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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 Lipovovd, 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 piatelé,

jak jsme Vas jiz informovali, pokracuji pfipravy mezi-
narodniho biotechnologického symposia BIOT 2011
spojeného s 5. Cesko-3vycarskym symposiem, které se
uskute¢ni 15. — 17. ¢ervna 2011 v Narodni technické
knihovné v Praze 6 a bude nésledovdno symposiem
«Plant Biotechnology” ve dnech 20. a 21. 6. 2011
v Olomouci. Webové stranky pro obé akce jsou jiz
k disposici (www.biot2011.cz) a prosime Vas, abyste si
je laskavé prohlédli a neotéleli s registraci Vasi ucasti.
Zadame Vaés, abyste o téchto akcich informovali své
znamé, a to nejen doma, ale i v zahranici. Pro sympo-
sia je jiz pfipraven zajimavy program (viz webové
stranky) a podle zdjmu jej mGzeme dale rozsifit. Vasi
Gcast umozni i kvalitni technické a spole¢enské pro-
stiedi. Jsem presvédcen, ze se ndm podaii déle rozsifit
spolupraci se Svycarskymi kolegy, ktefi byli iniciatory
prvého spole¢ného biotechnologického symposia
v Praze v r. 1999, a daéle rozsifit tuto vyménu zkuse-
nosti a navazani spoluprace s biotechnology v dalSich
zemich, nejen evropskych. Narodni technicka knihovna
vytvaii pro toto symposium kvalitni zazemi, vcetné
galerie, kde hodlame uspofadat uvitaci vecirek.

Na jafe opét pocitame s jednodennim seminafem
»Novinky v oblasti genetickych modifikaci”. Jeho termin
a program Vam sdélime v piistim cisle a na nasich
webovych strankéch. Leto3ni rok byly v Ceské repub-
lice poprvé péstovany geneticky modifikované bram-
bory na 150 ha v kraji Vysocina. Sklizené hlizy jsou viak
uréeny vyhradné pro primyslové pouziti. Jednd se
o odriidu Amflora, kterd ma zvySeny obsah amylosy
(linearniho 3krobového polysacharidu). Naproti tomu
poklesla produkce geneticky modifikované kukufice,
ktera byla v r. 2010 péstovéana jen na 4680 ha (zhruba
troveri roku 2007). Divodem jsou odbytové problémy
zplsobené permanentni negativni kampani proti GM
plodinam. V pfipadé GM kukufice se vsak ukazalo,
ze GM kukufice je méné napadena plisnémi (produku-
jicim aflatoxiny) a predstavuje tedy kvalitnéjsi krmivo
pro hospodafiska zvifata. Vzhledem k nizSimu posko-
zeni porostl byvaji primérné vynosy o 10 % vyssi nez
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u klasickych hybridd (viz publikace Ministerstva zemé-
délstvi CR). Z mezinarodniho hlediska je vyznamna
soucasna situace v USA, kde se v nejblizsi dobé pocita
s uvolnénim do obéhu (rozuméj béiného prodeje)
prvni geneticky modifikovana potravina Zzivocisného
plivodu, a to lososa péstovaného v uzavienych prosto-
rach. Jedna se o infertilni samice (idajné z 98 %),
u nichz bylo dosazeno exprimovani ristového hormo-
nu i v chladnych vodach, takze losos roste pfiblizné
dvakrat rychleji. Pokud bude jeho prodej povolen,
ziejmé to uvolni cestu pro pozdéjsi uvolnéni
dalsich Zivo¢isnych produkt.

Vzhledem k tomu, zZe biotechnologie maji v mnoha
smérech blizko i k chemii dovolujeme si pfipomenout,
ze pfisti rok byl prohldasen mezindrodnim rokem
chemie (letodni rok byl mezinarodnim rokem bio-
diversity).

V soucasném cisle naseho Bioprospectu Vam piinasi-
me i stru¢nou informaci o 14. Mezinarodnim biotech-
nologickém symposiu, které se konalo 14. — 18. zéfi
2010 i italském Rimini. Déle uvadime recenzi zajimavé
knihy, pozvanky na nase symposia a zajimavy kurs
pofadany kolegy v Olomouci. Jisté Vas zaujmou pie-
hledné ¢lanky se zajimavou aktudlni tematikou. TéSime
se na Vase dalsi pfispévky, které ndm pomdzou si roz-
Sifit nas prehled o Sirokém spektru biotechnologickych
tematik. Clanky laskavé posilejte prib&iné a respek-
tujte pokyny pro autory.

Zavérem roku bychom Vam radi podékovali
za Vasi kontinudlni pfizeri, tésime se na spolupréci
v dalSim roce a zejména na Vasi Ucast na nami porada-
ném mezindrodnim symposiu BIOT2011.

Piejeme Vam klidné a pohodové proziti vanoc-
nich svatkd, pevné zdravi, osobni a pracovni uspéchy
po cely rok 2011.

Srde¢né Vas zdravi

Vasi
Jan Kas a Petra Lipovova



14" INTERNATIONAL BIOTECHNOLOGY SYMPOSIUM
AND EXHIBITION

7wy

14 - 18. zan

S ,mezinarodnimi biotechnologickymi symposii“ se
roztrhl pytel a pofadaji se po celém svété od Ciny pies
Indii i USA. Toto symposium, jak jiz vyplyva z jeho ozna-
ceni je jiz ¢trnacté a az do leto3niho roku se pofadalo
ve Ctyiletych intervalech, takze jisté uznate, ze se
opravdu dé hovoiit o tradici. Dosud se vidy udrzovalo
pravidlo, ze kazdé daldi symposium se mé konat
v jiném svétadile. Zatim se jiz vystfidaly vsechny obyd-
lené kontinenty kromé Afriky, kde se nenasel vhodny
organizator. Pfed dvéma roky se v ¢inském Dalianu roz-
hodlo, Ze symposia se budou konat kazdé dva roky,
a proto se symposium letos konalo v Italii (tedy
v Evropé). Za dalsi dva roky se opét vréti do Asie, a sice
do (jizni) Koreje. Zde se bude konat v Daegu 16. — 21.
zafi 2012 (http://www.ibs2012.0rg). Daego je vyznam-
né mésto v jizni ¢asti (jizni) Koreje, mimo jiné, sidlo
vyznamnych spole¢nosti jako je Hunday ¢i Samsung.

Dosud jsem se nezminil, Ze iniciatorem téchto konfe-
renci byla a dosud je biotechnologické komise ITUPACu
(celosvétova unie narodnich chemickych spolecnosti),
ziejmé i proto, ze celosvétovd unie narodnich biotech-
nologickych spole¢nosti neexistuje. Proto i EFB
(Evropské federace biotechnologii) s IUPACem spolu-
pracuje.

Vybér mista konani tak velkého symposia (ve skutec-
nosti velkého kongresu slozeného z mnozstvi sympo-
sii) nebyl nejstastnéjsi. Symposium se mélo konat
v nové postaveném velkém kongresovém centru, které
v3ak do doby jeho kondni nestacili dostavét. Nicméné
v jeho blizkosti se nachdzi staré centrum, které poskyt-
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lo dostatek vhodného prostoru pro realizaci symposia.
Mezi dalsi problémy patfilo nepfilis jednoduché
dopravni spojeni z hotelli ke kongresovému centu
a vyslovéné mizerna mistni doprava (autobus 2x
za hodinu). Vlastni organizace symposia se v jeho pri-
béhu postupné vylepSovala. VétSina ucastnikl vsak
postrddala tisténad abstrakta, kterd ucastnici dostali
pouze ve formé CD, a tak se museli spokojit jen
s programem pfednasek a seznamem posterd.
Symposium se konalo pod heslem ,Biotechnology
for the sustainability of Human Society”. Hlavnim orga-
nizatorem byl prof. Fabio Fava, ktery obhajoval svij PhD
titul na nasem Ustavu a je specializovan na oblast bio-
remediaci. Sekundoval mu prof. Francesco Nicotra
z milanské university jako zastupce UPACu. Symposia
se zUcastnilo pfes 1500 ucastnikd 70 narodd. Vysoka
Gcast byla zejména z asijskych zemi. Program byl velmi
bohaty a zahrnoval téméf viechny oblasti biotechnolo-
gii (Iékaiské, farmaceutické, rostlinné, potravinaiské
pramyslové environmentalni, genomiku, bioinzenyrstvi,
atd). Zna¢na pozornost byla vénovéna i bioenergetice,
véetné fermentace pentos. Bylo zde piedneseno 330
pfednések a presentovano 1100 posterd. Symposium
doprovazela fada pracovnich setkani, workshopd, plat-
form, spole¢nych projekt(i atd. Nema cenu zde podrob-
né probirat cely program. Zajemcim doporucuji si
od nékterého ucastnika vypujcit CD ¢&i pres platformu
Elsevieru vyhledat abstrakta na Science Direct ¢i si
vypujcit ,Supplement” Journal of Biotechnology.

MEZINARODNIi ROK CHEMIE 2011
(INTERNATIONAL YEAR OF CHEMISTRY 2011)

Pristi rok (2011) byl zvolen mezinarodnim rokem
chemie pod heslem ,Chemie - nas zZivot, nase
budoucnost” (Chemistry - our life, our future). Cilem
této vyznamné udalosti je pfibliZit Siroké vefejnosti
a zejména mladym lidem na celé zemékouli dosa-
vadni Uspéchy chemie a jeji pfispévek ke zlepseni Zivot-
niho standardu lidstva a naznacit jeji dalsi perspektivy,
kterymi chemie m(ze zlepsit Zivot lidstva. Rok 2011
nebyl zvolen nédhodné. Je to rok stého vyroci udéleni
Nobelovy ceny pani Marii Curiové-Sklodowské (prvni
chemiéce) za objev prvki radia a polonia a za vyzkum
vlastnosti a slozeni téchto prvkd. Marie Sklodowska
sice ziskala svou prvni Nobelovu cenu jiz o osm let
drive, ale za fyziku, a to spole¢né s Henrim Becqerelem,
za zésluhy ve vyzkumu radioaktivniho zéfeni, ale rok
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2011 je piece jen jejim vyraznym ocenénim v oblasti
chemie. Mezindrodni rok chemie byl oficidlné vyhlasen
na plenarnim zasedani Organizace spojenych nédrodu
jiz 19. 12. 2008. Jeho propagace se ujal prezident
IUPACu Jung-Il Jin. Na jeho organizaci se rovnéz podi-
leji UNESCO (Vychovnd, védecka a kulturni organizace
OSN) a DESA (Uiad pro ekonomické a socidlni zélezi-
tosti). Usp&ch mezinarodniho roku chemie v3ak bude
jisté zélezet na nejriznéjsich akcich narodnich chemic-
kych spole¢nosti. Program akci napf. presentuje
na svych webovych strankdch Americkd chemicka
spolec¢nost. Americti chemici také sepisovali petici
na pamétni znamku.
Dal3i informace mozno nalézt napf.
na www.chemistry2011.org, www.acs.org/iyc2011.



MEZINARODNI JEDNANI O BIOLOGICKE BEZPECNOSTI
SKONCILA USPESNE

Hana Jirdkova, Milena Roudna
Ministerstvo Zivotniho prostiedi Ceské republiky

Ve dnech 11. — 15. fijna 2010 se pod taktovkou
hostitelského Japonska uskutecnilo Péaté zasedani
Konference smluvnich stran Umluvy o biologické roz-
manitosti slouzici jako zasedéni smluvnich stran
Cartagenského protokolu o biologické bezpecnosti
(COP-MOP/5). Kongresové centrum v jednom
z nejlidnatéjSich mést Japonska, kterym je Pacifikem
omyvana Nagoya na ostrové Hons(, otevielo své brany
priblizné 1600 ucastnikim tohoto vrcholného politic-
kého zasedani Cartagenského protokolu. Pfitomni byli
reprezentanti smluvnich stran Cartagenského proto-
kolu, organizaci OSN, mezivlddnich a nevladnich
organizaci, ale také akademické sféry a primyslu.
Prezidentem zasedani byl zvolen Hidenori Murakami,
poradce ministra zemédélstvi, lesnictvi a rybafstvi
Japonska, kterému tuto funkci formalné piedal
Wolfgang Kohler, zastupce némeckého Spolkového
ministerstva pro vyzivu, zemédélstvi a ochranu spotie-
bitele a prezident pfedchoziho zasedani smluvnich
stran v jedné osobé. Japonsko tak pievzalo dvouleté
pfedsednictvi od Némecka, je pfedsedalo Ctvrtému
zasedani smluvnich stran v roce 2008.

Co je Cartagensky protokol o biologické bezpeénosti?

Tento Protokol byl sjednan v ramci Programu OSN
pro Zivotni prostfedi pod Umluvou o biologické rozma-
nitosti a vstoupil v platnost 11. zafi 2003 po jeho ratifi-
kaci 50 staty. V soucasnosti mé celkem 160 smluvnich
stran (tj. 159 st4th a Evropska unie). Ceskd repub-
lika jej ratifikovala jako jeden z prvnich statd v r. 2001.

Jedna se o mnohostrannou environmentélni smlou-
vu stanovujici pravidla bezpe¢ného preshrani¢niho
pohybu a vyuzivani zivych modifikovanych organismd,
které jsou vysledkem modernich biotechnologii a které
mohou mit nepfiznivy dopad na zachovani biologické
rozmanitosti a zdravi ¢lovéka. Protokol zahrnuje princip
pfedbéiné opatrnosti, zavadi postup pfedchoziho
souhlasu pfed prvnim zamérnym pfeshrani¢nim pohy-
bem Zivych modifikovanych organisml za ucelem
jejich zdmérného uvedeni do Zivotniho prostiedi
smluvni strany dovozu a déale mechanismy pro hodno-
ceni a fizeni rizik.

Zasedani COP-MOP je nejvy3sim orgdnem Protokolu
a kona se v soucasné dobé pravidelné kazdé dva roky.
Hlavni zavéry a vysledky Patého zasedéni smluvnich
stran Cartagenského protokolu

COP-MOP/5 pfijalo celkem 16 rozhodnuti,
jez by méla pfispét k dalsimu prohloubeni implemen-
tace Protokolu. Za stézejni Gspéch zasedani Ize beze-
sporu povaZovat pfijeti nového ,Nagojsko-kualalum-
purského dodatkového protokolu o odpovédnosti
a nahradé skody ke Cartagenskému protokolu
o biologické bezpecnosti“ (The Nagoya - Kuala
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Lumpur Supplementary Protocol on Liability and
Redress to the Cartagena Protocol on Biosafety). Jeho
dojednani vychézelo ze znéni ¢lanku 27 Cartagenského
protokolu, ktery hovoii o nutnosti vypracovat mezi-
narodni pravidla a postupy v oblasti odpovédnosti
a nahrady $kod vzniklych pfeshrani¢nimi pohyby Zivych
modifikovanych organismd, a to do ¢tyf let od vstupu
Cartagenského protokolu v platnost (tedy do roku
2008). Uvedeny casovy horizont se ukazal jako pfilis
ambiciozni, jelikoz vniméni principu odpovédnosti
a odskodnéni smluvnimi stranami s charakterem roz-
vojovych zemi bylo principidlné velmi odlisné od
pohledu zemi vyspélych. Slozitd mezinarodni jednéni
nakonec probihala dlouhych 6 let a vyvrcholila 10. fijna
2010, doslova nékolik hodin pfed zahajenim COP-
MOP/5, kdy mezinarodni skupina vyjednavact dospéla
ke shodé nad diskutovanym textem. K formalnimu
konsenzudlnimu pfijeti nového protokolu doslo
na zadvére¢ném plendrnim zasedani COP-MOP/5 dne
15. fijna 2010 a tento akt patiil k jednoznacné
nejemotivnéjsim okamzikdim celého zasedani, kdy pfi-
tomni delegati vyjadrili spolupfedsedd@m skupiny vyjed-
navacd, Jimené Nieto z Kolumbie a Renému Lefebrovi
z Holandska, své uznani bouflivym potleskem.

Jak jiz bylo naznaceno, novy protokol zavadi
pravidla feseni odpovédnosti za Skody vzniklé
na ochrané a udrzitelném vyuzivani biologické rozma-
nitosti, které maji svij ptvod v preshrani¢nim pohybu
zivych modifikovanych organism(. Protokol je zalozen
na principu spravni odpovédnosti, tzn., Ze pfislusné
statni organy jsou opravnény vyZadovat na provozova-
telich pfijeti napravnych opatfeni, pokud dojde
k definované skodé nebo i k bezprostiedni hrozbé
jejiho vzniku. V fadé otazek se predpoklada aplikace
vnitrostatniho prava (napf. u vymezeni pojmu provozo-
vatel, uréeni pfi¢inné souvislosti mezi S$kodou
a pfislusnou ¢innosti, provadéni népravnych opatieni
a dalsi) a ve velmi omezené mife je feSena obcansko
pravni odpovédnost. Novy protokol bude otevien
k podpisu od 7. bfezna 2011 do 6. bfezna 2012 v sidle
OSN v New Yorku a vejde v platnost po jeho ratifikaci
40 smluvnimi stranami. Nutno podotknout, Zze pro
Evropskou unii a potazmo Ceskou republiku v této sou-
vislosti k legislativnim zméndm nedojde, jelikoz
jiz nékolik let je platnd evropska smérnice o odpovéd-
nosti za Zivotni prostiedi v souvislosti s prevenci
a napravou skod (2004/35/ES), ktera je v plném sou-
ladu s pfijatym protokolem o odpovédnosti.

Mezi dalsi vyznamné rozhodnuti COP-MOP/5 patfi
pfijeti strategického planu ¢innosti pro obdobi 2011
- 2020, ktery povede smluvni strany pfi alokaci finan¢-
nich a lidskych zdroji pro schvélené prioritni oblasti



Cartagenského protokolu. Jde o viibec prvni dokument
tohoto charakteru. Dosud se cinnost Protokolu odvi-
jela od stfednédobého planu aktivit, jehoz plisobnost
kon&i v r. 2010. Ulohou strategického planuje je posilo-
vani globélnich, regionélnich a vnitrostatnich opatieni
a kapacit na zajisténi pfiméfené Grovné ochrany
v oblasti bezpe¢ného pienosu a vyuzivéni Zivych modi-
fikovanych organism0. Strategicky plan specifikuje
strategické a operativni cile pro jednotlivé oblasti
Protokolu s o¢ekavanymi dopady na tyto oblasti, vcet-
né indikatort hodnotici naplriovani danych cild.

COP-MOP/5 dale vyznamné posililo ulohu
a pravomoc Vyboru pro kontrolu dodriovani
Cartagenského protokolu. Tento Vybor mél dosud
pouze velmi omezené moznosti zasahu proti, byt
i zcela zjevnym piipadim porusovani povinnosti
smluvnich stran. Tykd se to pfedevsim povinnosti ode-
vzdavani néarodnich zprdv, z nichz je mozno vycist, jak
jsou napliiovana ustanoveni Protokolu. Vybor musela
dosud kontaktovat sama smluvni strana Celici problé-
mdm pfi plnéni zavazkl vychézejici z Protokolu
a pozadat o pomoc, coz se ale dosud nestalo. Novym
rozhodnutim bude moci Vybor zahdjit aktivity vedouci
k népravé i bez vyzvy smluvni strany porusujici
Protokol. Nutno vsak zdGraznit, ze tloha Vyboru je
vyhradné pomocna, a nikoliv trestajici.

Rozhodnuti o vytvaieni kapacit a navazujici finan¢-
ni mechanismus jsou ddlezitymi body kazdého zase-
dani COP-MOP a paté zasedani nebylo zadnou vyjim-
kou. Tato rozhodnuti by méla vytvaret zaklad pro spo-
lupraci pfi rozvoji nebo posilovani lidskych zdroja
a instituciondlnich kapacit v oblasti biologické bezpec-
nosti v rozvojovych zemich a zemich s piechodnou
ekonomikou. Spoluprace zahrnuje védeckou a tech-
nickou prdpravu v oblasti spravného a bezpecného
fizeni biotechnologii, stejné jako pripravu v hodnoceni
a fizeni rizika a posileni technickych a institucionalnich
kapacit v zavislosti na dané situaci, schopnostech
a pozadavcich dané smluvni strany. Letosni rozhodnuti
mj. poprvé od vstupu Protokolu v platnost reflektuje
pozadavek smluvnich stran zahdjit vytvafeni
kapacit v oblasti vyzkumu socio-ekonomickych dopadu
zivych modifikovanych organismd na zachovani
a udrzitelné vyuzivani biologické rozmanitosti. Jelikoz
smluvni strany maji k uvedené problematice dlouhodo-
bé velmi rozdilné postoje, pfijeti tohoto rozhodnuti
pfedchézela vypjata diskuse, v ramci niz nalezly smluv-
ni strany kompromisni feSeni az na samém konci zavé-
re¢ného plenédrniho zasedani COP-MOP/5.

Dalsi dilezité rozhodnuti bylo pfijato pro oblast hod-
noceni a fizeni rizik. Zasedani dalo zelenou pokraco-
vani prace skupiny technickych experti pro hodnoceni
a fizeni rizik, kterd byla ustavena jiz v roce 2008
a jejimz ukolem bylo vypracovat schéma postupu hod-
noceni rizik Zivych modifikovanych organismt krok za
krokem, v¢. doporuceni vhodnych pfipadovych studii
a daldich podkladovych odbornych materiald. Toto
schéma bylo ur¢ené jako pomticka zejména pro smluv-
ni strany charakteru rozvojovych zemi, které dosud
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nemaji vybudovany vlastni legislativni a institucionalni
ramec pro tuto ¢innost. Jednim z novych tkold pro uve-
denou pracovni skupinu bude toto schéma revidovat
a testovat na zakladé vysledk( védeckého oponentniho
fizeni, kterému bude schéma podrobeno. Skupina také
navrhne mechanismus (v¢. kritérif) pro budouci aktua-
lizaci podkladovych odbornych materiadli a v nepo-
sledni fadé vypracuje daldi navody na postup pro
hodnoceni rizik vybranych skupin Zivych modifikova-
nych organism0. Vytvofené schéma a dokumenty bu-
dou prelozeny do Sesti oficialnich jazyk(i OSN, aby byly

Radcem i kritikem této pocetné omezené pracovni
skupiny jsou online diskuzni féra a online konference —
platformy ustavené v roce 2008 na internetovych stran-
kdch Informacniho systému biologické bezpecnosti
http://bch.cbd.int/. Diskusi vedenych v téchto online
formatech se mize zucastnit kazdy registrovany uziva-
tel z fad odborné vefejnosti (registraci zprostiedkuje
narodni kontaktni osoba pro Cartagensky protokol —
Ing. Hana lJirakova, Ph.D., Ministerstvo Zivotniho pro-
stfedi, hana.jirakova@mzp.cz).

Dalsi pfijata rozhodnuti podporujici implementaci
Protokolu se tykaji napf. Informacniho systému pro bio-
logickou bezpecnost (tzv. Biosafety Clearing-House);
zkudenosti s privodni dokumentaci a standardy pro
nakladani, baleni, pfepravu a identifikaci LMO uréenych
jako potraviny, krmivo ¢i ke zpracovani; informovani
a Ucasti vefejnosti; hodnoceni uc¢innosti Protokolu
a podévani narodnich zprav a v neposledni fadé také
rozpoctu, ktery byl pro nasledujici roky 2011 - 2012
piijat v celkové vysi 5 700 400 USD. Podrobné infor-
mace o veskerych vysledcich COP-MOP/5 nale-
znete na internetovych strankdch Protokolu
https://www.cbd.int/mop5/.

Samotné zasedani COP-MOP/5 bylo doplnéno fadou
doprovodnych akci, na nichz se mohly prezentovat
nejen smluvni strany, ale také nevladni organizace,
védecké projekty ¢i zastupci prdmyslu. V budové kon-
feren¢niho centra a v pfilehlém arealu tak paralelné
s jednanim probihaly seminafe, presentace a vystavy
tématicky spojené s biologickou bezpecnosti a také
s mezinarodnim rokem biologické rozmanitosti, ktery
aktudln& probiha. Ceskd republika prezentovala
zkusenosti s plnénim projektu UNEP/GEF formou
pfednasky na akci organizované sekretaridtem Umlu-
vy o biologické rozmanitosti (Milena Roudng;
http://bch.cbd.int/database/record-v4.shtml?docu-
mentid=101431), vydanych publikaci a formou posteru
(Zuzana Doubkova, Milena Roudn4d, Hana Jirdkova) na
vystavé v aredlu zasedani.

Sesté zasedani smluvnich stran Cartagenského proto-
kolu se uskute¢ni na podzim roku 2012 v Indii. Préibéh
a vysledky pravé ukonceného zasedani davaji tusit, ze
prvni zkusenosti s Nagojsko-kualalumpurskym dodatko-
vym protokolem o odpovédnosti, dale hodnoceni
a fizeni rizik a v neposledni fadé socio-ekonomické
dopady zivych modifikovanych organism se stanou nej-
zhavéjsimi tématy pro budouci sméfovani Protokolu.
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Biotech 2011 & 5" Czech-Swiss Symposmm

INSTITUTE OF
CHEMICAL TECHNOLOGY
PRAGUE

Scope of the conference

The symposium will promote collaboration in biotech-
nology research and development as well as in industrial
activities. It will open a window on particular activities in
the field of life sciences and identify synergies. As a
platform for personal, scientific, technical and commercial
contacts, the highly interactive event should foster new
collaborations. Long-term close collaboration between
Czech and Swiss biotechnologies will find also opportunity
for fruitful continuation.

The programme is divided into four thematic sessions:
Biotechnology in Pharma
Biotechnology in Nutrition
Biotechnology for Sustainable Growth
Novel Approaches in Bioprocessing

During the event, institutions and companies will have the
opportunity to exhibit and promote their latest
technologies and achievements. Workshops strengthening
the industry and academia relationships will be organized.

Forms of presentations

» oral presentation

» scientific poster presentation

» industrial and commercial poster presentation
» booths for commercial products presentation

Abstract submission

Deadline for abstract submission - 31 March 2011
On-line submission via www.biotech2011.cz

Social programme
Friday 17 June 2011
Evening Prague - sightseeing

Saturday 18 June, 2011
Excursion to Lonza Biotec and sightseeing in Kutna Hora

Post-symposium in Olomouc

Olomouc Biotech 2011

Plant Biotechnology: Green for Good

19-21 June 2011
www.cr-hana.eu/files/2011_biotech_olomouc.pdf

Life Sciences and

Facility Management
aw Institute of

Biotechnology

INSTITUTE OF
CHEMICAL TECHNOLOGY

Partners PRAGUE

v

THE ACADEMY

OF SCIENCES

OF THE CZECH
REPUBLIC

&

with Exhibition
Prague, 15-17 June 2011

Czech |

CZECHINVEST

Invstment and Business Development

Life Sciences and
Facility Management

Institute of
Biotechnology

Conference venue

The conference will take place in newly built National
Technical Library (NTL) in Prague 6 (www.techlib.cz).

Fees

before 31 March 2011 after 31 March 2011
students 120 € 150 €
participants 250 € 300 €

Fee includes: opening session, welcome party, all sym-
posium sessions, book of abstracts, list of participants,
Current Swiss Biotech Association Directory, Life
Sciences in Czech Republic, lunches and refreshments on
Thursday and Friday, beer party on Thursday and
company presentations.

Exhibition & Sponsoring

Biotechnological, pharmaceutical and food industries are
invited for presentation. For details and possibilities see
www.biotech2011.cz.

Contact

Biotech 2011 & 5th Czech-Swiss Symposium with Exhibition,
Institute of Chemical Technology, Prague
Technicka 5, Prague 6, 166 28, Czech Republic

web: WWW.biotech2011.cz
e-mail: biotech2011@vscht.cz

Sy

Society

1 » Swiss Biotech U NOVARTIS
< LJ Association

Lonza

$ SGVC

‘Swiss Process and Chemical Engineers
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Olomouc Biotech 2011

Plant Biotechnology: Green for Good
June 20 - 21, 2011

(postsymposium to the 5th Czech-Swiss Biotechnology Meeting in Prague, June 15 - 17, 2011)

VENUE:
Palacky University — Biological Center in Olomouc
- Holice and Science and Technology Park

PROPOSED PROGRAM:

Mon June 20: Morning Registration
Afternoon Session Plant biotechnology I
Industry and students get - together
Evening Student poster contest

Welcome to Olomouc party

Tue June 21: Morning Session Plant biotechnology II
Lunch
Afternoon Visit to local traditional biotech company - A. W. curd cheese

factory in Lostice (www.tvaruzky.cz)
Free sightseeing in Olomouc (http://www.olomouc.eu/eng/)

CONTACT: Prof. Ivo Frébort
Centre of the Region Hana for Biotechnological and Agricultural Research
Faculty of Science
Palacky University in Olomouc
ivo.frebort@upol.cz, www.cr-hana.eu
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Pozvanka do ,,Skoly molekularnich biotechnologii - Profession”

Genové inZenyrstvi a molekularni biotechnologie pfedstavuji jeden z vrcholl v biologickych technolo-
giich a formuji zcela nové prlimyslové odvétvi. Dynamika jeho vyvoje a zejména ekonomické efekty nutné
pfitahuji pozornost podnikateld. Pracovnik(, ktefi by samostatné zvladli tyto nové netradi¢ni postupy,
neni mnoho. Tomu odpovida i jejich cena na trhu prace.

Univerzita Palackého pfipravila prostfednictvim Ustavu imunologie LF v rdmci OP VK projekt, ktery
zdjemcam nabizi unikatni uceleny kurz, ktery bude syntézou teoretickych poznatkd zprostifedkovanych
vysokou skolou, ale zejména praktickych laboratornich metod v podminkach podnikového vyzkumu,
s cilem pfiblizit ucastnikm moderni biotechnologické postupy, které jsou nerealizovatelné v limitech
akademické laboratofe.

Zakladnim cilem kurzu je ziskat praktické dovednosti na cesté od identifikace genl pfes jejich izolaci
a transfer do produké¢nich kment s vyuzitim plazmid( a dale zakladni postupy pro izolaci a purifikaci
vybranych proteinovych produktd. To vSe v podminkach laboratofi i primyslového poloprovozu.

Partnerem projektu je spole¢nost Contipro Group s.r.o. Pro realizaci teoretické i praktické ¢asti pro-
jektu budou k dispozici jeji nové vybudované laboratofe a vybrané provozni Useky.

Projekt je koncipovan tak, aby absolventtim pfiblizil podminky aplikovaného vyzkumu, pfedevsim vsak
usnadnil vstup do modernich podnikovych laboratofi a provozi. Praktickd zkusenost, moznost konzul-
taci s odborniky a certifikace o absolvovani kurzu budou hrat vyznamnou roli v pracovni konkurenci.

Kurz je sloZen ze 2 hlavnich casti:

A) Teoretickd cast v celkovém rozsahu 5 vyucovacich dn. Pocet tcastnikl této casti neni omezen.
Teoretickd ¢ast bude probihat v prvnim pololeti r. 2011 a bude rozdélena do dvou na sebe nava-
zujicich tematickych okruhd prednasenych jednak ve vyukovém centru Contipro Group s.r.o.
(I. ¢ast — 3.a 4. bfezna 2011) a v olomouckych vyukovych centrech (Il. ¢ast — 24., 25. a 26. bfezna
2011).

B) Prakticka cést (staz) bude realizovéana formou blokl v laboratofich partnera projektu spole¢nosti
Contipro Group s.r.o. v celkovém rozsahu 20 dn( v letnim obdobi 2011 podle individualni dohody
s lektory. Terminy budou zvefejnény na webovych strankach projektu.

Obsahem kurzu jsou tfi navazujici tématické okruhy provazané se stazi ve vyzkumnych a vyvojovych
laboratofich:

1. Molekulérné biologicka ¢ast — od identifikace genu po pfipravu produkéniho mikroorganismu

2. Préce s biomasou - fermentacni ¢ést

3. Ovéfeni Cistoty a charakteristika produkt( — analytické metody

Kurz je uréen pfedeviim pro studenty VS. Podrobnosti, terminy, pribé&iné udaje v&. moZnosti
piihlaseni na kurz najdete na webovych strankach projektu: www.skola-profession.cz

Projekt je podporovan z fondii EU. Uéast je proto bezplatna.

Garanti projektu: Prof. MUDr. Evien Weigl, CSc. (UP Olomouc); RNDr. Vladimir Velebny, CSc.
(Contipro Group s.r.o.); Doc. MUDr. Milan Raska, Ph.D. (UP Olomouc);
RNDr. Jaroslav Turanek, Ph.D. (VUVL Brno).
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ODBORNE PRISPEVKY

TRANSGENNIi ROSTLINY URCENE PRO FYTOREMEDIACE

Jitka Viktorova*, Martina Novakova, Martina Mackova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha, *jitka.prokesova@vscht.cz

Uvod do problematiky

V poloviné 20. stoleti doslo k rozsahlému roz-voji
pramyslu a zemédélstvi, byla provedena prvni syntéza
a zacalo se s vyrobou detergentl. Pozdéji se fada
z bézné pouzivanych latek ukazala jako pfirodé ¢i zdra-
vi Skodlivda a omezila se nebo Uplné zastavila jejich
vyroba. Je zapotiebi si viak uvédomit, Ze urcité negativ-
ni dopady na Zivotni prostiedi s sebou neodmyslitelné
piinasi témér veskera lidska cinnost. Vysledkem nam
zGstava rozsadhla kontaminace zivotniho prostiedi,
zejména pak pldy. BohuZel fada z kontaminujicich
latek jsou povahy perzistentni, coz ma za nasledek
mistné az kritické hladiny xenobiotik.

Existuje nékolik zplsobd, jak odstranit kontaminanty
z prostiedi. Jedna se napfiklad o fyzikdlné-chemické
procesy, které jsou ale ve vétsiné piipadi nakladné.
A obecné vefejnosti hife pfijimané, protoze jsou obvy-
kle spojeny s devastaci krajiny. Proto se pozornost
v posledni dobé spiSe obraci k pfirodé blizSim obran-
nym mechanismdm, mezi které patfi vyuZiti mikroorga-
nismd a rostlin. Pfi bioremediacich jsou pouzivany bak-
terie, zejména z rodu Pseudomonas. Vhodné jsou ty,
které vyuzivaji kontaminujici latku jako jediny zdroj
uhliku i energie. VWyhodou mikroorganism je Siroky
okruh degradacnich schopnosti'.

Proces fytoremediace znamena uZiti zelenych rostlin
k odstranéni, akumulaci a metabolismu kontaminantt
z Zivotniho prostfedi nebo zmirnéni jejich Sifeni2. Je to
vyuziti vegetace k oSetfeni vody, pldy ¢i vzduchu
in situ®. Timto zplisobem mohou byt odstranény anor-
ganické i organické polutanty. Nékteré druhy rostlin,
které patii zejména do skupiny tzv. hyperakumulatord
jsou schopny v sobé kumulovat vysoké koncentrace
tézkych kovl. Jako piiklad mlzeme uvést Thlaspi
caerulescens* (penizek modravy). Zna¢nou nevyhodou
téchto druh rostlin je nizka produkce biomasy, proto-
Ze se vétSinou jednd o pomalu rostouci rostliny.
Pfes tuto nevyhodu by pouZiti rostlin bylo uzite¢nym
nastrojem pro snizeni koncentrace toxikantl
v prostiedi, nebot vyuZiti rostlin je vefejnosti dobfe pfi-
jiméno uz z estetickych dlvod(, protoze obohacuje
zamofenou a zdevastovanou oblast a neni pifilis
nékladné, navic nema nicivy dopad na pfirodu a neni
potifeba kontaminovany materidl nikam pfemistovat®.
Vhoda uZiti rostlin pro odstrafiovani toxikantd spociva
také v tom, Ze rostliny jako autotrofni organismy vyza-
duji jen skromny nutri¢ni pfisun.

Pfirozena fytoremediace je vsak proces velmi zdlou-
havy a navic zavisly na radé faktord, jakymi jsou klima-
tické a geologické podminky, teplota, nadmoiska vyska,
typ pGdy a dostupnost zemédélského vybavenis.
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Zéaroven stoupad také snaha o rychlejsi a Gcinnéjsi
odstranéni polutantd. Proto se pfistupuje k navrhu
pouziti geneticky modifikovanych rostlin, které jsou
odolnéjsi ¢i maji zvy3eny fytoremedia¢ni potencial.
Transgenni rostliny jsou napf. schopny akumulovat vice
sloucenin, maji vyssi rezistenci ke kontaminujici latce
nebo schopnost degradovat organické polutanty na
méné toxické formy®. VWhodou také mize byt tvorba
vétsiho mnozstvi biomasy pro ukladani toxickych latek,
tvorba delSich kofenli nebo vyhodné agrotechnické
charakteristiky, optimalni pro danou klimatickou oblast.

VyuZiti geneticky modifikovanych rostlin tak muaze
vyznamné pfispét k udrzeni rovnovahy a zlep3eni zivot-
niho prostredi, ve kterém Zijeme.

Fytoremediace anorganickych latek transgennimi
rostlinami

Mezi anorganické polutanty patfi zejména tézké kovy
a jejich slouceniny. V pfirodé znamenaji velké riziko
zejména proto, Ze se kumuluji v tukovych tkanich zivo-
Cicht, ¢imz se postupné zvysuje jejich koncentrace
v organismu, az dosdhne otravy. Z prostiedi jsou
odstrafiovany pomoci pfirodnich rostlinnych hyperaku-
mulator(, které vsak maji fadu jiz vySe zmirfiovanych
nedostatk(. Z téchto ddvod je snaha o vyuziti hypera-
kumulatord spiSe jako zdroji genl pro zvySeni ucin-
nosti akumulace ¢i rezistence k tézkym kovim. Tyto
geny jsou pak pouzity v rostlindch, které maji lepsi
agronomické vlastnosti.

Jind strategie spociva v klonovani gent pro transport-
ni bilkoviny nebo gend pro enzymy zvySujici dostup-
nost polutantu. Napfiklad vysokoafinitni sulfétovy pie-
nase¢ v rostliné Stylosanthes hamata se nachazi
v cytoplasmatické membrané. Gen tohoto pfenasece
byl vnesen do Brassica juncea (brukev hoi¢i¢na sa-
reptskd), aby se tim zvysila schopnost rostliny transpor-
tovat rlizné oxyanionty, wolfram a kadmium. DalSim
pfikladem mohou byt ABC pienaSele reprezentujici
Sirokou skupinu transmembranovych proteinl. Tyto
proteiny vazi ATP a pouzivaji jeho energii k transportu
mnoha rdznych molekul skrz membranu, jimi odtékaji
i veSkeré cytotoxické latky rznych chemickych struktur
s rozmanitymi biologickymi aktivitami. Jejich klonovani
zvysilo transport toxickych iontd kovd do vakuol, ¢imz
snizilo toxické Gcinky na rostlinu.

Dalsi variantou jsou gsh enzymy (enzymy syntetizu-
jici glutathion), které hraji v rostlindch nepostradatel-
nou roli v detoxikaci tézkych kovd a produkty jejich
reakci jsou hlavnimi prekurzory fytochelatint (peptidd
vazicich tézké kovy). Podobné metalothioneiny jsou
proteiny bohaté na cystein, které maji velkou afinitu
ke kationtdm kadmia, médi a zinku. Byly jedny



(gen MTT1), kvasinky (CUPT) nebo hrachu (PsMTA).
V tabulce | jsou uvedeny pfiklady transgend a trans-
gennich rostlin se zvySenou schopnosti akumulovat
anorganické polutanty, které byly dosud pfipraveny.

z prvnich, jejichz geny se zacaly vyuzivat pro zvySeni
fytoremediacnich schopnosti rostlin v devadesatych
letech minulého stoleti. Genové inZenyrstvi pouzivd
geny, podle kterych je peptid exprimovén, napi. z mysi

Tab. I: Transgenni rostliny se zvy3enou schopnosti akumulovat anorganické polutanty

enzym transgen zdro:|ovy CIloya polutant vysledek
organismus | rostlina transformace
. merB, ) . A. thaliana, | organortutné p_remoena to’fldfy(:h _Hg(ll)
lyasa, reduktasa” G bakterie . . iontdl na méné toxickou
merA N. tabacum | slouceniny
formu Hg(0)
v-glutamylcysteinsynthetasa, gshl, Escherichia . vl zvySena tolerance
glutathionsynthetasa® gsh2 coli B. juncea tézké kovy a akumulace Cd a Se
N. alauca zvySena tolerance k Pb a Cd,
fytochelatinsynthasa'® " TaPCS1 | Triticum sp. A ’ tzalianc; tézké kovy 100x vyssi produkce
) biomasy na médiu s arsenem
cysteinsynthasa'™ Atcys-3A rostlina ﬁ iZZZZZZ; C(Ija'bsec'lz\“' 9x vyssi tolerance ke Cd
ACC deaminasa’ ACC bakterie Lycopersicon | Cd, ;0, Cu, zvySena rezistence
esculentum | Mg, Ni, Pb, Zn a akumulace
reduktasa'™ FRO2 SA '::rzl\ll?;;:é ﬁ Z;ZZZ(Z_ZZ; Fe redukce Fe(lll) na Fe(ll)
protein
L mri, mys, hrach, N. tabacurm, kationty Cd, | aZ 16x zvy3end tolerance
metalothionein™ CUPI, kvasinka B. napus, Cuain k Cd. 8x k Cu
PsMTA A. thaliana !
iontovy pienasec
vakuolovy pfenase¢ Mg, Zn'® AtMHX1 | A. thaliana | N. tabacum Mg, Zn tolerance
vakuolovy pfenase¢ Ca, Cd, Mn"’ AtCAX2 A. thaliana N. tabacum | tézké kovy zvysena rezistence
a akumulace
pienasec Zn'® ZAT1 A. thaliana | A. thaliana Zn 2x vetst alsumulace Zn
v kofenech
pfenasec tézkych kova™ ZntA E. coli A. thaliana Zn, Pb rezistence k Cd, Pb, Zn
pfenade¢ proteind?° YCF1 kvasinka A. thaliana, Cd rezistence k Pb a Cd,
Populus sp. akumulace Cd
ABC pienasec?' hMRP1 ¢lovék N. tabacum cd, .| BenY transp(?,rt tox. fontd
daunorubicin kovti
. zvysena akumulace
sulfatovy pfenasec? SHSTI St}ZgﬁTc]JZ;ges B. juncea ox‘)lvaglcc)r(;ty, v kofenovém systému,
nikoli ve vyhoncich
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Tab. 1I: Transgenni rostliny se zvy3enou schopnosti transformovat organické polutanty

enzym transgen zdro:|ovy CIloya polutant vysledek
organismus | rostlina transformace
halogenalkandehalogenasa? dhA RhOd:;OCCUS N. tabacum | chlorbutan | akumulace 1-chlorbutanolu
trichlorethylen,
dibromethylen,
tetrachlor- zvySeni transformace
26
cytochrom P450 2E1 CYP2E] savec N. tabacum methan, trichlorethylenu aZ 640x
chloroform
a vinylchlorid
Enterobacter trinitrotoluen degradace & transformace
nitroreduktasa?’ nfsi N. tabacum 0,25 mM TNT bé&hem 50-ti
cloacae (TNT) .
hodin
pentaerytritol- i
pentaerytritol-tetranitratreduktasa?® onr Enterobacter N. tabacum |tetranitrét, nit- 2 rychIe!SI degrac_lace TNT
cloacae PB2 - a nitroglycerinu
roglycerin, TNT
Rhodococcus hexahydro-
enzym XplA® xplA A. thaliana | 1,3,5-trinitro- | degradace vybudniny RDX
rhodochrous .
1,3,5-triazin
Ralstonia
chlorkatechol-1,2-dioxygenasa*® cbnA eutropha O. sativa haloge,:na— degradace 1'2'4,_
NHO9 romaty a 3-chlorbenzoové k.
extradioldioxygenasa®' dbfB Terrabacter A. thaliana | dibenzofuran 12x ry-chIe15| degradace
sp. 2,3-dihydroxybifenylu
hybrid tézké kovy, vys$si mnozstvi
v-glutamylcysteinsynthetasa™ gshl bakterie P. tremula x | chloracetanili- y-glytamylcysteinu
P.alba  |dové herbicidy a glutathionu
v-glutamylcysteinsynthetasa resp. gshl nebyl B. iuncea kz;ctigzl;:]m, zvy3end tolerance
Glutathionsynthetasa® a gshll uveden - ' k alachloru
metolachlor
. " chloracetanili-| podstatné vyssi tolerance
glutathion-S-transferasa | gstl Zea mays | N.tabacum dové herbicidy K alachloru
organofosfathydrolasa® OPH bakterie N. tabacum methyl- rezistence a deg_radace
parathion methylparathionu
CYPIAI, . . s e s
cytochrom P450% CYP286, elovek O. sativa, atrazin, degradace hervbladu i jejich
CYP2CI9 S. tuberosum | metolachlor smésy
atrazinchlorhydrolasa®’ atzA Pseud. sp. A. thaliana, atrazin degradace atrazinu
N. tabacum na hydroxyatrazin
20x vy33i tolerance
Helianthus | A. thaliana, | fenylmocovi- k Linuronu, 10x
38 ’ I
cytochrom P450, CYP76B1 CYp7681 tuberosus | N.tabacum |nové herbicidy k Isoproturonu ¢i
Chlortoluronu
lakasa® flac Cor{olus N, tabacumn penta- degradace .pentachlorfenolu
versicolor chlorfenol a bisfenolu A
Pandorea poly- degradace polychlorovanych
2,3-dihydroxybifenyl-1,2-dioxygenasa® | bphC | pnomenusa | N. tabacum | chlorované g polych Y
. bifenyld
LB400 bifenyly
bphAE, . poly- prokédzana exprese
bifenyldioxygenasa® bphF, Burkholderia N. tabacum | chlorované | jednotlivych gent v rGznych
Xxenovorans . . o7
bphG bifenyly liniich
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Fytoremediace organickych latek transgennimi
rostlinami

Organické polutanty jsou latky Sirokého spektra roz-
manitych struktur, vlastnosti a rGznych G¢inkd na orga-
nismy. Mezi hlavni divody jejich obtizné biologické
degradovatelnosti patii polymerace struktur, substituce
funkénimi skupinami obsahujicimi halogeny, dusik, siru
ap., rozvétveni uhlovodikového fetézce, hydrofobicita
a s tim spojena obtizna biodostupnost.

Mezi vyznamné organické kontaminanty prostiedi
patfi zejména alifatické a aromatické uhlovodiky, poly-
aromaty, pesticidy a jejich metabolity, halogenované
uhlovodiky, nitroaromaty, chloroarométy, polychlorova-
né bifenyly (PCB), ftaldtové estery a nitrosaminy.

Alifatické uhlovodiky byvaji ristovymi substraty orga-
nismd, jejich odbouravani tedy probiha v pfirodé pfiro-
zené. Obtiznéjsi je to v pfipadé navazani dalsiho substi-
tuentu na uhlovodikovém skeletu. Napiiklad v podobé
halogenl nebo slou¢enin dusiku. Tyto latky jsou pak
¢astymi kontaminanty Zivotniho prostiedi a jejich
odstranéni je pomérné néaroc¢né.

Mezi aromatické uhlovodiky patii fada vybusnin,
mnohé z nich jsou stéle jesté pouzivané. Znac¢nou
nevyhodou je jejich téméf naprosté biologicka nerozlo-
zitelnost. Chlorované aromatické slouceniny jsou
ve velkém meéfitku vyuzivany jako herbicidy, pesticidy
a rozpoustédla. Kontaminace pdd témito slouc¢eninami
je velmi véinym ekologickym problémem, protoze
se jedna o latky vétSinou toxické a rezistentni
k degradacim. Vliv pesticidii na pfirozené fungovéni eko-
systému a zdravi ¢lovéka byva nepfiznivy, proto je snaha
0 omezeni uZivani. Mezi nezddouci disledky nadmérné-
ho nebo nesprdvného pouzivani pesticidii patii hynuti
vcel, kontaminace povrchovych vod, naruseni nebo
jejich kumulace v zivych organismech (napi. DDT, aldrin,
endrin, toxafen atd.). Dnes se tedy u pesticiddi kromé
jejich okamzitych ucinkd zkouma i postup jejich degra-
dace a prenos v potravinovém fetézci?.

Dalsi skupinou jsou polychlorované bifenyly (PCB),
coz jsou chemicky stélé, tepelné odolné, pfilnavé
a nehoftlavé slou¢eniny. Zahrnuji celkem 209 kongene-
rd s alespon ¢tyfmi navazanymi atomy chloru. PCB se
zacaly masové pouzivat ve 30. letech 20. stoleti jako
béznd aditiva v barvach, lacich, hydraulickych zafize-
nich, ¢i teplonosnych médiich. Byly naplni transforma-
tord, kondenzétorl a dalSich zafizeni. Podrobny toxiko-
logicky vyzkum postupné odhalil, ze zatimco akutni
PCB je nizk4, vyrazné nebezpecnéjsi je chronické vysta-
veni nizkym davkam, vhledem k jejich schopnosti per-
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zistence a bioakumulace pfedevsim v tucich. Za nejvaz-
néjsi jsou povazovana karcinogenni rizika. Déle bylo
prokdzano, ze maji nepfiznivy ucinek na vykon imu-
nitniho systému, poskozuji jatra a snizuji plodnost.
U savcll se jako nejhorsi jevi jejich vylu¢ovani mlékem,
coz piedstavuje riziko pro dalsi generace.

Pro odstranéni organickych latek z prostredi byly pfi-
praveny transgenni rostliny s geny bakterii, kvasinek,
savcd, ale i rdznych druhl rostlin. VétSinou se jedna
o geny zodpovédné za syntézu enzym(, které zvysi
nebo zahdji degradaci organické latky na méné
toxickou formu. Nejcastéjsi pouzivanou metodou
pro ziskani transgennich rostlin je infekce bakterii
Agrobacterium tumefaciens, kterd vnasi ¢ast své DNA
do rostlinného genomu. Tato technika je pomérné Siro-
ce rozsifend, ma vsak nékolik limitujicich faktord, které
omezuji jeji pouZziti?*. Nicméné byla jiz s Uspéchem
poutZita napf. u rostlin Arabidopsis thaliana (husenicek
rolni), Nicotiana tabacum (tabék virzinsky), Oryza
sativa (ryze setd), B. juncea, Solanum tuberosum (lilek
brambor), Populus sp. (topol) a jinych. V tabulce Il jsou
uvedeny pfiklady transgen( a transgennich rostlin se
zvySenou schopnosti transformace organickych polu-
tantd, které byly dosud pfipraveny.

Zavér

Fytoremediace je pomérné novou oblasti, ve které
narlsta potfeba a snaha dalSiho vyzkumu. Tato oblast
zahrnuje fadu obor(, at uz mikrobiologii, biologii, bio-
chemii, zemédélstvi, fyziologii rostlin, genetiku ¢i bio-
technologii. OvSem jeji nejvétsi prednosti je jeji snaha
o zlepseni zivotniho prostiedi resp. o odstranéni polu-
tantd nebo alespori zmirnéni jejich Sifeni. Fytoreme-
diace skloubend s genovym inZenyrstvim pak dava
moznost vzniku transgennim rostlindm, které maji
nové nebo vylepsené vlastnosti.

Transgennich rostlin pro ochranu Zivotniho prostiedi
jiz byla zkonstruovéna celad fada (viz tab. I). Tykaji se
predevsim hyperakumulator(, u kterych se pfedpokla-
da spojeni dvou vyhod, a to vy$si akumulace tézkych
kovli a soucasné tvorba vétsiho mnoZstvi biomasy.
Transgennich rostlin urenych pro vyssi Gc¢innost pre-
méfovat organické polutanty bylo zatim pfipraveno
mnohem méné nez transgennich rostlin akumulujicich
tézké kovy (viz tab. II).

Avsak pro uvedeni téchto ,vylepsenych” rostlin do
praxe ve velkém meéfitku je nejprve zapotiebi zménit
legislativu, pfekonat bariéry a zménit pfedsudky Siroké
vefejnosti o geneticky modifikovanych rostlindch.
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Souhrn

Viktorova J., Novakova M., Mackova M.: Transgenni rostliny urcené pro fytoremediaci

Geneticky modifikované rostliny mohou byt velmi G¢innou alternativou k odstranéni rliznych nebezpeénych organickych
i anorganickych polutantl. Tato xenobiotika jsou obvykle perzistentni a toxické povahy, ¢asto jsou jen velmi obtizné odstrani-
telna z Zivotniho prostiedi. Pfenos bakteridlnich degradacnich gent do rostlin mize pomoci Uspésné a tcinnéjsi fytoremediaci.
To se jiz potvrdilo fadou uskute¢nénych pfenost. Tento ¢lanek shrnuje geneticky modifikované rostliny, které jiz byly pfipraveny
s netransgennimi liniemi.

Kli¢ova slova: fytoremediace, geneticky modifikované rostliny, organické a anorganické polutanty

Summary

Viktorova J., Novakova M., Mackova M.: Transgenic plants intended for phytoremediation

Genetically modified plants can serve as highly efficient alternative for degradation of various dangerous organic as well as inor-
ganic pollutants. These compounds are persistent toxic xenobiotics difficult to destroy or removal from the environment. The
transfer of bacterial degradation genes into plant genome may help to successfull and efficient phytoremediation. It has been
confirmed by transfer of the various genes. The article summarizes genetically modified plants, which were already prepared and
where the degradation activity or accumulation of xenobiotic compounds and higher viability in the presence of toxic substrate
was determinated.

Keywords: phytoremediation, genetically modified plants, organic and inorganic pollutants
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POUZITI ENZYMU V TEXTILNiM PRUMYSLU

RiZena Pichalova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Uvod

Enzymy jsou biokatalyzatory, které diky své regio-
a stereospecifité nachazeji v soucasné dobé Siroké
uplatnéni v rlznych odvétvich primyslu, kde nahrazuiji
tradi¢ni chemické procesy. Velkou vyhodou enzymd je,
Ze obecné nepfedstavuji Zadnou hrozbu pro Zivotni
prostiedi, jsou aktivni pfi mirné teploté, pH a tlaku
a jako vSechny proteiny podléhaji biodegradaci.
Enzymové katalyzované reakce také téméf netvofi
nadmérné mnozstvi vedlejsich produktd’.

V pramyslu tradi¢né pouzivané rostlinné a Zivocisné
enzymy byly v soucasnosti téméf nahrazeny enzymy
mikrobidlnimi. Vétsina z nich je produkovédna pomoci
rekombinantni DNA, coZ umoznuje pozmeénit jejich
substratovou specifitu a soucasné zlepsit jejich stabi-
litu. Diky tomu dochézi ke zvySeni vytézkdi enzymové
katalyzované reakce'.

V textilnim prdmyslu jsou nejvice vyuzivany tyto enzy-
my (viz obr. 1): o-amylasa a lipasa (odstranéni skrobo-
vého pojidla, tzv. desizing), pektinasa (vypirani hydro-
fobnich a jinych necellulosovych slozek baviny,
tzv. scouring), cellulasa (tvorba ,pouzitého” vzhledu
dzinovin, tzv. biostoning; potlaceni tvorby chlupt
a zmolkd, tzv. biopolishing), laccasa (béleni dzinoviny)
a katalasa (ukonceni béleni tkanin)>2.

Desizing

V pribéhu tkani jsou jednotlivda vldkna tkaniny
mechanicky namahdna, a proto musi byt nejdfive zpev-
néna potazenim ochrannou vrstvou, aby se zabrénilo
jejich poskozeni. Tato vrstva je u tkanin z bavinénych

smési tvofena nejcastéji pfirodnim nebo modifikova-
nym Skrobem, ktery byvd kombinovan s polymery, jako
jsou polyvinyl alkohol (PVA) a karboxymethyl cellulosa
(CMC). Déle mlze obsahovat i malé mnozstvi tukd
a oleja, které béhem tkani snizuji tfeni na povrchu vla-
ken. Ochrannd vrstva vldken v3ak zplsobuje jejich
neschopnost absorbovat vodu, barviva a jind cinidla,
a tudiz po dokonceni procesu tkani musi byt tato vrst-
va odstranéna“. To se déje pomoci enzym( o-amylasy
a lipasy v procesu zvaném desizing? *.

a-amylasa (EC 3.2.1.1)° je hydrolasa, kterd 3tépi
o (1—4) glykosidovou vazbu uvniti polysacharidového
fetézce Skrobu v ochranné vrstvé vldken za vzniku roz-
pustnych malto-oligosacharid@. a-amylasa je produko-
vana bakterii Bacillus amyloliquefaciens, je termosta-
bilni a na rozdil od tradi¢niho chemického procesu
odstranéni Skrobového pojidla (pouziti oxida¢niho
¢inidla, amonium persulfat nebo peroxid vodiku,
pfi vysoké teploté a pH) neposkozuje pevnost vldkna
tkaniny v tahu? 4.

Obsahuje-li ochrannd vrstva vlakna také triacylglyce-
roly (TAG), je nutné pro jeji odstranéni pouzit kromé
o-amylasy i lipasu (EC 3.1.1.3)°, kterad TAG 3tépi, a tak
napomaha Uplnému odstranéni této vrstvy. Tkanina
ziskand timto procesem ma lepsi saci schopnosti a je
vice odolna vici vzniku prouzk( a trhlin pii dalSim zpra-
covani?.

Scouring

Tzv. scouring je proces, béhem kterého dochazi
ke zvySeni savosti a bélosti bavinénych tkanin diky

a-amylasa pektinasa cellulasa,
V + +
Desizing (odstranéni Scouring (vypirani o . Biopolishing (potlateni
Zkrobového pojidla) | — |necellulosovjich sloZek) | Bl T p B -y tvorby chlupt a Zmolki)
T katalasa l
Surova tkanina Hotova tkanina
Desizing| — "pougg;:;?:;?egwuoég%wm) __|séleni|_____ |Hotovémodré dziny
¢ ¢
cellulasal laccasa

Obr. 1: Enzymy pouzivané v textilnim pramyslu3.
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odstranéni necellulosovych pfirodnich slozek z bavl-
nénych vldken, tj. tukd, voskl, pektinG a proteind.
Voskové slozky a pektiny jsou zodpovédné za hydro-
fobni vlastnosti surové baviny, a proto Gcinnost tzv.
scouring procesu piimo ovliviiuje Gi¢innost navazujicich
krokl (béleni, barveni, biopolishing). Necellulosové
slozky se tradi¢né odstrariuji varem s alkalickym ¢inid-
lem, coz zplsobuje nejen velkou spotiebu tohoto
¢inidla, nutnost zafadit promyvaci krok, ktery uvoliiuje
do odpadnich vod latky poskozujici Zivotni prostiedi,
ale i srazeni tkanin a zmény v jejich mechanickych
vlastnostech® 7.

V soucasné dobé se jiz pouziva alternativni ekolo-
gicka enzymovad metoda® ” 8, ktera vyuziva pektinasu
(EC 3.2.1.15)>. Pektinasa Stépi pektin za vzniku
mensich, ve vodé rozpustnych, sloucenin pfi mirnych
podminkach, a proto napoméha odstranéni voskd,
oleja a jinych necistot z vldken tkaniny. Pouzitim pekti-
nasy dochazi ke snizeni spotfeby vody a energie a zisku
jemnéjsich tkanin® 8,

Biostoning a biopolishing

V obarvené dzinoviné jsou molekuly barviva (indigo)
navdzané na povrch niti a kratkd bavinéna vldkna
na povrchu tkaniny, a proto Ize jejim opakovanym
pranim dosahnout velmi oblibeného ,sepraného”
a ,pouzitého” vzhledu. V tovarnach na textil byla dzino-
vina tkand do velmi tésnych struktur, ve kterych bylo
indigo silné vézéno na Skrob, a proto byla dZinovina
sice velmi pevnym a odolnym materialem, ale zéroven
nepohodlnym, dokud byl novy. Proto byla na konci 80.
let 20. stoleti zavedena v textilnim prdmyslu nova
metoda, tzv. stone-washing. Dzinové odévy byly prany
s pemzou, ktera caste¢né odstrarfiovala barvivo
a odhalovala svétly vnitfek niti, a tim zplsobovala
vybledly a ,opotfebovany” vzhled dZinovych odévi? °.

V poloviné 90. let 20. stoleti byl do praxe zaveden
alternativni postup vyuzivajici mikrobidlniho enzymu
cellulasy (EC 3.2.1.4)%, tzv. biostoning®. B€éhem tohoto
procesu cellulasa odstépuje malé konce vlaken na
povrchu niti, ¢imZ uvoliuje indigo, které Ize poté snaze
odstranit mechanickym opotfebenim dzinoviny béhem
praciho cyklu. Vyhody nahrazeni pemzy cellulasou jsou
znacné: mensi poskozeni pracek a kratSi doba proce-
pracovni podminky, usetieni Zivotniho prostiedi
pemzového prachu a v neposledni fadé i moZnost
automatizace celého procesu'™.

Vétsina pfirodnich materidléi pouzivanych pfi vyrobé
tkanin obsahujicich cellulosova vldkna, napf. bavina,
len a viskosa, ma tendenci vytvéiet na svém povrchu
chlupy a Zzmolky, coz je povazovano za jejich zna¢nou
nevyhodu. Zabranéni tvorbé chlupl a Zmolkd nebo
jejich trvalé odstranéni pomoci cellulasy v procesu zva-
ném biopolishing proto vede ke zvyseni komer¢ni hod-
noty cellulosovych vldken a k produkci vysoce kvalit-
nich odévd. Enzym cellulasa plisobi na mala koncova
vlakna, kterd vy¢nivaji z povrchu tkaniny, a mechanicky
proces prani tato vldkna odstrariuje a zéroven lesti
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tkaninu. Hlavnimi vyhodami pouziti cellulasy jsou:
odstranéni kratkych vldken a povrchovych zmolkd,
hladky a leskly vzhled tkanin a sjednoceni jejich barvy,
vysokd hydrofilita a absorpce vlhkosti a 3Setrnost
k Zivotnimu prostiedi'.

Béleni dZinoviny

Svétla a ,opotfebend” mista na modré, indigem bar-
vené, dzinoviné ziskana pouzitim cellulasy (biostoning)
nebo pemzy (stone-washing) jsou dale bélena zejmé-
na pomoci silného oxida¢niho ¢inidla chlornanu sod-
ného. Ackoliv je tento chemicky proces velmi jednodu-
chy, levny a dobie reprodukovatelny, ma i fadu
nevyhod. Mezi né patfi zejména mozné podrazdéni
a zapach z neutraliza¢nich produktl, které nebyly
z dzinoviny dostate¢né odstranény, zna¢né poskozeni
vlaken dzinoviny a jejich zpétné obarvovani
a v neposledni fadé i specificky odstin chlornanem
béleného indiga, ktery ne vidy vyhovuje médnim tren-
ddm'. Proto je v soucasné dobé stéle vice pouzivana
alternativni enzymova metoda vyuzivajici oxidoreduk-
tasu laccasu' (EC 1.10.3.2)>.

Laccasa béhem procesu béleni plsobi vyhradné
na molekuly indiga, a tudiz minimalizuje poskozeni
vldken dzinoviny. Béleni indiga pomoci laccasy je jed-
noduchy, ekologicky a snadno reprodukovatelny pro-
ces, ktery dosahuje velmi oblibenych a atraktivnich
svétle barevnych, do 3edé jdoucich odstin(i na modré
dZinoviné? .

Béleni ostatnich tkanin

Surové bavinéné tkaniny jsou vétSinou béleny peroxi-
dem vodiku, ktery musi byt pfed procesem barveni
tkaniny odstranén, aby nedochéazelo k jeho reakci
s pouzitym barvivem. Peroxid vodiku se tradi¢né
odstraniuje bud° mnohonédsobnym propiranim bélené
tkaniny s vodou nebo pfidanim mirného redukéniho
¢inidla (napf. thiosulfat sodny), které vede k neutra-
liza¢ni reakci. V obou piipadech se spotiebovava velké
mnozstvi vody (az 40 I/kg tkaniny)'2.

Alternativni enzymova metoda'?, tj. rozklad peroxidu
vodiku katalasou (EC 1.11.1.6)>, je jednoduchy a rychly
postup, ktery mdze byt pouzit piimo po ukonceni pro-
cesu béleni. Jeho nespornou vyhodou je, Ze nevyzadu-
je zadny promyvaci krok. Bélici ¢inidlo je béhem néj
zcela rozlozeno katalasou a zbytky tohoto enzymu
nemaji zadny vliv na textilni vlakna a barvici cinidla.
Katalasa je aktivni pfi mirné teploté, a proto na rozdil
od thiosulfatu sodného nevyzaduje zahfivani bélici-
ho roztoku, coz vede ke zna¢né uspofe energie.
Alternativni enzymova metoda je tudiz na rozdil od kla-
sické chemické cesty mnohem Setrnéjsi k Zivotnimu
prostiedi, protoze vede ke zna¢nému snizeni produkce
odpadnich vod a spotieby energie, netvofi vedlejsi pro-
dukty a urychluje cely proces béleni? 2.

Zavér
V soucasné dobé nasla v textilnim prdimyslG uplat-
néni cela fada enzymd. Jejich hlavnim pfinosem je, Ze



ve srovnani s klasickymi chemickymi postupy maji jako proteiny podléhaji biodegradaci. Vyuziti enzymo-
mnohem nizsi spotiebu energie a vody, jsou Setrnéjsi vych metod nejen v textilnim prdmyslu proto predsta-
ke tkaninam a Zivotnimu prostiedi a pouzité enzymy vuje obrovsky potenciél pro budoucnost.
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Souhrn

Pichalova R.: PouZiti enzym v textilnim primyslu

Enzymy jako biokatalyzatory nachazeji Siroké uplatnéni nejen v textilnim primyslu, kde nahrazuji tradi¢ni chemické postupy.
Jejich vyhodou je, Ze jsou aktivni pfi mirné teploté, pH a tlaku a jako proteiny podléhaji biodegradaci. Enzymové metody maji
ve srovnani s klasickymi chemickymi postupy nizi spotfebu vody a energie a jsou 3etrnéjsi ke tkanindm a Zivotnimu prostiedi.
V soucasné dobé se v textilnim prdmyslu pouzivé o-amylasa, lipasa, pektinasa, cellulasa, laccasa a katalasa.

Kli¢ova slova: primyslové enzymy, textilni primysl, desizing, biostoning, biopolishing, scouring, béleni dZinoviny, béleni tkanin.

Summary

Pichalova R.: Application of enzymes in textile industry

Enzymes replaced numerous conventional chemical processes not only in textile industry. They can be used under moderate
conditions of temperature, pH and pressure and the proteins themselves are biodegradable. Comparing their appplication to
the traditional chemical processes they reduce water and energy consumption, avoid chemical fibre damage and are enviro-
mently friendly. The most commonly used enzymes in textile industry are: a-amylase, lipase, pectinase,celllase, laccase and
catalase.

Key words: industrial enzymes, textile industry, desizing, biostoning, biopolishing, scouring, bleaching.

FARMAKOGENETIKA A FARMAKOGENOMIKA ANEB
FARMAKOTERAPIE SITA NA MiRU

Dita Musalkova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha, dita.musalkova@gmail.com

Uvod variability ucinkd léciv jsou genetické faktory, které ovli-
Vyznamnym problémem sou¢asné mediciny je vy- viiuji vstfebavani, metabolismus a eliminaci léCiv, a tim
soka rtznorodost odpovédi jednotlived na poda-  predisponuiji jedince k charakteristické odpovédi na
vani lé&iv, které muze vést k nezddoucim agin-  lécbu.
k@im, projeviim toxicity ¢ absenci terapeutického Vztahem mezi genetickou dispozici jedince
G¢inku. Nemoznost predpovidat reakci na podané  a ucinkem podavanych Iéiv se zabyva farmakogene-
lé¢ivo vede ke standardizovanému davkovani, které tika a farmakogenomika. Tyto pojmy jsou ¢asto pouzi-
neni optimalni pro kazdého. Na farmakoterapii ma totiz vany synonymné, ale farmakogenetika se zabyva spise
vliv fada faktor, napfiklad snizeni renélnich nebo jater- vlivem jednotlivych genetickych polymorfism(, zatimco
nich funkci, probihajici onemocnéni, interakce Iékd, farmakogenomika zkouma dany vztah na trovni celého
vék, Zivotni styl, strava, atd. Avak vyznamnym zdrojem genomu (resp. transkriptomu). Cilem farmakogeno-
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miky je individualizovand medicina, které na zakladé
genetickych testl dokaze zvolit vhodny typ a davku
farmaka.’

Letmy pohled do historie

Pozorovani odlidnosti v reakci na podané lécivo jsou
nejspis tak stara, jako je pouzivani lé¢iv samotné.
Jedno z prvnich farmakogenetickych zjisténi je pfipiso-
vano Pythagorovi, ktery si v3iml, Ze néktefi lidé po po-
ziti syrovych bobl rostliny Vicia faba onemocni
(tzv. favismus), zatimco jini nikoli.? Podstata tohoto
jevu byla objasnéna az za 2400 let. Jedna se o defekt
enzymu glukosa-6-fosfatdehydrogenasy, ktery po
pozieni téchto bobdl, stejné jako po podéani antima-
larika primachinu, kyseliny acetylsalicylové, fenacetinu
nebo sulfonamidd vede k hemolytické anémii.

V roce 1902 pii zkoumani alkaptonurie Sir Archibald
E. Garrod predlozil hypotézu, Ze pfi¢inou vedlejsich
Gcinkd léciv jsou vrozené odlisnosti v biochemickych
procesech.?

Teprve v padesdtych letech 20. stoleti ale dochazi
k ustaveni farmakogenetiky jako takové, kdyz jsou
popsany tifi pfipady farmakogenetickych inter-
akci. Prvni z nich je zminéna hemolytickda anémie
po podani primachinu, druhd je protrahovana apnoe
po podani svalového relaxantu sukcinylcholinu
v disledku zménéné kinetiky butyrylcholinesterasy
a treti je pomald acetylace antituberkulotika isoniazidu
v dasledku mutace genu N-acetyltransferasy 2 vedouci
k periferni neuropatii.*

Samotny pojem ,farmakogenetika” byl pouzit
Friedrichem Vogelem v roce 1959 a v roce 1997 se
poprvé objevuje termin ,farmakogenomika”. Jedna se
tedy o velmi mlady védni obor, ktery ale ma své
specializované casopisy (The Pharmacogenomics
Journal, Pharmacogenetics and Genomics) a databaze
(PharmGKB).

Biotransformace léciv

Nejcastéjsi genetickou pfi¢inou variability farmakoki-
netickych vlastnosti Ié¢iv jsou variace v nukleotidové
sekvenci genu jaternich enzym0 - tzv. polymorfismy.

120 1

80 4

Pocet osob

40 -

0.01 0.1 10 100 1000
Debrisochin/4-hydroxydebrisochin
(metabolicky pomér)

Obr. 1: Farmakogenetika CYP2D6. 1011 osob je zde rozdéle-
no na zakladé metabolického poméru na pomalé metaboli-
zétory (PM), extensivni metabolizatory (EM) a ultrarychlé
metabolizatory (UM).*

Pfitomnost polymorfismu v genu mlze pozménit enzy-
movou aktivitu nebo muze vést i k Uplnému deficity,
pokud je zcela zabrénéno vzniku funkéniho enzymu.
Lidé s kompletnim deficitem jsou oznacovani jako
pomali metabolizatofi. Jestlize je defekt metabolické
cesty nekompletni, jednad se o intermediarni rychlost
metabolismu. Méné casto vznikd ultrarychly typ
metabolismu, ktery je zplisoben neobvykle vysokym
mnozstvim pIné funkéniho enzymu. Jestlize v genu
nejsou pfitomny funkéné vyznamné polymorfismy,
jde o rychly (extensivni) typ metabolismu, coz se pova-
Zuje za ,normu” v populaci (obr. 1).5

Dostupna farmakogeneticka vySetieni

Existuji dvé zékladni metody urceni aktivity enzym,
které se podileji na biotransformaci Iéc¢iv. Jedna se
o stanoveni fenotypu nebo genotypu. Pii stanoveni
fenotypu, tj. aktudlni aktivity enzymu, je podana jedna
davka modelového léciva, které je metabolizovano
pouze tim enzymem, ktery stanovujeme. Jako para-
metr aktivity enzymu se potom pouziva tzv. metabo-
licky pomér (pomér podané latky a jejiho metabolitu).
Pro specifické proteiny cytochromu P450 se pouzivaji
napfi. kofein, warfarin, aj.> Pfi stanoveni genotypu je
aktivita enzymu stanovovana nepiimo, prostiednictvim
detekce mutaci v genu pfislusného enzymu. Stanoveni
genotypu a fenotypu neni zcela ekvivalentni. Zatimco
genotyp pacienta se po cely jeho Zivot neméni,
aktudlni aktivita enzymu osciluje a je zévisla i na jinych
nez genetickych faktorech.

V soucasnosti je dostupna jen hrstka farmakogenetic-
kych vySetieni. Jednim z prvnich enzymd, pro které je
k dispozici komer¢né vyrdbény geneticky test (firmy
Prometheus), je thiopurin S-methyltransferasa (TPMT).
Tento jaterni enzym se podili na metabolismu thiopuri-
nd (napi. azathioprinu a 6-merkaptopurinu), coz jsou
latky pouzivané jako imunosupresiva a k |é¢bé neopla-
zii. TPMT je pfeménuje na neaktivni a netoxické meta-
bolity. U pacientd s deficienci TPMT (vyskytuje se
s incidenci 1:300) byly popisovany fatalni myelo-
suprese zplsobené vysokymi koncentracemi ucinnych
metabolitd — thioguaninovych nukleotid(. Proto se
v soucasné dobé pied zahajenim lécby substraty TPMT
doporucuje u viech pacientl farmakogenetické vy3e-
tfeni, které detekuje jednobéazové polymorfismy v genu
tpmt, a na jehoz zédkladé muze byt upravena lécebna
déavka.s

Mezi dalsi farmakogenetické testy patii testovani
receptoru HER2 pro trastuzumab (Herceptin), translo-
kace BCR-ABL pro imatinib (Gleevec), receptoru EGF
pro getfitinib a erlotinib, testovéni genu dihydropyrimi-
dindehydrogenasy (dpd) pro 5-fluorouracil a nékolik
dalsich.’

Nejdlezitéjsim polymorfnim enzymovym systémem
metabolizujicim [éCiva je rodina proteint P450. Tyto
enzymy vznikaji v jatrech a oxiduiji cizi chemické latky.
Z 57 genl enzym( P450 byly identifikovany tfi
(cyp3A4, cyp2D6 a cyp2C9), které maji obzvlasté velky
vyznam pfi metabolismu léciv. Vliv polymorfismu



na aktivitu CYP2D6 byl objeven uz v sedmdesatych
letech 20. stoleti, kdy byl studovan Gcinek antihyper-
tensiva debrisochinu. Tuto latku si vzali i ¢lenové labo-
ratofe, a kdyz vedouci laboratofe zkolaboval kvli
vainé hypotenzi, byla provedena studie, ktera vedla
k objeveni CYP2D6.8 Dalsim pfikladem je kodein, jehoz
schopnost tisit bolest je zavisld na oxidaci na morfin
pomoci CYP2D6. U 10 % lidi s ur¢itym polymorfismem
kodein viibec nepomah4, protoze neni dostate¢né oxi-
dovan. Stejné tak na polymorfismech cyp2D6 zaévisi
i tc¢innost antidepresiv, jako je napf. Prozac.

S-warfarin je metabolizovdn enzymem kdédovanym
genem cyp2C9 a u malé d(asti pacientd s poly-
morfismem snizujicim jeho aktivitu mlZe vzniknout
velmi vaziné krvaceni, pokud se nesnizi davka léciva.®
Polymorfismus cyp2C9 je vyznamny také pro metabo-
lismus antidiabetika tolbutamidu, ktery u pomalych
metabolizatorl zplsobuje hypoglykemie. V osmde-
satych letech byl dokonce z trhu stazen lék perhexilin,
ktery byl u vzacnych pfipadd polymorfismu cyp2D6
toxicky pro jatra a nervy.””

Bylo odhadnuto, Ze zhruba 80 % neZadoucich
Gcinkd souvisi pravé s polymorfismy enzymi P450.
Proto se nékolik firem zabyva vyrobou DNA mikrocipt
slouzicich k jejich identifikaci a nékteré nemocnice je
jiZz zatinaji pouzivat.

AmpliChip CYP450

Ve V3eobecné fakultni nemocnici v Praze byla 15.
¢ervna 2005 uvedena do provozu diagnostickd metoda
AmpliChip CYP450 (firmy Affymetrix a Roche), ktera
slouzi pfi volbé lé¢by a individualizaci terapeutické
davky lékti metabolizovanych pfevainé produkty gend
cyp2D6 a cyp2C19. Jedna se o prvni farmakogeneticky
¢ip na svété, ktery je urcen pro vyuziti v bézné lékarské
praxi.

Dvé metabolické cesty, souvisejici s produkty gent
cyp2D6 a cyp2CIi9, se podileji na odbouravéni asi
30 % béiné pouzivanych léciv, jako jsou napf. nékteré
betablokatory, antiarytmika, antidepresiva, antipsycho-
tika, analgetika nebo inhibitory protonové pumpy.
Oba dva geny jsou funkéné polymorfni, coz znamena,
ze v populaci nachazime tzv. pomalé, stiedni, rychlé
i ultrarychlé metabolizatory (u CYP2D6)."

U pomalych metabolizétord, jejichz vyskyt je v nasi
populaci cca 3 — 8 %, lze obecné ocekavat zna¢nou
kumulaci léciv v organismu a rozvoj projevl toxicity
a nezadoucich ucinkd. Naopak u ultrarychlych metabo-
lizaétord, jejichz vyskyt je u CYP2D6 2 — 3 %, koncentra-
ce léciv nedosahuje terapeutické koncentrace, a proto
se nedostavuje ani pozadovany ucinek lécby.>

Diagnosticky postup AmpliChip CYP450 vychazi
z detekce 29 polymorfisml v genu cyp2D6 (vtetné
duplikace a delece genu) a 2 hlavnich polymorfism
v genu cyp2CI9. Pomoci metody PCR je namnozen
prislusny usek DNA purifikované z analyzované lidské
krve. Fluorescen¢né znacené fragmenty DNA se
na zakladé komplementarity bazi hybridizuji se speci-
fickymi jednofetézcovymi oligonukleotidy (sondami)
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na Cipu, ktery mé rozméry cca 1,5 x 1,5 cm (obr. 2).
Cip se poté oskenuje a digitalni obraz je zpracovéan
a vyhodnocen pocitatlovym programem, ktery ve
vysledné zpravé uvédi i piedpokladany fenotyp.

Limitujicim faktorem pro vétsi rozsifeni tohoto testu
je prozatim jeho pomérné vysoka cena (350-400 USD
za Cip) a pfedevsim pofizovaci cena vlastniho systému
firmy Affymetrix.

Obr. 2: AmpliChip CYP450"

Vyuziti farmakogenomiky

VySe uvedené testy se specializuji na stanoveni poly-
morfism0 urcitého genu, respektive aktivitu urcitého
enzymu. Nicméné, celkovy efekt vétSiny [éciv neni
ovlivnén jenom jednim genem, ale souhrou mnoha
genQ, které koduji proteiny zapojené do metabolismu
a transportu léciv a jejich receptory. Napiiklad vysoka
oxida¢ni aktivita enzym0 cytochromu P450 spojena
s nizkou konjugacni aktivitou glukuronyltransferasy
muizZe mit za nasledek pfitomnost vyssiho mnozstvi
toxickych metaboliti. Timto jevem se zabyva jiz zmirio-
vana farmakogenomika, kterd se snazi identifikovat
rozhodujici ¢initele pfi odpovédi na podani léciva,
pficemz vyuziva informaci z projektu Lidského genomu
a pokrokt v technologiich (mikrocipy) a bioinforma-
tice. Spojeni genomickych testli a pfedevsim fadné
fenotypizace pacientll je nezbytné pro ur¢eni povahy
vétsiny ucinkd léciv.”> Od farmakogenomiky se oce-
kdva, ze pomize identifikovat nové cile pro léciva
a pomUzZe vyvinout léciva, ktera budou cilend pro
ur¢ité jedince s definovanym genetickym profilem.
Diky farmakogenomice bude mozné zachranit néktera
léciva ve vyvoji pied jejich stazenim, protoze bude
mozné identifikovat jedince, u kterych se mize objevit
nezadouci toxicky tcinek léciva.'* 15

Jako pfiklad zde mdze byt uvedeno antiepileptikum
felbamét. Toto lécivo bylo testovdno na relativné
malém souboru méné nez 2000 lidi, a protoze ne-
mélo zadné vedlejsi Gcinky, bylo v roce 1993 v USA
schvaleno. Béhem roku ho zacalo brat vice nez
100 000 lidi, z nichz 34 ziskalo aplastickou anémii
(13 amrti) a 23 utrpélo selhani jater (5 amrti).
Tyto zavazné udalosti vedly k vyznamnému omezeni
pouziti felbamatu ¢&i k odebrani licence, coz zname-



nalo obrovskou ztrdtu investic a casu vlozeného u tretiny pacientd a mnoho antidepresiv nefunguje

do vyvoje tohoto léku, ale hlavné ztrdtu dlezitého u poloviny lidi, ktefi je uZivaji.'
antiepileptika, které by u drtivé vétSiny lidi dobfe Rizikové pacienty Ize pfitom odhalit pomoci farmako-
a bezpecné fungovalo.® genetickych vy3etieni, které predikuji aktivitu pfislus-
. ného enzymu. Tato predikce je platnd po cely Zivot
Zaver pacienta a pro vSechna léciva metabolizovana vysetie-
Podle ziskanych (daji zplsobuji napi. v USA neza- nym enzymem. Na zakladé tohoto vy3etieni Ize pak
douci Gcinky lékd hospitalizaci pfiblizné dvou miliond volit alternativni |é¢ebny postup u pacientt, ktefi
pacientd a maji za nasledek 100 000 Umrti roc¢né. spadaji do skupiny s vy33im rizikem vyplyvajicim
Jsou Ctvrtou az Sestou nejcast€jsi pficinou amrti.'e z lé¢by, nebo upravit davkovani lé&iva. Vysetfeni jsou
V evropskych zemich jsou zodpovédné za hospitalizaci sice finanéné& naro¢na, ale ve srovnani s naklady
vice nez 10 % pacientd. Navic miliony lidi dostavaji na feSeni komplikaci lé¢by, kterym by bylo moiné
léky, které jim vibec nepomahaji. Napfiklad tzv. beta- ptedejit pfi znalosti genotypu, to nejsou zbyte¢né
blokatory, které maji snizovat krevni tlak, jsou neti¢inné vynaloZené naklady.
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Souhrn

Musaélkova D.: Farmakogenetika a farmakogenomika aneb farmakoterapie Sita na miru

Vedlejsi Gcinky Iéciv ¢i absence terapeutického tcinku jsou vyznamnym problémem soucasné farmakoterapie. Témto komplika-
cim se aviak da u fady léciv predejit pouzitim farmakogenetického testu, ktery odhali funkéné vyznamné polymorfismy
v relevantnich genech. Na zakladé tohoto testu pak Ize upravit davku Iéciva &i zvolit jiny typ 1éku. U fady éciv ale nejsou znamy
Cinitele ovliviujici jejich Gcinek. K jejich odhaleni slouzi nové vznikly obor farmakogenomika.

Klicova slova: farmakogenomika, farmakogenetika

Summary

Musalkova D.: Pharmacogenetics and pharmacogenomics - tailoring the pharmacotherapy

Adverse drug reactions or absence of the therapeutic effect is a substantial problem of the current pharmacotherapy. These
complications can be preceded in case of many drugs by using a pharmacogenetic test that reveals functionally significant
polymorphisms in relevant genes. On the base of this test the dosage of the drug can be adjusted or another type of a drug can
be chosen. However, in case of many other drugs we do not know the factors that influence their effect. There is a new
discipline pharmacogenomics that should disclose them.

Key words: pharmacogenomics, pharmacogenetics

MAKROLIDOVA ANTIBIOTIKA

Zaneta Prochazkova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha, zanetaprochazkova@gmai.com

Uvod V roce 2004 byl jejich podil na celkové spotiebé Iéka

Makrolidova antibiotika jsou od poloviny minulého Vv Ceské republice 14 % (Graf 1). Jejich nézev je odvo-
stoleti velmi oblibenou skupinou antibiotik. Divodem  zen z chemické struktury tvofené makrocyklickym lak-
je relativné nizky vyskyt nezadoucich G¢ink( a zejména tonovym kruhem, na ktery se pfipoji jeden nebo vice
jejich Siroké spektrum, které zahrnuje vétsinu typickych cukrdi.” V Sir$im slova smyslu se mezi makrolidova anti-
a atypickych plivodci komunitnich respiracnich infekci. biotika fadi: 2
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ostatni antibiotika

makrolidy
14,0 %

a chemoterapeutika

) 4,3 %
chinolony
8,6 %

sulfonamidy a jejich
kombinace
7,3 %

tetracykliny

15,5 %

jiné B-laktamy
6,6 %

peniciliny
43,7 %

Graf 1: Relativni podil spotieby jednotlivych antibiotik
a chemoterapeutik ve hmotnych jednotkdch (DDD/
/10000byvatel/den) v roce 2004.

(zdroj: http://www.remedia.cz/Okruhy-temat/Farmakologie/Jsou-vsechna-
-makrolidova-antibiotika-stejna-z-hlediska-lekovych-interakci/8-10
b2.magarticle.aspx)

A) Makrolidy se 14¢lennym laktonovym kruhem
(erythromycin, clarithromycin, dirithromycin, trole-
andomycin, roxithromycin, flurithromycin)

B) Makrolidy s 16¢lennym laktonovym kruhem (rokita-
mycin, josamycin, miokamycin neboli midekamycin,
spiramycin)

O) Azalidy, tj. latky s 15¢lennym laktonovym kruhem
obsahujicim dusik (azithromycin)

D) Ketolidy, tj. latky s 14¢lennym laktonovym kruhem
obsahujicim v poloze 3 misto sacharidového
zbytku ketoskupinu (telithromycin)?

V uzsim a Castéji pouzivaném déleni se rozdéluji na:

1. Plvodni Makrolidové antibiotika, ktera jsou charak-
terizovana pfitomnosti struktury, obsahujici velky
(12-ti az 16-ti ¢lenny) laktanovy kruh spojeny glyko-
sidickymi vazbami s amino skupinou cukru.
Nejvyznamnéjsimi zastupci této skupiny jsou erytro-
mycin (Obr. 1), oleandromycin, triacetyloleandro-
mycin a spiramycin. Erytromycin byl objevem jako
prvni v roce 1952 z metabolického produktu kultur
Streptomyces erythreus. Je uGcinny proti gram-
pozitivnim bakteriim (Neisseria, H. influenzae
a Legionela pneumophila) ale ne proti Ente-
robacteriaceae. Aktivita je zavisla na pH, vzriistd s pH
az do hodnoty 8,5.3

OH

Obr. 1: Erytromycin
(zdroj: http://www.medlibrary.org/medwiki/Erythromycin)
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2. Novéjsi Makrolidova antibiotika jsou semisyntetické
molekuly, které se odliSuji od organickych sloucenin
substitu¢nim  vzorcem laktanového  kruhu.
Roxitromycin (Obr. 2) ma in vitro stejnou aktivitu
jako erytromycin. Novéjsi Makrolidova antibiotika
jsou léky proti Legionela pneumophyla. DalSimi
antibiotiky patficimi do této skupiny jsou clarithro-
mycin a azithomycin.?

Obr. 2: Roxitromycin
(zdroj: http://www.medlibrary.org/medwiki/Rulid)

Makrolidova antibiotika vytvareji klinicky vyznamné
Iékové interakce, jejich schopnost inhibovat cytochrom
P450-3A4 klesa v fadé: erythromycin, clarithromycin,
roxitromycin, spiramycin a azithromycin.3

Erytromycin

Erytromycin je makrolidové antibiotikum, jez ma
stejné nebo velmi podobné antimikrobidlni spektrum
jako penicilin. Je ¢asto pouzivan lidmi trpicimi alergii
na penicilin. Pfi respira¢nich infekcich ma vétsi
rozsah u atypickych organismd, véetné Mykoplazma
a Legionely. Erytromycin se vyrabi z kmene aktinomy-
cet Saccharopolyspora erythrea. *

Mechanismus ucinku

Erytromycin zabraruje bakterialni aktivité, zejména
ve vyssich koncentracich, ale cely mechanismus puso-
beni neni doposud znam. Plsobi pfedevsim proti
Stafylokok@im a jeho ucinek je zalozen na inhibici
syntézy proteind reverzibilni vazbou na 50S ribozomal-
ni podjednotku. Interferuje s translokaci aminoacyld,
zabrariuje transferu t-RNA vazané na A misté r-RNA
komplexu na P misto r-RNA komplexu. Bez této trans-
lokace A misto zlstdvd obsazené a proto pfidéani
prichazejici t-RNA a jejich pfipojenych aminokyselin
do zacinajiciho polypeptidového fetézce neprobiha.
Toto interferuje s produkci funkénich proteini a je
zékladem antimikrobialni akce. #°

Ertromycin je snadno inaktivovan Zaludecni kyseli-
nou. Je velmi rychle vstiebavén a fisi se do vétsiny tkani
a fagocytt. Vzhledem k vysoké koncentraci ve fagocy-
tech je aktivné transportovan do mist infekce, kde se
diky aktivni fagocytéze uvoliiuje velké mnozstvi anti-



biotika. VétSina Erytromycinu je metabolizovéna
demethylaci v jatrech a jeho hlavni elimina¢ni draha se
nachazi ve Zludi. >
Nezddouci ucinky

Erytromycin inhibuje cytochrom P450, zejména pak
izoenzym CYP3A4, ktery mize ovlivnit metabolismus
mnoha rdznych léciv. Pokud pUsobi substraty [éku
CYP3A4, které jsou ¢lenény podle CYP3A4, jako napfi-
klad simvastatin (Zocor), lovastatin (Mevacor) nebo
atorvastatin (Lipitor), spole¢né s erytromycinem, zvysi
se hladina téchto substrdtd a to vede velmi casto
ke vzniku nezédoucich G¢inkd. Dalsi skupinou substra-
ta CYP3A4 jsou léky pouzivané k lé¢bé migrény, jako je
napfiiklad ergotamin a dihydroergotamin, jejich neza-
douci uc¢inky mohou byt vyraznéjsi, pokud jsou spo-
jeny s erytromycinem. V minulosti se objevily speku-
lace o vlivu spojeni erytromycinu a jeho metabolit
(jako verapamil nebo ditiazem), patficich do skupiny
CYP3A4, na vznik komorové tachykardie a nahlého
srde¢niho selhéni.®

Erythromycin se nedoporucuje pii poutziti produkt
obsahujicich klindamycin, a to i aktudlni produkty,
jako jsou napfiklad Duac nebo BenzaClin. Obecné plati,
ze bychom se méli vyhybat pouzivéni dvou réznych
derivatd erytromycinu soucasné.*

Roxitromycin:

Roxitromycin je semi-syntetické makrolidové antibio-
tikum. Pouziva se pfi potiZich dychacich a mocovych
cest. Je odvozen od erytromycinu, obsahuje stejny
14-ti ¢lenny laktonovy kruh. Lisi se vSak N-oximem
postranniho fetézce pfipojeného k laktonovému kruhu.
V soucasné dobé je na trhu pod nékolika nazvy: Surlid,
Rulide, Biaxsig, Roxar a Roximycin. '

Mechanismus ucinku

Roxitromycinu bréni bakteriim v rlistu tim, Ze zasaho-
val do jejich syntézu proteind. Vaze se na 50S podjed-
notku bakteridlniho ribozomu, a tim inhibuje translo-
kaci peptid(. Roxitromycinu mé& podobné antimikro-
bialni spektrum jako erytromycin, ale je Gcinné&;jsi
proti nékterym gram-negativni bakterie, pfedevsim
Legionella pneumophila. Uzivé-li se pred jidlem, je
velmi rychle vstiebdvan a Sifi se do vétSiny tkani
a fagocytl. Vzhledem k vysoké koncentraci ve fagocy-
tech, je roxitromycinu aktivné transportovan do mista
infekce. Béhem aktivni fagocytézy, se uvolnuji velké
koncentrace roxithromycinu.®

Pouze maléd cast roxitromycinu je metabolizovéna.
VétSina roxitromycinu je vyluovéna v nezménéné
formé do Zluce. Roxitromycinu ma méné interakci nez
erytromycinu, protoze ma nizsi afinitu k cytochromu
P450. ¢

Rezistence

Vznik rezistence k antibiotikim je evolucni proces.
Antibiotika jako napfiklad penicilin nebo erytromycin,
kterd byla dfive zazracnymi léky ztraceji dnes svj
ucinny efekt, protoze bakterie se k nim stavaji odol-
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néjsi. Plsobeni antibiotik vytvafi selektivni tlak, ktery
umoznuje rast odolnéjsich bakterii v ramci populace.
Zakladni molekularni mechanismy vedouci ke vzniku
rezistence se mohou lisit.!

Rezistence k makrolidovym antibiotikiim maze byt
zplUsobena fadou pfic¢in. Nejvyznamnéjsi z nich je
metylace adeninu zprostiedkovana erm geny, jejimz
dasledkem je alterace 23S ribozomalni RNA na podjed-
notce 50S ribozomu. Tato udélost snizuje nebo zne-
moZfiuje vazbu MLS, antibiotik na jejich cilové misto
na ribozomu a fenotypové se projevuje jako zcela
zkfizend rezistence mezi témito antibiotiky. Dal$im
pomérné ¢astym mechanizmem rezistence u skupiny
MLS, antibiotik je eflux fizeny mef geny, ktery se feno-
typové projevuje jako rezistence jen k 14-ti ¢lennym
makrolidovym antibiotikim. VSechna makrolidova
antibiotika maji snizenou schopnost priniku do bunék
gram-negativnich bakterii. Mezi vzacné pficiny rezis-
tence patfi enzymaticka inaktivace strukturalné podob-
nych makrolidovych antibiotik nebo specifické ribozo-
malni mutace, které mohou byt pficinou samostatné
rezistence pouze k urcitému makrolidovému anti-
biotiku. '

V poslednich 15-ti letech byl celosvétové zazname-
nan prudky vzestup spotieby novéjsich makrolidovych
antibiotik. Novéd makrolidova antibiotika dokonce
v nékterych lokalitach vystfidala penicilin, jako 1ék pro
lécbu streptokokovych a pneumokokovych infekci.
Vliv makrolidovych antibiotik na mikrofléru ¢clovéka
i prostiedi se s¢itd. V zdjmu zachovani jejich ucinnosti
je proto nezbytné striktni dodrzovani specifickych indi-
kaci. Vysokd a neuvédzend spotieba makrolidovych
antibiotik s sebou v fadé zemi pfinesla vzestup
rezistence béZnych patogenli na tato antibiotika.
Napfiklad v Japonsku byla v roce 1974 zjisténa rezis-
tence streptokok(i A na erytromycin v 62 % pfipadq,
pficemz spotfeba makrolidovych antibiotik ¢inila pouze
22 9% spotieby viech antibiotik v této zemi. Po poklesu
jejich spotieby na 8 % klesla v roce 1988 tato rezis-
tence na 2 9%. Podobné zku3enosti existuji také
ze zacdtku 90 let z Finska. V nékterych zemich jizni
Evropy s vysokou spotiebou téchto antibiotik je pozo-
rovan tzv. syndrom sdruzené rezistence k makro-
lidovym antibiotikiim, kdy je soucasné rezistentni
30 — 50 % streptokokd A a pneumokoka. !

Zacatkem devadesatych let minulého stoleti se nova
makrolidova antibiotika objevila i u nas. V letech 1992
az 1994 stoupla spotieba vyjadiena na pocet baleni
Ctyrikrat a spotfeba vyjadiena ve financich dokonce
na desetindasobek. V roce 1991 bylo u nés
k erythromycinu (a soucasné k dalsim makrolidovych
antibiotikCim) rezistentnich pouze 0,3 % streptokokd,
a stejné vzdacna byla i rezistence pneumokokd. Prudky
vzestup rezistence nastal koncem 90 let. V soudasné
dobé je u nas rezistence k makrolidovym antibiotik&im
zhruba u 17 % streptokokl A a 7 % pneumokokd.
Navic jsme obklopeni zemémi, které maji rezistenci
pneumokokd k makrolidovym antibiotikim mnohem



vyssi (Slovensko 28 %, Polsko 27 %) a je tudiz prav- antibiotika, nespravné davkovani a nevhodné indikace

dépodobné, 7e rezistentni a multirezistentni klony zvySuji vsak riziko narlstani rezistence béinych
téchto bakterii k ndm mohou pronikat diky migrujicimu bakteridlnich patogenl. Znehodnoceni antibiotik
obyvatelstvu. ' skupiny MLS, rychlym nastupem rezistence Ize
- odvrétit pouze zpfesnénim indikaci makrolidovych anti-
Zavér . ur . .
] ] L ) ; ) biotik. Jako pfiklad ndm mohou slouZit Japonsko nebo
Rezistence je celosvétovym problémem soucasnosti. Finsko, kde nalezli cestu, jak dat makrolidovym
Bakterie se stavaji odolné&jsimi a objevovani novych antibiotikim 3anci a zarovef zabranit zvy3eni jejich
a ucinnégjSich 1éka trva dlouho. Nevhodné zvolena rezistence.
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Souhrn

Prochazkova Z.: Makrolidova antibiotika

Makrolidova antibiotika jsou v dnesni dobé velmi vyznamnou skupinou lékd. Divodem je relativné nizky vyskyt nezadoucich
ucinkd a jejich Siroké spektrum pisobeni. Dvéma nejzndmnéjsimi zastupci jsou erytromycin a roxitromycin. V poslednich néko-
lika letech vsak stoupla rezistence bakterii proti témto antibiotik(im.

Kli¢ova slova: makrolidova antibiotika, erytromycin, roxitromycin, rezistence

Summary

Prochazkova Z.: Macrolide antibiotics

Macrolide antibiotics are nowadays a very important group of drugs. The reason is the relatively low incidence of side effects
and their broad spectrum of activity. The two best-known representatives are erythromycin and roxithromycin. In the past few
years, however, increased bacterial resistance to these antibiotics.

Key words: macrolide antibiotics, erythromycin, roxithromycin, resistance

FYZIKALNE-CHEMICKE VLASTNOSTI POVRCHU BUNEK
A METODY JEJICH STANOVENI

Dagmar Pospisilova
Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi, VSCHT Praha

Uvod vlivim, jako nedostatek Zivin, pfitomnost antibiotic-

Po dlouhé obdobi existence mikrobiologie jako védni ~ kych latek apod. Téchto vlastnosti Ize vyuZit
discipliny byly mikroorganismy zkoumany jako plank- v Dbiotechnologiich, napf. pro konstrukci stabilnich
tonni, volné suspendované buiiky, specifikované biokatalyzatort pro ¢isténi odpadnich vod. Nicméné
na zakladé rstovych charakteristik v nutricné bohatych adheze a kolonizace povrchu nemusi byt jen Zadana.
ristovych mediich'. Oviem redlné prostiedi je jiné  Tzv. biofouling (neZadouci akumulace mikroorga-
a mikroorganismy se musi vyrovnavat s pisobenim  nisml) mdZe byt vainym problémem, komplikace
mnoha nepfiznivych vlivi. Pfirozenosti vé&tsiny mikro- muze pusobit v lékafstvi (napf. infekce kontaktnich
organism@ neni vyskyt v suspenzni populaci, ale na- ¢ocek, zubni kaz, kolonizace implantét() i v primyslu
opak adheze a tvorba biofilmu na exponovaném (napf. zanaseni teplotnich vyménikd, vodarenskych
povrchu. Adherované buriky se vyznacuji odliSnymi zafizeni na pitnou vodu)2 Z téchto didvodi je velmi
vlastnostmi od suspenznich, maji vétsi schopnost odo- dulezité Iépe porozumét fyzikélné-chemickym, bioche-
lavat negativné pusobicim faktor@im vnéjsiho prostiedi, mickym a genetickym faktordm, které determinuji
napi. zvySenou odolnosti k limitujicim a toxickym tvorbu, rlist a zachovéni biofilmu.
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Pro pochopeni velmi komplexniho jevu, jakym
bunécéna adheze je, ma nezastupitelné misto fyzikalné-
chemicka charakteristika povrchu bunék. Vlastnosti
povrchu jsou pro jednobunééné organismy velmi ddle-
zité, protoze rozhrani mezi buné¢nymi obaly a vnéjSim
prostiedim hraje vyznamnou roli v celkové fyziologii
buriky. Vnéjsi povrch buriky zprostfedkovavd vymén-
né a adhezivni procesy, ucastni se rlstu bunék
i bunééného déleni a ovlivriuje interakce s imunolo-
gickymi faktory’. Mezi nejvice zkoumané vlastnosti
povrchu patii hydrofobita, elektrondonor-elektronak-
ceptorni (acidobazické) vlastnosti a povrchovy naboj
buriky*>. Déle jsou uvedeny nejcastéji pouzivané
metody pro charakterizaci povrchovych vlastnosti obald
bunék: MATH, MATS, mé&ieni kontaktnich ahld a uréeni
zeta potenciélu.

Hydrofobita a acidobazické vlastnosti bunééného
povrchu

Hydrofobita patii k nejvice studovanym vlastnostem
bunécného povrchu, jelikoz je vSeobecné uzndvana
jako determinujici faktor adheze bunék®. Jeji hodnota
je vysledkem chemického sloZeni povrchu, které je
ovlivnéno podminkami vnéjsiho prostiedi” (zejména
slozenim kultivacniho media). Hydrofobita povrchu je
do zna¢né miry charakteristickd a odlisna pro bunky
riznych skupin mikroorganism@°. Mezi metody umo-
ziujici stanoveni hydrofobity patii HIC, chromatografie
pracujici na principu hydrofobnich interakci® a urcuje
hydrofobitu méfenim mnozZstvi mikroorganismu zachy-
cenych v hydrofobnim gelu, dale adheze mikroorganis-
mi k uhlovodikim a organickym rozpoustédlim?® ™
(MATH, MATS) metoda meéfeni kontaktnich ahl@®
a metoda vyuzivajici vazby fluorescencnich kulicek
s modifikovanym hydrofobnim, nebo hydrofilnim
povrchem'.

Metoda MATH (Microbial Adhesion To Hydro-
carbons) je jednou z nejbéinéjSich metod méreni
hydrofobity buné¢ného povrchu®. Hydrofobita je v této
metodé vyjadiend jako procentualni podil bunék
s vysokou afinitou k uhlovodiku (napf. hexanu), tzn.
podil, ktery piejde z vodné do organické faze. Bunéc¢na
suspenze je extrahovana malym mnoZstvim uhlovo-
diku. Po oddéleni fazi, je organickd faze odstranéna
a méfi se turbidita (optickda denzita) vodné faze.
Hydrofobita je vypoctena podle vztahu®:

H(%)= (:—A}qoo

0

kde A, je turbidita buné¢né suspenze pfed smichanim

s organickou fézi a je turbidita vodné faze po extrakci.

Plvod hydrofobity méfené metodou MATH zahrnuje
srovnani preference povrchu buriky pro vodnou nebo
uhlovodikovou fazi. Nicméné organismy adheru;ji
k uhlovodikim bud z didvodu afinity k uhlovodikiim,
nebo kvdli odporu povrchu k vodé. Afinita mikroorga-
nismd k uhlovodikim je vyhradné determinovand
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Lifshitz-van der Waalsovymi silami, protoze povrch
uhlovodikli nemutze uplatnit acidobazické interakce,
metoda MATH tak zanedbavéd roli elektrostatickych
vlastnosti a strukturélnich rysG povrchu buriky. Naopak
afinita mikroorganism@ k vodé je velkou mirou ovliv-
néna acidobazickymi vlastnostmi. Téméi vsechny
povrchy mikroorganism@ jsou schopny tyto interakce
uplatnit diky jejich pfevainé elektrondonornimu
charakteru®.

Modifikaci metody MATH je pouZiti nejen hydrofob-
nich uhlovodikd, ale i jinych rozpoustédel. Potom se
jednéd o MATS (Microbial Adhesion To Solvents).
Tato metoda umozniuje charakterizaci elektrondonor-
elektronakceptornich, respektive Lewisovych acidoba-
zickych vlastnosti, které jsou povazovény za pavod
hydrofobity buné¢ného povrchu'. Nékteré studie uva-
déji, Ze pravé interakce vznikajici na zakladé téchto
vlastnosti hraji v procesu adheze dlezitou roli>'3'4,

Metoda MATS je zalozena na srovnani afinity bunék
k polarnim a nepoldrnim rozpoustédlim'™. Polarni roz-
poustédla mohou byt acidicka, ¢i bazicka, ale musi mit
podobné Lifshitz-van der Waalsovy komponenty povr-
chového napéti. Pro uréeni acidobazickych vlastnosti
byly zvoleny tyto dvojice rozpoustédel: chloroform -
kyselé rozpoustédlo s elektronakceptornimi vlast-
nostmi vs. hexadekan-nepolarni rozpoustédlo, diethyl-
ether — silné bazické elektrondonorni rozpoustedlo
vs. hexan, ethylacetdt — silné bazické elektrondonorni
rozpoustédlo vs. dekan.

Rozdily mezi vysledky obdrzenymi s chloroformem
a hexadekanem a naproti tomu vysledky mezi diethyl-
etherem a hexanem indikuji, zda je povrch akceptorem
nebo donorem elektron(>. Kmeny, které jsou donory
elektronli, adheruji Iépe ke chloroformu, nez
k hexadekanu, zatimco méné adheruji k diethyletheru,
nez k hexanu.

Slabou strankou téchto metod je, Ze méfeni ovliv-
nuji rGzné faktory, jako napi. rozméry zkumavky, doba
extrakce a pomér mezi fazemi. Optickd densita bu-
nécné suspenze byva méfena spektrofotometricky,
ale suspenze bunék muze tvofit shluky. Vysledky jsou
pak vyrazné ovlivnény sedimentaci tézsich castic.
Podobny problém nastéva také pfi praci s vlaknitymi
organismy'.

Z fyzikélné-chemického hlediska metoda MATH
a MATS neméfi hydrofobitu buné¢ného povrchu mikro-
organismd, ale vyjadfuje vztahy mnoha faktord upla-
triujicich se v procesu adheze. Vysledek této metody
nemusi odrazet vlastnosti bunék v situacich béznych
v pfirodnich prostredich.

Dal3i metodou, kterd je pouzivana k urceni hydrofo-
bity nebo hydrofility povrchu a také acidobazickych
vlastnosti je metoda méfeni kontaktnich Ghlae.
Pii této metodé je urcovan uhel smaceni (kontaktni
thel) 6, ktery se vytvofi mezi plynnou, kapalnou
a pevnou fazi v misté styku viech tii fazi (Obr.1).

Pfi kontaktu kapaliny s povrchem tuhé nerozpustné
faze se uplatiiuji tfi mezifazova napéti: mezifazova
energie Cisté tuhé faze y_, mezifazova energie tuha
faze-kapalna faze v, povrcﬁové energie kapaliny v,



Podle velikosti Uhlu smaceni je mozno charakter
povrchl délit na hydrofilni'® s thlem sméceni 6 < 90°,
a hydrofobni s thlem smaceni 6 > 90°. Pfi charakteri-
zaci povrchu bakterialnich bunék je pouzivano jiné roz-
déleni, které se lidi u rdznych autor(. Je uvadéno, ze
povrch bunky je hydrofilni, pokud je kontaktni thel
nizsi nez 50°, ale je zmifiovana i hodnota 65°. Rozmezi
50 - 65° tak byva nékdy oznacovano jako mezistupen
hydrofility a hydrofobity, povrch je tzv. stiedné
hydrofobni™. Acidobazické vlastnosti jsou ur¢ovény
vypoctem podle Van Osse'™ po dosazeni znamych para-
metrl testovacich kapalin.

vig

plyn

rsg

F 3

pevna faze
Obr. 1: Kontaktni thel 6 na pevném povrchu'®

Méreni kontaktnich Uhli metodou pfisedlé kapky je
zalozeno na snimani profilu kapky utvofené na zkou-
maném povrchu pfi pouziti tfi kapalin se zndmymi
povrchovymi vlastnostmi® (voda, formamid, bromnafta-
len). Ziskany snimek (Obr. 2) je pocitacové zpracovan.
Zasadni je pfi pouZiti této metody pfiprava vzorku
bunéc¢né populace. Je nutné docilit homogenniho
a rovného povrchu. V literatufe jsou uvadény zejména
dvé moznosti. Prvni moznosti je zachyceni vrstvy bunék
na filtru® o velikosti pord 0,45 um. Filtr je pak pfenesen
napf. na sklicko, upevnén a pfirozené vysusen.
Vlysychani je problémovym krokem, jelikoZ pfi nedosta-
te¢ném vyschnuti je na povrchu filtru vrstva kapaliny,
ktera ovliviiuje vysledky méfeni. Naopak pfi pfilisném
vyschnuti dochazi ke vsakovani testovacich kapalin,
nebo k pokrouceni filtru, coz opét negativné ovliviiuje
moznosti méfeni. Druhou moznosti je naneseni sus-
penze na sklicko pokryté vrstvou agaru'. | pfi této
varianté dochézi k podobnym komplikacim, pfi vysy-

Obr. 2: Kamerové snimky kapky vody na hydrofobnim
(nahofte) a hydrofilnim (dole) materialu
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chani agaru muGze dojit k popraskani jeho povrchu
a nasledné pak také k vsakovani testovacich kapalin.
Modifikaci je naneseni homogenizované suspenze
pfimo na skli¢ko v nékolika tenkych vrstvach. Piestoze
je vysychani také problematickym krokem, je oproti
dvéma piedchozim metoddm mnohem jednodussi
kontrolovat stav vlhkosti vzorku, a to pouhym okem.
Pfiprava vzorku se muze lidit pro rGzné zkoumané
organismy a musi byt vidy optimalizovana.

Metoda MAC (Micro-sphere adhesion to cell) je
zalozena na vazbé fluorescen¢né znacenych kulicek
malého prdméru (0,2 um) k burikam. Povrch téchto
kulicek je modifikovan tak, aby byl hydrofobni, nebo
hydrofilni. Tyto kulicky jsou pfidany do bunécné sus-
penze a hydrofobita je uréena mikroskopicky stanove-
nim miry v jaké doslo k vazbé na buriky. Pokud doslo
ke zna¢nému navazani hydrofébnich kulicek, vyplyva
z toho podle této metody, Ze i povrch buriky je hydro-
fobni. Rozhodnuti na zakladé interakce bunék se synte-
tickymi koloidnimi ¢ésticemi je ale zna¢nym zjednodu-
Senim a muze byt zavadéjici. Obé funkéni skupiny
modifikovaného povrchu kuli¢ek totiz nesou negativni
naboj (v zavislosti na pH), v interakci s povrchem
bunék se tak mohou uplatriovat spise elektrostatické
interakce, nez hydrofobita'.

Povrchovy naboj buiiky

Povrchovy naboj buné¢né stény je odvozen, stejné
jako hydrofobita, od chemického slozeni buné¢ného
povrchu'”. Zavisi na disociaci kyselych skupin, jako jsou
skupiny karboxylové, fosfitové a amino- skupiny.
Pfitomnost kationickych a anionickych skupin udili
povrchu amfoterni vlastnosti. Stuperi disociace téchto
skupin je funkci pH a aktivity okolniho elektrolytu
a naboj bunéc¢né stény tak mlze byt jak pozitivni, tak
negativni i nulovy®. Pro urceni obsahu téchto pozitiv-
nich a negativnich skupin existuje nékolik metod:
chemickd modifikace volnych skupin reaktivnimi ¢inid-
ly (hydrazin, diazomethan), vazba barviv (safranin),
potenciometricka titrace izolovanych bunécnych stén’s.
Studie prokazuji, Ze v bunéénych sténach pfevazuji
skupiny anionické nad kationickymi, coz je v souladu
s poznatkem, e vétsina bakterii ma izoelektricky bod'®
odpovidajici hodnoté pH mensi nei 4. Izoelektricky
bod lze ur¢it pomoci proméfeni zavislosti pohybli-
vosti bunék v elektrickém poli (elektroforetické
mobility) na pH napf. pomoci Dopplerovy laserové
velocimetrie (napf. pfistrojem Zetasizer Nano, Malvern
Instruments Ltd., Velka Britanie). Vétsinou je elektrofo-
reticka mobilita pfevadéna na zeta potencial pomoci
Henryovy rovnice':

_ 2¢ez.f(Ka)

U
E 3n

kde je z potenciél zeta, U, elektroforetickd pohyblivost,

¢ dielektrickd konstanta, n viskozita, f(K.a) Henryova
funkce.



Elektroforetickd stanoveni potenciélu zeta se nejcas-
téji provadéji ve vodném prostiedi a pfi nepiilis velké
koncentraci elektrolytu; f(K.a) je v tomto pfipadé 1,5
a nazyva se Smoluchowskiho aproximace. Proto vypo-
cet potencidlu zeta z pohyblivosti je pfimocary
pro systémy, které vyhovuji Smoluchowského modelu,
tj. Castice vétSi nez 0,2 mikrometru, dispergované
v elektrolytu o koncentraci pfesahujici hodnotu 103
M™. Jako elektrolyt je pouzivan fosfatovy pufr, KCl,
nebo KNO, o ridznych iontovych silach®. Buné¢nd

suspenze vytvofend pomoci téchto pufrii se prevede
do kyvety a je vlozena do pifistroje. Software naméfena
data pfevede na hodnoty zeta potencialu.

Hodnota povrchového naboje nelze uréit vzhledem
k malé velikosti bunék piimo, uréeni zeta potencialu
je ale uzite¢nou alternativou, referuje o koloidni stabi-
lité &astic v systému. Cim bliZe jsou tyto hodnoty nule,
tim jsou castice v systému méné stabilni a maji vétsi
tendenci k flokulaci. Zeta potencial vyjadfuje vztah
mezi povrchem (astice a okolni kapalinou. lonty blizko
u povrchu ¢éstice se budou silné vazat, zatimco ionty,
které jsou déle, se budou vazat volné a budou vytvaret
to, co se nazyva difuzni vrstva. Uvniti difuzni vrstvy
existuje pomyslna hranice a nékteré ionty uvniti této
hranice se budou pohybovat s céstici, kdyz se pohy-
buje v kapaling; ale nékteré ionty vné této hranice
zlstanou tam, kde jsou - tato hranice se nazyva rovina
skluzu. Zeta potencidl je elektricky potencial nabitych
¢astic na roviné skluzu?.

Hodnota pH izoelektrického bodu (zeta potencidl
je nulovy) maze souviset s adhezivnimi vlastnostmi
bunééného povrchu. Hodnota IEP < 2,8 mize indikovat
pfitomnost polysacharidd vazanych na povrch buriky,
které adhezi inhibuji. Naopak bakterie s IEP < 3,2 tyto
polysacharidy neobsahuji a adheruji lépe. Z téchto
zjisténi vyplyva, ze IEP bakterii mize byt dopliujici
informaci k hydrofobité ve zjistovani adhezivnich
vlastnosti bunék's.
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Piehledova literatura uvadi kromé méfeni elektrofo-
retické mobility také dalSi metody pro uréeni povrcho-
vého naboje bunék, napf. chromatografie vyuzivajici
elektrostatickych interakci®. NapIni chromatografické
kolony je pozitivng, ¢i negativné nabity iontoménic,
se kterym buriky interaguji v zavislosti na jejich povr-
chovém naboji. Tato metoda je ale casové naro¢nd
a vysledek nelze pievést na hodnotu zeta potencidlu.
Podobné je tomu i pfi méfeni metodu dvoufazového
rozdélovani, kdy je povrchovy nédboj urcovén
z preference bunék k urcité fazi na zakladé jejich
polarity. Metoda analyzy elektroforetické rovnovéhy
zahrnuje vytvoreni gradientu pH v koloné a po nastiiku
migraci bunék do své izoelektrické oblasti, umozriiuje
také zjisténé udaje o elektroforetické mobilité prevést
na zeta potencial, ale diky své ¢asové narocnosti byva
k urceni povrchového naboje bunék pouzivana jen
ziidka.

Interpretace elektroforetické mobility, zeta potencialu
elektrokinetického néboje buriky, je ukol obtizny kvdli
fadé neznamych, které tyto veli¢iny ovliviiuji, pfesto
pfi doplnéni znalosti souborl fyzikalné-chemickych
vlastnosti povrchu buriky méfeného dal$imi metodami
maze pfinést zajimavé informace.

Zavér

Znalosti o povrchovych vlastnostech bunék, které
jsou zaloZeny na molekuldrnich mechanismech, pfi-
nasi moznost pochopeni celkové bunécné fyziologie.
Poznatky ziskané zkoumanim povrchovych vlastnosti
bunék ovsem nemusi byt piinosem jen z hlediska
akademického. Poznéni souvislosti mezi vlastnostmi
obalovych vrstev (kam patfi i sloZeni, nebo pfitomnost
vazanych exopolymernich latek) a chovanim bunék
(napf. schopnosti adheze) mdze mit velky vyznam pro
biotechnologie i medicinu.
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Souhrn

PospiSilova D.: Fyzikalné-chemické vlastnosti povrchu bunék a metody jejich stanoveni

Vlastnosti povrchu jsou pro jednobunécné organismy velmi dulezité, protoze rozhrani mezi buné¢nymi obaly a vnéjsim prostre-
dim hraje vyznamnou roli v celkové fyziologii bunky. Vnéjsi povrch burky zprostiedkovédvd vyménné a adhezivni procesy,
Gcastni se rdstu bunék i bunééného déleni a ovliviiuje interakce s imunologickymi faktory. Znalosti o povrchovych vlastnostech
bunék rozsifuji nejen moznost pochopeni fyziologie bunék, ale pfinasi i informace vyuzitelné v biotechnologiich a mediciné.
Tento ¢lanek shrnuje nejcastéji pouzivané metody pro zkoumani fyzikélné-chemickych vlastnosti povrhu bunék.

Kli¢ova slova: povrchové vlastnosti bunék, hydrofobita, povrchovy naboj

Summary

Pospisilova D.: Physico-chemical properties of the cell surface and their determination

The surface properties are very important for unicellular organisms, because interface between cell envelope and outer environ-
met plays an important role in overall physiology of cells. The outer cell surface mediates exchange and adhesive processes,
participates in cell growth and division and also influences interactions with immunological factors. Understanding the cell
surface properties can shed light on cell fysiology and also bring information usefull for biotechnology and medicine. This
article summarize the most frequently used methods for studying physico-chemical properties of cell surface.

Key words: cell surface properties, hydrophobicity, surface charge

DUKAZ PRAVOSTI POTRAVIN ZIVOCISNEHO PUVODU DNA
TECHNOLOGIEMI

Iva Machova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT v Praze

Uvod krvi jiného zivociSného druhu, mohly vést k fales-

V soutasnosti roste zdjem spotiebitelii o informace ~ Nym vysledkiim. Tyto nevyhody obratily pozornost
o plivodu potravin, at uz z obav o své zdravi (BSE, ptaci k metod_am vyuzivajici pvr_?'analvyzvavl_\lA. L
chiipka, slintavka), z nabozenskych diivodd, z diivodu DNA je termostabiln&jsi nez vétsina protein, pfi-

tomna téméi ve viech burikach organismu, poten-
cidlné umoiziuje ziskat potiebné informace
z jakéhokoliv vzorku stejného pdvodu bez ohledu
na ptvod tkané. Znalosti DNA sekvence Ize ziskat i vice
informaci nez z proteind, predevsim diky degeneraci
genetického kédu a obsahu nekddujicich sekvenci.
S o Technologie zaloZzené na stanoveni nukleovych kyselin

a poctivych vyrobcd. b . - ” ’ -
e . v se v soucasnosti rychle rozvijeji a maji velky potencial

Postupy urcujici pravost potravin mohou pfispét

. o ] e wier . ro zjednoduseni urcovani pravosti v oblasti potra-
i k zachovani pfirodni rozmanitosti divoce Zijicich druhd \I?ina'FthviZ P P

zvitat, kterd jsou lovena kvili trofejim, ozdobnym pied-
métim (slonovina), k lidské spotiebé (mofiské zelvy DNA hybridizace
a jejich vejce) nebo tradi¢ni mediciné (tygr, nosorozec).
Jak pravost potravin, tak ochrana biodiversity vyZzaduiji
pfesné metody pro urceni plvodu v Siroké skale zvife-

potravinovych alergii, informovanosti o geneticky modi-
fikovanych potravindch nebo na zékladé zkusenosti
s nekalymi praktikami nékterych vyrobctl. Informace
na etiketdch jednotlivych potravin nejsou dostate¢nou
zérukou skute¢ného obsahu vyrobku, proto je nutné
ovéfovat tyto informace pro ochranu spotiebiteld

DNA hybridizace patfi mezi prvni pouzité, relativné
jednoduché metody vyuzivajici DNA pro druhové
uréeni masa z potravin. Typické uspofadani takového

cich druh@ z degradovanych nebo jinak zpracovanych pokusu je znazormné&no na obr. 1. Zna¢ené DNA sondy
materiald. Identifikace jednotlivych slozek ve zpraco- jsou hybridizovéany s genomickou DNA kovalentn&
vané nebo slozené smési neni vidy dpIné jedno-  navizanou na nylonovou membrénu v slot- nebo
duchg, stejné tak ovéfeni pravosti jednotlivych kompo- dot-blot formatu. Vyzkumy prokazali, Ze sondy obsahu-
nent potravin. Dfive se pravost potravin stanovovala jici vazanou DNA uréitého Zivoeisného druhu hybridi-
na zakladé urceni druhové specifickych proteind dané zuji s DNA tohoto druhu s malou kiizovou reakci.
komodity' imunochemickymi nebo elektroforetickymi Touto metodou byly jednoznaéné identifikovany
metodami, které vsak maji své limity. Hlavnimi prob- vzorky kufeciho a vepfového masa extrahované
[émy byly nékteré technologické kroky pfi zpracovani z vafeného masa a jinych komerénich produktd,
potravin, které vedly k denaturaci proteind nebo fakt, podobné i vepiové ze smési vepfového a hovéziho
ze fada proteinG je tkarnové specifickych. Navic fada masa. Sondy pro kozi, ov¢i a hovézi DNA vykazuji
komer¢nich testG byla navrzena na detekci plazmatic- pfitomnost mirnych kfizovych reakci, které jsou déany
kych proteind, které pfi ndhodné kontaminaci masa blizkou homologii nékterych sekvenci u téchto druht
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zvifat. Céste¢né lze tyto kfizové hybridizace odstranit
pfidanim neznacené DNA (druhu zpGsobujici kfizové
reakce) do reakéni smési, ale ani to stdle neni dosta-
te¢né pro rozliseni mezi ov¢i a kozi DNA. Pro zvyseni
Gcinnosti identifikace jednotlivych druhl byla pro
tvorbu sond vyuzita tzv. satelitni DNA, ktera se nachazi
v celém genomu. Pouzitim takto druhové specifickych
sond bylo jednoznac¢né identifikovano maso hovézi,
jeleni, vepiové, kufeci, krati, krali¢i, ov¢i a kozi
v nezpracovanych produktech. Druhové specifické
sondy mohou byt i oligonukleotidy mensi nez 100 bazi
a hybridizace je mozna i se zna¢né degradovanou DNA.
Pomoci DNA hybridizace Ize identifikovat i jednotlivd
plemena skotu?.

Vzorky Sonda

[}

Extrakce DNA Extrakce DNA

Denaturace DNA a

Syntéza sondy a
vazba na membranu geni

znaceni

l
2
|

oy~
L e

Hybridizace sondy
na membranu

l Vymyti nenavazanych sond

Detekce hybridizovanych sond

Obr. 1: Schematické znézornéni testovani vzork(i pomoci
DNA hybridizace. Vzorky A, B, C jsou testovany sondou
pfipravenou ze stejného druhu jako vzorek B.

Metody zaloiené na PCR

Nejvice metod vyuZivajici k identifikaci DNA
z potravin je zalozeno na vysoce specifické amplifikaci
jednoho nebo vice DNA fragment pomoci polymera-
zové fetézové reakce (PCR). Tato metoda mé vysoky
potencidl diky své rychlosti, jednoduchosti, citlivosti
a specifité. Amplifikace pomoci PCR je zalozena
na hybridizaci specifickych oligonukleotidd (primer()
a in vitro syntézy milionG kopii DNA vymezené témito
primery. Specifickd amplifikace jednoho fragmentu
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pomoci PCR nésledovana elektroforézou v agarosovém

gelu pro urceni velikosti tohoto fragmentu je nejjedno-

dussi zplsob vyhodnoceni pfitomnosti vzorku urcitého
zivocisného druhu.

S ¢im je nutné pocitat u PCR metod?

o Kratké fragmenty DNA - v priibéhu zpracovani potra-
vin jsou potraviny vystaveny fadé tepelnych Gprav
(vafeni, pasterace), vysokému tlaku, Gpravdm pH
(pH < 4), ozafeni, suseni apod. Témito Upravami
dochézi ke zna¢né degradaci DNA, proto metody
identifikace takto upravenych potravin musi byt
zalozeny na analyze velmi kratkych DNA fragmentd
(100 - 200 péru bazi)*.

e Malé mnozZstvi DNA — DNA neni jenom degradovana
zpracovanim potravin, ale také se vyskytuje v malém
mnozstvi, které tak redukuje pocet fragment( vhod-
nych pro molekularni analyzu. Tento problém lze
odstranit vy$Sim poc¢tem PCR cykld (45-55), kterymi
Ize doséhnout dostate¢ného mnoizstvi amplifikované
DNA pro nasledné analyzy. V malych mnozstvich se
mohou vyskytovat v potravinach i minoritni slozky,
které byly do potravin pfidany ndhodné nebo jako
slozky falSovani, proto musi detekéni metody posky-
tovat velice spolehlivé vysledky.

e Kontaminace — PCR je velice senzitivni metoda, proto
muaze nékdy dochazet prednostné k amplifikaci exo-
genni DNA namisto hledané DNA.

e PCR inhibitory — mezi latky inhibujici PCR metody
patii i slouceniny pouzivajici se pfi pfipravé vzorkd
nebo vznikaji pfi téchto Gpravach, jako napf. feno-
lické slouceniny, polysacharidy (nebo produkty
Maillardovy reakce), glykogen, tuky, mlécné proteiny,
kolagen, Zelezo nebo kobalt. Proto kazda nova testo-
vana potravina vyZaduje vyvoj nové extrakcni
a amplifika¢ni metody nebo alespori adaptaci jiz
existujici. Nékteré inhibitory Ize neutralizovat pfida-
nim hovéziho sérového albuminu (BSA) nebo
spermidinu k reakcni smési pro PCR%.

DNA markery pro druhovou identifikaci

DNA ziskana z potravin projevuje fadu specifickych
vlastnosti, které komplikuji jeji detekci. Tyto vlastnosti
jsou dlivodem, pro¢ je vétSina identifika¢nich metod
pfednostné zalozena na mitochondridlni DNA
(mtDNA). Obsah mtDNA uvniti buriky je az 1000x vétsi
neZ jaderné DNA, proto je amplifikace této mtDNA sna-
78i nez jaderné DNA. Navic, tento maly cirkuldrni
genom (cca 16 kb u vétSiny obratlovcl) vykazuje
maternadlni dédi¢nost (jedinci maji jen jednu alelu), je
haploidni a nepodléha rekombinaci, tyto vlastnosti
usnadnuji stanoveni. Idealni DNA marker vhodny pro
identifikaci jednotlivych druht by mél byt dostate¢né
proménlivy mezi druhy (zejména mezi témi nejbliz-
$imi) a mél byt dostate¢né prostudovany u velkého
poctu druhd tak, aby umoziioval porovnani nukleoti-
dové sekvence z nezndmého vzorku s referen¢nimi
vzorky z databazi. Tyto podminky nejlépe splnil gen
kodujici cytochrom b, ktery je velice ¢asto vyuzivan i pfi



fylogenetickych studiich. Tento gen obsahuje jak
konzervativni oblasti, které mohou byt pouzity pro
amplifikaci u vétsiny obratlovct, tak oblasti s vysokou
variabilitou, které umoziuji studium blizce pfibuznych
druhti. V pfipadé uréovani plemen nebo geografického
plvodu je dilezitd tzv. vnitiné specifickd variabilita
napi. D — smyckou (D-loop), mikrosatelity nebo kodu-
jicimi regiony. Z uverejnénych studii vyplyva, Ze nejvice
metod je zaméfeno na cytochrom b, déle pak na 12 S,
16S a D-loop®.

Pro potvrzeni metod nebo analyzy fragmentd Ize
vyuzit specifického Stépeni fragment( restrikéni endo-
nukleasou (PCR-RFLP), sekvenacnich technik, sou-
¢asné amplifikace dvou a vice fragmentl s rdznymi
primery (multiplex PCR) nebo analyzy jednoietézcové-
ho konformacniho polymorfismu (PCR-SSCP). Dalsi
strategie pouzita k identifikaci v potravinach je analyza
randomni amplifikované polymorfni DNA (RAPD)
a analyza jednoduchych opakujicich se sekvenci
(mikrosatelity).

Klicovym bodem nékterych analyz potravin je kvanti-
fikace, jako napi. u geneticky modifikovanych organis-
mu a alergen(, pro néz jsou piipustné limity stanoveny
legislativou. Nedostatky klasické PCR se snazi fesit
dvé nové vyvinuté kvantitativni metody, a to kvantita-
tivni PCR (QC-PCR) a PCR v redlném case (RT-PCR).
Moznost pouZiti specifickych sond a znacenych pri-
merQ pfi RT-PCR umoiiiuji kontinualni detekci
fragmentd, zvySuje se tak spolehlivost téchto technik
a tim i jejich vyuzitelnost pro analyzy potravin®.

PCR-RFLP - analyzy produktii PCR pomoci Stépeni
restrikéni endonukleasou

Pomoci primeru navreného podle sekvence DNA
ov¢iho satelitu 1, ktery byl pouzit pro amplifikaci, byla
amplifikovéana ov¢i a kozi DNA, nikoliv dalSich druhd
(skot, prase, kan, kure, kralik). Naslednou sekvenacni
analyzou téchto PCR produktd byla nalezena 92%
homologie, ale zaroveri byla odhalena 4 restrikéni
mista, ktera byla odlisna u ovci a koz, a tak bylo mozné
pomoci restrik¢nich enzym tyto dva druhy rozlisit.
Pomoci restrikéniho enzymu Apal byl PCR produkt
o velikosti 374 pb rozstépen na fragmenty 236
a 138 pb. Kozi DNA neobsahuje toto restrikéni misto,
proto nedoslo k jeji nastépeni a rozdily mezi kozi a ov¢i
DNA bylo mozné vizualizovat na agarosové elektro-
foréze. PCR-RFLP tak nalezla Siroké uplatnéni
u identifikace druhi masa, véetné rybiho2.

Multiplex PCR

Pfesné urceni jednotlivych specifickych sekvenci
u jednotlivych druhl organismG umozfiuje navrZeni
fady druhové specifickych primerd. Za specifickych
podminek tyto primery vytvaii DNA produkty daného
druhu. Na zédkladé pérovani druhové specifickych
primerQ s neselektivnim protéjskem je mozné testovat
najednou pfitomnost vice druhl pomoci nékolika
primerd. Multiplex PCR se pouzZivda pro stanoveni
plvodu masa i ryb2
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PCR-SSCP - jednofetézcova konformacni
polymorfni analyza

Pro vy3e zmifiované metody je znalost amplifikované
sekvence DNA nezbytn4, ale existuji i metody, u kterych
neni tato informace vyzadovéna. PCR-SSCP je zalozena
na amplifikaci stejného Gseku DNA napfi¢ ZivocisSnymi
druhy, nejcastéji je pouzit gen mitochondrialniho cyto-
chromu b. Vzniklé dvoufetézcové produkty jsou podro-
beny denaturaci, nasledné jednofetézcové tseky zauji-
maji specifické sekundarni struktury, které jsou zavislé
na jejich sekvenci. Tyto sekundarni struktury vykazuji
pii elektroforéze v polyakrylamidovém gelu rdznou
elektroforetickou pohyblivost, diky které Ize rozlisit
jednotlivé druhy. Pouzitim této metody lIze rozlisit
sekvence lisici se i o jedinou bazi. Pomoci PCR-SSCP Ize
rozlisit rGzné druhy ryb’.

RAPD - analyza randomni polymorfni DNA

Tato metoda vyuziva libovolné primery nebo né-
hodné amplifikované polymorfni DNA markery. Primery
jsou kratké, obsahuji pfiblizné 10 bazi. Za vhodnych
podminek pro PCR dochazi k amplifikaci fady lokus,
které tvofi elektroforeticky obraz (vzor), obsahujici
rizné velké signaly. Tyto obrazy jsou druhové speci-
fické. RAPD se vyuzivd pro stanoveni ptvodu masa
a druhu ryb'.

Porovnani metod - vyhody a nevyhody

Aplikovatelnost vySe zminénych metod je zavisla
na vyhodach a nevyhodéch jednotlivych postupt. Testy
zaloZzené na DNA hybridizaci jsou zdlouhavé, ke znace-
ni sond se casto vyuziva radioaktivity, kterd je zna¢nou
nevyhodou pro manipulaci a likvidaci takového mate-
ridlu. Na druhou stranu, lze za vhodnych podminek
touto metodou rozlisit v mase fadu riznych Zivocisnych
druhti i v pfipadé relativné degradované DNA. Hlavni
nevyhodou tohoto postupu zlstdva potieba relativné
velkého mnozstvi precisténé DNA.

Testy zaloZené na PCR nepotiebuiji tolik izolovaného
materialu, diky naslednym amplifika¢nim krokdm.
Ani cistota analyzovaného vzorku neni tak zdsadni jako
pro DNA hybridizaci, ale vzorek pro PCR nesmi obsaho-
vat kontaminanty, které by mohly inhibovat reakci.
Pouziti druhové specifickych primer( pii stanoveni
pravosti potravin mlze byt vyraznou vyhodou pro sta-
novovani vice druhl najednou. Pro navrzeni vhodnych
primer( je samoziejmé nutné znat primarni sekvence,
stejné tak pro sestaveni vhodnych pozitivnich
a negativnich kontrol. U PCR bez pouziti druhové
specifickych primer( je nutna néslednd analyza pro-
duktd, napfiklad na zdkladé sekundarnich struktur.
Sekvenovani je znac¢né zdlouhavé a technicky nérocné,
ale Ize tak ziskat fadu informaci. Dobré vysledky Ize
ziskat i RFLP analyzou produktl PCR, které slouzi
k vylouceni nékterych druhl a pouzitim vhodnych
restrik¢nich fragment( Ize i ¢etné druhy identifikovat.
Nevyhodou této metody muze byt obcasné netplné
nastépeni nebo vnitini specifickd zména DNA, ktera
miZe zpUsobit vymizeni nebo tvorbu nového re-



strikéniho mista, coz vede ke vzniku nespecifického a tak je nasledna interpretace vysledkd obcas proble-

(faleSného) produktu. Nasledné po Stépeni restrik¢nimi maticka. Ani SSCP ani RAPD nejsou pfilis spolehlivé
enzymy je vhodné provést analyzu velikosti fragment metody, predevsim pro zajisténi stabilnich reaké¢nich
pomoci elektroforézy. Analyza amplikon pomoci SSCP podminek, které jsou nutné pro reprodukovatelnost
analyzy je vysoce naro¢na na podminky, zvlasté pak vysledka?.

na teplotu, pfi které jsou produkty podrobeny analyze
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Souhrn

Machova I.: Dilkaz pravosti potravin ZivociSného piivodu DNA technologiemi

Metody PCR se Uspésné vyuZivaji pfi ur¢ovani pavodnich surovin v masnych, mlékarenskych a rybich produktech.

Obecné se vsechny zminéné metody daji aplikovat pro odhaleni pouZiti levnéjsi suroviny misto drazsi, nebo odhalit kvalitu
piisad, ale dulezita je i interpretace vysledkd. Prozatim neexistuje univerzélni pfesna metoda, ktera by jednozna¢né dokézala
uréit druhovy plvod surovin v potravinach. V tomto ¢lanku jsou nastinény soucasné vyzkumné trendy v oblasti DNA technologii
pro uréovanim pravosti potravin.

Klicova slova: pravost potravin, PCR, DNA hybridizace

Summary

Machova L.: Assay of the authenticity of food of animal origine via DNA technologies

PCR methods have been successfully used in identifying the main ingredients of meat, dairy and fish products.

Generally, all the described methods can be applied to detect the substitution of expensive raw materials for by cheaper ones,
or reveal the quality of ingredients, but it is the correct interpretation of results. So far there is no universal exact method, which
could clearly identify the origin of the ingredients in foods. This article outlines the current research trends in the field of DNA
technology for the determination of food authenticity.

Key words: authenticity of food, PCR, DNA hybridization

70



OBSAH

Uvodem 43
Zprava z konference: 14th International Biotechnology Symposium and Exhibition 44
Mezinarodni rok chemie 2011 44
Jirdkova H., Roudnéd M.: Mezinarodni jednani o biologické bezpecnosti skoncila uspésné 45
Biotech 2011 & 5 Czech - Swiss Symposium 47
Olomouc Biotech 2011 48
Skola molekularnich biotechnologii - pozvanka k uéasti 49
Viktorova J. et al: Transgenni rostliny uréené pro fytoremediace 50
Pichalova R: Poutziti enzymii v textilnim primyslu 55
Musélkova D: Farmakogenetika a farmakogenomika aneb farmakoterapie $ita na miru 57
Prochézkova Z: Makrolidova antibiotika 60
Pospisilova D: Fyzikalné-chemické vlastnosti povrchu bunék a metody jejich stanoveni 63
Machova I.: Diikaz pravosti potravin ZivociSného piivodu DNA technologiemi 67
CONTENTS
Editorial 43
Report from the conference: 14th International Biotechnology Symposium and Exhibition 44
International Year of Chemistry 2011 44
Jirdkova H., Roudné M.: International negotiations on biosafety ended successfully 45
Biotech 2011 & 5% Czech - Swiss Symposium 47
Olomouc Biotech 2011 48
School of molecular biotechnology - invitation for participation 49
Viktorova J. et al: Transgenic plants intended for phytoremediation 50
Pichalova R.: Application of enzymes in textile industry 55
Musélkova D.: Pharmacogenetics and pharmacogenomics - tailoring the pharmacotherapy 57
Prochézkova Z.: Macrolide antibiotics 60
Pospisilova D.: Physical and chemical properties of the cell surface and their determination 63
Machova I.: Assay of the authenticity of foods of animal origine via DNA technologies 67

POKYNY PRO AUTORY

Rukopisy je tfeba 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 m& tyto &asti: nazev prace, jména autorll a pracovisté, e-mailova adresa autora, Gvod, vlastni text ¢lenény do kapitol, zavér
(pfip. podékovani), citace literatury, ¢esky souhrn, klicova slova a anglicky souhrn a kli¢ové slova.
Odkazy na literaturu se ¢&isluji v pofadi, v jakém pfichazeji v textu prace, a jsou uvadény formou exponentu (bez zavorek) v pfislusném misté
textu (v€etné tabulek a obrazk(). Seznam citaci musi byt uveden v zévéru ¢lanku. Zkratky ¢asopisti se pouzivaji podle Chemical Abstract Service
Source Index.
Priklad: Guest JD, Rao A, Olson L, et al.: J.Biochem. 148, 502 (1997).

Novék Z.: Diplomova prace. VSCHT, Praha 2008.

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

http://en.wikipedia.org/wiki/Lipidomics, stazeno 3. zaii 1999.
Tabulky se oznacuji fimskymi Cislicemi. Kazdé tabulka je opatfena ndzvem a popisem umisténym nad tabulkou. Obréazky se ¢Cisluji arabskymi
Cislicemi. Kazdy obrazek musi byt opatien legendou umisténou pod obrazkem, kterd jej Cini jednozna¢né srozumitelnym (tj. bez nutnosti
hledat nezbytné informace v textu). Obrézky zasilejte zvlast v nékterém z béznych forméatd napf. TIF, JPG, CDR, EPS.
Technické parametry: typ pisma Arial velikost 11, fadkovéni jednoduché.




BIOPROSPECT

Vydavatel:
BIOTECHNOLOGICKA SPOLECNOST
Technicka 3
166 28 Praha 6
IC: 00570397

Zapsan do evidence periodického tisku a bylo mu pridéleno evidencni ¢islo:
MK CR E 19409

Tiskne:
Venice s.r.o.
Za Hanspaulkou 13/875
160 00 Praha 6

ISSN 1210-1737

Neprodejné — jen pro Cleny Biotechnologickych spolecnosti

Podavani novinovych zisilek povoleno Reditelstvim post Praha, &1. NP 1177/1994 ze dne 13.6. 1994




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (None)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /GRE <>
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUS <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /CZE <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice




