Plasmid je nasledné konjugaci
prenesen do A. tumefaciens, kde dojde homologni
rekombinaci ke vzniku kointegratu mezi odpovidajicimi
sekvencemi intermediarniho plasmidu a Ti plasmidu.
Cilové geny se tak stanou soucasti plasmidu Ti’. Bindrni
vektory maji plasmid Ti rozdéleny na dva mensi plas-
midy. Jeden z nich obsahuje T-DNA, druhy pak sa-
motny usek virulence®.
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Transformacni Ucinnost byvd zpravidla nizka,
v jednotkach, maximalné desitkach procent. Je proto
nutné oddélit transformované rostliny od netransfor-
movanych. K tomu se vyuzivaji selektovatelné geny,
napi. pro rezistenci k urcité latce, které umozni
transformované burice v selekénim prostiedi prezit
a regenerovat, zatimco netransformované stradaji,
popiipadé hynou. Dfive se pro selekci vyuzivaly prede-
vsim geny pro rezistenci k antibiotiku ¢i herbicidu®.
Ty v8ak maji nevyhodu v mozné toxicité ¢i alergenité
genovych produktd, s ¢imz je spojeno nepredvidatelné
riziko pro ekosystém a lidské zdravi. Navic existuje
moznost, Ze by se gen pro rezistenci k antibiotiku mohl
rekombinaci dostat zpét do bakteridlniho genomu
a zpUsobit tak rezistenci bakterie k danému antibiotiku.
Proto byly v poslednich letech vytvofeny nové typy
selekénich systémd. V piipadé bramboru byl pouzit
napf. transgen pro rezistenci ke galaktose®, transgen
pro xylosaisomerasu® ¢i manosa-6-fosfatizomerasu'®.
Pro zjisténi miry exprese transgenil se pouZivaji repor-
térové geny. Mezi nejastéjsi patii gen gus kodujici B-
glukuronidasu z Escherichia coli, gfp (green fluorescent
protein) z medulzy Aequorea victoria, gen pro lucife-
rasu ¢i chloramfenikolacetyltransferasu®.

Typy genetickych modifikaci bramboru

Geneticky modifikované plodiny je mozné rozdélit
podle ziskanych vlastnosti do tii zékladnich skupin.
Prvni generace zahrnuje rostliny vyhodné z hlediska
zemédélské produkce (odolnost k herbiciddm
a biotickym i abiotickym strestim), druha je charakteris-
ticka zménénym slozenim produktu (vyssi obsah vita-
mind, zmény ve sloZeni sacharidd ¢i proteind), tieti
generace se vyznacuje zcela novymi vlastnostmi vyuzi-
telnymi napf. ve farmaceutickém prdmyslu®.

Jednou z prvnich komer¢né vyuzivanych geneticky
modifikovanych plodin byla v poloviné 90. let soja
rezistentni vGci herbicidu glyfosatu, tzv. Roundup-
Ready soja. Dnes jiz zname i Roundup-Ready obili,
kukufici, bavinu, salat, cukrovou fepu a také brambory®.
V roce 2002 byly vyvinuty brambory s vlozenym genem
pro krysi P450 monooxygenasu, které jsou schopné
metabolizovat xenobiotika. Tato modifikace umoziiuje
vznik plodin rezistentnich k herbiciddm, které navic
dokadZzou ucinné odbouravat rdzné environmentalni
kontaminanty''.

Velkym problémem pfi péstovéni plodin byvaji pato-
genni organismy. Rezistence plodin vic¢i hmyzu je
zaloZzena na syntéze antimetabolickych proteind rost-
linného ¢i mikrobidlniho plvodu, které narusuji proces
trdveni u hmyzu. Tyto proteiny mohou byt syntetizo-
vany konstitutivné v pletivech, kterd jsou casto napa-
dana hmyzem®. Piikladem takovych plodin jsou bram-



bory nesouci gen pro syntézu GNA (Galanthus nivalis
agglutinin), pfirodniho lektinu ze snézenky a ji pfibuz-
nych rostlin, ¢&i gen pro manosa-specificky lektin konka-
valin A2, Jednim z nejpouzivanéjSich genl pro rezis-
tenci k hmyzim $kddctm je gen pro Bt-toxin. Tento gen
izolovany z Bacillus thuringiensis kéduje insekticidni
protein, ktery je po pohlceni hmyzem aktivovan pro-
teasami v alkalickém prostiedi stfeva. Nasledné se
toxin vadZie na receptory bunék stfevniho epitelu.
Dochazi k lyzi membrény a poté k destrukci celého
stfeva. Vyhodou Bt-toxinu je, Ze ma toxické ucinky
pouze na hmyz a neohrozuje obratlovce. Problém
pfedstavuje ale nebezpeci vzniku rezistence hmyzu
na Bt-toxin, nejastéji zplisobend mutaci genu koduiji-
ciho receptory, na néz se Bt-toxin véze'. Plodiny v3ak
mohou byt ohrozeny také mikrobidlnimi skddci. Proto
byly vyvinuty brambory rezistentni vici plisnim, které
maji vlozeny gen ac2 ze semen Amaranthus caudatus
kodujici Ac-AMP2, antimikrobidlni peptid vazajici chitin.
Ac-AMP2 se véze na chitin v buné¢né sténé plisni, ¢imz
vyvoldvé zménu v jeji polarité a nésledné inhibici
rGstu'*'>. Znamy jsou také brambory rezistentni vici
virovym infekcim'®.

Dalsi dulezitou vlastnosti plodin je odolnost vici
biotickym stresim. V pfipadé brambor se pracuje
na vyzkumu mrazuvzdornosti, zalozené na schopnosti
syntetizovat nemrznouci protein'” ¢i zvySené toleranci
viici zasoleni pad'e.
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Souhrn
Zmatlikova L.: Geneticky modifikované brambory

Soucasné vyzkumy se zaméfuji také na typy transfor-
maci, které by mohly byt vyuZitelné ve farmakologii
a zdravotnictvi. Jeden z nejnovéjsich experimentd zahr-
nuje produkci onkogenu E7 lidského papilomaviru 16.
Tento virus zplsobuje karcinom délozniho cipku a je
spojovan také s karcinomem horniho dychaciho
a zazivaciho Ustroji. Onkogen E7 exprimovany rostlinami
muzZe byt vyuzit k imunizaci zvifat a vyrobé protilatek
proti papilomaviru 16 (lit. 19). Na stejném principu jsou
zalozeny také brambory syntetizujici S1 glykoprotein IBV
(infekéni bronchiticky virus), ktery vyvolava vazné cho-
roby respira¢niho a urogenitalniho systému a ledvin®.

V Ceské republice se v sou¢asné dobé testuji v polnich
pokusech napfiklad brambory se zménou cukerného
metabolismu, ktera by méla mit pfiznivy vliv na sklado-
vani za nizSich teplot. Ty obsahuji bakterialni fosfofrukto-
kinasu, vykazujici aktivitu pfi nizkych teplotach, coz ma
za nasledek snizeni obsahu rozpustnych cukrd. Dal$im
testovanym typem jsou brambory se zvySenou odolnos-
ti vaci plisni bramborové (Phytophora infestans)
a brambory se zménénym slozenim Skrobu, at uz se
jedna o posun k vyssimu podilu amylosy a nizSimu pro-
centu amylopektinu ¢i naopak. Posledni zminéné obsa-
huji fragment genu syntetasy skrobu vazané na skrobo-
va zrna. Ta jsou v bramboru nezbytna pro syntézu amy-
losy. Genovou modifikaci dojde k zablokovani syntézy
amylosy a zvySeni podilu amylopektinu. Tyto brambory
by bylo mozné vyuzit pro technické tcely?'.
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Prudky rozvoj metod genového inZenyrstvi v poslednich letech umoziiuje vznik kulturnich plodin s unikatnimi znaky, které by nemohly
vzniknout bé&znym kfizenim. V pfipadé bramboru se jedna napfiklad o plodiny rezistentni k hmyzim $kdidctim, virovym chorobam, her-
bicidéim, plodiny tolerantni k zasoleni pid ¢i nizkym teplotam. Velké uplatnéni do budoucnosti mohou nalézt také transgenni rostliny
pro ochranu Zivotniho prostiedi, schopné odbouravat environmentalni kontaminanty ¢&i rostliny syntetizujici farmakologicky vyuzitelné
proteiny. Uvoliiovani geneticky modifikovanych plodin do Zivotniho prostiedi je v3ak spojeno s jistymi riziky pro lidské zdravi i ekosystém
a je proto neustéle potieba zlepsovat jak transformacni tak detekéni metody.

Klicova slova: brambor obecny, genetické modifikace, 7i plasmid, Agrobacterium tumefaciens, Bt-toxin



Summary

Zmatlikova L.: Genetically modified potatoes

In recent years the abrupt development of methods of genetic engineering has enabled the production of culture crops with unique
characteristics that could not be produced by the traditional breeding. In the case of the potato there are, for example, crops resistant
to insect pests, viral diseases, herbicides, or tolerant to salinization or low temperatures. In the future the transgenic plants, which are
able to reduce the environmental contamination, could be used for the protection of the environment. Other plants could be used for
synthesizing of proteins applicable in pharmacology. Because the deployment of the genetically modified crops in the environment pos-
ses certain risks for human health and the ecosystem, further improvements of the methods of the transformation and detection are
necessary.

Key words: potato, genetic modification, 7i plasmid, Agrobacterium tumefaciens, Bt-toxine

VYUZITIi METODY HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE PRO
IDENTIFIKACI MIKROORGANISMU

Jiti Koubek
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Uvod byla tato smés analyzovéna. Zjistilo se, ze vysledna

Spravné a rychlé identifikovani mikroorganisma vzdy spektra jsou charakteristickd pro dany mikroorganis-
patfilo mezi zakladni problémy mikrobiologie. mus, pfi¢emz procedura vyuZivajici cely bunék nemusi
U pacientd s infekénim bakteridlnim onemocnénim  trvat déle nez 10 minut’. Pfi zkoumani identity protei-
dochazi k rizikim aplikace 3patné antibiotické Iécby, nd, které davaji odezvu v daném spektru, metodou
piitomnost patogennich mikroorganisméi v potravi- srovnani hodnot m/z s daty ziskanymi in silico analyzou
nafském primyslu je tfeba téZ zav¢as odhalit a provést genomu E. coli > a pouZitim tandemové hmotnostni
proti nim co nejdfive opatieni. V tomto ohledu se  spektrometrie' bylo zjisténo, Ze z velké &asti patfi
lékaiska a potravinaiskéa mikrobiologie spoléha hlavné do skupiny ribosomalnich proteind &i jinych bilkovin
na klasické biochemické kultiva¢ni testy a testy imuno-  Vyskytujicich se v bufice ve vy33im poctu kopii. Dalsi
chemické, které jsou naro¢né jak ¢asové, tak z hlediska moznou cilovou molekulou pro hmotnostni spektro-
mnoistvi prace. Z tohoto diivodu se nabizi vyuziti ~ metrii mohou byt nukleové kyseliny, kdy v kombinaci
daldich metod jako lakavé volba, kde kromé relativné s polymerasovou fetézovou reakci je mozné studovat
Siroce vyuzivanych metod na bazi polymerasové feté- ~ nékteré geny, oviem vzhledem k vysokému nardstu
zové reakce existuji dalsi alternativni metody. Jednou molekulové hmotnosti na jeden par nukleotidd je
7 téchto metod je metoda hmotnostni spektrometrie. pouziti kombinace hmotnostni spektrometrie-nukleova

L ] kyselina omezené.
Historie vyuziti hmotnostni spektrometrie pro

identifikaci mikroorganismd Reprodukovatelnost spekter

Myslenka vyuZiti hmotnostni spektrometrie pro iden- Zasadnim problémem pro spravnou identifikaci mik-
tifikaci mikroorganismu na rodové, druhové ¢ dokonce roorganismi je samotna opakovatelnost procesu, pfi-
kmenové byla pfednesena uz v roce 1975. Anhalt ¢emz je dulezZité si uvédomit, Ze existuje celd fada pro-
a Fenselau poufili elektronovou ionizaci pro analyzu ménnych, které mohou ovlivnit kvalitu spektra. Bylo
malych molekul uvolnénych z lyofilizovanych bunék po zjisténo, ze kvalita spektra zéleZi na pouzité matrici,
zéhievu'. Tento pfistup studia mikroorganisma byl dale pouzitém postupu lyse bunék, na rozpoustédlu pfitom-
vyuzit pfi studiu rozdilu mezi druhy rodu Bacillus ném v matrici, koncentraci analyzovanych bunék, fazi
pomoci ionizace elektrosprejem fosfolipid®?, ¢i pfi stu- rGstového cyklu>'®, na pouZitém pfistroji'>', typu
diu nenasycenych mastnych kyselin ziskanych bombar- méfeni (pozitivhi mod, negativni méd)'>, mnozstvi soli
dovanim bunék rychlymi atomy?>. ve vzorku', & na dobé uloZeni vzorku v lednici pied

Skute¢ny rozmach hmotnostni spektrometrie analyzou'. Z tohoto diivodu je nutné si ujasnit pod-
v biologickych védach s sebou pfineslo az uvedeni minky méfeni uz pfed samotnym experimentem,
nového typu ionizace a desorpce laserem v pfitom- zejména podminky lyse. Mezi nejcastéji pouzivané
nosti matrice (MALDI z angl. Matrix Assisted Laser metody lyse patfi extrakce ethanolem a kyselinou mra-
Desoption/lonization)*, ktera umoziiovala spole¢né vendi, alternativou pro sporulujici bakterie a bakterie
s analyzatorem typu Time-of-Flight (TOF) studium vysoce patogenni je extrakce kyselinou trifluorocto-
a identifikace makromolekul, jakymi jsou napft. pro- vou'”. NejpohodInéjsim pfistupem ze v3ech se jevi tzv.
teiny®. Vyuziti této techniky pro identifikaci mikroorga- technika celych bunék, kdy jsou vzorky pfimo smicha-
nismd bylo pfedstaveno v poloviné 90. let578, kdy byly ny s matrici, ktera jako rozpoustédlo mize obsahovat
lysované buriky smichény s matrici a po krystalizaci acetonitiril ¢i kyselinu trifluoroctovou'®.
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Vyhodnocovani spekter

Navzdory témto prekazkam doslo, spole¢né
s rozvojem metod vyhodnocovéni spekter, k velkému
rozSifeni hmotnostni spektrometrie do mikrobiolo-
gickych laboratofi, a to jak v oblasti klinické
a potravinaiské, tak i v oblasti sledovani bezpecnosti
a kvality vody ¢i v environmentélni mikrobiologii'e.
Vlyhodnoceni spekter mlze byt jak vizualni, tak i za
pomoci rdznych algoritmd, coz usnadiiuje préci
pfi manipulaci s velkym mnozstvim vzork{. Pouzité algo-
ritmy mohou pracovat na bazi prostého srovnani exis-
tence signalt v dané pozici m/z', ¢i téz mohou brat
v potaz intenzity danych odezev, coz dokaze vylepsit cit-
livost metody pro rozliSeni spekter ai na uroveri
kmene?. Od algoritmd je uz jen krdicek k zavedeni data-
bézi a identifikaci nezndmych mikroorganismd, zvlasté
pii pfihlédnuti k faktu, ze nékteré charakteristické odez-
vy geneticky stejnych bakterii byly zachovany i pii zméné
nékolika ovlivrujicich faktor('’, pficemz taxonomicka
souvislost mezi srovnatelnymi spektry byla prokazana’.

Obecné fe¢eno, postupy vyhodnocujici vzory (pattern
recognition) vyzaduji vy33i pozornost v(ici experimen-
tadlnim podminkam, aby byla spektra ziskana
z neznamych vzorkd a sbirkovych kultur reprodukova-
telnd. Druhym moZnym postupem je zaméfeni se
na mensi pocet ,konzervovanych” proteind, coz zarudi
spravnou specifitu daného spektra. Jako prvni tuto
metodu pouzili Jarman et al. 2!, kdy za pomoci statis-
tickych nastroja ziskali ,otisk prstu” u nékolika bakterii,
kde posléze ovérili tuto metodu identifikaci nékolika
kmend. Pfikladem komer¢né dostupnych databazi
mize byt program BioTyper'® ¢i program Clin-
ProTools??, ovSsem jejich nevyhodou jsou podstatné
néklady spojené se zakoupenim. Dal$i moznost piimé
identifikace se nabizi pfi pouziti tandemové hmot-
nostni spektrometrie a nésledné piimé identifikaci
analysovanych protein(i vyhledanim v patfi¢nych, volné
dostupnych, databazich'.

Pfiklady pouziti hmotnostni spektrometrie
pro identifikaci mikroorganismu

Své vyuziti v praxi nachazi hmotnostni spektrometrie
téz pii identifikaci vird, kdy kombinaci polymerasové
fetézové reakce a polymorfismu délky restrikénich frag-
mentG bylo odlieno zastoupeni jednotlivych genotypt
viru hepatitidy typu C v populaci*. Hmotnostni spektro-
metrie pro identifikaci virG se da pouZzit i samostatné bez
polymerasové fetézové reakce, coz bylo demonstrovano
na pfikladu identifikace bunék nakazenych herpes virem,
pfi niz se zkoumaly rozdily mezi proteiny nakazené
a nenakazené buriky.>* Podobnym zplsobem lze dete-
kovat latentni virus HIV na zakladé specifickych membra-
novych protein® na infikovanych burikach.?

Mnohem 3irSi uplatnéni nabizi tato metoda na poli
bunéénych organismd. Pro identifikaci bakterii je téz
mozné pouzit hmotnostni spektrometrii zaméfenou
na nukleové kyseliny a jejich modifikace; napf.
Kirpekar, Douthwaite a Roepstorff¢ studovali molekulu
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5S rRNA a jeji specifickou modifikaci archebakterii
Sulfolobus acidocaldarius.

Mnohem zajimavéjsi je studium bakterii pomoci
hmotnostni spektrometrie s proteiny jako cilovymi
molekulami. Diky témto technikdm byla prokazana
Uspésnd identifikace zastupc@ rodd Lactobacillus
na troven druhl a poddruh@G?’, byly provedeny identi-
fikace velkého mnozstvi klinickych izolatd ziskanych
z pacientl s cystickou fibrosou?, ¢i byly identifikovany
anaerobni bakterie z biofilmu pod désni®.

Dalezitym prvkem v identifikaci mikroorganismu je
téZz rozliSeni mezi patogennimi a nepatogennimi
zastupci stejného druhu ¢i rodu. U rodu Listeria bylo
popsano 6 druht, pfi¢emz pouze L. monocytogenes
a L. ivanovii vykazuji patogenni vlastnosti, pozdéji jme-
novany pouze ve vzacnych pfipadech. Metoda hmot-
nostni spektrometrie dokézala tyto bakterie rozlisit az
na uroven jednotlivych kmen@, stejné detailni zafaze-
ni se povedlo i u bakterii rodu Salmonella®'.

Bylo ov3em zjisténo, ze nékteré Gram-pozitivni bak-
terie pfi dnes zavedenych postupech Upravy vzorku
pfed analyzou poskytuji kvalitativné horsi spektra nez
Gram-negativni. Pro tyto pfipady Smole a kol*2. navrhli
dodatec¢nou inkubaci s lysozymem, oviem podle jinych
sta¢i pouze dalSi oSetfeni acetonitrilem a trifluor-
octovou kyselinou'33,

Identifikace pomoci hmotnostni spektrometrie byla
také popsana u eukaryotnich mikroorganismt, kde
vysledky u rodu Aspergillus naznacuiji, Ze tuto metodu
Ize pouzit i na odliseni na poddruhové urovni*,
a u druhl rodu Penicillium se vsak opét prokazala
omezend opakovatelnost méfeni mezi laboratorfemi®.

Jednim z problém spojenych s analyzou mikroorga-
nismd pomoci hmotnostni spektrometrie je nutnost
kultivace bunék pfed samotnou analyzou. Timto je vyu-
ziti MALDI-TOF MS pieduréeno pouze pro kultivovatel-
né mikroorganismy, kterych je méné nez nekultivova-
telnych. Z tohoto ddvodu by mohlo snizovani poctu
bunék nutnych pro analyzu rozsiiit pole plsobnosti
této metody. Uz Bundy a Fenselau*® dokazali pouzit pro
analyzu méné nez 5000 bunék, ovsem nejvétsich tspé-
cht bylo na tomto poli dosazeno v oblasti tzv. bio-aero-
solG®, kde se perspektivné uvazuje o vyuziti jediné
buriky pro samotnou analyzu. Ale to s sebou pfiinasi
dalsi otazky spojené s reprodukovatelnosti spekter
pochéazejicich z rlznych prostiedi.

Zavér

Metoda hmotnostni spektrometrie nabizi alternativu
klasickych postuptl identifikace mikroorganisma. Jeji
rychlost, snadné proveditelnost a presnost z ni délaji
vyborny nastroj pro identifikace mikroorganisma jak
v klinickych laboratofich, v potravinaiském primyslu,
tak i pfi zkoumdni mikrobidlni diverzity v Zivotnim
prostiedi. Zkoumané organismy mohou byt bakterie,
kvasinky, plisné, ale i viry. Soucasné trendy spocivaji
hlavné ve sniZovani potfebného mnozstvi vzorku pro
analyzu, kde je cilem dosahnout spektrometrie co
nejmensiho poc¢tu bunék, idealné pouze jedné.
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Souhrn

Koubek J.: VyuZiti metody hmotnostni spektrometrie pro identifikaci mikroorganismi

Pfesnd a rychlé identifikace mikroorganisma je duleZita v mnoha odvétvich. Vedle klasickych metod a metod zaloZenych na analyze
nukleovych kyselin, pfindsi hmotnostni spektrometrie jinou moznost, jak tohoto cile dosdhnout, pfe¢emz tento souhrny ¢lédnek se
zaméfuje pfedevsim na metodu MALDI-TOF. Pfi sprdvném zvlddnuti laboratorniho postupu a piekonéni obtiZi zejména spojenymi
s reprodukovatelnosti spektra je mozné identifikovat rlizné druhy mikroorganisma a to az na droveri jednotlivych kmen(. Toto se déje
na zakladé srovnani spekter se standardy, pficemz v souc¢asné dobé jsou dostupné rizné databaze umozriujici tuto identifikaci.
Klicova slova: identifikace mikroorganism®, MALDI-TOF, hmotnostni spektrometrie

Summary

Koubek J.: Usage of mass spetrometry for identification of microorganisms

Rapid and reliable identification of microorganisms is important in many fields. Besides to the classical methods and methods based
on nucleic acids analysis, mass spectrometry brings alternative possibility of reaching this goal. After mastering of standard laboratory
procedure and overcoming troubles connected with spectra reproducibility, this method allows to identify various kinds of microorga-
nisms up to the strain level. This identification process is based on spectra comparison with standards, nowdays there are various data-
bases making this identification possible.

Key words: identification of microorganisms, MALDI-TOF, mass spectrometry

17



LECIVA ZALOZENA NA RNA INTERFERENCI

Magdalena Smétakova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Uvod

RNA interference je déj, pfi kterém dvouvldknova
RNA (dsRNA) zasahuje do exprese gen( tim, Ze je
Lutisuje” (angl. silencing) a tak ovliviiuje, které geny
jsou aktivni. Tento prastary buné¢ny mechanismus se
rozvijel mnoho let a nyni se vyvinul v mocnou techniku
poutzitelnou jako terapeuticky néstroj. Poprvé byl tento
jev popsan Jorgensenem a Napolim u kvétd trans-
genni petunie jako potlaceni exprese endogenniho
genu vloZzenym genem. O nékolik let pozdéji Fire,
Mello a kolegové objevili tento mechanismus
v hadatku obecném. Také dokézali, Ze k degradaci
mRNA dochazi diky pfitomnosti dsRNA." V soucasné
dobé probihaji ve farmaceutickych firmach intenzivni
vy-zkumy, které by mély vést k vyrobé léciv zaloZzenych
na principu RNA interference.

Historie

Poprvé byla RNA interference (RNAi) popsana
R. Jorgensenem a C. Napolim v roce 1990. Jejich cilem
bylo stanovit, zda je chalkonsyntasa (CHS) enzymem
limitujicim rychlost biosyntézy antokyant. Ty jsou zod-
povédné za fialovou barvu kvétd petunii. Pfidavkem
chimerniho genu pro CHS se oviem syntéza antokyand
zablokovala a vétsina kvétd byla zbarvena bile. Tento
neocekavany vysledek vedl k hypotéze, ze vpraveni
genu pro CHS do bunék muze potlacit vliv endogen-
niho genu pro CHS.23

V roce 1998 C. C. Mello a A. Fire publikovali klicovou
studii, ktera pfinesla vysvétleni k dfive publikovanym
pracim, zabyvajicim se regulaci vnitrobuné¢né exprese
genu. K testovani pozadavk( na strukturu a pienos
interferujici RNA do buriky poutzili hlistici hadédtko obec-
né. Zjistili, Ze dsRNA byla pro interferenci podstatné
vice ucinna nez kazdé jeji vldkno zvlast. Po podani
injekce do dospélé hlistice mély precisténé jednoretéz-
cové RNA (ssRNA) jen nepatrny vliv, zatimco smés
dsRNA zpusobila silnou a specifickou interferenci. Tato
interference byla patrna také u jejich potomstva. Déle
zjistili, Ze by se v procesu interference mohla vyskyto-
vat katalyticka slozka. Za objev RNAi ziskali Mello a Fire
v roce 2006 Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu.24>

Dvouvlaknova RNA

Mala interferujici RNA (small-interfering RNA, siRNA)
je zédkladni a dobfe znamou dsRNA, ktera se pouzivd
pro RNAI. Tato RNA se fadi mezi exogenni vlivy zpUso-
bujici utiSeni genl, nebot neni béiné piitomna
v burice, ale mdze byt do organismu vlozena uméle
nebo se do néj dostat po infekci rlznymi viry, jejichz
geneticky materidl je tvofen RNA. Pokud je dsRNA
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vytvofena uméle, mize slouzit také jako potencidlni
terapeuticky prostiedek. siRNA je produkovana
z dlouhého prekurzoru dsRNA. Vzniké obvykle dlouha
siRNA, ktera se neni schopna piimo zapojit do mecha-
nismu RNAI a zpGsobit tak utiSeni gend.’

MikroRNA (miRNA) je kratkd nekodujici RNA, ktera
reguluje genovou expresi.> Nachazi se uvniti bunék,
kde se jakakoliv ssRNA muze sbalit do typické struk-
tury stopky se smyckou. Jsou to tedy endogenni spou-
stéce RNAI, aviak tento mechanismus muze probéh-
nout az po urcitém zpracovani miRNA. RNA je pak roz-
Stépena pomoci ribonukleasy Il (tzv. Drosha) za tvorby
pre-miRNA, kterd je pomoci exportinu 5 transporto-
vana z jadra do cytoplasmy.' V lidském genomu jiz bylo
objeveno pies 300 miRNA.®

Mechanismus RNA interference

Cely mechanismus mézeme rozdélit na dvé faze -
inicia¢ni a efektorovou.

Iniciacni fdze: dsRNA (siRNA nebo miRNA), ktera je
exprimovana v burice nebo do ni zavedena, je pomoci
ribonukleasy Ill, zvané Dicer, zkracena na RNA o délce
21 — 23 parQ basi (bp). Takto upravena dsRNA ma
na 3'konci dvou az ti nukleotidovy previs. Tyto pievisy
a fosfaty na 5'koncich jsou nezbytné pro tvorbu
komplexu podilejiciho se na regulaci exprese gent
(RNA-induced silencing complex, RISC). Enzym Dicer
mé u jednotlivych Zivocisnych druhd rGzné homology.
Aby viibec fungoval, vyzaduje pfitomnost domény RNA
helikasy, DNA vazebného proteinu (napf. TRBP)
a v nékterych pfipadech také ATP (ne u ¢lovéka).'

Efektorovd fdze: Zkracend, 21 — 23 bp dlouha dsRNA
se spolu s enzymem Dicer zacleni do komplexu RISC.
RISC nejprve zplsobi rozdéleni kratké dsRNA na jed-
notlivd vldkna a s vldknem, jez na komplex zlstalo
navazano (tzv. vedouci vldkno, ,Antisense”), se
komplementarné navéze na cilovou mRNA. Druhé
vldkno (,Sense”) je rozstépeno Argonaut proteiny.
Soucésti komplexu RISC je zvana nukleasa zvana Slicer,
kterd pak cilovou mRNA rozstépi (zhruba uprostied
komplementarniho Useku). Takto rozstépena mRNA je
jinymi buné¢nymi mechanismy jiz rozpoznana jako
poskozena. Posléze je odbourana a gen kdduijici tuto
mRNA neni exprimovan.'’

Role Argonaut proteini: Je to smés proteind, které
se chovaji jako ,stfiha¢” (angl. slicer) a hraji rozhodu-
jici roli v.mechanismu RNA interference, ktery by bez
nich nemohl fungovat. Existuje nékolik podskupin
Argonaut protein(, napi. AGO proteiny (odvozeno
od fenotypu AGO mutants, husenicek), které jsou
zodpovédné za sestiihani RNA.
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Obr. 1: Mechanismus RNA interference.’

Farmaceuticky vyvoj

Jesté pied nékolika lety bylo jednoduché zaujmout
farmaceuticky pramysl terapeutickym potencidlem
RNAi. Jediné, co potiebovaly laboratofe malych bio-
technologickych firem zjistit, bylo, jak dopravit siRNA
do bunék. Jejich data ukazala, ze technologie funguje
jak ve zkumavce, tak ve tkanovych kulturach. Od té
doby velké farmaceutické a biotechnologické spolec-
nosti investuji miliony dolard do vyzkumu léciv zaloze-
nych na RNAI. Védci usilovné pracuji na tom, aby se
jejich vyzkum piesunul z laboratorniho stolu na Zivé
objekty. Jenze pouziti RNAi jako terapeutika je mno-
hem osidné;jsi, nez se predpokladalo. Nyni je na prvnim
misté vyfeSeni problému dopravy siRNA k cilovym
burikam.

Védci si dfive mysleli, Ze pro utieni urcitého genu
stac¢i pacientim podat obnazené fetézce siRNA. Kromé
lokalniho podaéni ¢i pfimé dopravy do mist, jako jsou
plice, oc¢i, nebo centrdlni nervovy systém, nemél tento
snadny pfistup Uspéch. Problémem je hlavné to,
ze RNA ma molekulovou hmotnost pfiblizné 10 — 20x
vyssi nez béiné pouzivand léciva a jeji molekula je
vysoce zaporné nabitd, tudiz nemlze projit pfes
podobné nabitou plasmatickou membranu.

Mezi nejvice zavedené postupy v dopravovani siRNA
k cilovym burikdm patfi lipidové ¢ polymerni piena-
Sece. Alnylam Pharmaceuticals, spolecnost, ktera se
mechanismem RNAi zabyvé nejvice, vyuziva k pfepravé
lipidové nanocastice (lipid nanoparticles, LPNs) vytvo-

(Guide Strand)

Non-sequende spediic gene silendcing
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fené firmou Tekmira Pharmaceuticals. LPNs jsou
schopné maskovat naboj a velikost molekuly, kterou
pfendsi. Je to dano tim, Ze obsahuji rlzné slozky:
kladné nabité lipidy, které interaguji s plasmatickou
membranou, polyetylenglykol, jenz tvofi kolem ¢astice
stericky obal a prodluzuje tak jeji ¢as v krevnim obéhu,
a lipidy jako cholesterol ¢i fosfatidylcholin, které se pfi-
rozené vyskytuji v biologickych membranach. Ty ¢astici
poskytnou vhodnou strukturu. Castice obsahujici siRNA
musi nejprve proniknout do burky. Jakmile se dosta-
nou do endosomu, je tieba, aby se z néj dostaly dfive,
nez jsou pfeneseny k lysosomu, ve kterém by byly
degradovany. Pro uvolnéni siRNA z endosomu vétsina
Castic vyuziva jeho kyselého prostiedi. Aminoskupiny
navazané na lipidech se pfi nizkém pH snadno proto-
nuji a tak fusuji s negativné nabitou membranou endo-
somu. Tato fuse rozrusi ¢éstice a volna siRNA se dosta-
ne do cytoplasmy.

Nejvétsiho Gspéchu zatim dosahly lipidové prenase-
¢e v dopraveni siRNA do jater, nebot tato tkan mé lehce
prostupné stény a castice tak snadno proniknou
dovniti. Podobnou strukturu maji také nadory cév nebo
krevni téliska, jez jsou pfedmétem intenzivniho zkou-
mani. V massachusettském technologickém institutu,
ktery spolupracuje s Alnylam Pharmaceuticals, se snazi
vyvinout nové metody a materidly pro prfenos siRNA
k cilové burice. Misto hledéni, jaky polymer by méli
zkonstruovat, vytvofili zplsob, jak rychle k testovani
syntetizovat rozmanité typy polymer(. V roce 2003 tak
vytvofili knihovnu polymerd.



Mezi dalsi spole¢nosti, zabyvajici se technologii
LNPs, patfi napi. MDRNA, jez se zaméfuje na chemii
aminokyselin. Ty mohou byt modifikovany tremi riz-
nymi zplsoby za tvorby rozdilnych ¢astic. Karboxy-
a aminoskupinu Ize pfes amidovou vazbu modifikovat
alkylovymi fetézci. Tato vazba se v téle snadno rozpada.
Hlavni skupina, organicka skupina, ktera charakterizuje
kazdou z 20 aminokyselin, mize byt kladné ¢i zaporné
nabitd a jeji aktivita zavisi na pH.

Také Svycarsky gigant Roche se zapojil do farmaceu-
tického vyzkumu RNAi s pouZzitim LNPs. V kvétnu ozna-
mil, ze by chtél pouzit technologii Tekmiry pro své prvni
dvé siRNA léciva. Cilem je zazadat o souhlas k testovani
[é¢iv u lidi koncem roku 2010. Roche také spolupra-
cuje s Mirus Bio (nyni Roche Madison) na vlastnim
zplsobu pfenosu siRNA do bunék. Vyuzivd k tomu
technologii dynamickych polykonjugétt (dynamic poly-
conjugate, DPC). Uskalim dfive byla toxicita polymerd.
Jakmile se kladné nabité molekuly dostaly do krve,
zamifily pfimo k nejvice negativné nabitému organu —
plicim. Proto Mirus maskuje kladné néboje pfipojenim
polyetylenglykolu a dal$imi ligandy vazbami, které se
rychle stépi v kyselém prostiedi endosomu. Tyto mas-
kované polymery jsou také spojeny s cilicimi moleku-
lami, napf. molekulou cukru, kterd navede c¢astice
pfimo k jaternim burikdm. ,Aby LPNs pienesly siRNA
do ur¢itych tkéni, musi byt néjakym zpisobem modifi-
kovany. Myslime si, Ze zdkladni DPC ¢astice bude pro
vétsinu bunék stejnd,” fika jeden z pracovnikd Roche.

Navzdory pocate¢nim slibnym vysledkim maji systé-
my zaloZzené na lipidovych a polymernich pienasecich
nékolik omezeni. Lécivo je podavano injekéné a neni
vzdy jisté, zda se dostane do pozadované tkané. Proto
farmaceutické firmy neustéle hledaji lepsi cesty pro vyu-
ziti siRNA jako léciva. Napfiiklad firma Merck ma svdj
vlastni systém na bazi lipid(i, ale vytvafi i dalsi dopravni
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systémy. Firma UMass spolecné s RXi Pharma zase vytva-
fi nanocastice rozdilné od LNPs. RXi vyuziva jako cil mak-
rofagy. siRNA je zapouzdiena v obalu, ktery ma na povr-
chu B-1,3-D-glukan vézajici se na makrofagy. Z obalu se
siRNA opét uvolni plsobenim kyselého prostiedi.
Makrofagy maji obrovsky potencidl uplatnit se jako cil
Ié¢by, nebot hraji dllezitou roli u rozli¢nych nemoci.

Ostatni vyrobci se snazi vyhnout pouZziti jakéhokoliv
obalu ¢i nanocdastice ve prospéch prenosu jediné roz-
pustné siRNA molekuly. Pfedstavou je pfistupnost vice
tkani, vétsi spolehlivost a bezpe¢nost dopravovaného
lé¢iva. Mlze se jednat napfiklad o technologii, kterd je
zalozena na piirodnim procesu zvaném makropinocy-
tosa. siRNA se navaze na peptidovou transdukéni
doménu (PTD), kterd fidi makropinocytosu. Pro inter-
akci s PTD vsak musi byt na siRNA nekovalentné
pfipojen kladné nabity proteinovy fragment, ktery se
po vstupu do buriky oddéli. Ve spole¢nosti Dicerna
Pharmaceuticals zase vyuzivaji siRNA delsi nez 25 nuk-
leotidli (,DsiRNA"). Tato RNA slouzi jako substrat pro
enzym Dicer, ktery ji zkrati na 21 nukleotidovou siRNA
pfedtim, nez s ni vytvofi komplex RISC. Vyhodou je, Ze
DsiRNA je mnohem u¢innéjsi nez 21 nukleotidova
siRNA a pro jeji dopravu neni nutny zadny nosic. Stavba
molekuly také umozriuje cilenou lécbu.
Zavér

V poznani mechanismu RNAi byl od jeho objeveni
v roce 1998 ucinén velky pokrok. Rliznd méfeni nazna-
Cuji, Ze v burikéch je obsazeno velké mnozstvi dsRNA,
které se aktivné podileji na RNAI. Tento mechanismus
ma obrovsky potencidl stat se pouzitelnym v boji proti
raznym nemocem. U¢innost RNAi technologie jako
terapeutika zalezi na uspéSném dopravnim mecha-
nismu a stabilité siRNA uvniti bunék, na éemz usilovné
pracuji rGzné farmaceutické firmy po celém svété.
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6. Hammond SM: Cancer Chem. Pharm. 58, 63 (2006).

7. http://en.wikipedia.org/wiki/RNA _interference,
stazeno 28. 11. 2009.

Bylo zjisténo, Ze RNA interference je G¢innym ndstrojem pro inhibici urcité sekvence pro expresi genu. Tento dé&j vyuziva kratkou dvou-
vldknovou RNA, hlavné malou interferujici RNA a kratkou nekédujici RNA, zvanou mikroRNA. Tyto RNA zasahuji do exprese gend tim,
ze je ,utiduji”. Mechanismus RNA interference ma obrovsky potenciél stét se pouzitelnym v boji proti riznym nemocem.

Klicova slova: RNA interference, siRNA, doprava k burikdm

Summary
Smétakova M.: Drugs based on RNA interference

RNA interference has been recognized to be an efficient mechanism for the sequence specific inhibition of gene-expression. This
mechanism utilizes short double-stranded RNA, especially small-interfering RNA and short non-coding RNA called microRNA. These
RNAs interfere with the expression of the genes in order to silence it. RNA interference mechanism has a great potential to be used as
therapeutics against several disease.

Key words: RNA interference, siRNA, transport to cells
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