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SUMMARY

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

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

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

For more information contact the editorial
board or directly:

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

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

e-mail: petra.lipovova@vscht.cz

http://bts.vscht.cz



UVODEM

VdzZeni prdtelé,

v neddvné dobé probéhly dvé vyznamné uddlosti.
Zacdtkem Cervence (4. — 9. 7. 2009) se v kongresovém
centru v Praze uskutecnil 34. FEBS kongres organizo-
vany Ceskou spole¢nosti pro biochemii a molekuldrni
biologii ve spoluprdci s Evropskou federaci pro bio-
chemii a molekuldrni biologii a agenturou Czech-in.
Vice jak 2000 ucastniki z Evropy i dalSich zemi si
mohlo vyslechnout 7 plendrnich pfedndsek na nej-
aktudlInéjsi témata biochemického a molekuldrné bio-
logického vyzkumu a ucastnit se jedndni vice jak 50
symposii a dalsich doprovodnych akci, véetné velmi
rozsdhlého souboru posterovych presentaci. Souldsti
tohoto vyznamného féra biochemikd a molekuldrnich
biologti bylo ,Young Scientist Forum” a studentskd
konference pro stfedoskolské studenty. Obé tyto akce
predchdzely zahdjeni vlastniho kongresu. Béhem
kongresu vysla 2 Ccisla kongresovych novin, kterd
zachytila vyznamné kongresové uddlosti, pribliZila
zahrani¢nim aéastnikam Ceskou spoleénost pro bio-
chemii a molekuldrni biologii a jeji aktivity
a informovala je o kulturnich uddlostech v Praze. Velice
zdarilym byl i socidlni doprovodny program kongresu.
materidlech, zejména v souborech abstrakt (abstrakta
dodané v terminu a abstrakta dodand pozdéji).

Druhou vyznamnou uddlosti byl 14th European
Congress on Biotechnology, ktery se konal ve spanél-
ské Barceloné od 13. do 16. 9. 2009 pod heslem
»Symbiosis” of Science, Industry and Society. Byl pord-
ddn EFB (Evropskou biotechnologickou federaci)
a o jeho pribéhu Vds informujeme ve zvldstni zprdvé
publikované v tomto cisle.

V pfistim roce si Vds dovolujeme pozvat zejména
na 14th International Biotechnology Symposium pord-
dané v italském Rimini 14 — 19. 9. 2010 pod heslem
~Biotechnology for the Sustainability of Human
Society” (http.//www.ibs2010.0rg ).

Moznd Vds téZ zaujme 35.FEBS kongres, ktery se
kond ve Svédském Gotenburgu (www.febs2010.0rg).
Rddi bychom Vds téZ7 znovu upozornili na oslavy
20.vyro&i zaloZeni nasi stiesni organizace CSVTS,
které se pripomenou dvoudenni konferenci ve dnech
17. a 18. bfezna 2010 na Novotného Idvce v Praze.

Zdroveri Vds prosime, abyste si do svych didrt zazna-
menali termin 15. — 17. &ervna 2011, na ktery pfipra-
vujeme jiz 5. ¢esko-svycarské biotechnologické sympo-
sium, které se uskutecni v Praze. V ndvaznosti na toto
symposium pfipravuji nasi olomoucti kolegové
»Symposium on Plant Biotechnology”.

O dalsich akcich Vds pribézné informujeme v nasem
e-mailovém servisu. Pokud tento servis dosud nevyuZi-
vdte a mdte o néj zdjem, poZddejte nds o zarazeni.

Jisté jste slySeli o nardstajicich politickych tlacich
na zdkaz genetickych modifikaci hospoddi'skych plodin
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v nékterych evropskych zemich a snaze prosadit,
aby o povoleni se nejednalo v ramci Evropské unie, ale
aby pravomoc povoleni produkce i dovozu byla
vyhradné v rukou jednotlivych stdtd. Tento scestny
ndvrh podany Rakusany je bohuZel podporovdn
i jinymi (14) stdty Unie (viz European Biotechnology
New 8 (¢. 7 — 8) 5 (2009)). Pii propojeni vyroby
a distribuce v zemich Unie je tento ndvrh prakticky
nerealizovatelny a navic nefesi zdsadni problém.
Pokud je néco skodlivé, pak je to Skodlivé ve vsech
zemich a pokud to skodlivé neni, neni divod to zaka-
zovat nikde. Snad md EU dost sily odpovédné posoudit
zdravotni a environmentdlIni bezpecnost pfislusné
geneticky modifikované plodiny. Jde o to nahradit
politické preference seriéznim védeckym posouzenim.
O to se snazi i ,bild kniha geneticky modifikovanych
plodin“ (White book - genetically modified crops)
vydand v anglickém jazyce ¢eskymi védci pod redakci
Prof. Sehnala a Prof. Drobnika. O publikaci informuje
i ¢asopis European Biotechnology News (8, 26, 2009)
a stanovisko autor( je zde sumarizovdno do Sesti
bodii:
1. Pfijatd rozhodnuti by neméla byt v rozporu
s védeckymi dikazy
Kultivacni technologie, vcetné genetickych modi-
fikaci, by mély byt posuzovdny podle dosaZeného
vysledku spise nezZ podle typu procesu.
Princip pfedbézné opatrnosti by mél byt nahrazen
porovndnim rizika a vyhod u vsech inovaci
v zemédélstvi
. Stanoveni rizika by mélo vidy zahrnovat vyhody
a srovndni s paralelné realizovanymi technologiemi
ve vsech ohledech
. Ekonomické hodnoceni by mélo byt provddéno
ve srovndni s paralelnimi technologiemi
. Pokud by jednotlivé stdty mély prdvo zakdzat
technologie dovolené v EU mély by mit také
mozZnost pouZivat technologie, které dosud nebyly
v EU schvdlené.
S plnym znénim anglické verse se miZete sezndmit
na internetové adrese www.bc.cas.cz/en/MOBITAG.html,
se zkrdcenou versi v ceském jazyce na www.biotrin.cz.
Je na Vds, abyste si o této problematice udélali viast-
ni ndzor. BohuZel, bude jisté trvat jesté dlouho, nez se
velmi rozdilné pohledy na tuto problematiku vytfibi.
Jako obvykle Vdm pfindsime fadu pfehlednych ¢ldn-
ki a doufdme, Zze se Vdm budou libit. Tentokrdte se
budou tykat lipidomiky, tkdriového inZenyrstvi,
moznosti requlace senescence u rostlin, geneticky
modifikovanych brambor, nanocdstic v nanomediciné
i vyuZiti biomasy v energetice.

2.

3.

Vds
Jan Kds



THE 14th EUROPEAN CONGRESS ON BIOTECHNOLOGY

Hlavnim tématem 14. evropského biotechnologického kongresu, ktery se letos konal ve Spanélské Barcelonég,
byla Symbidza, kterd symbolizuje spojeni mezi védou, prdmyslem a spolec¢nosti. Oficialni zahdjeni probéhlo v nedéli
13. zafi 2009, po ném nésledovala tvodni plenarni pfednédska Dr. Craiga Ventera, prezidenta JCVI, nazvana “From
reading to writing the genetic code”, ve které Dr. Venter predstavil vysledky vyzkumu zaméfeného na kompletni
popsani lidského genomu a poté i svij posledni projekt, jehoz cilem je zmapovani genetické diversity moiskych
spolecenstvi. Konference poté probihala v daldich tfech dnech ve ¢tyfech paralelnich sekcich zaméfenych na:
1. zdravi a medicinu, 2. primyslovou biotechnologii, 3. biotechnologii rostlin a Zivotniho prostiedi a 4. systematic-
kou biologii a technologii. Soucasti kongresu byla i rozséhld posterova sekce a vystava produktli zaméfenych
na biotechnologie. Kromé toho kazdy den probihala krétka prezentace firem specializujicich se na klicové inovace
nebo vyvoj novych produktd a inovativnich feSeni ve farmaceutické a biotechnolgické oblasti. Kongresu se zucast-
nilo vice nez 1000 védcll, mladych vyzkumnik( a pfedstavitel( biotechnologickych firem z celého svéta.

Leona Paulova
Ustav kvasné chemie a biochemie
VSCHT v Praze

14th International
Biotechnology Symposium
and Exhibition

IBS2010
AN AV,

Biotechnology for the
Sustainability of Human Society

15-19 September 2010
Palacongressi, Rimini - Italy

r

Brokerage Events and Stakeholders
Meetings for European Framework
Programs and International Projects
will be hosted.

Particular emphasis will be given to the
presentation of results of European FP7
and international projects within each
session. Rooms for project/FP7 consortia
meetings will be offered (free of charge),
see the website www.ibs2010.org

KEY DATES AND DEADLINES
Requests for meeting projects: 30 September 2009

Second circular and call for papers: 30 September 2009
Oral and poster abstract deadline: 1 March 2010
Notification of acceptance: 12 April 2010

Early registration deadline: 31 May 2010

FIRST CIRCULAR

CONVENOR ORGANISERS CO-ORGANISERS

ALMA MATER STUDIORUM x’-‘
UNIVERSITA DI BOLOGNA Adria Congrex

Jrir——

www.ibs2010.org
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ODBORNE PRiSPEVKY

TKANOVE INZENYRSTVI
Jana Havlikova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Uvod

Tkariové inzenyrstvi je nové vznikajici biotechno-
logickou disciplinou na pomezi mediciny, bunécné
i molekuldrni biologie, nauky o materidlech
a inzenyrstvi. Jeho cilem je obnovit nebo nahradit
tkdné a organy poskozené onemocnénim, zranénim
nebo vrozenou anomalii.

Hnacim motorem pro rozvoj tkafového inzenyrstvi
je nedostatek organl potiebnych pro transplantace.
V' roce 2000 cekalo v USA na transplantaci organu
72 000 lidi a bylo uskute¢néno pouze 23 000
transplantaci.’ Transplantace s sebou nesou také dalsi
rizika spojena s odmitnutim (rejekci) transplantované-
ho organu nebo moznosti ndkazy imunosuprimo-
vaného pacienta tfeba i banalni infekci, ktera muze
mit mnohdy zavazné dasledky.

Jiz nyni jsou k dispozici umélé néahrady nékterych
tkdni a organd, jejich Zivotnost je oviem omezena
a Casto se téz vyskytuji problémy s potlacenim nega-
tivni odezvy imunitniho systému.

Zékladni myslenkou tkariového inzenyrstvi je kulti-
vace bunék za podminek, které povedou k tvorbé tkani.
Nalezeni idealnich podminek pro kultivaci jednotlivych
tkani vSak neni snadné. Pozornost se soustieduje
zejména na vybér bunék a polymernich nosica.

Buiiky pouzivané v tkafiovém inZenyrstvi
Autologni buriky

Pouziti autolognich bunék odstrafiuje problém
s imunitni odezvou organismu. Jedna se o odbér vlast-
nich organové specifickych bunék pacienta biopsii.
Jejich in vitro kultivaci nasledovanou osazenim poly-
merni matrice stimulujici daldi rist a tvorbu vlastni
struktury tkdné a konec¢né zpétnou implantaci
do pacientova organismu. Tato technika se uplatriuje
v tkanovém inzenyrstvi klze, cév, kosti, chrupavky
a dal3ich tkani.2 Chrupavka byla jednou z prvnich tkani,
které byla vénovana velka pozornost a u které zazna-
menalo tkarfiové inZenyrstvi Gspéchy.

Autologni buriky nevyvolavaji imunitni odpovéd

organismu, ale otazkou je vzdy jejich Zivotaschopnost.
Bunky nemusi byt dostupné, Zivotaschopné nebo
schopné proliferace.

Alogenni a xenogenni buriky

Alogenni (darcem je jedinec téhoz druhu) a xe-
nogenni (darcem je zvife) tkané maji tu vyhodu, ze
nevyzaduji invazivni zésah do téla pacienta a umozriuji
ziskat podstatné vétsi mnozstvi bunék. Nevyhodou je
riziko pfenosu infekce a nutnost pouziti imunosupresiv.
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Mnoho usili se vynaklada na vyvinuti metod pouziva-
jicich neautologni tkané. Tyto metody se soustiedu;ji
na odstranéni nebo destrukci imunogennich bunék
a zachovéni komponent extracelularni matrix, které
jsou v podstaté mezi druhy konzervativni. Nejbéznéji
pouzivanou metodou je termdlni odstranéni bunék
opakovanym zmrazovanim a rozmrazovanim.? | kdyz je
mozné takto ziskat viceméné neimunogenni tkan,
problémy zplsobuji bunéc¢né zbytky, které nejsou zcela
odstranény a mohou po implantaci vyvoldvat zénéty.
Efektivni jsou i metody vyuzivajici k odstranéni
bunécnych zbytkd smési detergent(.*

Kmenové buriky

Piesto existuje mnoho typl tkéni, které neni mozné
ziskat biopsii, nebo nejsou dostupné v dostatecném
mnoZstvi, aby je bylo mozné vyuzit v tkariovém inzenyr-
stvi. Velmi slibné v tomto ohledu se zdaji byt kmenové
buriky. Maji jedine¢nou schopnost se za specific-
kych podminek diferencovat na mnozstvi rdznych
buné¢nych typl. Mohou byt ziskany bud z fetélni,
nebo dospélé tkané. S ohledem na etické problémy
s odbérem embryonalnich kmenovych bunék se pozor-
nost soucasnych studii soustfedila na kmenové buriky
dospélych jedinch.

Kmenové buriky jednoho typu lze procesem transdi-
ferenciace prevést na typ jiny. Bylo objeveno, Ze Ize
indukovat pfeménu napf. kmenovych bunék kostni
diené na nervové kmenové burky® nebo nervovych
kmenovych bunék na hematopoetické.” Touto cestou
Ize ziskat i takovy typ kmenovych bunék, které organis-
mus, napi. vlivem nemoci, netvofi. Nejnovéjsi vyzkumy
se ovsem spise piiklani k moznosti, Ze nedochazi ani
tak k transdiferenciaci jako k fuzi bunék®.

Polymerni nosice

Rast bunék je ovlivnén fadou faktord. Role polymer-
ni matrice (dvoj- nebo trojrozmérné) neni jen v tom,
zZe poskytuje prostor a vyZivu pro rst bunék, ale pod-
miriuje také jejich prostorové uspofadani a stimuluje
mezibuné¢né interakce v mikro- a nanoméfitku.

Bylo vyzkouseno mnoho rlznych materidlG.
V ortopedii se osvédcily keramické a kovové materidly,
véetné hydroxyapatitu a bioskla. Ve vétsiné biologic-
kych tkani vSak nasly lepsi pouZiti polymerni materialy,
at uz se jedna o materidly pfirodni nebo syntetické.

Pfirodni polymerni nosice

Kolagen byl Gspésné pouzit nejen jako nosi¢ pro
kozni transplantace®, ale momentalné se vyskytuje
mnoho nosicll na bézi kolagenu, které jsou k dispozici



pro klinické pouziti.'° Kolagen se také pouziva pfi opra-
vach nervil a moc¢ového méchyfre. Matrigel, gel slozeny
z membranovych proteind, se pouziva ke kultivaci Siro-
kého spektra bunék jako napf. bunék michy a cév."
Je rovnéz komer¢né dostupny. Alginaty se pouzivaji
v fadé studii tykajicich se tkanového inzenyrstvi, véetné
chrupavek a srde¢ni tkdné.”

Pfestoze pouziti pfirodnich polymerl v tkanovém
inZenyrstvi vypada slibné, existuji také urcitd omezeni:
1. Nejde piesné kontrolovat jejich mechanické vlast-

nosti a degradacni rychlost.

2. Pfirodni materidly mohou také v urcitych pfipadech
vyvolat imunitni odpovéd organismu nebo mohou
byt zivhou pddou pro mikroby a viry.

Syntetické polymerni nosice

U syntetickych polymer( existuje daleko vétsi skala
mechanickych a chemickych vlastnosti. Jsou navrho-
vany tak, aby nevyvolavaly imunitni odpovéd orga-
nismu, ovsem c(asto se u nich objevuji problémy
s biokompatibilitou.

Nedegradabilni polymery, jako napf. polytetrafluoret-
hylen (Teflon), se pouzivaji pfi cévnich transplanta-
cich.” Teflon je pfikladem biokompatibilniho polyme-
ru, ktery vsak v organizmu casto vyvolava kvdli
dlouhodobému pusobeni zanétlivé odpovédi.

Mezi degradabilni polymerni nosice patfi polylaktaty
(PLA), polyglykolaty (PGA) a jejich kopolymery (PLGA).
V organismu se degraduiji kyselou hydrolyzou na laktaty
a glykolaty, které jsou vylu¢ovany. Jejich degradaéni rych-
lost Ize kontrolovat molekulovou hmotnosti polymeru
a pomérem laktdtovych a glykoldtovych podjednotek.
Laktaty jsou diky methylovym skupinam vice hydrofobni,
jejich hydrolyza je proto pomalejsi. Polymerni nosi¢ se
tak mlze rozpadnout po nékolika tydnech nebo az
po nékolika letech. K Sirokému uplatnéni PLA a zvlasté
PLGA prispivé také jejich snadnd zpracovatelnost. Jsou
téz studovany kvdli transportu léciv.

Poly-4-hydroxybutyrat (P4HB) a polyhydroxyalkanoat
(PHA) maji vyborné elastické vlastnosti a maji mnohé
pouziti v tkafilovém inZenyrstvi, pouZivaji se napf. pro
vyrobu srdecnich cév. Jejich nevyhodou je, ze oproti
diive zminénym polyesterdm maji maélo variabilni
polocas rozpadu.'

Hydrogely jsou dalsi tfidou biomateriald, které je
vénovdna velka pozornost a to kvdli jejich vysoké
biokompatibilité a dobrym mechanickym vlastnostem
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podobnym mékkym tkanim.’> Mohou nebo nemusi
byt degradovatelné v zavislosti na jejich chemickém
slozeni. Chemicky spojené hydrogely mohou polymeri-
zovat in situ pomoci chemického iniciatoru nebo
fotoinicidtoru. Vyhodou fotoiniciovanych gelt je snad-
na kontrola polymerace. Pfikladem muze byt postup,
kdy je roztok monomeru a réstového faktoru vstiiknut
do poskozené tkané. Fotoiniciaci vznikne polymerni
matrice obsahujici rdstovy faktor, ktery podpoii rychlé
proristani bunék vedouci k regeneraci tkané.

Hned v zacatcich tkanového inZenyrstvi bylo stano-
veno, Ze jednou ze zdkladnich vlastnosti nosi¢d musi
byt vysoka porosita, ktera je nezbytna pro pfivod Zivin
a odvod odpadnich latek — pro podporu rlstu vétsich
tkani.’® Pro tvorbu poréznich nosicl s vysoce kontrolo-
vanou porositou a velikosti pérd bylo vytvofeno nebo
adaptovano mnoho technik.

Vlastnosti jednotlivych materidld pouzivanych
v tkanovém inzenyrstvi mézeme rozdélit do dvou
zékladnich skupin: velikostni vlastnosti (mechanické
vlastnosti, zpGsob degradace) a povrchové vlastnosti.
V minulych letech byla velka ¢ast vyzkumu zaméfena
na povrchové vlastnosti téchto materiald — kontrolu
interakci mezi materidly a burikami. K degradabilnim
esterm a nékterym hydrogelim byly pies razné
funkéni skupiny navazény peptidy. Jednim z nejvice stu-
dovanych peptidli je RGD peptid — peptid, ktery umoz-
nuje adhezi bunék, nalezeny u fibronectinu
a lamininu.'” Navazadnim tohoto peptidu na hydrogel
na bazi polymethylmetakrylatu byla zlep3ena prolife-
race a integrace osteoblast(i.’® V centru zdjmu je také
vyvoj povrchovych modifikaci, které by umoznily pfipo-
jeni jen urcitych specifickych bunék.

Zavér

Tkarnové inzenyrstvi pfedstavuje intenzivné se rozvije-
jici oblast aplikovaného vyzkumu, jehoz vysledky se
bézné uplatriuji v klinické praxi jiz dnes a jehoz cile
by mély pomoci vyfesit fadu soucasnych probléma
humanni mediciny. Intenzivni vyzkum v této oblasti je
smérovan piedevsim k samostatnému rlstu tkéni,
coz je dulezity krok smérem ke kompletnim a tolik
potfebnym orgdnim jakymi jsou tfeba jatra, srdce
nebo ledviny. Vedle genové terapie tak tkanové
inZenyrstvi pfedstavuje druhy mocny néstroj mediciny
budoucnosti.
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Souhrn

Havlikova J.: Tkafové inZenyrstvi

Cilem tkariového unzenyrstvi je obnovit nebo nahradit tkané a organy poskozené onemocnénim, zranénim nebo vrozenou anomalii.
Prezentovany piehled se zabyva buiikami a nosici, ktery by napomohly tomuto cili.

Klicova slova: tkarnové inzenyrstvi, kultivace bunék, pfirodni polymery, syntetické polymery

Summary

Havlikova J.: Tissue engineering

The goal of tissue engineering is to regenerate or replace tissues or organes damaged by illnesses, injuries or inherited disorderes.
The presented review shows the suitable cells and polymeric carries serving for this purpose.

Key words: tissue engineering, cell cultivation, natural polymers, synthetic polymers

SENESCENCE A MOZNOSTI JEJI REGULACE U ROSTLIN

Andrea Volejnikova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT v Praze

Uvod Senescence je vysoce organizovany a aktivni proces,
Senescence je pfirozenou souéasti vyvoje organismu kter):vu%ce SOuvISl s Jevem zvanym programovand
a také jeho zavére¢nym stadiem usticim k rozpadu bunécna smrt (PCD, programmed cell death) pfipadné

apoptosa. Tento dé;j je byva popisovan jako charakteris-
ticky pro mnohobunéc¢né organismy. Dobfe je prozkou-
many zejména na sav¢im modelu, kde je nezbytny
pii ontogenezi, regeneraci organt a funkci imunitniho
e . L systému. U rostlin se s programovanou buné¢nou smrti
Nejzndméjsim projevem senescence rostlin je Zlout- oy g, O .

A . Lo C muZeme setkat pfi vyvoji vodivého pletiva, aerenchymu
nuti listi na podzim. V principu jde o recyklaci slozek v el . 3y N
. e, A .. , nebo pfi nékterych napadenich patogeny.? Nejna-
listu. Nutricné vyznamné latky - stavebni, zasobni P ‘o
funkeni 4 dova toved ¢ : padnéjsi je u jiz zminéného opadu listd.

! ltml cnt ::SOU egra ovz?.nyll\ﬁ [?r(‘ejvev eny nda ranspordo Senescenci a nékteré charakteristiky programované
va ’ehnou ormu c1 energil. Nasledne ];‘?L! Ollzrak"eny O buné&&né smrti miizeme nalézt i u jednodussich orga-
Jiného organu a opet vyuzity. Dochazi tak k rozvoji  nismp jako jsou kvasinky. Patfi mezi jednobun&éna
privilegované tkané, zatimco ptvodni je nakonec elimi- eukaryota. U Saccharomyces cerevisiae |ze pozorovat

bunék, tkdné ¢i celého téla.' MazZeme ji nalézt jak
u rostlin tak u Zivocichd i dalSich eukaryot. Rozdily
v projevech senescence se odvijeji od odlisné stavby
a funkce bunék.

novéna. Proto miZe byt senescence v nékterych pfipa- senescenci a nékteré apoptotické znaky u matefské
dech povazovana za evolu¢ni vyhodu umoznujici rostli- buriky po prob&hnuti mnoha bun&enych cyklt. Dochézi
né lépe hospodaiit s dostupnymi zdroji. ke zméné jejiho tvaru a objemu a pfedeviim zhorsené

Na vznik a prﬁbéh tohoto procesu ma vliv fada vnitinich reproduk(‘fni Schopnosti_3 Takovouto senescenci zva-
a vngjSich faktord. Sledovanim jejich pasobeni, pfipadné nou mitoticka (replikativni) mdzeme nalézt i u rostlin
zésahem do metabolickych a regulacnich drah bunék jsou pfi zastaveni buné&ného déleni u apikélniho meristé-
hledény faktory dulezité pro iniciaci a propagaci celého mu. Post-mitotickou (somatickou) senescenci miizeme
procesu. Jedna se vsak o velice komplexni proces a fada pozorovat u bunék, které jiz nepodléhaji buné¢nému
jeho krok stéle jesté neni objasnéna. déleni. Pfikladem muze byt senescenci list(.?
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Ruzné podoby a pficiny senescence u rostlin

Konkrétni podoba senescence se muze lisit podle
vybéru rostlinného druhu a jeho vyvojového stadia.
MlzZeme se s ni setkat u rostlin s rliznymi Zivotnimi
strategiemi a je zplsobena odliSnymi pficinami.

K velice ¢etnému typu senescence dochazi pii kom-
petici listd o svétlo. Spodni a starsi listy byvaji nahraze-
ny novéjsimi, Iépe oslunénymi.

Dalsi znamy pfiklad mlze byt podzimni senescence.
Mizeme ji pozorovat napiiklad u listnatych stroma
mirného pasma, pro které se stava udrzovani listd pres
zimu nevyhodné a potiebuji je odstranit. Tento proces
ale neni zcela ztratovy, jak to na prvni pohled vypada.
Rostliny totiz mohou piesunout z listd mnoho vyuzitel-
nych latek do casti téla, které prezivaji zimu." 4

Senescenci zpUsobuji také vnéjsi stresové podminky
(nedostatek Zivin...) pusobici na rostlinu. K jejimu
rozvoji dochazi také pfi mechanickém oddéleni ¢éasti
rostliny. To ma pro nés i hospodaisky vyznam, nebot
zpUsobuje poskliziiové ztraty zeleniny. MGzeme se s ni
setkat napfiklad u saldtu nebo brokolice.®

Daldi a zcela extrémni pfipad senescence mizeme
nalézt u monokarpnich rostlin, jejichz prioritou je
jednou za Zivot se rozmnoZit semeny, zatimco zbytek
rostliny piestéva byt v tomto okamziku uzite¢ny a hyne.
Zde je senescence spojena s reprodukénim vyvojem. ' 4
Stejny proces ale v mensim rozsahu mudzeme nalézt
i u polykarpnich rostlin, zde vsak nehyne cela rostlina,
ale jen jeji ¢asti, které nenesou zasoby.

Duraz je kladen pfedeviim na studium senescence
zemédélskych plodin. Mnoho uzitkovych rostlin patfi
prdvé mezi monokarpni rostliny. Velice castymi
objekty vyzkumu jsou kukufice (Zea mays)® a ryie
(Oryza sativa)’, protoze jakakoliv drobnd zména
béhem dozravani mize mit dalekosahlé néasledky
a velky hospodaisky vyznam. Krom hospodaiskych
plodin byvé ¢astym objektem Arabidopsis thaliana.
Tato volba je vyhodna nejen proto, Ze je jeji genom
dobfe prostudovan a byla na ni provedena fada
genetickych praci, které pak usnadiiuji nasledujici
pokusy, ale také proto, ze ndm maze velice dobfe
ilustrovat pfipad monokarpnich rostlin. Ma kratky
zivotni cyklus 8 — 10 tydnd, ktery je velice vhodny
pro studium nasi problematiky. Cilem jejiho Zivota
je produkce velkého mnoistvi potomkl za vel-
mi kratkou dobu. Béhem tohoto energeticky naro¢-
ného procesu podléhd zbytek rostliny senescenci,
kterd vyusti ve smrt rostliny." Takto rychly pribéh ma
ale i své nevyhody, poskytuje tak mensi prostor
pro lidské zdsahy a mozné ovliviiovani. Krom toho také
vdechny rostlinné druhy nereaguji na stejné zasahy
podobné. Napfiklad senescence listl a vyvoj kvétd
a ploda byvaji soubéziné procesy, ale nemusi byt vidy
pevné spjaté. Pii pouZiti sterilnich mutantl A. thaliana
nebyl pozorovén rozdil v rozvoji senescence oproti
divokému kmenu. Pravdépodobné ma u ni starnuti
a stres mnohem vétsi vliv nez u vétSiny ostatnich
druh(i." 8
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Bunécné zmény v pribéhu senescence

Jednim z hlavnich rysG senescence je intenzivni
katabolismus. Cilem je mobilizovat co nejvice Zivin
a minerdlnich latek. Rostliny pfi svém vyvoji musi
nakladat hospodérné s dusikem a fosforem. Bohatym
zdrojem jsou proteiny a ve fotosyntetizujici tkani prede-
v3im chlorofyl. V chloroplastech mize byt obsazeno
pfes 50% proteini a 70% lipidG celé buriky. Pfi jeho
degradaci dochazi k makroskopicky pozorovatelnym
barevnym zménam. Dochazi té7 k dezintegraci vnitini
struktury chloroplastd, k redukci jejich poctu i obsahu.!

Kromé proteint jsou odbouravany i nukleové kyseliny.*
Dochazi k rychlému poklesu totalni mRNA. Aviak jaderna
DNA zlstava zachovéna az do pozdniho stadia senes-
cence, nebot je vyuzivana k produkci fady enzym(.8

V tkéni podléhajici senescenci je moziné rlznymi
zplsoby sledovat pokles aktivity fotosyntetického apa-
ratu. MGzeme méiit pokles hladiny celkovych proteing,
obsahu chlorofylu, fixace CO, ¢i pfimo pokles aktivity

enzymu Rubisco. Bylo pozorovano, Ze jeho pokles
predchazel prudkému poklesu obsahu chlorofylu
u Arabidopsis thaliana." ° Déle je moiné sledovat
barevné zmény, pfipadné rozdily v expresi fotosyntetic-
kych gend.!

Zasobni sacharidy jsou degradovany pomoci amylas.
Dochazi také ke zrychlenému metabolismu lipidg,
jez ma za nasledek pokles strukturni a funkéni
integrity membran. Ziskany acetylCoA muze byt pouzit
pro respiraci a pokryti energetické spotieby ostatnich
procesu nebo pro glukoneogenezi a vzniklé sacharidy
jsou transportovany pry¢.® 1

Reverzibilita zmén

Béhem senescence dochézi v strukturach uvnitf listu
k fadé rozsahlych zmén, které se zdaji byt nevratné.
Prikladem velmi zasadnich zmén je degradace plastidi
- amyloplastt i chloroplastt véetné chlorofylu.

Nékteré césti tohoto procesu se podafilo vrétit
zpét. Bylo tomu u stresem vyvolané senescence
v odfiznutém listu Nicotiana rustica. K regeneraci bylo
pouzito osvétleni a cytokininy. Po o3etieni ziskala
senescentni Zluta tkan znovu zelenou barvu. Cela tato
zména byla dikladné prozkouména. Béhem senescen-
ce doslo k redukci poctu chloroplastti a odbourdvani
chlorofylu. Pfi regeneraci byl syntetizovan novy az
na plvodni hodnotu. Pocet plastidi vsak zlstal redu-
kovany a nebylo pozorovano zadné déleni ani jejich
novy vznik. Tento proces se odrazil i na tloustce listu.
Pii senescenci doslo k jejimu malému nardstu (15 %)
a pii ,regeneraci” k dals$imu vyznamnému zvétSeni
(48 %) nikoliv viak k navratu do ptivodniho stavu."

Zmény genové exprese

Z globélniho pohledu na buriku se v prabéhu
senescence nejednd o pouhé zvySeni dosavadniho
katabolismu. Nejprve dochazi k syntéze fady enzymd,
které maji mobilizovat dostupné ziviny pfipadné
regulovat nebo jinak zasahovat do celého procesu.



Pfi senescenci je exprimovana jina skupina gend, nez
za normalnich podminek. Byvaji oznacovany SAGs
(senescence associated gens). Jsou syntetizovany
proteasy, nukleasy, lipasy, transportni molekuly, rtzné
transkib¢ni a translacni faktory.' 7 10

K sledovani Grovné exprese mnoha gena se vyuzivaji
rdzné hybridiza¢ni techniky. Pouziti mikrocipl zna-
menalo veliky pokrok v moznosti komplexniho
srovnavani genové exprese vzorkl rdzného pavodu.
A velice vyhodné jsou metody vyuzivajici subtrakéni
hybridizace. Lze tak hledat spojitost mezi senescenci
a expresi fady gend. Mzeme zde nalézt nékolik skupin
proteint rdznych funkci — regulace a signalizace
(transkrip¢ni faktory, kinasy), degradace makromolekul
(aspartdtové a cysteinové proteasy, proteiny spo-
jené s funkci ubiquitinu a proteasomu), transportni
proteiny (transportéry sacharidi, permeasy amino-
kyselin), proteiny spojené s obranou proti stresu
a patogentm (katalasa, superoxiddismutasa, glutathi-
on-S-transferasa), proteiny hormonalnich drah (tran-
skripcni faktory, signalni molekuly) atp. Oviem pak zde
jesté existuje vyznamnd cast gend, jejichz role zatim
neni objasnéna.'® 12

Na druhou stranu existuje skupina gend, jejichz
exprese je béhem senescence utlumena. Nékdy byvaji
oznacovany jako SDGes (senescence downregulated
genes). Jedna se hlavné o geny spojené s fotosyntézou
a pochopitelné i syntéza jiz zminéného cytokininu
a dalsich regula¢nich faktord.

Hierarchie procesu

Senescenci mlzZe podléhat cely organismus nebo
individualné jen jeho jednotlivé ¢asti. Existuje pfedem
dand hierarchie ve starnuti rostliny. Napfiklad
u Nicotiana tabacum, pokud nepUlsobi zddné dalsi
vlivy, postupuje senescence od spodnich listd smérem
nahoru.” Vlysvétleni je v tom, Ze dole jsou nejstarsi listy
a nejméné oslunéné listy. Pisobeni stresu nebo repro-
dukéniho vyvoje piispiva k rozvoji senescence starych
nebo uz nepotiebnych ¢asti rostliny. Na druhou stranu
privilegovanou ¢asti rostliny byvaji mladé listy, kvéty,
semena nebo zasobni organy.’ DuleZitou roli zde hraje
hormonalni regulace rostliny.

Stejné tak na urovni listu miZeme pozorovat pifi
rozvoji senescence uréitou hierarchii. Vzhledem
k tomu, Ze jsou cévni svazky vyuzivany k transportu
zivin do ostatnich ¢asti rostliny, jsou degradovany az
na poslednim misté.'”* Obdobné zlstava stonek
k transportu Zzivin.

U jednotlivych orgént, jako jsou listy, dochazi
k senescenci individualné, nezdvisle na stafi celého
organismu. Bylo zjisténo, ze ve vyvoji listu existuje
jeden zlomovy bod. Tim je dosazeni maximalni plochy.
Od tohoto okamziku nabyvaji na vyznamu faktory
podporujici senescenci.

Vnéjsi a vnitini faktory ovliviiujici senescenci
Na iniciaci a propagaci senescence ma kromé staii vliv
fada vnéjsich i vnitinich faktord. Z vnéjSich vlivl, které
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plsobi jako stresové podminky, jsou vyznamné predevsim
doba a intenzita osvétleni, pfisun vody a Zivin z pldy,
teplota' ¢, UV zéfeni, poranéni a infekce patogeny.’®

Z vnitinich vlivl je rozhodujici pisobeni rostlinnych
hormont a produktd bunéé¢ného metabolismu.
Hormonalni produkce v rostliné ¢asto souvisi s vyvojem
generativnich orgdn - v nékterych pfipadech byla
objevena spojitost se senescenci, ale jindy nejsou tyto
déje pevné spjaty.” Hormony zasahuji do procesu
senescence listu obéma sméry. Cytokininy inhibuji
tento proces', zatimco ethylen® '> kyselina abcisova
a methyljasmonaty'® k nému pfispivaji. Role auxind
v tomto procesu neni jednoznacna. Velmi zélezi
na poméru koncentraci fytohormon v burice resp. ple-
tivu, ktery ur¢i smér daliho vyvoje.

Tyto faktory maji zasadni ale nikoliv viak jedine¢ny
vliv, zélezi také na dobé a misté plsobeni a jejich
koncentraci. Piikladem muze byt plsobeni ethylenu.
Podporuje senescenci, nezbytné je vsak dosazeni
urcitého stéfi. Na mladé listy proto nema tcinek.”

Stimula¢ni G¢inek maji také volné radikald kysliku
a dusiku. Cetnost jejich vyskytu s vékem nardsta.
Vznikaji jako produkty bunéc¢ného metabolismu,
ale mohou pochazet téz z exhalaci v ovzdusi.”” Proti
nim v3ak pusobi fada systéml aktivni obrany. Takto
jsou produkovany enzymy jako superoxiddismutasa,
askorbétreduktasa ¢i katalasa.'®

Vnéjsi vlivy - infekce patogeny

Pochody v tkani odehravajici se pfi virdlni infekci
a senescenci maji fadu spole¢nych faktord, protoze
v obou pfipadech dochéazi k poskozeni tkané.
Vyznamnou roli v tom hraji reaktivni formy kysliku
(ROS, reactive oxygen species). Pokud nejsou rychle
odstranény, zplsobuji vainé poskozeni buriky.’® Tyto
radikaly mohou poskodit celé spektrum bunécnych
komponent. Pfi modifikaci proteini se zhorsi nebo
zablokuje jejich funkce. Iniciuji hydroxylovou peroxi-
daci lipidd, které jsou obsazeny predevsim ve vSech
membranovych utvarech a jejich spravné slozeni
je nezbytné po spravnou funkci chloroplastt
a mitochondrii. A v neposledni fadé mohou zpUsobit
mutace DNA a to samoziejmé jak chromosomové tak
v mitochondriich ¢ chloroplastech. V senescentni
rostlinné tkéni tak dochazi k fadé RNA i DNA modi-
fikaci. Na zakladé téchto poznatkl byly navrieny
rizné radikalové a mitochondridlni teorie starnuti.
I kdyz kone¢nym vyvrcholenim senescence ma byt
smrt bunék celé tkdné a ROS tento proces vyznamné
urychluji, je moZné najit vysvétleni pro¢ pravé
v senescenci aktivovat enzymy na jejich detoxikaci.
Protoze jde o fizeny proces, je vhodné zajistit, aby
byla zpomalena buné¢na smrt, nez je proces dokon-
¢en a ziviny z tkdné mobilizovany a odtransporto-
vany. Podobné tomu mozZe byt i pfi virové infekci,
na kterou se rostlinny organismus snazi adaptovat
tim, Ze recykluje Ziviny z napadenych listd a odstrani
je dfiv neZ se patogen rozsifi."
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Obr. 1: Starnuti a senescence u Arabidopsis thaliana
A. vyvoj a starnuti celé rostliny, B. individualni vyvoj listu: Y mlady list, FX dosazeni maximalni velikosti, ES prvni znamky
senescence, S1, S2, S3 rozvoj senescence

(upraveno z Hensel et al., 1993)
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Obr. 2: Hierarchie procesu senescence
A. Pfesun zivin do privilegované tkané, B. Postupnad degradace listu. Posledni funkéni ¢asti jsou cévni svazky vyuzivané
k transportu Zivin ziskanych odbourdnim komponent listu.

(Gan et al., 1997)

SAGs induced during compatible viral interactions
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Obr. 3: Exprese gen( spojovanych s virovym napadenim v pribéhu senescence
A. Rozvoj senescence zpUsobené patogeny u Vitis vinifera, S1 dosazeni pIné velikosti, S2 pocatek senescence, S3 pIné rozvi-

nutéd senescence, B. Exprese indukovanych gent u listl S1, S2, S3, C. Relativni exprese gent vztazena na expresi konstitutivné
exprimovaného genu

(upraveno z Espinoza et al., 2007)
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Vnéjsi vlivy pisobici pfi skladovani zelenych casti
rostlin

Senescence se projevuje nejen u Zivé rostouci rostli-
ny, ale i v pfipadé, kdyz je list nebo jinad cast rostliny
oddélen a skladovan. Pfikladem muze byt skladovani
zeleniny a senescence zplsobuje jeji poskliziiové
ztrdty. U fady plodin zelené barvy jako je brokolice
nebo salat, je pravé jejich barva hlavnim ukazatelem
kvality a jakosti. Brokolice (patfici k druhu Brassica
oleracea) je povazovana za bohaty zdroj vitamind,
karoten(, vlakniny a glukosinolatd, ale na druhou stra-
nu ma velice kratkou skladovatelnost. Behem nékolika
dnG po sklizeni se objevi pfiznaky senescence
a buné¢né smrti a za¢ne Zloutnout. Tim se otevira cesta
pro rychly mikrobialni rozklad. Proto byly provadény
pokusy k urceni nejlepsich skladovacich podminek.
V jednom pfipadé byla méfena vyména plynd (pomoci
plynové chromatografie — O,, N,, CO,) a zmény barev
(pomoci analyzy obrazu) za rGznych podminek - tep-
lota a koncentrace O, a CO, v ochranné atmosfére.

Ukazalo se, ze tyto vnéjsi faktory na skladovatelnost
vliv maji. SloZeni atmosféry se projevilo barevnymi zmé-
nami vyraznéji za vyssi teploty. Snizenim poméru kon-
centraci O, / CO, vydrZela brokolice déle zelena, naopak
pfi vysoké koncentraci O, a nulové CO, doslo k rychlym

zménam a plisfiovému rozkladu. Analyza plyn( ukazala,
ze pii poklesu koncentrace kysliku v atmosféfe doslo sni-
Zeni spotfeby O, a produkce CO,. Pfitomnost ethylenu

v atmosféfe urychlovala senescenci.®

Regulace senescence

V nésledujici kapitole jsou uvedeny moznosti zasahu
do procesu senescence. Prvni a provedenim nejjedno-
dussi pokusy byly provadény zménou vnéjsiho prostiedi
(viz Vnéjsi a vnitini faktory). Podle potieby jsou vy-
uzivany dodnes. Tak se sledovala napfiklad tmou indu-
kovana senescence.” Déle je mozné zasahnout do vniti-
niho prostiedi rostliny a jejich regulacnich procest.
V posledni dobé se provadi mnoho genetickych manipu-
laci zaméfenych na geny, u kterych se predpoklada
souvislost se senescenci. MizZe se napfiklad zménit pro-
dukce hormonu nebo ovlivnit jeho regula¢ni drahy.® 13

V nékterych pfipadech byva sledovana senescence
u rostlin z volné pfirody nebo na poli.% 7 Zde je nutné
vénovat pozornost spravnému vybéru vzorkd
a duakladné sledovat vlivy pocasi. Jakékoliv vykyvy
muiZou zasahnout do pokusu a ztéZuji srovndvani dat
z rliznych oblasti nebo let. V laboratofi je samoziejmé
nutné zachovat vnéjsi vlivy konstantni.’

Regulace pomaci rostlinnych hormoni

Piikladem ndm muze byt ethylen. Jedna se o jeden
z hormond, ktery podporuje senescenci. Je tvofen zraly-
mi plody a signalizuje, Ze je mozno ukondit vegetaci.
K lepsimu poznani procesu v rostliné mizeme bud
podat hormon nebo pouzit mutantni rostlinu a sledovat
jeji vyvoj. Existuje fada mutant se snizenou produkci,
citlivosti nebo naopak nadprodukci hormonu.
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V jedné studii byla pouzita externi aplikace ethylenu
ve formé plynu obklopujiciho rostlinu. Jako projev
senescence byla monitorovdna exprese cysteinovych
proteas SAG2 a SAG12 a zmény barvy. Sledoval se vliv
na listy 5,6 dvou rdiznych stafi — v okamziku dosazeni
maximalni plochy listu a o tfi dny starsi. Na mladsi listy
nemél ethylen pdsobici 18 hodin pozorovatelny vliv,
po 36 hodinach zacaly listy Zloutnout. Starsi listy zaca-
ly Zloutnout a pak byly kompletné zZluté. Jako negativni
kontrola byl pouzit mutant A. thaliana etr1-1 nesenzi-
tivni k ethylenu. U néj nebyly pozorovéany zadné zmény.
Pii srovnéni s divokym kmenem byla zjisténa prodlou-
Zena zivotnost list( rozety o 30%.'>

Endogenni produkce cytokinint ma také vyznamny
vliv na senescenci. V senescentnich listech je snizena
hladina cytokininG a naopak po aplikaci cytokininG
dochazi k utlumeni senescence. Problém je, ze nelze
jednoduse nadprodukci hormon@ zablokovat sene-
scenci bez nezadoucich vedlejSich ucinkd. Zasah
do hormonalni rovnovéhy organismu s sebou pfinasi
fadu dalSich zmén, kvili kterym Ize vliv na senescenci
velice obtizné interpretovat. Podafilo se vsak vytvorit
transgenni rostlinu, u které se takovéto vedlejsi projevy
nevyskytly. Principem bylo vytvofeni autoregula¢niho
systému inhibujiciho senescenci.™

Bylo vyuzito poznatku, Ze transgenni rostliny
s overexpresi IPT (isopentenyl transferasy), klico-
vého enzymu biosyntetické drahy cytokinin, maji
opozdénou senescenci. Autoregulacni systém byl
vytvofen takto: byl vybrén gen SAG12, jehoz zvySena
exprese je vysoce specificka pro obdobi senescence.
Jeho promotor byl fuzovan s IPT genem. Pii nastupu
senescence je gen ve zvySené mife exprimovan,
dochazi tak k jeji inhibici. Tim Ze se inhibuje se-
nescence dochdzi k poklesu exprese genu a tim
opét k snizeni produkce cytokinind. Cely systém se
tak drzi pobliz rovnovahy, kdy je syntetizovdno mensi
mnozstvi cytokininG které brani senescenci. Tim se
piedeslo vedlejsim ucinkdm zptsobenym velkymi
davkami hormonu.

Timto genem byla transformovéna Nicotiana taba-
cum, u nizZ pak doslo opravdu k zbrzdéni senescence.
Rostliny byly srovnavény s divokym kmenem a nebyl
mezi nimi pozorovan Zadny zasadni rozdil — stejna
vyska, pocet upont, kofend, listd, prvni kvéty
ve stejném stafi atp. V obdobi do néstupu senescence
mél divoky kmen uroveri fotosyntézy stejnou, pak se
viak zacala snizovat (méfeno jako spotieba CO,
u stejného listu). V dobé, kdy podlehl senescenci
a pfestal kvést, byl mutant stale jesté zeleny.
U mutantni rostliny se prodlouzila fotosynteticka faze
a dosahlo se tak az 50% nérdstu susiny biomasy
a vytéznosti semen.'

Moiné aplikace vyzkumu

Ackoliv se senescence vyvinula pravdépodobné jako
adaptace rostlin umozniujici opétovné vyuziti Zivin
z nepotiebnych organt, mize mit nékdy negativni
roli na vytéznost hospodaiskych plodin. Velmi léka-



vym cilem je vytvofeni geneticky modifikované rost- Nase poznatky o senescenci se uplatiiuji pfi sklado-

liny — pravdépodobné kukufiice, sd¢ji, cukrové titiny vani zeleniny. Zatim nam pomahaji pro volbu vhodnych

nebo ryze, kterd oddalenim senescence listt prodlouzi skladovacich podminek pro co nejdel3i oddaleni sene-

obdobi dozravani. Zvysila by se tak jeji vytéinost. scence.

Zda se, Ze existuje mnoho rdznych cest, jak by se toho A dalsim pfinosem vyzkumu v této oblasti je

mohlo dosahnout. Zéalezi vsak na tom, jak veliké pfinést lepSi poznani procesu bunécného starnuti

pozitivni a negativni ucinky by tento zésah do rostliny a senescence, mechanismu jeho ucinku a role rdiznych,

vyvolal. prevainé stresovych faktord, ptsobicich na bunku.
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Souhrn

Volejnikova A.: Senescence a moznosti jeji regulace u rostlin

Senescence u rostlin ma svdj charakteristicky pribéh a projevy. Nejvyraznéjsi jsou barevné zmény listli nebo jinych &asti rostliny, které
piedchézi jeho Uplnému odumieni. Dochézi k zménam na Grovni genové exprese, které mGzeme sledovat pomoci DNA mikrocipl. Mezi
hlavni trendy patfi utlumeni fotosyntézy a zvy3eni katabolismu (produkce proteas, amylas...). Zasobni i funkéni slozky bunék jsou degra-
dovény a prevedeny na transportovaletlnou formu a pfesunuty jinam. Tim rostlina Setfi se svymi omezenymi zdroji Zivin. Barevné pro-
jevy jsou zplsobeny pfedevsim odbouravanim chlorofylu.

Pro vznik senescence hraji dlleZitou tlohu vnéjsi vlivy — sezénni zmény, mechanické poskozeni, infekce patogeny atd. Jindy byva spo-
jena s pfirozenym vyvojem jedince — s kompetici jeho ¢asti o svétlo (degradace neefektivné vyuzivanych &asti) ¢i s jeho generativnim
vyvojem (dozravani plodd a semen na ukor zbytku rostliny). Tyto pochody jsou fizeny fytohormony a zdsahem do jejich rovnovahy maze-
me ovlivnit senescenci. Jeji rozvoj urychluje ethylen a naopak cytokininy ji inhibuji. Je mozné piidavani hormona nebo zésah do geno-
mu. Damyslny systém byl vytvofen pfi inhibici senescence pomoci autoregulacni produkce cytokinin(i u P, -/PT mutantu tabéku.

Tyto poznatky maji kromé poznavéni pfirozeného procesu i velky potencialni hospodéisky vyznam. Néstup senescence limituje dobu
dozrévani plodin (ryZe, kukufice) a také omezuje skladovatelnost zeleniny (brokolice).
Klicova slova: senescence u rostlin, fytohormony, ethylen, cytokininy

Summary

Volejnikova A.: Senescence and means of its regulation in plants

Plant senescence has its own characteristic development and manifestation. The most marked are the colour changes in leaves or other
parts of the plant, preceding their decay. There are changes on the level of gene expression that can be observed by DNA-microarray.
Among the main trends the attenuation of photosynthesis and increase in catabolism (protease, amylase production ...) can be seen.
The storage and functional components of cells are downgraded and transformed into a transportable form and moved to another
place. This is the way how the plants spare their limited sources of nutritients. The colour changes are caused mainly by the degrada-
tion of chlorophyll.

External factors play an important role in the development of senescence — season changes, mechanical injury, pathogen infection etc.
In the other cases it is connected with the ontogenesis of a plant — competition for light of its parts (degradation of inefficiently used
parts) or generative development (crop and seed maturing to the detriment of the rest of the plant). This process is regulated by the
phytohormones. The senescence can be influenced by interference with their balance. A sophisticated system was created in the inhi-
bition of senescence by means of autoregulated production of cytokinins in tobacco P, -/PT mutant.

These findings, besides bringing knowledge to the natural processes, are also of a great potential economic importance. The coming
senescence limits the time of crop ripening (rise, corn) and vegetable storage stability (broccoli).
Key words: plant senescence, phytohormones, ethylene, cytokinines
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LIPIDOMIKA

Petra Junkova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT v Praze

Uvod

Lipidomika je novy a v soucasné dobé rychle se
rozvijejici védni obor. Pfedmétem studia je v tomto
pfipadé bunéc¢ny lipidom, tedy soubor lipidG vytvéie-
nych burikou. Vlastnim tkolem lipidomiky je identifiko-
vat, popfipadé kvantifikovat, lipidy v daném prostoru ¢i
Case, urcit jejich funkci, funkéni ¢i strukturni vztahy
s jinymi lipidy a proteiny, ale také studovat enzymy
Gcastnici se metabolickych drah lipidd nebo lipidové
transportéry. Lipidomika nachdzi svdj vyznam piede-
v3im v mediciné, protoZze mnoho rozsifenych nemoci
suzujicich ¢lovéka je zptsobeno lipidy. Mezi tyto choro-
by patii napfiklad kardiovaskularni poruchy, cukrovka
typu 2, jez souvisi s obezitou, nebo infarkt. Mimo tyto
poruchy, dosahujicich v dnesni spole¢nosti epidemic-
kych rozmérQ, se vyskytuji také nemoci zplsobené
poruchami enzymi v metabolismu lipidG a poruchami
funkce lipidovych transportért, jako napfiklad poruchy
v syntéze cholesterolu ¢i porucha ukladani lipidd.
Lipidy ale také hraji vyznamnou roli ve vzniku autoimu-
nitnich onemocnéni a vystupuji jako receptory pro
bakterie, viry nebo toxiny. Ziskani novych informaci
o zménach v zastoupeni lipidd spojenych se zdravot-
nimi komplikacemi a jejich sjednoceni s proteo-
mickymi a genomickymi daty mize byt sprdvna cesta
k objasnéni podstaty daného onemocnéni a smérovani
nového terapeutického pfistupu'2.

Bunécné lipidy a jejich organizace

Lipidy tvofi pestrou skupinu latek hrajicich zésadni
roli ve skladovani energie, tvorbé bunéénych struktur
a ucastnicich se mnoha signélnich drah jako prvni ¢i
druzi poslové. Obecné byvaji lipidy definovany jako
hydrofobni nebo amfifilni malé molekuly, strukturné
vdak mohou byt velmi rlznorodé. Jejich zastoupeni
v biologickych systémech je vysoké, predstavuji zhruba
50% hmoty biologickych membran vétsiny eukaryot-
nich bunék. Biologické membrany jsou pomoci
hydrofobnich interakci organizovany do dvouvrstev
a skladaji se prevazné z lipidd majicich amfifilni cha-
rakter, ktery vychazi z pfitomnosti polarni hlavice
a soucasné z piitomnosti nepolarni oblasti v molekule.

Bunécné lipidy nejsou homogenné rozdéleny v kazdé
bunééné membrané. Nejen, Zze se kaidéd membrana
sklada ze specificky vytvofenych mikrodomén, ale také
se lisi sloZeni obou vrstev membrany. Fosfatidylcholin,
sfingomyelin a cholesterol se piedevsim vyskytuji
ve vnéjsi vrstvé plasmatické membrény, zatimco fosfa-
tidylethanolamin, fosfatidylinositol a fosfatidylserin
muZeme najit ve vnitini cytosolické vrstvé membrany.

Bunécné lipidy mohou byt rozdéleny podle relativni
polarity skupin, které obsahuji, na nepolérni lipidy,
polérni lipidy a jejich metabolity **°.
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Nepolarni lipidy

Nejvyznaméjsimi zéstupci skupiny nepolérnich lipidQ
je cholesterol, estery cholesterolu a triacylglyceroly,
které se lisi podle typu buriky, ve které se vyskytuji,
ale také podle subcelularni oblasti. Vsechny tyto lipidy
se skladaji z malé a slabé polarni ¢éasti a dominantni
hydrofobni oblasti. Vzhledem k tomu, Ze cholesterol
ma velky vliv na fyzikdlni vlastnosti membrany,
procento jeho zastoupeni v membrdné se mlze
v zdvislosti na typu buriky velmi lisit. Mize se pohybo-
vat mezi hodnotou bliZici se k nule az 40 mol%. Estery
cholesterolu a triacylglyceroly se nejcastéji vyskytuji
v lipoproteinech a bunécnych tukovych kapénkach,
zatimco neesterifikovany cholesterol najdeme téméf
vyhradné v plasmatické membrané.

Polarni lipidy
Hlavni pfedstavitelé této skupiny jsou fosfolipidy,
sfingolipidy a glykolipidy.

Fosfolipidy

Fosfolipidy obsahujici glycerol se pievazné vyskytuji
v eukaryotnich burikdch a jejich vyskyt dosahuje az
60 mol% vsech lipidQ. Fosfolipidy jsou slou¢eniny obsa-
hujici alepsori jednu fosfétovou skupinu navazanou na
sn-3 pozici glycerolu. Na fosfoskupinu mohou byt nava-
zény rtizné molekuly, ¢imz dochazi ke zvySovani diverzi-
ty lipidG. Takto mdze vznikat naprklad fosfatidylcholin,
fosfatidylethanolamin, fosfatidylinositol, fosfatidylglyce-
rol, fosfatidylserin nebo difosfatidylglycerol, nazyvany téz
kardiolipin. Ve vétsiné eukaryotnich membrén jsou
dominantnimi fosfolipidy fosfatidylcholin a fosfatidyle-
thanolamin. Dohromady piedstavuji tyto dva lipidy
75 mol% veskerych fosfolipidd v membranach.
Zastoupeni ostatnich fosfolipid&i mdze byt vlivem typu
buriky nebo subcelularniho membranového kompart-
mentu velmi odlisné. Na rozdil od eukaryotnich bunék
neni fosfatidylcholin v prokaryotnich obvykle vibec
zastoupen, zatimco fosfatidylcholin, fosfatidylglycerol
a kardiolipin jsou majoritné zastoupené fosfolipidy.
Fosfolipidy byvaji v membrané distribuované asymetric-
ky. Fosfatidylcholin je dominantni fosfolipid vnéjsi vrstvy
a fosfatidylethanolamin a fosfatidylserin se vyskytuji
vyhradné ve vnitini vrstvé plasmatické membrany.

Fosfolipidy se viak mohou také délit podle zptsobu
vazby amfifilniho fetézce na sn-1 pozici glycerolu.
Kromé fosfatidat(, které na této pozici vazi alifaticky
fetézec estrovou vazbou, existuji téz plasmalogeny
vazici nenasyceny fetézec vazbou etherovou. Tyto
alternativni slouceniny se vsak vyskytuji pouze
v ethanolaminovych nebo cholinovych formach
a ve vétsim mnoistvi jsou pfitomné pouze
v elektroaktivnich membréanach, jako je sarkolema



nebo membrana nervovych bunék. Déle mizeme fos-
folipidy také délit podle délky amfifilnich fetézcl
a zastoupeni dvojnych vazeb v nich.

Sfingolipidy

Druhou skupinou polérnich lipidd jsou sfingolipidy.
Sfingolipidy obsahuji jako alkoholovou slozku misto
glycerolu sfingosin (trans-4-sfingenin) nebo jeho
analogy a representuji primérné 5-10 mol% vsech lipi-
dd ve vétsiné mozkovych bunék. V bilé hmoté mozko-
vé u ¢lovéka vsak jejich mnozstvi presahuje 30 mol%.
Sfingolipidy mohou byt déle rozdéleny na sfingomyeli-
ny, cerebrosidy, glukosylceramidy, lactosylceramidy,
sulfatidy a dalsi glykosfingolipidy, jez obsahuji rGzné
cukerné zbytky. Toto rozdéleni vzniklo v zavislosti
na druhu kovalentni vazby polarnich &asti k ceramidu
(N-acylsfingosin).

Glykolipidy

Treti skupinu polarnich lipidd predstavuji glykolipidy,
jez zahrnuji glyceroglykolipidy a sfingoglykolipidy. Hlavni
rozdil mezi témito dvéma skupinami glykolipid( tkvi
v jejich hydrofobnim jadru. Sfingoglykolipidy obsahuji
ceramidovou kostru, zatimco glyceroglykolipidy diacyl-
glycerolovou kostru. Glykolipidy mohou v nékterych
burikach zastupovat az 10 mol% ze vSech lipidd.

Lipidové Metabolity

Posledni skupinou lipidG jsou lipidové metabolity,
které vznikaji enzymovou transformaci matefskych
lipidd nebo jejich prekurzord. Tyto metabolity mohou byt
anabolické ¢i katabolické. Piestoze tato skupina zastupu-
je pii normdlnich fyziologickych podminkach jen velmi
malé mnozstvi z celkové hmoty lipidd, je velmi zasadni
pocet jednotlivych druhi molekul. Bézné lipidové meta-
bolity zahrnuji acylCoA s dlouhym fetézcem, acylkarni-
tiny s dlouhym fetézcem, neesterifikované mastné kyse-
liny, estery mastnych kyselin, ceramidy, lysolipidy, eikosa-
noidy, diacylglyceroly, sfingosin-3-fosfaty a dal3i, pficemz
mnoho z téchto metabolitd zastava funkci tzv. druhého
posla. V nékterych pfipadech viak mohou tyto metabo-
lity tvofit velky podil z celkovych lipid{ v urcitych subce-
lularnich strukturach. K tomuto jevu dochazi pfi riiznych
onemocnénich, napfiklad u srdecni ischemie, a pravé
pomoci stanové mnozstvi urcitych lipidovych metabolitd
muiZeme identifikovat stadium nemoci.

Lipidomika

V soucasné dobé se rozvijejici védni obor lipidomika
mé za ukol definovat zésadni roli lipidd v burice.
Vyzkum se pifedevsim zaobird mapovanim populace
lipid{ v biologickych systémech, popisem jejich slozeni
a biologické funkce. Ukolem lipidomiky je poskytnout
molekularni ,otisk prstu” danych metabolickych drah
pfi fyziologickych i nefyziologickych podminkéach. Lipidy
zacaly byt intenzivné studovany jiz v 60. letech 20. sto-
leti, aviak diky velmi dynamickému vyvoji molekularni
biologie, genomiky a proteomiky byl vyzkum lipidd
v dalSich letech zastinén. Navic studium lipidG nebylo

64

vzhledem k jejich diverzité snadnou zalezitosti.
Velmi vyznamnym pokrokem v analyze lipid byl vyvoj
novych technik hmotnostni spektrometrie, konkrétné
technika mékké ionizace u ionizace elektrosprejem
(electrospray ionization, ESI) a ionizace pomoci
MALDI (matrix-assisted laser desorption/ionization).
Do té doby byla pro konven¢ni hmotnostni analyzy vyu-
zZivéna ionizace dopadem elektronu (electron impact
ionization), tedy metoda vhodna pro malé, tékavé
molekuly, avSak nevhodna pro komplexni biologické
molekuly. Jiné metody ionizace, jako napf. desorpce
polem nebo chemicka ionizace byly popsany pred vice
nez tficeti lety, ale mély rdzné experimentalni limity
nevhodné pro studium lipidd, zahrnujici potfebu deri-
vatizace, Spatnou opakovatelnost, vysoky signal pozadi
nebo nizkou citlivost. Pfi analyzach témito technikami
také dochézelo ke zvySené fragmentaci, takie nemu-
selo byt moiné detegovat molekularni ion analytu.
Jak ionizace elektrosprejem, tak MALDI jsou techniky
umoziujici analyzu vysokomolekularnich latek bez
zasadni degradace analytu a proto maji vysokou prav-
dépodobnost detekce molekularniho iontu. Tyto me-
tody také doprovazi vysokd citlivost a analyzy lipidQ
mohou byt provadény jiz ze submikrogramového mno-
zstvi vzorku. Pro lepsi rozdéleni lipidG ve vzorku maze
byt také wvyuZivdno spojeni kapalinové nebo
plynové chromatografie a na ni navazujici hmotnostni
spektrometr (LC-MS, GC-MS). Toto spojeni umozfiuje
provést analyzu lipidG o vysoké kvalité. MALDI byva
tradi¢né nejcastéji spojovana s TOF (time-of-flight)
detektorem, zalozenym na charakterizaci ionizovaného
analytu podle casu priletu evakuovanou trubici.
S velkou Uspésnosti byva pro analyzu lipidG také vyuzi-
vano usporadani MALDI-TOF/TOF. Pii analyze lipidt
elektrosprejovou ionizaci byva vyuzivdno jednoduché
usporadani ESI-MS i tandemové ESI-MS/MS 7.

Analytické strategie studie lipidomu mohou byt roz-
déleny do dvou prekryvajicich se kategorii: globalni
a cilend lipidomika. Hlavnim cilem globalni lipidomiky
je identifikace a relativni kvantifikace velkého mnozstvi
druhl lipidd napfi¢ rlznymi strukturnimi skupinami,
ziskanych extrakci totélnich lipidG ze vzorku. Globalni
lipidimika také zahrnuje ,shotgun lipidomiku”, ktera
vyuziva pfimého néstiiku extraktu lipidd do hmotnost-
niho spektrometru s vyuzitim jiz zminéného LC-MS.
Cilena lipidomika spociva v kvantitativni analyze
jednoho nebo nékolika mélo vybranych lipidd v rdmci
specifické strukturni skupiny ¢i tfidy ®.

Vlybrané internetové stranky zabyvajici se lipidomikou
jsou:
www.lipidomics.net, www.lipidomics-expertise.de,
www.lipidmaps.org, www.k-state.edu/lipid/lipidomics,
www.lipidlibrary.co.uk.

lonizace elektrosprejem

ESI-MS je metoda zna¢né vyuzivana v mnoha aplika-
cich pro analyzu velkého mnozsvi riznych sloucenin.
Princip elektrosprejové ionizace je schematicky znéazor-
nén na obrazku 1. Nejdfive je roztok obsahujici zkouma-



ny analyt kapildrou vstfiknut do ESI iontového zdroje.
Zazeny hrot na konci kapilary spolu s mechanickymi
silami zpUsobi, Ze roztok prochazejici kapilarou tvofi
v iontové komoie malé kapénky. Vlozenim elektrického
potencialu mezi konec kapilary a vstup do hmotnostni-
ho analyzétoru dochazi k oxida¢nim a reduk¢énim proce-
sim, které umozni kapénkam nést naboj a byt tak
smérovany do hmotnostniho analyzétoru pomoci apli-
kovaného elektrického pole. Vlozenim kladného elektric-
kého potencialu na konec kapilary a pfitomnosti zépor-
ného elektrického potencialu u vstupu do hmotnostniho
analyzatoru v pozitivnim rezimu nesou kapénky néaboj
kladny. V pribéhu letu jsou kapénky desolvatovany
proudem horkého inertniho plynu, a tato desolvatace
zplsobi dramaticky vzrlst coulombickych sil mezi ionty.
Kdyz tyto sily pfesdhnou povrchové pnuti rozpoustédla,
kapénky se rozpadnou a dochéazi ke vzniku jesté
mensich kapének. Tento cyklus se opakuje, dokud
nejsou pied vstupem do hmotnostniho analyzétoru
generovany molekuldrni ionty .

Uspé&$nost ionizace analytu zaleZi zasadnim zpUso-
bem na sklonu individualniho analytu v jeho prostiedi
ztratit ¢i ziskat naboj v elektrickém poli. Jestlize zkou-
mana sloucenina obsahuje anionickou nebo katio-
nickou oblast se snadno separovatelnymi naboji,
dochazi k jeji snadnéjsi ionizaci jak v pozitivnim,
tak v negativnim rezimu. Pfestoze v nékterych slouceni-
nach chybi vnitini ionizovatelnd skupina, mohou byt
ESI-MS také analyzovany, a to ve formé iontovych
aduktd. Jestlize je v takovéto slouceniné piitomny
dostate¢ny potencialni dipol, mlze byt indukovana
interakce analytu s malym aniontem ¢i kationtem
a dochéazi k umoznéni ionizace takovéto slouceniny
a jeji nasledné analyzy na ESI-MS. Piikladem slouceny
neschopné nést naboj, ale majici velky dipdl v polarni
hlavici je fosfatidylcholin a slouc¢eniny jemu podobné,
proto se provadéji analyzy téchto latek s adukty proto-
nd ([M+H]+), lithia ((M+Li]+) nebo sodiku ([M+Na]+)
v pozitivnim rezimu >.

Buné¢né lipidy mohou byt rozdéleny podle mnoha kri-
terii, jak je ukdzéno vy3e, ale mohou byt také rozdéleny
do ctyf zakladnich kategorii podle svého chovéni
v elektrickém poli. Prvni kategorii buné¢nych lipida pred-
stavuji anionické lipidy, které nesou jeden nebo vice
zdpornych néabojud pii fyziologickém pH. Do této katego-
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Obr. 1: Princip ionizace elektrosprejem.

rie ndlezi kardiolipin, fosfatidylglycerol, fosfatidylinosi-
tol, fosfatidylserin, acylCoA, cholesterolsulfat a dalsi.
Do druhé karegorie nalezi slabé anionické lipidy, které
nesou negativni ndboj pouze ve formé formé konjugova-
né base v alkalickém pH. Pfesto jsou tyto lipidy schopné
ziskat zdporny naboj v negativnim rezimu, av3ak efektiv-
nost jejich ionizace je podstatné nizsi ve srovnani s lipidy
prvni kategorie. Lipidy druhé kategorie maji vétSinou
oblast obsahujici ethanolaminovou skupinu (fosfatidy-
lethanolamin, lysofosfatidylethanolamin) a jejich deriva-
ty jako napfiklad eikosanoidy a Zlu¢ové kyseliny. Lipidy
treti kategorie jsou lipidy polarni, ale elektricky neutralni
jak ve fyziologickém, tak v alkalickém pH. Tyto vlastnosti
maji napfiklad cholin obsahujici lipidy jako fosfatidylcho-
lin, lysofosfatidylcholin a sfingomyelin, nebo triacylglyce-
roly a diacylglyceroly. Do ¢tvrté kategorie spadaji nékteré
specidlni lipidy jako acylkarnitin s dlouhym fetézcem,
cholesterol, jeho derivéty a steroly >°'°,

lonizacni technika MALDI

Pfi analyze pomoci hmotnostniho spektrometru vy-
uzivajiciho ioniza¢ni techniku MALDI je vzorek pfipra-
ven smichanim studované latky s matrici, coz je
obvykle slaba nizkomolekularni organicka kyselina,
a maly objem této smési je nanesen na tercik kovové
desky. Po krystalizaci takto pfipraveného vzorku je
kovovéa deska zasunuta do vysoce vakuovaného hmot-
nostniho spektrometru. Aby mohlo dojit k desorpci
a ionizaci vzorku je potfeba dodat energii. Zdrojem této
energie je laserovy puls smérovany na krystaly vzorku.
Uloha matrice spotiva v silné absorpci laserového
zéfeni, diky némuz dochézi k vypafovéni matrice
a soucasné také k prechodu molekul studované latky
do plynné faze. Matrice slouzi také jako ionizacni ¢i-
nidlo, protoze je schopna protonizovat nebo deproto-
nizovat molekuly analytu. Jak uz bylo zminéno vyse,
byvé MALDI tradi¢né nejcastéji spojovéna s TOF (time-
of-flight) detektorem. Princip ionizace je znazornén
na obrazku 2. lonty analytu jsou nejdfive urychleny
v elektrickém poli, ¢imz je jim dodana definovana kine-
tickd energie a detektor umistény na konci separatoru
méfi ¢as praletu molekul v prostoru bez napéti. Jelikoz
je Casticim se stejnym nabojem dodéna stejna kinetic-
kd energie, maji leh¢i ionty vétsi rychlost nez tézsi
a na detektor doleti dfive. Méfenou veli¢inou zde vsak
neni ¢as, ale pomér hmotnost/naboj pro kazdy iont.

Zéasadnim ukolem pfi analyzach lipid na hmotnost-
nim spektrometru MALDI-TOF je vybér spravné matrice.
Posuzovaci hlediska o spravnosti pouzité matrice jsou
jeji absorp¢ni vlastnosti pfi vinové délce laseru (nejcas-
téji 337 nm) a dobra misitelnost s analytem zajistujici
homogenni kokrystalizaci. PfestoZze existuje mnoho
sloucenin navrzenych na MALDI matrice, analyza lipida
vyzaduje predevsim kvdli jejich nizSim hmotnostem
matrice se speciadlnimi vlastnostmi. Jedna z nejdulezi-
ho mnozstvi iontll z matrice pfi zdsahu laserem. Z toho
ddvodu jsou pro analyzy lipidd nevhodné matrice
podléhajici fotoreakci jako napfiklad matrice odvozené
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Obr. 2: Princip ionizace pomoci MALDI ionizétoru '3.

od kyseliny skoficové. Nejpouzivanéjsi matrici je 2,5-
dihydrobenzoova kyselina (DHB) a pouze na mini-
malni mnozZstvi analyz byva vyuzivdna matrice jind '"'2.

MALDI-TOF hmotnostni spektrometr poskytuje pii ana-
lyzéch lipidG dobrou reprodukovatelnost, jez je zajisténa
diky kokrystalizaci analytu s matrici. Jak lipidy, tak matri-
ce jsou dobfe rozpustné v organickych rozpoustédlech
a proto neni pro pfipravu vzorki nutné pouzivat smési
rozpoustédel (napfiklad smés acetonitrilu s vodou pou-
zivané pii analyzéch proteint). Dalsi vyznamné plus pfi
analyze lipidG je nizkd rozpustnost soli v organickych
rozpoustédlech, a proto neni u vétsiny aplikaci potieba
odsolovat lipidové extrakty pfed samotnou analyzou
pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie, i pfestoze
byly pouzZity vysoce koncentrované pufry. Ve srovnani
s hmotnostni spektrometrii vyuzivajici elektrosprej je
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analyza pomoci MALDI-TOF hmotnostniho spektrometru
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Lipidomika je rychle se rozvijejici pole vyzkumu, které
navazuje na obrovsky pokrok genetiky a proteomiky,
tedy obord nalezicich do rodiny systémové biologie.
Pri¢inou rozvoje lipidomiky je samoziejmé také zdoko-
naleni analytickych metod vyuZzitelnych pro analyzu lipi-
dd. | za timto pokrokem, stejné jak je tomu u vétsiny bio-
chemickych pokroki, stoji medicina. Objasnéni metabo-
lickych drah a veskerého déni v burice zdravého ¢lovéka
i ¢lovéka nemocného ndm muze pomoci nalézt nové
a ucinnéjsi terapeutické pfistupy. Vedle obezity, kardio-
vaskuldrnich a mnoha dédi¢né podminénych poruch
jsou se zménami metabolismu ¢ homeostazy lipida
spjata také velmi tézka onemocnéni jako rakovina Ci
Alzheimerova choroba. Po mnoho let postradal vyzkum
zaméfeny na lipidy metody s vysokou citlivosti vhodné
pro spravnou identifikaci a kvantifikaci lipidG a jejich vyz-
namu pfi zdravotnich poruchach. Pravé pokrok v této
oblasti spolu s novymi bioinformatickymi vypocetnimi
nastroji vyuzitelnymi k modelovani metabolickych drah
zdravého ¢i nemoci zatizeného organismu nabizi
moznost posunout lipidomicky vyzkum na vy3si troveri.
Kromé mediciny se lipidomika uplatriuje i v jinych obo-
rech, napfiklad v potravinafstvi a pfi studiu problematiky
vyzivy lidi i hospodafskych zvifat.
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Lipidomika, zabyvajici se studiem buné¢ného lipidomu, je vedle genomiky a proteomiky dalSim, v dnesni dobé rychle se
rozvijejicim védnim oborem. Lipidy tvofi rozlicnou skupinu latek, které plni mnoho zésadnich funkci organismu, napfiklad
slouzi jako zasobdarna energie, ucastni se kompartmentace bunék ¢&i signalnich drah. Vzestup lipidomiky je spojen primédrné
s pokroky na poli hmotnostni spektrometrie, pfedevsim s objevy novych ioniza¢nich metod

Kli¢ova slova: lipidomika, lipidy, hmotnostni spektrometrie

Summary

Junkova P.: Lipidomics

Lipidomics, interested in cellular lipidome research, is nowadays together with genomics and proteomics rapidly expanding
research field. Lipids present a highly diverse class of molecules, that have many crucial roles in organism, e.g. serve as energy
deposit, take part in cellular compartmentation or signaling. Current rise of lipidomics is above all connected with advances
in mass spectrometry, mainly with discovery of new methods of ionization.

Key words: lipidomics, lipids, mass spectrometry
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VYUZITi BIOMASY V ENERGETICE

Vojtéch Jurga
Ustav biochemie a mikrobiologie VSCHT v Praze

Uvod

hmotu vSech organismd na Zemi, a to jak jejich téles-
né schranky, tak i zZivé ¢i nezivé produkty jejich ¢in-
nosti (exkrementy, semena, dievo, obaly). V dnesni
dobé vsak tento vyraz reprezentuje pfedevsim biologic-
ky material, ktery Ize pouzit jako palivo ¢i material pro
pramyslovou produkci, zejména se jedna o rostlinnou
hmotu péstovanou za Gi¢elem produkce energie ¢i bio-
paliva. Mezi biomasu déle fadime rostlinnou ¢i Zivoci-
$nou hmotu pouzivanou pro vyrobu tkanin a chemikalii
¢i biodegradovatelné odpady, nikoli v3ak organicky
materidl transformovany geologickymi procesy na latky
jako uhli nebo ropa. Ackoli tato fosilni paliva z biomasy
pochazeji, dle obecné pfijimanych definic je pod tento
pojem nefadime, nebot obsahuji uhlik, ktery je mimo
uhlikovy cyklus jiz velmi dlouhou dobu a jejich spalo-
vani tedy nepatfi¢né navysSuje obsah oxidu uhli¢itého
v atmosfére.

Je potieba také uvést, Ze rozli¢cné formy biomasy se
stavaji zddanou surovinou pro pramysl, napfiklad pro
vyrobu bioplastd nebo stavebnich prvkd. Vyzkum se
v soucasnosti zaméfuje také na vyuziti biomasy jako
zdroje vodiku do palivovych ¢lanka.

Existuje fada termin( pro rGzné formy biomasy podle

vvvvvv

napi. fytomasu — biomasu rostlin ¢i dendromasu - bio-
masu dfevin. Je patrné, Ze producentem biomasy jsou
predevsim rostliny, schopné diky procesu fotosyntézy
konzervovat svételnou energii, absorbovanou chlo-
rofylem, v chemickych vazbach za tvorby sacharidd,
zachycujic pfi tom atmosfericky oxid uhlicity. Kyslik,
umoziujici v neposledni fadé existenci lidské civilizace,
je pak paradoxné pouze jakymsi odpadnim produktem
celé fotosyntetické reakce'>

Biomasa jako zdroj energie

Nejvyssi podil biomasy byl pro produkci energie
vyuzivan v dobach piekvapivé davnych, a to pfed nastu-
pem spalovacich motorli a strojni mechanizace do
zemédélstvi. Odhady naznacuji, Ze az tfetina tehdejsi
produkce obilovin (zejména ovsa) byla pouzita jako
krmivo pro hospodaiska zvifata, kterd jej biologicky
transformovala na kinetickou energii. Stoji za zminku,
ze obdobny podil rozlohy zemédélské pady je
v soucasnosti povazovan za pldy s nizSim energetic-
kym potencidlem a na jeho obhospodaiovéni jsou
vynakladany znacné financni prostfedky formou dotaci.
V ¢eskych zemich slouzila biomasa jesté v prvni polovi-
né minulého stoleti k vyrobé zna¢ného mnozstvi bio-
paliv (lih, dievéné uhli, dievoplyn) nebo pfimo
k ziskdvani energie. Pravdépodobné nejzndméjsim
domacim pfiikladem jsou dfevoplynové agregaty vyuzi-
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vané pro pohon automobild za druhé svétové valky

a tésné po ni, kdy byl jejich rychly a ekonomicky renta-

bilni rozvoj zapfi¢inén nedostatkem kapalnych fosilnich

paliv.
Biomasu vhodnou pro produkci energie Ize délit dle
zplsobu jejiho vzniku na tfi kategorie:

1. Rezidudlni biomasa pfi vyrobnich procesech

— skliziové zbytky zemédélské prvovyroby (zejména
slama obilna a fepkova)

— téZebni odpad z lesniho hospodafeni, napfiklad
z profezévek, probirek a nehroubi (vétve a kmeny
stromk{ do priméru 7 cm) z mytni tézby

- biomasa z udriby biehovych porostli, méstské
a krajinné zelené (parky, stromoradi)

— spalitelny odpad z pilaiské vyroby, dievozpracujiciho
a papirenského priimyslu

— organické zbytky zemédélské vyroby, zejména chlév-
ska mrva a cistirenské kaly

— organické nebo rostlinné zbytky ze zpracovatelského
pramyslu, zejména mlékarenského a potravinai-
ského (napf. rostlinné obaly olejnatych semen — slu-
necnice)

2. Recyklovana biomasa z vyrobkli po ukonceni jejich
Zivotnosti

— odpadni drevo stavebniho préimyslu

— vyfazené palety

— devéné vyrobky

3. Zamérné péstovana biomasa pro energetické vyuZziti,
zejména z porostl specidlnich plodin

— dieviny (tzv. rychle rostouci): vymladkové plantaze
topoll a vrb na zemédélské padé

- nedfevnaté rostliny: ozdobnice (Miscanthus), ener-
getické obili a mnoho dalSich (u nas kukufice, stovik
krmny)

— palivové dfivi (v nékterych pfipadech)?

Vsechny formy surové biomasy je pied pouzitim
vhodné upravit na fytopalivo s urcitymi standardnimi
vlastnostmi tak, aby ji bylo mozno efektivné spalovat
nebo vyuzit jako priimyslovou surovinu. Upravu
obvykle zahajuje tzv. Stépkovani, jehoz produktem je
Stépka — zna¢né nehomogenni smés odrezkd a tlomkad
biomasy o rozmérech mezi 2 - 10 cm v zavislosti
na pouzitém Stépkovacim stroji. Je mozné ji spalovat,
Castéji je v3ak polotovarem k vyrobé uslechtilejSich bio-
paliv, pfedevsim tzv. briket a pelet. Vyhodou této tpra-
vy je zmens$eni objemu, zlepSeni transportovatelnosti
a standardizace paliva (moznost vyvozu do zemi EU).
Velmi perspektivni jsou pfedevsim tzv. dievni pelety,
vyrdbéné v primérech 6 — 20 mm, délkou nepiekracu-
jici 40 mm. Jednd se o vysoce komprimované sypné
(do 1,4 kg/dm?) fytopalivo o vysoké vyhievnosti
(do 18 MJ/kg), nizkém obsahu popelovin (0,5 %)



a malém obsahu vody (do 10 %). Jejich vyuZiti umoz-
nuje automatizaci spalovacich procest i v mensich top-
nych zafizenich rodinnych domkd. Vyrabéji se z cisté
dievni hmoty na protlacovacich matricovych lisech,
nékdy za pfidavku organickych pojiv, a splfiuji nejvyssi
pozadavky na kulturu a pohodli vytapénych objektt pfi
nékladech srovnatelnych s fosilnimi palivy a s vysokym
ekologickym efektem.

Dalezitym aspektem vyuziti biomasy je zplsob jeji
konverze na energii. Je-li technologie konverze piredem
dana, je do vysoké miry determinujici pro dodavanou
formu biomasy (Stépka, pelety, dfevitd nebo bylinna
biomasa).

Pfi termochemickém zpracovani, tzv. suchych proce-
sech, Ize vyuzit bud' pfimého spalovéni, kdy za teplot
nad 660 °C dochazi k rozkladu organického materialu
predevsim na hofilavé plyny, jejichz naslednou oxidaci
se uvolriuje energie, oxid uhli¢ity a voda, nebo tzv. zply-
novani, kdy je rostlinna biomasa konvertovana (tep-
lem, vzduchem, kyslikem nebo vodni parou) na plyn,
jenz je poutzit napf. ve spalovacich motorech ¢i k vyrobé
jiného nosice energie (methanol chemickou syntézou).
Zplyniovani je rychly proces, ktery na rozdil od nize uve-
denych biochemickych reakci mlze probihat i v malych
nenakladnych zafizenich. VedlejSim a ¢asto nezadanym
produktem zplyriovani je tvorba dehtovych latek, které
je nutno z plynu odstrafiovat, nicméné v poslednich
letech se na tyto latky (bio-liquids) zacina pohlizet jako
na cenné chemické slouceniny vyuZitelné k vyrobé
dalich produktt (kapalnych paliv, bioplast().

Biochemické (mokré) procesy reprezentuji prede-
v8im methanové kvaseni a kvaseni alkoholové.
V procesu methanového kvaseni je z biomasy prostied-
nictvim anaerobniho kvaseni v reaktoru tvofen bioplyn
obsahujici hlavné methan (50 — 80 %) a oxid uhlicity
(20 - 45 %). Dalsi pfimési tvofi sulfan, voda, dusik aj.
Vedlejsi produkt — fermentovany materidl — miuze
slouzit jako organické hnojivo na polich. Alkoholovym
kvasenim cukrd je vyrabén ethanol vhodny pro spalo-
vaci motory. Vhodnou vychozi surovinou je cukrova
fepa a cukrova titina, ale také brambory ¢i kukufice.
Vyroba ethanolu z celulosy je zatim ve stadiu vyz-
kumu (rozklad celulosy pomoci Trichoderma
virideae, produkce ethanolu pfi 65 °C pomoci rodu
Clostridium).

Esterifikaci fepkového oleje vznikd tzv. bionafta.
Methylestery mastnych kyselin maji jiné sloZeni nez
konvencni nafta, maji vSak obdobnou viskozitu, vyhiev-
nost i pribéh spalovani. Problémem je teplota tuhnuti
(komplikace pfi startovani motoru pfi teplotach pod
5 °C), vyhodou jsou nizsi emise plynd a misitelnost
bionafty s normalni naftou'456,

Spalitelna biomasa a pevna biopaliva

Ke spalovani je vhodna piedevsim rostlinnd biomasa
z rlznych druh@ dfevin nebo dievnatéjSich a slam-
natych plodin, ktera ma v suchém stavu velmi podob-
né chemické slozeni. Z pfiblizné 44 — 48 % je tvofena
uhlikem, ze 44 % kyslikem a z 5,5 — 6,5 % vodikem.
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Z uvedeného také vyplyva skutecnost, Ze vyhievnost
zcela suché fytomasy rGznych plodin je téméf shodna
- obvykle se pohybuje okolo 17,5 - 19,5 MJ/kg. Rozdily
ve vyhfevnosti jsou dény zejména pomérem ligninu
(25,5 MJ/kg) a celulosy (18,8 MJ/kg). Mirné vyssi
vyhtevnost kary, vétvi a jehlici je dana vy$s$im obsahem
pryskyfic, které maji asi dvojnasobnou vyhievnost opro-
ti samotnému drevu.

Vyznamnou vyhodou biopaliv je tzv. neutrélni pro-
dukce oxidu uhlic¢itého, nebot jeho mnozstvi uvolnéné
spalovédnim je piiblizné ve stejném rozsahu vazéno
zpét do nové dordstajicich rostlin na energetickych
plantazich a v zemédélskych porostech. Dalsi vyhodou
je, Ze ve valné vétsiné neobsahuji vyznamné mnozstvi
siry a jejich spalovani tedy neni zdrojem oxidu sifici-
tého. Obsah popela je v biomase velmi nizky, v pfipadé
dieva primérné okolo 1 %, Casto i nizsi. Vys3i obsah
popela v klfe stromu je ziejmé dén jejim vétsim
znecisténim blatem a zeminou béhem rlstu stromu
a pfi kaceni a soustiedovani dfivi. | tak odpada
napfiklad potfeba kontinualniho odvodu tuhych zbytka
po spalovéni, coz vede k finan¢nim Usporam. Popel
navic obsahuje mnozstvi stopovych prvkd, které z néj
¢ini velmi vhodnou pfimés hnojiv.

Bezprostiedni vliv na vyhievnost dieva ma jeho
vihkost, ktera muze u cerstvé pokdcenych stromu
pfesahovat 60 %. Pfi takovémto obsahu vody jiz
vyhifevnost nepostacuje ani k udrzeni spalovaciho pro-
cesu, pokud dfevo piece jen hofi, jedna se o velmi
nerovhomérny proces, ktery je technicky obtizné
regulovat a tcinnost takového procesu je kriticky snize-
na. Ani spalovani naprosto suchého dieva neni
paradoxné optimalni z hlediska pribéhu procesu hofie-
ni. Pfili§ sucha hmota hofi explozivné a v koufovych
plynech unikd vyznamny podil energie. Dievo
s vysokym obsahem vody se uskladni tak, aby se
nedotykalo pldy a bylo umoznéno proudéni vzduchu,
takto mudze za idedlnich podminek klesnout vlhkost
ke 20 %, ktera je jiz pro spalovéani vhodna.

V posledni dobé vyznamné nardsté vyuziti prémyslo-
vé rezidudlni dfevni biomasy (u nds se vyskytuje
v mnoha formach a velkém mnozstvi, nebot patiime
mezi nadprimérné lesnaté zemé), ktera se zejména
pro dfevozpracujici podniky stdva z problematického
odpadu cenénou surovinou (napi. pro vyrobu dfe-
vénych pelet a briket) nebo pfimo palivem. DalSim
zdrojem vyhodnym pro budouci poutziti jsou tzv. lesni
tézebni zbytky (nehroubi po mytni tézibé, dievni
hmota po tzv. vychovnych zdasazich — probirkach
a profezavkach), které se v soucasné dobé bud necha-
vaji v porostu zetlit nebo se spaluji na pasekach. Podil
téchto zbytkd je sice ddlezity pro zachovani rovnovahy
kolobéhu prvkGi v lesnim ekosystému, nicméné
nejvétsi ¢ast tohoto kolobéhu tvofi kazdoro¢ni opad
listl, jehlic a drobnych vétvicek, proto se bezpecné
mnozstvi biomasy, které Ize odebrat bez poskozeni
ekosystému, odhaduje na 0,2 t/ha/rok. Hlavnim tech-
nologickym problémem zlstavd ekonomické vyklizeni
nehroubi a zbytk( z lesa.



Tabulka 1: Spalné teplo rliznych plodin a paliv®.

Plodina (100 % susina) MJ/kg
Amaranthus 16,16
Konopi seté 18,06
Koriandr (cela rostlina) 18,88
Kfidlatka 19,44
Len (slama) 18,58
Lnicka 18,84
Rdze (Rosa sp. R-03) 16,24
Repka ozima 17,48
Sudanska trdva — Hyso 18,06
Topol stépka 18,7 - 19,2
Virba stépka 18,2 - 19,0
Dievni Stépka dle vlhkosti

Lesni $tépka o vlhkosti 60 % 9,20
Lesni stépka o vlhkosti 40 % 10,10
Lesni stépka o vlhkosti 30 % 12,20
Lesni stépka o vlhkosti 20 % 14,30
Fosilni paliva

Uhli hnédé 14,50 - 16,50
Brikety 22,00
Uhli ¢erné 28,00
Koks 26,00
Zemni plyn 33,50

Vedle vyse popsanych dievnich pelet, které tvofi nej-
perspektivnéjsi formu spalitelné biomasy, je technolo-
gicky nejdostupnéjsim zdrojem biomasy slama ze skli-
zilovych zbytkd, zejména obilnin a fepky. Nejsnadnéji
manipulovatelnd forma slamy, fezanka, ma objemovou
hmotnost je 40 — 50 kg/m?, tedy 20x méné nez u uhli,
coz se projevuje v naro¢nosti na skladovaci prostor,
na druhou stranu slaméné brikety nebo pelety maji
nejméné dvojnasobnou sypnou hmotnost oproti diev-
ni stépce a samotna briketa se vyrovna briketé hnédou-
helné. Vyhodou je také rychlé dosychéni i po desti
béhem 2 — 3 dn( slune¢ného pocasi a moznost skliz-
né v suchém stavu z fadk( béinou mechanizaci.
Zmoknuti sldamy pied sklizni se paradoxné povazuje
za prednost, nebot tak ztrati nékteré minerdlni latky
(chlor, sira) a tak roste zastoupeni uhliku a vodiku.
Majoritni formou sklizené slamy zlstanou na delsi
dobu obii baliky, které vedle pfimého spalovani ve vel-
kych vytopnach umoznuji po rozebrani i vyuziti
v mensich vytopnach nebo ve vyrobnach briket a pelet.
Technologie lisovani pfinasi véetné dopravy z pole
naklady kolem 550,- K¢/t, v pfipadé valcovych balikd je
asi o 100 K¢/t levnéjsi nez u balikd kvadrovych.
Po zapocteni ceny samotné slamy (dana hnojivovym
obsahem, cca 200 K¢/t) a dopravy na kratsi vzdéalenost
se cena energetické sldamy v nedavné dobé pohybova-
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la v rozmezi 700 - 1200 K¢/t a ekonomické vynosové
limity tudiz vyZzaduji dosazeni produkce vyssi nez
12 tun susiny na jeden hektar. Zafizeni pro spalovani
slamy musi zohlednit predevsim velky podil zplyriuji-
cich, tékavych latek ve sldmé a nutnost uplatnéni
oddélenych prostor pro zplyfiovani, zpopelnéni paliva
a prohofeni velkého mnozstvi spalnych plynd
s pfidavkem teplého sekundérniho vzduchu.
Nevyhodou je sklon popele k lepeni a spékani
za vysokych teplot a z toho plynouci nutnost oddéleni
mista odplyfiovani a prohofeni spalnych plynd, pfi-
padné uplatnéni zafizeni pro drceni Skvary>5’7.

Bioplyn

Bioplyn vznika pfi anaerobnim rozkladu organickych
latek (hndj, zelené rostliny, kal z cistiren odpadnich
vod). Produkce se pfi 14 — 53 denni anaerobni fermen-
taci travnich senazi ve vsadkovych biofermentorech
pohybuje v rozmezi 204 - 410 dm?3/kg susiny. Bioplyn
neni pifesné definovanym plynem; jeho slozeni zavisi
pfedevsim na slozeni vstupnich surovin, méné pak
na teploté fermentace. Slozeni bioplynu ovliviiuje jeho
energetickou kvalitu, vyhfevnost roste zejména
s obsahem metanu. Zbytky fermenta¢niho procesu
jsou velmi hodnotnym hnojivem nebo kompostem.

Ze zemédélskych odpadll se nejvice vyuzivd kejda
(tekuté a pevné vykaly hospodaiskych zvifat promisené
s vodou), popfipadé slamnaty hn(j, zbytky travin,
stonky kukufice, bramborova nat apod. Slamu, piliny
a jiny odpad lze timto zplGsobem také zpracovavat,
avsak proces trva déle. Nejvyuzivanéjsi technologie
jsou kontinualni systém pro zpracovéni kejdy
a zasobnikovy systém pro zpracovani slamnatého
hnoje.

V bioplynovém fermentoru se biomasa zahfiva
v plynotésném reaktoru na provozni teplotu, které ovli-
viiuje mnozeni mikroorganismd a uroveri latkové pre-
mény. Obwykld teplota pro mezofilni bakterie ¢ini
30 - 40 °C, pro termofilni 50 — 60 °C. Bioplynovy
potencial hnoje je zavisly na obsahu susiny a na slo-
Zeni a stupni straveni potravy.

Tabulka 2: Vlastnosti bioplynu

- Bioplyn
Velicina (60% CH, a 40% CO,)
\Wyhievnd hodnota [MJ/m?] 21,5
Hranice zapalnosti [obj. %] 6-12
Zapalna teplota [°C] 650 — 750
Mérnd hmotnost [kg/ m3] 1,2

Soucasny nejvétsi problém bioplynovych stanic
predstavuji pachové emise. Vedle majoritnich plynt
vznikaji se béhem fermentace objevuji také plynné
produkty dalSich biochemickych procest vytvérejici
pachovou stopu bioplynu. Jedna se predevsim o sulfan
(H,S) a amoniak (NH,). Rozhodujici pro jejich vznik je
chemické slozeni materidlu na vstupu do fermentoru,



provozni parametry fermentoru, zplsob skladovéni
a zpracovani a dalsi manipulace s digestatem.

Oproti spalitelné biomase je vyuZiti bioplynu obti-
Znéjsi, coz je zplsobeno zejména znacnymi investi¢ni-
mi naklady. Odménou za vynaloZzenou snahu je vsak
zisk tzv. Cisté energie pfipravené k okamzitému vyuziti.
Ekonomicky rentabilnéjsi jsou vétsi bioplynové stanice,
stale vSak zlstava problém levného vyuziti velkého
mnozstvi odpadniho tepla (zejména v lét&)>1°.

Obzvlast pfinosné maze byt spojeni této technologie
se zemédélstvim, kde vznika velké mnoizstvi vedlejsi
produkce biologického plvodu a zaroveri poskytuje
moznosti vyuZiti stabilizovaného substratu jako
organického hnojiva. V sou¢asné dobé je na tizemi CR
v provozu 113 zemédélskych bioplynovych stanic
o souhrnném vykonu 50,32 MW'"'2,

Kapalna biopaliva

Jednim z nejzajimavéjSich kapalnych biopaliv je
za studena lisovany fepkovy olej. Zptsob vyroby je
levny a velmi jednoduchy, mlzie byt provadén
i jednotlivymi zemédélci. Produkt se blizi potravinais-
kému fepkovému oleji a lze jej vyuzit jako palivo do
dieselovych motor( nebo kotld na LTO, motory je vSak
nutné mirné upravit (filtr, zimni pfedehfivani), do kotle
doplnit hofdk se specidlnim katalyzatorem. Repkovy
olej je totiz v surové formé v podstaté nehoflavy, coz
na druhou stranu velmi usnadiiuje jeho uskladnéni.
Dalsi vyhodou je, Ze na rozdil od methylesteru fepko-
vého oleje, ktery je soucasti bionafty, je za studena
lisovany fepkovy olej velmi stabilni a nepodléha
fyzikdlnim a chemickym zménam ani pfi skladovani
v otevienych néadrzich33.

Zavér

Zéasobovani energii se stava strategickym problémem
trvale udrzitelného Zivota, zejména v souvislosti
s nezbytnosti redukce sklenikovych plynd. Vyznamny
nérdst sklenikovych plynd zietelné vyplyva ze zvy3ujici
se spotieby fosilnich paliv, ktera se ve svétovém mé-
fitku od r. 1970 do r. 1998 témé&f zdvojnasobila. Reseni
situace je nutné hledat v obnovitelnych zdrojich
energie, z nichZ nejvyznamnéjsi je biomasa. Jeji vyznam
spocivd nejen v nejvétsim podilu ze viech obnovitel-
nych energii a v moznosti jejiho skladovani, ale také
pravé ve zlep3eni bilance nebezpe¢nych emisi CO,.

V uvahach o vyuzivani biomasy je bezpodminecné
nutné vidy dodrzet podminku efektivity a promysle-
nosti realizovanych projektd. Nerespektovani této
zésady vytvafi faleSny dojem, Ze vyuzivani biomasy je
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in Véxjo University, Sweden,
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uz z podstaty neimérné drahé, coz ve svém dusledku
technologie zalozené na biomase v ocich vefejnosti
znac¢né diskredituje.

Jednou z ¢astych ndmitek je Gidajna energetickd néro-
¢nost nakladani s biomasou a jejiho transportu, kterd
posouva celkovou energetickou bilanci do negativnich
hodnot. Jednoduchym protiargumentem muze mimo
jiné byt, Ze komer¢ni spole¢nost produkujici
dievéné pelety v Kanadé si mlze dovolit tyto pelety se
ziskem exportovat do Svédska. Piiblizné 2 - 10 %
energie vétsiny paliv (uhli, biomasa, zemni plyn...) je
spotifebovdno pro jejich transport. Za pfedpokladu
investice 5 % vlastni energie do transportu pfipada
na transport 1 kg motorové nafty pfiblizné 0,6 kWh,
zatimco na 1 kg drevnich pelet pouze 0,25 kWh
a mohou byt tedy se ziskem transportovany na kratsi
vzdélenost. Biopaliva jsou proto oproti paliviim
fosilnim pfevainé lokalnim zdrojem energie, coZ na
druhou stranu vyhodné podporuje oblastni udrzitelnou
ekonomiku jednotlivych regionti a zaméstnanost
a snizuje zavislost na ekonomickych gigantech distri-
buujicich koncentrovanou energii™.

Pfi vyuzivani biomasy plati, Ze nejvétsiho pfinosu Ize
dosahnout komplexnim fe3enim. U¢elna je napiiklad
kombinace provozu bioplynové stanice s peletér-
nou. Odpadni teplo z kogeneracni vyroby elektiiny
z vyprodukovaného bioplynu bude vyuzito pro suseni
dievni hmoty pifed peletovanim, coz znac¢né zlevni
vyrobu pelet. Zarovern odpad z bioplynové stanice
pfedstavuje hnojivo pro produkci biomasy jak pro bio-
plynovou stanici, tak také pro peletdrnu. Zejména
komplexné pojaté projekty mohou byt v budoucnu
na trhu konkurenceschopné.

Neopomenutelnd je také moznost vyuZiti rostlin
péstovanych pro potieby cilené produkce energeticky
vyuzitelné biomasy ke zlepseni fungovani krajiny, napf.
problémovych lokalit na okraji obci, ale i v navazujici
volné krajiné.

Fytoenergetika se bezpochyby stane soucasti energe-
tické a zemédélské politiky vétsiny zemi a bude podpo-
rovana v ramci podpory viech obnovitelnych energii.
V odbornych kruzich i v praxi byl jiz ziskan dostatek
védomosti, umoznujicich rozvinout fytoenergetiku
v SirSim méfitku na podnikatelskych zékladech stejné
jako komplexni vyuziti vih¢i fytomasy prostiednictvim
bioplynovych stanic. Z pribézného hodnoceni situace,
jak ji sleduje napi. Evropské sdruzeni pro biomasu -
AEBIOM - vyplyvd, Ze biomasa se mize podilet
cca ze 75% na celkovych zdrojich obnovitelné energie
(jako je slunecni, vétrna a vodni energie).

3. Weger J, Jirdnek J: Specifikace stavajiciho potenciélu
biomasy k energetickému vyuziti v CR, Biomasa,
vydal Vyzkumny ustav Silva Taroucy pro krajinu
a okrasné zahradnictvi v Prihonicich, 2003.

4. \Weger J, et al.: Produkce a vyuziti biomasy jako
obnovitelného zdroje v krajiné, zdvére¢nd zpréava
projektu, VUKOZ, Priihonice, 1996.
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Souhrn

Jurga V.: Vyuiiti biomasy v energetice

Teprve relativné kratkou dobu si lidstvo pfipousti odpovédnost za stav svého Zivotniho prostiedi. Nase energeticky naro¢na spo-
le¢nost zacina pochybovat o ospravedlnitelnosti vyuziti fosilnich paliv, jaderna energie je viak neprdvem démonizovana a vyvin
ekonomicky rentabilnich fotovoltaickych ¢lank( stale neni u konce. Dokud véda nenabidne dostate¢né ekologicky cisty
a ekonomicky vyhodny zdroj energie a nezajisti jeji trvaly pfisun, je nezbytné, aby spole¢nost nepohlizela na energetické vyuziti
biomasy jen jako na rozsahlou devastaci pfirody. Tento ¢lanek ma za cil stru¢né nastinit moznosti biomasy jako podparného
energetického zdroje.

Kli€¢ova slova: biomasa, bioplyn, biopaliva, zdroje energie

Summary

Jurga V.: Exploitation of biomass in the energetics

It has been relatively short time since mankind conceded responsibility for its living environment. Our energy-intensive society
begins to question the justifiability of the fossil fuels utilization, however, the nuclear energy is being unjustly demonized and
development of economically profitable fotovoltaic cells has not yet reached its goals. Unless science offers sufficiently ecologi-
cally friendly and economically advantageous energy source which would ensure energy pipe-line, it is neccesary for human
society to cease thinking of biomass energy usage as of extensive nature devastation. This article aims to briefly outline the
potential of biomass in the role of subsidiary energy source.

Key words: biomass, biogass, biofuels, energy sources

NANOCASTICE V NANOMEDICINE A JEJICH POTENCIALNI
TOXICITA

Silvie Rimpelova
Ustav biochemie a mikrobiologie VSCHT v Praze

Uvod rozmezi®. Mald velikost, upraveny povrch, zlepsena roz-

Nanotechnologie (NT) je v soucasné dobé rapidné pustnost a multifunkcionalita nanocéstic otvira mnoho
expandujicim oborem'2, Financovani NT v USA na-  nhovych vyzkumnych pfistupi pro biology®. Nové vlast-
rostlo od roku 1997 do roku 2003 ze 116 miliond $ nosti nanobiomaterialGl nabizeji moznost interakce
na 3 miliardy $3. Aplikace nanotechnologii (NT) s biologickymi komplexy novymi zplisoby’. Schopnost
v mediciné je spojenim dvou rozsahlych inter-discipli- manipulace s fyzikalnimi, chemickymi a biologickymi
narnich oborG a nebyvalého socidlniho a ekono- vlastnostmi téchto castic poskytuje védcim moznost
mického potencialu*. Nano¢astice (NP-,nanoparticles”) raciondlniho designu a pouZiti NP také pro zobrazo-
jsou definovany jako drobné materidly o velikosti vani kontrastnich ¢inidel® 9, pfi hledéni novych biomar-
v rozsahu 1 — 1 000 nm, které maji specifické fyzikal- ker(i, v molekularni diagnostice, pfi vyvoji novych léka
né-chemické charakteristiky a takové nové funkéni a také napf. pfi hledani biomateridl s neobvyklymi
vlastnosti, které je vyznamné odliSuji od materilt vlastnostmi a zvySenou biokompatibilitou 8. Richard
stejného slozeni viditelnych v béiném velikostnim Feynman, lauredt Nobelovy ceny, pfedpovédél vznik
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nové védy (NT) pojedndvajici o téchto strukturach jiz
v roce 1959'. Diky odliSnym vlastnostem se NP staly
atraktivnimi pro komer¢ni a lékaiské ucely (zejména
v onkologii a pfi lécbé kardiovaskularnich chorob)'.
Nejvétsim potencialem nanomediciny (NM) je moznost
vyvoje personalizované mediciny — lé¢ba ,Sitd” na miru
pro dané onemocnéni a daného pacienta 2. Kromé
jmenovanych vyhod poutziti NT v mediciné je také nutné
stanovit rizika s tim spojena — dodnes neni pIné znama
potencialni toxicita nanocastic pro zdravé buriky a jejich
mozny nepfiznivy vliv na Zivotni prostiedi*.

Definice a charakteristika NP

Termin nanotechnologie (z Latiny nanus, Rettiny
nanos) je v literatufe definovén jako fada zplsobd,
ze kterych maji vSechny své vyhody a limitace'?. Obecné
je pojem nanotechnologie spojovan s rozméry 0,1 —
— 100 nm*, popf. 1 — 100 nm 231 ¢ 1 — 1000 nm °.
Pfesnéjsi definice byla ustavena v roce 2000: ,Nano-
technologie pojedndvéa o materidlech a systémech,
jejichz struktury a slozky vykazuji nové a vyznamné
zdokonalené fyzikalni, chemické a biologické vlastnosti
zapfi¢inéné jejich nanorozméry” Dalsi moznou definici
NT, ktera byla navrzena védcem Bawa a kol. je: ,Design,
charakterizace, produkce a aplikace struktur, zafizeni
a systéml kontrolovanym fizenim velikosti a tvaru
jsoucich v fadech nanometri (na atomarni, molekuldrni
a makromolekularni drovni), které produkuji struktury,
zafizeni a systémy s nejméné jednou novou anebo lepsi
charakteristickou vlastnosti. 4.

Nanomedicina je definovéna jako aplikace technolo-
gii odehravajicich se v rozmérech nanometri do prak-
tické mediciny’. NM je pouzivdna pro diagnostiku,
prevenci a [é¢bu nemoci a pro lepsi pochopeni zéklad-
nich mechanism@ nemoci . Napi. proti konvenénim
terapiim rakoviny — operace, ozafovani, chemoterapie
- ve kterych je zékladnim pfistupem a cilem odstranit
nemocné buriky rychleji nez zdravé*'3, se nanomedici-
na snazi pouzivat sofistikované pfistupy se snahou
zni¢it pouze specifické bunky anebo je za pouziti
detekce pomoci biosenzoru opravit > % 3. Vedouci
oblasti v poctu patentd a publikaci v NM je cilené
dorucovani lé¢iv (viz Obr. 1) ™.

VyuZiti farmakologickych ¢inidel vyvinutych za po-
uziti klasickych strategii farmakologického vyvoje ma
Casto limitované farmako-dynamické a farmako-kine-
tické vlastnosti, jako je napf. maly ucinek Iéki anebo
ztrata selektivity. A co vic, Casto se setkdvame s Iékovou
resistenci, ktera patfi k fyziologickym barierdm
buné¢ného mechanismu '®. DalSim problémem u fady
Iékd je mala rozpustnost, nizkd biologickd dostupnost
a rychlé odstrafiovéni z téla retikuloendotelidlnim
systémem 3. Navic je ucinek chemoterapeutik casto
limitovan vedlejSimi Gcinky a to v zavislosti na davce.
Ve skutecnosti, protinadorové léky, které maji obvykle
velkou objemovou distribuci, jsou toxické jak pro rako-
vinné bunky, tak pro buriky zdravé. Aby dochézelo
k uvolfovéni do vysoce specifickych cilCi, je nutno
miniaturizovat dopravni systém tak, aby se stal mensi
nez jejich cil 7. Proto se diky pouZiti NM stavaji nové
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Obr. 1: A. Publikace v jednotlivych odvétvich nanomediciny v letech 1984 — 2004 a zastoupeni jednotlivych zemi. B. Patenty
v jednotlivych odvétvich nanomediciny v letech 1993 — 2003 a zastoupeni jednotlivych zemi. Pfevzato z publikace: Wagner V.,
Dullaart A., Bock A. K., Zweck A. 2006. The emerging nanomedicine landscape. Nature Biotech. 24(10):1211-1217
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Iékové formy personalizovanou medicinou, coz zvysuje
Gcinek Iékd a snizuje jejich nespecifitu 2.

Design a tvorba NP

NT poskytuji moznost produkovat povrchy, struktury
a materidly s nanorozméry a specifickymi znaky,
které mohou napodobovat pfirozené prostiedi bunék,
tak aby poskytly bézné funkce jako je napi. buné¢na
adheze, mobilita a diferenciace'. NP tvofené rozli¢cnymi
materialy mohou nabyvat rdznych tvar( a velikosti, coz
ovliviiuje jejich vysledné vlastnosti a funkce 7.
Diky vysoce pfizplisobenym povrchim NP, je pomérné
jednoduché upravit jejich povrch fadou ¢inidel, coz je
velice vyhodné, nebot nanocastice tak maji schopnost
nést rlznd terapeutickd cinidla jako napf. DNA,
proteiny, peptidy a nizkomolekularni slouceniny.
NejkritictéjSi pfi navrhu NP je vSak jejich velikost.
Nanocastice mensi nez 20 nm prochézeji skrz stény
krevnich cév, vhodna velikost NP nabizi mozZnost pene-
trovat mozkovou-krevni bariérou nebo zaludecni epitel
- bariéry, které ztézuji dopravu béinych terapeutik
anebo zobrazovacich cinidel™. Podle velikosti mohou
byt NP endocytovany a poutzity pro intracelularni zobra-
zovani.” Pouzivand velikost ¢éstice je pomérné variabil-
ni (20 — 250 nm), nicméné musi byt dostate¢né mala
(< 250 nm), aby NP unikly zachyceni retikuloendo-
teliarnim a fagocytarnim systémem. Dulezity je také
néaboj ¢astic, ktery maze ovlivnit jejich biokompatibilitu
a schopnost prostoupit biologické bariéry 2.

Existuje fada novych technik pro tvorbu kovovych NP,
které zahrnuji jejich tvorbu zchlazenim z horkého plynu
anebo plasmy; reakci plynné smési s horkym povr-
chem; névrh precizniho systému krystalizace — NP
s definovanymi vlastnostmi anebo tvorba NP pomoci
samo-skladby ' 8.

PREHLED JEDNOTLIVYCH TRiD NANOCASTIC
VYUZITELNYCH V NANOMEDICINE:

Polymerni nanokapsule

V nedavné dobé zacaly byt pouzivany ve vodé roz-
pustné konjugaty polymerd s proteiny anebo konju-
gaty polymer( s nizkomolekularnimi lécivy. Konjugace
proteinu s polymerem redukuje jeho potenciélni imu-
nogenicitu, prodluzuje polocas rozpadu v cytoplasmé
bunék a zvySuje stabilitu proteinu . Konjugace poly-
meru s lékem poskytuje efektivni nastroj pro cileni
uc¢inné latky pfimo do mista plsobeni, v pfipadé nado-
rd je vyuZivano pasivniho cileni — zvySena permeabilita
neovaskularniho systému v nadorech 2 2 2! anebo
infikovanych tkanich umozruje vstup castic vétsich
rozmérd > 2° (pouzivany prdmér NP 130 — 300 nm),
neZ je tomu u zdravych tkani’.

Polymerni NP (viz Obr. 2) vyuzivané jako systém pro
dopravu éciv, byvaji sférického tvaru a tvofeny
z pfirodnich a tudiz rychle a dobfe biodegradovatel-
nych polymerl umoznujicich enkapsulaci Ié¢iva nebo
genu a jeho nasledné snadné uvolnéni’ 3. Touto stra-
tegii je docileno ochrany proti chemické a enzymatické
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degradaci, snizeni imunogenicity a fagocytosy '.
Nejcastéji pouzivana je biologicky inertni latka poly-
ethylenglykol (PEG), pomoci kterého jsou napf.
PEGylovany enzymy ' # (napf. L-asparaginasa) anebo
cytokiny (interferon-o) *. Mezi nejbéznéjsi polymerni
NP pouzivané k biofunkcionalizaci, patii také: chito-
sany, polylaktat (PLA), polyglykolat, kopolymery poly-
laktatu a polyglykolatu (PLGA), poly(methyl-methakry-
lat) -2 4 2225, PLA a PLGA jsou jiz dokonce povoleny
v klinické praxi pro enkapsulaci fady tfid terapeutickych
C¢inidel, napi. byli polymerni NP pouzity v genovych
terapiich rakoviny prsu 2.

ol 4, ¥ fu
o ey a fany
BT e % - %,
o % =, “a
e . y g
“s, . L VT
At el
Inorganic Polymeric Solid Lipid Liposome
Nanoparticle Nanoparticle Nanoparticle
Nanocrystal Nanotube Dendrimer

Obr. 2: RUzné typy nanocastic pouZivané v oblasti nanobio-
mediciny. Pfevzato z publikace: Faraji A. H., Wipf P. 2009.
Nanoparticles in cellular drug delivery. Bioorg. Med. Chem.
17:2950:2962

Pevné lipidové nanocastice

Pevné lipidové NP (viz Obr. 2) jsou submikronové
koloidni nosi¢e na bézi lipidd. Plvodné byly v roce
1990 navrhnuty jako farmaceutickd alternativa liposo-
mui a emulzi. Obecné jsou tyto NP v biologickych systé-
mech stabilnéjsi nez liposomy a to predevsim diky
svym relativné rigidnim jadrim sestavajicich se
z hydrofobnich lipidd, které jsou pfi teploté lidského
téla v pevné fazi, a které jsou obklopené monovrstvou
fosfolipidl. Tyto agregéty jsou déle stabilizovény v¢le-
nénim velkého mnozstvi detergentl. Tyto NP jsou
vyhodné diky své snadné biodegradabilité, ponévadz
jsou méné toxické nez polymerni anebo keramické NP.
Lipidové nanocastice mohou nabyvat tfi podob:
s homogennim matrixem jadra, se schrankou anebo
jadrem obohacenym o terapeutické cinidlo. Zplsob
jejich podani madze byt oralné anebo inhala¢né .

Nanoliposomy

Nanoliposomy (viz Obr. 2), pivodné pfipravené pro
kosmetické ucely v roce 1986 v laboratofi Christiana
Diora ve spolupréci s Pasteurovym institutem ', jsou NP
skladajici se z lipidové dvojvrstvy obklopené vodnym
prostiedim. Amfifilni molekuly pouzité pro pfipravu
téchto sloucenin jsou podobné biologickym membra-
nam a byvaji pouzivany pro zvyseni Gcinnosti a zlepseni
stability rGznych 1ékd v Zivych organismech ' .
Liposomy, klinicky nejpouzivanéjsi NP, byvaji obvykle
klasifikovany do 4 kategorii a to podle své velikosti
a lamelarity (pocet dvojvrstev). Druhy nanoliposom{



jsou nasledujici: malé jednolamelarni vacky, oligolame-
larni vacky a velké jednolamelarni a multilamelarni
vacky. Aktivni slou¢eniny mohou byt podle své rozpust-
nosti situovény bud ve vodném prostiedi, anebo pokud
jsou rozpustné v tucich, jsou zakotveny v lipidové
membrané . VWyhodou pii pouziti liposom( je jejich
vysoka biokompatibilita, snadné biodegradabilita, flexi-
bilita jejich velikosti a povrchovych modifikaci, lepsi
rozpustnost prepravovanych léka a také snizeni systé-
mové toxicity dopravovanych léciv 2. V soucasné dobé
byla objevena novad generace liposomd, nazyvana
Jtajné liposomy”, které maji schopnost unikat imunit-
nimu systému, tudiz maji v zZivych organismech delSi
polocas rozpadu ?°. Priklady léciv pouzivanych pro
dopravu liposomy jsou napi. doxorubicin * '¢'°, dauno-
rubicin '* anebo amfotericin B # '®.

Emulze

V této tfidé NP jsou zahrnuty oleje ve vodnych
smésich, které jsou stabilizovany pomoci detergentt
tak, aby si zachovaly svdj tvar a velikost. Lipofilni mate-
ridl maze byt rozpustén ve vodnych organickych roz-
poustédlech tak, Ze je emulgovan ve vodné fazi. Stejné
jako liposomy jsou emulze vyuzivany pro vyssi Gi¢innost
a ochranu fady sloucenin ™.

Uhlikaté nanomaterialy

Trida nanomateriald sestavajicich se z uhliku, ktera
zahrnuje fulereny a nanotyce, vynikd predevsim diky
excelentni chemické a tepelné stabilité 26. Uhlikaté na-
notyce (viz Obr. 2) byly objeveny v roce 1991 na katodé
pfi vypafovani grafitu. Fulerenové NP jsou nové uhlikaté
¢éastice mnoha tvard s polygondlni strukturou tvofenou
vylu¢né 60 atomy uhliku ' '>. Povrch téchto NP muze byt
navic diky ¢etnym spojim a velkému povrchu rozli¢né
funkcionalizovan pro lepsi vazbu na cilové tkéné ™.
Nanotyce jsou jedny z nejvyuzivanéjsich typt NP a to
nejen kvili jejich velké elektrické vodivosti, ale také diky
jejich excelentni pevnosti . Rozlisuji se 2 tfidy uhlikatych
nanotyci: jednosténné s primérem 2 — 3 nm (single-
walled carbon nanotubes, SWCNT) > '* a mnohosténné
(multi-walled carbon nanotubes, MWCNT). MWCNT jsou
vétsi nez SWCNT a jsou sloZzeny z mnoha jednosténnych
nanotyc¢i vsazenych jedna do druhé " . Velky povrch
uhlikatych nanoty¢i umoznuje jejich snadnou funkciona-
lizaci, ktera muze byt téz vhodna pro dopravu terapeutic-
kych molekul 2 26, Tyto NP by mohly byt potencialni Iéky
budoucnosti pro lécbu neurodegenerativnich onemoc-
néni jako je Parkinsonova choroba anebo roztrousend
skler6za ?’. Nepfiznivy je vsak fakt, Ze u mysi byly zjistény
neobwyklé zanétlivé odpovédi na SWCNT podévané
v inhalované formé ' 262820,

Dendrimery

Hlavni tiidou chemickych polymer( jsou dendrimery
(neboli ,umélé proteiny”) tvofené z monomernich ¢i oli-
gomernich jednotek, které mohou byt konjugovany
s rznymi biofunkénimi zbytky. Funkcionalizace maze
byt provedena napf. folatem za pouZziti cDNA oligonuk-
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leotid k produkci shluku molekul cilenych do nadoro-
vych bunék, které se vyznacuji zvySenou expresi vysoko-
afinitniho folatového receptoru. Dalsi cilové molekuly,
které byly v konjugaci s dendrimery s ispéchem poutzity,
zahrnuji napi. hormon uvoliiyjici lutropin (luteniza¢ni
hormon), thiamin, atd. Pokud jsou dendrimery
(viz Obr. 2) funkcionalizovény ¢inidly, ktera maji koncové
skupiny hydrofilni (napfi. -COOH), je vysledny konjugéat
dobfe rozpustny. Jednim z nejznaméjsich viceucelovych
dendrimernich prototypl je polyamidoamin pouzivany
pro cileni, diagnostiku a fizené dorucovani protinadoro-
vych 1ékd. Co se tykd cytotoxicity, biokompatibility
a biodistribuce dendrimerd, je nutny jesté rozsahly vyz-
kum . Kationické dendrimery pUsobi s vétsi cytotoxicitou
nez anionické '®.

Quantum dots

Kvantové tecky (QD) jsou luminiscen¢ni NP tvofené
z polovodicovych nanokrystal(i ** (viz Obr. 2) typicky pou-
zivanych pro zobrazovani v biologickych systé-mech ' 3.
Velikost a primarni slozeni jadra a obalové schranky QD
modifikuje jejich fotochemické vlastnosti '°. Diky preciz-
nimu designu lze pfipravit takové castice, které emituji
fluorescen¢ni zafeni v pozadovanych oblastech svétla ' #
13; oblast ultrafialového, pies oblast viditelného az po
infraterveného svétla (vinové délky 400 — 4000 nm) # 3,
QD jsou slozeny z anorganického jednoprvkového jadra
13,30 — nejastéji kadmia, selenu, teluru nebo rtuti .
Pro biologické aplikace je klicové, aby jadra QD byla
potazena dalSimi materidly umoziiujicimi disperzi
a zabranujicimi uvolfiovani tézkych kov(, které jsou
toxické pro Zivé organismy *'. Casté je také opatfeni QD
vrchnim plastém sulfidu zinec¢natého, ¢imz je zvySena
jejich stabilita a také optické vlastnosti . QD v konjugaci
s riznymi peptidy jsou nejcastéji vyuzivany pro in vitro
a pomérné neinvazivni in vivo diagnostiku vaskulatury
zdravych tkani anebo rakovinnych bunék . Do budouc-
na by také mohly byt kvantové tecky poutzity pro in vivo
vyhledavéani metastatickych rakovinnych bunék .

Keramické nanocastice

Keramické NP jsou anorganické systémy (viz Obr. 2)
s porésnimi rysy " '°, které se v soucasné dobé jevi
jako velice vhodny dopravni prostiedek pro dorucovani
lé¢iv °. Tyto ,nosice” jsou vysoce biokompatibilni
a nejcastéji se tyto keramické NP skladaji napft. z oxidu
kfemicitého (SiO,) ' %, oxidu titanic¢itého (TiO,) anebo
oxidu hlinitého (Al,0,) '. Jadra keramickych &astic viak
nejsou limitovana pouze na tyto materialy, mohou byt
konstruovana také z kovl, oxidd kovl anebo sulfidd
kovl. Tyto NP jsou relativné stabilni pies Siroky rozsah
hodnot pH a teplot a v soucasné dobé jsou testovana
pro lé¢bu rakoviny '. Nicméné velice znepokojujici je fakt,
Ze tyto Castice nejsou biodegradabilni, a tak mohou
v téle diky své akumulaci zplsobit nezadouci Gcinky 6.

Kovové nanocastice
NP obsahujici Zelezo, popf. oxid Zelezity (Fe,O,),
maji obrovsky potencidl pro biomedicinské aplikace,



vcetné zobrazovani nadorG a dopravy Iékd na misto
acinku ™ 22, Do této tfidy kromé& Fe,O, NP patfi také
Castice z Fe,0,, Ni,O,, Co,0,, CeO,, MgO, CuO*', bézné
o velikosti 15 — 60 nm '°, 50 — 100 nm 2, je zpravidla
zahrnovana celd fada superparamagnetickych cinidel,
ktera byvaji ¢asto potazena dextranem, fosfolipidy, PEG
¢i jinymi slou¢eninami, kvili zabranéni agr egace NP,
potlaceni jejich odstrafiovani burikami a zvyseni jejich
stability v organismu 2 '°. Pomoci NP z Fe,O, je mozné
napi. ultrasensitivné detekovat PSA (prostaticky speci-
ficky antigen) anebo pozménéné B-amyloidni peptidy,
které jsou potencialnim markerem Alzheimerovy
choroby 32. Kovové NP jsou déle vyuzivany pro pasivni
anebo aktivni cileni l1é¢iv do mista Gcinku 22.

Zlaté a stiibrné sférické nanocastice

Dalsi kategorii tvofi lehce pfipravitelné sférické NP
(10 - 300 nm) skladajici se z dielektrického jadra
(nejcastéji z oxidu kfemicitého, SiO,) pokrytého tenkou
vrstvou zlata ' ' 3!, Pfiprava zlatych NP (AuNP) je
moznd fadou zplsobi: chemickd redukce soli zlata
ve vodném, organickém anebo jiném prostiedi; popf.
samoagregace. Nejvyuzivané;si je ale Faradayova meto-
da redukci chloridu zlata s citrdtem sodnym ve vodném
prostiedi v pfitomnosti sulfidu uhli¢itého z roku 1857 .
AuNP jsou jednou z nejslibnéjsich technologii pro
lé¢bu a in vitro i in vivo diagnostiku rakoviny ' 2.
Tyto castice maji velkou stabilitu, nizkou bunécnou
toxicitu a velmi vyhodné optické a chemické vlastnosti
pro medicinské zobrazovani a terapeutické aplika-
ce 2151925 Absorpce zlatych NP o velikosti cca 110 nm
v oblasti blizké infracervenému zafeni (NIR) je vyuziva-
no zejména pfi hypertermalni terapii — po akumulaci
NP v misté nadoru je pomoci zdroje (infratervend
lampa, ultrazvuk, laser) lokdlné zvy3ena teplota nad
40 °C, coz je vyrazné méné tolerovano nadorovymi
burikami nez burikami zdravymi 2 4 7 4 25, 31. 36 Stfibrné
NP maji vyssi frekvenci plasmonové resonance nez
AuNP, ale princip plsobeni je u obou stejny 3¢ 37,
VWhodou této metody je minimalni invazivnost a dobra
pfistupnost i k hluboko ulozenym néadortm 3' 38,
Stiibrné NP ve formé dusi¢nych soli jsou studovany
jako antimikrobialni ¢inidlo a jako slou¢enina pro lé¢bu
ran > 3°. Dals$i moiné pouZiti AuNP (s nazvem
Auranofin) je pfi lé¢bé revmatoidni artritidy 2 32.

Nanoprotilatky

Velice sofistikovanym pfistupem je modifikace povr-
chu NP @ (nejcastéji z Au, Ag, Ni, Pd, Pt) ** monoklonal-
ni protilatkou s afinitou pro pozadovany cil, nicméné
tento pfistup je limitovan moznou nespecifickou
vazbou protildtky a potencialni imunitni odpovédi hos-
titelské buriky. Pravdépodobnost interakce mezi NP
a imunitnim systémem (IS) maze byt ¢aste¢né reduko-
vana pouzitim tzv. tajnych technologii — pokryti NP
vrstvou thiolovaného polyethylenglykolu, coz poskytuje
NP pozadovanou inertnost vici 1S. Nevyhodou této
modifikace je ale snizeni schopnosti specificky se vazat
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na dany cil. S Uspéchem byla pouZzita velkd fada NP-
protilatek sméfovanych proti bunéc¢né povrchovych
markerdm, jakymi jsou napf. integriny 2° 34,

Toxicita nanocastic

Mala velikost, ktera cini NP tak atraktivni, mGze byt
ddvodem jejich cytotoxicity. Jejich velky povrch zpUso-
buje, Ze jsou tyto céstice biologicky aktivnéjsi, takie
mohou zapficinit zanét a stresové reakce *. Fyzikalné-
chemické vlastnosti nanocéstic — jako jejich velikost,
povrchovy naboj a hydrofilita, hraji roli v osudu ¢astic
in vivo. Stéle je studovana zbytkova cytotoxicita, degra-
dace a metabolismus nékterych NP (zejména QD)
v téle a dosud je znamo, Ze muize dochéazet
k akumulaci jejich nanokrystal( v ledvinach, jatrech
a sleziné '°. Zdali mohou ¢i nemohou byt tyto NP vylou-
¢eny z téla, nebylo zatim prokazano. Toxicita NP je
velmi variabilni **. Pfi pouziti NP jako suspenze
v kultiva¢nim médiu byla prokéazana jejich cytotoxicita
ve vSech provedenych experimentech in vitro. Oproti
tomu NP imobilizované ve vrstvé na kultivacni misce
nevykazovaly nanocytotoxicitu Zzadnou 2.

Nejpfistupnéjsimi orgdny pro NP v prostiedi jimi
znecisténém jsou plice, kiize a krevni buriky. Pravdé-
podobny mechanismus, kterym NP pUsobi cytotoxicky,
je dan porudenim intracelularnich metabolickych drah,
vznikem oxida¢niho stresu a fyzickym zni¢enim bunécéné
membrany. Zajimavé je, ze se NP mohou vyhnout bézné
fagocytarni obrané v respira¢nim systému a ziskat
tak pfistup do systematické cirkulace anebo dokonce
do centralniho nervového systému (CNS). Jednou inha-
lované a usazené NP, mohou byt pfemistény do mimo-
plicnich prostor a zasahnout tak pomoci rliznych mecha-
nism0 dalsi cilové orgény 2 '°. Bylo prokéazéano, ze ukla-
dani NP v plicich se zvySuje se snizujici se velikosti ¢astic
a cytotoxicita inhalovanych nerozpustnych nanomateria-
It roste se zmen3ujici se velikosti a zvétSujicim se povr-
chem ¢astic ™ 2 %5, Rada NP mozZe byt zodpovédna
za destruktivni zanétlivé procesy v plicich. Mechanismus
pusobeni NP zahrnuje jejich prostup pies epitelidlni
bunky respira¢niho traktu do mezibuné¢ného prostoru
pomoci transcytdzy a piimy vstup do krevniho fecisté
anebo lymfatickymi cestami, oboji méa za nasledek syste-
matickou distribuci NP 4. V nedévné dobé byla prokaza-
na vysokd toxicita uhlikatych NP, které zpisobuji
v mozkovych burikach indukci lipidové peroxidace.

Nez budou moci byt NP rutiné pouzivény jako proby
pro diagnostické aplikace, je nutné dokoncit vyzkum
v oblasti jejich potencialni cytotoxicity '*. Nicméné
pokroky v povrchovém inzenyrstvi a konjugaci zajisté
napomohou ve vyvoji NP jako klinickych ¢inidel.
Zavér

Zaclenéni NT, zejména nanomediciny, do diagnostiky
fady onemocnéni a jejich Ié¢by, rakoviny nevyjimaje ” 3,
se stava rapidné se rozvijejicim oborem, proto je nutné
mu dobie porozumét. Vyvoj nové nanorozmérové plat-

formy v blizké dobé nabidne obrovsky potencial pro
Gcinnéjsi [écbu pacientl s rakovinou. Prestoze vypada,



ze by in vitro nanodiagnostika mohla pfinést mnoho
uspéchd, ceka nas kvdli systémové cytotoxicité NP jesté
velmi dlouha cesta k in vivo diagnostice. V soucasné
dobé probihaji rozsahlé vyzkumné aktivity tykajici se pre-
cizniho, cileného transportu latek na specifické misto
Uc¢inku, coz by mohlo mit ohromny klinicky dopad
na lé¢bu fady onemocnéni. Budouci vyzkum v nano-
technologiich by mohl byt spojen s dal$im vyvojem no-
vych, vysoce UGcinnych pfistupl pro diagnostiku a lécbu
rakoviny, protoZe manipulaci povrchové chemie NP Ize
nyni spojit zobrazovani, cileni a terapeutické slozky do
jedné a té samé castice. Cilem je syntéza lékd konjugo-
vanych s dopravnimi prostfedky Sitymi na miru pro dané
onemocnéni a daného pacienta, které by mély vysoky
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Souhrn

Rimpelova S.: Nanocastice v nanomediciné a jejich potencionalni toxicita

Nanomedicina je definovéna jako aplikace technologii odehravajicich se v rozmérech nanometrti do praktické mediciny. Je pou-
Zivédna pro diagnostiku, prevenci a [é¢bu nemoci a pro objasnéni priib&hu rliznych onemocnéni. V praxi se pouzivaji rlizné typy
nanodastic. Pro $irsi aplikaci nanodastic in vivo viak zbyva vyfesit jesté fadu problémd.

Klicova slova: nanocastice, nanotechnologie, toxicita

Summary

Rimpelova S.: Nanoparticles in nanomedicine and their potentional toxicity

Nanomedicine is defined as application of technologies using particles of nanometre size in practical medicine. It is used for
diagnosis, prevention and treatment of illnesses and elecudation of their course and origine. Many different types of nanopar-
ticles are applied in practice. Wider application on nanoparticles in vivo will depend on successfull solution of several problems.

Key words: nanoparticle, nanotechnology, toxicity



OBSAH

Kas J.: Uvodem 53
Paulova L.: 14. Evropsky biotechnologicky kongres 54
Havlikova J.: Tkafnové inZenyrstvi 55
Volejnikova A.: Senescence a moznosti jeji regulace u rostlin 57
Junkova V.: Lipidomika 63
Jurga V.: VyuZiti biomasy v energetice 67
Rimpelova S.: Nanocastice v mediciné a jejich potencionalni toxicita A
CONTENTS
Kés J.: Editorial 53
Paulové L.: The 14th European Congress on Biotechnology 54
Havlikova J.: Tissue engineering 55
Volejnikova A.: Senescence and means of its regulation in plants 57
Junkova V.: Lipidomics 63
Jurga V.: Exploitation of biomass in the energetics 67
Rimpelova S.: Nanoparticles in nanomedicine and their potentional toxicity A

POKYNY PRO AUTORY

Véazeni piatelé,
aby byla technicka Gprava naseho ¢asopisu co nejlepsi a s minimalnim mnozstvim chyb, uvitali bychom dodrzovéni nékterych déle uvedenych
zésad.

1.

2.

Texty zasilejte elektronickou formou jako “attachment” spolu s tisténou verzi, aby bylo moZno opravit chyby zplisobené pfenosem. Na konci
¢lanku uvedte kratky souhrn a kli¢ova slova. A to ¢esky a anglicky.

Texty pite v editoru WORD (format .doc), pismo Atrial, velikost 11. Zarovnani do bloku, styl NORMALNI, ne¢islovat stranky.

Nerozdélujte slova na konci fadka. V textu Ize pouzivat zvyraznéni nékterych termind tu¢nym pismem ¢i kurzivou, a také horni a dolni
index. Radkovani jednoduché. Odsazeni odstavcti a mezery mezi nimi nepoufzivejte (nastaveni = 0).

. Nepoutzivejte automatické Cislovéni, tabulatory, ani ,tvrdé” definice stranek.
. CITACE v textu uvadéjte pouze Ciselnym odkazem. Rozsah seznamu literatury nesmi byt disproporéni k rozsahu ¢lanku. Citace ve zkracené

formé bez nazvu prace, pouze prvni 3 autory + et al., ¢asopis oficidlni zkratkou a Volume, 1. strana (Rok).
Napf. Heath WR, Galli C, Smith JS, et al.: Appl Environ Microbiol 71, 182 (2005).

. Obrazky zasilejte zasadné zvlast v nékterém z béinych formata (jpg, -tif).

Pfipojte vzdy svoji e-mailovou adresu ¢i &islo telefonu, aby piipadné problémy bylo mozno rychle fesit.

Dékuji P. Lipovova



BIOTECHNOLOGICKA
SPOLECNOST
166 28 Praha 6, Technicka 3

ISSN 1210-1737

Neprodejné — jen pro Cleny Biotechnologickych spolecnosti

Podévani novinovych zasilek povoleno Reditelstvim post Praha, 1. NP 1177/1994 ze dne 13. 6. 1994





