


B
1

23th Volume
No. 3/2013

PROSPECT

Society address: Institute of Chemical Technology, Technicka 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, Dejvicka 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,

ve druhém letosnim ¢Cisle naseho Bioprospectu
jsme Vas podrobné informovali, jak pokracuji pfipravy
mezinarodniho biotechnologického symposia BIO-
TECH 2014 a 6. Cesko-3vycarského symposia, které se
uskutecni pfisti rok, a to ve dnech 11. — 14. 6. 2014
v Narodni technické knihovné v Praze-Dejvicich. Radi
bychom Vés pozédali, abyste sledovali webové stran-
ky symposia www.biotech2014.cz, které pribéiné ak-
tualizujeme. Opakované Vas vSechny co nejsrdecné;ji
zveme k aktivni i pasivni Ucasti, a déle k pfedstave-
ni svych aktivit formou vystavnich stankd, inzerdtd,
reklamnich spotd i dalSich forem propagace Vasi ¢in-
nosti. Pofadatelé symposia jsou pfipraveni s Vdmi pro-
jednat zplsob propagace a domluvit se na podminkéch
spolupréce. Od vyrobnich podnikd, distributord i dalSich
organizaci bychom uvitali vypsani stipendii pro ucast
studentl (t.j. zaplaceni jejich tcastnického poplatku).
Vasi spolupraci ocenime nejréiznéjsimi formami propa-
gace Vasi spolecnosti ¢i instituce po vzajemné dohodé.

Védeckym pracovnikiim pfipomindme moznost pub-
likace prehlednych ¢lankd z jejich oboru ve zvlastnim
Cisle prestizniho casopisu Biotechnology Advances
(impakt faktor trvale kolem 10).

V prvém letoSnim disle Bioprospectu jsem si pfipo-
méli nékolik vyznamnych vyrodi, které podstatné ovliv-
nily rozvoj vSech véd o Zivoté a samoziejmé i nevidany
pokrok v oblasti biotechnologii (objasnéni struktury
DNA - 60 let, zavedeni polymerasové fetézové reakce
- 30 let a ukonceni projektu lidského genomu - 10 let).
I dnes bychom radi pfipoméli nékteré dalsi vyznamné
Uspéchy na poli védeckého pokroku.

Ke zpracovani a presentaci informaci pouzivame dnes
pocitace témér ve viech oborech lidské ¢innosti, véetné
biotechnologii. Pro interakci s pocitacem byly, kromé
klavesnice, zkousena nejrliznéjsi zafizeni. Nejvyznam-
néjsi ulohu v tomto sméru sehrala a stéle hraje ,poci-
tacova mys”, ktera letos slavi 50 let. Jeji prvni prototyp
zacal fungovat v laboratofi Douglase Engelbarta pravé
v r. 1963. PGvodni mys byla dievéna krabicka se dvéma
velkymi kolecky a kabelem, ktery ji spojoval s pocita-
¢em. V r. 1968 na piedndsce v San Franciscu presen-
toval Engelbart asi tisicovce pocitacovych odbornikd
mozné Ukony s mysi. Jednalo se o ukony, které dnes
béiné provadi témér kazdy uzivatel pocitace. Zhruba
v r. 1970 nahradil Bill English z firmy Xerox Engelbartova
kolecka kuli¢kou. Pozdéji (na pielomu stoleti, experi-
mentalné jiz v r. 1980) byla kulicka nahrazena optickym
senzorem (www.techtydenik.cz).
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Rychle se rozvijejici a perspektivni technikou, ktera
se postupné uplatriuje v nejriiznéjsich oborech, véetné
mediciny i potravinaistvi, je trojrozmérny tisk. Tak napf.
byla publikovéna uspésna implantace celisti vytvofena
metodou 3D tisku i ,vytisknuti” lidského ucha z Zivych
bunék a alginatového hydrogelu. Problémem zlstava
konstrukce 3D tiskarny, ktera by zachovala biologic-
kou funkci rlznych typd bunék. K pfipravé tkéni
a organl jsou propracovavény i jiné techniky. V tomto
sméru nas zaujala zprava o Uspésich vyzkumné skupi-
ny vedené Dr. Jiirgenem Knoblichem z Ustavu mole-
kularni biotechnologie rakouské akademie véd (IMBA
- www.imba.oeaw.ac.at), kterd pomoci pluripotent-
nich kmenovych bunék pfipravila lidskou mozkovou
tkan (M.A. Lancaster, M. Renner, C.-A. Martin, D. Wen-
zel, LS. Bicknell, M.E. Jurles, T. Homfray, J.S. Penninger,
A.P. Jackson, J.A. Knoblich: Cerebral organoids model
human brain development and microcephaly. Na-
ture, doi: 10.1038/nature12517). Ve vyzkumu jsou
ovsem nejen lidské tkané, které by mohly nahradit
tkané poskozené urazy, nemocemi ¢i opotiebovanim,
ale i tkané pro potravinaiské tcely. Vyroba masa v labo-
ratofi nespociva jen v piipravé svaloviny. Namnozenym
svalovym burikam je tfeba upravit vzhled, dat konzis-
tenci skute¢ného masa a doplnit sensorické vlastnosti.
V Londyné pfipravili pro novinafe hamburger z ,masa”
vyrobeného v laboratofi. Toto ,maso” bylo pfipraveno
kultivaci kravskych kmenovych bunék (z dospélého
zvitete) ve fetdlnim hovézim séru. Podobné pokusy
se provadéji i v jinych laboratofich. Cena takovychto
vzork( je dosud zévratnd a kvalita zatim Spatna.

V tomto C(isle, kromé odbornych pfispévkl, Vés
budeme informovat o oficidlnim otevieni Centra
pro zemédélsky a biotechnologicky vyzkum v Olomou-
ci, které bylo vybudovano s pfispénim Evropské unie,
o Svétovém biotechnologickém kongresu v Bostonu
a symposiu ,Green for Good"” v Olomouci.

Odborné ¢lanky v tomto cisle jsou vénovany nano-
¢asticim a jejich vlivu na bunécny sytém, adipokinu
visfatinu a pfipravé a vyuziti galaktooligosacharidd.

Zavérem tohoto Uvodniku bychom Vam radi popfali
mnoho Uspécht ve Vasi praci ve zbyvajici ¢asti roku.

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



ZPRAVA ZE SVETOVEHO BIOTECHNOLOGICKEHO

KONGRESU V BOSTONU

World Biotechnology Congress 2013 se konal
od 3. do 6. ¢ervna v Bostonu (Massachusetts) v J. B. Hy-
nes Veterans Memorial Convention Center. (Je to velky
complex prednaskovych sl a viceucelovych prostor
propojeny s nabidkou hoteld, ndkupnich center, restau-
raci i vyhlidkové véze pojmenovany po vyznamném
bostonském primatorovi). Projedndvanad problema-
tika zahrnovala 8 tematickych okruhd (Pharmaceutical
Biotechnology, Plant and Environment, Industrial and
Manufacturing, Medical Biotechnology, Business De-
velopment, Regenerative Medicine, Marine Biotechno-
logy, Other Areas). Z ndzvu tematickych okruh vyplyva,
ze kazidy, kdo se chtél kongresu ztcastnit, zde nalezl

prilezitost. Zajimavosti kongresu bylo, Ze se s nim para-
lelné konal dalsi kongres, a to “Drug Discovery & The-
rapy World Congress 2013". Kazdodenni dvé plenarni
pfednasky byly pro oba kongresy stejné a po nich se
Gcastnici rozchézeli do jednacich sekci obou kongre-
st. Tento trik a fada dalSich byly ukazkou jak organiza-
tofi obou kongrest (spole¢nost Eureka) mohli usetfit
na nakladech. Na kongresu bylo pfedneseno 150 pied-
nasek a prezentovano 132 postert. Uréitou nevyhodou
bylo, ze postery byly vyvéseny a prezentovany vidy jen
jeden den a abstrakta byla k disposici jen na CD a ne
v tisténé formé. Positivni byla jisté relativné vysoka
Gcast z nasi republiky, a to 8 ucastnikd.

ZPRAVA Z KONFERENCE

..LELENA PRO LEPSi BUDOUCNOST” V OLOMOUCI

Centrum regionu Hana pro biotechnologicky
a zemédélsky vyzkum ve spolupraci s Evropskou
biotechnologickou federaci a Biotechnologickou
spole¢nosti CR uspoiadalo ve dnech 17. - 21. éerv-
na konferenci s nazvem Olomouc Biotech 2013:
Plant Biotechnology - Green for Good II, na kte-
rou se sjely védecké Spicky v oblasti biotechnologii
rostlin z celého svéta.

Cilem konference, ktera navdzala na stejnojmennou
akci z roku 2011, bylo podnitit spolupraci mezi rdzny-
mi oblastmi vyzkumu, vyvoje a inovaci biotechnologii
rostlin. BEhem péti dni se diskutovalo o tématech jako
genomika obilovin, zlepSovani uzitnych vlastnosti rost-
lin, reakce rostlin na stresové podnéty a zvySovani jejich
odolnosti vici stresu nebo bioenergetika a propojeni
biotechnologického priimyslu s akademickou sférou.
Ucastnici konference intenzivné diskutovali rovnéz
o moznostech vyuziti geneticky modifikovanych rostlin

v souvislosti s plany Evropské unie na rozvoj bio-eko-
nomiky.

Konferenci zahdjil kratkym vystoupenim prof. Jan Kas,
ptedseda Biotechnologické spole¢nosti CR. Z vyznam-
nych hostl na konferenci vystoupili napfiklad prezident
Evropské biotechnologické federace prof. Marc Van
Montagu z univerzity v belgickém Ghentu, ktery je pra-
kopnikem v oboru genetické transformace rostlin a kte-
rého béhem jeho pobytu v Olomouci zastihla zprava
o zisku prestizniho ocenéni ,World Food Prize", obdoby
Nobelovy ceny za zemédélstvi (http://www.worldfood-
prize.org/). Mezi pozvanymi hosty byl i prof. Heribert
Hirt, pfedstavitel Evropské organizace pro rostlinnou
védu (EPSO), coz je nezavisld akademickd organizace
sdruZujici vice nez 226 vyzkumnych instituci a univerzit
s cilem zvysit dopad védy a vyzkumu rostlin v Evropé.
Do Olomouce zavitala také Dr. Kristin Bilyeu, jejiz vy-
zkum se zaméfuje pfedevsim na zdokonalovani skladby
zrna sojovych bobu pro zlepseni vyzivnosti
potravin a krmiv. Dr. Bilyeu pracuje pro ame-
rické ministerstvo zemédélstvi, které fidi ze-
médélskou vyzkumnou politiku USA. Mezi
zvanymi hosty byl i Anastasios Melis, profe-
sor Kalifornské univerzity v Berkeley, jehoz
zaméfenim je fotosyntéza a bioenergetika
rostlin; prof. Tony Bacic z univerzity v Mel-
bourne, ktery se mimo jiné zabyva struktu-
rou, funkcemi a biosyntézou komplexnich
sacharidd a funkéni genomikou obilovin;
prof. Irene Lichtscheidl z Videriské univer-
zity, jejiz specializaci jsou fytoremediace
a daldi vyznamni odbornici. V neposledni
fadé pfijel i Dr. Yuri Gleba, generalni feditel
spolecnosti Icon Genetics, ktera vyviji a pro-
dukuje nové proteiny a biofarmaceutika
za vyuziti rostlin jako hostiteld.



Konference se zucastnilo 38 pifednasejicich z Evropy,
USA, Australie ¢i Japonska a vice nez 80 posluchact.
Ucastnici konference méli moznost si prohlédnout
nové objekty a laboratofe vSech oddéleni, véetné vy-
zkumnych sklenikd a poli C. R. Hana. Soucasti progra-
mu byla i posterova sekce, kde méli pfilezitost prezen-
tovat vysledky svého vyzkumu vsichni ucastnici, ktefi
neméli pfednasku. Z celkového poctu 28 studentskych
posterd velmi dobré urovné byly védeckou radou kon-
ference vybrany tfi nejlepsi. Vitézkou studentské souté-
ze se stala Veronika Smékalova, postgradualni student-
ka biochemie z olomoucké laboratofe profesora Jozefa
Samaje. Ocenéni za druhé a tfeti misto si odnesli Hele-

na Starikovad a Ankush Prasad. Vécné ceny do soutéze
vénovala spole¢nost MERCI, s.r.0.

Jak feditel C. R. Hana prof. Ivo Frébort, tak jeho
védecky feditel prof. Jaroslav Dolezel, vyjadiili ve svych
zavére¢nych projevech potéseni nad hladkym pré-
béhem pétidenni akce a naznacili, ze se v budoucnu
mozna dockame konference Green for Good s pofado-
vym cislem tfi.

Karolina Chvatalova a Ivo Frébort,
C.R. Hang, Olomouc
(karolina.chvatalova@upol.cz)

BIOTECHNOLOGICKE CENTRUM V OLOMOUCI OFICIALNE
ZAHAJILO CINNOST V NOVYCH PROSTORACH

Ctyfi nové vyzkumné objekty véetné skleniki
a dopravni a technické infrastruktury prevzali dne
17. cervna 2013 od zhotovitele stavby zastupci
Centra regionu Hana pro biotechnologicky a ze-
meédélsky vyzkum. Slavnostni akt oficialné ukondil
budovani olomouckého pracovisté, v némz véd-
ci z tuzemska i zahranici vyuzivaji nejmodernéjsi
pristroje a technologie.

Centrum regionu Hana pro biotechnologicky a ze-
médélsky vyzkum (www.cr-hana.eu) je vysledkem
spoluprace mezi Univerzitou Palackého v Olomouci
a olomouckymi pracovisti Vyzkumného ustavu rost-
linné vyroby a Ustavu experimentalni botaniky AV CR.
Kazdy zucastnény subjekt do projektu vybudovéni
centra vlozil své nejlepsi odborniky, specifické know-
-how a vybrané spickové technologie. Centrum umoz-
nilo podstatné rozsifeni vyzkumnych kapacit univerzity
i jejich partner(, koncentraci védeckého potenciélu
na jednom misté a na ¢eské poméry nebyvalou interna-
cionalizaci vyzkumnych tymd.

Centrum se podafilo vybudovat diky mnohaletému
Gsili realiza¢niho a védeckého tymu vedeného fedite-
lem Centra prof. lvo Frébortem, védeckym feditelem
prof. Jaroslavem Dolezelem a projektovou manazerkou
Ing. Janou Zimovou.

Kvalitni zékladni vyzkum a efektivni prenos vysledk
védy a vyzkumu do aplika¢ni sféry jsou jedny z hlavnich
cild ¢innosti centra. Mezi dalsi cile intenzivnéjsi uplat-
novéni progresivnich biotechnologii v aplikacni sféfe
a posileni konkurenceschopnosti regionalnich podnikd.
Centrum regionu Hana vytvafi spojeni mezi akademic-
kou a podnikatelskou sférou zejména v oblasti zemé-
délstvi, ale i s pfesahem do farmacie a dalSich obord.
Prioritou je orientace na spole¢nosti v Ceské republice,
v soucasnosti jsou ale hlavnimi partnery zejména za-
hrani¢ni a nadnérodni spole¢nosti.

Vznik Centra regionu Hana v aredlu Pfirodovédec-
ké fakulty Univerzity Palackého na ulici Slechtitel(
podpotfila Evropskd unie a stétni rozpocet CR ¢astkou
808 milionl korun. Celkové investi¢ni vydaje projektu,
které zahrnuji stavebni a inzenyrské préace ¢i vybaveni
vyzkumnymi pfistroji a technologiemi, doséhly bezma-
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la 636 milion korun. Védci jiz od ledna tohoto roku
vyuZivaji technologie a pfistroje, z nichZ nékteré jsou
v Cesku ojedinélé a i v Evropé se jimi mize pochlubit
jen nékolik vyzkumnych center. Dvojpodlaini budo-
vy jsou vysoce Ucelové a zcela podfizené védeckému
vyzkumu a ndro¢nym pozadavkim nejmodernéjsi-
ho pfistrojového vybaveni, které si Zadalo sofistikova-
né feSeni vzduchotechniky, chlazeni, elektroinstalaci
a inteligentniho fizeni. Soucasti budov jsou napfiklad
fytotronové komory s unikétni technologii pro fenoty-
pizaci rostlin.

Stavba, jiz pfedchézely intenzivni administrativni
a investic¢ni pfipravy a projektové préce, byla zahdjena
v bfeznu 2011 a trvala 24 mésicl. Zhotovitelem bylo
sdruzeni firem VCES, a. s., Eurogema CZ, a. s., a MERCI,
S.T. 0.

Vyzkum v Centru se soustieduje do péti vyzkumnych
programt, které jsou vzdjemné provazané a kom-
plexné pokryvaji celé spektrum oborG: Proteinova
biochemie a proteomika (garant prof. Marek Sebela),
Chemickd biologie a genetika (prof. Miroslav Strnad),
Nové materidly a metody Slechténi rostlin (prof. Jaro-
slav DoleZel), Rostlinné biotechnologie (prof. Jozef
Samaj) a Fytofarma a genové zdroje zelenin a special-
nich plodin (Dr. Karel Dusek). Zdjem o préci v centru
projevili mnozi védci ze zahrani¢ni. Z celkového po-
¢tu 300 pfihlasenych z 30 stath z celého svéta, véetné
Japonska a USA, bylo béhem minulych dvou let celkem
pfijato 31 novych védeckych pracovnikli a 32 dokto-
randd. Nyni v centru pracuje 130 védcl 12 narodnosti.
Mezi nejvyznamnéji z nich patfi prof. Katsuyuki Tani-
zawa a prof. Takashi Endo, ktefi do Centra ,pfestoupili”
po ukonceni své aktivni kariéry na Osaka, respektive
Kyoto University.

Jiz béhem minulého roku se védeckym tymim
Centra podafilo doséhnout zajimavych vysledkd. Byly
identifikovany geny fidici infekci Zita houbou Claviceps
purpurea, coz poznatek nabizi moznost zlepsit pro-
dukci ergoidnich alkaloid pro farmaceuticky primysl.
Jako pfispévek svétovému projektu ¢teni genomu pse-
nice byla dokonc¢ena fyzicka mapa kratkého ramene
chromozédmu 7D vhodna pro sekvenovani. Byla také



vyvinuta nova metoda pro identifikaci houbovych pato-
gen( na napadenych listech rostlin pomoci hmotnost-
ni spektrometrie a byl objasnén mechanismus vzniku
nékterych reaktivnich forem kysliku, které se tvofi v rdm-
ci primarnich reakci fotosyntézy u rostlin za stresovych
podminek. V roce 2012 se védecti pracovnici Centra po-
dileli na publikaci 80 ¢lankt v ¢asopisech s primérnym
impakt faktorem 4,285, véetné dvou ¢lankd v prestiz-

nim Casopise Nature, jednom ¢lanku v ¢asopise Nature
Communications a déle vydali dvé knihy v nakladatel-
stvi Springer.

Na mezindrodni Grovni se Centrum stalo regionadl-
ni kancelafi zastupujici Ceskou republiku (Regional
Branch Office) u Evropské biotechnologické federace
(EFB; www.efb-central.org), coz mu umoziiuje ve spo-
lupraci s Biotechnologickou spole¢nosti CR realizovat
fadu aktivit s mezinarodnim dopa-
dem a dale rozvijet bohaté profesni
kontakty jednotlivych vyzkumnych
tyma s institucemi a firmami zucast-
nénymi v této federaci. Spolupré-
ce Centra s EFB je podpoiena tim,
ze viceprezident EFB prof. Brian
F. C. Clark je ¢lenem védecké rady
Centra. Na kongresu EFB v Istanbulu
v zafi 2012 byl feditel CRH prof. Ivo
Frébort zvolen do spravni rady této
federace, coz by mélo v budoucnu
vést k jesté blizSimu propojeni aktivit
s EFB.

Karolina Chvatalova,

C.R. Hang, Olomouc
(karolina.chvatalova@upol.cz)
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PUL STOLETi VEDECKE CINNOSTI USTAVU ZIVOCISNE
FYZIOLOGIE A GENETIKY AV CR, V.V.I

Ustav zivotisné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i. si
letos pfipomnél kulaté jubileum - 50 let od zahajeni
své védecké cinnosti. Jeho hlavnim zaméfenim je stu-
dium unikétnich vlastnosti divokych, domécich i la-
boratornich zvifat. Jako den oslav byl vybran ctvrtek
23. kvétna 2013, kdy se v prostorach arealu tstavu v Li-
béchové dopoledne uskutec¢nila minikonference spoje-
na s prezentaci laboratofi UZFG AV CR, odpoledne pak
byli ocenéni vynikajici pracovnici tGstavu. Pozvani hosté
si téZ mohli prohlédnout cely vyzkumny areél a slav-
nostni program byl zakonéen zahradnim rautem. Akce
se zucastnili vyznacni representanti stfedoceského
kraje, pfedstavitelé vysokych 3kol, ¢lenové vedeni aka-
demie i zastupci jednotlivych dstavi AV CR stejné jako
zéjemci o védu a byvali zaméstnanci.

Pracovisté v Libéchové vzniklo k 1. listopadu 1954
rozhodnutim Ceskoslovenské akademie zemédélskych
véd (CSAZV) jako Laboratof biologie rozmnoZova-
ni hospodafskych zvifat. K 1. lednu 1963 zfidila CSAV
Laboratoi fyziologie a genetiky Zivocichli se dvéma
pracovisti — Oddélenim fyziologie v Uhfinévsi a Oddé-
lenim genetiky v Libéchové. K 1. 2. 1973 byly labora-
tofe zménény na Ustav fyziologie a genetiky Zivocicht
CSAV. Zména orientace ustavu vedla k jeho piejme-
novéani na Ustav Zivodisné fyziologie a genetiky AV CR
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k 1. 1. 1993, a souéasny nazev Ustav Zivocisné fyziolo-
gie a genetiky AV CR, v.v.i. plati od 1. 1. 2007.

Plvodni badatelskd témata, zpocatku témér piné
orientovand na aplikovany zemédélsky vyzkum se
postupné ménila a ztrdcela svoji aplikacni orientaci.
Po obdobi akcentovéni otdzek inseminace se pozor-
nost soustfedila na samici pohlavni buriku, jeji oplo-
zeni, sledovéni preimplanta¢niho vyvoje savéiho em-
brya, definovani podminek pro experimenty s oocyty
in vitro, genové exprese v pribéhu raného vyvoje
a vystupy do transplantace embryi. Vznikla tak celd
Skola, ktera se dosud Gspésné rozviji a jejiz poznatko-
va zakladna stoji u zaklad dnesnich smérl klonovani
savcl, asistované reprodukce a studia regulace buné¢-
ného cyklu.

Ukoly, na nichz védci UZFG AV CR v soudasnosti
pracuji, se pohybuji od vyrazné biomedicinskych az
po témata orientovand na biodiverzitu. Propojeny
jsou spole¢nou linii sledovani fyziologickych a gene-
tickych parametr(i, v¢etné aplikace obdobnych experi-
mentélnich metod. Aktudlné fesena vyzkumna zadéni
nejsou tradovana na jinych védeckych pracovistich v CR
a charakterizuje je zpravidla rozsdhla mezinarodni spo-
luprace. Ustav se také vyznatéuje unikatnim chovem
miniprasat, jeZ je vyuzivan i mnoha domacimi a zahra-



ni¢nimi subjekty. Z aktudlné feSenych témat tyto nej-
zajimaveéjsi:
Projekt ExXAM

Z prostiedkd evropskych strukturélnich fond@ vzni-
kd v Libéchové nové centrum S3pickovych laboratofi
PIGMOD (Pig Models of Diseases), jehoz vystupy by
mély sméfovat predevsim do aplikacni sféry. Planovany
vyzkum by mél vést k identifikaci novych biomarkert
a ovéfovani terapeutickych postupll pfedeviim u mis-
nim poskozeni, neurodegenerativnich onemocnénich
a u lidského melanomu. Podafilo se vytvofit model
Huntingtonovy choroby, ktery je vyuZivany jak v USA,
tak i Evropé. Spolupréace laboratofi centra PIGMOD
s aplika¢ni sférou bude vedle zdkladniho vyzkumu
pfedstavovat podstatnou ¢ast objemu védecké ¢innosti.
Jiz nyni se laboratofe centra podileji na feSeni fady pro-
jektd financovanych soukromymi firmami ¢i nadacemi,
jako je napfiklad HighQ, Neuralstem ¢i Synovo.

Odolnost nadori proti lékiim

Byly analyzovany zmény proteind doprovézejici roz-
voj rezistence k plsobeni inhibitoru cyklin-dependent-
nich kindz, boheminu, ktery pfedstavuje slibnou alter-
nativu v moderni protinadorové |écbé. Nase vysledky
ukdzaly, ze kritickou ulohu v odolnosti vici plsobeni
inhibitord cyklin-dependentnich kinaz hraji proteiny
Rho GDP-dissociation inhibitor 2, Y-box binding protein
1 a HSP70/90 organizing protein. Navic byla prokaza-
na role téchto proteind v odolnosti vidi jinym typtm
protinadorovych Ié¢iv, jako jsou vinkristin nebo dauno-
rubicin.

Obnova chrupu

Néhrada chybéjiciho zubu kopirovanim vyvojového
procesu formovani zubu piedstavuje mnohem pfiroze-
néjsi alternativu k implantatdm. Pfitom je nutno vytvo-
fit funkéni interakce mezi zubem, okolni kosti a perio-
dontem. Aktudlni vyzkum v kraniofacialni genetice se
proto zaméfuje na mechanismy zodpovédné za sprav-
né bunécné a molekuldrni interakce nejenom v ramci
specifického orgénu, ale také v kontextu s piilehlymi
strukturami. Vysledek studii poskytuje 3D rekonstruk-
ce prvniho mysiho molaru (M1) béhem postnatalniho
obdobi dopInéné lokalizaci proliferace a apoptézy a je-
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jich souvislosti s remodelaci okolnich struktur a formo-
vanim alveolarni kosti. Vyvoj néhradni dentice je sle-
dovan u zéstupcl plazll i savcd, ktefi maji schopnost
vyménit zuby jednou ¢&i nékolikrat za Zivot.

Anaerobni mikrobiomy

Anaerobni mikroorganismy v travicim traktu zvifat
a lidi svymi pocty nékolikrat prevysuji pocty eukaryo-
tickych buné&k hostitele. Casto rozhoduji o vyuZiva-
ni slozek potravy a chrani hostitele proti patogennim
mikroorganism@im. Zmény mikrobidlni populace
v tomto prostfedi mohou vést nebo jsou pfiznakem
zanétlivych stfevnich onemocnéni pfipadné i karcino-
mu stfeva. Podafilo se popsat bakteridlni chitinolytic-
kou populaci v bachoru piezvykavct i u lidi. U bylozrav-
ct se kromé bakterii se na utilizaci krmiva v bachoru
podileji i anaerobni houby. Mnohé izolaty vykazova-
ly unikéatni aktivity fibrolytickych enzym, které bylo
mozné vyuzit v riznych technologiich. V soucasnosti
probiha projekt 7RP Rumonomics, zaméfeny na roz-
sahlou analyzu stfevnich mikrobiom krav a sobd.

Molekularni ekologie

Hlavnim pfedmétem tohoto vyzkumu je odpovéd
zivocichG na zmény klimatu na piikladu nornika rudé-
ho. Snazime se identifikovat klicové geny zodpovédné
za ekologické adaptace. Nasimi dal$imi vyzkumnymi
tématy jsou ochranaiskd genetika, fylogeografie
a molekularni systematika zab a hadt, fylogeografie
a interakce historického a antropogenniho toku gend
u kaprovitych ryb, a evolu¢ni genetika holarktickych
perloo¢ek Daphnia. Soucasné se studuji moznosti
omezeni produkce metanu v hospodéiskych chovech
piezvykavcd.

UZFG AV CR patfi v systému Akademie véd CR k usta-
viim stiedni velkosti. Skldda se z 11 laboratofi lokali-
zovanych v Libéchové, Praze a Brné. Ustav ma néko-
lik spole¢nych pracovist s vysokymi Skolami i s jinymi
vyzkumnymi ustavy v CR, byl zapojen do Centra
bunécné terapie a tkanovych nahrad, Centra pro vy-
zkum biodiverzity, Centra nadorové proteomiky a roz-
viji rozsahlou mezinarodni spolupréci s renomovany-
mi védeckymi pracovisti od amerického az po asijsky
kontinent.
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Uvod

V dnesni dobé je pozornost klinického vyzkumu a pra-
xe intensivné zaméfena na civilisa¢ni choroby, mezi
které je fazena také obesita. Obesitu nebo nadvéhu
mélo celosvétové v roce 2008 podle Svétové zdra-
votnické organisace 35% dospélé populace, pficemz
pocet téchto osob se od roku 1980 zdvojnasobil.
Problém obesity spociva prevainé v doprovodnych
komplikacich, mezi které patii zejména insulinova resi-
stence a kardiovaskularni poruchy.

Zvétdujici se velikost a mnozstvi adipocytt pfi obesité
vede ke zménam v metabolickych a sekre¢nich vlast-
nostech tukové tkané. Zvétseni adipocytu nad urcitou
uroven vede k resistenci dané buriky k ucinkdm insu-
linu'. Dojde tak ke snizeni pfijmu glukosy a mastnych
kyselin z krevniho obéhu adipocyty a ke zvyseni lipolysy
a sekrece mastnych kyselin, které jsou normalné insuli-
nem inhibovany. ZvySena hladina mastnych kyselin a tri-
acylglycerol vede k ukladani lipid mimo tukovou tkan,
coz ma za nasledek insulinovou resistenci dalSich tka-
ni*3.

Kromé volnych mastnych kyselin jsou vsak z tukové
tkdné sekretovany také adipokiny — hormony tukové
tkané. Prvni adipokin byl objeven teprve v roce 1994,
od této doby se v3ak tukova tkari stala mistem predni-
ho zajmu védeckého zkoumani a dnes jiz bylo identi-
fikovano vice nez 20 adipokinl. Adipokiny se podileji
na regulaci metabolismu sacharidd, lipidd, ale i imu-
nitni odpovédi a zédnétu. S rozvojem obesity (rlstem
velikosti i poctu adipocytd) dochézi k dysregulaci se-
krece adipokint, coz vyznamné pfispiva k rozvoji insu-
linové resistence a nasledné i diabetu mellitu 2. typu
a dalsich poruch. Pfi neustélém rdstu tukové tkéné do-
chézi dale k jeji infiltraci imunitnimi burikami (zejména
makrofagy), které zde produkuji prozanétlivé cytokiny,
¢imZ mimo jiné ovliviiuji sekreci adipokinti a zhor3uji
insulinovou sensitivitu'*.

Moznost ovlivnéni sekre¢ni funkce adipocytl a mak-
rofagl pfitomnych v tukové tkéni, pfipadné ucinku
a mnozstvi sekretovanych adipokint a cytokind ma
v budoucnosti obrovsky potencial pii lé¢bé poruch
asociovanych s obesitou. Nejprve je vsak nezbytné
detailné pochopit funkce a vyznam vsech adipoki-
nd. Bez téchto poznatkl je pravdépodobné, ze lécba
nebude mit ocekavany ucinek, jak se jiz pfed nedavnou
dobou stalo pfi podéavani rekombinantné pfipraveného
adipokinu leptinu®.

Jednim z adipokin(i, kterym je pfipisovédn potencial
pro budouci lé¢bu poruch spojenych s obesitou je vis-
fatin. Nicméné nézory na funkci a mechanismus ptso-
beni tohoto adipokinu jsou v literatufe zna¢né nejed-
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notné. Tento ¢lanek podava informace o soucasnych
nazorech na vyznam visfatinu v metabolismu sacharidd
a lipidd, jeho dlohu v imunitnim systému, mechanis-
mus jeho plsobeni a sekrece, se zaméfenim na histo-
ricky vyvoj téchto poznatkd.

Objeveni a popis visfatinu

Visfatin byl objeven v roce 2005 tymem doktora Fu-
kuhary na zakladé rozdilné genové exprese mezi vis-
cerdlni a podkozni tukovou tkéni. Podle mista exprese
svého genu dostal visfatin jméno, které je slozeninou
slov visceral fat adipokin. Jiz v prvni préci, kterd se vis-
fatinem jako adipokinem zabyvd, byla naznacena jeho
biologickd vyznamnost a mechanismus plsobeni. Bylo
zjisténo, zZe se jeho mnoiZstvi v plasmé zvysuje pii obe-
sité a Ze je schopen po vpraveni do organismu snizo-
vat hladinu krevni glukosy a podporovat pfijem gluko-
sy adipocyty in vitro. Pfidani visfatinu do kultiva¢niho
media také stimulovalo diferenciaci 3T3-L1 adipocytd.
Protoze plsobeni visfatinu bylo v mnoha pfipadech
stejné s insulinem, byl zkouman efekt visfatinu na in-
sulinovou signalni kaskadu. Bylo zjisténo, Ze visfatin
indukuje fosforylaci insulinového receptoru a dalSich
proteinl. Pdsobeni visfatinu a insulinu bylo v téchto
pokusech aditivni. Podle vysledkd v této préaci by se
visfatin mél vazat na insulinovy receptor v jiném misté
nez insulin a mél by byt schopen napodobovat jeho
plsobeni. Proto byl visfatin oznacen jako insulin mi-
meticky adipokin. Dal3im ddlezitym objevem v préci
doktora Fukuhary bylo zjisténi primarni struktury visfa-
tinu, ktera byla stejnd jako struktura jiz v té dobé zna-
mého imunomodula¢niho cytokinu, rstového faktoru
pre-B lymfocytl (pre-B cell colony-enhancing factor,
PBEF). Vzhledem k tomu, Ze insulin a insulinu podob-
né ristové faktory (insulin like growth factors, IGFs)
jsou také schopny potencovat tvorbu pre-B lymfocytd,
predpokladal Fukuhara, ze ptsobeni visfatinu v imunit-
nim systému je dal$im insulin mimetickym efektems.
Visfatin se pomérné rychle dostal do podvédomi Siroké
védecké vefejnosti, prestoze je jeho koncentrace v krvi
za fysiologickych podminek tak nizk4, ze by neméla mit
zasadni vliv na metabolismus®’.

Na rozdil od nékterych jinych adipokind koncentrace
visfatinu roste se zvySujicim se mnozstvim tukové tkané
a pfitom ve svém pulsobeni podporuje ¢innost insulinu.
Z tohoto dlivodu by visfatin u obesnich jedinc mohl
mit v organismu ur¢itou ochrannou tlohu pfed rozvo-
jem diabetu mellitu 2. typu. To zpUsobilo, Ze mu védci
do budoucna pfipisovali mozné vyuZiti v klinické praxi.

Nejasnosti ohledné visfatinu vznikly poté, co byl tym
doktora Fukuhary nucen piehodnotit mechanismus
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Obr. 1: Reakce katalysovana nikotinamidfosforibosyltransferasou, prvni krok biosynthesy nikotinamidadenindinukleotidu (NAD)

z nikotinamidu, takzvané cesty Setfici nikotinamid.

jeho pusobeni prostiednictvim insulinového recepto-
ru zhruba rok a pal po vydani publikace s vySe popsa-
nymi vysledky. Divodem piehodnoceni bylo, Ze se dal-
$im laboratofim nepodafilo jejich vysledky zopakovat®.
Mechanismus plsobeni visfatinu tak dodnes nebyl jed-
noznacné vysvétlen.

Enzymova aktivita visfatinu

Dulezitou informaci, kterou Fukuhara ve své publikaci
neuved|, je enzymova aktivita PBEF nalezena tfi roky
pfed objevem visfatinu (v roce 2002). Na zékladé sek-
ven¢ni homologie se ukazalo, ze PBEF ma vyznamnou
podobnost s bakteridlnim enzymem nikotinamidfos-
foribosyltransferasou (NamPRTasa, EC 2.4.2.12). Sou-
¢asné byla prokazéna tato aktivita u PBEF imunoafinit-
né isolovaného z mysich jater. NamPRTasa katalysuje
spojeni nikotinamidu s 5-fosforibosyl-1-pyrofosfatem
za vzniku nikotinamidmononukleotidu (NMN) (Obr. 1),
coz je krok ktery urcuje rychlost celé této reak¢ni drahy
a tim i mnozZstvi NAD v burice'®.

Nikotinamidové nukleotidy jsou esencialni kofak-
tory, které se ucastni prakticky vSech bunécnych meta-
bolickych drah, zejména jako oxida¢ni nebo redukéni
¢inidla. Kromé této role koenzym( oxidoreduktas maji
nikotinamidové nukleotidy ddleZitou funkci jako pre-
kursory dtlezitych regula¢nich molekul®'2. V posledni
dobé je pravé neredoxnim reakcim, jichz se NAD v buri-
ce Ucastni, pfikladan zésadni vyznam.

NAD muze slouzit napfiklad jako substrat pro dulezi-
té kovalentni modifikace proteind, které, podobné jako
fosforylace, slouzi k regulaci aktivity danych proteind.
Tyto kovalentni modifikace v jadie reguluji zejména
replikaci DNA, transkripci, opravné mechanismy DNA,
rekombinaci, buné¢nou proliferaci a buné¢nou smrt.
NAD se dale ucastni zmén ve struktufe chromatinu
¢imz je regulovan pfistup transkripénich enzymd. Vy-
¢erpani NAD je pak pro buriku jeden z prvnich signald
pro zahdjeni bunécné smrti. Proto je dulezitd spravna
regulace dréhy, ktera z nikotinamidu synthetisuje zpét
NAD a jejiz rychlost je uréovana NamPRTasou'.

Objev NamPRTasové aktivity vrhl na PBEF jiné svétlo.
PBEF byl plivodné objeven jako cytokinu podobna mo-
lekula, ktera je schopna ve spolupraci s IL7 a faktorem
kmenovych bunék (steam cell factor, SCF) podporovat
tvorbu kolonii pre-B bunék'. Dalsi prace pak ukazaly,
ze exprese PBEF je indukovédna zénétlivym a bakterial-
nim stimulem v imunitnich, ale i epithelidlnich a dal-
Sich burikéch™. Objevenim NamPRTasové aktivity PBEF
vznikl nazor, Ze PBEF nepusobi jako cytokin, ale vsech-
ny jeho funkce jsou zprostfedkovdny NamPRTasovou
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aktivitou™. Tuto teorii podporuje zvySeny pozadavek
na mnozstvi NAD u proliferujicich bunék a potieba NAD
pii likvidaci pathogennich mikroorganismd pomoci
tzv. oxida¢niho vzplanuti'®'®>. Vzhledem k tomu, Ze
PBEF/NamPRTasa ma v synthese NAD kli¢covou ulo-
hu, musi byt pfi vysokych narocich na mnozstvi NAD
(napi. pii proliferaci bunék a zdnétu) exprese genu
pro tento enzym zvy3ena. Dalsi nejasnosti v plsobe-
ni PBEF je jeho dosud neznamy receptor a signalni
draha, kterou aktivuje. To naznacuje, zZe jeho plsobeni
v imunitnim systému je spojeno spise s potiebou NAD,
nez s cytokinovou aktivitou'. Na druhou stranu vsak
extracelularni PBEF aktivuje fadu déjd, jako je tvorba
cytokinl a kostimula¢nich molekul'”'8, které se obtiz-
né vysvétluji jen zvySenou synthesou NAD, ke které by
navic mélo dochézet intracelularné.

Alternativni mechanismus piisobeni visfa-
tinu/PBEF/NamPRTasy

Piestoze byly vysledky o mechanismu plsobeni vis-
fatinu prostiednictvim vazby na insulinovy receptor
piehodnoceny®, pomérné velké mnozstvi studii potvr-
zuje, Ze zvysené koncentrace visfatinu jsou spojeny
s obesitou, insulinovou resistenci, diabetem 2. typu
a kardiovaskularnimi chorobami™. Podafilo se také
potvrdit, Ze mysi s mutovanou jednou alelou visfatinu
vykazuji snizenou glukosovou toleranci?®. Jaky je tedy
mechanismus plsobeni visfatinu, kdyz neaktivuje insu-
linovy receptor, ale pfitom ma vliv na hladinu krevni
glukosy? Na rozdil od Fukuhary et al., ktefi publikova-
li objeveni visfatinu a nezjistili vyznamny vliv delece
jedné alely visfatinu na hladinu insulinu u mysi®, u stej-
ného modelu Revollo et al. nalezli vyznamné naruseni
glukosou stimulované sekrece insulinu®. Ve své publi-
kaci pfisuzuji insulin mimetické pdsobeni visfatinu jeho
NamPRTasové aktivité. Pfedpoklada se zde, ze extrace-
lularni visfatin sekretovany adipocyty katalysuje tvorbu
NMN, ktery je transportovan do B-bunék pankreatu, kde
dojde ke zvySeni mnozstvi NAD. NAD nésledné pravdé-
podobné prostiednictvim vyse popsanych mechanisma
zvysi synthesu a sekreci insulinu, coz vede ke snizeni
hladiny krevni glukosy?°. Tento model v3ak nevysvétluje
insulin mimetické plsobeni visfatinu na buné¢né linie
adipocytll a osteoblastd ¢?', kde se jedna o isolovany
typ bunék, a efekt visfatinu tedy nemze byt zprostied-
kovan zvySenim sekrece insulinu v pankreatu.

Struktura visfatinu

Sav¢i gen pro visfatin/PBEF/NamPRTasu koéduje pro-
tein o velikosti 491 aminokyselin a molekulové hmot-



nosti 52 kDa'“. Jedna se o evolu¢né konzervativni pro-
tein, vykazujici vyznamnou podobnost s NamPRTasami
ostatnich eukaryot, véetné metazoi i prokaryot'.

Lidsky gen pro visfatin mé velikost 34,7 kbp, obsa-
huje 11 exonl a 10 intronG. Analysa sekvence pred
pocétkem transkripce odhalila pfitomnost dvou promo-
tord, z nichz oba obsahuji hormonélné regulovatelné
prvky a vazebna mista pro transkripéni faktory typické
pro transkripci cytokin(. Ze struktury genu déle vyply-
vaji dvé zjisténi, ze kterych vyvstavé otézka o plsobeni
visfatinu/PBEF jako adipokinu/cytokinu. Prvnim z nich
je nepiitomnost klasického sekvenéniho motivu, ktery
se vyskytuje u ostatnich cytokind, druhym je struktura
mRNA, ve které chybi cytokin-specifickd sekrec¢ni sek-
vence'®.

Struktura proteinu z réznych organismd byla stano-
vena na zékladé rentgenokrystalografickych méreni.
Porovnani struktury s dalSimi fosforibosyltransferasa-
mi ukdzalo, Ze NamPRTasa nélezi do tfidy dimernich
fosforibosyltransferas typu Il. A¢koliv s nimi postrada
sekven¢ni identitu, prostorova struktura je homologic-
kd. Visfatin tvofi dimer s rozsahlym mezimolekularnim
povrchem o celkové plose 8,077 A2 Na rozhrani mezi
jednotlivymi monomery lezi dvé aktivni mista. Do struk-
tury kazdého aktivniho mista zasahuji oba monomery
(Obr. 2). Vazba NMN v aktivnim misté je zprostiedko-
vana - interakcemi mezi nikotinamidem z NMN, fe-
nylalaninem (Phe) na pozici 193 jednoho fetézce a ty-
rosinem (Tyr) na pozici 18 druhého fetézce. Tyto inter-
akce jsou obecnym rysem fosforibosyltransferas Il typu.
Unikatni interakci, kterd je pravdépodobné zodpovéd-
na za substratovou specifitu visfatinu, je vodikova vazba
mezi aspartdtem (Asp) na pozici 219 a amidové sku-
piny nikotinamidu. Visfatin déle obsahuje dalsi dilezita
residua Gcastnici se vazby NMN a nejspise i katalytic-
-kého ucinku?2.

Obr. 2: Znazornéni prostorové struktury visfatinu. Visfatin je
slozeny ze dvou identickych podjednotek (na obrazku jsou
barevné odliseny) na jejichz rozhrani jsou dvé katalytickd
mista (na obrazku je pozice katalytickych mista ukazana
pomoci navazaného produktu reakce-NMN). Struktura byla
staZzena z databaze RCSB PDB pod oznafenim 2H3D a zobra-
zena pomoci Swiss PDB Viewer.
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Sekrece visfatinu

Vétsina sekretovanych protein( obsahuje ve své struk-
tufe aminoterminalni signalni sekvenci, ktera se sklada
z 13 — 36 hydrofobnich aminokyselin a umozZnuje ko-
transla¢ni pfenos proteinu do endoplasmatického reti-
kula (ER). Signalni sekvence je v ER odStépena a dochazi
k dal3im posttransla¢nim modifikacim (vznik disulfido-
vych vazeb, glykosylace). Vysledny protein je zabalen do
vacku a transportovan ke Golgiho komplexu (GK), kde
pokracuji posttransla¢ni modifikace. Z GK poté sekre-
tovany protein zabaleny v dalSim vacku putuje k okraji
buriky, kde dojde po fusi sekre¢niho va¢tku s membra-
nou k jeho uvolnéni do extraceluldrniho prostoru®.

Jak jiz bylo naznaceno, visfatin postrada signalni sek-
venci a nemize byt vySe popsanym zplsobem sekre-
tovan. Navic inhibitory sekrece prostfednictvim ER-GK
cesty nemaji na sekreci visfatinu vliv>*. Jednou moznosti
sekrece visfatinu je jeho uvolnéni po smrti adipocytu.
Pii zvySeném mnozstvi tukové tkané dochazi k hyper-
trofii adipocytd, které nasledné ve vy3si mife umiraji,
a visfatin je uvolfiovan do krve. Timto zplsobem je
mozné vysvétlit vyssi koncentrace visfatinu u obesnich
jedinca®.

Druhym moznym vysvétlenim je aktivni sekrece visfa-
tinu z bunék jinou nez klasickou sekre¢ni drahou. Tato
moznost je podpofena zejména vysokymi koncentrace-
mi visfatinu v mediu buné¢nych linii adipocytd 3T3-L1
a HIB-1B a hepatocytl HepG2, které jsou srovnatelné
s koncentracemi ostatnich adipokind a vyrazné vy3si
nez mnozstvi jinych intraceluldrnich proteinG. Na dru-
hou stranu v3ak inhibice zndmych cest neklasické sekre-
ce, kterymi je napfiklad tvorba mikrovesikul nebo ABC
transportér, nevedla ke zméné v sekreci visfatinu. Vis-
fatin také neobsahuje Zadné ze zndmych mist pro sté-
peni caspasou 1, jez je soucasti dalsi neklasické sekrec-
ni drahy?0241826 pokud je visfatin z bunék sekretovén,
je mechanismus této sekrece prozatim neznamy, coz
podporuje teorie, které jeho funkci spojuji s enzymovou
aktivitou misto jeho plsobeni jako adipokinu/cytokinu.
Zaver

Visfatin byl plivodné popsan jako insulin mimeticky
adipokin, jehoz dalSimi funkcemi jsou enzymové akti-
vita (katalysa prvniho kroku biosynthesy NAD z nikoti-
namidu) a role v regulaci imunitniho systému. Protoze
koncentrace visfatinu roste se zvySujicim se mnozstvim
tukové tkané a pfitom ve svém pusobeni podporuje ¢in-
nost insulinu, bylo visfatinu pfisuzovano mozné vyuziti
v klinické praxi. V pozdéjsi dobé se vsak objevila fada
nejasnosti spojenych zejména s jeho sekreci a vazbou
na insulinovy receptor. Vlivem téchto nejasnosti jsou
nézory na mechanismus pisobeni visfatinu v metabo-
lismu glukosy a v imunitnim systému stéle nejednotné
a definitivni odpovéd' na otazku o jeho funkci a sekreci
dodnes chybi.
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Souhrn

Skop V.: Visfatin - adipokin s potencidlem v 1é¢bé poruch asociovanych s obesitou?

Jednim z velkych problém{ soucasné celosvétové populace je neustéle se zvy3ujici vyskyt obesity. Problém obesity spociva zejména
v doprovodnych komplikacich, mezi které patfi insulinova resistence a kardiovaskuldrni poruchy. Neddvno objevenou tlohou tukové
tkané je sekrece tkanovych hormont — adipokind, které se tcastni fady regula¢nich pochodd. Jednim z adipokinil je visfatin, ktery byl
popsan v roce 2005, a bylo mu pfisuzovano insulin mimetické plsobeni. Déle bylo ukazano, Ze visfatin ma v organismu jesté dalsi role
- roli imunomodula¢niho cytokinu PBEF a enzymu nikotinamidfosforibosyltransferasy. ProtoZe vSak prozatim nebyl nalezen receptor,
na ktery by se visfatin vazal, ani nebyla objevena cesta jeho sekrece, zlistdva otazkou, zda visfatin plni viechny ulohy které mu jsou
pfisuzovany.

Klicova slova: obesita, insulin, visfatin, PBEF, nikotinamidfosforibosyltransferasa, NAD, adipokin, cytokin

Summary

Skop V.: Visfatin - adipokine with the potential in the treatment of disorders associated with obesity?

Increasing incidence of obesity is one of the major challenges of the current global population. The most serious problem of obesity are
accompanying complications, including insulin resistance and cardiovascular disorders. Recently was discovered new role of adipose
tissue — secretion adipokines. Adipokines are tissue hormones which are involved in numerous regulatory processes. Visfatin has been
described in 2005 as insulin mimetic adipokine. Furthermore, it was shown that visfatin has another role — the role of immunomodu-
latory cytokine PBEF and enzyme nicotinamide phosphoribosyltransferase. But now there is question whether visfatin has all of these
roles, because visfatins secretion pathway and visfatin receptor has not yet been found.

Keywords: obesity, insulin, visfatin, PBEF, nicotinamide phosphoribosyltransferase, NAD, adipokines, cytokines

NANOCASTICE A JEJICH VLIV NA BUNECNY SYSTEM

Karolina Padrova
Ustav biotechnologie, VSCHT v Praze, padrovak@vscht.cz

Uvod matiky se vyuziva degradacnich schopnosti nékterych

Védecky vyzkum zabyvajici se problematikou nano- nanocastic (pf. nanoc¢astice nulmocného nanozeleza).

materiald je z historického hlediska pomérné mladym

védnim oborem. Pocatek vyvoje nanotechnologii je da- Nanomaterialy

tovan do prvni poloviny 80. let.! V sou¢asné dobé na- Nanotechnologie pracuji s materidly, jejichz alespori
lezly nanotechnologie uplatnéni v fadé rliznych obor(, jeden rozmér je mensi nez 100 nm. Z molekularniho
nejen v primyslu nebo medicing, ale také v kosmetice hlediska to znamena, zZe jedna nanocastice, v zavislos-
nebo potravinaistvi. Pfi feSeni environmentalni proble- ti na své velikosti, mdze byt tvofena 10 az 10° atomy
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¢i molekulami. Na urovni nanometrd neplati bézné
fyzikalni zakony, ale ani zékony kvantové chemie.
Vlastnosti a chovani nanomaterial( predstavuji jakysi
mezi stupen spojujici tyto dvé oblasti.?

V nanomaterialech jsou casto pfitomny silné che-
mické vazby. Proto mGze dochazet k zna¢né delokali-
zaci valen¢nich elektron(, jejiz mira zavisi na velikosti
systému. Nepatrnd zména velikosti se rovnéz projevi
na zméné struktury. Tyto skutecnosti jsou pficinou fy-
zikalné-chemickych vlastnosti odlisujici tyto materidly
od chovani chemicky stejnych latek vétSich rozmérd
a i nepatrna zména ve velikosti maze vést k prekvapu-
jicim a nepiedvidatelnym G¢inkdim. Zménou velikosti
Ize ovlivnit napfiklad magnetické a optické vlastnosti,
chemickou reaktivitu, vodivost, bod téni ¢i povrchovou
aktivitu.?

Na zékladé chemického slozeni mohou byt nanoma-
teridly rozdéleny do tfi skupin. Prvni skupina zahrnu-
je nanomateridly na bézi uhliku. Uhlikaté nanomate-
ridly mohou vytvaret rdzné struktury, jako jsou fulle-
reny, nanotrubi¢ky, nanovlédkna a nebo vlastni nano-
¢astice. Druhou skupinu pfedstavuji nanomaterialy,
jejichz zéklad predstavuje mineral (kovy a jejich oxidy).
Takovéto nanocastice lze dale rozdélit na redoxné
aktivni a inertni. Treti skupinou jsou tzv. hybridni nebo
bindrni nanocastice, které jsou tvofeny dvéma a vice
rGznymi slouc¢eninami nebo prvky. 3

Jedine¢né vlastnosti nanomateridli mohou pfinést
velky pokrok ve vyvoji novych technologii. Vyznamné
je také potenciélni uplatnéni v regenerativni medici-
né, coz zahrnuje vyvoj novych nosi¢d pro léciva, l1é¢bu
rakoviny, tkanové inzenyrstvi a buné¢nou terapii, ale
také diagnostiku.* Na druhou stranu existuje cela fada
studii popisujicich mozny negativni dopad pfitomnosti
nanomateriald na okolni prostiedi. Jejich aplikace proto
muze piedstavovat potenciélni riziko nejen pro bunky
a buné¢né organismy, ale také pro lidské zdravi.

Toxicita nanomaterialii — mechanismy

Nanocastice diky své velikosti mohou interagovat
a snadno pronikat do biologickych systém. Biologic-
kd aktivita nanocastic zavisi na nékolika rlznych para-
metrech, vedle velikosti je to také tvar, stupen krysta-
linity, chemické sloZeni a povrchové vlastnosti (speci-
ficky povrch, porosita, naboj a povrchova modifikace).
Znac¢na toxicita nanocastic je limitujicim faktorem ome-
zujicim jejich $irsi aplikaci v praxi. AvSak mechanismy,
kterymi rGzné nanocastice ovliviiuji Zivotaschopnost
bunék, nebyly zatim zcela detailné objasnény a jsou
pfedmétem soucasného vyzkumu.>

Oxidativni stress

Toxicita vétSiny znamych nanomateriald je casto
davéana do souuvislosti s jejich schopnosti indukovat pro-
dukci velkého mnozstvi reaktivnich forem kysliku (ROS)
s naslednym vznikem oxidativniho stresu. Vysoké kon-
centrace ROS zpUsobuji v burice peroxidace lipidd,
oxidace protein(i, dale indukuji vznik mutaci a zlo-
mi DNA. Poskozeni intoxikované buriky mohou byt
tak rozsahla, ze casto dochézi k apoptose. Nejcastéji
je produkce ROS spojovana s vystavenim bunééného
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organismu uc¢inkim nanocéstic nulmocného nano-
Zeleza (nZVI) a s mechanismem Fentonovy reakce.
Fentonova reakce byla popséna jiz koncem 19. stoleti
britskym védcem H. J. H. Fentonem (rovnice 1).°

Fe**+H,0,— Fe**+OH +OH"~ (M

nZVI v pfitomnosti kysliku, ktery mdze byt rozpustény
ve vodném prostiedi nebo za anoxickych podminek
piimo reakci s vodou, oxiduji na zeleznaté ionty (rov-
nice 2).°

2Fel,+0,+ 2H,0 — Fe**+40H" (2)

Fe?* nasledné vstupuji do vyse uvedené Fentonovy
reakce probihajici v cytosolu (rovnice 1). Produkty této
reakce jsou Fe**, hydroxylové anionty a radikaly. Pfede-
v3im vysoce reaktivni hydroxylové radikaly jsou zodpo-
védné za poskozeni biomolekul. Fe**mohou nasledné
reagovat s peroxidem vodiku nebo hydroperoxidovym
radikdlem, ¢imz dochazi k regeneraci Fe?* (rovnice 3
a 4), které opét mohou vstoupit do Fentonovy reakce.’
Mechanismem Fentonovy reakce mohou byt rovnéz
oxidovany Fe?* vznikajici oxidaci nZVI extraceluldrné.
Tyto ionty mohou do cytosolu pronikat prostrednictvim
aktivniho transportu nebo samovolné jiz poskozenou
buné¢nou membréanou.®

Fe>*+H,0,— Fe**+H*+O00H"
Fe>*+ OOH — Fe?*+0+H*

3)
4

Oxidativni stres muze byt také indukovan pfitomnosti
nanocastic jinych pfechodnych kovd, jako jsou napfi-
klad oxidy Ag, Si, Ti, Zr, Ce nebo Hf.2 Kovové ioty uvol-
néné z pfislusnych nanomateriald (pi. Cu*, Mn?*, Cr>*
nebo Ni?*) jsou mechanismem analogickym Fentonovy
reakci oxidovany za produkce ROS.° V této souvislosti
je nutné zminit jeden z kli¢ovych faktord hrajici ddle-
zitou roli v mechanismu toxického ptisobeni nanocas-
tic a ovliviiujici cytotoxicitu nanomateridlG. Jednd se
o rozpustnost nanocastic v prostiedi, tedy schopnost
uvolnéni kovovych iontd. Brunner a kol. ve své praci
uvadéji, ze toxicita rozpustnych nanocastic oxidd kovad
byla mnohem vyssi, nez je tomu v opa¢ném piipadé.’
Napfiklad nanocéstice ZnO nebo FeO vykazuji vyssi roz-
pustnost a tudiz vyssi akutni toxicitu nez nanocastice
s extrémné nizkou rozpustnosti, jako jsou CeO, a TiO.,.
Uvolnovani iontd z nanocastic pravdépodobné souvisi
s jejich pomérné velkym mérnym povrchem, dale zavisi
na teploté a pH prostiedi. Snizenim rozpustnosti nano-
¢astic oxid kov by mohlo poskytnout mozné feseni,
jak sniZzit jejich toxicitu. ' 1

Ne v3echny nanocastice jsou vzhledem ke své elek-
tronové konfiguraci nebo povrchovym vlastnostem
schopné sponténni generace ROS. Ke vzniku oxidativ-
niho stresu vsak dochézi také v disledku schopnosti
jejich interakce se strukturnimi komponenty bunék.
Je pozoruhodné, 7ze nékteré nanocastice dokazi cilené
poskozovat rznymi mechanismy mitochondrie. Naru-
Senim elektronového toku vnitini membranou, disipaci
membréanového potenciélu ¢i depolarizaci membrény
dochazi k produkci O,~ a uvolnéni pro-apoptickych
faktora. '3



Interakce nanoddstic s burikou

Produkce ROS neprobiha pouze v cytosolu. V di-
sledku blizkého kontaktu nanocéstic s burikami a je-
jich adsorpci na bunécny povrch dochazi k poskoze-
ni membrany, kterou mohou snadnéji pronikat dalsi
nanocastice do cytosolu. Buné¢na membrana je tvo-
fena pievazné lipidova dvouvrstvou, kterd je atakova-
na vznikajicimi ROS. Po interakci nenasycenych lipido-
vych fetézcl s hydroxylovymi radikaly dochézi k odsté-
peni atomu vodiku za vzniku radikélové formy pfislus-
né mastné kyseliny. Timto je iniciovan fetézovy sled
radikalovych reakci dalsich lipidd. Tento jev vede k na-
ruseni permeability buné¢né membrény, ztraté jeji
integrity a pfi rozsahlejSich poskozenich k bunécné
smrti. Poskozujici efekt vyvolavaji rovnéz produkty
peroxidace lipidl rozpustné ve vodé (napf. alde-
hydy), které mohou difundovat z membrany do cyto-
solu a dalSich buné¢nych kompartmentt. Jejich pfitom-
nost v burice mize vyvolévat agregaci protein( a inhi-
bici funkce fady enzym(.6 Vzhledem k této skute¢nosti,
je pravdépodobné, ze vzdjemné fyzické interakce na-
nocastice-burika, pfedstavuji v mechanismu toxického
pusobeni klicovy krok. V oblastech aplikaci, kde je
toxicita nanocastic nezadouci (pfi. aplikace nZVI v re-
mediacich), jsou studovany protektivni tcinky humi-
novych latek. Huminové latky maji schopnost vazat se
na povrch bunék i nanocéstic a na zakladé mechanismu
elektrostérické repulze snizit ¢etnost téchto interakci.’

Skute¢nost, Ze odlisné druhy mikroorganisma
reaguji na pfitomnost stejného typu a koncentrace
nanocastic odlisné, doklada, ze mira toxicity zavisi také
na typu mikroorganismu, respektive exponované buriky.
Kasemets a kol. studovali vliv nano¢astic ZnO a CuO
na kvasinku Saccharomyces cerevisiae. Kvasinka pro-
kazala urcitou rezistenci vici ucinkim téchto nano-
¢astic na rozdil od jinych jednobunécnych organismi
(napf. bakterie Staphylococcus aureus nebo fasa Pseu-
dokirchneriella subcapitate). Podobny jev byl pozoro-
van také u gram-pozitivni bakterie Bacillus subtilis po
expozici nZVI. Jistd odolnost nékterych mikroorganism
vl¢i uc¢inkdm nanocastic je pravdépodobné zapficinéna
rigidnéjsi bunécnou sténou, kterd do jisté miry znemoz-
nuje internalizaci nanocéstic do buriky. ' '> Pfesto vSak
v disledku plisobeni uvolnénych iontl a néslednému
vzniku ROS v blizkosti buné¢ného povrchu po case
dochézi k poskozeni bunécné stény a vniknuti nanocas-
tic do buriky."™

Protisté a ZivoCichové maji na rozdil od kvasinek
a bakterii vyvinuty systém umozriujici internalizaci ¢as-
tic mikro- i nano-rozmérd. V pfipadé savcich bunék byl
prokazén pfijem nanocastic pomoci rlznych procest
vcetné fagocytdzy a endocytozy.'

Nanoddstice z chemicky inertniho materidlu

Za chemicky inertni materidly jsou oznacovany
uslechtilé kovy, mezi které patii napfiklad zlato, stfib-
ro nebo platina. V sou¢asné dobé vyznamné skupiny
nanocastic téchto materiald pfedstavuji nanocastice
na bazi zlata a stfibra. PfestoZe, jsou tyto materidly
obecné povaZovany za netoxické, jejich nanocastice
mohou mit rovnéz negativni dopad na Zivotaschopnost
bunék a Zivotni prostiedi.
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Nanoddstice stfibra

Nanodcastice stiibra se ukdazaly byt velmi G¢innymi
antimikrobialnimi latkami nejen proti bakteriim, ale
takém virdm a eukaryot@im. Rizikem pfi jejich pouziti
jako dezinficiencium je prokazana toxicita vaci sav¢im
burikdm.® Rovnéz cisté stfibro neni biologicky dobie
vyuZitelné a ve vétsSich mnozstvich mlze vyvolat one-
mocnéni zvané argyria (otrava stfibrem projevujici se
Sedym zbarvenim pokozky, o¢niho bélma a poskoze-
nim jater)."”

Mechanismus pUlsobeni stfibra je zalozen na inter-
akcich s thiolovymi skupinami enzymi dychaciho fe-
tézce bakterialni buriky. Stfibro se vaze na bakteridlni
bunécnou sténu a membranu, a tak dochazi k inhibici
respirace. Podobné pUlsobi také nanocastice, které maji
navic diky své velikosti schopnost pronikat do cytoso-
lu, kde interaguiji s fosfatovymi skupinami makromole-
kul (pf. DNA), ¢imz dochazi také k inhibici buné¢ného
déleni. Dale maji nanocastice stfibra schopnost uvol-
novat stfibrné ionty do prostiedi, coz umociiuje jejich
baktericidni aktivitu.'®

V soucasné dobé jsou nanocastice stiibra studovany
pro jejich potencionalni vyuziti v mediciné jako anti-
mikrobidlni latky, které jsou Gcinné i vaci patogentim
rezistentnim k antibiotik(im.'®

Nanoddstice zlata

Nanocastice zlata (AuNp) byly pro jejich optické vlast-
nosti technologicky vyuzivény jiz od starovéku. Tzv. roz-
pustné zlato bylo pouzivano pfedevsim k barveni skla,
ale také k léceni nékterych chorob (pi. syfilis). Na konci
19. stoleti Michael Faraday ziskal redukci vodného roz-
toku tetrachlorzlatitanu prvni stabilni vodnou disperzi
nanocastic zlata. V souc¢asné dobé ma vyvoj a vyzkum
AuNp vyznam piedevsim z hlediska potencialni ap-
likace v mediciné. Nanocastice zlata jsou studovany
pro mozné uplatnéni jako biosenzory ¢i bioznacky,
pii fototermické terapii, jako cilené nosice pro léciva
nebo nosi¢e pro genové terapie. Jsou snadno synteti-
zovatelné, jejich koloidni roztoky jsou pomérné stabil-
ni, nepodI|éhaji korozi, snadno interaguji s biologickymi
molekulami a diky jejich optickym vlastnostem jsou
dobfe vizualizovatelné. Z hlediska potencialnich medi-
cinskych aplikaci je dulezité, aby pouZité materialy byly
biokompatibilni a netoxické.'®

Pfesto-Ze byly z pocatku AuNp povazovany za bez-
pe¢né nanomateridly, bylo zjisténo, Ze nulmocné
nanodastice zlata a jeho oxidy mohou mit negativni
dopad na zivotaschopnost exponovanych bunék. Prvni
studie, které byly provedené na laboratornich zvifatech,
popisuji, ze po injekci AuNp do organismu dochéze-
lo k vyvolani zénétlivych reakci, akumulaci nanocastic
v retikularnich burikdch lymfatické tkané a aktivaci jak
buné¢né tak humoralni imunity.”® Existuji vSak také
studie, které toxické ucinky AuNp nepotvrzuji. Napfiklad
Connor a kol., ktefi sledovali vliv kulovych, 18 nm vel-
kych ¢astic, povrchové modifikovanych (biotinem, citra-
tem), toxicitu AuNp vici studovanym lidskym bunkam
neprokazali.?°

Také v pfipadé AuNp mira toxicity zévisi na velikos-
ti, tvaru, funkcionalizaci povrchu a typu exponované
buriky. Obecné se uvédi, ze vyssi toxicitu vykazuji AUNp



sférické a mensich rozmér(, protoze jsou snadnéji pfi-
jimény bunkou.?' Pan a kol. studovali tcinky 1,4 nm
velkych AuNp, povrchové modifikovanych trifenylfosfi-
nem. Bylo zjisténo, Ze vyvolédvaji u exponovanych bu-
nék vznik oxidativniho stresu, ¢imz nepiimo zpUsobuiji
nekrézu a poskozeni mitochondrii. Stejné modifiko-
vané nanocastice o velikosti 15 nm jiz Zadnou cyto-
toxicitu nevykazovaly.? Rovnéz bylo zjisténo, Ze AuNp
o velikosti 1 — 2 nm se ochotné ireverzibilné vazi
na kli¢cové biopolymery (napfiklad vazba 1,4 nm AuNp
na DNA), ¢imz dochazi k inhibici jejich funkce.’® Avsak
autofi Brayner a kol. ve své studii uvadéji, ze jimi tes-
tované povrchové modifikované sférické AuNp o roz-
mérech 3,5 nm nevykazovaly Zadny negativni Gcinek.
Burikami byly endocytovény, ale nepUsobily letdlné.
V tomto pfipadé tedy AuNp o takto malé velikosti Zivo-
taschopnost bunék neovlivnily. Zdé se, ze modifikace
povrchu AuNp ma klicovy vyznam ovliviiujici jeho cho-
vani vici biologickému ¢initeli, a to vice, nez je tomu
v pfipadé jinych typ( nanocastic.

Vstup AuNp do buriky vyznamné ovliviiuje povrchovy
naboj nanocastice. Kationické a anionické AuNp jsou
burikou internalizovdny odliSnymi mechanismy. Za-
timco kationické nanocastice jsou zaporné nabitym
bunécénym povrchem pfitahovany, anionické nanocas-
tice museji pfekonat energetickou bariéru, aby se
mohly k membrané pfiblizit. Diky tomu kladné nabité
nanocastice nepodléhaji endocytéze a mohou piimo
pronikat lipidickou dvojvrstvou. Pfi prostupu vznika-
ji v.membréné hydrofilni péry a dochézi k znacnému
poskozeni lipidické slozky v jejich okoli. Zatimco endo-
cytéza zdporné nabitych nanocastic probiha na povr-
chu a jsou tak béhem prostupu izolované od okolniho
prostiedi v endozomech. Goodman a kol. zjistili, Ze po-
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kud byl povrch AuNp modifikovan kationickou skupi-
nou, vykazovaly tyto nanocastice v prdméru dokonce
dvaceti sedmi ndsobné vyssi toxicitu.?*

Literatura také uvadi, Ze pfitomnost AuNp maze
v nékterych pfipadech indukovat vznik oxidativniho
stresu. Jai a kol. studovali pfitomnost AuNp v krevnim
séru. Bylo zjisténo, ze nanocastice mohou katalyzovat
produkci NO, které nasledné interaguji se superoxidy
za vzniku nebezpecnych peroxynitratd (ONOO) a do-
chazi ke vzniku oxidativniho stresu. Tato skutecnost
muize komplikovat pouziti AuNp v humanni medici-
né.?> Vznik oxidativniho stresu v ddsledku expozice bu-
nék AuNp popsali také Li a kol. U¢inky AuNp sledovali
in vitro na burikach lidské zérodecné plicni tkané.
V piitomnosti koncentrace nanocéstic 1 nmol/l byl
po 72 h zaznamenan vyrazny pokles poctu Zivotaschop-
nych bunék a déle bylo zjisténo, ze dochézelo k posko-
zeni DNA v disledku vniku vy$si koncentrace ROS v cy-
tosolu.?

Zaver

V soucasné dobé jsme schopni pfipravit nepfe-
berné mnozstvi rlznych typl nanomateridlt odlisu-
jicich se svymi vlastnostmi. Vzhledem k jejich poten-
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na problematiku nanotoxikologie a objasnéni biolo-
gickych G¢ink nanocastic na Zivé organismy a Zivotni
prostiedi. Porozuméni mechanismm toxického puso-
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Souhrn

Padrova K.: Nanocastice a jejich vliv na bunécny systém

Nanotechnologie jsou vyznamnym rozvijejicim se védnim oborem, ktery by mohl pfispét k rozvoji v fadé oblasti. V soucasné dobé vsak
zatim nebyly zcela objasnény mechanismy, zahrnuijici jejich toxicitu, kterymi nano¢astice plsobi na biologické systémy. Tato skute¢nost
omezuje rozsifeni moznych aplikaci nanocastic v praxi.

Klicova slova: nanotechnologie, toxicita, nano¢astice Zeleza nulové valence, nanodastice stfibra, nano¢astice zlata

Summary

Padrova K.: Nanoparticles and their effect on cell system

Nanotechnology is an important developing scientific branch which could contribute to progress in many areas. However, mecha-
nisms of nanoparticles impact on biological systems, including their toxicity, have not been elucidated. This fact restricts nanoparticles
extension of application in practice.

Keywords: Nanotechnology, toxicity, nano-scale zerovalent iron, silver nanoparticles, gold nanoparticles

GALAKTOOLIGOSACHARIDY: STRUKTURA,
VLASTNOSTI A MOZNOSTI PRIPRAVY

Helena Hronska, Monika Vidova, Silvia TokoSova, Michal Rosenberg
Ustav biotechnolégie a potravindrskej technolégie, FCHPT STU Bratislava, helena.hronska@stuba.sk

Uvod a 1 molekuly glukézy. VSeobecny vzorec GOS je D-glu-
kéza-[3-D-galaktoza], kde n vyjadruje pocet galakto-
zovych jednotiek a glukoéza je vidy terminalnou sacha-
ridickou jednotkou. GOS maju synonymické oznace-
nie oligogalaktoza, oligogalaktozyllakt6za, oligolakt6za
alebo transgalaktooligosacharidy (TOS). Galaktooligo-
sacharidy sa prirodzene vyskytuju v obilninach, Spargli,
cesnakuy, cibuli, pore ale aj v bananoch ¢i hrozienkach'.
Su stabilné aj pri vyssich teplotach, napr. po 10 mi-
natach zahriatia pri 160°C a neutralnej hodnote pH,
pri 120°C a pH 3 a pri teplote 100°C a pH 2 (za tych-
to podmienok je viac ako polovica sacharézy degra-
dovand). Stabilita galaktooligosacharidov je vyssia ako
stabilita fruktooligosacharidov. Vdaka p-konfiguracii su
galaktooligosacharidy odolné voci hydrolyze ludskych
slin a zZalddo¢nych Stiav, pretoZze enzymy v nich selek-
$truktira a fyzikalno-chemické vlastnosti /¢ Stiepia pvézby’. Sladivost, rozpustnost, schop-
. . nost tvorby krystalov, osmolalita a reaktivita (Maillardo-
galaktooligosacharidov ve reakcie) tychto zlGi¢enin sa znizuje s rastiicim po¢tom
Galaktooligosacharidy (GOS) st kréatkoretazcové molekul v retazci, na rozdiel od ich viskozity. VSeobecné
sacharidy skladajuce sa z 2 — 20 molekul galaktozy fyzikdlnochemické vlastnosti GOS su zhrnuté v Tab. I.

Galaktooligosacharidy predstavuju skupinu velmi
vyznamnych oligosacharidov, ktoré patria medzi pre-
biotikd. Prebiotikami oznalujeme nestravitelné casti
potravin sacharidickej povahy prechadzajtce traviacim
traktom bez toho, aby boli utilizované alebo degrado-
vané. Selektivne stimuluju rast prospesnych ¢revnych
baktérii a brania rozmnozZovaniu patogénnych entero-
kokov, enterobaktérii ¢i klostridii. V sti¢asnosti sa vy-
uzivaju ako funkéné zlozky potravin vzhladom na ich
nizky kaloricky obsah, prebioticki aktivitu a minimal-
ny negativny vplyv na zubnu sklovinu. Najrozsirenejsi
sposob pripravy galaktooligosacharidov je enzymovou
syntézou s vyuzitim p-galaktozidaz pricom ako substrat
je vyuzivana laktoza.

Tab. I: Zékladné fyzikélno-chemické vlastnosti GOS>.

Rozpustnost vo vode rozpustné, okolo 80 % (w/w)

Vzhlad priesvitné/bezfarebné

Viskozita podobna kukuri¢nému sirupu s vysokym obsahom fruktozy

Tepelna stabilita pri 160°C (10 min, pH 7), 100°C (10 min, pH 2), 37 °C (mesiace, pH 2)
Bod mrazu zniZzuju bod mrazu potravin

Bod zmacania maju schopnost udrziavat vysoku vlhkost, ¢o brani ich vysuSovaniu
Sladivost 0,3- az 0,6-krat ako sacharoza

Kalorickd hodnota 1,7 kcal.g?
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Prebioticke vlastnosti GOS

Na prvy pohlad je slovo prebiotikum velmi podob-
né slovu probiotikum. Mohlo by sa tak zdat, Ze ide
o synonymum. Kazdé vsak znamena nieco iné. Probio-
tikd su zivé nepatogénne mikroorganizmy osidlujuce
trdviaci systém ludi a zvierat, ktoré pozitivne ovplyv-
nuju zdravie a fyzioldgiu hostitela. Prebiotikami ozna-
¢ujeme nestravitelné casti potravy sacharidickej povahy
spravajlice sa ako nerozpustna vldknina. Prechadzaju
bez zmeny az do hrubého ¢reva kde su utilizované
¢revnou mikroflérou. Tym stimuluju rast a aktivitu pro-
speSnych ¢revnych baktérii a potlacaju aktivitu pato-
génnych mikroorganizmov. NajpouzivanejSimi prebioti-
kami st komerc¢ne vyrabané galaktooligosacharidy.
Podporuji metabolické aktivity baktérii, vysledkom
ktorych je syntéza prospesnych latok a enzymov. S dozrie-
vanim ¢revného systému paralelne dozrieva aj imunitny
systémaspolutvoriajeden tizko spolupracujtcikomplex.
Az 80 9% imunitného systému je prepojeného na intes-
tindlny trakt. Okrem toho boli dokazané pozitivne
Gcinky pro- a prebiotik na redukciu sérového chole-
sterolu, syntézu biologicky aktivnych latok (vitaminy,
organické kyseliny, a pod.), potlacenie laktézovej into-
lerancie ale aj kardiovaskularny systém'. Na Obr. 1 je
znédzorneny predpokladany mechanizmus ucinku pre-
biotik*.

ZniZenie syntézy
cholesterolu

Inhibicia
patogénov

Organlcke_/

kyselin
el \ Zlep&enie

P
2 K B|o asa absorpcie
& *
i Imunomodulacia
Detoxifikacia

mineralov
Odstranenie
zépchy

Vyzwa
enterocvtov

Apoptéza pro-
rakovinovych buniek
Obr. 1: Mechanizmy Gcinku prebiotik. PIné ciary ukazuju re-
lativne dobre preskimané mechanizmy ucinku; prerusované
Ciary oznacuju menej preskiimané, alebo skor predpokladané
Gcinky prebiotik®.

Aplikacia a trh GOS

Podobne ako aj ostatné nestravitelné oligosachari-
dy, GOS maju prijemnu chut a mozu zlepsit Struktiru
a plnost chuti potravin, pricom maju podobné vlast-
nosti ako sachar6za. GOS su rezistentné voci slinnej
amyldze, nie su utilizované oralnou mikroflérou a mézu
byt teda vyuzivané ako nekariogénne néhrady sladidiel.
Galaktooligosacharidy sa povazuju vo vSeobecnosti
za bezpec¢né latky, pretoze sa prirodzene vyskytuju
v mlieku. Vdaka ich nestravitelnosti nemaju Ziadny
vplyv na hladinu glukézy v krvi.

GOS sa vyuzivaju predovietkym ako pridavné latky
v potravinarskom priemysle. Vdaka ich stabilite mézu
byt’ GOS pridévané do §irokej Skaly jedél Chlieb ako

.....

pre aplikaciu GOS, pretoze pocas kysnutia a pecenia

46

nie su galaktooligosacharidy utilizované ani Stiepené.
Navyse, vdaka ich vlastnosti zachovania vysokej vih-
kosti brania nadmernému vysuseniu chleba a zlepsuje
sa aj jeho celkovy chutovy profil. V poslednom obdo-
bi sa GOS objavuju ako zlozky napojov (ovocné dzusy
a iné kyslé napoje), nahradnej stravy, fermentovanych
mliek a cukrdrenskych vyrobkov. V sladenych napojoch
vystupuju ako sirupova zlozka (vdaka svojej sladivosti),
pricom su odolné voci kyslému prostrediu, ktoré vy-
tvaraju obvykle pritomné kyseliny (kyselina askorbova,
alebo citrénova). Velkou cielovou skupinou pre odbyt
GOS su nesporne doj¢enské mlieka a Siroka paleta
detskych pokrmov. Doplnené detské jedld obsahuju
6 az 7,2 g/l GOS spolu s 0,6 aZ 0,8 FOS. Specializované
potraviny pre seniorov a nemocni¢nych pacientov su
tiez sflubnou oblastou pre aplikdcie GOS'3.

Okrem potravindrskeho odvetvia nachadzaju GOS
vyuzitie v kozmetickom a farmaceutickom priemysle
vdaka svojim fyziologickym vlastnostiam. V skuto¢nos-
ti, prebiotické oligosacharidy mozu selektivne stimulo-
vat ,prospesné” baktérie nachadzajice sa na [udskej
kozZi a pre tieto Ucely boli uz vyvinuté aj kozmetické
pripravky. Vo farmaceutickom priemysle st GOS zloz-
kami niektorych lieciv ako aj alternativou pri antibio-
tickej liecbe. Traviaci trakt jedincov uzivajucich s anti-
biotikami sucasne probiotika sa rekolonizuje a obno-
vuje rychlejsie. Aby probiotické kultiry mohli v hrubom
Creve prezit, potrebuju potravu. Tou su prave prebioti-
kd. Optimalnym sa v poslednom obdobi ukazuje uzi-
vanie synbiotik, teda preparétov, ktoré si kombinéciou
pro- a prebiotik’.

Nestravitelné oligosacharidy sa pridévaju aj do po-
travy pre dobytok, domace zvieratd, hydinu, oSipané
a vo vodnom hospodarstve. Dévody st podobné ako
u ludi: zlepSenie zdravotného stavu a rastu zvierat,
zlep3enie ¢revnej mikroflory, minimalizécia pouZivania
antibiotik, zabrdnenie pred¢asnému Gmrtiu a redukcia
fekdlneho zapachu. Potrava preziivavcov s obsahom
GOS pozitivne vplyva aj na potlacenie produkcie me-
tanu’.

Ako ukazuju Studie svetovych analytickych spolo¢-
nosti (Frost&Sullivan, GIA) svetovy trh s prebiotikami
kontinudlne rastie uz niekolko rokov. Suvisi to najma
z Coraz vac¢sim zdujmom obyvatelstva vyspelych kra-
jin o zdravy Zivotny Styl a zdravé potraviny. Obe Studie
predpovedajui do roku 2015 rast trhu s prebiotikami,
pricom americky trh s prebiotikami presiahne z hla-
diska predaja 220 miliénov americkych dolarov, zatial
¢o eurdpsky predaj by mal v rovnakom ¢ase dosiahnut
az 1,08 miliardy americkych dolédrove. Firmy neustale
prichadzaju s novymi vyrobkami na trh s funkénymi
potravinami v podobe zdravych napojov, biopotravin,
potravin pre deti a zvieratd. V Eurépe neustéle naras-
td pocet producentov, ktori sa zameriavaju na nové
spOsoby aplikacii prebiotik najma v oblasti médsa a lah-
kych jedal. Zatial' ¢o fruktooligosacharidy a inulin st
na trhoch uz dobre zndme prebiotika, ostatné dru-
hy prebiotik eSte len prichadzaju ,na vyslnie”. Galak-
tooligosacharidy ako prebiotika predstavuju rychlo sa
rozvijajuci segment eurépskeho potravinového a na-
pojového trhu. Vyrobou a aplikaciou GOS sa z global-
neho hladiska venuje malé mnozstvo firiem a iba nie-



ktoré z nich pouzivaju GOS pre svoje vlastné produkty.
Na eurépskom trhu ma dominantné postavenie ho-
landskd spolocnost Friesland Food Domo s takmer
87% podielom na trhu. Medzi vyznamnych sveto-
vych producentov GOS patria aj dalSie firmy ako je
Yakult Honsha (Japonsko) alebo GTC Nutrition (USA).
Priemerna cena GOS na trhu sa pohybuje v intervale
$5,3 — $5,8 za kilogram’.

Priprava GOS

Priprava galaktooligosacharidov moze prebiehat
pomocou chemickej syntézy alebo enzymaticky s vyu-
zitim p-galaktozidaz. Pri chemickej syntéze predstavu-
je vytvorenie Specifickych glykozidovych vézieb naro¢-
nu vyzvu pre odbornikov a to z niekolkych dévodov.
Velmi dolezity je vyber ochrannych skupin, vhodné
donory a akceptory skupin, katalyzdtory a reakéné
podmienky pre dosiahnutie sprévnej stereochémie
zelaného vysledného produktu. Pri enzymovych reak-
ciach su produkované najma disacharidy a v mensom
mnoZstve tri- a vy$Sie oligosacharidy. Priebeh enzy-
movych reakcii zavisi od réznych faktorov napriklad
od koncentracie substratu (¢im vy3Sia koncentracia
laktozy, tym vy$sie mnoistvo GOS), ale aj od pdévodu
a koncentrécie enzymu. Enzymy pochédzajice z roz-
nych zdrojov syntetizuju r6zne typy a mnozstvo oligo-
sacharidov. Pre koncentraciu p-galaktozidaz plati: ¢im
nizSia koncentracia enzymu, tym vy$sie mnozstvo GOS,
pricom pri vysokej koncentracii enzymu bola u niekto-
rych enzymovych preparatov pozorovana najma tvorba
disacharidov®.

Biotechnologicka priprava

V sucasnosti su v priemyselnom meradle pri pripra-
ve galaktooligosacharidov preferované najma enzymy.
Enzymovo katalyzovand priprava GOS vyuziva glyko-
zyltransferdzy (EC 2.4.x.x) alebo glykozylhydrolazy
(EC 3.2.1.x) izolované z r6znych mikrobialnych zdrojov.
Su to enzymy zodpovedné za prenos glykozylovej ¢as-
ti z donoru sacharidu na akceptor. Glykozyltransferazy
vyuzivaju sacharidovy donor obsahujuci nukleozidfos-
fat alebo fosfolipid ako zvySkovu skupinu. Aj ked' su
tieto enzymy vysoko regio-selektivne, stereo-selektivne
a ucinné, nepoutzivaju sa v priemyselnej produkcii GOS
kvoli ich nedostupnosti, vysokej cene ich komer¢nych
enzymovych prepardtov a potrebe Specifickych sacha-
ridovych nukleotidov ako substratov. V priemyselnej
praxi sa preto na produkciu GOS vyuzivaju glykozy-
Ihydrolazy, pricom spominané nevyhody transferaz
odpadaju. Tieto enzymy su dostupnejsie v porovnani
s glykozyltransferdzami, ale na druhej strane su vse-
obecne menej stereoselektivne.

Konverzia laktézy na GOS pomocou p-galaktozidaz je
kineticky kontrolovana reakcia, prebiehajtiica prostred-
nictvom sttazenia medzi hydrolyzou a transglykozylaci-
ou. Inak povedané, pocas tejto enzymovej reakcie ter-
modynamicky podporovand hydrolyza laktézy — tvorba
D-galaktézy a D-glukézy - sutazi s transferazovou akti-
vitou, pri ktorej dochadza k tvorbe komplexnej zmesi
galaktooligosacharidov s rozli¢nou Strukturou (Obr. 2).
Preto je dolezitd znalost ¢asového priebehu konverzie
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laktozy pre urcenie bodu maximalneho vytazku zelané-
ho produktu?.

. _\_:
p-galaktozidaza

A
hydrolyza
B
trans-
glykozylacia
20

n=2-

/\

Galaktozyl-Enzym
komplex

Obr. 2: Reakéna schéma pre enzymovu aktivitu p-galaktozi-
dazy: A - hydrolyza, B-transgalaktozylécia.

Transglykozylacia predstavuje medzimolekulové aj
vnutromolekulové reakcie. Vnutromolekulovy alebo
riadeny transfer galaktozylu na D-glukézu dava regio-
-izoméry z laktézy. Medzimolekulova alebo neriadend
transgalaktozylacia je cesta, pomocou ktorej su z lakto-
zy pripravené di-, tri-, tetra- sacharidy a pripadne dlhsie
GOS. Alternativnou metddou k transglykozylécii z disa-
charidu je produkcia GOS pomocou reverznej hydrolyzy.
Pri reverznej hydrolyze dochéadza k syntéze GOS z mo-
nosacharidov, reakcia prebieha do ustélenia rovnova-
hy. Rovnovazine vytazky su ovela nizie, hlavne tvor-
ba disacharidov (10 — 25% w/w) a niekolko percent
trisacharidov (alebo vyssich oligosacharidov). Avsak,
z tejto reakcie nevznikd Ziadny vedlajsi produkt hydro-
lyzy, a ked sa kombinuje s efektivnym procesom sepa-
racie tak je mozné dosiahnut vytazky okolo 100 %°.

Spektrum produktov ziskanych pocas Stiepenia lak-
tozy — spojenie galaktézovych jednotiek a ucinnost
transglykozylacie, zavisi od zdroja enzymu a fyzikalno-
-chemickych podmienok v reakénom prostredi. Interak-
cie medzi galaktozyl-akceptorom a aktivnym miestom
enzymu pravdepodobne hraju vyznamnu ulohu pri
formovani intermolekulovych produktov. Inymi slovami,
schopnost enzymu pojat galaktozyl-akceptor v sused-
stve aktivneho miesta pocas katalytického momentu
a priestorova orientdcia galaktozyl-akceptora su prav-
depodobne klti¢ovym faktorom v efektivnosti trans-
glykozylacie a v pozicii novych glykozidickych vézieb®.

Ako uZ bolo v tvode napisané, na produkciu GOS
z laktozy je mozné vyuzit mikroorganizmy ako aj enzy-
my z nich izolované. Kedze ide o intracelularny enzym,
proces izolacie p-galaktozidazy znamend dalSie nakla-
dy a ¢asové naroky na celt technolégiu vyroby GOS.
Navyse pri hydrolyze laktézy a tvorbe GOS dochéadza
nevyhnutne k hromadeniu glukézy a galaktézy ako
vedlajSich produktov enzymovej reakcie. Pritom-
nost tychto monosacharidov je neZiadlca, preto-
ze cielom je produkovat tri- a vyssie oligosacha-
ridy. Biotechnologicka priprava GOS vsak na rozdiel
od chemickej syntézy nevyzaduje potrebu ochrany
chemickych skupin, prebieha pri miernejsich pod-
mienkach a nezataZuje Zivotné prostredie. V dosledku
toho je transglykozylacia laktézy pomocou p-galakto-
zidazy CcastejSie vyuzivana pre syntézu GOS'. Re-
akéné podmienky je potrebné udrzat tak, aby transga-
laktozyla¢na aktivita prevySovala hydrolyticki. Opti-
maélne hodnoty pH a teploty procesu pripravy GOS
zévisia od mikroorganizmu, z ktorého bol enzym izo-
lovany. Napr. p-galaktozidézy z vldknitych hub majd
optimélnu hodnotu pH 2,5 - 4,5, zatial ¢o z kvasiniek



alebo baktérii je to 6,0 — 7,0. Co sa tyka teploty, opti-
maélne teploty popisované v literatire su 50 a 65°C,
avsak zavisi to od zdroja enzymu''.

Svetovi producenti GOS ako Friesland Foods Domo
(Holandsko) a Yakult Honsha Co. (Japonsko) pouzi-
vaju enzymy izolované z Bacillus circulans, Aspergillus
oryzae a Streptococcus therophilus. Produkcia a spek-
trum oligosacharidov zévisi samozrejme tiez od zdroja
enzymu. Vzhladom na vysoku cenu p-galaktozidaz sa
opakované vyuzitie buniek alebo izolovanych enzymov
dostava Coraz CastejSie do popredia vyskumu. V literatu-
re je popisany napr. proces vyuzitia celych bakterialnych
buniek Bifidobacterium bifidum, u ktorych je enzym
viazany v bunkach a pred samotnym pouzitim buniek
sa tieto iba permeabilizuju pouzitim rozpustadla, aby
sa zrychlila difuzia laktézy. Bunky je mozné niekolko-
krat opakovane vyuzit na produkciu GOS. Po 12-tich
opakovanych poutzitiach klesne konverzia laktozy iba
0 109%',

Perspektivnym modelom pre priemyselnt produkciu
GOS sa ukazuje byt vyuzitie imobilizovanej p-galakto-
zidazy. Opakované vyuZitie enzymov by mohlo scasti
kompenzovat firmam finan¢nu stratu, ktora suvisi s izo-
laciou B-galaktozidaz z mikroorganizmov. V literattre je
mozné najst vela druhov nosi¢ov a technik imobilizacie.
Je doleZité si uvedomit, Ze imobilizacia p-galaktozidaz
za ucelom hydrolyzy laktézy nie je efektivna sti¢asne
aj pre maximalnu produkciu GOS. Suvisi to s odlisny-
mi reakénymi podmienkami pre transgalaktozylaciu,
ako su vyssie koncentracie laktézy (30 — 40 hm.%),
zvysena reakéna teplota, nizka aktivita vody v reake-
nom médiu, ale aj napr. velkostou molekul produktu.
Naviac, pri niektorych imobiliza¢nych technikdch moze
dojst v priebehu imobilizacie k vysokej az Gplnej strate
enzymovej aktivity B-galaktozidazy. VSetky tieto fak-
tory je potrebné zohladnit pri vybere vhodného nosi-
¢a a techniky imobilizacie. Velmi dobré vysledky boli
dosiahnuté napr. s kovalentne naviazanou p-galakto-
ziddzou z Kluyveromyces fragilis na gulicky celulézy,
B-galaktozidézou z E.coli na agarozu, p-galaktozidazou
z A. niger viazanou na alginatové gulicky sietované
glutaraldehydom alebo aj adsorpciou enzymu na ke-
ramicky povrch monolitu. Vo vietkych pripadoch bola
zachovana aktivita 72 — 90% pdvodnej enzymovej
aktivity''. Cheng a jeho kolektiv dosiahol vytazky 41 %
GOS z 36% (hm.) laktézy imobilizéciou B-galaktozi-
dazy do chitozénu, ¢o boli podobné vytazky GOS ako
s volnym enzymom (43 %)'3.

Faktory ovplyviujuce produkciu GOS

Substrdty pre produkciu GOS

Jednou z vyhod produkcie GOS je, Ze nevyzadu-
je draht zékladnu surovinu. Srvétka, ktora vznikd ako
vedlajsi produkt pri vyrobe syrov, je bohatym zdro-
jom laktézy. Obsah susiny je okolo 6,5%, z ¢oho asi
4,8 % tvori laktoza, 0,6% proteiny, 0,15% kyselina
mlie¢na, 0,25% tvoria neproteinové dusikaté latky
a 0,1% tuk. Po zakoncentrovani srvatky vznikd pro-
dukt bohaty na obsah laktézy. Na rozdiel od minulosti,
srvatka uz nie je povazovana za odpadnu latku. V dnes-
nej dobe ekonomické a ekologické dévody urcuju,
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ze srvatka by mala byt efektivnejSie vyuzivana.
NajbeznejSou metodou ziskavania laktézy priamo
zo srvétky alebo zo srvatkového permedtu je krystaliza-
cia presyteného roztoku.

Pociatoénd koncentrdcia laktozy
a reakénd teplota

Udaje uvéadzané v publikéciach ukazuji, ze maximal-
ne vytazky GOS su do znacnej miery ovplyvnené poci-
ato¢nou koncentraciou laktozy. Optimélne koncentra-
cie laktozy sa pohybuju v rozmedzi 30 - 40% (w/v).
Pri koncentracii laktézy vdcsej ako 30% sa jej vplyv
na vytazky GOS vyrazne zniZil, aj ked u niektorych
mikroorganizmov, resp. enzymov z nich izolovanych
boli popisané vynimky (B. bifidum'* alebo niektoré
rekombinantné kmene E. coli"®).

Rozpustnost laktozy pri laboratérnej teplote je rela-
tivne nizka a stupa so zvysujucou sa teplotou reakénej
zmesi. Niekolko studii bolo zameranych na skima-
nie novych zdrojov termostabilnych glykozylhydrolaz.
Glykozidazy termofilnych mikroorganizmov S. solfatari-
cus, P. furiosus, Thermus sp., T. caldophilus, C. saccha-
rolyticus, T. maritima su prikladmi enzymov, ktoré
su aktivne pri teplote 80°C a viac. Zda sa, Ze vysoka
teplota tiez podporuje transgalaktozylaciu vzhladom
k hydrolyze. Avsak, boli popisané aj opacné ziste-
nia — vedci zistili len nepatrny alebo Ziadny vztah
medzi teplotou a produkciou GOS pmocou enzymov
z P. furiosus, B. circulans, A. oryzae, K. lactis a K. mar-
xianus '°.

Izoldcia GOS a/alebo inhibitorov z reakcnej zmesi

,Cisteniu” ziskanych zmesi GOS od mono- a disacha-
ridov je venovana v praxi zvy3ena pozornost a to nielen
z dévodu samotnej Cistoty produktu, ale aj z aplika¢-
nych dévodov. Komeréne dostupné pripravky galakto-
oligosacharidov, ktoré obsahuji zna¢né mnoistvo
monosacharidov a laktézu, nie su vhodné pre [udi
s ochorenim diabetes mellitus a zvlast pre fudi s lakto-
zovou intoleranciou.

Ako je uvadzané v literature, maximalne vytazky GOS
pohybujlce sa od 15% do 77 % boli dosiahnuté ked
konverzia laktézy bola medzi 45 % az 95 % v zavislosti
od zdroja enzymu a podmienok produkcie®. Zmes GOS
produkovana transglykozylaciou obsahuje teda vidy
urcité mnozstvo nezreagovanej laktézy a monosacha-
ridy. Efektivne odstrénenie tychto ,necistot” umoznu-
je komercionalizaciu produktov GOS s pridanou hod-
notou.

Separacia monosacharidov vo velkom meradle je
zvy€ajne vedend pomocou chromatografickych me-
tod — vyuzitie i6no-vymennych Zivic alebo aktivnym
uhlim. Aktivne uhlie mé vyssiu afinitu pre oligosacha-
ridy v porovnani s mono- a disacharidmi, ¢o je vyhod-
nejSie v aplikacii na priemyselnej Grovni. Posledné
Studie z tejto oblasti sa venuju porovnavaniu frakcio-
nacnych technik pre ziskanie velkého obsahu zmesi
GOS. Chromatografické metody, pri ktorych ziskame
frakcie na zaklade molekulovej hmotnosti sa javia ako
najvhodnejsi sposob pri ziskavani frakcii s vysokou
Cistotou, ¢o umoznuje purifikdciu GOS s roznym
stupriom polymerizacie.



Skimané su aj iné postupy pre Cistenie pripravenych
zmesi GOS, ako je napriklad selektivna fermentacia
vykonavand pomocou navrhnutych charakteristickych
mikroorganizmov. Kvasinky S.cerevisiae boli pouzité
pre zlepSenie Cistoty komer¢nej zmesi GOS ziskanej
pouzitim p-galaktoziddzy z B. circulans. tymto po-
stupom boli uplne odstranené monosacharidy. Ten
isty pristup bol aplikovany pri purifikécii zmesi GOS
pripravenej pomocou kmeria B.bifidum'. Kvasinky
K. marxianus boli pouzité pre purifikdciu zmesi GOS
pripravenu B-galaktozidazou kmena B.circulans, pricom
Cistota GOS stuipla z 38 % na 97 % pomocou selektivnej
fermentacie mono- a disacharidov (lakt6za). Pre lep-
Siu purifikaciu bola pre selektivnu fermentéaciu mono-
sacharidov a laktozy pouzitd kombindcia S.cerevisiae
a Klactis pri zmesi GOS produkovanej pomocou
kmeria P. expansum. Celkova cistota GOS stupla z 29 %
na 98 %?".

Splechtna a kolektiv pripravili zmes GOS s vyuzitim
rekombinantnej B-glykozidazy kmena Sulfolobus sol-
fataricus (70°C, laktéza 270g/l)'®. Po reakcii vznikla
zmes obsahujltica 46 % monosacharidov, 13 % laktozy
a41% GOS. Laktozabolaselektivne oxidovanafungélnou
celobiézadehydrogendzou a nasledne boli kyselina
laktobiénova a monosacharidy odstrédnené ibnovymen-
nou chromatografiou. Finalny produkt obsahoval 97 %
GOS, 1,2% laktézy a 2,1 % monosacharidov. Celkovy
vytazok GOS predstavoval 259% vzhladom na pocia-
to¢né mnoistvo laktozy.

Rovnaky problém sa snazili riesit aj Cheng a kol.
(2006), ktori sa zaoberali produkciou vysokopurifiko-
vanych zmesi GOS pomocou fermentécie s kvasinkami
Kluyveromyces marxianus. Pre svoju Studiu pouZzili tri
rozne B-galaktoziddzy pochéddzajice z kmeriov Asper-
gillus oryzae, Kluyveromyces lactis a Bacillus sp. pre
pripravu zmesi GOS z laktézy. Tato zmes bola dalej
fermentovana pomocou kvasiniek, pricom doslo
k utilizacii glukdzy, galaktoézy, laktozy a inych disacha-
ridov. Vysoky obsah GOS bol teda uspesne dosiahnu-
ty enzymatickym procesom a fermentaciou pomocou
kvasiniek'.

Jednou z limitdcii pouzitia p-galaktozidaz pre produk-
ciu galaktooligosacharidov je problém s dosiahnutim
uplnej hydrolyzy laktozy, pretoze enzym je inhibova-
ny produktami (glukéza a galakt6za). Inhibicia galak-
tézou je efektivnejSia v porovnani s glukézou pri po-
uziti nizkych koncentracii laktézy pri hydrolyze. Avsak
transglykozylacna reakcia pre produkciu galakto-oli-
gosacharidov nastdva zvycajne pri vysokych koncen-
traciach laktézy (200 - 600 g.dm?). Rozdiel medzi
koncentraciou glukozy a galaktézy pri vysokej kon-
centrdcii laktozy sa zvySuje so stupajicou produkciou
galaktooligosacharidov pretoze galakt6za je vyuZivana
v procese transgalaktozylacie. To znamena, ze jedno-

znac¢ne ziaduci enzym pre produkciu GOS je enzym
s vyrazne nizkou glukézovou inhibiciou. Glukéza bola
identifikovana ako kompetitivny inhibitor -galaktozi-
dazy kmeriov L. reuteri, S.solfataricus a nekompetitivny
inhibitor u kmerna Thermus sp. Kompetitivne inhibitory
superia so substrdtom o aktivnhe miesta enzymu, zatial
¢o nekompetitivne inhibitory sa viazu mimo aktivneho
centra enzymu. U¢innost nekompetitivnych inhibitorov
méze byt redukovand pomocou imobilizacie a Struk-
tarnej modifikacie p-galaktozidaz. Takyto sp6sob znize-
nia uc¢inku nekompetitivnej inhibicie bol uskuto¢neny
imobilizéciou p-galaktozidézy z K lactis a Ther-
mus sp."

V literatire sa mozeme stretnut este s jednym pristu-
pom efektivneho odstrafiovania glukézy z reakénej
zmesi na produkciu GOS. Je to priama kultivacia kmeria
B. bifidum, pri ktorej dochadza k tvorbe GOS'. Kulti-
vacia zaloZzend na tomto procese moze byt vedend ak
su glykozylazy mikroorganizmov viazané v bunkovej
stene alebo su vylu¢ované do kultivatného média.
Jednou z vyhod takejto kultivécie je, Ze glukéza a ga-
laktéza moézu byt utilizované pocas rastu buniek, ¢im
sa redukuje ich mnozZstvo vo vyslednej zmesi sachari-
dov, a teda dosiahnu sa vyssie vytazky GOS. Toto zlep-
Senie vytazkov GOS vychédza z faktov, Ze glukoza, ktora
preukézala inhibi¢ny vplyv na syntézu GOS je vyuzivana
pre rast buniek. Na druhej strane, GOS musia byt sepa-
rované zo zmesi kumulovanych mikrobialnych produk-
tov a z inych esencialnych zloziek alebo zloziek vyuziva-
nych pre rast buniek, ktoré su zahrnuté v kultiva¢nom
médiu (dusikaté latky, vitaminy, stopové prvky...).

Zaver

Galaktooligosacharidy (GOS) a v3eobecne oligo-
sacharidy sa teSia v poslednom obdobi coraz véacsej
pozornosti a to predovsetkym vdaka svojim prospes-
nym uc¢inkom na zdravie a ich Sirokému uplatneniu
ako prebiotickej zlozky potravin. Hlavnym substra-
tom pre ich vyrobu je v sucasnosti srvitka, ktora
vznika ako vedlajsi produkt pri vyrobe syrov a obsa-
huje laktézu. T4 je Stiepena ucinkom mikrobidlnych
B-galaktoziddz za vzniku GOS. Zuzitkovanie srvatky
na vyrobu produktu s pridanou hodnotou zatraktivnilo
cely proces vyroby GOS a zvysilo zaujem trhu o tieto
produkty.

Podakovanie

Tento prispevok vznikol vdaka podpore v ramci OP
Vyskum a vyvoj pre dopytovoorientovany projekt:
Vlybudovanie experimentélnej overovacej jednotky
zameranej na biotechnologickii produkciu Special-
nych chemikalii, ITMS 26240220057, spolufinancovany
zo zdrojov Eurépskeho fondu regiondlneho rozvoja.

\
e AL ud
| KXy .
r II . II > Podporujeme vyskumné aktivity na Slovens.kuf
~;$ iisniil ‘;}- Projekt je spolufinancovany zo zdrojov EU
Operainy program
u L VISKUM aVivO) ¢
N . " e Agentira -
9 we W e Eurépska unia
- pre Strukturdlne fondy EU Eurdpeky fond regiordireho rozvoja

49



Literatura:

1. Vidova M, Hronska H, Tokosova S, et al.: Potravi- 10. Mannucci F.: Dizertacna praca. Institute of Techno-
ndrstvo 7, 28 (2013). logy Dublin 2009.

2. Sako T, Matsumoto K, Tanaka R: Int. Dairy J. 9, 69 11. Grosové Z, Rosenberg M, Rebro$ M: Czech J. Food
(1999). Sci. 26, 1 (2007).

3. Torres DPM, Gon P, Teixeira JA, et al.: Compr. Rev. 12. Wong C, Kimura T: US5876981. 1999
Food Sci. F. 9, 438 (2010). 13. Cheng ChCh, YU MCh, Cheng TCh, et al.: Biotechnol.

4, Ouwehand AC, Derrien M, de Vos W, et al.: Curr. Lett. 28, 793 (2006).
Opin. Biotech. 16, 212 (2005). 14. Goulas A, George T, Glenn RG: Int. Dairy J. 17, 648

5. Frost&Sullivan Research Services: Strategic Analysis (2007).
of the European Human Food and Beverage Pre- 15. Ji ES, Park NH, Oh DK: World J. Microb. Biot. 21, 759
biotics Market. 2008. (2005).

6. Global Industry Analysts: A US&European Market 16. TokoSova S.: Diplomova praca. FCHPT STU Bratisla-
Report. 2010. va 2012.

7. http://www.alibaba.com/showroom/galactooligo- 17. Li Z, Xiao M, Lu L, et al.: Process Biochem. 43, 896
saccharides.html, stiahnuté 23. augusta 2013. (2008).

8. Hellerova K, Curda L: Czech J. Food Sci. 27, 572 18. Splechtna B, Petzebauer I, Baminger U, et al.: Enzy-
(2009). me Microb. Tech. 29, 434 (2001).

9. Bruins ME, Strubel M, Van Lieshout JTF, et al.: Enzy- 19. Mateo C, Monti R, Pessela BCC, et al.: Biotechnol.
me Microb. Technol. 33, 3 (2003). Progr. 20, 1259 (2004).

Suhrn

Hronska H., Vidova M., TokoSova S., Rosenberg M.: Galaktooligosacharidy: Struktira, vlastnosti a moznosti pripravy

(GOS) su nestravitelné sacharidy zndme ako prebiotikd — mézu stimulovat rast a aktivitu prospesnej ¢revnej mikroflory (bifidobaktérie
a laktobacily) a inhibuju rast potencidlne patogénnych baktérii. GOS st komeréne vyrabané z laktézy pomocou mikrobialnej p-galakto-
ziddzy. Tieto enzymy katalyzuju hydrolyzu, ako aj transgalaktozylaciu laktézy. Pomer medzi tymito reakciami sa liSi v zavislosti od zdroja
enzymu a podmienok enzymovej . V poslednom obdobi, inova¢né stratégie pre syntézu GOS zahffiaju imobilizéciu enzymov a vyuzitie
srvatky ako zakladnej suroviny.

Klicové slova: prebiotikum, galaktooligosacharidy, $-galaktozidaza

Summary

Hronska H., Vidova M., TokoSova S., Rosenberg M.: Galactooligosaccharides: structure, properties and preparation
Galacto-oligosaccharides (GOS) are non-digestible carbohydrates know as a prebiotic — can stimulate growth and activity of beneficial
intestinal microflora (bifidobacteria and lactobacilli) and inhibit the growth of potencially pathogenic bacteria. GOS are commercially
produced from lactose using microbial p-galactosidases. These enzymes catalyze hydrolysis as well as the transgalactosylation of lactose.
The proportion between these reactions varies depending on the source of the enzyme and conditions of enzymatic reaction. More
recently, an innovative strategies for GOS synthesis are immobilization of enzymes and usage of whey as a source of the lactose.

Keywords: prebiotic, galacto-oligosaccharides, 3-galactosidase

SIMULACE SBALOVANI PROTEINU

Vojtéch Spiwok
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT v Praze, vojtech.spiwok@vscht.cz

Znalost prostorovych struktur fady proteinl a jejich a 2012 (Robert Lefkowitz a Brian Kobilka — struktury

komplext je povaZovana, spolu se znalosti genomu, receptor(l vazanych na G-proteiny). Znalost prostorové
za nejvétsi vydobytek soucasné biologie. Namisto struktury proteint umozriuje nejen studovat ,anatomii”
abstraktniho pohledu na bilkoviny jako na ,mékkou enzym, transportnich bilkovin a nejrlznéjSich mole-
hmotu” si je nyni mizeme prohlizet s atomarnim kularnich ,stroj0”, ale je taktéz povaziovéna za kli¢
rozlidenim. O vyznamu, ktery je pfi¢itan prostorovym k navrhu novych léciv.

strukturdm proteint, svéd¢i fada Nobelovych cen, Zajem o strukturni biologii vedl k vystavbé mnoha
které byly v poslednich letech udéleny prikopnikiim synchrotrond, tedy velkych urychlovac¢l elektrond,
strukturni biologie. Od roku 2000 je mozné mezi které slouzi jako zdroj kvalitniho rentgenového zareni
strukturné biologické Nobelovy ceny za chemii zafadit pro difrakéni experimenty. Na evropském kontinentu
ty z roku 2002 (Kurt Wiithrich - NMR), 2003 (Roderick se podle dostupnych informaci (www.lightsources.org)
MacKinnon - struktury iontovych kanald), 2006 nachdzi 26 aktivnich synchrotront. | kdyz struktur-ni
(Roger D. Kornberg — struktury RNA-polymeras a dalsich biologové nejsou jedinymi ,konzumenty” synchro-
proteinti), 2009 (Venkatraman Ramakrishnan, Thomas tronového zéfeni, jejich podil na uzivani téchto zafizeni
A. Steitz a Ada E. Yonath - struktura a funkce ribosomu) je ale zna¢ny a ma vzestupnou tendenci. Budoucnost
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strukturni biologie je mozné vidét i v projektech
jako je ELI — Extreme Light Infrastructure (www.eli-
beams.eu). Rovnéz investice do strukturné biologické
instrumentace pro NMR a elektronovou mikroskopii
jsou v poslednich letech znac¢né.

Jistou alternativou k experimentalni strukturni biolo-
gii jsou snahy o pfedpovidani prostorovych struktur
na pocitaci. Tyto metody je mozné rozdélit podle toho,
jestli vychazeji ze zndmych experimentdlné vyfese-
nych prostorovych struktur podobnych proteind, nebo
jestli predpovidaji struktury bez jakychkoliv vzord.
Prvni skupina metod, alespon v zakladnich rysech,
funguje velmi rychle a relativné presné. Pokud chceme
napfiklad védét, jak vypada zajeci hemoglobin a znédme
jeho aminokyselinovou sekvenci, pak jeho strukturu
muizZeme piedpovédét na zédkladé struktury napfiklad
lidského hemoglobinu. Metoda je samoziejmé pfilis
hloupa na to, aby se vypofadala s konformacnimi
zménami proteinu, tedy model zaje¢iho hemoglobinu
bude ve stejné konformacni formé jako jeho lidsky
vzor. Pro hledani molekularni podstaty zajeci rychlosti,
navrh cilenych mutaci nebo proteinovych chimér to
ale ¢asto mize stacit. Zajemce o tuto oblast bych si
dovolil odkazat na soutéz Critical Assessment of protein
Structure Prediction (CASP, predictioncenter.org).
Tato soutéz spociva v tom, Ze jsou vybrany zajimavé
proteiny a jejich struktury jsou paralelné pfedpovidany
modelafi a experimentalné feSeny strukturnimi bio-
logy. Modelédfi musi nejprve predlozit své modely
a ty jsou potom konfrontovany s experimentem. Vyvoj
této oblasti byl charakterizovan postupnym zvySova-
nim pfesnosti v minulych letech, pficemz v poslednich
ro¢nicich se zd4, ze metody nardzi na své limity.

Bohuzel, na mapé strukturni biologie existuje fada
bilych mist. Jedna se napfiklad o Spatné krystalizova-
telné membranové proteiny nebo jiné proteiny
vzdorujici strukturné biologickym snaham. Struktury
takovychto proteint tedy neni mozné predpovédét
na zadkladé podobnych struktur, nebot zadné takové
struktury jednoduse nejsou k dispozici. Dalsi skupi-
nou proteind, o nichz nemame dostatek strukturnich
informaci, jsou rizné amyloidy a jiné Spatné sbalené
formy protein(i. Mzeme sice zjistit, jak vypadé ,zdrava”
forma proteinu, kterou je mozné studovat konven¢nimi
metodami strukturni biologie, ale ,nemocna” forma
muZe vypadat zcela jinak. Pro tyto pfipady, a nejen pro
né, jsou vyvijeny metody, které umozriuji pfedpovidat
struktury proteind bez experimentélnich vzor.

Asi nejvétsi vyzvou v oblasti molekularniho modelo-
vani je pfedpovidani struktur proteinC simulaci jejich
sbalovédni. Pokud vezmeme protein v denaturované
(pIné rozvinuté) konformaci, pak je moiné, ales-
pori v principu, simulovat proces sbalovéni od roz-
vinuté do pIné sbalené, tedy nativni struktury.
V praxi tato myslenka, alespori zatim, narazi na jed-
nu nepiekonatelnou piekdzku. Pomoci simulace
molekulové dynamiky je mozné simulovat fadové
nanosekundy ze Zivota proteinu za jeden den provozu
osobniho pocitace na plny vykon. Ty nejmensi proteiny
(vétSina biochemikd by jim pofad fikalo peptidy) se
sbaluji v mikrosekundovych méfitcich. Pro simulaci
procesu sbaleni by tedy bylo nutné po¢ita¢ ,Skvafit”

51

po dobu desitek, ale spiSe stovek ¢i dokonce tisic dni.
Sbalovéni velkych a farmaceuticky zajimavych protein
trvd o nékolik fada déle.

Zoufalou situaci spojenou se snahami simulovat
sbalovani proteinu na osobnim pocitaci je moiné,
alespori ¢aste¢né, zmirnit vyuzitim nékterého ze super-
pocitatovych center. Do osmdesétych let byly vysoce
vykonné pocitace vyvijeny tak, aby jeden pocitac,
mysleno jeden procesor, mél co nejvyssi vykon.
V devadesatych letech ale zacaly byt dostupné levné
osobni pocitace a jejich komponenty, coz zcela zménilo
strategii vyvoje novych vysoce vykonnych pocitact.
Namisto snah vytvofit néjaky superprocesor zacali tviirci
téchto strojl v ¢im dal vétsi mife spojovat levné osobni
pocitace, jejich procesory nebo velmi podobné kusy
hardware. V piipadé simulace molekulové dynamiky
to znamena vyvijet takové algoritmy, které umoznuji
vypocty efektivné rozloZit na nékolik procesort, tedy
paralelizovat. Rozdélit vypocet na vice procesorli ale
neni viibec snadné. Pii simulaci molekularni dynamiky
zpravidla simulujeme casovy vyvoj néjaké krychle
obsahujici nékolik tisic atomd. Prvni co nas napadne
je rozdélit krychli na mensi chlivecky a kazdy chlive¢ek
simulovat zvladst. Interakce atom( jsou ale nejen
Jintrachlive¢kové”, ale i ,interchlive¢kové”. Jednotlivé
chlivecky tedy neni mozné simulovat nezavisle na sobé,
ale procesy musi spolu neustale komunikovat. Efek-
tivni naprogramovani takovéto komunikace je dulezité
pro dosazeni dobrého ,3kalovéni”. Diky pokrokiim
v této oblasti je mozné s vétsSinou programovych balik
provadét simulace na desitkach a v mnoha pfipadech
i stovkach nebo tisicich procesorech.

Vysoce vykonné pocitace byly v minulosti vyhrazeny
pro armady vyvijejici jaderné zbrané, ropné spole¢nosti
zpracovavajici geologickd data nebo pro meteorology.
Simulatofi molekularni dynamiky, a zvlasté ti, ktefi se
zaméfuji na biomolekularni systémy, se v poslednich
letech stavaji hlavnimi klienty pocitacovych center.
V Cechach mohou zajemci o naro¢né vypocty vyuZivat
centra CERIT-SC (www.cerit-sc.cz) a Metacentrum
(www.metacentrum.cz) a od jara 2013 i centrum IT4
Inovations (www.it4i.cz), které béhem nejblizsi doby
v néj vyroste jeden z nejvétSich pocita¢d v Evropé.
Zebfitek péti set nejvykonnéjsich poéitact na svété je
zvefejiiovan jednou za pul roku a je mozné jej nalézt
na adrese www.top500.org. V ¢ervnu roku 2013 mu
dominuje s 3 120 000 procesorovymi jadry cinsky
superpocita¢ Tainhe-2 (coz snad znamend ,mlé¢na
draha”), ktery patfi Narodni univerzité obranné tech-
niky ve mésté Cchang-3a. Cesky potitaé se v ném
nachézel naposledy pied pfiblizné deseti lety a jed-
nalo se o pocita¢ patiici jedné telekomunikacni
spolec¢nosti.

Nejen mnoha procesory je superpocitac ziv. V posled-
nich letech ziskalo velkou popularitu vyuzivani grafic-
kych karet. Vyvoj pocitacovych her naro¢nych na grafiku
vedl k vyvoji vykonnych grafickych karet. Grafické karty
mohou byt zkroceny tak, aby misto fotorealistického
stinovéni nebezpec¢nych monster provadély nejrtiznéjsi
védecké vypocty. Budoucnost vyuzivani grafickych
karet v molekularnich simulacich a dalSich vypoctech
je natolik slibnd, zZe je dnes mozné koupit i ,grafickou”



kartu, ktera slouzi pouze k urychlovani vypocta a uz ani
nema zéasuvku pro pfipojeni monitoru.

Alternativou k superpocitacovym centrim jsou
projekty distribuovanych vypoctd, z nichz nezndmé;jsi
je projekt Folding@Home (folding.stanford.edu).’
Dobrovolnici mohou zapojit své osobni pocitace
a laptopy do projektu tak, Ze si na né nainstaluji
pfislusny program. Ten umozni vyuzit pocita¢ v dobé,
kdy se na ném nepracuje a provadét na ném védecké
vypocty. Projekt Folding@Home ma takto k dispozici
vice nez 250 tisic pocitacd, které tvofi jakysi globalni
superpocitac. Takovyto superpocita¢ umoznil simulaci
napfiklad sbalovani villinové vlasenky a proteinu NTL9
s detailnim popisem kinetiky a vSech intermediatd?
¢i sbalovani proteinu BBA5 (nékolik desitek tisic
nanosekundovych simulaci).?

Pocitate dostupné v superpocitacovych centrech
jsou v podstaté obycejné pocitace, jen pospojované
do velkého celku. Z takovéhoto pocitatového centra
by az na vyjimky bylo mozné vykuchat néjaky pocitac
a ucinit z néj obycejné PC-cko. Zcela jinou strategii
je vyvoj specializovanych pocitac¢ti uréenych pro mo-
lekuldrni simulace. Této oblasti dominuji aktivity firmy
D. E. Shaw Research. David E. Shaw v osmdesatych
letech pasobil jako pocitacovy védec na Columbia
University. To ho prestalo bavit a vrhl se na vydélavani
penéz. V devadesétych letech zalozil investi¢ni fond
a zacal pusobit na Wall Street. V rdmci téchto aktivit
zacal pomoci vysoce vykonnych pocita¢l vyuzivat
neefektivnosti finan¢nich trhd. Vydélal tak dostatek
penéz, 7ze je dnes 134 nejbohatsim Americanem
(www.forbes.com/profile/david-shaw/). Vydélavani pe-
néz jej asi také omrzelo a misto toho, aby létal bal6-
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Souhrn
Spiwok V.: Simulace sbalovani proteini

nem kolem svéta nebo zakladal politickd hnuti, vrhl se
na simulaci molekuldrni dynamiky. Misto feSeni problé-
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ze Zivota protein(, tedy fddové déle nez by dovedlo
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formace (celkem téméf 2 ms)® nebo aktivujici konfor-
macni zmény v EGFR kinasy (nékolik cca 25 us simula-
ci).? Kromé spolecnosti D. E. Shaw Research vlastni stroj
Anton nékolik mélo akademickych vypocetnich center,
napfiklad to v Pittsburghu.

Zcelajinou alternativou k pouzivani vysoce vykonnych
pocitacti, grafickych karet, distribuovanych vypocta
nebo specialnich pocitact je vyvoj a pouzivani metod,
které vyuzivaji nejrtznéjsi fyzikalni principy pro ziskéni
informaci o dlouhych ¢asovych méfitkach z kratkych
simulaci. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o oblast
zasluhujici samostatny pfehled, a Ze se jedna o mou
vasen, dovolil bych si pfehled téchto metod nechat
na nékteré z pfistich vydani.
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Trojrozmérné struktury proteind je mozné pfedpovidat tak, Ze vezmeme denaturovany protein a na pocitaci simulujeme proces jeho
sbaleni. Tento ¢lanek shrnuje Gspéchy i Uskali tohoto postupu, zejména vyuZiti vysoce vykonnych pocitacd, projektl distribuovanych

vypocta, grafickych karet a specializovanych poéitact.
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Summary
Spiwok V.: Protein Folding Simulations

The three-dimensional structure of a protein can be predicted by a simulation of its folding from fully denaturated state. This article
review success stories as well as pitfalls of this approach, namely applications of high performance computers, distributed computing

projects, graphical processing units and specialised hardware.

Keywords: molecular dynamics simulation; protein folding; structural biology
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