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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:

Ladislav Fukal, Ph.D. (editor in chief)
ICT, Technicka 3

166 10 Prague 6, Czech Republic
Phone +420 220 445 137

e-mail: fukall@vscht.cz

http://bts.vscht.cz



UVODEM

VdZeni prdtelé,

v téchto letnich mésicich se Vdm dostdvd do rukou
nase druhé letosni Cislo Bioprospectu. Dovolte mi,
abych Vdm pripomenul nékteré uddlosti, které probéh-
ly v neddvné dobé. Za pripomenuti jisté stoji jiz
4. Svycarsko-Ceské symposium, které se konalo ve
dnech 22 - 23. 5. 2008 ve Wadenswil. Podrobnou
zprdvu si prectete ddle. Za Ctyfi roky se sejdeme
na pdtem symposiu opét v Ceské republice. Dalsi zaji-
mavou uddlosti byla konference o primyslovych bio-
technologiich v Ceské republice pofddand Jihomo-
ravskym inovac¢nim centrem ve spoluprdci s EURO-
PABIO ve dnech 15 — 16. 5. 2008 v Brné. | o této udd-
losti si v tomto Cisle preletete vice. Koncem kvétna
(28. 5. 2008) jsme pofddali ve spoluprdci s VSCHT
a Ministerstvem Zivotniho prostiedi jiz treti semindr
o problematice genetickych modifikaci, ktery byl hojné
navstiven. Rozsifené abstrakty prednesenych prednd-
Sek byly publikovdny jak v tisténé formé, tak na CD
(ISBN 978-80-7080-683-8). Jak jsme Vds jiZ informo-
vali tak na webové strdnce www.biotech2008.ch si
muZete prohlédnout podrobny program predndsek
i posterovych sdéleni na 13. mezindrodnim biotechno-
logickém symposiu v ¢inském Dalianu a ovéfit si jakd
aktudini témata hybaji sou¢asnymi biotechnologiemi.
Pripomindme i webovou strdnku potravindiského kon-
gresu v Sanghaji http.//www.iufost2008.org a zejmé-
na pak webovou strdnku kongresu FEBS, ktery se usku-
tecni pristi rok v Praze http.//www.iufost2008.org.
I tyto strdnky jsou aktualizovdny a jejich prohlédnu-
tim ziskdte nové informace. Na webové strdnce
http.//membership.acs.org/b/biochem/content/news-
letter/spring_08.pdf si miZete prohlédnout internetovy
letdcek biotechnologické sekce Americké chemické
spolecnosti, dozvédét se jak pramyslové podniky
podporuji biotechnologické aktivity v USA vyhlasovd-
nim bezpoctu stimulacnich cen, bezprostiedné se podi-
leji na aktivitdch spolecnosti a pldnuji své aktivity az
do r. 2011. | u nds je v$ak tfeba vyzdvihnout fadu posi-
tivnich aktivit. Zejména bych Vdm chtél doporucit
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pravidelné sledovdni biotechnologického portdlu
www.gate2biotech.cz provozovaného Jihomoravskym
inovaénim centrem (JIC). Na aktudini zprdvy Vds
upozorni tydenni zpravodaj gate2biotech, ktery mize-
te dostdvat i jako Ctendfi internetovych zprdv Biotech-
nologické spolecnosti. Nezapominejte ani na interneto-
vou strdnku nasi Biotechnologické spolecnosti
http//bts.vscht.cz pro kterou hleddme spolupracovni-
ky. Kdo mdte zdjem pomoci pfipravovat nékterou
z rubrik tak se pfihlasté. Zdjem Akademie véd Ceské
republiky o biotechnologie byl demonstrovdn zaloZe-
nim Biotechnologického centra (BIOCEV) o kterém
jsme Vds v minulém Cisle informovali. Dnes Vdm
muZeme s potésenim ozndmit, Ze feditelem centra byl,
po probéhlém konkurznim fizeni, jmenovdn Ing. Peter
Sebo, CSc. Gratulujeme mu k této odpovédné funkci
a ze srdce mu prejeme, aby vsechny ambiciozni pldny
s vystavbou a vybudovdnim biotechnologického centra
ve Vesci u Prahy se v pldnovanych terminech naplnily.

V tomto C&isle Vdm tradicné prindsime vybér prehled-
nych ¢ldnkd, které zasahuji do rdznych oblasti biotech-
nologii.

Koncem letos$niho roku uskuteénime nové volby do
Rady Biotechnologické spole¢nosti a proto Vds Zdddme
jiZz nyni o poddvdni ndvrhG na nové ¢&leny. Nasim
zdjmem je posilit v Radé regiondlni zastoupeni, které
by pokud mozno odpovidalo souc¢asnému krajskému
zfizeni. V soucasnosti nejsou nékteré kraje zastoupeny
a tim aktivita Biotechnologické spolecnosti v téchto
oblastech je nulovd. S touto nepfijemnou okolnosti se
ndm dosud nepodafilo vyporddat a proto Vds
urgentné 7dddme o pomoc.

Tésim se na dalsi spoluprdci s Vdmi a zejména na
Vase prispévky jak do Bioprospectu, tak i na webové
strdnky nasi spolec¢nosti.

Se srde¢nymi pozdravy

Vds Jan Kds



BIOTECH 2008 A 4. CESKO-SVYCARSKE SYMPOZIUM

Na tomto misté bychom vam radi pfinesli nékolik informa-
ci a postiehi z konference BioTech 2008, jejiz hlavnim
tématem bylo vyuziti kvasinek v biofarmaceutické oblasti.
Akce, kterad byla spojena s tradi¢nim 4. Cesko-3vycarskym
biotechnologickym sympoziem, se konala ve dnech 22. a 23.
kvétna na ptdé Zurich University of Applied Sciences ve Svy-
carském Wadenswilu.

Hlavnim tématem konference bylo vyuZiti kvasinek jako
hostitelskych systémt pro expresi terapeutickych protein,
enzymi pro syntézu nebo modifikaci lé¢iv ¢&i proteinG urce-
nych pro vyuziti v oblasti diagnostiky. Aktudlnost tématu
konference potvrdila vysoké uUcast reprezentantd renomova-
nych vyzkumnych pracovist ze 17 rdznych statd, a to jak
z Evropy, tak i USA nebo Afriky. Evropské biotechnologie byly
zastoupeny védci ze Svycarska, Ceské republiky, Belgie,
Némecka, Anglie a Rakouska. V ramci jednotlivych sekci bylo
prezentovano 17 pfednéasek zaméfenych na vysoceprodukéni
procesy exprese protein( a inZenyrské aspekty téchto proce-
sti, moznosti vyvoje novych kmend a genetické modifikace
kvasinkovych hostitelskych systémd, posttransla¢ni modifika-
ce farmaceutickych proteind zejména s pfihlédnutim k moz-
nostem glykosylace finalniho produktu.

V posterové sekci bylo prezentovéno 30 pfispévk, vyznam-
nym uspéchem d{eskych tcastnikd na této konferenci bylo
udéleni ceny za nejlepsi piispévek autorskému kolektivu
P. Kotrba, J. K&$ a T. Ruml z VSCHT Praha, ktery prezenotval
poster s nazvem Cell wall-anchored mannoprotein variants
engineered to enhance mettalosorption by Saccharomyces
cerevisiae.

V radmci jiz 4. roéniku Cesko-3vycarského sympozia zaméfe-
ného na oblast aplikovanych biotechnologii probéhla v pfed-
vecer konference akce Industry Get-Together, které se ztcast-
nily vyznamné biotechnologické podniky jako napfiklad
Lonza, Roche, Novartis nebo Bioengineering, déle piedstavi-
telé agentury Czech-Invest a zérover i firmy, které jsou drzite-
lem nejdulezitéjSich licenci a patentd v oblasti genetickych
manipulaci kvasinek jako jsou firmy Invitrogen nebo RCI.
V ramci této sekce bylo pfedneseno 7 firemnich prezentaci
zaméfenych zejména na perspektivy uplatnéni aplikovanych
biotechnologici ve Svycarsku, Francii, Ceské republice
a Rakousku.

Slavnostniho galavecera se vedle védcl a piestaviteld bio-
technologickych spole¢nosti zicastnili i politicti predstavitelé
obou pofadajicich zemi. Veerni program oteviel prezident
Akademie v&d Ceské republiky profesor Vaclav Paces pred-
naskou zamérenou na aplikaci vyzkumného programu zaby-
vajiciho se porovnanim lidského a opi¢iho genomu. Nasledo-
vala pfednaska nového velvyslance Ceské republiky ve Svy-
carsku, pana Borise Lazara a v zavéru Gcastniky konference
pozdravil starosta mésta pan Ernst Stocker.

Sbornik abstrakt pfednaskové i posterové sekce je k dis-
pozici v elektronické podobé na adrese http://www.bio-
tech2008.ch/userfiles/File/081304_A4_BIOPHARMACEUTIC
ALS_80s.pdf.

Na zévér si vas dovolujeme pozvat na 5. Cesko-3vycarské
symposium, které se bude konat zase za 3 roky, tedy v kvét-
nu 2011 v Ceské republice.

Leona Paulovd, VSCHT Praha

Tiskovd zprdva JIC:

PRUMYSLOVE BIOTECHNOLOGIE MOHOU VYRAZNE PRISPET K BUDOUCIMU
EKONOMICKEMU RUSTU CESKE EKONOMIKY

Ve dnech 15. a 16. kvétna 2008 se v Brné sesli u kula-
tého stolu experti na primyslové biotechnologie z minis-
terstev, grantovych agentur, firem a akademickych praco-
vist Evropské unie a Ceské republiky. Hlavnim tématem
pracovniho setkani bylo projednani moinosti riistu
a posileni pozice Ceské republiky jako diilefitého hraée
na poli priimyslovych biotechnologii, zhodnoceni soucas-
ného stavu i jejich dalSiho vyuZiti a pfiprava dokumentu
jako zakladniho materialu pro Gcely podpory biotechnolo-
gického vyzkumu, vyvoje a priimyslu Ceské republiky.

Prmyslové biotechnologie patii mezi vzristajici odvétvi se
zna¢nym potencialem zaméstnanosti. Primyslova vyroba je
pii pouZiti biotechnologickych postuptl Setrna k pfirodnimu
prostiedi. Mohou tak vyrazné pomoci k napliiovéni Kjotského
protokolu o snizovani emisi oxidu ubhli¢itého i udrieni
a posilovani konkurenceschopnosti v trzni ekonomice.
Setkani potvrdilo, Zze Ceské republika disponuje odbornymi
kapacitami jak z ekonomické, tak védecké sféry, a mize
vyrazné pfispét k rozvoji téchto technologii v ramci EU.

Pozndmka:

Jednani se konalo na Zadost Evropské komise s osobni
Ucasti jejich zéstupcl, Evropské asociace biotechnologickych
firem EuropaBio a Nérodni technologické platformy pro
udrzitelnou chemii SusChem. Mezi ucastniky patfily tak
vyznamné osobnosti jako generdlni feditel EuropaBio
Dr. Johan Vanhemelrijck, projektova koordinédtorka EuropaBio
Camille Burel ¢i zastupkyné Evropské komise Dr. Monika
Sormann.

Ceskou republiku reprezentovali lidé z vyzkumnych Gstava
univerzit a Akademie véd, ministerstev, biotechnologickych
firem a podpurnych organizaci.

LSetkéni pfispélo k lepsi informovanosti Evropské komise
o situaci vyuZiti primyslovych biotechnologii v Ceské repub-
lice a zmapovani moznosti dal$i podpory rozvoje uzpuso-
bené ceskym specifikim a podminkdm. Vysledny materidl
z dvoudenniho jednani bude podstoupen ministerstviim
a autoritdim v Ceské republice i Bruselu,” konstatoval
Michal Kostka, zastupce feditele Jihomoravského inova¢niho
centra.

Pramyslové biotechnologie: Pramyslové neboli bilé biotechnologie vyuZivaji zivé organismy nebo jejich komponenty
v primyslovém odvétvi véetné vyroby obnovitelné energie a biomateridlt jako jsou bioplasmy nebo biochemikdlie.
EuropaBio: Posldnim EuropaBio (Evropskd asociace pro biotechnologie) je podporovat evropské inovativni a dynamické firmy
zaloZené na biotechnologickém zdkladu. EuropaBio sdruZuje 87 korpordtnich a 8 pridruZzenych ¢lend pisobicich po celém svété,
6 bioregion( a 25 ndrodnich biotechnologickych asociaci reprezentujicich pfiblizné 1800 malych a stiednich podnikd.




ODBORNE PRISPEVKY

VYUZITIE AFM MIKROSKOPIE NA STUDIUM BIOLOGICKYCH

SYSTEMOV

Tibor Fiizik, Kristina Havranova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Uvod

AFM (Atomic Force Microscope), bol prvykrat popisa-
ny Binningom et al. v roku 1986' a v pociatkoch bol
pouzivany najmd na charakterizaciu povrchu materia-
lov. Dal3im rozvojom novych zobrazovacich technik ako
je napr. poklepovy rezim sa podstatne rozsirili moznos-
ti vyuzitia AFM na stadium makkych materialov a biolo-
gickych molekul ¢i Struktur. V sicasnosti nie je problém
zobrazit biologické materidly, napriklad bunky a mikro-
organizmy, ¢i molekuly biologického povodu, ako su
protilatky, DNA, alebo 2D krystaly proteinov.

Vlyhodou AFM je Ze poskytuje 3D obraz s vertikalnym
rozliSenim az 0,5 nm? a na rozdiel od elektrénovej mik-
roskopie dokéaze zobrazovat povrch aj v kvapalnom
prostredi a tym umoznuje Stddium nativneho biologic-
kého materialu v pufrovanom systéme definovanej
kvality, bez nutnosti vysudenia vzorku alebo jeho
zamrazenia ako je tomu v pripade kryo-elektronovej
mikroskopie. Vzorky ¢asto nevyzaduju fixaciu, ¢im sa
zachovava ich prirodzena Strukttra a tvar. Rozsah mera-
nia pomocou AFM je Siroky. Od biologickych molekul,
ktorych vyska nepresahuje 10 nm (hribka vlakna
dsDNA je okolo 2 nm), cez virusy (desiatky az stovky
nm), mikroorganizmy (az mikrometre) a eukaryotické
organizmy (hrubky niekolko mikrometrov). Najvac¢sou
vyzvou pri zobrazovani vsak nadalej zostdva spdosob
imobilizacie, aby nedoslo k posuvaniu vzorky hrotom
pocas scanovania.

Princip AFM

Mikroskopia atomarnych sil (AFM), je zaloZena
na scanovani povrchu velmi jemnym hrotom, pricom
polohovanie hrotu je riadené nanometrovou presnos-
tou pomocou piezoelektrického polohovacieho zaria-
denia (scanner) v troch rozmeroch (x, y, z). Hrot je
umiestneny na konci trojuholnikového alebo obdlZni-
kového zavesu s definovanou konstantou pruznosti,
ktora je jednak danéa dlZkou zévesu a jednak jeho hrab-
kou. Hrot je z kremika alebo nitridu kremika, a jeho
polomer zakrivenia je ¢asto men3i ako 10 nm. Ostré
hroty st pouzivané hlavne na zobrazovanie makromo-
lekul ako DNA alebo monovrstvy proteinov, kym hroty
s vac¢sim zakrivenim a mensou ostrostou su vhodné
na zobrazovanie buniek, ktoré by prili$ ostrim hrotom
mohli byt poskodené. Zadné strana zavesu hrotu je
pokrytd zlatou vrstvickou, od ktorej sa odraza laser,
do fotodetektora (Obr. 1).

V dotykovom rezime' predstavuje vychylenie obrazu
laseru na fotodetektore mieru ohnutia zavesu, sposo-
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benu interakciou hrotu s povrchom vzorky. Najcastejsie
sa na zaciatku merania zvoli ur¢itd miera ohnutia (&im
je systémom spétnej vdzby udrziavana pomocou nasta-
vovania polohy hrotu nad vzorkom na konstantnej
urovni. Tym sa zachovava konstantnd sila pdsobiaca
na vzorku, nezavisle od drsnosti jeho povrchu vo verti-
kalnom smere.

fotodetektor
laser
zaves
hrot
vzorka
L
4
Xy
scanner

Obr. 1. Princip AFM.

Nevyhodou dotykového rezimu je vysokd miera striz-
ne;j sily, ktorou hrot posobi na vzorku. Této sila je mini-
malizovana v takzvanom poklepovom rezime?, kde je
zédves drziaci hrot rozochvievany piezorezondtorom
na definovanej frekvencii (najcastejSie rezonancnej
frekvencii zavesu). Amplituda vibracie zdvesu je moni-
torovand znova odrazom laseru na fotodetektore.
Pri interakcii hrotu so vzorkou dochéddza k poklesu
amplitudy rezonancie a systém spéatnej vdzby nastavu-
je polohu hrotu vo vertikdlnom smere tak, aby zostala
zachovana amplituda na uréenej trovni. Cim je ampli-
tuda rezonancie nizSia, tym vdac¢Sou silou pdsobi hrot
na vzorku. Miera poklesu, amplittdy, rychlosti scanova-
nia a miera odozvy spatnej vdzby sa voli tak, aby
sa dosiahla pozadovand uroven kvality obrazu a ¢o
najmensie poskodenie vzorky hrotom.

Okrem kontaktného a poklepového reZzimu sa pouzi-
vaju aj iné rezimy, ako je zdznam fazového posunu
oscilacie zévesu, zdznam amplitidy rezonan¢nej frek-
vencie, alebo jeho dalSich harmonickych frekvencii.
Tieto rezimy sa pouzivaju na zaznam vlastnosti ako je
elasticita, alebo iné materialové vlastnosti povrchu.



Zobrazovanie povrchu buniek, mikroorganizmov
a virusov

Zobrazovanie adherentnych bunkovych linii v ich
prirodzenom prostredi je moziné ako v kontaktnom,
tak v poklepovom rezime*. Kym v kontaktnom rezime
dochédza k silnejSiemu pdsobeniu hrotu na membré-
nu, v ¢oho désledku dochadza az k vizualizécii cytoske-
letu pod nim>, v poklepovom rezime sa membrana
jemne otukdva a cytoskelet zostava neviditelny. Pomo-
cou zaznamenavania fazového posunu sa daju zobrazit
rozdiely v elastickosti na membrane, pricom bunka je
nadalej zivd a nedochéddza k jej poruseniu. Suspenzné
bunkové linie sa najcastejSie prichytdvaju na sklo
pomocou poly-L-lyzinu.

U mikroorganizmov zostdva najzloZitej$im krokom
pevné prichytenie k povrchu, aby sa pocas zobrazova-
nia neposuvali hrotom, aj ked po Gispesnom prichyteni
poskytuje AFM Struktiru povrchu bunkovej steny aka
sa pomocou elektronového mikroskopu zobrazit
nedéd®.

AFM je jedna z mala metdd, ktord dokaze vizualizo-
vat kapsidy virionov, kedze tieto maji rozmer maximal-
ne pér stoviek nanometrov. NajcastejSie sa viriony
prichytavaju na povrch o3etreny poly-L-lyzinom, lipidic-
kou dvojvrstvou alebo na sludu upravent dvojmocny-
mi kationmi. AFM sa UspesSne pouZil na zobrazenie
povrchovej struktury viacerych virusov’. Metéda umoz-
fuje zobrazovanie v pufrovanom systéme, vo viacerych
pripadoch bez nutnej fixdcie, najastejSie v poklepo-
vom rezime, aby sa minimalizovali strizné sily.

Biologické makromolekuly

Kedze biologické molekuly maju rozmery v radoch
nanometrov, je potrebné pouzit ¢o najhladsiu plochu
na ktoru sa daju prichytit. Va¢sinou sa pouziva povrch
sludy alebo vysoko orientovaného pyrolytického grafi-
tu, ktory po Stiepeni poskytuje atomarne hladky povrch
na ploche niekolkych mikrometrov. Vyzvou zostéva
upravit tieto plochy tak, aby sa na ne ¢o najlepsie pri-
chytili molekuly. Nevyhodou grafitu je ze poskytuje
hydrofébny povrch, ktory sa musi hydrofilizovat. Sluda
poskytuje hladky a hydrofilny povrch, ktory sa da
nasledne modifikovat ré6znymi spésobmi, v zavislosti
od prichytédvanej molekuly®.

DNA bola medzi prvymi molekulami zobrazenymi
pomocou AFM. KedZe povrch sludy je zdporne nabity,
rovnako ako DNA, najjednoduchsou upravou povrchu
je pridanie dvojmocnych katiénov do pufru v milimo-
larnych koncentraciach. Tymto sp6sobom sa DNA da
zobrazit ¢i uz vysuSend alebo v kvapalnom prostredi®
(Obr. 2).

Medzi najcastejSie zobrazované proteiny patria hlav-
ne izolované membranové proteiny. Problémom zosta-
va prichytenie k povrchu, kedZe pre kazdy protein treba
pouzit vhodny pufor a najvhodnejsie je ak proteiny
tvoria 2D krystaly, rovhomerne prichytené na povrch
sludy'®.

Dalsou ¢asto vyuZivanou metddou je zobrazovanie
DNA proteinovej interakcie. Proteiny sa na DNA javia
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ako kruhovité utvary, jasne odlisitelné vySkou. Okrem
pravdepodobného miesta naviazania, uréeného mera-
nim polohy proteinu na vlakne pri Specifickom viazani
je mozné merat aj uhol ohnutia vlakna''. DNA protei-
nové interakcie sa daju merat in-situ pridanim proteinu
do roztoku, aj ked ovela castejSie sa zmes pripravi
dopredu a po imobilizacii sa prepardt vysusi, kedze
v tomto pripade maji molekuly omnoho nizsiu mobili-
tu na povrchu.

Obr. 2. Plazmidy na slude zobrazené pomocou AFM.

Meranie silovych interakcii

Okrem zobrazovacich moznosti je AFM mozné vyuzit
na meranie silovych interakcii medzi dvoma molekula-
mi, pricom jedna z nich je pevne naviazana na hrot
a druha na podlozku'. Hrotom sa priblizi k podlozke,
az kym nedojde ku kontaktu, a nasledne sa pomaly
oddaluje. Ak molekuly medzi sebou interaguju, hrot
zostava do urcitétho momentu ,prilepeny” k podlozke,
¢o sposobuje ohnutie zévesu. Po urc¢itom vzdialeni uz
intermolekularne interakcie nestacia na udrzanie hrotu
a zaves hrotu sa ndhle narovna. Opakovanim meranim,
zmeranim konstanty pruznosti zdvesu a zmeranim
nespecifickych interakcii na nefunkcionalizovanej pod-
lozke sa da vypocitat sila interakcie medzi dvoma
molekulami.

Zaver

AFM mikroskopia sa stdva Coraz CastejSie vyuZivanou
metdédou pouzivanou pri zobrazovani biologickych
materidlov. Tym Ze pontka moznost zobrazovat
v kvapalnom prostredi s nanometrovou presnostou
v mnohych oblastiach konkuruje elektronovej mikro-
skopii. Meranie monomolekularnych silovych interakcii
pomocou AFM otvorilo nové moznosti, kvantifikovania
a porovnavania interakcii medzi dvoma molekulami.
Aj ked v poslednych rokoch doslo k vyraznému zvyse-
niu poctu postupov na pripravu vzoriek pre AFM, nada-
lej zostdva vyzvou vyvinit nové postupy imobilizacie
vzoriek.
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FYTOESTROGENY A DALSI ZDRAVi PROSPESNE LATKY V SOIJI

Anette Tizolova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Fytoestrogeny jsou latky pfirozené se vyskytujici
v rostlinach s estrogenni nebo antiestrogenni aktivitou.
Jsou strukturné podobné estradiolu, av3ak jejich Gcin-
nost je mnohonasobné nizsi. Zéakladni struktura je
nezbytna pro plsobeni fytoestrogend. Mezi prvky této
struktury patfi isoflavonovy kruh, ktery na receptoru
napodobuje estrogen. Spole¢na je také nizkd moleku-
lovéd hmotnost a hydroxylacni vzor. V rostlinéch jsou pfi-
tomny jako soucést obranného systému, zejména proti
houbdm. Vliv fytoestrogent byl pozorovan poprvé
v roce 1940 u pasoucich se ovci. Tyto ve velkém mnoz-
stvi spasaly cerveny jetel, ktery je na fytoestrogeny
mimofadné bohaty. U ovci se ucinek patologicky
projevil na plodnosti, ale brzy se pfislo na to, zZe fyto-
estrogeny se lisi v Gi¢inku na monogastrické organismy.
Vyskytuji se v mnoha potravinach vyuzivanych lidstvem,
napf. ve fazolich, kapusté, Spenatu, obilnindch a chme-
lu a zejména soji. Existuje spekulace, Ze pfijem potra-
vin s vysokou hladinou fytoestrogend muize zpUsobit
hormonalni nerovnovéhu. Ale zatim se nepodafilo pro
toto tvrzeni najit védecké opodstatnéni. Konzumace
téchto potravin neni rizikova ani z hlediska bioakumu-
lace, ke které v pripadé fytoestrogenli nedochazi'.

Zéakladnimi skupinami fytoestrogen( jsou isoflavony,
kumestany, lignany a stilbeny. Tyto ldtky mohou mit
pozitivni i negativni Gc¢inky na fadu onemocnéni spja-
tych s hormonalnim pdsobenim. Laboratorni pokusy
na hlodavcich prokazaly, ze vysoké davky fytoestro-
gend béhem prenatélniho vyvoje mély neblahé ucinky
na spravny vyvoj mozku a reprodukénich organd.
Podle epidemiologickych studii se pfitomnost fytoest-
rogend ve stravé dospélych lidi projevuje spiSe pfizni-
vé, a to ochranou pied nékterymi chronickymi stavy
a nemocemi, jako jsou napf. rakovina prostaty, tlustého
stfeva, konecniku, Zaludku a plic. Stejny efekt mdze
zplsobit vysoky pfijem vlakniny, lusténin, zeleniny
a ovoce. Doposud nebylo mozné ur¢it, které konkrétni
latky v potravé jsou zodpovédné za tento pozitivni vliv
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na lidsky organismus. U Zen mze strava se zvySenym
obsahem fytoestrogend mit vliv na sniZeny vyskyt
rakoviny prsu a na zmirnéni pfiznakli menopausy
a post-menopausniho syndromu, zejména osteoporo-
zy, kde maji fytoestrogeny podobné tcinky jako prepa-
raty na udrzovani hustoty kosti. Séja se také podili
na snizovani rizika vzniku kardiovaskularnich chorob
a aterosklerozy, a to svym kladnym vlivem na udrzova-
ni hladiny krevnich lipidd. Nicméné, stale neexistuje
dostatek dlkazd, které by viechny tyto kladné vlivy
piifadily vyhradné fytoestrogeniim. Mnoho dalsich
slouc¢enin obsaZenych v so¢ji je biologicky aktivnich
a pravé ony mohou byt zodpovédné za tyto projevy
pravidelného pfijmu séji. Mnoho z téchto latek
a zejména fytoestrogeny mohou interferovat s metabo-
lismem steroidd a mohou inhibovat enzymy klicové
pro déleni buriky, jako jsou tyrosinkinasa a topoisome-
rasa a mohou tak chrénit buriku pfed patologickym
délenim?3,

Jind studie prokézala vliv fytoestrogen(, genisteinu
a daidzeinu, na snizovani plasmatického cholesterolu
u lidi i pokusnych zvifat. Mechanismus jejich plsobeni
je ale rovnéz neznamy. Tato studie se snazila dokazat
vliv obou fytoestrogen(i na metabolismus cholesterolu
u hepatocytd. Byl pozorovén vyrazny vliv na metabolis-
mus mastnych kyselin, zejména nékteré enzymy.
Vyrazné byla snizena sekrece apolipoproteinu, konkrét-
né apoB* Apolipoprotein B je hlavni soucasti ,low-
density” lipoproteint (LDL, znamé také jako ,Spatny
cholesterol), které jsou zodpovédné za pienos choles-
terolu do tkéni. ApoB hraje hlavni roli na buné¢ném
receptoru pro LDL, a i kdyz neni jeho uloha v LDL
pfesné objasnéna, je znamo, Ze je zcela esencialni
pro usporadani LDL castic®.

Na téma snizovani LDL cholesterolu byl proveden
velmi zajimavy pokus. 143 dobrovolnikd bylo rozdéle-
no do dvou skupin, jedné byl podévan jogurt se séjo-
vymi proteiny a standardizovanym obsahem isoflavo-



nd, druhd skupina dostavala placebo. Vysledkem byl
vyrazny pokles LDL cholesterolu ve skupiné, kterd
dostavala sojovy jogurt oproti skupiné konzumujici
placebo. Zadny vliv se neprojevil na snizeni HDL cho-
lesterolu, triacylglycerold a homocysteinu®.

Rovnéz byl sledovan vliv s6ji na leukocyty, konkrétné
neutrofily. Pfedpoklada se, Ze se podileji na zvySeném
riziku vzniku kardiovaskulérnich chorob. In vitro byla
sledovana produkce superoxidového aniontu a elasta-
sy. Vznikaly agregaty neutrofili, pozorované pod mikro-
skopem. Genistein a daidzein a také equol vyrazné sni-
Zovaly svym pUsobenim produkci superoxidového ani-
ontu a snizovaly vznik homotypickych agregatd neutro-
fild, uvolfiovéni elastasy branil zejména genistein.
Z pokust vyplyvd, Ze kardioprotektivni uGcinky soji
mohou byt pravé ddsledkem vlivu fytoestrogend
na mechanismus plsobeni neutrofilnich leukocytd.
Cela studie byla zaloZzena na pozorovani asijskych zemi,
kde dochazi k vysoké konzumaci potravin obsahujicich
soju a je vyznamné snizena incidence kardiovaskular-
nich chorob’.

Dalsim ze sledovanych vlivi fytoestrogentim byl
snizeny vyskyt karcinomu prostaty u asijskych muzd.
Stejny snizeny vyskyt byl rovnéZ prokdzan u muzd
dodrzujicich vegetarianskou skladbu jidelni¢ku. Spole¢-
nym znakem asijskych muzd a muzi vegetariand byla
strava obsahujici malo tuk a hodné vlakniny. Takova
zdrava skladba stravy m(ze sama o sobé vést ke snize-
ni vyskytu nejrGznéjSich chorob, takie pfimé pficina
niz8iho vyskytu karcinomu prostaty neni zcela jasna>.

Jinou rakovinou, kterd je spjata s plisobenim hormo-
nd, je rakovina prsu. Vyzkum metabolismu isoflavont
genisteinu a daidzeinu prokdzal, Ze jejich metabolicky
derivat isoflavan equol je velmi silnym estrogenem
a antioxidantem. Tato pfeména je zévisla na vhodné
mikrofléfe subjektu, proto se neobjevuje u vsech zkou-
manych objektd®.

Dalsi epidemiologicky vyznamnou chorobou je dia-
betes spojeny s obezitou. Studie prokézaly, ze pfijem
sOji a Inéného seminka pfiznivé ovlivnil kontrolu hladi-
ny glukosy a inzulinovou rezistenci. Na zvifecich mode-
lech obezity se po konzumaci projevilo snizeni hladiny
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insulinu. U lidskych modelovych objektl, které mély
nebo nemély diabetes, se projevil pfijem séji zmirné-
nim hyperglykémie a redukci télesné hmotnosti, hyper-
lipidémie a hyperinsulinémie®.

V moderni spole¢nosti je stéle vice rozsiteno chronic-
ké selhani ledvin, jen ve Velké Britanii postihuje
5 — 10 % obyvatelstva. Nemoc mé pét stadii, od prvot-
nich mirnych pfiznakd pies vyvoj abnormalit s postup-
né se snizujicim podilem filtratu z nefront az k akutni-
mu selhéni ledvin v patém stadiu. Lécbou je dialyza
nebo transplantace ledvin'™. Nékolik nezavislych studii
prokazalo, Ze prenatdlni dieta zahrnujici pfijem séjové-
ho proteinu ve srovnani s kaseinovou dietou vedla
ke zmirnéni vyvoje ledvinového selhani v postnatalni
fazi zivota. Jmenovité vedla k redukci zanétu, oxidativ-
niho poskozeni ledvin a buné¢ného déleni. Piijem
sojovych proteind po ukonceni kojeni vedlo ke snizeni
infiltrace makrofagl az o 48 %. Nicméné nebyl pozoro-
van tak blahodérny ucinek, pokud tato séjové dieta
byla zapocata az po ukon¢eni kojeni na rozdil od zapo-
Ceti jiz v prenatdlni fazi. Toto pozorovani naznacuje,
ze velmi zélezi na vyvojovém stéddiu, ve kterém je zapo-
¢ata intervence pomoci sojové diety. Tykalo se to
zejména snizeni proteinurie. Za vyzdvihnuti stoji fakt,
ze i kratkodobd terapie ve vhodny okamzik vyvoje
muze mit dlouhodobé pfiznivé ucinky'.

Zavérem je nutno shrnout, ze vSechny uvedené
poznatky o blahodarnych ucincich sgji, jsou zalozené
na objektivnim pozorovéni asijskych populaci, které
cela stoleti maji t¢éméf neménné slozeni stravy a vyvije-
ly se velmi izolované. Rozdil v ¢etnosti vyskytu jednot-
livych onemocnéni je nasnadé piicitat pravé oném
vyznamnym rozdilim ve stravé, které je mozno tak
snadno vypozorovat, zejména jiz mnohokrat vyse cito-
vanym fytoestrogenim. Nesmime ov3em zapominat
ani na vyznamny obsah bilkovin, nizky obsah tukd
a vysoky podil vlakniny. Séja je jedinym plnohodnot-
nym zdrojem bilkovin z rostlinné fiSe a sloZeni tuka je
velmi dieteticky vhodné. Bude zapotiebi jesté mnoho
dal3ich studii na zvifecich i lidskych modelech a nespo-
et analyz a dikaz( potfebnych k identifikaci jednotli-
vych latek a popsani jejich biologické aktivity.
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IMUNOGENITA PROTEINU URCENYCH PRO TERAPEUTICKE

Alena Bilahorkova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Uvod

Kvalita, ucinnost a spolehlivost Iékd jsou klicové
prvky, které je nutno béhem Zivotniho cyklu terapeuti-
ka sledovat a monitorovat. Vyvoj léku ma ctyii faze.
V prvni je tfeba presvédcit se o ucinku latky jako tera-
peutika, v druhé se zjistuje optimalni davkovani léku
a po treti fazi, testujici uc¢innost léku u nemocnych pa-
cientl, je mozné latku zaregistrovat a vyrobce muize
zacit latku vyrdbét primyslové. Nicméné v tuto chvili
testovani nekondi, 1ék se tak dostava do ¢tvrté faze tes-
tovéni, které se také fika farmakovigilan¢ni studie.
Ziskaji se tak data, kterd nebyla béhem predchozich fazi
zjisténa a ktera mohou byt tak zdvaina, ze se lék musi
prestat vyrabét. Mezi takto stahnuta léciva patfil napfi-
klad Accutane (akné), FenPhen (diety), Baycol (anti-
cholesterol), Vioxx (cox Il inhibitor). Akumulovana
post-marketingovd data pravé registrovnych farmak
odhaluji mnozstvi a variabilitu imunitnich odpovédi
a jejich klinicky disledek.

Insulin jako prvni pfipad

O imunogenité se poprvé zacalo hovofit po uvedeni
terapeutickych Zivocisnych proteind, jako byly vepiovy
a hovézi insulin, pouzivané pfi Iécbé diabetu. Ackoliv se
v soucasné dobé pomoci rekombinantnich technik
vyrabi lidsky insulin, ur¢itd imunogenni odpovéd se
stdle objevuje. Poprvé se pfitomnost protilatek v séru
diabetickych pacient(l prokézala v roce 1956. Soucasné
se zacalo ukazovat, Ze pfi imunitni reakci organismu
nezavisi pouze na organismu, z néhoz insulin pochézi,
ale i na formé, v jaké se lék podava. S rozvojem purifi-
kacnich technik, pfedevsim gelové a ionexové chroma-
tografie, se odstranilo mnoho necistot, a tak bylo
mozno porovnavat rizné formy mezi sebou. Pomoci
téchto technik bylo prokazéno, ze vepfovy insulin je
méné imunogenni nez hovézi. a také Ze velice zavisi
na vybéru purifika¢niho procesu, nebot i tam, kde se
latka po detekci v polyakrylamidovém gelu tvéfi jako
homogenni protein, mdze byt pfitomno i malé mnoz-
stvi nedetekovatelnych necistot, které ale v organismu
mohou hrat velkou roli.

Potencialni zdroje imunogenity

Existuje mnoho faktort ovliviiujicich imunitni odpo-
véd organismu. Mohou byt rozdéleny na dvé velké sku-
piny, faktory lécby a faktory vyroby. V prvni ¢ésti se
zaméfime na faktory lécby.

Pokud podavéme terapeutikum pacientovi s naruse-
nou imunitou napfiklad nasledkem rakoviny, urcité se
s velkou pravdépodobnosti setkdme s nizsi produkci
protilatek nez u osoby, ktera ma imunitni systém akti-
vovany infekci. VétSina proteind je ale podavana oso-
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bam s normalni imunitni toleranci, nicméné tu ovliviiu-
je nejen charakter a plivod choroby, kterou pacient lédi,
ale i jeho genetickd vybava. Pro objasnéni téchto inter-
akci je casto uvadén pfiiklad hemofilie typu A. U &asti
pacientll se vyskytuje delece nebo non-sense mutace
v genu pro faktor VIII a u téch se potom vyskytuje vétsi
imunitni odpovéd na podani terapeutického faktoru
VIII, ktery je organismem rozpoznan jako cizi, nez
u pacientl, kde dochazi pouze ke snizené produkci
tohoto faktoru. Imunogenita mize byt také ovlivnéna
chronickymi nemocemi ovliviiujicimi distribuci protei-
nid v organismu, jako je pfiklad syndromu chronického
selhani ledvin nebo jater, nebo léky stimulujicimi nebo
potlacujicimi imunitni systém.

Mezi dalsi faktory lécby, které vyznamné ovliviiuji
imunitni odpovéd, patfi zplsob a ¢asovy rezim poda-
vani biofarmaka do organismu, a také délka lécby.
Subkuténni a intramuskuldrni cesta podani vyvolava
vétsi imunitni odpovéd' nez intravenosni a oralni apli-
kace nebo aplikace ve formé aerosolu. Nebezpeci také
stoupa s vyssi frekvenci davkovéni a s prodluzujici se
délkou lécby.

Mezi zdroje imunogenity v zévislosti na vyrobnich
faktorech patfi v prvni fadé plvod proteinu. Biofarma-
ka mikrobialniho, rostlinného nebo Zivoc¢isného plvo-
du, jako je napfiklad bakteridlni streptokinasa nebo
lososi kalcitonin, jsou pro lidsky organismum cizi pro-
teiny, které aktivuji imunitni odpovéd podobné jako
pii vakcinaci, kdy se v organismu objevi novy antigenni
epitop a je na néj potieba reagovat. Nicméné vétsina
bilkovinnych terapeutik jsou homology lidskych protei-
nd a u téch je hlavnim faktorem imunogenity vyrobni
proces. Béhem tohoto prochazi kazdy produkt rdiznymi
kroky a kazdy z nich pfispivé ke kone¢né charakteristi-
ce biofarmaka. Tudiz kontaminace vznikla v pribéhu
téchto procest, vyluhovani nékterych latek, nebo jen
nevhodné skladovani a manipulace, mohou pfispivat
k znecisténi produktu a tyto necistoty mohou imunitni
systém stimulovat.

Mnoho pfic¢in nestability souvisi se zménou trojroz-
mérné struktury proteinu, rdiznymi agregacemi, deami-
dacemi a oxidacemi, coZ jsou nejastéjsi cesty jeho
odbouravani. Takovymito degradacemi vznikaji nové
antigenni epitopy, které se nevyskytovaly v ptvodni
molekule, a tim mdze vznikat potencial pro vzrlst imu-
nogenity, ackoli biologicka aktivita nebo polocas Zivota
molekuly muize zlistat nezménén. Agregace proteind
typicky zahrnuje interakci denaturovanych proteino-
vych molekul s prostfedim rozpoustédla, zavisi na tep-
loté, na povrchovych vlastnostech. Jednim z pfikladq,
kdy se neimunogenni terapeutikum stalo imunogen-
nim, je interferon alfa-2a. Zakladem masti se stal lidsky



sérovy albumin a pouzité stabiliza¢ni ¢inidlo zplsobilo
agregaci proteind a narlst imunogenity finalniho
produktu, ackoliv v jinych pfipadech se béiné pouziva
bez nepfiznivého vlivu.

K oxidaci dochazi jak v roztoku, tak béhém suseni.
Nésledkem byva casto snizend biologicka aktivita tera-
peutika a imunogenita doprovazena konformacni zmé-
nou proteinu. Oxidace mize byt zplsobena kontami-
naci oxidanty nebo expozici svétlem béhem sklado-
vani. Nejvice citlivé aminokyseliny jsou methionin,
cystein, histidin, tryptofan a tyrosin. K deamidaci
béhem vyroby také dochazi, nicméné dosud neni
mnoho znamo a jejim vlivu na imunogenitu.

DalS$im potencidlnim zdrojem imunogenity jsou
glykosylace, pasterizace a neadekvatni skladovani
a zachazeni s produktem. Zmény v glykosylaci mohou
zplsobovat zménu v terciarni struktufe proteinu, ktera
je Casto nedetekovatelna fyzikalné-chemickymi meto-
dami, nicméné zplsobuje zménu v reakci organismu
na danou latku. Pasterizace podobné plisobi na zménu
tercidrni struktury a mdze ovliviiovat vznik potencidl-
nich epitopd. A kone¢né, nevhodné skladovani
a zachazeni s produktem, napfiklad vystaveni vysokym
teplotdm, mizZe vést k jednotlivym vySe uvedenym
pfipadiim, nejcastéji pravé k oxidaci a k agregaci
s naslednou zvy3enou imunogenitou.

Je potieba také rozlisit podukty podle pouziti a pou-
Zit vhodny materidl a tvar obalu. Napfiklad ampulka ma
jednodussi uzévér nez stiikacka a tim se nemusi vyrob-
ce tolik zabyvat jednotlivymi slozkami, jako napfiklad
lubrikanty, které by mohly zpUsobit denaturaci protei-
nu. Nicméné zatavené ampulky jsou zase vystaveny
vétsi pravdépodobnosti kontaminace béhem plnéni
a dalsi jejich nevyhodou je jednoduchost otevieni.
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Klinické nasledky imunogenity

Imunogenni efekt terapeutickych proteint se v prin-
cipu deteguje piitomnosti protilatek cirkulujicich v krvi.
Dopad na organismus se v podstaté lisi mezi jednotli-
vymi produkty. Nejcastéji nema produkce protilatek
velky klinicky vyznam a mozZe casto zvysit Ucinnost
chrénici slozky proti degradaci. Nicméné zvySena pro-
dukce protildtek moze zpUsobit snizenou ucinnost
terapeutika, popfipadé jeho efekt zcela potlacit. MGze
také dojit k neutralizaci proteinu bézné piitomného
v organismu, kde by klinické néasledky mohly byt vaz-
néjsi. Takovym piipadem byly napfiklad krevni desticky
po podavani faktoru pro diferenciaci a rdist megakaryo-
cyty, ktery vyvolal u pacientd dlouhodobou trombocy-
topenii. DalSim takovym piikladem je sniZena ucinnost
faktoru VIII u pacientli s diagnosou hemofilie nebo
interferonu alfa-2a pfi hepatitidé C. Mnoho takovych
produktl je spojovano s alergickou reakci a podobny-
mi celkovymi imunitnimi efekty, tiebaze tyto typicky
zahrnuji preparaci nedistot obsahujicich velké mnozstvi
ciziho proteinu. Nicméné takovéto pfipady se stédvaji
¢im dal tim vzécnéjsi diky vyvoji lepSich produkt.

Zavér

Vétsina biofarmaceutickych produktl ma imunogenni
potencial. Porucha imunitni tolerance pozorovana pfi
podani lidskych homologl proteinu maze byt zptsobe-
na nové piitomnymi epitopy, napiiklad micelami a agre-
gaty. Pfesna formulace produktu mé velky vyznam
ve spojeni se stabilizaci, protoZe, pokud je stabilizace
neadekvatni, protein mize pravé agregovat nebo dena-
turovat, a to muze zpUsobit vzriist imunogenniho poten-
cidlu. U vSech proteint je tak potieba zvazit, zda jejich
lécebna hodnota prevySuje potencial rizika.

6. Chamberlain, P.: The Regulatory Review 5, iss5,
2002.

7. Chamberlain, P.: The Regulatory Review 5, iss6,
2002.

8. Hermeling, S.: Pharmaceutical Research 21, No. 6,
897-903, 2004.

9. www.biopharminternational.com/biopharm/
article/articleDetail.jsp?id=174494 (6. 3. 2008)



MOZNOSTI ENZYMOVE UPRAVY HLADINY CHOLESTEROLU

V POTRAVINACH

Vojtéch Skop
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Uvod

Cholesterol je velice dilezity Zivocisny steroid, nacha-
zi se ve vech burikach a tkanich vSech Zivocichl vcet-
né ¢lovéka. Primérné lidské télo obsahuje celkem
150 g cholesterolu a syntetizuje 700 — 1500 mg choles-
terolu denné, aby byly nahrazeny ztraty zptsobené pie-
devsim vylu¢ovanim do stolice. Cholesterol ma v orga-
nismu mnoho dilezZitych funkci. V zaZivacim traktu
cholesterol pfeménény na Zlucové kyseliny umozriuje
traveni lipidG obsazenych v potravé. Je dilezitou sta-
vebni slozkou buné¢nych membran a obalovych vrstev
nervl. Cholesterol je také prekurzorem steroidnich hor-
mon( a vitaminu D.

V padesétych az osmdesétych letech dvacétého sto-
leti, kdy byl objeven jeho biologicky vyznam, byla zjis-
téna pozitivni korelace mezi vzristajici koncentraci
sérového cholesterolu a vzrlstajicim nebezpecdim
srdecné cévniho onemocnéni. Vyzkum na zvifatech
i lidech prokazal, Ze sérovy cholesterol vzriista se vzri-
stajicim pfijmem nasycenych mastnych kyselin a cho-
lesterolu. Tato hypotéza uvadi, Ze vysoky pfijem choles-
terolu a nasycenych mastnych kyselin, za nizkého pfij-
mu nenasycenych mastnych kyselin, zplsobi vzrist cel-
kového a LDL (low denzity lipoprotein) cholesterolu.
Coz ma za nasledek rozvoj atherosklerosy, srde¢né cév-

Tab. 1. Obsah cholesterolu v riznych potravindch

niho onemocnéni s moznym nésledkem smrti. To je
vyznamny, vefejné znamy zdravotnicky problém, proto-
Ze je to jedna z hlavnich pfi¢in smrti v sou¢asném
modernim svété. Vztah mezi vzrlstajicim celkovym
a LDL cholesterolem a nebezpec¢im srde¢nich poruch
byl vefejnosti Siroce pfijat a zacaly se vytvaret postupy,
jak koncentraci cholesterolu snizit. Hlavni strategii bylo
snizeni pfijmu cholesterolu v potravé, ackoliv bylo
jasné, ze cholesterol a krevni lipoproteiny nejsou jedi-
nymi odpovédnymi za kardiovaskularni choroby, a Ze
se na tomto problému podili fada dal3ich faktord, jako
je koufeni, stres, vysoky krevni tlak a nadvaha. Zacalo
se mluvit o vyznamu vyvazené stravy a s timto feSenim
byla seznamena i 3iroka vefejnost. Uroven, s jakou je
potieba cholesterol regulovat, se méni podle kon-
centrace. Lidem s celkovou koncentraci vysSi nez
5,2 mmol/l, vzrlistd nebezpedi a je tieba ho néjak fesit.
Je nutné vyrazné snizit pfijem v potravé a celkové zmé-
nit stravovaci névyky, ve vétsiné pfipadu je déle nezbyt-
nd medikamentni lécba.

Na zékladé téchto udajl jsou ¢im dal vice vyzadova-
ny potraviny s nizkym obsahem cholesterolu. Choleste-
rol je piirozenou soucasti vSech potravin, v rdznych
potravinach se ovSsem vyskytuje v rdizném mnozstvi
(tab. 1). Oproti rostlinnym steroldm je cholesterolu

Potravina Obsah tuku (g/100g) Obsah cholesterolu (mg/100g)
Kravské mléko 38 12,3
Smetana 31,7 109
Jogurt 3,8 12,2
Syr Camembert 22,3 62
Syr Emental 29,7 88
Vejce cela 14,4 396
Vajecny Zloutek 31,9 1260
Maslo 83,2 240
Sadlo 99,7 86
Teleci sval 0,8 70
Teleci jatra 4,1 360
Teleci ledviny 6,4 380
Hovézi sval 1,9 60
Vepfiovy sval 1,9 65
Vepiova jatra 57 340
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Tab. 2. Metody odstranéni cholesterolu z potravin

Metoda

Princip metody

a) fyzikélné — chemické

1 Extrakce nadkritickou kapalinou - CO,

2 Extrakce do oleje

3 Adsorpce cyklodextriny

4 Tvorba komplex( se saponinem
b) enzymatické

1 Oxidace cholesteroloxidasou

2 Redukce na koprostanol

3 VyuZiti fosfolipas s dal$im postupem odstranéni
¢) pomoci mikroorganism

1 Eubacterium coprostanoligens

2 Tetrahymena thermophilia

3

Rodococcus equi

v rostlindch obsazeno relativné malé mnoizstvi. Pfito-
men je zde v koncentracich 5 az 30 mg/kg. Jako oce-
kavany nasledek téchto pozadavk jsou vyvijeny meto-
dy, jak snizit mnozstvi cholesterolu v potravinach, ve
kterych je bézné pfitomen, aby lidé nemuseli razantné
meénit své stravovaci navyky. Tyto metody se daji rozdé-
lit na fyzikélné — chemické a biologické (tab. 2).
Vlyvstdva zde ale zasadni otazka, jestli pfijem potra-
vin se snizenym mnozstvim cholesterolu bude mit
vyznamny vliv na koncentraci cholesterolu v krvi
a omezi se tak nebezpeci srde¢nich chorob. U nékte-
rych béiné pouzivanych zvifecich modeld, napfiklad
u kralikd, je prokazan vliv vyssiho pfijmu na hypercho-
lesterolemii. Naproti tomu nékteré dalsi druhy, napfi-
klad potkani a hlavné lidé, reaguji na zvySeny piijem
cholesterolu daleko méné. Stievni absorpce choleste-
rolu zdaleka neni kompletni a zalezi na mnoha fakto-
rech véetné celkového mnozstvi pfijimaného choleste-
rolu. Pii celkovém pfijmu cholesterolu 200 — 300 mg/den
se absorbuje asi 60 %, po zvySeni pfijmu
na 800 mg/den se absorpce sniZi na 55 %. U vétsiny
lidi nérdst potravou pfijimaného cholesterolu nema
efekt na plasmové lipidy a ma jen maly vliv na krevni
cholesterol. Tento efekt je ovlivnén fadou dalSich fakto-
ri, jako je typ pfijimaného tuku, konkrétné pomér
nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin. Omeze-
ni pfijmu cholesterolu proto zdaleka neni nutné u Siro-
ké vefejnosti, ale pouze u osob s hypercholesterolemii
ovlivnitelnou pfijmem cholesterolu. Navic vlastni synté-
za cholesterolu lidskym organismem podléhd pfisné
regulaci a je pod zpétnou kontrolou. Pfi zvySeni pfijmu
cholesterolu potravou dojde k poklesu syntézy o 20 %.
U Siroké populace dojde, jako odpovéd na zvySeny pfi-
jem cholesterolu, k redukci jeho syntézy, k potlaceni
pfijmu, zvySenému odbourédvani a zvysenému ukladéni

30

do tkéni. Proto u vétsiny lidi nema mnozstvi pfijimané-
ho cholesterolu zéasadni vliv na koncentraci v krvi,
pouze asi 31 % testovanych lidi vykazovalo vyssi hyper-
cholesterolemii jako nésledek vysdiho pfijmu choleste-
rolu. Byla také vyslovena hypotéza, Ze snizovanim krev-
niho cholesterolu se nesnizi umrtnost a proto neni
vhodné jako prevence kardiovaskularni choroby. Kam-
pan za snizovani cholesterolu by tedy méla byt zastave-
na. Navic prevence vedouci k nizs$im koncentracim cho-
lesterolu vedou k narlistu imrtnosti z jinych divodud.
Bylo napfiklad prokazano, ze nizké koncentrace choles-
terolu jsou casto spojeny s depresivnimi stavy.

Hypercholesterolemie je jednim z mnoha rizikovych
faktor zpUsobujicich srde¢né cévni onemocnéni, neni
viak jejich pficinou. Poukazuje na celkovy stav, zmény
a poruchy v metabolismu. Vyznam samotného krevni-
ho a potravou pfijimaného cholesterolu neni tak velky,
jak mdzeme casto slySet. Omezit nebezpeci atheroskle-
rosy lze, spiSe nez odstranénim cholesterolu z potravy,
vyvazenou stravou s vyssim mnozstvim sacharid(,
esencialnich faktor(, vitamind a mastnych kyselin,
rozumnym mnozstvim stravy a celkovou fyzickou kon-
dici organismu. V posledni dobé se objevila vice kom-
plexni hypotéza, Ze hlavni pfi¢inou srde¢nich piihod je
oxidativni stres a volné radikaly. Ty zpdsobuji tvorbu
lipoperoxidli, oxycholesterolu a oxidaci lipoprotein.
Takto modifikované slouceniny oxidovaného choleste-
rolu jsou fagocytovany makrofagy, které se tim promé-
ni v pénové burky charakteristické pro rané stadium
atherosklerosy. Tuto teorii také podporuje snizeni rizika
atherosklerosy s pfijmem riznych antioxidantd jako je
vitamin E, C, B-karoten a dalsi.

Pravdépodobné se na rozvoji atherosklerosy podili
vdechny vySe zminéné faktory, kazdy urcitou mérou
a omezenim jednoho se jejimu vzniku nezabrani. Jak jiz



bylo feceno, je hlavné dilezitd vyvdzenost stravy
a aktivni Zivotni styl bez zlozvykd, jako je koufeni a piti
alkoholu.

Poutziti cholesterol-redukujicich bakterii

Anaerobni gram-pozitivni bakterie Eubacterium
coprostanoligenes obsahuje enzym cholesterolreduk-
tasu, ktery katalyzuje redukci cholesterolu na koprosta-
nol (obr. 1). Na rozdil od cholesterolu je koprostanol
v zaZivacim traktu absorbovéan velice slabé. Potraviny
oSetfené touto bakterii nebo pfimo cholesterol reduk-
tasou, budou mit nizsi nebo témér zadny obsah vstie-
batelného cholesterolu.

3B-OH, 5p-H— koprostanel
3B-OH, 5a-H— chelestanol

HO H 3a-OH, 5a-H— e pikoprostanol
R

3-keto, 58-H— koprostanone

o 3-keto, 5a-H— cholestanone

H

Obr. 1. Anarobni metabolismus cholesterolu.

Byl zkouman vliv E. coprostanoligenes pfidavané
do stravy nebo dodédvané pfimo do Zzaludku. Jako
modelovy organismus byli pouZiti bili novozélandsti
kralici. Jejich strava obsahovala vy33i mnozstvi choleste-
rolu, coz se pozdéji projevilo i vy$§im mnozstvim
cholesterolu v krvi.

Pii vyzkumu vlivu E. coprostanoligenes dodavané
do Zaludku byla poloviné téchto hypercholesrolemic-
kych kralikd podavéna suspenze E. coprostanoligenes
hadickou pfimo do Zaludku po dobu deseti dnd.
Druhé, kontrolni poloving, byla stejnym zplsobem
podavédna usmrcend kultura E. coprostanoligenes.
Jiz po téchto deseti dnech byl vidét zietelny rozdil mezi
obsahem cholesterolu v plasmé u téchto dvou skupin
(obr. 2).

Dalsi experiment byl zaloZen na vlivu pfitomnosti E.
coprostanoligenes v potravé. Krélici byli opét rozdéleni
do dvou skupin. Prvni skupiné bylo podavano mléko
s pridavkem jak cholesterolu, tak bakterie E. coprosta-
noligenes. Druhd skupina dostavala stejné mléko se
stejnym pfidavkem cholesterolu, ale kulturou bakterii,
ktera byla usmrcena varem. | zde byla koncentrace cho-
lesterolu v plasmé vyrazné nizsi u skupiny, které byla
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dodévana Ziva kultura. Konverze cholesterolu na kopro-
stanol, kterd byla méfena jako pomér téchto latek
ve stolici, byla u skupiny krmené Zivou bakterialni kul-
turou 1,7krat vyssi.

Zadné z pouzitych zvifat ani v jednom z téchto expe-
rimentd nevykazovalo znamky bakteridlni intoxikace,
nebyl rozdil mezi télesnou véhou mezi kontrolnimi
a bakterii krmenymi kréliky. Nedoslo ke zménam
aktivit jaternich enzym( a koncentrace hlavnich meta-
bolitd v krvi, kromé cholesterolu, nebyly ovlivnény.

Hypocholesterolemicky efekt E. coprostanoligenes
pokracoval i poté, co jiz nebyla do stravy pfidavéna.
Toto trvalé plsobeni Ize pravdépodobné vysvétlit kolo-
nizaci traviciho traktu. Pfitomnost dalSich, pivodnich
cholesterol redukujicich bakterii, nemad na zmény
cholesterolu v krvi takovy vliv, protoZze se vyskytuji
ve slepém a tlustém stievé a k absorpci cholesterolu
dochézi v tenkém stievé.
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Obr. 2. Koncentrace cholesterolu v krevni plasmé pokusnych
krdlikii béhem experimentu. Experimentdlni skupina je znd-
zornéna (1) a kontrolni (). Jsou zde vyznacena obdobi pri-
Jjimdni riznych koncentraci cholesterolu a obdobi poddvdni
E. coprostanoligenes.

Pfidanim E. coprostanoligenes do potravy je moziné
uc¢inné prevadét cholesterol na neabsorbuijici se kopro-
stanol. A to jak cholesterol pfitomny v potravé, tak
cholesterol endogenni, ktery se dostdva do tenkého
stieva a je zde znovu resorbovan. Této vlastnosti se da
vyuzit k G¢innému snizeni cholesterolu v krvi a tim
i ke snizeni rizik s tim souvisejicich. Aplikace v potravi-
naistvi bude ale spiSe probihat tak, ze se gen pro cho-
lesterolreduktasu pienese do néjaké rychleji rostouci
bakterie s pfirozenym vyskytem v potravinach jako je
Lactobacillus acidophilus, béiné pfitomny v acido-
filnim mléce.

Biokonverze pomoci Tetrahymena thermophila
Prvok Tetrahymena thermophila je nepatogenni,
vSeobecné uznavany jako bezpe¢ny (GRAS) mikro-
organismus. M4 nékolik zvlastnich schopnosti, které by
mohly mit vyuZiti v potravindiském prdmyslu, hlavné
schopnost desaturovat cholesterol na D7-dehydrocho-
lesterol (pro-vitamin D,) a D7,22- bis-dehydrocholeste-



rol, uzavieny analog ergosterolu (pro-vitamin D).
Tyto slouceniny, vyznacujici se konjugovanym systé-
mem dvojnych vazeb, jsou citlivé k ozafeni v UV
oblasti. Pfi ném dojde k otevieni kruhu a tim ke vzniku
vitaminu D,. N&sleduje metabolické transformace

v jatrech a ledvindch na 1,25-dihydroxycholekalciferol,
hormon, ktery reguluje metabolismus vapniku (obr. 3).

Di-dehyrdrocholesterol

'

HO

a

HO

| 1,28 dihydroxmcholekalcifarol
HOP

Obr. 3. Schéma vzniku vitaminu D.

Pro potravinaiské vyuziti je déle dulezitd schopnost
desaturovat exogenni mastné kyseliny pfijimané
z média. Pievddi stearovou kyselinu na y-linolenovou
procesem postupné desaturace. Navic T. thermophila
sekretuje do média velké mnoizstvi hydrolas, které fun-
guji jako travici komplex pro rdzné slozky potravy. Mezi
sekretované hydrolasy patfi skupina lipolytickych enzy-
m, fosfolipasa C, fosfolipasa A, a triacylglycerollipasa.

To je pro biokonverzi cholesterolu dllezité, protoze tyto
enzymy se Ucastni procesu uvolnéni cholesterolu
z lipoproteinovych komplexd.

Pro tyto vlastnosti se T. thermophila jevi jako vhodny
mikroorganismus k oSetfeni vajec, pfipadné vaje¢ného
Zloutku. Vejce obsahuji velké mnozstvi cholesteroly,
ktery by se pomoci T. thermophila dal pfevést na pro-
vitamin D za soucasného zvy3eni mnozZstvi esencidlnich
mastnych kyselin a hydrolyzy bilkovin. T. thermophila je
na vajecné suspenzi schopna rlstu bez tvorby precipi-
tatu nebo jinych negativnich senzorickych zmén. Bio-
konverze je zna¢né zavisla na podminkach, pfi kterych
probiha. Optimalniho priibéhu Ize doséhnout pfi poca-
te¢nim pH mezi 80 a 85 za dostate¢né aerace.
Pii dodrzeni téchto podminek klesa koncentrace cho-
lesterolu s ¢asem béhem 24 hodin na pfiblizné 55 %
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ptvodni koncentrace. Vyhody této metody jsou zejmé-
na v tom, Ze je mozné bez dalich pfidavkd konverto-
vat cholesterol vazany v komplexech a to za produkce
pro-vitaminu D. Navic diky hydrolyze vaje¢nych protei-
nG (za optimélnich podminek vzroste koncentrace
aminokyselin o 16,2 %) nemusi u nékterych citlivych
jedinc dochazet k alergickym reakcim.

Pi pokusech s odstrariovanim cholesterolu z mléka
timto prvokem naopak dochazelo k vyraznému zhorse-
ni senzorickych vlastnosti a k tvorbé srazeniny, pravdé-
podobné vlivem sekretovanych hydrolas. Konjugaci
riznych kment byl ziskdn kmen s dobrymi vlastnostmi
pro desaturaci cholesterolu a se snizenou sekreci hyd-
rolas. Tento kmen, pfi koncentraci bunék 2.10° na mili-
litr, je schopen béhem 5 hodin inkubace snizit koncent-
raci cholesterolu o pfiblizné 75 % a to bez tvorby
srazeniny nebo zmény vzhledu (obr. 4). Z mléka se tyto
mikroorganismy daji odstranit centrifugaci. Ziska se tak
mléko se snizenym obsahem cholesterolu bez zmény
vlastnosti a sediment bunék s vysokym obsahem
pro-vitaminu D.

mutantni kmen

divoky typ

Obr. 4. Rozdil v kvalité mléka po 12 h inkubaci s divokym
typem a mutantnim kmenem.

Oxidace pomoci cholesteroloxidasy

Cholesteroloxidasa katalyzuje oxidaci cholesterolu
molekularnim kyslikem. K oxidaci dochézi na 3R-hydro-
xylové skupiné za vzniku ketoskupiny. Déle katalyzuje
isomeraci 85 dvojné vazby na 84, vytvérejici s ketosku-
pinou konjugovany par (obr. 5). Tento enzym byl izolo-
van z pomérné velkého mnozstvi rlznych mikroorga-
nismd. V¢etné Gram-pozitivnich bakterii jako je Arthro-
bacter simplex, Brevibakterium sterolicum a Rhodoco-
ccus equi, Gram-negativnich bakterii rodu Pseudomo-
nas a nékterych druhl Aktinomycet. Pouze nékolik
rodd z téchto organismi je ale schopno odbouravat
cholesterol bez produkce steroidnich intermediétd jako
je 4-cholesten-3-on a 1,4-androstadien-3,17-dion, roz-
poznané jako meziprodukty odbouravéni cholesterolu.
Enzym se obvykle vyskytuje jako membranové vazany
nebo sekretovany do média.

Bylo provedeno mnoho pokust s odstranénim cho-
lesterolu z potravin pomoci tohoto enzymu nebo mik-
roorganismu, které ho exprimuji. Podafilo se doséah-
nout 60 % konverze pomoci Rodococcus equi, bez
akumulace steroidnich intermediatd. Déle 93 % bio-
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Obr. 5. Schéma reakce katalyzované cholesteroloxidasou. I: oxidaéni krok; Il: Isomeraéni krok.

konverze béhem tfi dnl inkubaci s cholesteroloxidasou
z Pseudomonas fluorescens a Nocardia erythropolis.
Pomoci extracelularni cholesteroloxidasy z mutantniho
kmene Brevibacterium sp. se za optimalnich podminek
podafilo odstranit 85,6 % cholesterolu z vajecného
Zloutku, a to b&hem 14 hodin.

Problémem pii poutziti téchto metod muze byt pfi-
tomnost molekulového kysliku, ktery muze s pfitomny-
mi slou¢eninami tvofit Siroké spektrum oxidovanych
produktd, které mohou byt toxické nebo se podilet
na vzniku atherosklerosy.

VyuZiti hydrolas

Tento postup neni zaloZzen na pfimé modifikaci cho-
lesterolu. Nejprve dojde k oSetfeni potravin pomoci
smési hydrolas, fosfolipasy A, B, D a triacylglycerollipa-
sy. Tyto enzymy rozlozZi lipoproteiny a dalsi fosfolipido-
vé, membranové a micelarni Gtvary. Dojde k uvolnéni
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BIODEGRADOVATELNE PLASTY

Martina Vermachova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Problematika plastii jako materidlu moderni doby
Plasty vstoupili do Zivota moderni spolecnosti jako
téméf dokonaly material. Byly dobfe zpracovatelné
a pfitom velmi odolné — nehnily, nekorodovaly, nepu-
chiely. Dnes nam vsak jejich neznicitelnost déla vrasky.
Mnozstvi odpadu neustale narlstd a plasty na sklad-
kach jsou téméf vé¢né (Drobnik, 1998). Dal$im problé-
mem pouZivani plasti je ropa jako vychozi surovina
jejich vyroby. Jeji cena neustéle stoupd a navic se odha-
duje, ze zasoby ropy na zemi budou béhem pifistich
100 let zcela vyc¢erpany (Obruca, 2007). Protoze se bez
plastti v dnesni dobé jiz nedokdzeme obejit, je potieba
hledat vhodné pfiznivéjsi alternativy; hodné se zacina
hovofit o tzv. ,bioplastech”. Tento pojem muze mit dva
trochu odlisSné vyznamy. Mlze se jednat o plasty,
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cholesterolu a tim k usnadnéni jeho odstranéni pomo-
ci fyzikdlné-chemickych nebo biochemickych metod.

Zavér

Ackoliv je odstranéni cholesterolu z potravin biologic-
kymi metodami technicky mozné, zadna z uvedenych
moznosti zatim nedosahla primyslového vyuziti. To je
dano predevsim tim, Ze neni védecky podepiené,
Ze takovéto potraviny budou mit pozitivni vliv na snize-
ni rizika atherosklerosy. Cena takto o3etfenych vyrobkd
by byla vyrazné vyssi. A vétsina téchto metod neni jesté
dostate¢né prozkoumana a neni zcela vylou¢en naopak
negativni vliv na zdkazniky. | pfesto je v blizké dobé
pravdépodobné, 7e se takto osetfené potraviny na trhu
objevi, nejprve pro zékazniky s poruchami metabolis-
mu cholesterolu a pozdéji budou pod vlivem reklamy
prodéavany jako zdravéjsi a prospésné i ostatnim lidem,
za Ucelem vysokych ziskil potravinaiskych firem.

5. FLICKINGER, M.C,, et al: Encyclop. Bioproc. Technol.
— Ferment. Biocatal. Biosepar., 1999

6. CHENFENG, L. Food Chem., 2002, 77, 457-643.

7. PRZYBYISKI, R., et al.: Food Chem., 1993, 48,
195-199.

8. SAITO, C., OHUCHI, K.: US Patent 5750164, 1998.

které jsou biologicky rozloZitelné, nebo o polymery,
jejichz vychozi surovinou pii vyrobé je biomasa jako
obnovitelny zdroj. Tento ,funkéni” a ,surovinovy” kon-
cept se uplné nepiekryvd; existuji degradovatelné
plasty vyrobené z fosilnich surovin i nerozlozitelné plas-
ty z biomasy (Abusinov, 2007). Oba tyto pfistupy jsou
viak cenné a mohly by byt cestou k feSeni vySe zminé-
nych problém.

Objem poptavky po bioplastech je v3ak v soucasné
dobé velmi maly; v Evropé doséahl v roce 2005 jen
0,05 mil. tun/rok pfi celkové spotiebé plasti 48,5 mil.
tun/rok. Hlavni pfekdzkou branici masivnimu rozsifeni
bioplastl je jejich prozatim vysoka cena (cca 5- az
10-krat vyssi nez cena konvencnich plastd) a tudiz
nedostate¢nd ekonomicka atraktivita, ktera nedokaze



konkurovat standardné vyrabénym polymeriim (Abusi-
nov, 2007).

K nejvyznamnéjSim biodegradabilnim plastim patii
polyhydroxyalkanoaty (PHA), plasty na bazi polymlé¢-
nych kyselin (polylaktokyseliny — PLA) a bioplasty
odvozené od $krobu (Sesték, 2007).

Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou v pfirodé velmi roz-
sifené zasobni polymerni slouceniny, jejichz fyzikalni
a chemické vlastnosti jsou velmi podobné petroche-
mickym plastdm. Produkuji je rGzné druhy bakterii,
zejména pokud jim v energeticky bohatém médiu
chybi nékteré rdstové faktory. Za téchto nevyvazenych
podminek se buriky nemohou rozmnozovat, ale vyuzi-
vaji dostupné energie k tvorbé zésob ve formé polyes-
terd na rGstové pfiznivéjsi obdobi. Vytvofené zésobni
polyhydroxyalkanoaty hromadi v podobé nerozpust-
nych inkluzi, jejichz prdmér se pohybuje kolem
0,2-0,5 «<m (Suriyamongkol et al 2007, Luengo et al
2003).

Z chemického hlediska se jedna o linearni polyeste-
ry. Mnozstvi inkorporovanych monomert se obvykle
pohybuje od 10* do 10 Zakladni jednotky jsou rdzné
dlouhé 3-hydroxyalkanové kyseliny, které jsou navza-
jem pospojovédny esterovou vazbou ve smyslu ,hlava
k paté”. Podle délky monomeru se PHA déli na polyes-
tery obsahujici monomery kratké délky (short-chain
length — scIlPHA, C4, nejcastéji polyhydroxybutyrat —
PHB), stiedni délky (medium-chain length — mcIPHA,
C5-C14) nebo delsi fetézce (longchain length —
IcIPHA, >C14). Délka monomeru ma zasadni vliv
na vlastnosti polymeru. Nejbéinéji mikroorganismy
tvofi polyhydroxybutyrat (PHB), jehoz monomerem je
3-hydroxymaselna kyselina. Nékteré mikroorganismy
do svych zasobnich polyesterd inkorporuji rdzné
(R)-3-hydroxyalkanové kyseliny, jejich derivaty
(nasycené, nenasycené, linearni, cyklické, vétvené, sub-
stituované halogenem ¢i hydroxylem nebo karboxy
skupinou), dale 4-, 5-, 6-hydroxykyseliny nebo dokon-
ce aminokyseliny (potom oviem vznikaji polyamidy).
Pro technologické vyuziti jsou vyhodnéjsi PHA s del3im
fetézcem ¢i kopolymery (napi. PHBV - kopolymer
3-hydroxymaselné a 3-hydroxyvalerové kyseliny),
které maji nizsi bod téni, takze mohou byt zpracovava-
ny jako termoplasty, aniz by béhem tepelnych tprav
dochézelo k degradaci jejich uhlikového fetézce (Luen-
go et al, 2003).

Vychozi latkou pro biosynthesu PHA, na niz se podili
nékolik enzym(, obvykle byva acetyl-CoA (pochazejici
z katabolismu sacharid( ¢i lipid) a meziprodukty
biosynthesy mastnych kyselin. Enzym B-ketothiolasa
katalyzuje synthesu B-oxo-acyl-CoA a NADPH-oxidore-
duktasa zajistuje jeho stereospecifickou redukci na (R)-
3-hydroxyacyl-CoA. Tento aktivovany monomer je diky
specifické polymerase inkorporovan do nardstajiciho
polymerniho fetézce. Polymerasy riznych mikroorga-
nismd jsou nejvice aktivni pro rlzné monomery
a tedy produkuji rizné polymery - rdzné bioplasty.
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Druh inkorporovanych monomert Ize cilené ovliviiovat
specifickymi ristovymi podminkami, ¢i Upravou gene-
tického materidlu produkujiciho organismu. Mikroorga-
nismy, které synthetisuji PHA, tvofi dalSi proteiny,
které se podileji na ukladani PHA do inkluzi (tzv. phasi-
ny, jez stabilisuji jednovrstevnou fosfolipidovou mem-
branu na rozhrani PHA/cytosol) a také na jejich katabo-
lismu. Jednd se o fadu intracelularnich i extracelular-
nich depolymeras, které hydrolysuji PHA na oligomery
i jednotlivé (R)-3-hydroxyalkanoaty. Depolymerasa
byva produkovéna v neaktivni formé; ke své aktivaci
potiebuje PHA ¢&i specifické peptidy. Existence téchto
enzym( zpUsobuje ,biodegradovatelnost” bioplastt
(Luengo et al, 2003).

Za objevem PHB stél r.1928 feditel Fermentacni labo-
ratofe Pasteurova institutu v Lille ve Francii Maurice
Lemoigne. Povsiml si, Zze v anaerobni atmosféfe do-
chazi k okyseleni suspenze bakterii Bacillus mega-
terium. Popsal, ze kyselina produkovana bakteriemi je
3-hydroxymaselnd kyselina. Pevny material isolovany
z bunék charakterizoval jako polymer 3-hydroxyma-
selné kyseliny. Popsal jeho bod tani, optickou aktivitu
a molekulovou hmotnost a navrhl, Ze je produkovéan
burikami ,dehydrata¢ni polymerizaci”. Popsal analytic-
kou metodu kvantifikace PHB a ukazal, Ze z néj maze
byt formovén transparentni film, obdobné jako z tehdy
dobie znamého nitrdtu celulosy.

PHB byl viak na dlouhou dobu zapomenut a znovu-
objeven byl ai na konci padesdtych let nezavisle
ve Velké Britanii a ve Spojenych statech, kde jej Doudo-
roff popsal jako primérni produkt oxidativni a fotosynt-
hetické asimilace organickych slou¢enin. Pozornost
byla k polyester@im znovu vyrazné upfena v 70.letech
béhem ropné krize diky velké snaze védcli objevit alter-
nativni zdroje surovin a energie, které by mohly nahra-
dit fosilni suroviny (Lenz, Marchessault 2005).

Prvni bakterie pouzita k primyslové vyrobé polyeste-
rd v 80. letech byla Alcaligenes eutrophus, (Ralstonia
eutropha); komer¢ni produkt znacky ,Biopol” britské
firmy ICI byl kopolyester 3-hydroxymaselné a 3-hydro-
xyvalerové kyseliny. Produkce téchto bioplastt ale byla
velmi nakladnd, protoze dany fermentacni proces vyza-
doval specifické rlistové podminky a byl energeticky
narocny. Cena bioplastl byla fadové 10-krat vyssi nez
cena konvenc¢nich plastl, bioplasty jim nedokazaly
konkurovat. Sanci na sniZeni néakladi produkce bio-
plastl pfineslo genové inZenyrstvi. Na konci 80. let byly
z A. eutrophus isolovany geny pro enzymy synthesy
PHA a zaklonovany do E. coli. Takto geneticky modifiko-
vand E. coli exprimovala vSechny potiebné enzymy
a produkovala PHA ve velkém mnozstvi z Sirokého
spektra organickych sloucenin. Dalsi strategii synthesy
bioplastl byla isolace a purifikace potfebnych enzyma
z rekombinantni E. coli a provadéni polymeriza¢ni reak-
ce ze 3- a 4-hydroxykyselin in vitro. Takto mohou vzni-
kat i velmi dlouhé polymery (Lenz, Marchessault 2005).

V soucasné dobé se v3ak jako nejperspektivnéjsi
moznost levné produkce bioplastt jevi jejich synthesa
v rekombinantnich rostlindch. Na pocatku 90. let byly



pfisludné geny uspésné vlozeny do rostliny Arabidopsis
thaliana, kterd pak rovnéz mohla produkovat PHA.
Transgenni rostliny mohou akumulovat PHA granule az
do 15% susiny a to v cytosolu, plastidech, mitochond-
riich ¢i peroxisomech. Vytézek PHA a jejich specifické
slozeni Ize ovlivnit dalSimi genetickymi Upravami, napf.
zablokovanim nékterych gent -oxidace mastnych kyse-
lin. Produkce v rostlindch je mnohem méné néakladna,
nebot pfislusny sytém potiebuje pouze vodu, pldni
Ziviny, atmosféricky CO, a slune¢ni zafeni. Rostliny foto-
syntheticky fixuji CO, za vzniku bioplastd, které se po
pouZiti rozloZi zpét na CO, a vodu. Navic Ize ,vyrabét”
PHA paralelné s jinymi zemédélskymi produkty,
napi. spolu s olejem v olejnatych rostlinach. (Olej i PHA
maji rozdilné extrak¢ni vlastnosti.) Zbytek nevyuzité
biomasy Ize pouizit jako hospodéiské krmivo (Suriya-
mongkol et al, 2007).

Problémem synthesy bioplast transgennimi rostlina-
mi z({stava narocny proces jejich extrakce a také fakt,
ze zvySeni osevnych ploch ,bioplastovych” rostlin by
konkurovalo klasickym zemédélskym plodinam
a mohlo by zplsobit vysoké zvednuti cen potravin
(Obruca, 2007). Bioplasty lze vyuzit k produkci obalo-
vych materiald, lahvi, vldken, folii apod. Velmi vyznam-
né je vyuziti polyesterd PHA pro lékaiské aplikace.
Umoiziiuje to jejich biodegradovatelnost, pfiznivé
mechanické a chemické vlastnosti a hlavné biokompa-
tibilita. Pouzity materidl nesmi zptsobovat alergickou
odpovéd ¢i aktivaci komplementu a koagulacnich fak-
tori. Bioplasty se v organismu nechovaji jako inertni
material, ale interaguji s buné¢nymi soucastmi a jsou
postupné zahrnuty do metabolismu organismu. Kata-
bolismem polyester( o zvlastnim sloZeni se do organis-
mu mohou uvolfiovat prekurzory antirevmatickych,
analgetickych ¢i radiopotentnich latek; také dochazi
ke zvySeni mnozstvi ketolatek, ¢ehoz se da vyuzit napf.
pfi 1é¢bé alkoholismu ¢i epilepsie. Podle druhu zvole-
ného polymeru Ize ovlivnit délku ,existence” materidlu
v organismu. Tyto materidly jsou s vyhodou vyuZivany
pro Siti ran vstiebavatelnymi stehy, fixaci kosti, implan-
taty, néhradu nervové a kardiovaskularni tkané, doruco-
vani léciv ¢ podporu hypofysalnich bunék. Obdobné
vyuziti v biomediciné jako PHA maji i bioplasty na bazi
polylaktokyselin (Lenz, Marchessault 2005).

Polymer mlécné kyseliny (Polylactic acid)

Polymer kyseliny mlé¢né (polylactic acid, PLA) je bio-
degradovatelny polymer, jenz je svymi vlastnostmi
velmi podobny svym konkurenénim konvenénim plas-
tdm polyethylenu a polypropylenu. Jeho monomerem
je kyselina mlécnd, respektive jeji L- ¢i D- isomery.
Pomérem obou isomert lze ovlivnit dobu, za kterou
bude polymer rozlozen. Ta se obvykle pohybuje v roz-
mezi nékolika mésicd. Vstupni surovinou pro vyrobu
PLA je Skrob. Vyhodou je jeho nizka cena a velka
dostupnost. Skrob je hydrolyzovéan na glukosu, ktera je
ptsobenim mikroorganism@ fermentovana na kyselinu
mlé¢nou. Chemickd polymerace monomerli ma
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podobny priibéh jako synthesa polyethylenu a polypro-
nych pravé k vyrobé polypropylenu a polyethylenu
(Obruca, 2007). Vyhodou PLA je jeho prihlednost; vyu-
ziva se k vyrobé obalovych materidli zejména pro
potraviny, pytld na odpad nebo jinych vyrobkd s krat-
kou dobou Zivotnosti. PLA vsak neni termostabilni,
proto jej Ize vyuzit pouze k vyrobé véci, které nejsou
ur¢ené k pouzivéni za tepla. Vyrobky z PLA snesou
pouze teplotu 41 - 46 °C, pii vyssich teplotach se
deformuji a degraduji (Vondraskovd, 2006). Velice
dilezitou vlastnosti PLA je jeho dobrad snésenlivost
v lidském téle -biokompatibilita. Obdobné jako PHA jej
Ize vyuzit v mediciné pro rGizné implantaty, vstiebava-
telné Svy, fixa¢ni materidly apod.. Lidské télo po case
PLA resorbuje, aniz by pro né tento proces piedstavo-
val nadmérny stres (Obruca, 2007).

Bioplasty odvozené od Skrobu

Posledni vyznamnou skupinou bioplastl jsou poly-
mery odvozené od 3krobu. Skrob je v pfirodé hojny
a snadno rozlozitelny polymer. Jeho nevyhodou z tech-
nologického hlediska je nizsi pevnost, plasticita a vyso-
ka citlivost na vodu. Nicméné jeho misenim se synthe-
tickymi degradovatelnymi polymery (polykaprolaktony)
mohou byt vlastnosti takovychto bioplastd ucinné
regulovéany podle cilového pozadavku. V nékterych
aplikacich je vyssi sensitivita na vodu vyhodou; ve far-
maceutickém primyslu se bioplastl s vysokym podi-
lem 3Skrobu vyuzivd pro vyrobu lékovych kapsli.
Odolnéjsi smésny materiél je napi. Mater-Bi od Nova-
montu. Lze jej pouzit pro vyrobu filmd, blan, tmeld
a pén. Whodné je jeho vyuZiti pro vyrobu pytld
na odpad (Gross, Kalra, 2002). Pénova forma smés-
nych polymerit ma obdobné vyuZiti jako polystyren;
na rozdil od néj ma vsak vyssi hustotu. Ze Skrobovych
smésnych bioplastl Ize vyrabét balici folie, rzné tasky
a pytle, jogurtové kelimky, napojové kelimky, jednora-
zové nadobi, plastové piibory atd. (Obruca, 2007).
Plasty odvozené od skrobu hraji v sou¢asné dobé mezi
bioplasty hlavni roli. Jejich podil na trhu bioplastt
dosahuje az 80% . Pro vyrobu Skrobovych bioplastt je
mozné vyuzit Skrob z obili nebo jinych rostlin, ale prav-
dépodobné nejcastéji je vyuzivan kukufi¢ny Skrob.
Zde opét vyroba bioplastli narézi na problematiku kon-
kurence se zemédélskymi potravinami. Protoze Skrob
pochazi z rostlin, které lidé uz od pradévna vyuzivaji
ke své obzivé, vedlo by masové rozsiteni skrobovych
bioplastd k dramatickému néarlistu cen potravin.
Redeni tohoto problému nabidla nizozemska firma
Rodenburg Biopolymers, ktera vyrabi biopolymer
obchodovany pod komeré¢nim nazvem Solanyl, ktery
vyrabi z bramborového odpadu vznikajiciho pfi vyrobé
krmiv pro hospodafiskéd zvifata (Obruca, 2007).

Zavér

Bioplasty se mohou v budoucnosti stat vyznamnym
materidlem, vyhodnym zejména svou programovatelnou
délkou existence a plivodem z obnovitelnych zdroja.
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