


B
1

21* Volume
No. 3/2011

PROSPECT

Society address: Institute of Chemical Technology, Technickd 3, 166 28 Prague 6, Czech Republic.
Tel.: 420-220 443 151, fax: 420-233 334 769, e-mail: danka.pokorna@vscht.cz, ICO 00570397,
account No.: 19534-061/0100 Komer¢ni banka Praha 6, Dejvickd 52, SWIFT CODE: COMBCZTPP

BULLETIN OF CZECH
BIOTECHNOLOGY
SOCIETY

member of European Federation
of Biotechnology

SUMMARY

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

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

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

For more information contact the editorial
board or directly:

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

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

e-mail: petra.lipovova@vscht.cz

http://bts.vscht.cz



UVODEM
Vazeni pratelé,

jak vsichni dobfe vite, ve dnech 15. - 17. ¢ervna 2011
probéhlo v Nérodni technické knihovné v Praze bio-
technologické symposium Biotech 2011 spole¢né
s 5. Cesko-3vycarskym symposiem. Symposium bylo
velmi Uspésné a bylo podpofeno fadou spolupracujich
organizaci a primyslovych podniké. O jeho pribéhu
pfinasime v tomto Ccisle podrobnou zprévu. Zajemci
o prezentované pfednasky a postery mohou nahléd-
nout do knihy abstrakt (ISBN 978-80-7080-782-8).
Atmosféru symposia pifipomene uUcastnik@im a pfiblizi
ostatnim zajemcdm fada fotografickych snimkd,
které jsou k nahlédnuti a pfipadnému stazeni na webo-
vych strankach www.olymparchiv.rajce.net/Biotech i na
webovych strankdch symposia (www.biotech2011.cz),
které zlstdvaji v provozu a jsou i aktualizovany.
K disposici je i videozéznam zahajovaciho dne sym-
posia.

Ilhned po praiském symposiu nésledovalo ve dnech
19. - 22. ¢ervna 2011 postsymposium Olomouc Biotech
2011 organizované nasimi partnery z Centra pro bio-
technologicky a zemédélsky vyzkum regionu Hana
a Palackého univerzity v Olomouci. Toto symposium
bylo specializované na rostlinné biotechnologie. O jeho
pribéhu piindsime v tomto cisle Bioprospectu rovnéz
podrobnou zpravy. Zdjemci o abstrakta pfednesenych
predndsek a prezentovanych posterd mohou nahléd-
nout do knihy abstrakt (ISBN 978-80-254-9794-4).

Vybrané prednasky z obou symposii budou publiko-
vany ve vysoce impaktovaném casopise Biotechno-
logy Advances, vydavaném nakladatelstvim Elsevier
a pfisupném na webovém portalu Science Direct.

V podzimnim obdobi Vés zveme na konferenci
ANAEROBIE 2011, ktera se bude konat 14. — 15. zafi
2011 v KD Druzba Klatovy. Tématem konference
jsou anaerobni biotechnologie zpracovéani kalt
a organickych odpadl s energetickym vyuzitim, vice
na http.//www.czwa.cz.

Radi bychom Vas upozornili na dvé vyznamné
biotechnologické publikace. Prvni z nich je monogra-
fie Klause Buchholze a Johna Collinse: Concepts
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in Biotechnology (History, Science and Business)
vydana nakladatelstvim WILEY-VCH Verlag GmbH & Co.
KgaA (www.wiley-vch.de). Kniha je rozdélena do tii
¢asti. Prvni se podrobné zabyva historii biotechno-
logii, druha céast nazvana ,The New Paradigm Based
on Molecular Biology and Genetics” se v zdsadé
zabyva zéklady biotechnologii, snazi se vymezit jejich
aplikacni oblasti a nezapomind ani na etické aspekty
a problematiku intelektudlniho vlastnictvi. Treti ¢ast je
vénovana konkrétnim aplikacim. Je sice dobie
napsana, ale rozhodné neni vycerpavajici. V kazdém
pifipadé je to kniha zajimava, ktera stoji za precteni
a doporucil bych ji i jako vyukovy material. Druhd
doporucend publikace mé jiny charakter. Je to roz-
sahlé Sestidilné kompendium vydavané jiz ve dru-
hé aktualizované edici nakladatelstvim Elsevier
(www.elsevierdirect.com/biotechnology). Hlavnim edi-
torem ,Comprehensive Biotechnology” je profesor
prestizni kanadské university ve Waterloo Murray Moo-
Young, ktery byl i Gicastnikem obou nasich symposii.
Editory jednotlivych dilG jsou daldi vyznamné veé-
decké osobnosti. Nazvy jednotlivych dild jsou Scienti-
fic Fundamentals of Biotechnology, Engineering Fun-
damentals of Biotechnology, Industrial Biotechnologies
and Commodity Products, Agriculture and Rela-
ted Biotechnologies, Medical Biotechnology and
Healthcare a Environmental Biotechnology and Safety.
Vsechny dily kompendia jsou vzdjemné propojeny
kiizovymi odkazy. Kompendium bude k disposici jak
v elektronické, tak i tisténé formé. Tisténa forma
(ISBN 978044453524) bude k dsposici jen po omeze-
nou dobu. Z toho je vidét, Ze se pfedpoklada, ze bude
vétsi zdjem o elektronickou formu nei o tiSténou.
Elektronickd forma je uvadéna na trh pod ISBN
9780080885049.

Tésime se na Vase pfispévky pro dalsi disla
Bioprospectu a Vasi ucast na nasich akcich.

S pozdravy Vasi
Jan K&$ a Petra Lipovova



V obdobi od 15. do 17. ¢ervna 2011 organizovala
nase spole¢nost s FPBT VSCHT v Praze za soudinnosti
s partnery z Ceské republiky a Svycarska (viz nize uve-
dend loga partnerl) biotechnologické symposium
Biotech 2011, které bylo soucasné jiz 5. Cesko-Svycar-
skym symposiem. Symposium se konalo v Narodni
technické knihovné v Praze-Dejvicich, piicemz pied-
nasky zvanych hostl se uskutecnily v Ballingové sale.
Jesté pied vlastnim zahdjenim symposia se uskute¢nil
seminafi ,Jak psat védecké clanky, aby byly pfijaty
k publikaci v renomovanych ¢asopisech”. Organizétofi
na ném umoznili Ucast véem zdjemclm, tedy i tém,
ktefi se nezdcasnili symposia. Uvodni pfednasku pred-
nesl Anthony Newman, redaktor nakladatelstvi Elsevier.
O seminéf byl velky zdjem.

Oficidlni zahajeni symposia mélo slavnostni raz.
Uéastniky pozdravili vyznamni hosté. Uvodni slovo pro-
nesl rektor VSCHT v Praze profesor Josef Koubek, ktery
pfipomnél dlouholetou spolupraci mezi ceskymi
a Svycarskymi chemiky, naznatil sou¢asny profil VSCHT
a podpofil konani takovych akci jako je pravé zahajo-
vané symposium. Druhym vyznamnym fecnikem byl,
jeho excellence André Regli, velvyslanec Svycarska
v Ceské republice, ktery vyslovil potéseni nad uzkou
spolupraci ¢eskych a Svycarskych biotechnologt, ces-
kych a Svycarskych biotechnologickych spole¢nosti
a popfial ucastnikim uspésny pribéh symposia.
Pan velvyslanec se zucastnil celého zahajovaciho jed-
nani i neformélnich rozhovorl s ucastniky po jeho
skonceni. Tretim vyznamnym hostem byl PhDr. Ondfiej
Balatka Ph.D., radni Prahy 6, ktery pozdravil Gcastniky
symposia v zastoupeni pi. starostky Ing. Marie Kousa-
likové, vyjadiil potéseni nad pofadanim tohoto sympo-
sia na Uzemi Prahy 6 a popfél ucastnikim pfijemny
pobyt v Praze.

Po oficialnich projevech byli ucastnici symposia
seznameni se stavem biotechnologii ve Svycarsku
a v Ceské republice. Zpravu o biotechnologiich ve Svy-
carsku pfednesl za Svycarskou biotechnologickou
asociaci Dr. Hans-Peter Meyer. Situaci v Ceské repub-
lice postupné demonstrovali Ing. Martin Partl
(Czechinvest), Mgr. Marek Polach (CzechBio)
a Doc. Ing. Martin Fusek, CSc. (MedChemBio).

Slavnostni zasedani zakoncila plenarni prednaska
RNDr. Marka Minarika, Ph.D. (fy. Genomac), kterd se
zabyvala analyzou individuélnich lidskych genomd.

Nasledujici “Welcome Party”, ktera se uskutecnila
v prostorné galerii Narodni technické knihovny, byla
prileZitosti pro rozhovory mezi zndmymi z pfedchozich
¢esko-Svycarskych symposii a k navazani novych
kontakt(. Vecer byl zakoncen diskusi u kulatého stolu
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mezi ¢eskymi a Svycarskymi ucastniky symposia a jejich
hosty (“Czech-Swiss partnership”).

Nasledujici dva dny byly nabity pfednaskami, disku-
semi u poster a dvéma workshopy. Ve ctyfech sekcich
(Biotechnologie ve farmacii, Biotechnologie ve vyzivé,
Biotechnologie pro udrzitelny rozvoj a Nové pfistupy
v bioprocesech) bylo pfedneseno 25 zvanych piedna-
Sek fe¢niky z Ceské republiky, Svycarska, Némecka
a Kanady). Téma rostlinnych biotechnologii bylo re-
zervovdno pro postsymposium v Olomouci, které
ve dnech 19. — 22. ¢ervna 2011 zorganizovalo nové
vytvofené Centrum regionu Hand pro biotechnologicky
a zemédélsky vyzkum. Zprava o pribéhu tohoto sym-
posia je uvedena dale.

Vybrané prednasky z obou symposii budou publiko-
vany v prestiznim casopise Biotechnology Advances.

Na védeckém programu prazského symposia se
podilelo 135 ucastnikti z 19 zemi (mimo VIP host
a vystavovatell), z nichz zhruba 50 % tvofili ucastnici
z Ceské republiky, 20 % ze Svycarska a 30 % z ostat-
nich zemi (Alzirsko, Belgie, Brazilie, Némecko, ltalie,
Kanada, Mexiko, Moldavie, Uzbekistan, Rumunsko,
Saudska Arabie, Srbsko, Jizni Korea, Spanélsko, Thajsko
a Nizozemi). Nékolik pfihlasenych zdjemcl z dalSich
zemi se nemohlo ztéastnit, protoze nedostali vstupni
viza, coz nam bylo lito.

Na symposiu byl presentovan neocekdvané vysoky
pocet 80 posterll. Dik vstficnosti nasich partnerd se
ndm podafilo nejlepsi postery ocenit. Prezentované
postery byly rozdéleny do dvou kategorii.

V seniorské kategorii byly udéleny nasledujici
3 ceny:

Golden Award (sponzorovala fy. Lonza Biotec) obdr-
zel Dominik Lithy, Zurich University of Applied
Sciences, Svycarsko za poster “Novel approaches to the
design of processes for enzyme production with
recombinant Pichia pastoris”.

Silver Award (sponzorovala fy. Unimills) obdrzela
Teresa Gervasi, University of Messina, Italie za poster
"Development of probiotics to combat Clostridium
perfringens””

Bronze Award (sponzorovala fy. Zentiva/Sano-
fiaventis) ziskal Jifi Kucera, Masarykova universita
v Brng, Ceska republika za poster “Anaerobic ferric iron
reduction by acidophilic biomining bacteria”.

V juniorské kategorii (PhD studenti) byly udéleny
3 ceny sponzorované fy. Sigma-Aldrich (poukazky
na nakup vyrobkl Sigma-Aldrich) a 3 ceny sponzoro-
vané nakladatelstvim Elsevier (knihy s biotechnologic-
kou tématikou).



Ceny od fy. Sigma-Aldrich obdrzeli:

Gita Prochédzkova, VSCHT v Praze za poster
“Magnetite: the promising agent for harvesting
Chlorella vulgaris”.

Petra Junkova, VSCHT v Praze za poster “The role of
Mason-Pfizer monkey virus matrix protein in virion
budding”.

Ondfej Stanék, Mikrobiologicky tstav AV CR, Praha
za poster “A novel tool for induction of specific T cell
immune responses: Complexes of steptavidin-fused
antigen with bionylated antibodie targeting endocytic
receptors of antigen presenting cells”.

Ceny od nakladatelstvi Elsevier obdrzeli:

Petr Hyka, Zurich University of Applied Science,
Svycarsko za poster “Current opportunities for flow
cytometry-based methods in monitoring and develop-
ment of bioprocesses with microalgae”.

llona Bibova, VSCHT v Praze za poster “Application
of quantitative PCR in tuberculosis diagnostic”

Rafeek Shaikh, Zurich University of Applied Sciences,
Svycarsko za poster “Monitoring of protein glyco-forms
built during a high cell density process with recombi-
nant Pichia pastoris”.

Béhem posledniho dne symposia byly jesté organizo-
vany dva zajimavé workshopy. Prvni “Exchange oppor-
tunities for biotechnology students in Switzerland and
the Czech Republic” byl organizovén na podporu moz-
nosti biotechnologické studia v partnerské zemi a byl
podpofen zejména vysokymi Skolami (VSCHT a ZHAW)
a také asociaci biotechnologickych spole¢nosti v CR
CzechBio.

Druhy workshop “Workshop on industry-academia
relationship and job opportunities” byl organizovan
s cilem umoznit komunikaci mezi vysokymi Skolami
a biotechnologickymi organizacemi representova-
nymi predevsim jejich personalnimi pracovniky
a samoziejmé umoznit studentdim, ucastnikim sym-
posia, se seznamit s pracovnimi pfileZitostmi v bio-
technologickych spole¢nostech.

Pro Gcastniky symposia byl pfipraven i dalsi program,
a to prohlidka vecerni Prahy a zejména exkurse do bio-
technologické tovarny Lonza Biotech v Koufimi, ktera
byla spojena i s ndvitévou Kutné Hory.

Uspé&sny pribéh symposia byl umoznén diky jeho
organizatorm, zajmu a podpofe vsech partnert, pod-
pofe a porozuméni Ucastnikd symposia i vzornym
pfistupem dodavateld sluzeb, zejména pracovnikd
Narodni technické knihovny, dodavatele gastronomic-
kych sluzeb i tiskarny Venice Praha s.r.o. Zavérem této
kratké zpravy o pribéhu naseho symposia bych chtél
vSem zminénym podékovat a vyslovit presvédceni,
Ze se opét sejdeme na dalSim symposiu.

Zajemci si mohou piecist nékteré ohlasy na nase
symposium na nasledujicich internetovych odkazech:

http://www.biotechnet.ch/&c=news&news_id=35#35

http://www.swissbiotech.org/php5/aa2/index.php?id=
=320234

http://www.myscience.ch/wire/institut_fuer_biotech-
nologie_der_zhaw_praesentiert_sich_in_prag-2011-
-zhaw

http://www.lsfm.zhaw.ch/de/science/ueber-
-uns/aktuelles/medien/medien-detail/news/institut-
-fuer-biotechnologie-der-zhaw-praesentiert-sich-in-
-prag.html

Nékteré okamziky symposia jsou zachyceny na DVD
a téz na fotografiich, které jsou volné ke stazeni
na adrese:

http://olymparchiv.rajce.idnes.cz/Biotech_15.6.2011/
http://olymparchiv.rajce.idnes.cz/Biotech_16.6.2011/
http://olymparchiv.rajce.idnes.cz/Biotech_17.6.2011/

Pfedpokladéme, ze nékteré odkazy a zpravy dame
postupné na nas pulvodni symposialni web.

Jan Kas
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OLOMOUC BIOTECH 2011 - PLANT BIOTECHNOLOGY:

GREEN FOR GOOD

Maria Smehilova

Univerzita Palackého v Olomouci, Centrum regionu Hand pro biotechnologicky a zemédélsky vyzkum,

Oddéleni molekuldrni biologie, www.cr-hana.eu

Na Univerzité Palackého v Olomouci se ve dnech
19. — 22. ¢ervna 2011 uskute¢nila mezindrodni konfe-
rence s nazvem Olomouc Biotech 2011 - Plant
Biotechnology: Green for Good. Olomouc tak znovu
potvrdila své vyznamné postaveni mezi Spickovymi
védeckymi centry mezindrodni trovné. Organizaci kon-
ference zajistilo Centrum regionu Hana pro biotechno-
logicky a zemédélsky vyzkum, jehoz vystavba pravé
probihda v univerzitnim aredlu v Olomouci-Holici
na ulici Slechtiteld, kde se konference odehrala.

Konferenci zahdjil svou feci primator mésta
Olomouce Martin Novotny, ktery ocenil piinos
C. R. Hanéd pro region a zduraznil historickou roli
Olomouce ve svétové védé. ,Green for Good” uvitala
pies stovku védcl z domécich i zahrani¢nich pracovist,
mimo jiné napfiklad z Francie, Némecka, Svycarska,
USA nebo Kanady. Na konferenci byly prezentovény
nejnovéjsi poznatky a trendy rostlinné genetiky
a molekularni biologie, byly také pfedstaveny moderni
biotechnologické aplikace a zplsoby jejich vyuziti
v zemédélstvi. Soucasti konference byla kromé pfedna-
Sek i posterova sekce se studentskou soutézi, kterd
vytvofila pfijemné prostiedi pro diskusi studentt
doktorskych program( s renomovanymi védci. Na pro-
gramu nechybély ani primyslové a komeréni prezen-
tace spole¢nosti (Teva Czech Industries, Fosfa, BioTest,
Sigma Aldrich, Monsanto), jejichz spoluprdce mezi
akademickou a aplika¢ni sférou pfipomnéla svou diile-
zitou roli.

Sérii piednasek zahdjil svou prezentaci ,Crop biofor-
tification: GMO or non-GMO" profesor Wilhelm
Gruissem ze Svycarského ETH v Curychu. Vyznamnad
¢ast prednasek a posterovych sdéleni byla zamérena
na vyuziti poznatkd metabolismu rostlinnych hormont
cytokinin@, jejichz vyzkum ma v Olomouci-Holici
tradici. Z této oblasti pfedstavil napfiklad doktor Lukas
Spichal z Laboratofe rlstovych regulatortd C. R. Hand
moznou aplikaci pfipravku INCYDE v zemédélstvi.
Z domacich védcl déle predstavili praci svych tyma
profesor Jozef Samaj a docent Jaroslav DoleZel, vé-
decky feditel Centra. Mimo domdci pracovisté pfedsta-
vila na konferenci sv@j vyzkum i profesorka Olga
Valentova z ICT Praha. Ze zahrani¢nich hostd pak
prezentoval napftiklad profesor Heribert Hirt
z francouzského UGRV v Evry nové strategie zlepSovani
odolnosti rostlin va¢i stresu. Doktor Viktor Korzun,
prezident Evropské organizace pro vyzkum rostlin,
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pfedstavil Gspéchy a perspektivy v oblasti Slechténi
obilnin némecké spole¢nosti KWS Lochow GmBH.
Déle predstavila pokroky v pfipravé transgennich obilo-
vin doktorka Wendy Harwood z anglického John Innes
Centra v Norwichi. K vyznamnym hostdm patfil napfi-
klad emeritni profesor z kanadské University of
Waterloo Murray Moo-Young, ktery ve své prezentaci
vyzval studenty, aby vzali svou roli v budoucnosti bio-
technologii do vlastnich rukou. Inspirujici pfednasku
o biotechnologii kofenovych systém0 rostlin uvedl
v rdmci konference doktor lan Dodd z anglické
Lancaster University. Vitézkami studentské soutéze
o nejlepsi postery se staly Helena Starikova, Jana Ciz-
kové a Renéta Baldzovd. Konferenci ukoncil svou feci
profesor Brian F. C. Clark, viceprezident Evropské bio-
technologické federace, ktery apeloval na védce
a zastupce komercnich spole¢nosti s poselstvim
vzdjemné spoluprace pro udrieni a rozvoj konku-
renceschopnosti nasi zemé v celosvétovém meéfitku.
Na zévér setkani se ucastnici konference mohli sezna-
mit s ,tradi¢ni” hanackou biotechnologii v podobé
vyroby olomouckych tvar(izkGi navstévou spolecnosti
A. W. v Losticich. Konference se stala pfijemnym pro-
stfedim ke komunikaci o rostlinnych biotechnologiich
pro viechny zuicastnéné, a jak fekl profesor Ivo Frébort,
feditel C. R. Hana: ,Véfim, Ze jsme touto konferenci
zahdjili sérii a Ze se nam podaii z téchto setkani vytvo-
fit tradici” Zaroveri timto pfanim pozval vSechny zucast-
néné do Olomouce znovu 17. — 21. ¢ervna 2013,
do v té dobé jiz hotovych novych prostor Centra.

Realizace projektu C. R. Hana byla zahdjena v dubnu
loriského roku, kdy byly spustény klicové védecké akti-
vity Centra. Ty zahrnuji celou skalu oblasti intenzivniho
vyzkumu, zejména v oblasti proteinové biotechnolo-
gie, rostlinné biotechnologie, molekuldrni biologie
a genetiky. Diky Centru vznikly mimo jiné i nové
vyzkumné skupiny. ,Ackoli jsou budovy Centra regionu
Hana teprve ve vystavbé naSim védeckym tymdm
nebrani nic v jejich vyzkumu. Konference Olomouc
Biotech 2011 je toho Zivym dlkazem,” dodal profesor
Frébort. Celkova dotace projektu C. R. Hand dosahne
na 832 mil. K& samotna stavba véetné unikdtnich
technologii predstavuje investici pres 500 mil. K¢
a pfistrojové vybaveni asi 150 mil. K¢ Predani objektd
k vyzkumu se uskute¢ni koncem roku 2012. Projekt
Centra je financovén z Operac¢niho programu Vyzkum
a vyvoj pro inovace.



ODBORNE PRiSPEVKY

MOZNOSTI TRANSFORMACE PENTOS NA ETHANOL

Michaela Jirku

Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT v Praze, michaela.jirku@vscht.cz

Uvod

Vyroba bioethanolu z rostlinné biomasy se
v soucasné dobé tési zna¢né pozornosti nejen védcd,
ale i laické vefejnosti. Dlivody pro jeho produkci jsou
nésledujici — zmirnéni globélniho oteplovéni a nalezeni
alternativni suroviny pro pohonné hmoty namisto ropy.
Bioethanol se prozatim vyrabi pfevainé ze Skrobnaté
a dalsi zkvasitelné cukry obsahujici biomasy, jako je
napfiklad cukrova titina nebo cukrova fepa. Protoze se
tyto rostliny v8ak vyuzivaji i v potravinaiském primyslu
a jako krmiva pro hospodaiska zvifata, hledaji se alter-
nativni zdroje pro jeho produkci. Mozna jiz byly nale-
zeny. Jednou z alternativ se ukazala moznost lihového
kvaseni z pfedpfipravené lignocelulosové biomasy.'?

Lignocelusova biomasa

Jako lignocelulosovou biomasu oznacujeme
zemédélsky odpad, traviny a dievo pievaziné listnatych
stromU. Tento rostlinny material je bohaty na celulosu,
hemicelulosu a lignin. Z nich je mozné vyuZzit pro kva-
Seni pouze celulosu a hemicelulosu. Lignin se sepa-
ruje a slouzi dale jako pevné palivo a surovina pro dalsi
chemické produkty.'?

Prvnim krokem zpracovani lignocelulosové biomasy
je chemickd (kysela nebo zésaditd) nebo enzymaticka
(celulasy, hemicelulasy) hydrolyza R-1,4-glykosidické
vazby. Hlavni slozkou takto ziskanych hydrolyzatd je
glukosa (vznikajici z celulosy), ale pomérnou cast
monosacharid( tvofi dva pentosové cukry pochazejici
z hemicelulosy: D-xylosa a L-arabinosa. Jejich pomér
se lisi v zavislosti na pouzité suroviné a zplsobu
hydrolyzy. D-xylosa je druhym nejhojnéjsim sachari-
dem a jeji obsah je zvlasté vysoky v travinach a tvrdém
dievé. Proto by jeji vyuziti mohlo byt zajimavé, pokud
se vyfesi hlavné ekonomika vyroby a snizeni ekologic-
ké zatéze.'34

Pouzivané mikroorganismy

Mezi mikroorganismy pfirozené fermentujici pentosy
patii jak bakterie a kvasinky, tak i vldknité houby.
Zastupci bakterii jsou obligdtné anaerobni kmeny
Zymomonas mobilis. Tyto mikroorganismy maji potla-
¢eny funkéni systém pro oxidacni fosforylaci, proto
produkuji ethanol a oxid uhlicity jako hlavni produkty
kvaseni ve vy$Sim mnozstvi. Tato bakterie vSak neni pfi-
lis odolnd k derivatiim lignocelulosovych inhibitord,
proto jsou pro pramyslové vyuZiti pfipravovany rekom-
binantni kmeny Escherichia coli. Do geneticky modifi-
kované E.coli byly vlozeny geny pro pyruvatdekarboxy-
lasu a alkohol dehydrogenasu pravé ze Zymomonas
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mobilis. Bylo tim dosazeno vyznamné nadprodukce
etha-nolu a zéroveri byla bakterie schopna ucinné
metabolizovat rlzné druhy substratd (hexosy
i pentosy).24>

Kvasinkami pfirozené fermentujicimi pentosy jsou
napfiklad Candida shehatae, Pachysolen tannophilus
a Pichia stipitis. Jsou vsak stejné jako bakterie
Zymomonas mobilis vysoce citlivé k inhibi¢nim lignoce-
lulosovym slou¢enindm a daéle jsou velmi naro¢né
na pfisun kysliku pro dosazeni efektivniho kvaseni.*56

Tim nejvyznamnéjsim producentem ethanolu
z lignocelulosové biomasy jsou vsak rekombinantni
kmeny Saccharomyces cerevisiae (napi. kmeny
TMB 3006, TMB 3050, TMB 3400). Tato kvasinka se
pouziva proto, Ze uz geneticky neupravena S.cerevisiae
je nejuc¢innéjsim producentem ethanolu (z hexos),
zéroven je relativné tolerantni k vysokym koncentracim
vznikajiciho ethanolu a dal$im inhibi¢nim latkdm pfi-
tomnym v hydrolyzétu rostlinného materialu. Dalsi
vyhodou pro jeji Sirdi vyuziti je moznost rdstu kvasinky
i pfi relativné nizkém pH, které brani kontaminaci
jinymi bakteriemi. 1467

V neposledni fadé se k vyrobé bioethanolu z pentos
mohou vyuzit vlaknité houby. VytéZnost je vSak velmi
mala, proto se neplanuje jejich primyslové vyuZiti.?

Odbouravani xylosy

Xylosa je u kvasinek a bakterii odbouravana ¢aste¢né
stejnym zplsobem. Nékolika kroky nejprve dochazi
k pfeméné D-xylosy na D-xylulosu-5-fosfat, ktera je
dale zpracovana v pentosovém cyklu. Ten se pak napo-
juje na glykolyzu, v niZ je za anaerobnich podminek
produkovén ethanol (Obr. 1).16

U kvasinek je D-xylosa nejprve ve dvou krocich
pfevedena pomoci oxidoreduktas na D-xylulosu, kterd
je dale fosforylovana xylulokinasou na D-xylulosa-5-
-fosfat (Obr. 2). Témito oxidoreduktasami jsou: xy-
losa reduktasa (EC 1.1.1.21) a xylitol dehydrogenasa
(EC 1.1.1.19). Xylosa reduktasa nejprve D-xylosu redu-
kuje za ucasti NAD(P)H na xylitol a ten je pak xylitol
dehydrogenasou oxidovan (za ucasti NAD*) na D-xylu-
losu. Nasledujici reakce katalyzovand xylulokinasou
(EC 2.7.1.17) je pak vzhledem k tomu, Ze vyuziva ade-
nosintrifosfat (ATP), limitujicim krokem celé drahy.!:2>7

Bakterie naproti tomu D-xylosu zpracovévaji na D-
-xylulosu pouze jednokrokové — isomeraci, vyuZivaji
k tomu enzymu xylosaisomerasy (EC 5.3.1.5). Nasled-
na fosforylace na D-xylulosa-5-fosfat je katalyzovana
xylulokinasou (EC 2.7.1.17) stejné jako u kvasinek
(Obr. 2).1257
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Rekombinantni Saccharomyces cerevisiae

Genetickymi modifikacemi (vnesenim genl pro xy-
losa reduktasu a xylitol dehydrogenasu napf. z Pichia
stipitis) byly ziskany kmeny Saccharomyces cerevisiae
zkvasujici xylosu. Tim vSak snahy genetickych inzenyrd
nekondi, je nutné dosahnout rychlého a ucinného
odbourdvani. Soucasné vynosy ethanolu jsou malé,
pouze 30 % xylosy obsazené v hydrolyzatu je kvasin-
kami zpracovéno na xylitol (tzn. vzniké 0,3 g ethanolu
na 1 g xylosy). Pfedpoklada se vsak, Ze vhodnymi tpra-
vami genomu by bylo mozné dosahnout az 90% ucin-
nosti pifemény pentosovych cukrd na ethanol. Témi
nejdilezitéjsimi faktory, na které se védci zaméfuyji,
jsou: nadprodukce xylulokinasy, navySeni produkce
enzyml pentosového cyklu, zména intracelularni
redoxni rovnovahy a xylosovy transport do buriky.>¢8

Navysenim produkce xylulokinasy a enzymd pento-
sového cyklu (napf. transaldolasa, transketolasa, ribulo-
sa-5-fosfat-3-epimerasa) se zrychli zpracovani xylosy.
Dochazi k dostate¢nému odebirani produkti a proces
odbouravani tedy neni inhibovan produkty.'>#

Pro zménu intracelularni redoxni rovnovahy se vnasi
geny transhydrogenasy napfiklad z Azotobacter vine-
landii, protoze dostatek NADPH je regula¢nim fakto-



rem pro pocatecni reakci v metabolické dréze xylosy. transportéry pro pentosové cukry, k pfenosu xylosy

S. cerevisiae tento enzym chybi, proto u ni dochazi do bunky vyuzivaji glukosové nebo galaktosové
pomérné brzy k vycerpani NADPH a nahromadi se (Obr. 3). Ty ale maji podstatné nizsi afinitu ke xylose
NADH v cytosolu. Vnesenim genu pro transhydroge- nez ke glukose a zaroveri je pfenos pentos kompetitiv-
nasu nedojde sice k urychleni vzniku meziproduktu né inhibovan prévé glukosou. Pravé proto jsou
xylitolu, ale vznikajici nadmérné mnozstvi NADH je vy- do S. cerevisiae vnaseny geny pro specifické xylo-
uzito k produkci glycerolu — nedochazi tedy k inhibici sové transportéry z Pichia stipitis nebo Candida
produktem.’ shehatae. 257

D-Glu Dpf:' Zavér

D-Xyl L-Ara Do dnesniho dne bylo provedeno velké mnozZstvi

studii tykajicich se mozného vyuZiti kvasinky

Saccharomyces cerevisiae pro priimyslovou produkci
N bioethanolu z lignocelulosové biomasy. Bohuzel nebyl
prozatim nalezen vhodny kmen, ktery by toto umozrio-
Obr. 3: Transportni mechanismus cukrd u Saccharomy- val ve velkém - primyslovém méfitku. Soucasna
ces cerevisiae (D-Glu: D-glukosa, D-Xyl: D-xylosa, D-Gal: vyroba ethanolu vyuZivajici jako substrat glukosu je
D-galaktosa)? mnohonasobné rychlejsi a poskytuje vy3si vynosy.
Vyzkum ale pokracuje daél, doufejme tedy, ie jiz
Poslednim faktorem, na ktery se védci zaméiuji, je brzy budeme moci rostlinny materiadl zpracovéavat
ovlivnéni xylosového transportu do buriky. Divoké efektivnéji.
kmeny Saccharomyces cerevisiae nemaji specifické
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Souhrn

JirkGi M.: Mozinosti transformace pentos na ethanol

Vyroba bioethanolu je jednim z ¢asto diskutovanych témat soucasnosti. Moznost jeho ziskavani z lignocelulosové biomasy — pentoso-
vych cukrd, by zvysilo jeho celkové vynosy a zaroveri umoznilo efektivné zpracovavat zemédélsky odpad. V poslednich 20 letech se vyz-
kum konverze xylosy na ethanol zaméfil zejména na vyuziti rekombinantnich kmen@ Saccharomyces cerevisiae, dosud ale nebyl nale-
zen vhodny pro pramyslové vyuZiti.

Klicova slova: pentosa, xylosa, ethanol, lignocelulosové biomasa

Summary

JirkGi M.: Options for transformation of pentoses to ethanol

Today, production of bioethanol is one of the most frequently discussed topics. The possibility of obtaining it from lignocellulose
biomass - pentose sugars, would increase its total revenue and enable efficient processing of agricultural wastes. In the last 20 years,
research on the conversion of xylose to ethanol focused on using recombinant strains of Saccharomyces cerevisiae, but it did not reach
suitable conditions for the industrial use.

Keywords: pentose, xylose, ethanol, lignocellulosic biomass

55



DO JAKE MIRY MOHOU PREBIOTIKA A PROBIOTIKA
OVLIVNIT ZMENU OSIDLENI ZAZIVACIHO TRAKTU

Marsalova Lucie

Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT, Praha, marsalol@vscht.cz

Uvod

Zékladnimi funkcemi tlustého stfeva jsou zpétna
absorbce vody a minerdld (napf. enterocyty transpor-
tuji sodik a chloridy'), uklddani a nasledna exkrece
odpadnich produkt metabolismu. Dalsi funkce, jako
je syntéza vitaminG ¢i stimulace imunitniho systému,
jiZ ovSem souvisi se stfevni mikroflorou.

Stievni mikroflora

Cloveék zije v tésném soutziti s riznymi druhy mikroor-
ganismd. Velké mnozstvi jich sidli v lidském gastro-
intestinalnim traktu. Nejnovéjsi metagonomické studie
udavaji az 20 000 druht, z nichZ je ovsem vétsina
nekultivovatelnd. Nejvétsi podil mikroorganismd, pie-
devsim bakterii, je v tlustém stievé, kde maze byt az
10" — 10" mikroorganismi na gram tkané2. Udéva se,
ze na osidleni naseho tlustého stieva se podili na 500
jejich rlznych kultivovatelnych druh(?. Tyto bakterie
patfi do skupiny anaerobnich organisml a jejich
pfevdina Cast jsou obligatni anaeroby®. Ze zastupcu
gram-negativnich mikroorganism@ se jedna o rod
Bacteroides, ktery tvoii az 30 % celé stfevni mikroflory.
Z gram-pozitivnich bakterii kmene Firmicutes jsou to
predevsim rody Bifidobacterium (tvofi az 25 % stiev-
ni mikroflory dospélého jedince), Lactobacillus,
Clostridium, Peptococcus, Streptococcus, Peptostrepto-
coccus, Ruminococcus, Enterococcus a Eubacterium.
Déle jsou tu piitomné koliformni bakterie (Escherichia
coli), methanogenni bakterie (rod Methanococcus),
acetogenni bakterie a siru redukujici bakterie (rod
Desulfovibrio)'. Tyto mikroorganismy jsou bohaté
na proteiny (ty tvofi az 55 % hmotnosti susiny), na RNA
(ta tvofi cca 20 % hmotnosti susiny) a na lipidy (9 %
hmotnosti susiny). MnoZstvi proteind, které mikroorga-
nismy vyprodukuji a exkretuji do okoli, je tézké urcit,
ale 15 g biomasy vylou¢ené denné z organismu obsa-
huje 1 g dusiku pochazejiciho z jejich metabolismu?.

Lidsky zazivaci trakt je osidlen mikroorganismy jiz
od narozeni. Novorozenci jsou pfi prichodu rodidly
kolonizovéni nejprve rodem Lactobacillus a Bifido-
bacterium. BEhem dospivani dochazi k ustanoveni rov-
novdhy mezi viemi vySe zminénymi rody bakterii.
Studie ale ukazuji, Ze je rozdil mezi osidlenim zazi-
vaciho traktu kojenc krmenych matefskym mlékem
a kojencd krmenych pfiikrmy. Pfi kojeni je mnoZstvi
rodu Lactobacillus 107 na gram tkdné a rodu
Bifidobacterium 10" na gram tkané. U déti krmenych
z lahve je mnozstvi rodu Lactobacillus 10° na gram
tkané a rodu Bifidobacterium 10 na gram tkané,
stoupd také mnozstvi rodl Bacteroides, Eubacterium,
Streptococcus, Clostridium a bakterie Escherichia colf.
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Primarni funkci stfevni mikroflory je zisk energie
ze sloucenin, které nepodléhaji Stépeni v pfedchozich
¢astech zazivaciho traktu. Energie z téchto latek je uvo-
Ifovana pomoci fermentace, jejimiz produkty jsou krat-
ké fetézce mastnych kyselin (SCFA = Short Chain Fatty
Acids), které predstavuji 40 — 50 % veskeré energie zis-
katelné z uhlovodik(. Radi se mezi né zejména acetat,
propiondt a butyrat. DalSimi funkcemi stfevni mikro-
flory jsou syntéza vitamind skupiny B a vitaminu K,
podileni se na katabolismu Zlu¢ovych kyselin, dalsich
sterold a xenobiotik a na stimulaci imunitniho
systému?.

Faktory ovliviiujici narlist biomasy stievni mikroflory
Ize rozdélit do dvou skupin - na faktory vychézejici
z vlastnosti samotnych mikroorganism@ a na faktory
souvisejici se stavem tlustého stieva. Mezi vlastnosti
mikroorganism(, které se podileji na narGstu jejich
biomasy, patii individualni fermentacni strategie jedno-
tlivych bakterii, produkce bakteridlnich metabolitt
a imunologické interakce. Do skupiny faktord souvise-
jich se stavem tlustého stieva je mozné zafadit dosazi-
telnost mist pro kolonizaci, mnozstvi, chemickou struk-
turu a retencni Cas Zivin, dosazitelnost anorganickych
elektronovych akceptorti, pH, redox potencial
a pfitomnost antimikrobialnich latek a xenobiotik.
V neposledni fadé hraje téz dulezitou ulohu vék,
zdravi, peristaltika stfev a Zivotni styl jedince (stres i
uzivani antibiotik maze vézt k poruseni rovnovahy
stfevni mikroflory — k usmrceni pfiznivych mikroorga-
nismd a k pfemnozeni 3kodlivych jako je rod
Clostridium)?*.

Prebiotika

Jako prebiotikum je oznacovéna nestravitelnd cast
potravy (zahrnujici nestravitelné polysacharidy, nékteré
peptidy a proteiny, pfipadné nékteré lipidy), ktera pfiz-
nivé plsobi na organismus stimulaci rGstu a aktivity
jednoho ¢i limitovaného mnoizstvi druhd bakterii
ve stievé, ¢imz posiluje zdravi jedince®. Jednd se o latky
se stupném polymerizace dvé a vétsi, které jsou roz-
pustné v 80 % ethanolu a nejsou Stépitelné pankrea-
tickymi enzymy a enzymy tenkého stieva’. Prebioticky
efekt je nepfimy, jelikoz rGizné latky se stavaji Zivinami
pro rozdilné druhy mikroorganism, coz nasledné vede
k modifikaci stfevni mikroflory®.

Typickymi prebiotiky jsou fruktooligosacharidy (FOS).
Patfi sem inulin (B-D-fruktany se stupném polymeri-
zace 2 - 60) a oligofruktosa se stupném polymerizace
2 — 20. Obé skupiny obsahuji nékolik 3(1,2)- nebo
B(1,6)- vazanych fruktosovych zbytkd, které jsou vaza-
né na glukosové zbytky. Dal3i jsou glukooligosacharidy



(GOS), galaktooligosacharidy, transgalaktooligoscha-
ridy (TOS), isomaltooligosacharidy a xylooligosacha-
ridy'. Potraviny, které jsou oznacovény jako prebiotika,
musi  spliiovat urc¢itd kritéria. Hydrolyzovany
a vstiebavany musi byt pouze v tlustém stievé.
Jsou substratem pro fermentaci jednomus ¢i limitované-
mu mnozstvi druh( bakterii. Stavaji se pficinou zmény
v osidleni stfevni mikrofléry vedouci k udrieni ¢i
ke zlep3eni zdravi jedince’. Jsou-li prebiotika pouzivana
jako potravinaiskd surovina, pak musi byt odolna vici
teploté, nizkému pH a Maillardové reakci®.

Prebiotika se vyrabi extrakci z rostlin (napf. inulin
z ¢ekanky), enzymatickou hydrolyzou (napf. oligofruk-
tosa z inulinu), syntézou pomoci trans-glykosyla¢nich
reakci z mono- ¢i disacharid( jako je sacharosa (frukto-
oligosacharidy) nebo laktosa (trans-galaktosylované
oligosacharidy ¢i galaktooligosacharidy). Mimo G¢inkd
na zdravi jedince také zlepsuji organoleptické vlast-
nosti potravin, jako jsou textura a chut. Pfidavaji se ¢i
jsou pfirozenou soucasti jogurtli, napoja, peciva, coko-
lddy, dortli, suSenek, dehydratovanych omacek
a polévek, détskych piikrma a dietnich produktd®.

Fermentaci v tlustém stievé jsou prebiotika Stépena
na SCFA a laktdt, coz stimuluje rdst hlavné rodu
Lactobacillus a Bifidobacterium, které pfi naslednych
fermentacich produkuji plyny, a soucasné dochazi
k pozastaveni rlstu rodu Clostridium a dalSich poten-
cialné patogennich mikroorganismd. Produkce prede-
v3im oxidu uhli¢itého a vodiku mize mit mirné laxa-
tivni ucinky, které se ale u vétSiny jedincd neprojevi.
Také dochézi k interakcim se stfevni mukosou a tim
padem ke zméné adhesivnich schopnosti bakterii.
V tenkém stievé prebiotika podporuji zvysenou absorp-
ci vapenatych a hofecnatych iontl a iontl Zeleza3®.

Probiotika

Probiotika jsou zivé mikroorganismy vyuzivané jako
dopInék stravy, které pfiznivé plsobi na hostitelsky
organismus tim, Ze ovliviiuji rovnovahu stievni mikrof-
[6ry. Prvni probioticky koncept je znam od roku 1900,
kdy Metchnikoff studoval dlouhovékost bulharskych
rolnikd, a zjistil, ze je zplsobena nadmérnou konzu-
maci fermentovaného mléka. Z tohoto mléka izoloval
a popsal bakterii znamou jako bulharsky bacil -
Bacillus bulgaricus, dle dnesniho nazvoslovi je znédma
pod oznacenim Lactobacillus delbrueckii subs. bulgari-
cus'™.

Jako probiotika se vyuzivaji rody Lactobacillus (L. aci-
dophilus, L. casei, L. rhamnosus, L. reuteri, L. planta-
rum, L. salivarius), Bifidobacterium (B. longum, B. bifi-
dum, B. breve, B. infantis, B. adolescentis, B. thermo-
philum), dale se vyuzivaji gram-pozitivni koky
(Lactococcus lactis, Enterococcus faecium), Bacillus
subtilis, kvasinky  (Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces boulardii) a plisné (Aspergillus ory-
zae)>"'. Probiotika jsou soucasti jogurtli a ostatnich
fermentovanych potravin (kefiry, acidofilni mléko, pod-
masli). Je mozné je také uZivat ve formé prasku, tablet
¢i kapsli, které obsahuiji jeden ¢i vice druh mikroorga-
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nismu°. Ma-li byt mikroorganismus klasifikovany jako
probiotikum, musi splfiovat nékolik podminek. Musi se
jednat o vysoce Zivotaschopny a rychle se mnozici
organismus. Mél by byt stabilni béhem skladovani
a mél by byt schopen preizit ve stfevnim ekosystému.
V neposledni fadé musi mit pfiznivy vliv na zdravi je-
dince.

Typickymi vlastnostmi probiotik jsou vysoka mira pfil-
navosti vici lidskym burikdm vlivem hydrofébniho
efektu, stabilita viici Zalude¢nim a Zlu¢ovym kyselindm,
aktivita v(i¢i patogennim mikroorganismdm a produkce
fady antimikrobialnich latek'. Z&astupci gram-pozitiv-
nich bakterii produkuji latky zvané bakteriociny, coZ
jsou proteiny ¢i komplexy proteind majici antagonistic-
ky efekt na druhy piibuzné producentim. Bakterio-
ciny se déli do ¢tyi skupin: antibiotika, malé hydro-
fobni molekuly, které jsou tepelné stabilni (mensi nez
13 kDa, typické pro rod Lactobacillus), velké tepelné
nestabilni proteiny s hmotnosti vétsi nez 30 kDa
a posledni skupinou jsou komplexy bakteriocint
s lipidy a/nebo sacharidy. Dalsi antimikrobidlni latkou
produkovanou bakterii Lactobacillus reuteri je reuterin.
Rody Lactobacillus a Bifidobacterium jsou producenty
celé fady pfirodnich antibiotik, jako jsou napf. lakto-
ciny, helveticiny, laktaciny, nisin ¢i bifidociny®. Mezi
latky majici antimikrobidlni aktivitu ale také patfi pro-
dukty fermentace, jako jsou napi. organické kyseliny,
peroxid vodiku ¢i diacetyl. SCFA maji také antagonistic-
ky efekt na potencidlné patogenni rody jako je Listerig,
Enterococcus, Bacillus, Leuconostoc, Pediococcus,
jejich akumulace totiz vede ke snizeni pH®.

Bylo prokazano, ze probiotika mohou do ur¢ité miry
pomoci lidem trpicim laktosovou intoleranci. Jednéd se
o poruchu traveni, ktera je zptsobena jednak poruchou
organl zazivaciho Ustroji a jednak deficitem travicich
enzym0. Touto poruchou trpi jiz dvé tfetiny dospélé
populace hlavné v Asii a Africe, v Evropé je rozmezi od
2 % populace, ve Skandinavii, aZ po 70 % populace,
na Sicilii. Mezi symptomy tohoto onemocnéni patfi
fidkd stolice, nadymani a plynatost, bolest
a borborygmus, coz je ,kruceni” zaludku zpisobené
pohybem plynu v zaludku a stfevech. Pomoci mize
pfedevsim rod Lactobacillus, jenz produkuje velké
mnozstvi B-galaktosidasy'>.

Mezi nepfijemné projevy rliznych onemocnéni patfi
préjem. Ten mize byt zptsobeny riznymi druhy mikro-
organismd. Détské prijmy jsou nejastéji zplsobené
rotavirovou infekci. Tato infekce zvySuje permeabilitu
stfev. PrGjmy ndsledujici po uzivani antibiotik vzni-
kaji pfemnoZenim bakterie Clostridium difficile
a cestovatelské prdjmy pfemnozZenim patogennich
zastupcl bakterie Escherichia coli. Mezi patogeny
vyskytujici se v jidle, které pii pfemnozeni také
mohou zplsobovat prijmy, patii rody Salmonella,
Campylobacter, a Shigella®. Probiotika jsou aktivni vici
vySe uvedenym potencidlnim patogendm zpUsobujicim
intestindlni infekce. Mechanismus jejich Gcinku zahr-
nuje kompetici o Ziviny, produkci antimikrobidlnich
latek, redukci pH pomoci SCFA, blokovéni adhesivnich



mist, blokaci receptor( pro toxiny, zeslabeni produkce
toxind, oslabeni virulence ¢ stimulaci imunitniho
systému'.

Bakterie Helicobacter pylori, ktera kolonizuje sliznice
jicnu, Zaludku a dvanactnik, je zodpovédnd za gastri-
tidy a maze vézt az k rozvoji rakovinného bujeni.
Probiotika obsahujicich bakterie Lactobacillus acidop-
hilus a Lactobacillus casei subsp. rhamnosus inhibuiji
rast této bakterie®.

Stimulaci imunitniho systému pusobi probiotika proti
alergiim ¢i hypersensitivité na potraviny i proti atopic-
kému ekzému. Vlivem této stimulace obsahuji T-lym-
focyty vice vy-interferonu. Rod Lactobacillus podpo-
ruje fagocytujici schopnosti makrofdgl. Rod
Bifidobacterium stimuluje tvorbu interleukint a tumor
nekrosis faktoru o>'. Probiotika ovliviiuji i hladinu
cholesterolu v krvi. Ve stievé zapficifiuji interference
cholesterolové absorpce, piimo cholesterol asimiluji i
produkuji metabolity, které méni hladinu lipida v krvi'.

Byl také studovan vliv probiotik na potlaceni rakovin-
ného bujeni pomoci suprese prokarcinogent ¢i karci-
nogen( tim, Ze se na né navazi, blokuji je nebo poma-
haji pfi jejich odstranéni. Vlivem probiotik dochazi také
k supresi enzymd, které indukuji zménu prokarcino-
genu na karcinogen. Redukci pH se méni aktivita
mikroflory a jeji rozpustnost pomoci Zlucovych kyselin,
coz vede ke zméné reten¢niho ¢asu mutagent
a k jejich dfivéjsimu vylouceni'.
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Souhrn

V Ceské republice byl provadén experiment, pfi némz
byla novorozenciim podéavana probiotika obsahujici
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v tlustém stievé, ale i v ostatnich ¢astech téla, coz také
vedlo ke snizeni poctu infekci a ke zméné v rozmisténi
protilatek'.

Stéle castéji se pouzivaji tzv. synbiotika, coz je kombi-
nace probiotik a prebiotik. Jedna se o Zivé mikroorga-
nismy se specifickymi substraty podporujicimi jejich
rGst, napf. rod Bifidobacterium s fruktooligosacharidy>.
Zavér
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Prolongation of Life.

Marsalova L.: Do jaké miry mohou prebiotika a probiotika ovlivnit zménu osidleni zaZivaciho traktu

Tyto rody jsou ¢asto obsazeny v probiotickych prepardtech a jsou nejcastéji ovliviiovéna prebiotiky. Uzivani probiotik a prebiotik se pro-
jevuje ovlivnénim rovnovahy stievni mikroflory a posilenim jeji funkce.

Klicova slova: Stievni mikrofldra, probiotika, prebiotika

Summary

Marsalova L.: How could prebiotics and probiotics affect changes of digestive tract colonization

Intestinal microflora is represented by different kinds of bacteries. The most beneficial are strains of bacterial genera Lactobacillus and
Bifidobacterium. These strains are components of probiotics and they are influenced by prebiotics. Usage of probiotics and prebiotics
manifest changes in ballance of gut microflora and its build up functions of gut microflora.

Keywords: gut microflora, probiotics, prebiotics



KMENOVE BUNKY A JEJICH POUZITi V MEDICINE
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Je moZno povazovat za velkou ironii, Ze problematika
kmenovych bunék je v dnesni dobé obecné stéle stig-
matizovana nedostatkem informaci, jez jsou casto plné
nahrazovany emocemi. Neni pfitom mnoho oblasti
vyzkumu, které maji potencial naplnit Ciceronova slova
Hominem ad deos nulla re propius accedunt quam
salutem hominibus dando. " Cilem tohoto ¢lanku je
priblizit ¢tenafi stru¢nou formou soucasné poznatky
o kmenovych burikdch arovnéz lehce nastinit obrovsky
rozsah moznosti jejich vyuZiti v mediciné.

Obecna charakteristika kmenovych bunék

Kmenové buriky jsou priméarni nediferencované
buriky, které vykazuji dvé unikatni vlastnosti. Prvni
z nich je schopnost diferencovat na jiné, specializované
bunécné typy. Druhou pozoruhodnou charakteristikou
kmenovych bunék je moznost dlouhodobé obnovy
sebe sama procesem buné¢ného déleni.'>?

Ne vSechny kmenové buriky jsou z hlediska svého
potencidlu produkovat specializované bunécné typy
vzajemné rovnocenné. RozliSujeme buriky totipotentni,
které stoji v pomysIné hierarchii nejvySe a mohou tedy
produkovat jakykoli jiny bunécny typ, vetné dalsi
totipotentni buriky. Rozhodujici vliv na vyslednou pfe-
ménu ma bezprostiedni okoli, do néhoz je kmenova
burika pfemisténa. To mikroprostiedi, anglicky nazy-
vano ,niche”, je podrobné studovéno. Cilem je zjistit,
jaké faktory jsou zopovédné za epigenetické preprogra-
movani ptvodni kmenové buriky na buriku specializo-
vanou. Technicky velice zajimavy je napfiklad vyvoj
specidlnich proteinovych mikrocipt pro vysoko-kapa-
citni identifikaci konkrétnich faktord v daném mikro-
prostiedi.*

Takové buriky, které mohou dét vzniknout jakymkoli
jinym burikdm kromé totipotentnich, nazyvame pluri-
potentnimi. Je mozno z nich ziskat buriky vSech tfi zéro-
decnych listd — ektodermu, entodermu i mezodermu.
O stupinek nize stoji multipotentni buriky. Ty mohou
produkovat pouze pfibuzné bunééné typy, zname
napfiklad kmenové bunky krve, kiize, nervové tkané aj.
Posledni v tomto rozdéleni jsou unipotentni buriky,
také oznacované jako progenitorové. Maji schopnost
se samy obnovit, jejich moznost diferenciace je vsak
omezena pouze na jediny bunécény typ.

Kmenové buiiky podle svého piirozeného zdroje

Embryondlni kmenové buiiky (Embryonic stem
cells, ESCs) jsou ziskavany z rannych fazi vyvoje
embrya. Pét aZ Sest dn( po oplodnéni vznikd ze zygoty
duty sféricky utvar zvany blastocysta. Jeji vnéjsi vrstva se
nazyvad trophoblast a uvnitf je tzv. vnitini bunéénd

"V ni¢em se lidé vice nepfiblizuji bohdm, nez v poskytovani zdravi jinym.
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hmota (inner cell mass, ICM). Bunky ICM je mozno
z blastocysty vyjmout, adaptovat na in vitro podminky
audrzovat je jako buné¢nou kulturu v laboratofi. Ackoli
je vétsina embryonalnich kmenovych bunék ziskavana
z embryi po in vitro fertilizaci, proces zni¢eni embrya
vyvoldva Sirokou debatu o etické podstaté tohoto
kroku, resp. o zahubeni (budouciho) Zivého organizmu.

Embryonalni kmenové buriky jsou pluripotentni a je
mozné je dlouhodobé udrzovat v kultufe.’ Pro ovéreni
identity embryonalnich kmenovych bunék se pouziva
fada technik. Patii mezi né pfedevsim ujisténi o jejich
zminéné schopnosti délit se v bunéc¢né kultuie
po dobu nékolika mésicQ. Jinym vyznamnym testem je
detekce transkrip¢nich faktorl charakteristickych pro
nediferencované burky. Dva nejvyznamnéjsi faktory,
které udrzuji stabilitu kmenovych bunék a jejich ob-
novu se nazyvaji Oct 4 a Nanog.® Déle pfipada v ivahu
moznost zjisténi pfitomnosti specifickych povrchovych
marker(, mikroskopické vysetfeni bunék nebo napfi-
klad schopnost tvofit teratomy po injekci embryonal-
nich kmenovych bunék do mysi s potla¢enym imunit-
nim systémem.®

Zajisténi kontrolované diferenciace je nezbytné
k ziskani kultur konkrétniho buné¢ného typu. Nabizi se
zména chemického sloZeni riistového media, Uprava
povrchu nadoby s buné¢nou kulturou nebo piima
modifikace bunék inserci specifickych gen.®

Vlyznamnou a o poznani méné kontroverzni alterna-
tivu embryondlnich bunék predstavuji dospélé kme-
nové buiky (Adult stem cells, ASC). Viyskytuji se mezi
plné diferencovanymi bunkami a jejich primarni kol
spociva v obnové a pfipadné opravé tkani, v nichz se
vyskytuji (vétSina dospélych kmenovych bunék je mul-
tipotentni). Takovych tkani je cela fada, od dlouho
znamé kostni diené az po tkané jako srdce nebo
mozek. Dospélé kmenové buriky jsou velkym pfislibem
pro transplantacni terapii. Jisty problém vsak piedsta-
vuje nizky pocet dospélych kmenovych bunék v tka-
nich a omezena schopnost déleni in vitro po izolaci.”
Z téchto davodu je tfeba déle hledat cesty k ziskani
vétsiho vytézku ve vysledné bunécné kulture.

Jako vyhodné se jevi vyuziti kmenovych bunék
tukové tkané, pfedevsim pro rychlou dostupnost tkané
asnadnou izolaci.? Rovnéz kmenové buriky, které obsa-
huje zubni diefi jsou zajimavou moznosti, navic jsou
z pohledu svého potencialu diferencovat burikami plu-
ripotentnimi.®

Kmenové buiiky Ize ziskat také z pupecnikové
krve.® Tyto nejsou eticky kontroverzni, navic oproti
Lstarsim” dospélym kmenovym burikdm neobsahuji



mutace, ke kterym mulze béhem let dochazet.
Multipotentni kmenové buriky je mozno izolovat také
z plodové vody."

Indukované pluripotentni kmenové buiiky

V poslednich letech je vénovédno velké sili
na vyzkum tzv. indukovanych kmenovych bunék
(Induced pluripotent stem cells, iPS cells). Jedna
se o uméle pfipravené kmenové buriky. Za priikopnika
na tomto poli Ize povazovat japonského védce jménem
Shinya Yamanaka. Jeho tymu na Univerzité v Kyotu
se v roce 2006 podafilo vytvofit pluripotentni buriky
vnesenim ¢tyi transkripcnich faktord (Oct-3/4, SOX2,
c-Myc, and KIf4) do mysich fibroblastd pomoci
retrovir(i."?

Cilem védeckého pokroku na tomto poli je doséh-
nout takovych bunék, které budou molekuldrné
a funké¢né ekvivalentni embryonickym kmenovym buri-
kam, povaZzovanym za zlaty standard vsech pluripotent-
nich bunék. Je tfeba piekonat fadu obtizi, souviseji-
cich napi. se zvySenym rizikem rakovinného bujeni.
Samotny princip indukce rovnéz prodélal bouilivy
vyvoj. Za nejcerstvéjsi prilom je mozno oznadit in-
dukci pluripotentnich bunék s pouzitim syntetické
mRNA."

V praci z kvétna 2010, jez méla za cil komplexné
srovnat rozdilnosti mezi mySimi embryonickymi
a indukovanymi pluripotentnimi kmenovymi burikami,
byl nalezen piekvapivé nizky pocet rozdilnych tran-
skriptG. Navic vSechny tyto transkripty byly odvozeny
jen od jednoho klastru v mysim genomu'4, coz demon-
struje vysoky potencial vyzkumu indukovanych pluripo-
tentnich kmenovych bunék.

Terapeutické moznosti kmenovych bunék

Jiz fadu let je bézné vyuzivano dospélych kmenovych
bunék k transplantaci kostni dfené. Tim je dosazeno
nahrazeni bunék znicenych silnymi davkami zafeni
napfiklad pfi chemoterapeutické lé¢bé leukémie. Velky
rozruch vzbudil nedévno publikovany ¢lanek skupiny
berlinskych védc@ vedené Dr. Schneiderem, ktefi
uvedli, ze pfi transplantacni 1écbé pacienta majiciho
leukémii doslo k vymizeni jeho pfiznak( HIV infekce.'
Tento objev by mohl pifedznamenat |é¢bu HIV pozitiv-
nich pacientd pomoci geneticky modifikovanych kme-
novych bunék.

V poslednich letech v3ak zasahuje vyzkum vyuziti
kmenovych bunék k lé¢ebnym ucellm do enormé
Sirokého spektra odvétvi mediciny. Seznam zdravotnich
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komplikaci, které je anebo nadéjné bude moino
Ié¢it nové objevenymi metodami, zahrnuje mimo jiné
mnoho druht rakoviny, Parkinsonovu chorobu, pora-
néni michy, hluchotu, slepotu, diabetes a mnohé dalsi.

Velkym pojmem se v oblasti lékafstvi stava regene-
rativni medicina. Jeji ambici je tvorba Zivych afunkénich
tkani a nahrazeni poskozenych nefunké¢nich tkani
a dokonce organd.'® Casto je pfi regeneraci tkani
vyuzivdna nosna matrice pfipravend na zakladé
nejnovéjsich poznatk materidlového inzenyrstvi
a nanotechnologii.”” Samotnd tvorba organd ,Sitych
na miru” pro pacienta mize leckomu znit jako hudba
budoucnosti, pfesto na americké Wake Forrest
University pfed ¢asem ,vypéstovali® pomoci kmeno-
vych bunék maléd funké¢ni jatra.’® V tomto nejvétSim
centru regenerativni mediciny na svété se v soucasné
dobé snazi védci o vyvoj 22 orgadnl a tkani."” Velmi
vymluvné pak plsobi vladni dotace této instituce
ve vysi 85 milion( dolarG sméfovana na aplikaci tkaro-
vého inzenyrstvi pfi 1é¢bé vale¢nych zranéni.™

Rovnéz indukované kmenové buriky jsou studovany
z hlediska moznosti pouZiti k |é¢bé, napf. mozkovych
onemocnéni. Bylo napfiklad zjisténo, Ze reprogramo-
vané fibroblasty jsou schopny funkéni integrace
do mozku fétu krysy a napravit symptomy Parkinsonovi
nemoci.?® Spi¢kovou finesou, dokazujici nejnovéjsi
technické dovednosti, bylo vytvofeni chimér krys
amysi. Ve zminéném piipadé byly pouzity krysi induko-
vané pluripotentni buriky dokonce schopny nahradit
cely orgén u postizené mysi.”!
Zavér

Kmenové buriky nepochybné piedstavuji velky pfislib
do budoucnosti a diky intenzivnimu vyzkumu podporo-
vanému silnym kapitdlem pravdépodobné dramaticky
ovlivni moznosti terapie ve 21. stoleti. V nasledujicich
letech budou s velkou pravdépodobnosti piekonény
nékteré dosud trvajici obtize spojené s dospélymi
a indukovanymi kmenovymi burikami a ustoupi tlak
na pouzivani bunék embryonalnich. Kmenové buriky se
tak stanou nastrojem pomoci a definitivné se zbavi
néalepky néceho kontroverzniho.

Zdrojem racionalniho optimismu mohou byt védecké
a pfedeviim pak klinické vysledky z posledni doby.
Ty ukazuji, Ze vy3e zminéna budoucnost jiz mozna
zacala. At uz tomu tak je ¢i nikoli, faktem z{stava, ze
moznosti pro védce badajici v oblasti kmenovych
bunék jsou nyni takika neomezené.
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Souhrn

Jefabek S.: Kmenové buiiky ajejich pouZiti v mediciné

Kmenové buriky piedstavuji zajimavou oblast pro vyzkum a sou¢asné jsou do nich vkladany velké nadéje ze strany potencidlnich
pacientl. Cilem ¢lanku je stru¢né shrnout souasné znalosti o kmenovych buiikdch a zminit nékteré z perspektivnich moznosti jejich
vyuziti v mediciné. V prvni ¢asti jsou popisovany hlavni vlastnosti kmenovych bunék. Nésledujici pasaz rozdéluje kmenové buriky podle
zdrojUi, z nichZ je mozné tyto buriky ziskat. Je zminén také vyzkum indukovanych kmenovych bunék. V zavéru ¢lének rovnéz nastini
rozsahlé aplikace poznatkd o kmenovych burikach v [é¢bé.

Klicova slova: kmenové buriky, buné¢na potence, indukovana pluripotence, umélé organy, regenerativni medicina

Summary

Jefabek S.: Stem cells and their use in medicine

Stem cells represent an interesting fied for researchers and lots of prospective patients lay hopes on therapeutic potential of these cells.
The aim of the article is to briefly characterize our up to date knowledge about stem cells and to mention some examples of their medi-
cal capability. At first, the main features of stem cells are described. The following text tries to divide stem cells according to original
source, the research on induced pluripotent stem cells is mentioned too. Finally, the article outlines wide applications of stem cell fin-
dings in therapy.

Keywords: stem cells, cell potency, induced pluripotency, artificial organs, regenerative medicine
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MIKROBIALNi PRODUKCE OMEGA-3 MASTNYCH KYSELIN

Petr Simandl

Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT v Praze, simandle@vscht.cz

Uvod

V priibéhu poslednich 150 let zazila lidska populace
drastické zvySeni konzumace Zivocisnych tukd a olejt
bohatych na omega-6 mastné kyseliny se sou¢asnym
snizenim pfijmu omega-3 mastnych kyselin. Vysled-
kem se stalo nékolikanasobné zvyseni poméru omega-
6/omega-3 mastnych kyselin z 1-2:1 az na 15:1 az
20:1, jez se tyka zivotospravy obvzlasté zemi na americ-
kém kontinentu. To ukazuje na vyrazné nizsi pfijem
omega-3 mastnych kyselin, jejichz bohatym zdrojem
jsou mofsti zivoZichové a ryby. A pravé ty v mnoha pifi-
padech chybi na pravidelném jidelnicku.'?

V soucastnoti vlady statd Francie, Belgie, Velka
Britdnie, Nizozemsko, Novy Zéland, Austrélie
a zdravotnické organizace jako jsou FAO/WHO,
American Dietetic Association, American Heart
Association vydaly doporuceni piijimat omega-3 poly-
nenasycené mastné kyseliny v celkovém mnozstvi
od 1,4 do 2,5 g/den, s hodnotami 140 az 600 mg/den
konkrétné pro EPA a DHA. Toto mnoistvi odpovida
priblizné dvéma porcim ryby za tyden (30-40 g/den).
Samoziejmé nejlépe druhu s vyssim obsahem tuku,
mezi néZz se mohou pocitat napfiklad losos, turak,
makrela, sardinka.?

Pro ALA je zdravotné prospésny pfijem pohybujici se
od 1,5 do 3 g/den.*

Zdravi

Velké mnozstvi EPA a DHA se nachazi v nervové tkani,
a proto je dileZity dostate¢ny pfijem omega-3 mast-
nych kyselin obzvlasté v mladém véku av téhotenstvi
pro spravny vyvoj nervové soustavy. Po mistné speci-
fické oxidaci cyklooxygenasou (substrdtem je EPA) i
lipoxygenasou (substratem je EPA nebo DHA), vznikaji
rozdilné signalni molekuly. Jako tfeba eikosanoidy,
k nimz patii prostaglandiny, thromboxany aleukotrieny.
Ty snizuji hypertensy, zénétlivou reakci a riziko rozvoje
aterosklerosy vasodilataci cév a rozpousténim atero-
sklerotickych platd. Jiné zase snizuji agregaci krevnich
desticek a tim pfedchézi vzniku thrombd, snizuji LDL
cholesterol.’

Struktura mastnych kyselin

Existuje nékolik kritérii, podle kterych Ize délit mast-
né kyseliny. Podle délky uhlikového fetézce, stupné
nasycenosti, tedy po¢tu C=C dvojnych vazeb a podle
jejich rozlozeni. Tento ¢lanek je zaméfen na omega-3
(n-3, O-3) mastné kyseliny, jejichZ spole¢nym znakem
je, ze maji prvni C=C dvojnou vazbu na tfetim uhliku
od koncového methylu. Z vyzivového hlediska nejvyz-
namnéjsi z této skupiny jsou kyselina o-linolenova
(ALA), eikosapentaenova (EPA) a dokosahexaenova
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(DHA) (Obr. 1). Tyto tii latky patfi také do skupiny tzv.
esencialnich, tedy latek, které si télo nedokdze samo
vytvofit a musi je tedy pfijimat v potravé. Tato definice
neni v piipadé EPA a DHA Uplné piesn4, jelikoz lidské
télo disponuje enzymy (A6 a A5 desaturasa), jez pie-
ménuji ALA postupné na EPA a DHA. Ale jejich aktivita
je natolik nizkd, Ze pro samotné zasobeni organismu
nestadi.

kyselina o-linolenova (ALA) 18:3

HO™ 1 5 8 11 14
kyselina eikosapentaenova (EPA) 20:5

10 13 16
kyselina dokosahexaenova (DHA) 22:6

Obr. 1. Nutri¢cné dilezité omega-3 mastné kyseliny (pie-
vzato® %1 a upraveno)

Syntesa mastnych kyselin a olejnaté
mikroorganismy

Aby v mikroorganismu doslo k hromadéni lipidQ,
je zapotiebi zajistit rlst v mediu s pfebytkem uhliku
a zérovei omezenym mnozZstvim dusiku (ackoliv
podobnym zplisobem mohou byt pouzity i ostatni
ziviny, dusik je v tomto ohledu pouzit nejcastéji).
Jak mikroorganismus roste, rychle spotiebuje zasoby
dusiku. Stale v3ak pokracuje vstfebévat zdroj uhliku,
kterym byvé casto glukosa nebo ji podobny cukr. Ten
je pfimo vyuzivén na tvorbu lipidi s naslednou akumu-
laci triacylglycerold v burice v podobé drobnych
olejovych kapének. Ty nasledné mohou tvofit az 70 %
bunécéné biomasy, aviak ne ve vSech olejnatych mikro-
organismech, které podle definice jsou schopny
hromadit lipidy. Protoze tedy mlzeme rozlisit mikro-
organismy olejnaté aty olej v nadbytku netvofici, musi
existovat také odliSnost v mechanismu, jakym oleje
produkuji. Rozdil neni viak v biosyntéze mastnych
kyselin, protoze ta je spole¢na vSem mikroorganis-
mim, nybrz ve schopnosti tento mechanismus dosta-
te¢né zasobit. Ony dulezitymi latkami jsou acetyl-CoA
jako prekurzor pro enzymovy komplex synthasy
mastnych kyselin (FAS, Fatty Acid Synthase) a NADPH
jako nezbytny redukéni cinidlo. Vznik acetyl-CoA
v olejnatych organismech je pfisuzovdn aktivité



ATP:citratlyasy (ACL, reakce ¢. 1), jez se nevyskytuje
ve vétsiné neolejnatych druhd.®

citrat + CoA + ATP — acetyl-CoA + oxalacetat + ADP + P; (1)

Aby produkce acetyl-CoA byla dostate¢né efektivni,
musi reaktanty zminéné reakce, konkrétné citrat, byt

vvvvvv

v cytosolu buriky, kde probihd syntesa mastnych kyse-
lin. Citrdt je ovSsem syntetizovan v Krebsové cyklu
v mitochondriich. (Jak jiz zminéno vySe, vSechny olej-
naté mikroorganismy jsou eukaryota, maji tedy mito-
chondrie). To, co je pro olejnaté mikroorganismy uni-
katni a co jim umoznuje hromadit citrat je, Ze aktivita
isocitratdehydrogenasy jako jednoho z ¢lank( Krebsova
cyklu je zavisla na pfitomnosti AMP. Zadna takovato
zavislost se neobjevuje u enzymu z neolejnatych mikro-
organismd. Samotna koncentrace AMP je regulovana
enzymem AMPdeaminasou (reakce €. 2).

AMP — inosin 5 -monofosfat + NH,

(2

A je to pravé aktivita AMPdeaminasy, kterd je
u olejnatych mikroorganismd navySena, pokud
v ristovém mediu zacne dochazet k ubytku zdroje
dusiku. Buriky se tim zifejmé snazi ziskat potiebné
amonné ionty z vnitrobunécnych zdroju.

Pro shrnuti jak tedy vypada celd kaskada reakci
v olejnatych mikroorganismech vedouci ke vzniku ace-
tyl-CoA, pokud dojde pfi jejich kultivaci ke snizeni
obsahu dusiku v rlistovém mediu:

e s postupnym vycerpanim dusiku z kultiva¢niho media
zacne rdst aktivita AMPdeaminasy, jez se muze zvysit
az 5 krat oproti stavuy, kdy je zésobeni dusiku z media
pro buriky dostate¢né

e zvySena aktivita AMPdeaminasy sniZuje mnozstvi
AMP v burice, stejné tak iv mitochondriich

e jelikoz je v olejnatych mikroorganismech aktivita iso-
citratdehydrogenasy zavisla na pfitomnosti molekul
AMP, dochazi ke snizeni schopnosti tohoto enzymu
zpracovavat isocitrat jako sv(ij substrat

e nasledné hromadéni isocitratu je vak rychle vyrovna-
no vznikem citratu pfes reakci katalysovanou enzy-
mem akonitasou

e piebytecny citrat je z mitochondrie do cytosolu
exportovdn za soucasné vymény s maldtem

e v cytosolu je citrat rozStépen ATP-citratlyasou na ace-
tyl-CoA a oxalacetat

e acetyl-CoA je nasledné vyuzit pro syntesu mastnych
kyselin a oxalacetat je pfeveden maldtdehydrogena-
sou na malat, ktery je jak uZ zminéno pfeveden
do mitochondrie vyménou s citrdtem

Mastné kyseliny jsou vysoce redukované létky, a aby
bylo mozné zajistit jejich biosyntesu, je zdsadni zajistit
i dostacuijici pfisun redukéniho Cinidla jakym je NADPH.
Jako hlavni zdroj pfisunu NADPH pro syntesu mastnych
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kyselin je v dnesni dobé povazovan jable¢ny enzym
(maldtdehydrogenasa) (reakce ¢. 3).

malat + NADP* — pyruvat + CO, + NADPH (3)

Predpoklada se, Ze aby byl v olejnatych mikroorganis-
mech zajistén pfimy pfisun acetyl-CoA k tvorbé mast-
nych kyselin, tvofi malatdehydrogenasa multienzymovy
komplex s ATP-citrdtlyasou a synthasou mastnych
kyselin. Vzniklé mastné kyseliny jsou nakonec estrifiko-
vany s glycerolem za vzniku triacylglycerold a po
prichodu endoplasmatickym retikulem inkorporovany
do olejovych vacka. ¢

Nékteré olejnaté mikroorganismy mohou pfedstavo-
vat vhodny zdroj polynenasycenych mastnych kyselin
a mohou tak byt vyuzZity jako alternativa k olejim pro-
dukovanych ze zemédélskych plodin a hospodaiskych
zvifat. Ackoliv v soucastnosti zastoupeni mikrobiélnich
lipidd na trhu je zanedbatelné, je zde nékolik ddvodd
pro jejich mozné uplatnéni: (i) jejich schopnost rych-
[ého rhstu na paleté rlznych substratd umoziiuje
pouziti levnych ¢i nulovych nakladd na materidl;
(ii) produkce oleje maze probihat cely rok a neni za-
visld na nepfizni pocasi a podnebi; (iiij) mikrobidlni
kultury mohou tvofit koncentrovanéjsi a farmaceuticky
kvalitnéjsi polynenasycené oleje; (iv) snazsi zavadéni
novych mutaci pro zvyseni produkce mastnych kyselin
jako takovych ¢i konktétni Zadané mastné kyseliny.”

Mikroorganism se znatelné vy3si produkci polyne-
nasycenych mastnych kyselin as moznym komerénim
vyuzitim se nabizi nékolik. Pro tvorbu DHA napiiklad
jednobuné¢né fasy Crypthecodinium cohnii patfici
do kmene Dinophyta®, Gyrodinium, Amphidinium
a Gonyaulax” a heterotrofni houby Schizochytrium
spp., Thraustochytrium a Ulkenia patfici do kmene
Heterokonta®. A pro produkci EPA to mohou byt
napiiklad tasy Chlorella, Monodus, Polysiphonia,

Porhyridium,  Phaeodactylum,  Nanochloropsis,
Amphidinium, Thalassiosira; ¢i houby jako Mortierella
a Pythium.’

Uzite¢nou zajimavosti u jednoduchych hub je, ze
koncentrace EPA ve vyprodukovaném oleji roste se
snizenim produkéni  teploty. Specidlné u druhu
Mortierella, kde A17 desaturasa pfeménujici AA
na EPA je aktivovana za nizké teploty, aby vznikla
EPA mohla zajistit dostatecnou fluiditu membrény
i za nizkych teplot. Zaroven pfidavanim AA do media je
pak dosazeno vytézku 1,9 g EPA na litr kultury. 7

DHA produkuje nékolik mofskych hub, z nichz
Thraustochytrium muze nahromadit az 50% této
mastné kyseliny v oleji. Bohuzel, ale produkce oleje
u této houby je na nizkych 10 — 15% a rychlost rlstu
bunék taktéz. Zato druh Schizochytrium se jevi jako
vhodnéjsi, jelikoz za 5 dn( kultivace je schopen vytvo-
fit 15,5 g DHA/L

Zavér
Rostouci zajem o polynenasycené mastné kyseliny
spolu s jejich dllezitosti pro zdravi a spravnou vyzivu,



otevira dvéfe pro hledani novych zdrojl téchto mast- piindsi nespocet vyhod jako pouziti levnych kultiva-

nych kyselin, nez které nabizeji tradi¢ni procedury pro- ¢nich medii a celoro¢ni produkce oproti prozatim zcela
dukce ze zemédélskych plodin a zvifat. S rozmachem prevazujici vyrobé rostlinné aZivocisné. Zasadnim para-
biotechnologie v poslednich desetiletich se zdaji mik- metrem rozsifeni se mikrobiologicky vyprodukovanych
roorganismy jako vhodny nevyuzity zdroj se zna¢nym mastnych kyselin se v sou¢asné dobé jevi samotné
potencidlem. AvSak zaméfeni se na produkci vysoce prosazeni na trhu a schopnost ekonomicky konkurovat
cenénych polynenasycenych omega-3 mastnych kyse- zabéhlému a nesrovnatelné vétSimu odvétvi tradi¢ni
lin mikroorganismy jako nizsi houby a fasy, vyzaduje vyroby. V neposledni fadé zde také hraje roli spole-
poznani, jak mikroorganismy fidi a reguluji biosynte- Censké povédomi a urcitéd skepse vici mikroorganis-
ticky aparét tvorby mastnych kyselin, aby bylo mozno mdm samotnym, nehledé pak na ty, které by nesly
ziskat Zzddané mastné kyseliny v dostate¢né vysokém oznaceni GMO.

vytézku. Vyuziti biotechnologie mikroorganism sebou

Literatura

1. Simopoulos A. P.: Poultry Sci. 79, 961 (2000). 8.Yang HL, Lu CK, Chen SF, Chen YM, Chen YM:

2. Russo GL: Biochem.Pharmacol. 77, 937 (2009). Marine Biotechnol. 12, 173 (2010).

3. Harris WS: J.Cardio.Med. 8, 50 (2007). 9. http://upload.wikimedia.org/wikipedia/

4. Kris-Etherton PM, Harris WS, Appel LJ: JAm. Assoc. /commons/b/b1/ALAnumbering.png
106, 2747 (2002). (19.2.2011)

5. Coste OM, Legry V, Leclercq IA: Gastroente- 10. http://upload.wikimedia.org/wikipedia/
rol.Res.Practice 2011, (2010). /commons/0/02/EPAnumbering.png (19. 2. 2011)

6. Ratledge C: Biochimie 86, 807 (2004). 11. http://upload.wikimedia.org/wikipedia/

7. Certik M., SHIMIZU S.: Journal of Bioscience and /commons/0/0f/ALAnumbering.svg (19. 2. 2011)

Bioengineering 87, 1 (1999).

Souhrn
Simandl P.: Mikrobialni produkce omega-3 mastnych kyselin

V priibéhu poslednich nékolika desetileti se upira stale vétsi pozornost na roli omega-3 mastnych kyselin pro lidsky organismus. Mnoho
mezinarodnich studii upozoriiuje na snizeny pfijem téchto mastnych kyselin, jez je spojovén s nérdstem kardiovaskuldrnich onemoc-
néni, hypertensi, mentalnich retardaci, obesity a diabetes 2. typu. Tento zvySeny zdjem se promita i do hledéni novych zdrojli produkce
omega-3 mastnych kyselin. To spolu s rozvojem biotechnologii vede ke snaze vyrovnat se stdvajici tradi¢ni produkci olej z rostlin
azivocichl kontrolovanou vyrobou pomoci olejnatych mikroorganismii, které vykazuji vyssich lipidovych vytézku.

Klicova slova: polynenasycené mastné kyseliny (PUFA), omega-3 (n-3) mastné kyseliny, esencidlni mastné kyseliny, eikosapentaenova
kyselina (EPA), dokosahexaenova kyselina (DHA), olejnaté mikroorganismy, kardiovaskularni onemocnéni

Summary

Simandl P.: Microbial production of omega-3 fatty acids

Attention to the role of omega-3 fatty acids to the human health and disease has been continuously increased during last decades.
Many international studies alert, that insufficient dietary income of omega-3 fatty acids can be connected with higher risk of cardiovas-
cular disease, hypertension, mental illnesses, obesity and type 2 diabetes. Because of such interest, there appears to be hunger for new
suitable sources of these fatty acids. All together with development of biotechnology industry lead to an effort to manage economi-
cally sustainable controlled production by oleaginous microorganisms in comparison with conventional agricultural and animal oils
production.

Keywords: polyunsaturated fatty acids (PUFA), omega-3 (n-3) fatty acids, essential fatty acids, eicosapentaenoic acid (EPA), docosa-
hexaenoic acid (DHA), oleaginous microorganisms, cardiovascular disease
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SOUCASNE TRENDY V GENOVE MODIFIKACI RYZE

Lucie Jezkova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT v Praze

Uvod

plodin na svété a zékladnim zdrojem obZivy pro vét-
Sinu obyvatel asijského kontinentu. Po stovky let ze-
médélci tuto rostlinu péstovali a Slechtili klasickymi
metodami pfedevsim za ucelem zvySeni produkce.
S rozvojem technik genového inZenyrstvi se stéle cas-
téji dostavaji do popiedi metody moderniho Slechtitel-
stvi, kdy se cilené do genomu rostliny vnese gen nebo
geny (nejcastéji transformaci pomoci agrobakterii —
agroinfekce, ¢i biolistickym ,nastfelenim” DNA do
bunécného jadra) zodpovédné za vylepseni nékterych
vlastnosti rostliny (zvy3eni nutri¢ni hodnoty, rezistence,
odolnosti vi¢i stresu,...). Tento relativné novy zptsob
umoznuje oproti klasickym metodam slechtitelstvi vna-
Set do rostliny definované geny, z rliznych organismd,
propUjcujici rostliné nové vlastnosti. Takové rostliny
(nazyvany téz geneticky modifikované, GM) podIéhaji
pfisnym opatienim kontrolnich instituci a pfedevsim
pokud jsou uréeny k pifimé konzumaci ¢lovékem, byva
jejich uvedeni do bézného provozu velmi vzacné.

Odriidy se zvySenou nutri¢ni hodnotou

RyZe je dobry zdroj protein(, vldkniny, lipidd, rlznych
minerald (K, P, Mg, Ca, Na, I, Cu) a vitamind (thiamin-
difosfat, riboflavin, niacin, vitamin B6, kyselina listo-
va,...), aviak obsah vitaminu A, E, Zeleza a zinku je
minimalni ¢i Zadny. V mnoha rozvojovych zemich, kde
ryze predstavuje hlavni zdroj vyzivy, nedostatek vitami-
nu A a Zeleza (Fe) pfispiva k vysoké umrtnosti déti
a matek. Pfes 400 milion( lidi trpi nedostatkem vita-
minu A, ktery je nezbytny pro zajisténi funkci imunitni-
ho systému — plsobi antioxida¢né a chrani télni bunky,
pfedevsim sliznice a kizi, kde se podili na ochrané
pfed UV zafenim. Jeho prekurzor betakaroten, je rov-
néz dilezitou latkou v obrané organismu proti nado-
ram, infekénim chorobédm, dné, prekyseleni organismu
a je nezbytny pro spravnou funkci zraku. Kazdy rok
v diisledku nedostatku vitaminu A oslepne az 500 000
déti a 70 % z nich umfe. Anémie zplsobena nedostat-
kem Fe je patrné jesté vétsim problémem nez zmirio-
vany nedostatek vitaminu A. Podle statistik postihuje
deficience Fe az 3 miliardy osob a to pfedevsim déti
mladsi péti let a téhotné Zeny. Pomoci tradi¢niho
typu, jako je rozvoz kapsli Svétovou zdravotnickou
organizaci poméhaji, ale vzhledem k neltnosnym
nadkladdm a nedostate¢né rozsifené infrastrukture
v cilovych zemich k zdsadnimu snizeni poctu Umrti
a oslepnuti nepfispivavaji. Pravé zvySené mnozstvi
a dostupnost téchto latek v ryzi mlze podstatné snizit
vyskyt onemocnéni spojovanych s jejich nedostat-
kem'?2,
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S cilem feSit problém vySe zminéné deficience
vitaminu A, byla v roce 1999 védci Ingo Potrykem
a Peterem Beyerem za podpory Rockefellerovy nadace
vyvinuta tzv. zlatd ryze. Své oznaceni nese diky charak-
teristickému zlatavému zbarveni, které je zplsobené
obohacenim o pfidané geny umoziiujici syntézu beta-
karotenu (prekurzor vitaminu A) v zrnickach ryze. Cely
projekt se viak setkal s pomérné velkym nesouhlasem
odpurct GM rostlin, ekologickych skupin, predstavitel
katolické viry a spousty dalSich. Jednim z argumentd
byl také fakt, ze hladina provitaminu v této ryzi je mala,
dosahuje jen asi 2 ug/g ryie, pficemz doporuceny
denni pfijem je 500 — 850 pg vitaminu'3. Takovéto
mnozstvi ochrariuje télo pfed klinickymi znaky avitami-
nézy a umoznuje télu normalni rist a vyvin. Tento
problém byl vyfeSen s ndstupem nové ,vykonnéjsi* GM
ryze. Zlata ryze 2 tvofi ve srovnani se svou starsi pred-
chidkyni mnohonésobné vice Zadouciho provitaminu
A. Pavodni zlata ryze byla obohacena o tii vektory
nesouci mimo jiné dilezité geny pro biosyntetickou
drahu betakarotenu v endospermu. Prvni gen z pldni
bakterie Erwinia uredovora koduje enzym fytoen desa-
turasu, druhy gen z karafiatu fytoen synthasu a tieti gen
lycopen B-cyklasu rovnéz z karafidtu. Pravé produkt
druhého zminéného genu branil vyssi produkci provita-
minu u rostlin a tak byl o nékolik let pozdé&ji nahrazen
odpovidajicim genem z kukufice, ¢imz bylo dosazeno
az tficetisedmindsobné produkce provitaminu
A. Tvliircem zlaté ryze 2 je spole¢nost Syngeta, ktera
své vlastnictvi vénovala humanitarni organizaci
Humanitarian Rice Board. Produkce zlaté ryze by méla
byt schvalena ve Filipinach, Indii a Bangladési zacatkem
roku 2012, nésledné pak v Indonésii a Vietnamu.
Piedpoklada se, ze bude poskytovana zdarma malym
farmafdim z rozvojovych zemi'23,

Dlouhodobou strategii pro sniZeni anémie
z nedostatku Fe je klasicka prevence fortifikaci jidla,
ktera vsak s sebou nese nékolik technickych problémd.
Slouceniny Zeleza s relativné vysokou dostupnosti jako
je napfiklad siran Zeleznaty, ¢asto zptsobuji nevhodné
barevné a chutové zmény, zatimco latky, které tuto
vadu nemaji, jako je elementédrni Zelezo, jsou casto
velmi malo absorbovany. Po vzoru zlaté ryze tak pfisli
védci s napadem vytvoieni GM ryZe se zvySenym obsa-
hem Fe. Zrna béiné ryze obsahuji malé mnoiZstvi Fe
a navic kyselinu fytovou, ktera vyrazné snizuje absorpci
Fe lidskym zaZivacim traktem. Pro zvy3eni jeho obsahu
byl védci Lucca a kol. do ryze vnesen gen ze zelenych
fazoli pro syntézu proteinu ferritinu (hlavni zasobni
forma Fe) a pro zvySeni jeho biologické dostupnosti
termotolerantni fytasa z Aspergillus fumigates degra-
dujici kyselinu fytovou. Déle byla u této ryze zvySena



exprese endogenniho metallothioneinu bohatého na
cysteinové zbytky, které jsou povazovény za hlavni
“posilovace” absorpce Fe. Témito modifikacemi byl
v rostlinach zvy3en obsah dostupného Fe na pfiblizné
dvojnasobnou hladinu®.

Odrudy se zvySenou odolnosti viici Skudciim
a chorobam

Ryze je nachylnd k mnoha skidctim a chorobam zpu-
sobenymi rGznymi mikroorganismy. Zemédélci proti
nim bojuji pfedevsim chemickymi postfiky, které jsou
viak vétsinou toxické i pro ¢lovéka. Casto se potom
stavd, ze nehledé na to, Ze na plantazich vyhubi vie
zivé, dochazi i k otravdm rolnikl pracujicich na poli.
Skiadci se navic postupem ¢&asu postfikim pfizpisobu-
ji. S objevem a dostupnosti geni zodpovédnych za
rezistenci vaci rGznym Skddcim ryze zacali genetici
vyvijet nové odolné GM odrady.

Zamoteni ryzovych farem motylem travaiikem (Chilo
suppresalis), jehoz housenky se zavrtavaji do stonku
ryZe a potziraji ho, zplsobuje velmi vysoké 3Skody
na urodé, az kolem 309%. Klasické vyslechténi rezistent-
ni odrldy je velmi obtizné, protoze ryze pfirozené
neobsahuje zadny gen umozriujici rezistenci k tomuto
Skiidci. Mnoho laboratofi proto vyuzivd modernich
Slechtitelskych metod k vytvoreni lokalnich kultivard
obsahujicich Bt (Bacillus thuringiensis) geny (cry1Aa,
1Ab, 1Ac, 2A, 1B nebo kombinaci téchto gent) zodpo-
védné za tvorbu toxické bilkoviny pro miry a motyly.
Dalsim genem, ktery je genetickou modifikaci vnesen
do ryze je gen rostliny Vigny cinské kodujici syntézu
proteinu s vlastnosti inhibitoru proteas, ktery housen-
kdm travaiika blokuje traveni bilkovin. Prvni polni
testovani Bt ryze bylo uskute¢néno v roce 1998, aviak
do dnesni doby nebyla zadna Bt ryze legalizovéna ani
komer¢né vyuzita. V roce 2009 vydalo ¢inské minister-
stvo zemédélstvi bezpecnostni certifikdt pro dva kulti-
vary Bt ryze (Huahui No. 1 a Shanya 63) s mozZnosti
Sirokoplosného péstovani od roku 2012. Ocekava se,
ze do roku 2015 bude déle schvéalena ve Filipinach,
Bangladési, Indii, Indonésii a Vietnamu>57,

Xanthomonas oryzae je ptvodcem bakteridlni snéti
ryze. \lyskytuje se prevainé v jiznich oblastech Asie
a pii vypuknuti epidemie mize vést az k 50 % ztratdm
na urodé. S objevem genu Xa21, ktery je pfitomny
v divokém typu ryie Oryza longistaminata a ktery
propUjcuje rostliné rezistenci vici této chorobé, bylo
vytvofeno nékolik odrlid ryze odolnych vi¢i této cho-
robé. Testovani nékterych transgennich linii bylo prove-
deno v Cing, Indii a Filipinach, zatim viak nebyly vy-
uzity komercnés.

Dal$im vyznamnym skidcem ryze je houbovy pato-
gen Rhizoctonia solani. Snahy pro vytvofeni ryze
s rezistenci k tomuto patogenu vedly k inkorporaci
gen( kddujicich chitinasu, B-1,3-glukanasové enzymy,
které metabolizuji fungalni buné¢nou sténu a dalsi tzv.
patogen-related proteins (PR proteiny). ZvySeni aktivity
téchto PR proteind je indukovano houbovymi elicitory
a vede k obrané rostliny pfed patogenem?>®,
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Virus Zluté skvrnitosti ryze je pfenasen hmyzimi vek-
tory a zplsobuje vysoké ztraty vynosu produkce ryze
v Africe, az kolem 70 %. Transgenni odrlda ryze rezis-
tentni vici tomuto viru byla vytvofena vlozenim ORF2
(open fading frame 2) obsahujici geny pro serinovou
proteasu a RNA dependentni RNA polymerasu) z viru
Zluté skvrnitosti do genomu ryze. Bylo vyuzito faktu,
Ze expresi a translaci transgenniho genu patogenu
mize dochézet k interakci se samotnym virovym
replika¢nim cyklem a maze tak byt pferusena
patogenese viru. Touto metodou skupina Pinto a kol.
vytvofila 12 transgennich linii rezistentnich k viru
zplsobujicimu Zlutou skvrnitost ryZze, a jedna linie
dokonce vykazovala rezistenci k izolatdim ziskanych
z rGznych mist Afriky'.

Odridy se zvySenou rezistenci k abiotickému
stresu, herbicidiim a pesticidiim

RyZe je rostlinou, kterd pro svdj rlst vyzaduje vysoké
mnozstvi vody — pfiblizné dvakrat az tfikrét vice nez
ostatni plodiny. Problémy jako je nedostatek vody
a vysoka salinita vedly ke snaze vyprodukovat rostlinu
odolnou vi¢i témto stresovym podminkam. UZitim
HRD genG modelové rostliny Arabidopsis thaliana
v ryzi, byla diky zvySeni fotosyntetické asimilace
a snizeni respirace zvySena ucinnost vyuziti vody rostli-
nou a vytvofena tak ryze s odolnosti vici suchu. Navic
byly do rostliny vlozeny geny CBF3/DREBIA a ABF3
zvysujici toleranci k vyssi salinité a suchu a bakterialni
geny E. coli pro syntézu a akumulaci trehalosy, ktera
rovnéz zvySuje toleranci rostliny k suchu, solim
a chladu. Uziti trehalosy, neredukujiciho disacharidu
glukosy, ktery stabilizuje dehydratované enzymy, pro-
teiny a lipidové membrany a chrani biologické struktu-
ry pied poskozenim béhem vysychani u rostlin ryze,
bylo popsano védci Garg a kol. v roce 20022,

Jiz v roce 1992 bylo publikovano vytvoreni transgenni
linie ryze rezistentni ke komerénimu herbicidu vyvinu-
tého firmou Bayer CropScience casto pouzivaného
v zemédélstvi. Postupem ¢asu byly stejnou firmou vytvo-
feny kultivary rezistentni viici aktivni slozce vlastnich her-
bicidG - LL601, LL62 a LLO6. Kultivary ryze umoziuji
selektivni niceni plevele, aniz by doslo k poskozeni
samotné ryZe. Za rezistenci viici herbicidu byl zodpovéd-
ny vneseny bakteridlni gen pro tvorbu fosfinothricin ace-
tyltransferasy, ktera prevadi aktivni toxickou molekulu
fosfinothricin (také glufosinat) piitomnou v herbicidu
na netoxickou neacetylovanou formu. Nebezpeci uzivani
této GM ryZe nespociva ani tak v ryZi samotné, jako spise
v herbicidu, vici kterému je rezistentni. Fosfinothricin
inhibuje aktivitu glutaminsynthetasy, ktera je nezbytna
pro produkci amino-kyseliny glutamin a pro detoxifikaci
amoniaku. Aplikace herbicidi s touto latkou tedy vede
k redukci glutaminu a narGstu hladiny amoniaku
v rostlinnych tkanich coz ma za nésledek zastaveni foto-
syntézy a smrt rostliny béhem nékolika dni. Glufosinaty
také inhibuiji stejny enzym u zvifat a byl prokéazan nepfiz-
nivy vliv na jejich zdravi. V USA byl kultivar LL62 povolen
k péstovani’>™.



Japonskym védclim se podafilo zvysit odolnost ryze
dokonce vici 13 herbicidim a pesticidim. Do rostliny
ryze vlozili lidsky gen, jehoz produkt, protein CPY2BS,
odbourdva v lidském téle chemické skodliviny. Zjistili,
Ze inserci tohoto genu z lidskych jater, poskytuje ryzi
odolnost vicdi tfinacti druhtim chemickych prostiedki
na hubeni plevele. Doposud byl k posileni této schop-
nosti vyuzivan pouze gen z bakterie, ktery vsak byl Gcin-
ny pouze proti jednomu prostiedku (viz predchozi
odstavec) ™.

VyuZiti GM ryZe v biofarmacii

V soucasné dobé sméfuji genetické modifikace ryze
k tvorbé odrid, vyuzivanych jako prostfedek k produkci
nékterych farmaceutickych latek, véetné vakcin. Jednim
z pfikladd je vyvoj oralni vakciny obsahujici podjed-
notku antigenu cholera toxin B (CTB), kterd je produ-
kovana transgenni odridou ryze. Antigen je akumulo-
van v proteinovych téliskdch skrobovych bunék
endospermu, které pfi trdveni interaguji se slizni¢nimi
burikami gastrointestindlniho traktu a dochazi tak
k indukci antigen specifické slizni¢ni odpovédi
a neutraliza¢ni aktivity. Vakcina je navic pomérné sta-
bilni. MGze se uchovavat pfi laboratorni teploté
po dobu minimalné 1,5 roku a neni $tépena pepsinem
in vitro. S vyuzitim stejného principu mohou byt v ryzi
produkovany i dalsi vakciny proti nemocem dychaciho
a gastrointestinalniho traktu'e.

Ve svété je béznou praxi pfidavat antibiotika do krmi-
va hospodafiskych zvifat za ucelem “vylepseni” jejich
zdravi, produktivity, kvality masa a narGstu svalové
hmoty (v EU je tato praxe zakdzana). Takovéto oboha-
covani potravy zvifat je vSak pomérné nebezpecné
pro ¢lovéka kvili moznému vzniku multirezistentnich
kment bakterii. Proto lidé hledaji alternativni strategii
k nahrazeni antibiotik. V bieznu 2002 byla publikovana
studie, ve které byli krmeni brojlefi GM ryzi s vloZzenymi
geny pro lidsky lactoferin a lysozym ochranujici stievni
trakt stejné jako subterapeutické davky antibiotik
(bacitracin a roxarson). Lactoferin a lysozym jsou anti-
bakteridlni latky pfirozené pfitomné ve slizni¢nim
sekretu a mléce, kde poskytuji ochranu vici bakteriim
a navic jsou vysoce rezistentni k hydrolyze kyselinami
a proteasami piitomnymi v gastrointestindlnim traktu.
Experiment ukazal, Ze brojlefi krmeni touto GM ryzi
méli prokazatelné lepsi histologicky index zdravi stfeva
a zvysenou bakteriostatickou aktivitu'”.

Alergenni reakce v soucasné dobé postihuji stale vice
obyvatel nasi planety. Soucasna terapie je ¢asto nespe-
cifickd, drahd a je spojena s nezadoucimi vedlejSimi
efekty. Japonsti védci pfipravili GM ryzZi, kterd by méla
pomoci lidem trpicim alergii, kterd postihuje 20%
japonské populace a je zplsobena bilkovinami
z japonského cedrového pylu. Pojidanim této ryze se
imunitni systém “posili” a pfestane na pylova zrna pie-
hnané reagovat. Védci do genomu vloZili geny, které
koéduji 7 peptidd s roli epitopll (7Crd) odvozenych
pravé z cedrového pylu. Vzhledem k tomu, zZe se tyto
peptidy v transgenni ryzi akumuluji predevsim v tzv.
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prolaminovych proteinovych téliskdch odvozenych
od endoplasmatického retikula, jsou pfi poziti odolné
i k enzym@m v gastrointestinalnim traktu. V roce 2009
byly provedeny studie s makaky, které potvrdily bez-
pecnost této ryze pfi poziti. Nyni je vyvoj ve fazi ¢ekéni
na zahdjeni testd s lidskymi dobrovolniky'®.

Zacédtkem brezna roku 2008 byla publikovana studie,
ve které bylo vyuzito buné¢né suspenze ryze k produkci
lidského rdstového hormonu (hGH). hGH hraje za-
sadni roli v rastu, ovliviiuje bunécnou proliferaci,
metabolismus i proteosyntézu a spousty dalSich biolo-
gickych funkci. Vneseny transgen je syntetickou formou
hGH pod kontrolou silného ryzového promotoru pro
amylasu. VWhodami produkce hGH v bunécné sus-
penzi ryze je jednoducha purifikace, nizka cena kulti-
va¢niho média a nizkd moZnost kontaminace sav¢imi
viry a bakterialnimi toxiny'®.

Zhruba pied tiemi lety byl v Journal of Pediatric
Gastroenterology and Nutrition publikovén clanek,
ve kterém se védci zabyvaji GM odrldou ryZe, ktera by
mohla produkovat 2 dtlezité proteiny k urychleni zota-
veni z prdjmovych onemocnéni. Ta jsou ro¢né pficinou
smrti az 1,8 miliond déti. GM ryze produkuje dva pro-
teiny vyskytujici se v matefském mléce - lactoferin
a lysozym, které jsou aktivni vici Sirokému spektru
bakterii, viri, parazitd a plisni. Klinické studie v Peru
provedené na 140 chlapcich ve véku 5 — 33 meésica
s akutnim prdjmovym onemocnénim prokdzala, Ze
po pfidani téchto dvou rekombinantnich lidskych pro-
teind produkovanych v ryzi do roztoku pro dehydrataci
nemocnych, vede ke snizeni doby trvani prdjmovych
onemocnéni a urychluje celkové zotaveni. V bieznu
roku 2007 spolecnost Ventria Bioscience, které patifi
vySe zminéna GM ryze, obdrzela povoleni od minister-
stva zemédélstvi USA k velkoplodnému péstovani ryze
v Kansasu®.

Odriidu GM ryze publikované v ¢lanku kolektivem
Shrawat a kol. nelze zafadit ani do jedné z popsanych
skupin. Popisuji v ném vyvoj GM ryze, kterd by absor-
bovala dusik mnohem ucinnéji nez normélni odrady
a potiebovala by tak méné hnojiv. Dusik z hnojiv
nespotiebovany rostlinami je vyuZivan padnimi
mikroorganismy a pfemérovan na oxid dusny, ktery
v soucasnosti predstavuje nejvétsi nebezpeti pro
ozonovou vrstvu a velkou mérou tak pfispiva ke klima-
tickym zménam. Transgenni rostliny vytvofené inserci
genu jecmene AlgAT kédujiciho alaninaminotransfe-
rasu fizeného tkérnové specifickym promotorem ryze
vykazuji narist biomasy, vyrazné zmény v obsahu kli¢o-
vych metabolitd a celkovém obsahu dusiku. Tyto
zmény skute¢né ukazuji na vyssi ucinnost absorpce
dusiku GM rostlin ryze?'.

Zavér

Potencidl vyuZiti ryze ke genovym modifikacim je
obrovsky. Radi se mezi nejvice péstované plodiny
na svété a jiz nékolik let je zndm jeji genom. Tento ¢la-
nek dava piehled, jakymi sméry se genové manipulace
ryze ubiraji. Celkem pochopitelné se nejdfive vyvijely



GM odrtdy se zvysenou odolnosti vici rdznym $kid- cemi. V poslednich nékolika malo letech se vyclenuje

ciim, mikroorganismim a stresovym faktoriim, se tfeti rozsahla skupina GM ryze uréend k produkci vak-
kterymi ryze pfichdzi nejcastéji do styku, a které vyraz- cin ¢i rznych terapeutickych latek s pozitivnim efek-
né sniZuji jeji vynosy. Nasledovala generace GM ryze se tem na zdravi ¢lovéka. Ackoliv jsou védecti pracovnici
zaméfenim na zvySeni nutricni hodnoty. Jednd se schopni transgenozi vytvofit mnoho vylepsenych odrtid
pfedevsim o obohaceni ryze o latky, které jsou v ni ryze, pouze malému procentu se dostane skute¢ného
pfitomny v minimalnim ¢ Zadném mnoizstvi jako je vyuziti. Zdlouhavé schvalovaci protokoly, strach z GM
napfiklad vitamin A, vitamin E a Fe. Tyto odrGdy jsou plodin, nedostate¢né zkusSenosti s dlouhodobym
vyvijeny téméf vylu¢né pro obyvatele rozvojovych zemi, péstovanim a mnohdy i eticky odpor zabranuji vyuziti
kde je ryze hlavni potravinou a ktefi v ddsledku nedo- téchto velmi uzite¢nych produktd.

statku téchto esencidlnich latek trpi rGznymi nemo-
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Souhrn

Jeikova L.: Soucasné trendy v genové modifikaci ryze

Diky ddleZitosti ryZe jako hlavniho zdroje obzivy vétsiny asijského kontinentu, pomérné malé velikosti genomu (cca 430 milion® bp)
a diky znamé nukleotidové sekvenci genomu, je tato rostlina velmi ¢astym organismem pro genetické manipulace. Transgenoze umo-
ziiuje oproti klasickému Slechténi cilené vytvéret nové — lepsi odridy kulturnich rostlin. Tento souhrnny ¢lanek podava prehled riznych
odrid geneticky modifikované ryze a jejich vyuZiti jak k ochrané rostlin samotnych (rezistence vi¢i herbicidu, virdm, bakteriim),
tak i k ochrané zdravi ¢lovéka (zlaté ryze, produkce vakcin).

Klicova slova: geneticky modifikované rostliny, transgenni ryze

Summary

Jeikova L.: Current trends in gene modification of rice

Due to the importance of rice as a main source of food of almost whole Asian continent, relatively small size of genome (430 millions
bp) and due to the known nucleotide sequence of genome - this plant is very frequently used for gene manipulation. In contrast
to classical breeding, the transgenose makes possible to create new and better cultivars of plants. This article gives overview of variety
of cultivars of genetically modified rice and theirs usage for protection of own plants (herbicide resistance, virus and bacterial resis-
tance), as well as for the protection of human health (golden rice, production of vaccines).

Keywords: genetically modified plants, transgenic rice

68



SOUCASNY POHLED NA VZTAH LUTEINU A ZDRAVi CLOVEKA

Kamila Sigutova
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Uvod

Karotenoidy jsou nyni casto sklofiovény jakozto anti-
kancerogenni a antioxidacni latky. Jedna se o rostlinnd
a mikrobidlni barviva majici jak pomocnou ulohu
v procesu fotosyntézy, tak protektivni funkci viici fotooxi-
dativnimu poskozeni buné¢nych membran.' V zZivocis-
ném téle maji nezastupitelnou funkci jako prekurzory
vitaminu Aiv boji proti volnym radikalm. Mohou tak
pomoci predchazet nékterym onemocnénim, jako jsou
Sedy zakal, rGzné druhy rakoviny nebo onemocnéni
kdze.? Jednou ze skupin karotenoidl jsou xantofyly
neboli oxokarotenoidy, napfiklad lutein a jeho isomer
zeaxantin. Oba tyto karotenoidy maji velky vyznam
pfi zachovani spravné funkce oka. Lutein ale blahodérné
pusobi i jinde v organismu, napfiklad v kizi nebo pifi
obrané proti rakovinnému bujeni a kardiovaskularnim
chorobdm. Je tedy v posledni dobé intenzivné zkouman
a doporucovén jako vhodny doplnék stravy.?

Xantofyly

Xantofyly nepatfi mezi prekurzory vitaminu
A av organismu maji pravdépodobné hlavné funkci
ochrannou. Jejich struktury (obr. 1) obsahuji hydro-
xylové skupiny na obou B-iononovych kruzich, coz
velmi ovliviiuje jejich vlastnosti.>* Jsou vice hydrofilni
nez ostatni karotenoidy, mohou tedy po rozpusténi
v lipidovych dvojvrstvach reagovat s reaktivnim single-
tovym kyslikem nejen uvnit, ale ive vodné fazi okolo
membran.>#> Tato ochrana proti poskozeni je dopl-
néna schopnosti luteinu i zeaxantinu absorbovat za-
feni o vinové délce okolo 446 nm, ¢imzZ odfiltruji
z viditelného spektra vysokoenergetické modré svétlo,
které je nebezpe¢né jak pro rostlinné, tak pro Zzivo-
¢isné buriky.> Polarni karotenoidy byly nalezeny

i v mebranach halofilnich a termofilnich bakterii.
Pravdépodobné zde mohou, podobné jako v Zivocis-
nych burikach cholesterol, ovliviiovat rigidnost
a odolnost vi¢i priniku malych molekul.*

Lutein v lidském téle

Lutein je druhym nejvice zastoupenym karotenoidem
v lidském séru. JelikoZ jej ¢lovék ani zvifata nedokazi
syntetizovat, je nutné jej pfijimat potravou. Bohaté jsou
na néj nékteré druhy zeleniny, obzvlasté ty s tmavé
zelenymi listy, nebo ovoce a zelenina oranzové barvy.
Vlysoky obsah luteinu byl zjistén také ve vajec-
nych Zloutcich.>*# Bylo zjisténo, Ze xantofyly jsou
z gastrointestindlniho traktu [épe vstfebavany nez
ostatni karotenoidy.* V télnim obéhu je lutein transpor-
tovan pomoci rdiznych druht lipoprotein(.+*

Lutein se nachazi v mnoha tkanich, nejvice je vsak
akumulovan v ¢oéce a na sitnici oka, hlavné v misté
tzv. zluté skvrny (Macula lutea), oblasti, diky niz
dokazeme kupiikladu rozlisit jemné detaily.*> Tvofi zde
nejvyssi koncentraci karotenoidd v téle (az 1 mmol/I).3
Tak vysokého mnozstvi xantofylu je docileno
i Gcasti nedavno identifikovaného lutein-vazajiciho
proteinu.™

Vékem podminéna makularni degenerace
Degenerativni onemocnénim postihujicim pravé Zlu-
tou skvrnu je vékem podminéna makularni degenera-
ce (VPMD, age-related macular degeneration, AMD).
Tako choroba je nejcastéjsi pficinou zhordeni zraku
a slepoty lidi po 65. roce Zivota.® Projevuje se hlavné
v centralnim vidéni. Pacienti maji problémy se ¢tenim,
fizenim i rozezndvanim tvafi.> Jsou znamy dvé formy
nemoci. ,Sucha” VPMD mé pomalejsi pribéh aje ¢as-

Zeaxantin

XYY

Lutein

OH

NIRRT XYY

Obr. 1: Struktura zeaxantinu a luteinu
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Obr. 2: Produkty oxida¢niho metabolismu luteinu a zeaxantinu nalezené v burikach sitnice™

téjsi (85 % pacientl) a nelécitelnd, pfi ,vlhké” formé
dochazi k rozvoji daleko rychleji, ale existuje zde moz-
nost terapie.5®

S rostoucim vékem postupné dochazi ke snizovani
aktivity retindlniho pigmentového epitelu, ktery
s cévnatkou a Bruchovou membranou tvofi hematore-
tinalni bariéru. Klesa tudiz jak vyziva, tak odstrariovéani
odpadnich latek. Na sitnici zacinaji vznikat tzv. drizy.
Déle pak onemocnéni pokracuje degeneraci retindlni-
ho pigmentového epitelu, coz se projevi ubytkem foto-
receptorl v makule a ztratou centralniho vidéni.5®

Pii ,vlhké” formé maze dojit diky zménam v Bru-
chové membrané k neovaskularizaci, pficemz nové
cévy prorustaji do prostor pod pigmentovym epitelem,
coz vede ke vzniku otoku, krvéceni, pfipadné az zjiz-
veni tkané. Nasledkem je rychlé zhorSeni zraku.®®

Mnoho studii naznacuje, ze zvySeny pfijem luteinu
potravou zvySuje jeho mnozsvi v plasmé ive Zluté
skvrné, coz muze snizit riziko vzniku nebo zhorseni
VPMD.2>>6° Pfi nékterych studiich bylo dokonce zazna-
menano izlepseni stavu pii VPMD."

Vyznamnou roli hraje ochrana proti volnym radika-
[Gm. Sitnice je totiz velmi néachylna k oxidativnimu
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poskozeni diky vysokému obsahu polynenasycenych
mastnych kyselin (polyunsaturated fatty acids, PUFA),
které jsou snadno peroxidovatelné. V této oblasti také
dochazi diky vysokoenergetickému kratkovinnému
zéfeni ke vzniku reaktivnich forem kysliku (reactive
oxygen species, ROS), které poskozuji lipidy, proteiny
a nukleové kyseliny v makule. Toto kumulativni oxida-
tivni poskozeni je pravdépodobné pficinou vékem
podminéné makularni degenerace. Lutein podobné
jako ostatni karotenoidy dokaze likvidovat ROS
a vychytadvat volné radikaly. Zabrani tak peroxidaci
membran.3>

In vitro lutein snizil i tvorbu lipofuscinu, ktery je
potencialnim fotoindukovanym generdtorem ROS.
Oslabuje totiz aktivitu katalasy, superoxiddismutasy
a katepsinu D, coz vede k peroxidaci lipidQ, dysfunkci
bunék retikularniho pigmentového epitelu a vzniku
drliz, které jsou charakteristické pro VPMD. >

Antioxidacni vlastnosti luteinu dokazuji nélezy jeho
oxida¢nich metabolitd (jako je 3" -oxolutein, obr. 2)
v burikdch oc¢ni sitnice. Tyto slouceniny nejsou pifiji-
many potravou, nybrz vznikaji az v organismu pfi reak-
cich s volnymi radikély a ROS.>™



Daldi ochranou je schopnost luteinu absorbovat
vysoce energetické modré svétlo. Bez této pomoci by
rychle doslo k poskozeni fotoreceptorli a nasledné
k jejich apoptdze. Xantofyly tedy dokdzi zmirnit vékem
ziskané zhorseni zraku.

Sedy zakal

VySe zminénymi mechanismy pdsobi lutein i proti
rozvoji katarakty neboli Sedého zakalu.?* Toto onemoc-
néni, podobné jako VPMD, nejcastéji souvisi s vyssim
vékem. Na ocni coc¢ce postupné diky plsobeni
oxidativniho stresu dochazi k precipitaci poskozenych
protein( avzniké zakal. Zhor3eni zraku muze vézt az
ke slepoté.? Studie ukazuji, Ze lutein azeaxantin na roz-
dil od ostatnich karotenoidli, dokdaZi sniZovat rizika
vzniku této choroby.?3

Kardiovaskularni choroby

Pribyva studii, které poukazuji na lutein jako na pre-
venci kardiovaskuldrnich onemocnéni. V pokusech
in vitro se ukazalo, ze tento xantofyl je schopen redu-
kovat oxidaci lipoprotein(i o nizké hustoté (low density
lipoprotein, LDL) a inhibovat zanétlivou odpovéd
monocytt na LDL proniklé do stén artérii.>>'* V jinych
pokusech lutein snizoval expresi adhezivnich molekul
na povrchu bunék endotelu.?'> Lutein a zeaxantin také
vychytavaji peroxydusitanové radikaly.® Viysledky epide-
miologickych studii jsou vSak nejasné. V ¢&asti z vyssi
hladiny luteinu v plazmé rizika kardiovaskularnich
chorob snizovaly. Nékteré prace v3ak zadny vyznamny
vztah nenasly.?

Zdravi kiize

Vystaveni kiize UVA a UVB zafeni vede diky vzniku
ROS k zanétlivé reakci v koznich burikdch. Na zvife-
cich modelech lutein toto poskozeni snizoval. Studie
na lidech napovidaji podobné vysledky, nejsou vsak
tak jednoznacné.2'®

Rakovina

Lutein jako ostatni karotenoidy mé antimutagenni
a antikancerogenni potencial. Jeho vlivem na rakovinné
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bujeni in vivo se tedy zabyvéa mnoho studii. Na zvifecich
modelech rakoviny stfeva a prsu byla chemopreventiv-
ni aktivita luteinu patrnd. Moznymi mechanismy proti-
rakovinného plsobeni by dle nich mohly byt regulace
angiogeneze a apoptdzy,>'’ prevence oxidativniho
poskozeni nebo modulace imunitniho systému.3
Vyzkumy suplementarniho podavéni luteinu lidem
postupné potvrzuji pozitivni vliv na snizeni rizika vzniku
rakoviny plic, kolorektdlnimu karcinomu, karcinomu
prostaty, vaje¢nikd av neposledni fadé ikdze.

Antiviralni pusobeni

Virus hepatitidy typu B (HBV) je i pfes moznost o¢ko-
vani i protivirovou lé¢bu stéle hrozbou, protoze muze
vyustit v cirhézu a hepatocelularni karcinom. Skupina
Pang et al.'® zkoumala mozné pGsobeni luteinu proti
tomuto DNA viru in vitro. Z jejich pokust na buné¢né
linii HepG2 vyplyvd, Ze koncentrace luteinu vy3si nez
40 ug/ml jiz plsobi cytotoxicky na jaterni buriky. Dale
pomoci transientni transfekce zjistili, Ze lutein vyznam-
né inhibuje aktivitu nezkrdceného HBV promotoru
a tim i transkripce virového genomu.'®

Bezpecnost

Na rozdil od vitaminu A lutein pravdépodobné nema
vyrazné toxické Gcinky. Pfi podavani vysSich davek
lidem se v nékolika studiich objevilo jen Zlutavé za-
barveni klize. Testy na zvifatech tuto bezpec¢nost potvr-
Zuji.>"°
Zavér

Xantofyl lutein se zdd pro svou nizkou toxicitu
a vysokou biologickou aktivitu idedlnim dopliikem
stravy. Jeho schopnost absorbovat kratkoviné modré
zafeni i antioxida¢ni vlastnosti jsou velmi dilezité
pro udrzeni dobrého zraku. Plsobi jako prevence pied
onemocnénim vékem podminéné makularni dege-
nerace i Sedého zékalu. Studie napovidaji i pozitivnimu
vlivu na kardiovaskularni onemocnéni a zdravi kuze.
Nemaly je i potencidl luteinu jakoZto antikancero-
genni latky. Zajimava je téZ jeho inhibice viru hepati-
tidy typu B.
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Souhrn

Sigutova K.: Souéasny pohled na vztah luteinu a zdravi élovéka

Karotenoidy jsou vyznamnymi pfirodnimi antioxidanty, jednim z nich je ilutein. Obsahuje ve své strukture hydroxylové skupiny, diky nimz
muize efektivnéji vychytavat volné radikaly a reaktivni formy kysliku. Absorbuje také vysoce energetické modré zéreni. Tyto vlastnosti jsou
dalezité pro jeho plsobeni v oku. V Zluté skvrné plisobi proti vzniku a rozvoji vékem podminéné makuldrni degenerace. O¢ni ¢ocka je
mistem ochrany pied $edym zakalem. Mize pfispivat ochrané pied kardiovaskuldrnimi chorobami, ato pfedevsim ovlivnénim vlastnos-
ti epitelu a svou antioxida¢ni aktivitou. PGsobi jako prevence nékterych typl rakoviny. /n vitro byla prokazana jeho schopnost inhibovat
transkripci gent viru hepatitidy typu B.

Klicova slova: Lutein, Xantofyly, Vékem podminénd makularni degenerace, Rakovina, Kardiovaskuldrni onemocnéni, Virus hepatitidy

typu B

Summary

Sigutova K.: Current view to relationship between lutein and human health

Carotenoids are important natural antioxidants. Lutein is one of them. There are hydroxyl groups in its structure and these enable lute-
in to scavenger free radicals and reactive oxygen species more effectively than other carotenoids. Lutein also absorbs high energy blue
light. These properties play critical role in the eye. In macula lutea lutein prevents age-related macular degeneration and in lens it pro-
bably prevents formation of cataract.

Lutein can also help in fight with cardiovaskular diseases, mainly due to its antioxidant properties and is also able to change the pro-
terties of epithelial cells. Lutein was also found as an anticancerogenic agent. In vitro it is able to inhibit transcription of the hepatitis B
virus genes.

Keywords: Lutein, xantophylls, Age-related macular degeneration, Cancer, Cardiovascular diseases, Hepatitis B virus
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