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Vážení čtenáři,

druhé číslo našeho časopisu je věnováno nejen příspěvkům odoborné práce studentů, ale 

také pracovníků působících v Laboratoři metalomiky a nanotechnologií. V první části druhého 

čísla prvního vydání je věnován prostor vybraným postgraduálním studentům, kteří připravili 

souhrnné publikace na téma související s jejich disertačními pracemi. Uveřejněné výstupy se 

týkají přímo problematiky, kterou studenti během doktorandské práce řeší. Mají při tom za cíl 

v rámci své dizertační práce připravit několik impaktovaných publikací, na dané téma. Tato 

témata se pohybují napříč oblastí molekulárně biologických a nanobiotechnologických aplikací.

Dále je v tomto čísle věnován prostor krátkým souhrnným článkům pregraduálních studentů, 

kteří v Laboratoři metalomiky a nanotechnologií uskutečnili samostatný studentský projekt v 

rámci plnění cílů evropského výzkumného centra SIX. Tito studenti měli za úkol se během se-

mestru a dalších 14ti dnů intenzivní stáže seznámit s danou metodickou problematikou, která 

je vázána na využívání infrastruktury výzkumného centra SIX. 

V poslední, třetí části tohoto čísla je věnována pozornost akci „Světový den proti rakovině“ 

(World Cancer Day - WCD) do které se každoročně Laboratoř metalomiky a nanotechnologií 

akvivně zapojuje organizací sérií přednášek.

 Téma  letošní série bylo „Rakovina a možnosti nanotechnologií“. Abstrakty k těmto přednáš-

kám jsou vázány především na aktivity Ligy proti rakovině Praha.
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mální stěně a uvolnění virové RNA do buňky 7. 
Neuraminidáza odštěpuje kyselinu sialovou 
od nově vznikajících virionů a buněčných gly-
kokonjugátů na povrchu virionů a zajištuje tak 
uvolnění nově vytvořených virionů z infikované 
buňky 5.

Struktura a funkce hemaglutininu
Hemaglutinin je homotrimer, jehož každý 

monomer je syntetizován jako samostatný po-
lypeptid (HA0), ze kterého vzniknou po pro-
teolytickém štěpení dvě podjednotky (HA1, 
HA2)8,9. HA1 je s HA2 propojen dvěma intramo-
nomerními disulfidickými můstky vytvořenými 
během skládání HA0 v endoplazmatickém reti-
kulu10. Rozštěpení prekurzoru je zásadní nejen 
pro aktivaci procesu fúze membrán, ale i pro 
infekčnost virové částice11. Po rozštěpení pro-
teázou se HA struktury zkombinují za vzniku 
metastabilního trimeru ve tvaru houby. Tato 
forma hemaglutininu má dvě oblasti: kulovitou 
část tvořenou z antiparalelních ß-listů a oblast 
kmene složenou ze tří α-šroubovic, tvořících 
spirálu12. Globulární část, neboli receptor váza-
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Úvod
Pandemie chřipky H1N1 v roce 1918 měla 

celosvětově za následek více než 50 milionů 
úmrtí, obdobně i chřipka H5N1 vyniká mezi 
ostatními typy chřipky značnou virulencí pro 
člověka.  I přes narůstající počty očkovaných v 
populaci a účinnější léčbu, je sezónní chřipka 
stále zodpovědna za více než 250000 úmrtí 
ročně a desítky milionů onemocnění dýchacích 
cest po celém světě 1-3. Písmena H a N v názvech 
chřipky odkazují na subtypy glykoproteinu 
hemaglutininu a neuraminidázy, které jsou 
přítomny na povrchu viru chřipky (RNA virus z 
čeledi Orthomyxoviridae)4.  Hemaglutinin může 
být rozdělen do dvou fylogeneticky rozdílných-
skupin: H1, H2, H5, H6, H8, H9, H11, H12, H13, 
H16 a H3, H4, H7, H10, H14, H155. Všechny tyto 
subtypy jsou přenosné mezi ptáky. Člověk je 
vnímavý pouze ke třem subtypům: H1, H2 a 
H36. Hemaglutinin umožňuje viru proniknout 
do lidské epiteliální buňky plic vazbou na gly-
koproteiny obsahující kyselinu sialovou. Nízké 
pH prostředí indukuje konformační změnu 
hemaglutininu a umožňuje vazbu k endoso-

Study of interaction of the receptor for the hemagglutinin. 
Influenza viruses compared to other viruses are characterized by considerable genetic 

variability. From the view of the ability of the virus to infect the host cell the determining 
factor is the structure of the surface antigens of the virus and the host cell receptor structure. 
To change the preferential binding of the virus to various cell receptors just one amino acid 
substitution in the primary structure of hemagglutinin is enough. The cause of this change 
in the antigenic properties is either the antigenic shift or antigenic shift. Thereby, new influ-
enza strains with new antigenic type can develop very quickly and a human population is 
not capable to immunologically distinguished it with sufficient speed. Yet widely used drugs 
are increasingly perceived as controversial, due to their declining benefits and vice versa to 
growing negative effects. And despite considerable progress in the research of influenza viruses 
and their receptors at the molecular and structural level no sufficiently effective alternative 
has not been introduced yet.

 REVIEW



Léčba
Aktuálně je na trhu několik typů antivirotik 

s účinností proti chřipkovému viru. Prvním 
typem jsou antivirotika blokující M2 protein, 
mezi které patří amantadin a rimantadin, pů-
sobící na chřipku typu A. Druhým jsou inhi-
bitory neuraminidázy, kam patří oseltamivir 
a zanamivir, které jsou účinné na typy A i B. 
Obdobně jako u antibiotické léčby mají i viro-
statika paletu nežádoucích účinků a i zde je 
značné riziko vzniku rezistence 23,24. Tato fakta 
podporují potřebu vyvinout nové antivirové 
léky cílené na jiná místa. Povrchové virové 
antigeny, podílející se na vstupu do buňky, 
jsou atraktivním cílem, protože jsou nezbytné 
jak pro vstup virové bílkoviny do buňky, tak z 
důvodu nutnosti jejich konformačních změn, 
které zajišťují jejich funkčnost a virulenci 25.

Peptidová terapie
Jedním z mechanismů účinku peptidů na 

virovou částici je ovlivnění pomocí sialo-
vou kyselinu mimikujícího peptidu, který 
se váže na HA1 a HA3, a funguje tak jako 
inhibitor vazby hemaglutininu k cílové 
buňce 26. Obdobným mechamismem patrně 
fungují i deriváty antivirových peptidů (AVPs), 
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jící oblast (HA1), obsahuje receptory vázající se 
ke kyselině sialové, které umožňují vazbu viru 
na kyselinu sialovou na povrchu epiteliálních 
buněk dýchacích cest7. K fúzi membrán dochází 
v endosomech při kyselém pH, které indukuje 
nevratnou reorganizaci HA struktury13.

Patogenita
Schopnost vyvolat pandemii celosvětového 

významu mají jen některé subtypy  chřipky typu 
A. Převážná část kmenů patří mezi sezónní a 
většina z nich nevykazuje vysokou virulenci. 
Patogenita viru je dána mnoha faktory. Jed-
ním z faktorů, které ovlivňují schopnost viru 
vyvolat onemocnění, je proteázová aktivita. 
Většina kmenů chřipky obsahují pouze argi-
nin jako spojení mezi HA1 a HA2 a proteázy, 
které mohou  tuto vazbu rozštěpit, jsou vytvá-
řeny pouze v plicním sputu11. Nicméně, mnoho 
vysoce patogenních kmenů obsahuje v této 
struktuře další aminokyseliny, které mohou být 
aktivovány proteázami, které nejsou specifické 
pro dýchací cesty (např. furinové proteázy). V 
důsledku toho se mohou tyto vysoce patogenní 
kmeny šířit po celém těle14. 

Druhým faktorem je specificita sialové kyseli-
ny receptorů pro daný subtyp hemaglutininu. 
Hemaglutinin rozpoznává glykany buněčných 
receptorů obsahující kyselinu sialovou. Způsob, 
jakým je terminální kyselina sialová vázána 
ke galaktose určuje druhovou preferenci viru. 
Posun ve specifitě hemaglutininu je pro virus 
chřipky zásadním krokem při překonávání 
mezidruhových bariér a adaptaci na nový druh 
hostitele. Například při adaptaci ptačí formy 
viru na lidskou se mění specifita hemaglutininu 
k typu vazby, jakým je kyselina sialová vázána, 
z α-2,3 na α-2,6 9,15. Pokud se jedná o možný 
přenos infekce z ptáků na lidskou populaci, jeví 
se jako předním uchazečem o roli mezihostitele 
pro přeskupení chřipkových virů A prase. Je 
totiž jediným druhem savců, který umožňuje 
produktivní replikaci ptačích a lidských chřip-
kových virů v důsledku přítomnosti receptorů 
pro oba typy virů (α-2,3 a α-2,6). To může vést 
k modifikaci receptoru virů ptačí chřipky z 
α-2,3 na α-2,6 vazby, čímž nabízí potenciální 
prostor pro přenos mezi ptákem a člověkem16. 
Jak ukazují některé studie 17-19, ke změně pre-

ferenční vazby sialové kyseliny stačí záměna 
v jedné aminokyselině v primární struktuře 
hemaglitininu.

Virus chřipky má pozoruhodnou schopnost 
uniknout obranným mechanismům hostitele 
tím, že mění svůj antigenní charakter, zejména 
prostřednictvím změny aminokyselinových 
zbytků v hemaglutininu, který hraje zásadní 
roli ve vazbě k receptoru hostitelské buňky. Tato 
vlastnost, označovaná jako antigenní drift, je 
způsobena postupným hromaděním drobných 
mutací, obvykle charakteru nukleotidových 
substitucí, ve virovém genomu, které vyústí 
ve změnu v antigenním místě. Oproti tomu 
antigenní shift se vyznačuje vznikem zcela 
nového subtypu, disponujícím buď novým sub-
typem samotného hemaglutininu nebo novým 
subtypem hemaglutininu i neuraminidázy. 
Takto vzniklý nový virus je antigenně odlišný 
od dříve se vyskytujících chřipkových virů v 
lidské populaci20,21.

Michálek  et al.



získané z podjednotek HA1 a HA2 27 a FluPep28. 
Také Entry blocker (EB), peptid o 20 amino-
kyselinách, odvozený ze signální sekvence 
fibroblastového růstového faktoru, inhibuje 
vazbu viru na buněčné receptory tím, že se 
specificky váže na hemaglutinin28. Dalším me-
chanismem účinku je inhibice hydrolýzy HA0 
na HA1 a HA2, kdy toto rozštěpení umožňuje 
fi viru a hostitelské buňky26. Pokud tedy HA0 
není štěpen za vzniku HA1 a HA2, nemůže dojít 
k fúzi. Proto chřipkové viry s nerozštěpeným 
HA0 nemohou vyvolat infekci. Mezi molekuly 
s tímto účinkem patří inhibitory proteáz 29,30, 
derivát lyzinu aminokapronová kyselina31 a 
lipoproteinový komplex plicního surfaktantu 32.   

Antisense terapie
Peptidem modifikované morfolino oligomery 

(PPMO) tvoří jednovláknovou DNA antisense 
sekvenci, která snadno vstupuje do buněk a je 
schopna stericky blokovat cRNA 33,34. Použití 
některých z účinných PPMO vedlo k výraznému 
snížení hladiny mRNA, cRNA a vRNA v napa-
dených buňkách. PPMO tvoří obvykle 20-25bp 
velké molekuly a jejich vstup do buněk je možno 
zefektivnit konjugací s peptidy bohytými na ar-
ginin (ARP), bez nutnosti dalších transfekčních 
metod a manipulací. Tyto konjugáty CPP-PMO 
(PPMO) jsou ve vodě rozpustné a v buňkách a v 
lidském séru stabilní po dobu několika hodin 35.

Závěr
Viry chřipky se vy-

značují oproti ostat-
ním virům značnou 
proměnlivostí gene-
tické informace. Z hle-
diska schopnosti viru 
infikovat hostitelskou 
buňku je determinují-
cím činitelem struktu-
ra povrchových anti-
genů viru a struktura 
receptoru hostitelské 
buňky. Pro změnu 
preferenční vazby viru 
na různé receptory 
buňky stačí záměna v 
jedné aminokyselině 
v primární struktuře 

hemaglutininu. Příčinou změny antigennich 
vlastností je buď antigenní zvrat nebo antigen-
ní posun. Vznikají tak nové kmeny chřipky s 
novým antigenním typem, který není lidská 
populace s dostatečnou rychlostí schopna imu-
nologicky rozeznat. Dosud používaná léčiva 
jsou stále více vnímána jako kontroverzní, 
vzhledem k jejich snižujícím se benefitům a 
naopak rostoucím negativním vlivům. A i přes 
značný pokrok ve výzkumu chřipkových virů 
a jejich receptorů na molekulární a strukturní 
úrovni, nebyla dosud představena dostatečně 
efektivní alternativa.

Tato práce byla financována z projektu 
PGS23_2013

Virus chřipky (1) se váže (2) na kyselinu si-
alovou v glycocalyx plazmatické membrány. 
Vázaný virus je následně endocytován (3). 
Hemaglutinin je barevně označen červeně; 
neuraminidáza modře. Iontové kanály a lipidy 
virové obálky jsou označeny zeleně. V průběhu 
zrání endozomu klasá jeho pH a je zahájeno 
spojení (4) virové obálky (zelená) s endosomální 
membránou (šedá) a uvolnění virové RNA (5) 
(oranžová) a virových proteinů do cytosolu. 
Virová RNA vstupuje (6) do jádra, kde probíhá 
replikace. Nově vytvořená virová RNA (7) je ex-
portována do cytosolu a společně se strukturál-
ními proteiny vytváří (8) nové viriony (Obr. 1). 
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základním nástrojem hematologie. Snížení 
rozměru perforace do sub-mikrometrových 
jednotek na konci 70. let umožnilo stejným 
způsobem detekovat i několika nanometrové 
částice virů2. Ačkoliv se obecně předpokládá, 
že mechanismus použitý v Coulterově čítači 
byl inspirací pro nanopórové technologie a 
ačkoliv princip jeho fungování je stejný3, ve 
skutečnosti jí byly čistě biologické procesy. 
Transmembránové póry o rozměrech několi-
ka nanometrů (nanopóry) se nachází v každé 
živé buňce. Patří k nim například draslíkové 
kanály hERG, které selektivně propouští ionty 
do buněk a udržují tak v normálu elektrickou 
aktivitu v srdečních myocytech4. Komplexy 
jaderných pórů (nuclear pore complex) zajišťují 
přenos proteinů a nukleových kyselin mezi 
cytosolem a jádrem5. Proteiny tvořící nanopór 
u bakteriofága phi29 spojují kapsidu a krček6. 
Virová nukleová kyselina tímto útvarem (tzv. 
portal vertexem) prochází do prokapsidy při 
maturaci viru i opouští virus při infikaci buň-
ky. Zatímco většina uvedených transportních 
mechanismů je závislá na napětí a způsobuje 
tedy pouze dočasnou průchodnost nanopórů, 

Nanopóry jako moderní nástroj pro DNA sekvenování  
Jiří Kudra, Branislav Ruttkay-Nedeckýa,b, Vojtěch Adama,b, René Kizeka,b
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Úvod
Iontové kanály selektivně regulující transport 

biomolekul, iontů, protonů i elektronů jsou 
nezbytné pro téměř všechny buněčné procesy. 
Tyto procesy se staly inspirací pro moderní a 
rychle se rozvíjející obor nanopórových analýz. 
Elektroforetická translokace analytu přes pór 
o rozměrech v řádu nanometrů (nanopór) a 
kontinuální měření změn elektrického proudu 
procházejícího nanopórem v důsledku prů-
chodu analyzovaných molekul je využívána 
k analýzám proteinů i syntetických nanoma-
teriálů. Hlavním směrem vývoje současných 
nanopórových technologií je sekvenování DNA. 
Nanopóry, které by bez potřeby amplifikace 
a značení umožnily po izolaci levně a rychle 
sekvenovat dlouhé úseky DNA jsou objektem 
velkého zájmu a výzvou pro současnou vědu.       

Vznik techniky
Na konci 40. let použil Wallace H. Coulter ce-

lofán z krabičky od cigaret perforovaný horkou 
jehlou k tvorbě přístroje schopného počítat 
buňky1. Coulterův čítač, pracující na princi-
pu detekce odporových pulsů, se později stal 

Nanopores as a modern tool for DNA sequencing  
A nanopore-based devices are extremely sensitive analytical techniques, which uses the 

electrophoretic translocation of molecules in solution through a nano-scale pores. The na-
nopores, which mimic the functions of natural ion channels, seems to be the promissing tool 
for future fast and low-cost DNA sequencing. However, some difficulties in generating usable 
sequence data have to be solved. In this article the nanopores were reviewed. In the first part the 
development of nanopore technique was described and the ubiquitous presence of nanopores 
in living cells was highlighted. Next, the most important part of the principles of nanopore 
analysis was described, and the knowledges about biological and solid-state nanopores were 
summarized. Also the pros and cons of both kinds of nanopores and different approaches 
designed to circumvent the issues were mentioned. 

REVIEW
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bakterie produkují toxiny schopné tvořit trvale 
průchodné póry v lipidových membránách7. S 
vědomím ubikvitní přítomnosti proteinových 
nanopórů a jejich funkcí v buňkách předpoklá-
dali David W. Deamer (University of California) 
a George Church (Harvard University), že po-
kud by byla molekula DNA nebo RNA elektrofo-
reticky protáhnuta pórem vhodného průměru, 
mohly by jednotlivé nukleobáze modulovat 
proud procházející pórem8. Využití nanopórů 
v oblasti DNA sekvenování bylo patentováno 
v roce 19989. 

Princip fungování
Měření proudu iontů procházejících kanály 

v biomembránách nebo v umělých lipidových 
vrstvách je dnes v neurobiologii a biofyzice 
běžnou praxí10,11. Ať již proteinový nanopór 
(biopór) vložený v lipidové membráně nebo 
nanopór uměle vytvořený v pevném, elektric-
ky izolačním materiálu odděluje dvě komory 
vyplněné elektrolytem. Aplikace napětí mezi 
komory způsobí průchod iontů elektrolytu 
pórem. V případě otevřeného a neblokované-
ho nanopóru je detekován konstantní stejno-
směrný proud, který je použit jako reference. 
V případě přítomnosti elektricky nabitého 
analytu v elektrolytu je analyt přitahován k 
elektrodě o opačném náboji, než je celkový 
náboj molekuly. Nukleové kyseliny, záporně 
nabité vzhledem k přítomnosti fosforečnanu, 
jsou přitahovány ke kladné elektrodě (anodě). 

Průchod nukleové kyseliny nanopórem z cis na 
trans stranu membrány způsobuje vždy ales-
poň částečné rozvinutí její terciální struktury. 
Vstup, výstup a průchod jednotlivých molekul 
analytu nanopórem způsobuje pokles počtu 
iontů procházejících pórem, tedy celkového 
proudu procházejícího aparaturou oproti refe-
renčnímu proudu a je kontinuálně detekován 
jako soubor odporových pulzů. Změny prochá-
zejícího elektrického proudu (doba průchodu 
analytu nanopórem td a průměrná amplituda 
odporového pulzu δI) pak naznačují fyzikálně 
chemické vlastnosti procházející molekuly jako 
je její konformace, struktura a náboj. Naopak 
frekvence snižování procházejícího proudu 
(doba mezi vznikem dvou odporových pulzů 
δt) signalizuje koncentraci analytu. Tyto změny 
jsou detekovány citlivým zesilovačem běžně 
užívaným v patch-clamp technikách (Obr. 1). 
Průměr póru musí umožňovat průchod analytu 
(průměr dsDNA~2 nm) a současně i dostatečné-
ho množství iontů elektrolytu, jejichž průchod 
je snižován průřezem analyzované molekuly. 
Nejmenší ionty jsou schopny rozlišit struktury 
analytu lišící se velikostí jejich hydrodynamic-
kého poloměru (~0.14 nm pro K+ a Cl-)3. Proto 
jsou na nanopórech založené techniky schopné 
detekovat i velice drobné rozdíly v polynukleo-
tidovém řetězci, jako je například methylace 
CpG oblastí DNA12. Samotné fyzikální principy 
průchodu nukleových kyselin pórem nejsou i 
přes velký zájem vědecké komunity dostateč-
ně objasněny. Pravděpodobným důvodem je 
komplikovanost samotného procesu. Některé 
práce naznačují, že samotná translokace se 
skládá ze dvou úseků, během kterých probíhá 
translokace v nepatrně odlišných rychlostech13. 
Vliv na rychlost transokace má i samotné slo-
žení polymeru14.

Rozdělení nanopórů
Biopóry

Biologické póry vložené do lipidových mem-
brán mají oproti solid-state nanopórům ně-
kolik výhod. Především se jedná o dokonale 
jednotnou proteinovou strukturu, která je díky 
rentgenové krystalografii známá až rozlišení 
jednotek angströmů. Biologických nanopórů 
je  navíc celá řada a jejich již tak heterogen-

Kudr  et al.

Obr. 1: Ilustrační schéma aparatury využívané 
k analýzám nukleových kyselin (A). Zesilovač 
aplikuje napětí Vc a detekuje změny proudu pro-
cházejícího hemolysinem Ip. Při aplikaci napětí 
120  mV a použití 1M KCl jako elektrolytu pro-
chází hemolysinem 120 pA referenční proud, kte-
rý je při translokaci ssDNA snížen na 15 pA (B).
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ní vlastnosti mohou být cílenou mutagenezí 
upravovány15.

Objektem zájmu Johna Kasianowicze byl 
na počátku 90. let α-hemolysin16,17. Jedná se 
o vodorozpustný protein (33 kDa) izolovaný z 
bakterie Staphylococcus aureus. Tento protein 
je schopen samovolně oligomerizovat v lipido-
vých membránách a tvořit v nich heptamerní 
kanál. Důsledkem vzniku kanálu v membráně 
je ztráta osmotického tlaku v buňce a její lýza. 
Tento kanál je průchodný v neutrálním pH i 
při vysoké iontové síle roztoku a při potenciálu 
120 mV na membráně jedním hemolysinovým 
kanálem prochází proud 120 pA18. Předpoklá-
dalo se, že tento proud odpovídá průchodu 
širokému 2 nm, což potvrdil detailní popis 
struktury heptamerního hemolysinu19. Nejdůle-
žitějším místem v struktuře oligomerizovaného 
hemolysinu je konstrikce v místě přechodu 
vestibulu v ß-barel, v kterém je vnitřní kanálek 
široký 1.4 nm. Kasianowicz poprvé demonstro-
val elektroforetický transport ssDNA a ssRNA 
hemolysinem v roce 199618. Detekované rozdíly 
v translokaci mezi RNA homopolymery (po-
lyadenylovou a polycytidylovou kyselinou) a 
DNA homopolymery (polydeoxyadenylovou 
a polydeoxycytidylovou kyselinou) potvrdily 
potenciální možnost využít hemolysin jako 
součást sekvenovacích metod nové genera-
ce20,21. V současné době se ukazuje, že hemoly-
sin není vhodným nástrojem pro sekvenování 
DNA a v současné době je spíše využíván k 
jiným účelům jako např. detekce uridylace 
DNA22, studium struktury peptidů a protei-
nů23, detekci iontů a jejich vazbu do DNA24,25. 

Druhou nejvíce používanou molekulou tvořící 
nanopóry k analýzám DNA je porin A (MspA). 
Tento extrémně stálý hydrofilní transmembrá-
nový protein bakterie Mycobakterium smeg-
matis tvoří oktamerní komplexy s kónickou 
strukturou26. Z hlediska struktury je MspA 
výhodnější pro nanopórové aplikace než he-
molysin. MspA poskytuje silnější procházející 
proudy, navíc zde nepůsobí rušivý vliv dlouhé-
ho ß-barelu. Oblast konstrikční zóny, v které 
je procházející proud nejvíce citlivý na změ-
ny struktury translokovaného polynukleoti-
du, odpovídá zhruba délce dvou nukleotidů

(0,5 nm)27. Vzhledem k negativnímu náboji 
uvnitř konstrikce MspA, je vždy nutné cílenou 
mutagenezí nahradit negativně nabyté aspar-
tátové zbytky neutrálním asparaginem28. Bylo 
prokázáno, že geneticky upravený MspA je scho-
pen rozlišit všechny nukleotidy v ssDNA, pokud 
je její průchod zpomalován úseky dsDNA29.

K dalším proteinům tvořícím póry využitých 
v nanopórových technikách patří aerolysin30, 
Cytolysin A bakterií druhu Salmonella typhi 
(ClyA)31, receptor A pro příjem hydroxamátu 
železitého bakterie E. coli (FhuA)32, phi29 pro-
tein 33 a SP1 protein34.

Rychlé a levné genomové sekvenování pomocí 
biologických nanopórů má ovšem i v současné 
době celou řadu výzev. Modulace proudu ion-
tů bazemi nukleové kyseliny procházejícími 
konstrikcí hemolysinu je ovlivňována a rušena 
oblastí ß-barelu (2 nm v průměru a 5 nm dlou-
há). Tato oblast je mnohem delší než vzdále-
nost jednotlivých bazí (3.4 Å) a tudíž modulace 
signálu je důsledkem přítomnosti 10–15 bazí 
v této oblasti35. Další technickou překážkou 
je rychlost translokace nukleové kyseliny he-
molysinem. Za 1 µs prochází za standartních 
podmínek hemolysinem jedna báze a cca 100 
iontů, jejichž celkový náboj se podílí na rozli-
šení jednotlivých bazí. Tato doba je daleko pod 
rozlišovací schopností současných komerčně 
dodávaných detektorů. Doba translokace 1 ms 
a cca 1000 iontů procházejících pórem za tuto 
dobu by byla potřeba pro spolehlivou analýzu 
sekvence jednotlivých bazí36. Zvýšení visko-
zity elektrolytu, snížení teploty nebo cílená 
mutageneze s cílem vnesení do póru kladně 
nabité aminokyseliny mohou částečně snížit 
rychlost translokace nukleových kyselin pórem, 
současně však dochází i k snížení mobility iontů 
a poklesu detekovaných proudů37-39. V současné 
době se snaha zpomalit průchod nukleové kyse-
liny nanopórem ubírá směrem vložení adaptérů 
jako je aminocyklodextrin do lumen biopóru 
nebo jeho modifikace enzymem jako Klenow 
fragment E. coli DNA polymerázy nebo phi29 
DNA polymerázou40-42.

Solid-state nanopóry
Alternativou k proteinovým nanopórům jsou 

nanopóry vytvořené litografickými technikami 
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v pevných substrátech. Nejčastěji se používají 
membrány na bázi křemíku (SiN, Si2N,Si3N4, 
SiO2) ale třeba i skla43 a grafenu44. Solid-state 
nanopóry mají oproti biopórům výhodu dobré 
mechanické, chemické a teplotní stability. Jejich 
rozměry a tvar mohou být libovolně měněny, na 
druhou stranu, jsou složitě reprodukovatelné, 
mají větší kapacitanci a problémy s šumem45-48. 
Ultra tenké membrány jsou vyráběny technikou 
atomic-layer deposition (ALD), která umožňuje 
deponovat na relativně velké plochy vrstvy 
s vynikající uniformitou a kontrolovat jejich 
složení49. Iontovým paprskem jako první vy-
robil umělý nanopór v křemíkové membráně k 
analýze DNA tým pod vedením Golovchenka50.

Grafen, dvourozměrný list atomů uhlíku, je 
z hlediska nanopórového sekvenování naděj-
ným materiálem. Šířka jedné grafenové vrstvy 
(0,32– 0,52 nm) odpovídá vzdálenosti bazí v 
polynukleotidovém řetězci. 

Drndic et al. vyrobil první nanopór v gra-
fenové vrstvě51 a následně ho použil k ana-
lýze DNA52. Ačkoliv vzhledem k velmi tenké 
grafenové vrstvě tento nanopór poskytoval 
vyšší proudové signály než nanopóry z jiných 
materiálů, šum byl naopak několikrát vyšší 
vzhledem k přítomnosti perforací v grafenovém 
listu. Grafen by navíc mohl být materiálem 
využitým pro sekvenování pomocí detekce příč-
né vodivosti53, kdy jednotlivé báze v nukleové 
kyselině translokované solid-state nanopórem 
vzhledem k jejich různému chemickému slo-
žení (hustotám elektronů) přispívají různou 
měrou k tunelovému proudu mezi elektrodami 
umístěnými transverzálně v oblasti nanopóru.

V případě solid-state nanopórů existuje stej-
ný problém jako u biologických, příliš rychlá 
translokace nukleové kyseliny pórem. Bashir  
et al. popsal zpomalení průchodu DNA pórem 
vyrobeného z Al2O3

54. Při ozáření amorfního 
nevodivého Al2O3 paprskem elektronů dochází 
k změně jeho struktury na krystalickou, což 
umožňuje v oblasti póru nejen manipulaci s 
nábojem, ale i vytvoření nanoelektrod a re-
dukci šumu.  

Závěr
I přes limitující faktory, které v současné době 

komplikují použití nanopórů, se jeví, že by 

nanopóry v budoucnosti mohli hrát význam-
nou úlohu v diagnostice a DNA sekvenování. 
Pokroky ve zpomalení translokace DNA na-
nopórem, výrobě solid-state nanopórů a jejich 
aplikace do čipů, nové principy detekce jako 
například měření příčné vodivosti53, použití 
uhlíkových nanotrubiček jako nanopórů55 a 
použití nanofluidických diod56,57 jsou příslibem 
rychlých a především cenově dostupných analýz 
lidského genomu. 
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schopnost inhibice nádorových buněk, jako 
další farmaceutická aplikace přichází v úvahu 
využití AMPs jako protinádorových léčiv 9. I 
přes významné kladné vlastnosti mají AMPs i 
vedlejší účinky, mezi ty nejvýznamnější patří 
hemolýza. Zlepšení vlastností AMPs a snížení 
vedlejších účinků lze docílit i využitím nano-
transportérů, které zajistí cílenou dopravu k 
místu účinku a také ochranu zdravých tkání10. 

AMPs s antimikrobiálním účinkem
Nejrozšířenější skupinou AMPs jsou peptidy 

s antibakteriálním účinkem. Antibakteriální 
efekt je umožněn díky integraci AMPs s mik-
roorganismy na základě elektrostatických sil 
pozitivně nabitého aminokyselinového zbytku 
s negativně nabitým povrchem buněk. Ten-
to mechanismus tvoří i základ selektivity a 
citlivosti prokaryotických a eukaryotických 
buněk, jelikož u eukaryotických buněk jsou 
na extracelulární membráně přítomny zejmé-
na neutrálně nabité lipidy, jako jsou fosfati-
dylcholin a sfingomyelin. U prokaryotických 
buněk je membrána složena zejména z negativ-
ně nabitých lipidů jako jsou fosfatidylglycerol 
(PG), kardiolipin a obojetně iontový fosfati-
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Úvod
Bezobratlí, rostliny i živočichové vykazují 

schopnost produkovat látky na ochranu proti 
působení mikroorganismů. Mnohé z těchto 
látek patří mezi peptidy a představují důležitý 
mechanismus vrozené imunity 1,2. Peptidy s 
aktivitou proti bakteriím, houbám, parazitům, 
virům a rakovinným buňkám jsou souhrn-
ně označovány jako antimikrobiální peptidy 
(AMPs)3. AMPs zaujímají 4 základní struktury, 
a to α-helix, β-skládaný list, smyčku a přímou 
strukturu. Podle fyzikálně-chemických vlast-
ností jsou charakterizovány jako kationtové, 
aniontové, hydrofilní a amfipatické 4. Nejběžněji 
jsou AMPs kationtové a amfipatické ve struk-
tuře α-helix 5. Velikost se pohybuje v rozmezí  
6 – 100 aminokyselin, jejichž složení i pořadí 
je velice proměnlivé. Tepelná stabilita těchto 
molekul je velmi vysoká, odolávají teplotám 
100 °C po dobu 15 minut6. Tyto látky se dostá-
vají do popředí zájmu zejména kvůli zvyšující 
se rezistenci patogenních organismů na kon-
venční antibiotika. Právě kvůli zvyšující se 
rezistenci patogenních organismů  je zájem o 
využití AMPs pro farmakologickou aplikaci 7,8. 
Díky existenci skupiny AMPs, které vykazují 

Effect of antimicrobial peptides
Organisms can produce substances which act as protection against the negative effects 

of microorganisms. Many of these substances belong among the peptides and represent an 
important mechanism of innate immunity. Peptides having activity against bacteria, fungi, 
parasites, viruses and cancer are collectively referred to as antimicrobial peptides (AMPs). 
Due to the increasing resistance of pathogenic microorganisms to antibiotic treatment, 
AMPs come to the forefront as a suitable alternative. Out of an antimicrobial activity, also 
the possible use for the treatment of fungal, parasite and virus diseases are studied. Also 
it has a significant potential use for the treatment of cancer, as some AMPs demonstrated 
significant antitumor activity.

REVIEW



16

dylethanolamin (PE) 11,12. Po interakci kladně 
nabitých oblastí peptidu s negativně nabitým 
povrchem buněk dojde k  penetraci buněč-
né membrány. Interakce peptid-membrána 
hraje klíčovou roli v antimikrobiální aktivitě 
peptidů 13. V současné době existují 4 obec-
né modely popisující způsob antimikrobiální 
činnosti peptidů, a to prstencový a kobercový 
model, model sudové skruže a model micelár-
ních agregátů 6. Největší část doposud známých 
AMPs účinkuje jak proti grampozitivním, tak 
proti gramnegativním bakteriím 14,15, jsou však 
i takové, které působí pouze proti grampozitiv-
ním16-18 nebo gramnegativním 19.

AMPs s antimykotickým účinkem
Mykózy jsou schopné ohrozit zdraví člověka. 

Jejich vysoký výskyt je spoluzodpovědný za 
zdravotní a ekonomické problémy v tropické 
oblasti, ale ani celosvětový dopad není zane-
dbatelný 20. Vzhledem ke zvýšenému výskytu 
plísní a omezenému výběru antimykotik jsou 
AMPs velmi atraktivní variantou, jak proti těm-
to původcům bojovat21. Jako velmi účinný proti 
několika druhům kvasinek se ukázal syntetický 
čtyřmocný peptid B4010. Kromě toho tento 
peptid nevykazuje toxicitu ani hemolytickou 
aktivitu u myší22. Mezi další peptidy, které vy-
kazují antimykotickou aktivitu, ale nezpůsobují 
hemolýzu, patří např. bactrocerin-1 23 a drozo-
mycin 24. AMPs působí i proti onychomykózám 
způsobeným původci jako jsou Epidermophyton 
ssp. a Trichophyton ssp., které postihují nehtové 
ploténky a nehtová lůžka. Zajímavá je přirozená 
přítomnost peptidů s antimykotickým účinkem 
v lidských nehtech. Tyto peptidy odpovídají za 
prevenci infekcí nehtových jednotek 25. 

AMPs s antiprotozoálním účinkem
Obdobně jako mykózy i onemocnění způso-

bená parazity jsou velkým problémem zejména 
v tropických oblastech. Tato onemocnění mají 
významný podíl na sociálně-ekonomické de-
vastaci těchto oblastí a odráží se i celosvětově. 
AMPs mohou být použity ke kontrole nemocí, 
a to jak při léčbě infikovaných hostitelů, tak k 
zabránění přenosu nemocí tím, že interferují 
s prvoky přímo na hmyzích přenašečích 26. 
Aktivitu proti prvokům vykazuje phylloseptin 

4 a 5 ze sekretu kůže dvou žab druhu Phyllo-
medusa (Phyllomedusa oreades a Phyllomedusa 
hypochondrialis)27. Mezi AMPs s účinkem proti 
prvokům rodu Trypanosoma, kteří způsobující 
africkou trypanozomiázu (spavá nemoc), patří 
např. leucinostatin, alamethicin I, tshushimy-
cin28, attacin29, protegrin a ovispirin 30.  Malá-
rie je onemocnění způsobené jednobuněčným 
parazitem zimničkou tropickou (Plasmodium 
falciparum), který je přenášen samičkami ko-
márů rodu Anopheles. Aktivitu proti malárii 
vykazují např. peptidy defensin, stomoxyn, 
drosomycin, gambicin, cecropin a magainin 31-

33. Proti původcům leishmaniózy působí peptid 
DSR 01 a další 34. 

AMPs s antivirovým účinkem 
Viry mohou napadat jak živočichy včetně člo-

věka, tak rostliny, některé napadají i bakterie. 
Řada virů způsobuje závažná lidská onemocně-
ní, jejichž léčba je komplikovaná až nemožná. 
Při napadení organismu virem dochází uvnitř 
buněk k replikaci tohoto viru, případně dojde 
k začlenění virové genetické informace do bu-
něčného genomu. AMPs získávají protivirový 
efekt díky blokaci membránových receptorů 
hostitelské buňky nebo vazbou na virion 35,36. 
Mezi peptidy, které by mohly být použity při 
prevenci nebo léčbě virových onemocnění, jako 
jsou virus lidské imunodeficience (HIV), herpes 
simplex virus (HSV), virus hepatitidy C (HCV), 
lidský cytomegalovirus (HCMV), patří lacto-
ferricin 35,37,38, melittin 39,40, Retrocyclin-101, 
Protegrin-1 41, thymopentin 42. 

AMPs s proti nádorovými účinky
Konvenční chemoterapeutika vykazují velké 

množství vedlejších účinků a často podporují 
rozvoj lékové rezistence. Nedostatky současné 
léčby by mohly vyřešit AMPs, jelikož řada studií 
ukazuje i na selektivní cytotoxickou aktivitu 
AMPs vůči širokému spektru nádorových bu-
něk 43. Potenciál využití AMPs v léčbě nádo-
rových onemocnění je i v oblasti kombinace 
peptidů s konvenčními chemoterapeutiky 44. 
Pro tuto aktivitu byly navrženy tři mechanis-
my, mezi které patří lyze buněčné membrány, 
aktivace vnějších apoptotických drah a inhibice 
angiogeneze 45. Dle současných poznatků jsou 
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peptidy s protinádorovou aktivitou amfipa-
tické s hydrofobními a kationtovými zbytky. 
Tyto peptidy mohou tvořit póry v membráně, 
narušovat buněčné organely (Obr. 1) a tím pů-
sobí díky apoptóze či nekróze buněčnou smrt. 
Schopnost peptidů narušovat a cílit nádorové 
buňky umožňuje nést biologicky aktivní látky 
přímo do nádorů anebo do nádorového krev-
ního řečiště 46,47. 

Obr. 1: Schéma mechanismu účinku protinádorových kationtových peptidů. Údaje uvedené v závorce 
představují příklady peptidů působící daným mechanismem. 1 – Modifikace lysozomální membrány, 
která vede k okyselování intracelulárního prostoru a buněčné smrti (Kahalalid F). 2 – Amplifikace 
proteazomální aktivity (Magainin II). 3 – Indukce mitochondriální dráhy pro apoptózu přes uvolnění 
cytochromu c do cytoplasmy nebo přes aktivaci kaspázové kaskády (Lactoferricin B). 4 – Tvorba pórů 
kobercovým modelem (Cecropin). 5 – Zvýšení příjmu Ca2+ (Melittin). 6 – Tvorba pórů modelem sudové 
skruže (Cecropin, Melittin, Lactoferricin B). 7 – Aktivace imunitní modulační dráhy indukcí nukle-
ových kyselin a interferonů (Alloferon). 8 – Inhibice genů zapojených v replikaci DNA (Kahalalid F). 
9 – Zastavení buněčného cyklu v G0, G1 nebo S fázi (AGAP).  Přepracováno podle 48.

Mezi peptidy s protinádorovou účinností patří 
např. Cecropin A a B, který působí selektivně 
cytotoxicky na proliferaci nádorových buněk 
močového měchýře, bez negativního dopa-
du na fibroblasty 49. Selektivní aktivitu proti 
solidním nádorům vykazuje Kahalalid F 50. 

Obdobně magainin II inhibuje proliferaci ná-
dorových buněk močového měchýře, na které 
působí cytotoxicky, vůči fibroblastům je bez 
efektu 51. Peptid AGAP inhibuje proliferaci a 
indukuje apoptózu lidských nádorových buněk 
tlustého střeva 52. Alloferon má sám o sobě 
protinádorovou účinnost nižší, než je tomu u 
konvenčních chemoterapeutik, ale v kombinaci 
s nimi dochází k výraznému zvýšení protiná-
dorové aktivity 53. Lactoferricin B způsobuje u 
neuroblastomových buněk buněčnou smrt 54. 
Mere15 výrazně potlačuje růst plicního ade-
nokarcinomu 55. CPAP působí proti nádorům 
jater 56
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Závěr
Široká skupina antimikrobiálních peptidů 

představuje nové možnosti v léčbě celé řady 
onemocnění, ať už se jedná o onemocnění bak-
teriálního původu, nebo o onemocnění způso-
bená houbami, parazity, viry. Výrazný potenciál 
představuje také protinádorová aktivita AMPs. 
Protinádorová aktivita je způsobena řadou 
mechanismů, mezi které patří stejně jako u 
antibakteriální aktivity narušení membrány 
buňky, ale také např. spuštění apoptózy, akti-
vace imunitní dráhy, zastavení replikace DNA a 
buněčného cyklu. Přestože jsou některé AMPs 
schopné působit na širokou škálu nádorových 
buněk a mají specifický účinek na tyto buňky, 
nebyl doposud objeven peptid, který by nevy-
kazoval žádné vedlejší účinky. Jako vhodná 
cesta aplikace AMPs se jeví kombinace s dalšími 
léčivy, případně kombinace s nanotransportéry. 

Tato práce byla financována z projektu 
PGS21_2013

The authors declare they have no potential 
conflicts of interests concerning drugs, pro-
ducts, services or another research outputs in 
this study.

The Editorial Board declares that the ma-
nuscript met the ICMJE „uniform reguire-
ments“ for biomedical papers.

Literatura
1.	 Brogden K. A.: Nature Reviews Microbiology, 3, 

238 (2005).
2.	 Zasloff M.: Nature, 415, 389 (2002).
3.	 Lopez-Abarrategui C., Figueroa-Espi V., Reyes-

Acosta O., Reguera E., Otero-Gonzalez A. J.: 
Current Protein & Peptide Science, 14, 595 (2013).

4.	 Peters B. M., Shirtliff M. E., Jabra-Rizk M. A.: Plos 
Pathogens, 6, (2010).

5.	 Epand R. M., Vogel H. J.: Biochimica Et Biophysica 
Acta-Biomembranes, 1462, 11 (1999).

6.	 Li Y. M., Xiang Q., Zhang Q. H., Huang Y. D., Su 
Z. J.: Peptides, 37, 207 (2012).

7.	 Hassan M., Kjos M., Nes I. F., Diep D. B., Lotfipour 
F.: Journal of Applied Microbiology, 113, 723 
(2012).

8.	 Lv Y. F., Wang J. J., Gao H., Wang Z. Y., Dong N., 
Ma Q. Q., Shan A. S.: Plos One, 9, (2014).

9.	 Cerovsky V., Budesinsky M., Hovorka O., Cvacka J., 
Voburka Z., Slaninova J., Borovickova L., Fucik V., 

Bednarova L., Votruba I., Straka J.: Chembiochem, 
10, 2089 (2009).

10.	 Urban P., Valle-Delgado J. J., Moles E., Marques 
J., Diez C., Fernandez-Busquets X.: Current Drug 
Targets, 13, 1158 (2012).

11.	 Lohner K.: General Physiology and Biophysics, 
28, 105 (2009).

12.	 Guilhelmelli F., Vilela N., Albuquerque P., 
Derengowski L. D., Silva-Pereira I., Kyaw C. M.: 
Frontiers in Microbiology, 4, (2013).

13.	 Pandey B. K., Srivastava S., Singh M., Ghosh J. K.: 
Biochemical Journal, 436, 609 (2011).

14.	 Knappe D., Cassone M., Nollmann F. I., Otvos L., 
Hoffmann R.: Protein and Peptide Letters, 21, 321 
(2014).

15.	 Berthold N., Hoffmann R.: Protein and Peptide 
Letters, 21, 391 (2014).

16.	 Imamura M., Wada S., Ueda K., Saito A., Koizumi 
N., Iwahana H., Sato R.: Developmental and 
Comparative Immunology, 33, 1120 (2009).

17.	 Snyder A. B., Worobo R. W.: Journal of the Science 
of Food and Agriculture, 94, 28 (2014).

18.	 Herbiniere J., Braquart-Varnier C., Greve P., 
Strub J. M., Frere J., Van Dorsselaer A., Martin 
G.: Developmental and Comparative Immunology, 
29, 489 (2005).

19.	 Yoe S. M., Kang C. S., Han S. S., Bang I. S.: 
Comparative Biochemistry and Physiology 
B-Biochemistry & Molecular Biology, 144, 199 
(2006).

20.	 Lupi O., Tyring S. K., McGinnis M. R.: Journal of 
the American Academy of Dermatology, 53, 931 
(2005).

21.	F jell C. D., Hiss J. A., Hancock R. E. W., Schneider 
G.: Nature Reviews Drug Discovery, 11, 37 (2012).

22.	 Lakshminarayanan R., Liu S. P., Li J. G., 
Nandhakumar M., Aung T. T., Goh E., Chang J. 
Y. T., Saraswathi P., Tang C., Safie S. R. B., Lin L. 
Y., Riezman H., Lei Z., Verma C. S., Beuerman R. 
W.: Plos One, 9, 1 (2014).

23.	Dang X. L., Tian J. H., Yang W. Y., Wang W. 
X., Ishibashi J., Asaoka A., Yi H. Y., Li Y. F., 
Cao Y., Yamakawa M., Wen S. Y.: Archives 
of Insect Biochemistry and Physiology, 71, 
117 (2009).

24.	 Cohen L., Moran Y., Sharon A., Segal D., Gordon 
D., Gurevitz M.: Journal of Biological Chemistry, 
284, 23558 (2009).

25.	 Dorschner R. A., Lopez-Garcia B., Massie J., Kim 
C., Gallo R. L.: Journal of the American Academy 
of Dermatology, 50, 343 (2004).

26.	 Harrington J. M.: Parasite Immunology, 33, 461 
(2011).

27.	 Leite J., Silva L. P., Rodrigues M. I. S., Prates M. V., 
Brand G. D., Lacava B. M., Azevedo R. B., Bocca 
A. L., Albuquerque S., Bloch C.: Peptides, 26, 565 
(2005).

28.	 Ishiyama A., Otoguro K., Iwatsuki M., Namatame 
M., Nishihara A., Nonaka K., Kinoshita Y., 
Takahashi Y., Masuma R., Shiomi K., Yamada H., 
Omura S.: Journal of Antibiotics, 62, 303 (2009).

29.	 Hu Y. J., Aksoy S.: Insect Biochemistry and 
Molecular Biology, 35, 105 (2005).

30.	 McGwire B. S., Olson C. L., Tack B. F., Engman 
D. M.: Journal of Infectious Diseases, 188, 146 



19Komínková  et al.

(2003).
31. Villa-Hernandez O., Hernandez-Orihuela L., 

Rodriguez M. D., Zamudio-Zuniga f., Castro-
franco R., Pando V., Batista C. V. f.: Protein and 
Peptide Letters, 16, 1371 (2009).

32. Ti an C. H., Gao B., Rodriguez M. D., Lanz-Mendoza 
H., Ma B., Zhu S. Y.: Molecular Immunology, 45, 
3909 (2008).

33. Gao B., Xu J., Rodriguez M. D., Lanz-Mendoza 
H., Hernandez-Rivas R., Du W. H., Zhu S. Y.: 
Biochimie, 92, 350 (2010).

34. Eaton P., Bittencourt C. R., Silva V. C., Veras L. M. 
C., Costa C. H. N., feio M. J., Leite J.: Nanomedicine-
Nanotechnology Biology and Medicine, 10, 483 
(2014).

35. Andersen J. H., Osbakk S. A., Vorland L. H., Traavik 
T., Gutteberg T. J.: Antiviral Research, 51, 141 
(2001).

36. Orsi N.: Biometals, 17, 189 (2004).
37. Jenssen H.: Cellular and Molecular Life Sciences, 

62, 3002 (2005).
38. Andersen J. H., Jenssen H., Gutteberg T. J.: Antiviral 

Research, 58, 209 (2003).
39. falco A., Barrajon-Catalan E., Menendez-Gutierrez 

M. P., Coll J., Micol V., Estepa A.: Antiviral Research, 
97, 218 (2013).

40. Gee M. L., Burton M., Grevis-James A., Hossain 
M. A., McArthur S., Palombo E. A., Wade J. D., 
Clayton A. H. A.: Scientifi c Reports, 3, (2013).

41. Lee S. B., Li B. C., Jin S. X., Daniell H.: Plant 
Biotechnology Journal, 9, 100 (2011).

42. Wang Y., Ke X. Y., Khara J. S., Bahety P., Liu S. Q., 
Seow S. V., Yang Y. Y., Ee P. L. R.: Biomaterials, 
35, 3102 (2014).

43. Mader J. S., Hoskin D. W.: Expert Opinion on 
Investigational Drugs, 15, 933 (2006).

44. Riedl S., Zweytick D., Lohner K.: Chemistry and 
Physics of Lipids, 164, 766 (2011).

45. Dobrzynska I., Szachowicz-Petelska B., Sulkowski 
S., figaszewski Z.: Molecular and Cellular 
Biochemistry, 276, 113 (2005).

46. Boohaker R. J., Lee M. W., Vishnubhotla P., Perez 
J. M., Khaled A. R.: Current Medicinal Chemistry, 
19, 3794 (2012).

47. Paredes-Gamero E. J., Nogueira-Pedro A., Miranda 
A., Justo G. Z.: frontiers in bioscience (Elite 
edition), 5, 130 (2013).

48. Mulder K. C. L., Lima L. A., Miranda V. J., Dias 
S. C., franco O. L.: frontiers in Microbiology, 4, 
(2013).

49. Suttmann H., Retz M., Paulsen f., Harder J., 
Zwergel U., Kamradt J., Wullich B., Unteregger 
G., Stockle M., Lehmann J.: BMC urology, 8, 5 
(2008).

50. Hamann M. T., Otto C. S., Scheuer P. J., Dunbar D. 
C.: Journal of Organic Chemistry, 61, 6594 (1996).

51. Lehmann J., Retz M., Sidhu S. S., Suttmann H., Sell 
M., Paulsen f., Harder J., Unteregger G., Stockle 
M.: European Urology, 50, 141 (2006).

52. Gu Y., Liu S. L., Ju W. Z., Li C. Y., Cao P.: Oncology 
Letters, 5, 483 (2013).

53. Chernysh S., Irina K., Irina A.: International 
Immunopharmacology, 12, 312 (2012).

54. Eliassen L. T., Berge G., Leknessund A., Wikman 
M., Lindin I., Lokke C., Ponthan f., Johnsen J. 

I., Sveinbjornsson B., Kogner P., flaegstad T., 
Rekdal O.: International Journal of Cancer, 119, 
493 (2006).

55. Wang C. C., Liu M., Cheng L. Y., Wei J. T., Wu N., 
Zheng L. H., Lin X. K.: Experimental Biology and 
Medicine, 237, 442 (2012).

56. Wang X. Q., Zhang X. W.: Biotechnology Progress, 
29, 681 (2013).

Článek je volně ši-
řitelný pod licencí 
Creative Commons 

(BY-NC-ND). Musí však být uveden autor a 
dokument nelze měnit a použivat pro komerč-
ní účely.



20

tidů je jejich enkapsulace do nanotransportérů 
jako jsou liposomy nebo různé nanokonstrukty. 
Díky tomuto propojení lze na jedné straně zvý-
šit jejich selektivitu a účinnost ochranou proti 
biodegradaci v organismu a na straně druhé vol-
bou vhodného transportéru lze zamezit jejich 
toxicitě vůči okolním buňkám v organismu7. 

Chemické a fyzikální vlastnosti 
peptidů

Primární struktura peptidu a případně z ní 
vyplývající sekundární struktura ovlivňují jeho 
výsledný náboj. Z tohoto pohledu lze peptidy 
rozdělit na anionické, a kationické. Anionic-
ké peptidy vykazují celkový náboj v rozmezí 
od -1 do – 7 a je u nich běžná posttranslační 
modifikace při jejich biologické syntéze, která 
je klíčová pro antimikrobiální aktivitu. Ka-
tionické peptidy vykazují celkový náboj od 
+2 do +9 a amfipatické vlastnosti, které jim 
umožňují reagovat a narušovat lipidové mem-
brány patogenních mikroorganismů8. Zatímco 
primární struktura je u většiny peptidů značně 
homologní, u sekundárních struktur dochází 
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Úvod
Součástí vrozeného a adaptovaného imunit-

ního systému všech savců jsou peptidy1, které 
vykazují účinnou chemickou obranu euka-
ryotických buněk proti bakteriím, houbám a 
virům2. V současnosti jsou často diskutované 
peptidy se schopností inhibovat virové infekce 
jako je HIV, hepatitis, herpes simplex a v ne-
poslední řadě virus chřipky3. Mimo přírodní 
peptidy vytvořené živočišnými organismy pro 
obranu před patogeny, je zde velký pokrok v 
jejich laboratorní přípravě. A to jak za pomocí 
bakteriofágů, tak syntézou umělou, obvykle 
na pevném nosiči4. Pomocí moderních metod, 
například knihovnou fágového displeje (Ph. D.), 
lze sledovat interakce mezi peptidem a virem, 
ale i navrhnout vhodné sekvence, které by vy-
kazovaly nejvyšší účinnost proti danému viru5. 
Neméně užitečné jsou také softwarové progra-
my umožňující provedení prediktivních studií, 
kterými je možné sledovat možnosti protein-
-protein, protein-peptid interakce a lze zazna-
menat změny konformace původního proteinu6. 
Neméně studovanou oblastí antivirových pep-

Therapeutical application of antiviral peptides against influenza virus 
Influenza spreads around the world in seasonal epidemics and it is caused by a variety of 

species and strains of viruses, in any given year some strains can die out while others create 
epidemics, while yet another strain can cause a pandemic. The peptides may present the new 
generation of antiviral drugs with the broad spectrum of activity. The antiviral effects depend 
on their structure as well as the target part of the virus. We showed the manner of action of 
peptides on the influenza virus. The entry blocker peptides interact with hemagglutinin and 
inhibit the viral fusion. Furthermore the peptides are capable to disrupt viral envelope or block 
the viral replication. The perceptivity of therapeutic peptides is supported by wild abilities 
of their synthesis, possibility of modifications, synthesis for specific action, minimizing the 
emergence of resistance. Clearly, all these studies are promising, and need to be expanded.  

 REVIEW
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ke značné konformační variabilitě. Na základě 
sekundární struktury peptidů je lze rozdělit 
na α-helikální peptidy tvořící nejpočetnější 
skupinu a konformaci β-listu, která se vyzna-
čuje poměrně malým množstvím helikálních 
domén organizovaných dle amfipaticity. Mimo 
tyto dvě nejpočetnější skupiny se vyskytují 
peptidy s rozvolněnou strukturou, nebo uspo-
řádané do smyčky. Všechny peptidy vykazují 
schopnost tvořit amfipatickou nebo amfifilní 
konformaci, která je charakteristická perio-
dicky se opakujícími úseky, ve kterých se stří-
dají hydrofobní a hydrofilní domény  9. Díky 
různorodé struktuře peptidů se mění jejich 
hydrofobicita, velikost, náboj, amfipatie, úhly 
polárních vazeb tak stejně jako tyto vlastnosti 
určují jejich mechanismus účinku a specifitu, 

která je dána rozdíly ve složení a struktuře 
membrán savčích buněk a virů 10. 

Interakce virů s peptidy
Interakce peptidů s částicí viru nejsou dosud 

komplexně prozkoumány, avšak byly obecně 
popsány tři mechanismy: i) peptidy interagují 
se složkami virové obálky a tím je dosažena 
inhibice adheze a invaze částice do hostitelské 
buňky, ii) peptidy naruší lipidovou dvojvrstvu 
virové obálky obdobně jako je tomu u patogen-
ních mikroorganismů a dochází k lyzi částice, 
iii) peptidy inhibují replikaci virové RNA či 
DNA, většinou interakcí s virovou DNA/RNA 
polymerázou, která katalyzuje replikaci nuk-
leové kyseliny 11 (Obr. 1). 

Skaličková  et al.

Obrázek 1: Schéma působení peptidů v protivirové terapii: i) peptidy interagují se složkami virové obál-
ky a tím je dosažena inhibice adheze a invaze částice do hostitelské buňky, ii) peptidy naruší lipidovou 
dvojvrstvu virové obálky a dochází k lyzi částice, iii) peptidy inhibují replikaci virové RNA či DNA, 
většinou interakcí s virovou DNA/RNA polymerázou
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Peptidy interagující se složkami virové 
obálky (blokátory vstupu)

Chřipkový virus je pleomorfní částice sféric-
kého nebo vláknitého tvaru. Virová RNA je 
uložena v helikoidální kapsidě a nukleokapsida 
je obalena lipidovou membránou, které na svém 
povrchu nese dva glykoproteiny hemaglutinin 
(HA) a neuramidiázu, zodpovědné za patoge-
nitu viru12. Působení antivirových peptidů je 
zaměřeno na interakci s těmito proteiny tím, 
že je omezena nebo zastavena jejich funkce 
a virus tak není schopen proniknout do hos-
titelské buňky 13. Do této skupiny patří 20-ti 
aminokyselinový peptid, odvozený od signální 
sekvence růstového faktoru4 fibroblastů, který 
se specificky váže na chřipkový HA protein u 
většiny mutací chřipkových virů in vivo i in vitro. 
Mimo jiné vykazuje nízkou cytotoxicitou vůči 
tkáňovým buňkám14. Peptid C17H35CO-ARL-
PRTMVHPKPAQP-NH2 s konzervativní sekven-
cí ARLPR, který se přímo váže na podjednotku 
hemaglutininu byl navržen pomocí knihovny 
fágového displeje. Díky strukturní podobnosti 
s kyselinou sialovou blokuje vstup viru do hos-
titelské buňky. Další antivirové peptidy patří 
do skupiny cyklických delta defenzinů, tzv. 
retrocyklinů, které jsou tvořeny spojením N a 
C domény dvou peptidů 13,15. Předchozí studie 
potvrdily jejich schopnost inhibovat fúzi HIV 
viru s hostitelskou buňkou a podobným me-
chanismem přes HA také fúzi viru chřipky16, 17.  

Peptidy působící na virovou obálku
Virová obálka se formuje z buněčné membrány 

hostitelských buněk18, 19. Obálky chřipkového 
viru jsou bohaté na sfingolipidy a choleste-
rol20, který jim udává amfipatické vlastnosti 
a negativní náboj21 vytvářející elektrostatické 
membránové interakce s pozitivně nabitými 
kationickými antimikrobiálními peptidy22,23. 
Peptidy náležící do skupiny katelicidinů jsou 
zapojeny do imunitního systému24 a vykazují 
schopnost přímo deaktivovat virovou částici na-
rušením lipidové dvojvrstvy25. První izolovaný 
peptid z této skupiny je lidský LL-37 peptid26. 
Jeho účinky byly studovány na viru způsobující 
neštovice (VACV), který patří do stejné rodiny 
jako chřipkový virus. Mechanismus účinku byl 
popsán pomocí kobercového modelu25, kdy se 

peptidy nevmezeřují do membrány, ale seřazují 
se paralelně k dvojvrstvě, setrvávají v kontaktu s 
lipidovými skupinami a pokrývají okolní oblast. 
Orientace peptidů vede k lokálním poruchám ve 
stabilitě membrány, což má za následek tvorbu 
trhlin, vytékání složek cytoplazmy, porušení 
membránového potenciálu a ve výsledku dezin-
tegraci membrány. Dalším peptidem, u kterého 
byly prokázány antivirotické účinky je melitin 
(GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH2), 
který byl izolován z jedu včely evropské (Apis 
mellifera)27,28. Bylo potvrzeno, že jeho primární 
struktura je schopna deformovat lipidovou 
dvojvrstvu, vytvářet artificiální póry, což vede 
k protržení a lyzi virové částice29. S tímto pep-
tidem jsou spojovány dva mechanismy účinku; 
a to kobercový model30 a model toroidního 
póru31,32, který je charakteristický shlukem 
peptidů na povrchu mikrobiální membrány 
podobně jako je tomu u kobercového modelu. 
Následně dochází k postupnému vkládání pep-
tidů do lipidové dvojvrstvy kolmo k mikrobiální 
membráně a tím dochází k její deformaci. 33,34 

. Zcela odlišným mechanismem se vyznačují 
peptidy, které jsou schopné se koncentrovat 
v prostředí o nízkém pH (pHlip), například v 
místě infikované plicní tkáně. Tyto peptidy jsou 
ve vodě rozpustné membránové peptidy, slabě 
reagující s buněčnou membránou při neutrál-
ním pH bez toho aniž by vstoupily do lipidové 
dvojvrstvy. Pokud je pH prostředí nižší než 7, 
pHlip peptidy vstoupí do membrány a vytváří 
stabilní transmembránové α-helix struktury, 
které lze využít jako nosič různých léčiv urče-
ných pro inaktivaci virové částice35.    

Peptidy, které jsou schopny inhibovat 
replikaci virové RNA

Pod virovým obalem se nachází strukturální 
matrixový protein M1 obalující molekulu RNA, 
nukleoprotein tvořící kapsidu a virovou RNA 
polymerázou, která je nezbytná pro virovou 
transkripci. Peptidová terapie je v tomto pří-
padě zacílena na interakci s virovou RNA po-
lymerázou, která je složena ze tří proteinových 
podjednotek PB1, PB2 a PA, kódovanými třemi 
segmenty virového genomu 36,37. Polymerázový 
komplex se specificky naváže na 5̀ -konec geno-
mové RNA, tím se aktivuje k vazbě na čepičku 
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buněčné mRNA. Dochází ke změně konforma-
ce genomové RNA do vlásenkové struktury, 
čímž se aktivuje endonukleáza polymerázo-
vého komplexu. Endonukleáza štěpí čepičku 
buněčné mRNA a dojde k vytvoření aktivního 
transkripčního komplexu 38. Antivirová terapie 
je v tomto případě zacílená na interakci mezi 
virovou polymerázou a peptidem, který navá-
záním na specifický úsek virové polymerázy 
zabrání jejímu rozštěpení a tím nedochází k 
transkripci virového genomu. Příkladem zmí-
něného způsobu inhibice je 25 aminokyselinový 
peptid odvozený z N domény PB1 podjednotky, 
kde navázáním na specifické místo trimeru 
způsobí narušení vazby PA-PB 39. V porovnání 
s ostatními druhy terapeutik přináší peptidy, 
které inhibují virus chřipky interakcí s virovou 
polymerázou, mnoho výhod v antivirové terapii 
v porovnání s ostatními druhy léčiv. Oproti 
jiným terapeutikům mají odlišný mechanismus 
účinku a tím výrazně snižují pravděpodobnost 
křížové rezistence.  Dále mají nepostradatelné 
aminokyseliny pro podjednotky PB1, PB2 a PA 
velmi konzervativní sekvence u všech kme-
nů viru chřipky a tím jsou účinné v širokém 
spektru virových rodů. V neposlední řadě je 
zde možnost zacílit odlišné interakční místa 
v polymerázovém komplexu, například mezi 
PA a PB1, tak jako mezi PB1 a PB2. Díky tomu 
lze vytvořit antivirový „koktejl“, který by měl 
značnou účinnost proti mutantům viru, které 
unikly působení protilátek40.

Závěr
Chřipkové viry pravidelně způsobují každo-

roční epidemii, která prochází napříč světem. 
Současné terapeutické přístupy mají proti viru 
dostatečnou efektivitu, avšak díky častým mu-
tacím chřipkového genomu dochází k rezistenci 
tohoto viru proti již některým používaným léči-
vům. Peptidová terapie představuje novou gene-
raci antivirotik se širokým spektrem působení. 
Jejich účinek může být zacílený i na bakteriální 
infekce, které se často spouští po oslabení orga-
nismu vzniklou virózou. Antivirové působení 
peptidů závisí na jejich struktuře stejně tak jako 
na cíli inhibice virové částice. V tomto přehledu 
jsou uvedeny hlavní strategie antivirové terapie 
proti viru chřipky. Peptidy blokující vstup do 

hostitelské buňky interagují s povrchovým 
glykoproteinem hemaglutininem a tím zabrání 
vstup virové částice do hostitelské buňky.  Další 
skupina peptidů je schopna narušit lipidový 
obal viru a tím částici lyzovat a inaktivovat. 
Nejrozšířenějším modelem pro tyto interakce 
je kobercový model nebo model toroidního 
póru, avšak není vyloučeno, že ostatní peptidy 
mohou vykazovat další mechanismy účinku 
jako je model sudové skruže nebo micelárních 
agregátů. Neméně významnou skupinou jsou 
peptidy, které přímo inhibují replikaci viru 
a to interakcí s virovou RNA polymerázou. 
Antivirové peptidy se jeví jako perspektivní 
terapeutika nejen proti viru chřipky, ale také 
i pro ostatní virové onemocnění, například 
HIV, VACV nebo lidského papilomaviru (HPV). 
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stands for any amino acid, other than Cys) and 
metal ions2,3. These cysteine-rich proteins are 
localized in cytoplasm and some organelles, 
predominantly in mitochondria, where their 
presence is sensitively and strictly regulated by 
the oxidative state induced by mitochondrial 
respiration. Depending on the cell state, but 
especially presence of oxidative stress, MTs 
are rapidly translocated to the nucleus through 
nuclear pore complexes. MT localized in the 
nuclei is oxidized there and it is transported 
to cytosol; this system is balanced3. 

Interaction of metallothionein and 
metals

MTs are currently classified into 15 families. 
Mammalian MTs are single-chain polypepti-
des of 61 to 68 amino acid residues. There are 
no free thiol groups, and divalent metals are 
bound by sulfur atoms in thiolate clusters with 
a tetrahedral geometry (or trigonal for Cu+). 
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Biochemistry of Metallothionein 
Metallothioneins (MTs) were discovered in 

1957 and identified as low-molecular weight 
sulfhydryl-rich proteins. MTs belong to a super-
family of intracellular metal-binding proteins, 
present in virtually all living organisms, with 
features common to the archetypal. MT was first 
isolated from horse kidney and characterized 
by Margoshes and Vallee1. In this work, we wish 
to briefly summarize the current knowledge 
regarding the MT forms. All vertebrates exami-
ned contain two or more distinct MT isoforms 
designated MT-1 through MT-4. The three-di-
mensional structures of MTs from mamma-
lian that have been determined so far show a 
monomeric protein composed of two globular 
domains, each encompassing a metal–thiolate 
cluster. The metallothionein isoform A (MTA) 
is a 64-residue metalloprotein, which contains 
essentially the same number of metal-chelating 
Cys–Cys and Cys–Xxx–Cys motifs (where Xxx 

Use of mass spectrometry technique (MALDI-TOF/TOF) for the characterization 
of metallothionein in biological systems  

Metallothioneins (MTs) are intracellular, low molecular mass and cysteine-rich proteins 
having several interesting biological roles associated with the protection against DNA da-
mage, oxidative stress and apoptosis. Recent developments in the mass spectrometry have 
brought clinical proteomics to the forefront of diagnosis and treatment of diseases, offering 
reliable, robust, and efficient analytical methods for discovery and monitoring of biomarkers. 
MALDI-TOF/TOF mass spectrometry has been proven an effective tool not only for analysis 
of MTs in biological samples, but also for the identification of its isoforms in various types of 
samples. Importantly, it has been reported that MTs play a role in oncogenesis and prognosis 
of cancer, and there is an evidence of possible involvement of these proteins in the develop-
ment of the resistance of cancer cells to anticancer metal-based drugs including cisplatin as 
the most used cytostatics. We review MALDI-TOF profiling techniques as tools for the MTs 
detection in cancers. 

 REVIEW
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The binding affinity varies between metals, 
with Cu having the greatest stability constant 
(1019–1017) followed by Cd (1017–1015) and then 
Zn (1014–1011). As many as 18 different metals 
may associate with MT, but only Cu(I), Cd(II), 
Pb(II), Ag(I), Hg(II) and Bi(II) can displace Zn4. 
MT can incorporate up to 7 divalent metal or 12 
monovalent Cu atoms per molecule. The Figure 
1 shows the photos of 3-dimensional structure 
of MT isolated from liver rabbit liver without 
and with heavy metal.  Cu+ binds in multiple 
stoichiometry with a minimum of 7 Cu(I)/mol5. 
MT has two subunits: the more stable a domain 
(C-terminal), which incorporates four divalent 
metal atoms, and the more reactive b-domain 
(N-terminal), which contains only three 6. The 
three-dimensional protein structure of this was 
reported by both X-ray crystallography and 
NMR spectroscopy in the 1990s. Structural 
studies have shown that this unusual protein 
with 61 amino acids (mammalian MT) can 
bind with both essential metals (Zn and Cu) 
and toxic metals (Cd and Hg) in two distinct 
cluster structures within the molecule. One 
cluster is closer to the N-terminal and three 
metal atoms are bound to nine cysteines with 
three bridging sulfur atoms, while in the second 
cluster closer to the C-terminal and four metal 
atoms are bound to 11 cysteines with five brid-
ging sulfur atoms7.

Metallothionein physiological 
functions

MTs have many important and crucial func-
tions (Figure 2). Expression of MTs is induced 
by many factors including physical stress, che-
mical stress and endogenous factors8,9. The most 
important of them includes detoxification of 
essential as well as non-essential heavy metal 
ions, such as Cd(II) or Hg(I, II), homeostasis 
and control of Zn(II) and Cu(II) ions and metal 
transfer reactions 10. This role is still claimed by 
most authors working in the MT field and often 
supported by data from species ranging from 
fungi to mammals, which could explain the 
wide variety of MT isoforms11. A copper-specific 
MT isoform was shown to preferentially bind 
12 copper ions in the snail’s taxonomic Helix 
pomatia12. Thus, one of the most important MT 
functions consists in cell protection against 
free radicals13. It is clear that MT is induced by 
oxidative stress. Free oxygen radicals are asso-
ciated with ubiquitous cell functions, especially 
by the mitochondrial electron transport system 
and by NADPH oxidase in cells. The danger of 
free radicals consists of the ability of damage 
to biomolecules, including proteins and poly-
unsaturated fatty acids, major components of 
cell biomembranes10, and  protection against  
DNA damage14,15.

 Journal of Metallomics and Nanotechnologies 2014, 2, 25—31

Figure 1: Photos of 3-dimensional structure of MT isolated from liver rabbit liver without (A) and with 
heavy metal (B). These photos were created by an advanced molecule editor (Avogadro 1.1.1) in our 
laboratory
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Regulation of expression of 
metallothionein in biological systems

Although the metals, Zn, Cu, Cd, Hg, Au and 
Bi all induce MTs, Zn is the primary physio-
logical inducer since, Cu excepted, the other 
metals can be regarded as environmental to-
xicants. Interestingly, nontoxic Cu levels do 
not induce MT, although it is often bound to 
MT in vivo. The binding of Zn to metal tran-
scription factor (MTF-1) allows the protein to 
bind to metal response elements (MREs) in the 
promoter region which, in turn, initiates MT-
-gene transcription. It has been proposed that 
MTF-1 regulates the free zinc concentration 
by controlling the expression of MT as well 
as that of a Zn-transporter protein, ZnT-116. 
The binding of Zn to MTs has proven to be a 
physiologically relevant. Several studies have 
produced strong evidence to support the idea 
that MTs function as zinc chaperones for the 
regulation of gene expression and activity of 
proteins, such as metalloproteins and metal-
-dependent transcription factors17. A hallmark 
of the mouse MT-1 and MT-2 genes is their tran-
scriptional induction by Zn and Cd. Essential 
for this induction are DNA motifs, termed metal 
response elements (MRE), present in multiple 
copies in the proximal promoters of MT genes. 
MREs were shown to confer response to Zn and 
Cd and to oxidative stress18,19.

Metallothionein and tumor pathology
A number of studies have demonstrated the 

presence or enhanced synthesis of MTs in ra-
pidly proliferating normal cells, regenerating 
cells and cancer cells20. MTs have been shown 
to protect cells against the cytotoxic effects of 
electrophilic anticancer drugs. The enhanced 
expression of MT in cells induces the antiapo-
ptotic effects and a lack of MT in MT-null cells 
increases the susceptibility to apoptic cell death 
after exposure to certain anticancer drugs21. 
MTs have also been shown to be involved in the 
development of resistance to anticancer drug 
cisplatin, one of the most widely used chemo-
therapeutic metal-based drugs. The increase in 
cellular content of MTs was considered to be a 
possible biomarker of resistance to treatment 
with cisplatin21,22. MT overexpression has been 
revealed in variety of human tumors. Positive 
correlation between MT overexpression and 
aggressive biological behaviour as well as poo-
rer prognosis have been found in many of them 
(e.g. for carcinomas of urinary and digestive 
tract, breast cancers, lung carcinomas, squa-
mous cell carcinomas of oral cavity and larynx 
as well as malignant melanoma) 23-26. Knocking 
down MT1X by siRNA could sensitize cells 
to cisplatin through increased apoptosis of 
cancer cells and inhibition of cell proliferation. 
The study suggests that inhibitors of MT1X 

may have potential the-
rapeutic application in 
inducing apoptosis in oral 
squamous cell carcinoma. 
These findings may help 
in the developing better 
cancer chemotherapy 
strategies27. Moreover, 
MTs might be involved 
in the protection against 
Helicobacter pylori indu-
ced-gastric chronic infla-
mmation associated with 
gastric carcinogenesis 28. 
p53, p21, BAX, c-kit, and 
MTs may have different 

roles in the pathogenesis of ovarian tumors. 
p53 and MTs may be helpful in the typing the 
borderline and malignant ovarian tumors29. 

Figure 2: Overview of MT function
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MALDI-TOF-MS as an analytical 
technique for the detection of 
Metallothionein  

Recent developments in mass spectrometry 
have introduced clinical proteomics to the fo-

refront of diseases diagnosis, offering reliable, 
robust and efficient analytical method for bio-
marker discovery and monitoring. 

Matrix-assisted laser desorption/ionization 
time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF 
MS) offers high sample throughput and the fle-
xibility to couple with different off-line sample 
fractionation techniques. MALDI-TOF MS is 
an extremely sensitive technique that permits 
the detection of chemical and biological com-
pounds at abundances below sub-femtomole (< 
10− 15 mol). The technique offers soft ionization 
potential, a relatively low degree of fragmen-
tation, and uncomplicated spectra comprised 
of mostly singly charged ions38. MALDI-TOF 
is a powerful tool for surveying proteins and 
peptides comprising the realm for clinical 
analysis. MALDI-TOF MS has the potential to 
revolutionize cancer diagnostics by facilitating 
biomarker discovery, enabling tissue imaging 
and quantifying biomarker levels39.

Detection of metallothionein 
Andon et al. established a method for the 

separation and characterization of rabbit liver 
MTs subisoforms by capillary electrophoresis 
coupled to electrospray ionization time-of-fli-
ght mass spectrometry (CE-ESI-TOF MS). The 
analysis described here revealed the presence 
of the apothioneins MT1a, MT1d, and MT1e, 
belonging to MT1 sample, and MT2a, MT2b, 
and MT2c belonging to MT2. Similar results 
were found when MALDI-TOF experiments 
were performed; they enable to identify all 
the sequenced rabbit liver MTs as apo-MT-
-forms, as in the CE-ESI-TOF MS coupling 40. 
Other study verified that the subisoforms of 
MT in rabbit liver have a different apparent 
molecular mass under different conditions. 
This experiment predicted that there probably 
exist a stable peptide structure of MT2 using 
MALDI-TOF MS to study the subisoforms of 
MTs and get their exact primary structure41. 
Moreover, two-dimensional gel electrophoresis 
(2DGE), MALDI-TOF MS, the peptide mass 
fingerprinting (PMF) map, and bioinformatic 
analysis used for studying differentially expre-
ssed proteins between multidrug resistant cells 
HL-60/DOX and drug sensitive cells HL-60 of 

Different studies have shown that MT has im-
portant functions in hematopoietic cells; these 
studies consider also possible role of MTs in 
these cells. MT has been reported to be in-
volved in the differentiation and proliferation 
of hematopoietic cells30,31, and prevention of 
apoptosis32. The MT1A, E, X and MT2A iso-
forms have been revealed to play an important 
function in prostate cancer. It has been shown 
that MT1 and MT2 isoforms may be related to 
the proliferative activity of breast, colon and 
prostate human cancers33, 34. Five isoforms of 
MT were overexpressed in non-small cell lung 
cancer; overexpression of the MT1F and MT2A 
isoforms predicted patient’s poor prognosis. 
Both these isoforms might be involved in pro-
gression of this type of cancer; this fact has 
been confirmed by the correlation analysis of 
up-regulated MT1F expression, size of primary 
tumor and rate of grade of malignancy35. Conne-
ction between zinc and MTs in central nervous 
system is still studied. In the central nervous 
system, zinc is released along with glutamate 
during neurotransmission and, in excess, can 
promote neuronal death. Experimental studies 
have shown that MT1 and MT2, which che-
late free zinc, can affect seizures and reduce 
neuronal death after status epilepticus36. MTs 
have role in the pathogenesis of autoimmune 
diseases. The expression of MT1 and MT2 and 
the concentrations of Zn and Cu in tissues of 
the brain, spinal cord and in the liver during 
the periods of attacks and remissions in chronic 
relapsing experimental autoimmune encepha-
lomyelitis have been estimated to have a role in 
the disorders of central nervous system. This 
data, obtained by clinical assessment, immuno-
histochemistry and inductively coupled plasma 
spectrometry, showed that MT1 and MT2 were 
markedly up-regulated in the subarachnoid 
regions and perivascular space in astrocytes, 
microglia and spinal neurons; copper in the 
liver was significantly increased 37. 
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acute myeloblastic leukemia were potential 
methods for identification of proteins in these 
cells. The results revealed presence of  MTs only 
in HL-60 cells 42.

Cancer
MALDI-TOF MS acts as one of the most com-

prehensive and versatile tools for research in 
proteomics 43. Wang et al. have shown a simple 
and rapid method for identification of MTs 
isoforms in cultured human prostate cells 
(RWPE-1 cell line) by MALDI-TOF/TOF mass 
spectrometry44 and they demonstrated that MS 
method allows correlation between expression 
of isoform-specific proteins and expression of 
isoform-specific mRNA by providing informati-
on about expression of MTs isoforms in a rapid 
fashion. The lack of publications is well evident 
in the area of MALDI analysis of MTs in cancer. 
For example, MALDI imaging of cancer tissue 
could be very beneficial to confirm hypotheses 
about possible connection of MTs with matrix 
metalloproteinases, which due to presence of 
zinc ions in peripheral tumor tissue 45.                

Anticancer drugs
The MALDI-TOF MS was used for compara-

tive study focused on interactions of cisplatin 
and ruthenium arene anticancer complexes 
with MTs. The results showed that the novel 
ruthenium arene anticancer complexes are 
much less reactive with thiol-rich MTs, which 
overexpression in the cancer tissues is closely 
connected with increased resistance to cispla-
tin. This finding may be helpful to understand 
better the distinct pharmacological profile of 
ruthenium arene anticancer complexes, such 
as reduced toxicity and no cross-resistance 
to cisplatin22. Platinum(II) complexes have 
been demonstrated to form covalent bonds 
with sulfur-donating ligands (in MTs, GSH 
and other sulfur-containing biomolecules) or 
coordination bonds with nitrogen-donating 
ligands (such as histidine and guanine). Ter-
pyridine platinum(II) (TP-Pt(II)) complexes 
was used as model system. Moreover, it has 
been demonstrated that the TP-Pt(II) complex 
formed a covalent bond with the active-site 
cysteine residue in two other types of cysteine 

protease by using MALDI-TOF MS. This results 
showed unequivocally that TP-Pt(II) complexes 
can selectively bind into the active site of most 
of cysteine proteases and can be useful in the 
design of new platinum(II) compounds with 
promising anti-cancer, anti-parasitic or anti-
-viral activities46. 

MALDI-TOF optimization for 
metallothionein determination in 
cancer cells

In this review, we summarize the different 
parameters and materials used in the detection 
and identification of MTs in biological samples 
(matrixes) by MALDI-TOF MS. Researchers 
have discussed the importance of choosing 
the matrix, conditions of crystallization of the 
matrix and analyte, concentration of matrix, 
and the use of matrix additives, for different pro-
teins and peptides elsewhere. The matrix con-
sists of small organic compounds, which show 
strong resonance absorption at the applied laser 
wavelength. Pulsed laser systems are used to 
enable an explosive disintegration of a laser-
-light-excited matrix-analyte volume, and thus 
subsequent desorption with ionisation. In the 
most of the studies reviewed, 2,5-dihydroxy-
benzoic acid (2,5-DHB) and a-cyano-4-hydro-
xycinnamic acid (CHCA) were the constituents 
of matrix used for appropriate determination 
of MTs44, 47. In few studies published focused 
on the determination of MTs in cancer tissues 
by MALDI-TOF MS, both 2,5-DHB and CHCA 
were used for detection and the samples of MTs 
were prepared in TFA and ACN in different 
concentrations (50% ACN containing 0.1% TFA 
or 30% ACN with 0.1% TFA) for obtain better 
signa44. An increase in the intensity and the 
signal-to-noise ratio of peaks (signals) of pep-
tide in MALDI-TOF mass spectra was observed 
benefit of the addition of ammonium monoba-
sic phosphate to samples. Combining both of 
the approaches, addition of ammonium salts 
into the CHCA matrix followed by one post-
-crystallization washing step with ammonium 
buffer provided a substantial improvement of 
the sensitivity of MALDI-MS detection compa-
red to unwashed sample spots. This method of 
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preparation of sample is necessary to improve 
quality of spectra obtained and is essential for 
successful searching in databases for subna-
nomolar concentrations of protein digests48.

Conclussion
Despite impressive scientific, medical and 

technological achievements over the past few 
decades, cancer is still a leading cause of de-
ath, largely because most cancer patients are 
diagnosed when disease is advanced. The early 
detection is associated with improved survival 
rates. The MALDI-TOF/TOF mass spectrometry 
has the potential to revolutionize cancer dia-
gnostics by facilitating biomarker discovery and 
quantifying biomarker levels. Also the role in 
cancerogenesis and the potential applicability 
of MT as a biological marker of disease progress 
is in the centre of interest. Large number of 
studies have been published demonstrating 
benefits of MT in cancer diagnostics. As sum-
marized, MALDI-TOF MS is a rapid and simple 
method for identification and characterization 
of MT isoforms in cancer cells.

This work was supported from PGS19_2013. 

The authors declare they have no potential 
conflicts of interests concerning drugs, pro-
ducts, services or another research outputs in 
this study.

The Editorial Board declares that the ma-
nuscript met the ICMJE „uniform reguire-
ments“ for biomedical papers.

Reference
1.	 Tan, Y., et al., Metallothionein expression and 

nuclear size-in benign, borderline, and malignant 
serous ovarian tumours. Journal of Pathology, 
1999. 189(1): p. 60-65.

2.	 Vasak, M. and D.W. Hasler, Metallothioneins: 
new functional and structural insights. Current 
Opinion in Chemical Biology, 2000. 4(2): p. 177-
183.

3.	 Babula, P., et al., Mammalian metallothioneins: 
properties and functions. Metallomics, 2012. 4(8): 
p. 739-750.

4.	 Kagi, J.H.R. and M. Vasak, CHEMISTRY AND 
BIOCHEMISTRY OF METALLOTHIONEIN. 
Highlights of Modern Biochemistry, Vols 1-2, ed. 
A. Kotyk, et al.1989, Zeist: Vsp Bv. 299-308.

5.	 Chen, P., et al., Stoichiometry and cluster 

specificity of copper binding to metallothionein: 
Homogeneous metal clusters. Biochemical Journal, 
1996. 317: p. 395-402.

6.	 Coyle, P., et al., Metallothionein: The multipurpose 
protein. Cellular and Molecular Life Sciences, 
2002. 59(4): p. 627-647.

7.	 Thirumoorthy, N., et al., A Review of Metallothionein 
Isoforms and their Role in Pathophysiology. World 
Journal of Surgical Oncology, 2011. 9.

8.	 Trnkova, L., et al., Paramagnetic antibody-modified 
microparticles coupled with voltammetry as a 
tool for isolation and detection of metallothionen 
as a bioindicator of metal pollution. Journal of 
Environmental Monitoring, 2011. 13(10): p. 2763-
2769.

9.	 Cai, L., et al., Metallothionein in radiation 
exposure: its induction and protective role. 
Toxicology, 1999. 132(2-3): p. 85-98.

10.	 Ruttkay-Nedecky, B., et al., The Role of 
Metallothionein in Oxidative Stress. International 
Journal of Molecular Sciences, 2013. 14(3): p. 
6044-6066.

11.	 Carpene, E., G. Andream, and G. Isam, 
Metallothionein functions and structural 
characteristics. Journal of Trace Elements in 
Medicine and Biology, 2007. 21: p. 35-39.

12.	 Gehrig, P.M., et al., Electrospray ionization mass 
spectrometry of zinc, cadmium, and copper 
metallothioneins: Evidence for metal-binding 
cooperativity. Protein Science, 2000. 9(2): p. 395-
402.

13.	 Bizon, A., et al., Changes in pro/antioxidant 
balance in smoking and non-smoking pregnant 
women with intrauterine growth restriction. 
Reproductive Toxicology, 2011. 32(3): p. 360-367.

14.	 Cai, L., J.B. Klein, and Y.J. Kang, Metallothionein 
inhibits peroxynitrite-induced DNA and 
lipoprotein damage. Journal of Biological 
Chemistry, 2000. 275(50): p. 38957-38960.

15.	 Chiaverini, N. and M. De Ley, Protective effect of 
metallothionein on oxidative stress-induced DNA 
damage. Free Radical Research, 2010. 44(6): p. 
605-613.

16.	 Langmade, S.J., et al., The transcription factor 
MTF-1 mediates metal regulation of the mouse 
ZnT1 gene. Journal of Biological Chemistry, 2000. 
275(44): p. 34803-34809.

17.	 Jacob, C., W. Maret, and B.L. Vallee, Control of 
zinc transfer between thionein, metallothionein, 
and zinc proteins. Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of 
America, 1998. 95(7): p. 3489-3494.

18.	 Andrews, G.K., Regulation of metallothionein 
gene expression by oxidative stress and metal 
ions. Biochemical Pharmacology, 2000. 59(1): p. 
95-104.

19.	 Giedroc, D.P., X.H. Chen, and J.L. Apuy, Metal 
response element (MRE)-binding transcription 
factor-1 (MTF-1): Structure, function, and 
regulation. Antioxidants & Redox Signaling, 2001. 
3(4): p. 577-596.

20.	 Thirumoorthy, N., et al., Metallothionein: An 
overview. World Journal of Gastroenterology, 
2007. 13(7): p. 993-996.

21.	 Takahashi, S., Molecular functions of 
metallothionein and its role in hematological 



31Merlos Rodrigo  et al.

Článek je volně ši-
řitelný pod licencí 
Creative Commons 

(BY-NC-ND). Musí však být uveden autor a 
dokument nelze měnit a použivat pro komerč-
ní účely.

malignancies. Journal of Hematology & Oncology, 
2012. 5.

22. Zhang, G.X., et al., A comparative study on 
interactions of cisplatin and ruthenium arene 
anticancer complexes with metallothionein using 
MALDI-TOf-MS. International Journal of Mass 
Spectrometry, 2011. 307(1-3): p. 79-84.

23. Zamirska, A., et al., Expression of Metallothioneins 
in Cutaneous Squamous Cell Carcinoma and 
Actinic Keratosis. Pathology & Oncology Research, 
2012. 18(4): p. 849-855.

24. Ohshio, G., et al., Immunohistochemical study of 
metallothionein in pancreatic carcinomas. Journal 
of Cancer Research and Clinical Oncology, 1996. 
122(6): p. 351-355.

25. Cardoso, S.V., et al., Expression of Metallothionein 
and p53 Antigens are Correlated in Oral Squamous 
Cell Carcinoma. Anticancer Research, 2009. 29(4): 
p. 1189-1193.

26. Joseph, M.G., et al., Metallothionein expression 
in patients with small cell carcinoma of the lung 
- Correlation with other molecular markers and 
clinical outcome. Cancer, 2001. 92(4): p. 836-842.

27. Peng, B., et al., Microarray-Assisted Pathway 
Analysis Identifies MT1X & Nf kappa B as 
Mediators of TCRP1-Associated Resistance to 
Cisplatin in Oral Squamous Cell Carcinoma. Plos 
One, 2012. 7(12).

28. Mita, M., et al., Metallothionein deficiency 
exacerbates chronic infl ammation associated 
with carcinogenesis in stomach of mice infected 
with Helicobacter pylori. Journal of Toxicological 
Sciences, 2012. 37(6): p. 1261-1265.

29. Ozer, H., et al., Immunohistochemistry with 
apoptotic-antiapoptotic proteins (p53, p21, bax, 
bcl-2), c-kit, telomerase, and metallothionein 
as a diagnostic aid in benign, borderline, and 
malignant serous and mucinous ovarian tumors. 
Diagnostic Pathology, 2012. 7.

30. Duval, D., et al., Apoptosis and diff erentiation 
commitment: novel insights revealed by gene 
profi ling studies in mouse embryonic stem cells. 
Cell Death and Diff erentiation, 2006. 13(4): p. 
564-575.

31. Bagheri, P.M., et al., Diff erential quantitative zinc-
induced expression of human metallothionein 
isogenes in haematopoietic precursor cell lines. 
Journal of Trace Elements in Medicine and Biology, 
2009. 23(2): p. 124-131.

32. Abdel-Mageed, A.B., et al., Erythropoietin-
induced metallothionein gene expression: Role in 
proliferation of K562 cells. Experimental Biology 
and Medicine, 2003. 228(9): p. 1033-1039.

33. Cherian, M.G., A. Jayasurya, and B.H. Bay, 
Metallothioneins in human tumors and potential 
roles in carcinogenesis. Mutation Research-
fundamental and Molecular Mechanisms of 
Mutagenesis, 2003. 533(1-2): p. 201-209.

34. Jin, R.X., et al., Clinicopathological signifi cance 
of metallothioneins in breast cancer. Pathology 
& Oncology Research, 2004. 10(2): p. 74-79.

35. Werynska, B., et al., Metallothionein If and 2A 
overexpression predicts poor outcome of non-
small cell lung cancer patients. Experimental and 
Molecular Pathology, 2013. 94(1): p. 301-308.

36. Peixoto-Santos, J.E., et al.,  Increased 

Metallothionein I/II Expression in Patients with 
Temporal Lobe Epilepsy. Plos One, 2012. 7(9).

37. Jakovac, H., et al., Ti me-course expression of 
metallothioneins and tissue metals in chronic 
relapsing form of experimental autoimmune 
encephalomyelitis. Histology and Histopathology, 
2011. 26(2): p. 233-245.

38. Cho, Y.T., et al., Matrix-assisted laser desorption 
ionization/time-of-fl ight mass spectrometry for 
clinical diagnosis. Clinica Chimica Acta, 2013. 
415: p. 266-275.

39. Merlos, M., et al., MALDI-TOf MS as evolving 
cancer diagnostic tool: A review. Journal of 
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2014. 
Volume 95 p. Pages 245–255.

40. Andon, B., J. Barbosa, and V. Sanz-Nebot, 
Separation and characterization of rabbit liver 
apothioneins by capillary electrophoresis coupled 
to electrospray ionization time-of-fl ight mass 
spectrometry. Electrophoresis, 2006. 27(18): p. 
3661-3670.

41. Zhao, R., et al., Separation of rabbit liver 
metallothionein sub-isoforms by RP-HPLC with 
MALDI-TOf-MS detection. Chemical Journal of 
Chinese Universities-Chinese, 2002. 23(6): p. 
1086-1090.

42. Chen, C.Y., et al., Proteomic analysis on multi-drug 
resistant cells HL-60/DOX of acute myeloblastic 
leukemia (vol 48, pg 115, 2005). Chinese Journal 
of Physiology, 2005. 48(4): p. 230-230.

43. Zhang, Y., et al., On-plate enrichment methods 
for MALDI-MS analysis in proteomics. Analytical 
Methods, 2012. 4(9): p. 2622-2631.

44. Wang, R.Y., et al., Simple method for identifi cation 
of metallothionein isoforms in cultured human 
prostate cells by MALDI-TOf/TOf mass 
spectrometry. Analytical Chemistry, 2007. 79(12): 
p. 4433-4441.

45. Zitka, O., et al., Matrix Metalloproteinases. Current 
Medicinal Chemistry, 2010. 17(31): p. 3751-3768.

46. Lo, Y.C., et al., Terpyridine Platinum(II) Complexes 
Inhibit Cysteine Proteases by Binding to Active-
site Cysteine. Journal of Biomolecular Structure 
& Dynamics, 2011. 29(2): p. 267-282.

47. Zhang, G., et al., A comparative study on 
interactions of cisplatin and ruthenium arene 
anticancer complexes with metallothionein using 
MALDI-TOf-MS. International Journal of Mass 
Spectrometry, 2011. 307(1-3): p. 79-84.

48. Smirnov, I.P., et al., Suppression of alpha-cyano-
4-hydroxycinnamic acid matrix clusters and 
reduction of chemical noise in MALDI-TOf mass 
spectrometry. Analytical Chemistry, 2004. 76(10): 
p. 2958-2965.



32

Assay) metody5. Metoda je založena na send-
vičové imunoreakci4. Sledovaný analyt se váže 
pomocí specifických protilátek mezi magnetic-
kou partikulí a částicí značenou určitou DNA 
sekvencí, barkódem DNA. Pro multiplexní ana-
lýzu má každý měřený parametr svou vlastní 
dvojici partikulí. Vzniklý imunokomplex se z 
roztoku separuje působením magnetického 
pole. K detekci se využívá pro analyt specifická 
nukleotidová sekvence uvolněná z partikulí. 
Pro stanovení barkódové DNA je možné využití 
běžných metod a modifikací PCR (polymerase 
chain reaction) techniky6. Hebert et al. (2003) je 
toho názoru, že taxonomický systém se hroutí, 
a proto je důležité věnovat se vývoji identifikace 
a zařazování bakterií pomocí oligonukleotido-
vých sekvencí7,8. Naopak Packer et al. (2009) 
tvrdí, že nynější systematika bakteriálních 
druhů je bezproblémová9. Nicméně zdá se, že 
začínající fáze vývoje používání barkódování 
je velmi efektivní. Vzhledem k velmi široké 
biodiverzitě bylo ale zatím zahájeno velmi málo 
experimentů. Rozvoj digitalizace barkódování 
je tak stále v počátcích10. 
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Úvod
Magnetizovatelné mikro a nanočástice jsou 

v současnosti jedním z nejvyužívanějších ná-
strojů moderního biochemického a molekulár-
ně biologického výzkumu. Postupně se jejich 
využití dostává i do lékařské praxe, kde jsou 
v podobě kontrastních látek využívány pro 
zobrazování pomocí magnetické rezonance1 či 
cílenému transportu léčiv2. Tyto částice nalézají 
využití hlavně v separaci a transportu jednot-
livých molekul (nukleové kyseliny, proteiny), 
ale i celých buněk. Pro své fyzikální vlastnosti 
a možnosti modifikace povrchu jsou nedílnou 
součástí diagnostiky, kde jsou využívány pro 
extrakci biologicky důležitých látek z tělních 
tekutin3. Magnetizovatelné mikro a nanočástice 
představují nové unikátní nástroje pro separaci 
a následnou senzitivní detekci biomolekul DNA, 
proteinů a metabolitů. V následujících letech lze 
očekávat jejich další velmi významný rozvoj4.

Pod názvem biobarcode assay se ukrývá 
technologie, která je kombinací imunochemic-
kých reakcí a polymerázové řetězové reakce 
(Obr. 1). Jedná se o metodu časově náročnou, 
ale na druhou stranu je její nespornou výhodou 
vysoká citlivost, která je přibližně 100krát vyšší 
než ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent 

Magnetic micro and nanoparticles for unique sequences barcoding  
This review is focused on identification of bacterial species by their antigenes by barcoding 

oligonucleotides by application of magnetic micro and nanoparticles. In the first part of this 
review is discussed the structures and types of magnetic particles and their synthesis. In 
the next and the most important part we described the principle and the existing status of 
barcoding system and antigenes markers for identification of organisms such as animals, 
plants and microorganisms. 
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Spojením magnetických nosičů, v podobě mag-
netických nano (velikost do 100 nm) a mikro 
částic, s biologicky aktivní látkou lze dosáhnout 
unikátních vlastností vzniklých materiálů vyu-
žitelných v biochemii, molekulární a buněčné 
biologii, nanobiotechnologii, nanomedicíně a 
jinde17,18. Cílové molekuly je tak možné separo-
vat i ze složitých biologických systémů jako jsou 
buněčné suspenze, homogenity či fermentační 
média19. Nejčastějšími materiály pro přípravu 
magnetických nosičů biologicky aktivních lá-
tek jsou biokompatibilní magnetické oxidy 
železa - magnetit a maghemit20, s příslušnou 
modifikací s vhodnou afinitou k vázané látce21. 
Unikátní magnetické vlastnosti nanočástic, 
spolu s jejich velkým specifickým povrchem 
umožňujícím navázat velké množství ligandů, 
jsou podstatou jejich využití jako efektivních 
nosičů pro účinnou a rychlou imobilizaci a 
separaci biologicky aktivních látek22. 

Modifikace magnetických částic pro 
barkódování

K detekci organismů prostřednictvím barkó-
dování pomocí magnetických částic se běžně 
používá jako vhodná modifikace magnetických 
částic streptavidin, který tvoří silnou specific-
kou vazbu s biotinem, na který je možné navázat 
příslušný, biotinem modifikovaný oligonuk-
leotid sloužící k zachycení komplementárního 
proteinu23.  Dalším vhodným modifikátorem 
povrchu magnetických částic je zlato, nebo 
použití zlatých mikro či nano částic. Příslušný 
oligonukleotid značený thiolovou skupinou 
zajistí pevnou vazbu mezi zlatou částicí a oli-
gonukleotidem24. Další možností modifikace 
magnetických částic pro vazbu s oligonukleo-
tidy je použití 3-aminopropyltrietboxysilane 
(APTES) nebo 3-[2-(2-aminoethylamino)-ethy-
lamino]-propyluimethoxysilane (AEEA) tvoří-
cí povrchové amino skupiny, které zachycují 
oligonukleotidy25. 

Barkódování unikátních sekvencí
Mikrobiologické rozmanitosti a barkó-
dování DNA pro mikrobiální společen-
stva

Barkódování se používá jako účinný nástroj 
pro identifikaci již známých druhů a objevování 
druhů nových. Rozpoznávání vzorků vede díky 
proteinové rozmanitosti k alternativnímu 
postupu identifikace od jednotlivého kmene 
až ke konkrétnímu poddruhu organismu26. 
Unikátními sekvencemi jsou geny, které se v 
haploidním genomu vyskytují pouze v jedné 
kopii nebo několika málo kopiích. Také to mohou 
být antigeny specifické pro jednotlivé druhy27 

a díky jim a jejich vazby ke komplementárním 
oligonukleotidům nebo protilátkám lze tyto 
druhy pomocí knihoven zařadit28. Značný počet 
bakterií není kultivovatelný, protože netvoří 
kolonie na agarových živných půdách. Proto je 
velkou výzvou pro mikrobiology vyvíjet další 
možnosti identifikace bakterií bez jakékoliv 
selektivity29, jen díky použití specifických 
antigenů30. 

Barkódování unikátních sekvencí
Klíčem barkódování je separace antigenů 

sendvičovou metodou pomocí částic, na kte-
rých jsou navázány oligonukleotidy. Částice 
nesou specifické protilátky. V tomto případě je 
protilátka komplementární ke stanovovanému 
druhu bakterie, k jeho specifickému povrchu24. 

K protilátkám na modifikované magnetické 
částici je navázaná protilátka, pomocí které 
chceme stanovit přítomnost antigenu, který je 
typický pro stanovované buňky. Antigen sta-
novované buňky, je zachycen další, specifičtější 
protilátkou, která je navázaná na další částici s 
oligonukleotidy. Tento magnetický komplex je 
odseparován z roztoku obsahující přebytečné 
částice s dvouřetězcovým oligonukleotidem a 
získáme roztok pouze s komplexem obsahující 
antigen. Denaturací dvouřetězcových oligo-
nukleotidů je získán komplex s magnetickou 
částicí, antigenem a s částicí, která je pokryta 
již jednořetězcovými oligonukleotidy a oddě-
lené jednořetězcové oligonukleotidy. Komplex 
s magnetickou částicí, antigenem a částicí s 
jednořetězcovým oligonukleotidem je magne-
ticky odseparován a roztok obsahující pouze 
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jednořetězcové oligonukleotidy je použit pro 
detekci31-33. Tyto oligonukleotidy mohou být 
potvrzeny pomocí elektrochemických metod34, 
kolorimetricky35, gelovou elektroforézou36 nebo 
pomocí DNA microarray37 (Obr. 1).

Na stanovovaný oligonukleotid je navázán 
oligonukleotid komplementární k levému konci 
stanovovaného oligonukleotidu na modifiko-
vané magnetické částici. Pravý konec stanovo-
vaného oligonukleotidu je zachycen druhým 
komplementárním oligonukleotidem na další 
částici modifikované barkódy. Vzniklý mag-
netický sendvičový komplex je odseparován 
z roztoku obsahující přebytečné nenavázané 
částice komplementární k pravému konci oli-
gonukleotidu. Po odštěpení jednořetězcových 
barkódů z částic dochází k magnetické separaci 
magnetického komplexu38,39 a následná detekce 
přítomných barkódů stejnými metodami jako 
je zmíněno výše (Obr.  2).

Lze tedy poznamenat, že metoda je využitel-
ná jak pro stanovení oligonukleotidů, tak pro 
jakýkoliv další antigen.

Porovnání rutinní identifikace 
bakteriálních druhů s barkódováním 

Hlavním problémem při konvenční identifika-
ci druhů je fenotypová flexibilita a genetická va-
riabilita znaků, které vedou k identifikaci jiných 
druhů organismů, což směřuje k nepřesným 
výsledkům40. Naopak použití metody barkódo-
vání DNA se při identifikaci druhů ukázalo být 
rychlejší, přesnější, z ekonomického hlediska 
výhodnější a časově nenáročné. Automatizo-
vaný proces barkódování může klasifikovat 
velké počty vzorků ve stejnou dobu, například 
1000 a více vzorků za den. Barkódování je tedy 
podle všeho perspektivní metoda ve srovnání 
s tradičními postupy41.  

Závěr
Barkódování DNA poskytuje taxonomický 

význam, výsledky v populační genetice, fy-
logenezi a výpočetní biologii pro záznam na 
základě barkódu. Zpočátku bylo barkódování 
DNA navrženo pro identifikaci živočichů, kdy 
Hebert et al. (2003) testovali gen k identifikaci 
druhů ptáků pomocí barkódování DNA. Vědci 
zkoušeli gen mitochondriálního cytochromu 

c oxidázy (COI), který vykazuje nižší vnitro-
druhovou variabilitu bazí než mimodruhovou 
a slouží globálně jako jádro bioidentifikace 
zvířat7. Od té doby byla COI sekvence využita 
jako indikátor u většiny živočišných kmenů, 
včetně obratlovců42 a bezobratlých43. V uply-
nulých letech se barkódování projevilo jako 
atraktivní nástroj, který pomůže vyřešit ta-
xonomické nejasnosti7, ukázat biodiverzitu 
a podpořit aplikaci ochrany přírody44,45. Da-
tabáze sekvencí DNA se rozrůstá o více než 
100 000 vzorků za rok. Identifikace organismů 
pomocí jejich antigenů a protilátek může pro-
bíhat stejným způsobem jako snímač čárového 
kódu v supermarketu10. To znamená, že musí 
být stále rozvíjena digitalizace barkódů DNA. 
Tak by mohla být v budoucnu pro identifikaci 
vzorků použita jakási čtecí zařízení, která podle 
databáze určí, díky detekované sekvenci DNA, 
druh organismu. První etapou tohoto systému 
je vytvoření spojení identifikace unikátní sek-
vence pomocí barkódování DNA s digitalizač-
ními zařízeními46. S rozvojem sekvenování a 
výpočetní techniky mají vědci jak z různých 
genomických center, tak z akademických obcí 
standardizované sekvence DNA pro identifikaci 
mikroorganismů pomocí krátkých sekvencí47. 
Mnoho sekvencí, unikátních pro vybraný druh 
mikroorganismu, je evidováno ve veřejných 
databázích. Identifikace bakteriálních druhů 
pomocí digitálního barkódování DNA je vizí 
moderních identifikačních technik, a proto 
je třeba podstupovat výzkumné kroky, které 
pomohou tuto metodu zavést do odvětví vyža-
dujících přesnou a rychlou identifikaci bakterií 
jako je lékařská, potravinářská, ekologická či 
environmentální praxe. 
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zí k nekontrolované proliferaci buněk, což je 
jedním z hlavních charakteristických znaků 
rakoviny 3. Buněčný cyklus je řízen několika 
kontrolními body, tzv. mechanismy zajišťující-
mi bezchybné dělení eukaryotické buňky. Nej-
důležitější funkcí kontrolních bodů je dohled 
nad poškozením DNA, které detekují senzorové 
mechanismy, a pomocí signálních mechanismů 
je buněčný cyklus zastaven do doby opravy. V 
případě že nelze provést opravu dochází ke 
spuštění programované buněčné smrti (apo-
ptózy). Buněčný cyklus je v kontrolních bodech 
řízen pomocí cyklinů (A, B, D, E) a jejich příbuz-
nými cyklin-dependentními kinázami (CDK). 
Specifické přechody v buněčném cyklu jsou 
řízeny specifickými CDK. Je-li tato specifičnost 
udržována v nádorových buňkách, selektivní 
inhibice těchto kináz představuje potenciální 
možnost léčby nádorů 4. 

Cytostatická léčiva a jejich působení 
na lidský organismus

Chemoterapie patří k základním léčebným 
postupům mnoha druhů nádorů. Klinic-
ká užitečnost protinádorových léčiv je do 
značné míry omezena vývojem nežádoucích 
účinků a získáním rezistence protinádoro-
vých buněk na tyto léky. Mechanismus to-
xicity protinádorových léčiv není stále zcela 
objasněn 5. Obecně je popsáno několik základ-
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Úvod
Rakovina patří celosvětově mezi jednu z nej-

závažnějších chorob 21. století. Většina úmrtí 
je zapříčiněna rakovinou plic, jater, žaludku, 
tlustého střeva a prsu. Vznik onemocnění je 
způsoben širokou škálou vnějších a vnitřních 
podmínek a významnou roli tu hrají genetické 
predispozice, především u rakoviny prostaty 
(13,94%), prsu (7,46%) a kolorekta (6,78%)1. 
I přesto, že této chorobě ročně podlehne více 
než 8 milionu lidí a předpokládá se v roce 2030 
narůst až na 13,1 milionů, vznik a mechanismus 
této zákeřné nemoci není stále zcela objasněn a 
mechanismy působení různých druhů cytosta-
tik jsou stále předmětem zkoumání. Vzhledem 
k závažné toxicitě cytostatik je snaha vyvinout 
specifické systémy podávání léků, které jsou 
schopny omezit toxicitu léčiva a cíleně dopravit 
léčivo do místa nádoru 2.

Rakovina
Rakovina zahrnuje širokou skupinu onemoc-

nění, jejichž společným rysem je nekontrolova-
ný růst vlastních buněk, ačkoli za normálních 
okolností jsou buňky schopny svou mutaci de-
tekovat a opravit, nebo v jiném případě buňku 
donutit k apoptóze. Hlavním úkolem každého 
mnohobuněčného organismu je zajistit nor-
mální průběh buněčného cyklu. Při poškození 
správného fungování buněčného cyklu dochá-

  Doxorubicin: help and threat in cancer therapy
This article is focused on reviewing the benefit and limitations of utilization of doxorubicin, 

which is one of the most widely used anticancer drug even though it causes severe side effects. 
The mechanism of action of common cytostatic drugs is described and special attention is 
paid to doxorubicin. Its pathway through the body is highlighted and its toxicity is emphasi-
zed. Finally, strategy of elimination of the negative effects induced by doxorubicin therapy is 
mentioned and the most widely approach – the use of liposomes – is summarized.  
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ních mechanismů působení: 1) interkalace do 
DNA, což má za následek inhibici syntézy mak-
romolekul, 2) vznik volných radikálů, což vede 
k poškození DNA nebo peroxidaci lipidů, 3) al-
kylace DNA, 4) DNA cross-linking, 5) interakce 
s membránovými proteiny, což vede k redukci 
DOX a tvorbě ROS, 6) poškození DNA vlivem 
inhibice topoisomerázy II, 7) indukce apoptózy 
v závislosti na inhibici topoisometázy II 6,7. Dále 
je důležité se zmínit o tzv. tumor supresorovém 
proteinu p53, který je jedním z nejdůležitěj-
ších ovladačů buněčného cyklu u normální i 
rakovinové buňky. V případě výskytu nebez-
pečí zahajuje různé kaskády apoptózy a tím 
dochází k odumření poškozené buňky 8 . Asi  
60 % nádorů obsahuje mutovaný typ p53, což 
způsobuje jeho zvýšenou stabilitu nebo ztrátu 
aktivity. Ztráta aktivity normálního typu p53 
je hlavním prediktorem absence odpovědi na 
radioterapii a chemoterapii u různých typů 
nádorů 9,10. Preneoplastické buňky mají silnou 
tendenci eliminovat funkčnost proteinu p53, 
což naznačuje, že nádorové buňky mohou eli-
minovat apoptickou smrt buňky 11. Další třídou 
genů ovlivňující potenciální vznik rakoviny jsou 
onkogeny stimulující buněčný růst12. Veškeré 
výše popsané změny na genetické úrovni mohou 
vyústit až v nádorové bujení a jsou výsledkem 
nahromadění chyb během mitózy. Je velmi dů-
ležité si uvědomit, že jediná genetická změna 
nestačí k podpoře maligního nádoru 13. 

K nejběžnějším cytostatikům patří dvě sku-
piny léčiv, jedna skupina zahrnuje léčiva na 
bázi platiny, jejichž nejvýznamnějšími zástupci 
jsou cisplatina, oxaliplatina a karboplatina. 
Hlavním cílovým místem působení těchto léčiv 
je DNA. Druhou velmi významnou skupinu 
tvoří antracyklinová antibiotika. Existuje více 
než 2000 derivátů antracyklinů, ale i přesto je 
stále nejpoužívanějším léčivem z této skupiny 
doxorubicin (DOX). Hlavním mechanismem 
působení DOX je interkalace do DNA. Struk-
turní modifikace způsobené interkalací mohou 
vést k funkčním změnám, např. inhibice tran-
skripce, replikace a opravných mechanismů 
DNA 14,15. DOX má vysokou schopnost pronik-
nout do tkání a zároveň zůstat v jádře buňky 
a to jak díky svým lipofilním vlastnostem a 
DNA interkalaci. Je zajímavé, že i přes vysokou 

penetrační schopnost nemůže DOX přecházet 
přes hematoencefalitickou bariéru do mozku.  
Byla provedena řada studií, které se zaměřují na 
využití DOX jak samostatně, tak v kombinaci 
s dalšími terapeutiky. Většina těchto studií 
popisuje distribuční poločas DOX v rozsahu 
3 – 5 minut, naopak terminální poločas se po-
hybuje kolem 24 – 36 hodin. Hodnoty stabilní 
distribuce jsou v rozmezí 500 až 800 l/m2 16. Jako 
většina léků, DOX vstupuje do buňky pasivní 
difuzí a obvykle se hromadí v intracelulárním 
prostoru v koncentraci 10 – 500 x vyšší než v 
extracelulárním prostoru. V jádře se nachází 
asi 50× více DOX než v cytoplasmě (340 µM), 
nebo-li jedna molekula je interkalována mezi 
každou pátou bázi na řetězci DNA17,18. Volný 
intracelulární DOX (2% z celkového poda-
ného léku) je stejnoměrně distribuován mezi 
ostatní organely (Golgiho aparát, lysozomy 
a mitochondrie) 19. Většina studií se přiklání 
k faktu, že se DOX nejvíce hromadí v játrech 
v důsledku biotransformace, nelze však opo-
menout vysokou koncentraci v kostní dřeni 
a bílých krvinkách, kde je na hladina stále 
200 – 500× vyšší než v plasmě. Plasmová 
clearence zprostředkovaná játry se pohybuje 
v rozmezí  324 – 809 ml/min/m2. Polovina 
léčiva je vylučována žlučí obvykle 5 – 7 dní od 
počátku léčby. Pouze 2 – 15 % léčiva je vylou-
čeno močí po delší časové periodě, z toho cca 
3 % v moči tvoří doxorubicinol. Do 24 hodin je 
10 – 20% vyloučeno stolicí a 50 % do 150 hodin.

Toxicita doxorubicinu (DOX)
Používání antracyklinů je zatíženo celou řa-

dou vedlejších účinků jako je nevolnost, zažívací 
potíže, ztráta vlasů a poruchy na neurologic-
kém systému 20. Bohužel DOX není specificky 
zaměřen jen na nádorovou tkáň, ale ovlivňuje 
růst i jiných typů buněk v těle, což má za ná-
sledek porušení správného fungování imunit-
ního systému 21. Nejvyšší riziko představuje 
kardiotoxicita, která je hlavním důvodem 
omezení podávané dávky DOX. DOX je odpo-
vědný za strukturní změny kardiomyocytů v 
srdci. Geny za to odpovědné nesou označení  
BNP a ANP. Při zvýšené expresi těchto genů 
dochází k srdeční hypertrofii. Molekulární 
mechanismus této akce zvyšuje tvorbu vol-
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ných radikálů. Literatura popisuje nejčastější 
4 mechanismy vzniku reaktivních kyslíkových 
radikálů (ROS): 1) vznikem semichinonu, 
2) aktivace NAD(P)H oxidoreduktázy, 3) neen-
zymatické mechanismy, 4) produkty meta-
bolismu DOX. Blíží-li se životní akumulace 
DOX 500 mg/m2 plochy těla je riziko kardio-
myopatie výrazně zvýšeno a k akutnímu selhání 
srdce dochází až u 20 % pacientů 22. 

Až u 40 % pacientů se v průběhu léčby projeví 
poruchy jater. Vlivem metabolické a detoxifi-
kační aktivity jater dochází k akumulaci DOX 
v játrech. Při vyšších dávkách DOX je vlivem 
metabolismu v játrech zvýšena produkce ROS 
způsobujících poškození DNA, peroxidaci lipi-
dů, snížení vitamínu E a pokles redukovaného 
glutathionu. Dále může docházet k aktivaci 
IKB kinázy, která fosforyluje inhibitory IKK a 
tím aktivuje jaderný faktor κB, který způsobí 
uvolnění prozánětlivých cyklinů spouštějících 
apoptózu. Toxicita DOX je dále odpovědná za 
snižování hladiny anorganického fosfátu (ADP, 
ATP, AMP), které může vyústit až k patolo-
gickým stavům v hepatocytech. Tento proces 
je jednou z hlavních příčin neustálé svalové 
a psychické únavy. DOX působí toxicky také 
na ledviny, kde způsobuje tzv. nefrotoxicitu a 
proteinurii, vlivem porušení glomerulárních 
podocytů 23. K nefropatii dochází při narušení 
normálního fungování mitochondrií. To způ-
sobí, že hladina triglyceridů, superoxidáz a 
syntéza citrátu je zvýšena, zatímco je sníženo 
množství vitamínu E a antioxidantů. Násled-
kem je opět změna struktury nefronů. Na rozdíl 
od jater, schopnost regenerace ledvin je výrazně 
nižší, pokud již došlo k poškození glomerulů. 
Poškození glomerulů způsobuje glomerulární 
léze, zánět, tubulární dilataci a také ovlivňuje 
kapilární  propustnost 20. U některých pacientů, 
v těžkých případech, může docházet k závažné 
infekci v tlustém a slepém střevě, které mohou 
být fatální.

Liposomy jako nanotransportéry 
pro přenos doxorubicinu

Vzhledem k závažné toxicitě cytostatik je 
snaha vyvinout specifické systémy podávání 
léků, které jsou schopny omezit toxicitu léčiva a 
cíleně dopravit léčivo do místa nádoru. Použití 

těchto systémů se stále testuje a zlepšuje, aby 
se zvýšila selektivita a celkový účinek léků. 
Největší pozornost je dnes věnována polymer-
ním nosičům, jako jsou liposomy, hydrogely a 
nanočástice. Počáteční vývoj liposomálního 
doxorubicinu ukázal velikou naději v nové éře 
moderní léčby, ale také některé kritické nedo-
statky. Liposomy vykazovaly rychlé odbourá-
vání z oběhového systému prostřednictvím 
retikuloendoteliálního systému 24. První studie 
vysvětlují krátký oběhový čas složením a veli-
kostí částic. Postupem času byly liposomy for-
mulovány tak, aby bylo léčivo lépe zapouzdřeno 
a setrvávalo déle v oběhovém systému a tím se 
zvýšila jeho účinnost 25. Povrch liposomu se pro-
to brzy potáhl polyethylenglykolem (PEG) a tím 
se výrazně prodloužil čas cirkulace léčiva v těle. 
Liposom potažený PEG se nakonec stal známý 
jako ,,stealth‘‘, z nichž jedna skupina byla na 
trh uváděna s doxorubicinem 26. Doxorubicin 
je zapouzdřený ve vnitřním prostoru, v gelové 
fázi obsahující 10000 až 15000 pevně balených 
molekul. Průměr těchto liposomů musí být 
dostatečně malý, aby byl zajištěn jejich prostup 
přes stěnu krevních cév v nádoru 27. Studie na 
zvířecích modelech zkoumající farmakologické 
vlastnosti liposomů potažených PEG ukázaly na 
inhibici růstu nádorů, zlepšení celkového stavu 
organismu a zlepšení kvality života ve srovnání 
s pravidelnou léčbou volným DOX. Jednou z 
hlavních farmakologických schopností léku je 
potlačení antiapoptických cest a zesílení apop-
tické aktivity. Distribuční objem je 3l, což je hod-
nota srovnatelná s hodnotou objemu plasmy. 
Rychlost clearence je 33,6 ml/l, na rozdíl od vol-
ného DOX, který vykazuje hodnotu v rozsahu 
24 – 73 l/hod/m2 28. Liposomy bez PEG mají 
hydrofilní povrch a ten výrazně snižuje vazbu 
liposomu na složky plazmy. Je důležité si uvě-
domit, že 95 % DOX nacházejícího se v plazmě 
je stále uzavřeno v liposomu, což znamená, že 
není biologicky dostupný. DOX zapouzdřený 
v liposomu s PEG má díky své malé velikosti
(100 nm) velký potenciál být velmi selektivní 
k nádoru. Zapouzdřený DOX v liposomu se 
hromadí v místě nádoru více než samotný DOX. 
Některé studie však poukazují na 4 – 48× vyšší 
prostup do jater a kůže po počáteční injekci, 
proto tyto částice nejsou ještě stále ideální. 
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V jiné práci byly provedeny experimenty na 
potkanech, s implantovaným sarkomem, které 
ukazují že liposomální DOX s PEG důkladně 
pronikl do mozku a zároveň byl šetrný k okol-
ní mozkové tkáni, což je důkazem podstatné 
výhody nad použitím volného DOX 29. 

Závěr
Doxorubicin je široce využívané cytostatické 

léčivo aplikované pro širokou škálu nádorových 
onemocnění. I přesto, že se toto léčivo v klinické 
praxi využívá již déle než 30 let, příčiny jeho 
negativního efektu podílejícího se na vzniku 
kardiotoxicity nebyly stále zcela objasněny. Z 
tohoto důvodu je důležité vyvinout specifické 
systémy podávání léků, které by byly schopny 
omezit toxicitu léčiva a popřípadě cíleně do-
pravit léčivo do místa nádoru. Jako nejslibnější 
nanotransportér pro přenos léčiv se prozatím 
jeví liposom. Mezi další látky využité pro po-
dobné účely můžeme řadit různé nanočástice 
a hydrogely. 
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jsou vylučovány hlavně přírodní estrogeny 3 či 
ženy, jejichž moč obsahuje nezmetabolizované 
či metabolizované, avšak stále estrogenně 
aktivní residua kontraceptiv, jejich spotřeba 
se každoročně rapidně zvyšuje 4,5. Sloučeniny s 
estrogenní aktivitou mají strukturní rysy velmi 
podobné estrogenním hormonům a v důsledku 
toho jsou schopné je imitovat 6.

Přírodní estrogeny jsou důležité v mnoha 
fyziologických procesech například při iniciaci 
transkripce či signalizaci v rozličných buněč-
ných mechanismech. Mezi nejvýznamnější patří 
regulace produkce jaterních proteinů, koagu-
lačních faktorů (antitrombinu, plasminogenu), 
lipoprotein triglyceridu (HDL), kortisolu, feo-
melaninu a dalších 7. 

Účinek těchto látek v živém organismu je 
iniciován interakcí ligandů (estrogenů či jim 
podobných látek) s jaderným receptorovým 
systémem (estrogenní receptory α a β – znač-
ně homologní). Výsledný ligand-receptorový 
komplex interaguje s nukleotidovou sekvencí 
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Úvod
Sloučeniny vykazující estrogenní aktivitu 

(nebo také endokrinní disruptory, anglicky 
endocrinne disrupting chemicals – EDC) se běžně 
vyskytují v odpadních, ale i povrchových vodách. 
Jedná se o rozsáhlou skupinu látek přírodního, 
ale i antropogenního původu (exogenní 
polutanty). EPA (Environmental Protection 
Agency – Úřad pro ochranu životního prostředí) 
definuje polutanty s estrogenní aktivitou jako 
látky, které interferují se syntézou, sekrecí, 
transportem, vazbou, účinkem nebo rozkladem 
přirozených hormonů, jež v těle zodpovídají za 
homeostázu, reprodukci, vývoj nebo chování 1. 
Díky neustále se zvyšujícím hladinám těchto 
látek především ve vodních ekosystémech jsou 
EDC středobodem zájmu mnoha výzkumných 
skupin2. S neustálým rozvojem hospodářských 
a průmyslových odvětví je do prostředí 
vypouštěna celá škála estrogenních polutantů. 
Důležitým producentem jsou také velkochovy 
hospodářských zvířat, v jejichž exkrementech 

Risks associated with exposure to estrogens and substances with estrogenic 
activity and their elimination from water environment.

Estrogenic pollutants are a heterogeneous group of substances, contaminating the water 
environment. This group includes endogenous estrogens, naturally producing by organisms, 
exogenous estrogens that are contaminating the environment as a consequence of metabolical 
degradation and subsequent excretion and also other substances with estrogenic activity that 
have broad spectrum of industrial utilization. This work summarizes physiological molecular-
-biological nature of action estrogenic substances, and the pathological effect on the organism, 
leading to plenty health complications, such as endocrine disruption or tumorigenesis. There 
are also discussed possible ways of degradation of these substances from waste water that 
are contaminated by substances with estrogenic potential.

 REVIEW
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označovanou jako estrogen response element 
(ERE). Tím je zahájena transkripce DNA 8. 
Obecné schéma aktivace transkripce ligací 
17β-estradiolu (E2) je znázorněno na Obr. 1.

Ačkoliv jsou estrogeny pro každý živý orga-
nismus nezbytné, nadměrná expozice či vy-
stavení organismu syntetickým estrogenním 
polutantům může vést k rozvoji nežádoucích 
zdravotních účinků 9.

Polutanty s estrogenní aktivitou
Mezi endogenní estrogeny patří ženské po-

hlavní hormony 17β-estradiol, estron a estriol. 
Ostatní látky s endokrinní aktivitou, které 
nejsou přirozenou součástí endokrinního systé-
mu, se označují jak exogenní estrogeny 8. Podle 
původu je můžeme rozdělit na xenoestrogeny, 
fytoestrogeny, mykoestrogeny a metaloestro-
geny, kde podezřelým z estrogenní aktivity je 
především kadmium, avšak mechanismy účin-
ku jsou stále neobjasněny 10. Všechny zmíněné 
substance mají schopnost tvořit vazbu ligand-
-receptor s ligand-vázající doménou (ligand bin-

ding domain – LBD) estrogen-
ního receptoru. Podobně jako 
velká část proteinů tvořených de 
novo, i proteiny formující estro-
genní receptory podléhají post 
translačním modifikacím – fos-
forylaci, acetylaci, ubikvitinaci 
apod., což ovlivňuje jejich výsled-
nou aktivitu a stabilitu 11. Takto 
pozměněný protein může spouš-
tět transkripci dalšími možnými 
mechanismy, mimo již zmíněnou 
klasickou genomickou cestu, zá-
vislou na vazbě ligandu. Mezi ně 
řadíme i) tethering, při kterém se 
místo homodimeru estrogenních 
receptorů tvoří heterodimer s ji-
ným transkripčním faktorem 12 
a ii) ligand-independentní geno-
mický mechanismus, kdy jsou 
estrogenní receptory schopny 
aktivovat transkripci po fos-
forylaci, iniciované proteiny z 
rodiny kináz 13. 

 I když jsou genomické mecha-
nismy látek s estrogenní aktivi-

tou již poměrně dobře zmapovány existují ještě 
non-genomické mechanismy, které zůstávají 
stále ne zcela objasněny 14. 

Při nadměrné expozici organismu mohou 
estrogeny ligovat také jiné proteiny než estro-
genní receptory, a to hlavně strukturně velmi 
podobné GPER (na G-protein vázané recepto-
ry). Jako nejpravděpodobnější mechanismus 
non-genomického působení estrogenních látek 
se jeví následná iniciace signalizačních kaskád 
skrze sekundární aktivátory, jako je například 
cAMP (cyklický adenosinmonofosfát) 15. 

Tímto mechanismem může být jednak akti-
vována transkripce jinými transkripčními fak-
tory (jako následek fosforylace epidermálního 
růstového faktoru – EGFR vlivem matrixových 
metaloproteináz – MMP a interakcí s MAPK 
– mitogenem aktivovanými proteinkinázami 
či PI3K/Akt - fosfatidylinositol-4,5-bisfosfát 
3-kinázami) nebo může být pozorována rychlá 
fyziologická odpověď buňky bez genomického 
efektu jako například tvorba oxidu dusnatého 
(NO) s následným nepříznivým dopadem na 

Heger  et al.

Obr. 1: Receptor (ER) je po kontaktu s ligandem (E2) disociován z 
multiproteinového komplexu s heat shock proteiny (HSP 90). Po 
vytvoření homodimeru dochází k translokaci do jádra a interakcím 
s koregulátory (korepresory - KoR a koaktivátory - KoA) transkrip-
ce. Ta vede k vytvoření vazby s estrogen responsivním elementem 
(ERE), který spouští transkripci mRNA. Následná translace dává za 
vznik novému proteinu. Volně přepracováno z 8



tkáň – např. rozvoj zánětlivého ložiska s pro-
liferačním potenciálem 16.

Estrogenní látky ve vodním prostře-
dí a ekologická rizika s nimi spojená

Estrogenní polutanty neúčinkují akutními 
mechanismy, nýbrž chronickou toxicitou při 
dlouhodobé expozici, přičemž hormonálně 
účinné bývají již při velmi nízkých dávkách. 
Tyto látky mohou navíc ovlivňovat nejen kon-
krétní jedince vystavené jejich působení, ale 
také celá společenstva, a to kvůli výrazným 
bioakumulačním schopnostem17. Na Obr. 2  
jsou strukturně znázorněny zástupci látek s 
estrogenní aktivitou patřící do různých skupin.

Z obrázku je patrná různorodost látek, z níž 
také vyplývá jejich rozdílná schopnost potencio-
vat nežádoucí účinky. Vstup a příjem estrogenů 

může být určen na základě estrogenní-
ho ekvivalentu (EQ). Ten je roven sou-
čtu koncentrací (EC) látek vynásobený 
jejich estrogenní potencí (EP), která se 
běžně vztahuje na standard 17β-estra-
diolu či syntetického diethylstilbestrolu 
a je vyjádřen jako:

EQ =  ∑ (ECi x EPi)

Přičemž, čím nižší je estrogenní ekvi-
valent (EQ), tím vyšší je schopnost sub-
stance aktivovat nežádoucí estrogenní 
odpověď 6. 

Mezi aktuálně nejzávažnější problémy 
způsobené přítomností látek s estrogen-
ní aktivitou ve vodním prostředí patří 
disrupce endokrinního systému a jejich 
vliv na rozvoj maligních novotvarů.

Endokrinní disrupce
Celá řada látek kontaminujících vodní 

prostředí vykazuje potenciál negativ-
ně ovlivňovat funkce a pohlavní vývoj 
organismů imitováním či antagonis-
mem efektů hormonů nebo narušovat 
mechanismy jejich přírodní syntézy 
18. Nízké koncentrace endokrinně di-

sruptivních látek nemusí způsobovat škodlivé 
efekty živočichům nejnižších trofických úrovní, 
avšak u predátorů, které je loví, mohou být 
vážná poškození neuroendokrinního systému 
pozorována 19. Účinky na endokrinní systém 
jedinců jsou natolik rozmanité a závažné, že 
se projevují i na úrovni populací a ekosystému. 
Působení endokrinních disruptorů v prostředí 
je tedy velmi důležitým problémem z hlediska 
zachování stability ekosystémů 20. 

Hlavními projevy estrogenní aktivity jsou 
poruchy pohlavní diferenciace a následně po-
hlavního dimorfismu. Při sledování sexuálního 
dimorfismu jsou pozorovány změny ve vývoji 
primárních i sekundárních pohlavních znaků. 
Popsané formy poruch sexuálního dimorfis-
mu jsou – imposex, intersex a superfemale 21. 
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Obr. 2: Strukturní vzorce různých látek s estrogenní aktivi-
tou. (A) 17β-estradiol (E2), patřící do skupiny endogenních 
estrogenů. (B) Diethylstilbestrol (DES) ze skupiny syntetic-
kých estrogenů, obsažený v kontraceptivech. (C) Genistein 
a (D) equol ze skupiny fytoestrogenů. (E) 1,1,1-trichlor-2,2-
-bis(4-chlorfenyl)ethan (DDT), zakázaný pesticid, který však 
stále perzistuje v prostředí. (F) Bisphenol A (BPA), používaný 
při výrobě polykarbonátů



Imposexem je označován jev, kdy se u samice 
vyvinuly samičí i samčí pohlavní orgány a samčí 
přerostly původní (neporušené) samičí, nebo 
obráceně. Jev byl již pozorován u více než 160 
živočišných druhů. Intersexem je nazýván jev, 
kdy jsou samičí orgány modifikovány směrem k 
samčím, nebo obráceně, ale ne kompletně. Su-
perfemale se vyznačuje abnormální až patolo-
gickou velikostí samičích pohlavních orgánů 22. 
Tyto poruchy mohou způsobit sterilitu jedinců 
s fatálními následky pro celý ekosystém, jako 
je vymizení celých populací.

Poruchy pohlavního dimorfismu jsou úzce 
spojené s vitelogeninem (VTG), což je samičí 
protein – prekurzor vaječného žloutku 23. Vite-
logeneze je tedy zjednodušeně proces syntézy 
estrogenů (především E2). Vytvořený estradiol 
je uvolňován do krve a transportován do jater, 
kde navázáním na jaderný receptor spouští 
transkripci VTG. Ten vstupuje do krve a putuje 
do vaječníků, kde je transformován na vaječné 
proteiny, které slouží jako zásoba živin pro vy-
víjející se plod. Ačkoliv gen pro tvorbu VTG je 
přítomen i u samčí populace, hladina proteinu 
je u nich díky velmi nízké hladině estradiolu 
v plazmě prakticky zanedbatelná, avšak díky 
působení látek s estrogenní aktivitou se tato 
hladina významně zvyšuje 24.

Nejvíce zasažené jsou taxonomické skupiny 
korýšů, ryb a obzvláště obojživelníků, kvůli zvý-
šené sensitivitě způsobené schopností transder-
málního přenosu 25. Pokud jsou estrogenním 
polutantům vystaveny larvy obojživelníků, 
dochází k předčasné metamorfóze, kdy vznikají 
extrémně malí jedinci, neschopní živit se větší 
potravou a s nízkými energetickými rezervami, 
které vedou k neodvratnému úhynu. Pozorová-
ny jsou také časté malformace končetin, způ-
sobené abnormálním, urychleným vývojem 26.

Efekt na proliferaci buněk
Dalším rizikem spojeným s látkami s estro-

genní aktivitou je rozvoj nádorového bujení. 
Estrogenním látkám je přisuzováno spojení s 
mnoha typy rakovin, jako nádory vaječníků 27, 
dělohy 28, kolorektálním karcinomem 29, rako-
vinou endometria 30 či karcinomy prsu 8.

Karcinom prsu je nejčastější malignitou u žen 
a jeho incidence v rozvinutých zemích světa 

stále stoupá. Mortalita v České republice je ve 
srovnání se státy západní Evropy či Severní 
Ameriky stále vysoká. Avšak díky zavedení 
řádného mamografického screeningu a sys-
témové adjuvantní léčby je ale každým rokem 
snižována.

Tumory prsu jsou v současné době považová-
ny za genetickou aberaci somatických buněk, 
kterou získávají mnohočetnými mutacemi v 
průběhu své klonální expanze a výsledkem je 
nekontrolovaný invazivní a metastatický růst. 
Přes pokroky v genetickém výzkumu, objevení 
onkogenů, tumor supresorových genů, hormo-
nálních a růstových faktorů a jejich úlohy v 
řízení proliferace normální a nádorové tkáně 
zůstává příčina tohoto onemocnění nejasná. 
Karcinom prsu je velmi heterogenní onemoc-
nění a dá se předpokládat, že příčina nebude 
jedna 31. Již dříve bylo ukázáno, že estrogeny 
mohou potenciovat rozvoj nádorů. V roce 1932 
Lacassagne experimentálně prokázal indukci 
nádorů mléčných žláz koček po podání es-
tradiol benzoátů. O devět let později Noble a 
Collip prokázali spojení mezi růstem nádorů 
mléčných žláz krys a estrogeny. Po vložení pod-
kožních pelet s estrogeny došlo k rychlému 
rozvoji nádorového bujení 32.

Od roku 1970, kdy byla provedena izolace 
buněčné linie MCF-7, odvozené od duktálního 
estrogen receptor pozitivního adenokarcinomu 
prsu 33 bylo provedeno mnoho experimentů, 
prokazujících potenciál estrogenních látek ak-
tivovat nekontrolovanou proliferaci a odhalují-
cích mechanismy tohoto fenoménu.

Bylo dokázáno, že estrogeny po vazbě s recep-
tory v buňce aktivují hormon-responzivní geny, 
které mohou obsahovat mutace, které vedou k 
over-expresi proto-onkogenů či down-regulaci 
tumor supresorů. V takovém případě nastává v 
tkáni nekontrolované buněčné dělení – nádor 
29. K tomuto datu již bylo popsáno velké množ-
ství mutací v genech, zapojených v signálních 
kaskádách růstových faktorů a buněčného 
cyklu jako je p53, fos, myc, myb, cdc25a, A2, 
stk15, GATA-3, FOXA-1 či notoricky známých 
tumor supresorů BRCA-1 a BRCA-2 8.

Postupem času bylo zjištěno, že nejen vazbou 
s receptory jsou estrogeny schopné spouštět 
nádorové procesy, ale že z hlediska chemické-
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Obr. 3: Metabolická cesta biotransformace estronu (E1) a estradiolu (E2) pomocí 
17β-hydroxysteroid oxidoreduktázy (HSD1781). Metabolity vznikající aktivitou en-
zymů z rodiny Cytochromů P450 tvoří adukty s DNA, další transformací pomocí ka-
techol-O-methyltransferázy (COMT) vznikají především methoxy-estradioly, které 
mohou mít jak pozitivní, tak i negativní vliv na kardiovaskulární systém. Metabolity 
mohou být aktivně eliminovány pomocí sulfatačních (SUTs) a glukuronidačních en-
zymů (UGTs). Volně přepracováno dle 34

Možnosti eliminace estrogenních 
polutantů z vodního prostředí

Ačkoliv lze označit estrogenní polutanty díky 
nízkým koncentracím ve vodách za stopové 
znečištění, jsou z odpadních vod konvenčními 
čistírenskými procesy odstraňovány jen velmi 
neuspokojivě 37.

Eliminace estrogenů z odpadních vod lze řešit 
konvenčními postupy, ale tyto procesy mohou 
mít řadu nevýhod, jako jsou vysoké náklady, 
časově náročné postupy nebo vznik toxických 
derivátů. Mezi potencionálně využitelné meto-
dy pro odstranění estrogenních polutantů z vod 
se aktuálně řadí hlavně sorpce a biodegradace.

Sorpce
Vzhledem k hydrofobnosti látek s estrogen-

ním potenciálem se předpokládá, že výrazným 
faktorem při snižování koncentrace ve vodách 
může být sorpce na suspendované látky nebo 
na sedimenty. Obecně platí, že čím jsou che-
mické látky hydrofobnější, tím větší množství 
se kumuluje v pevné fázi 38.

Jako adsorbér s vysokým degradačním po-
tenciálem bylo zkoumáno především aktivní 
uhlí, které vyniká nízkými výrobními náklady 
a vysokou mechanickou a chemickou odolností. 
Výhodou je také jeho jednoduchá degradace. 
Nejčastěji je testováno ve formě granulí či práš-

ho mohou estrogeny či spíše jejich metabolity 
iniciovat kancerogenezi. Estrogeny jsou v těle 
hydroxylovány jaterními enzymy z rodiny cy-
tochromů P450 (CYP) 2B1, 1A a 3A. Hydroxy-
lované deriváty (2- a 4-OH) jsou dále převáděny 
na metoxy metabolity vlivem katechol-O-metyl-
trasferázy (COMT) na 2- a 4-metoxy deriváty 
(Obr. 3).

Právě 2- a 4-hydroxy deriváty estrogenů jsou 
schopné poškozovat DNA tvorbou depurinují-
cích aduktů, stejně jako endokrinní disrupto-
ry ze skupiny polyaromatických uhlovodíků. 
Obzvláště elektrofilní katechol estrogen-3-, 
4-chinony generují při interakci s DNA kritické 
mutace, vedoucí k rozvoji nádorů 35. Toto zjiště-
ní vedlo k identifikaci specifických antioxidan-
tů, které mohou blokovat formaci aduktů díky 
jejich chemickým a biochemickým vlastnostem. 
Dva z nich N-acetylcystein a resveratrol jsou v 
nynější době detailně zkoumány jako kandidáti 
schopní preventivně bránit organismus před 
rakovinou nejen prsu 36.

Z výše uvedeného je zřejmé, že estrogenní lát-
ky hrají zásadní roli při tumorigenezi. Ačkoliv 
byly základní mechanismy účinku těchto látek 
již popsány, stále ještě existují otázky, které 
bude nutno zodpovědět. Syntetické estrogeny 
podléhají metabolické degradaci jen velmi těž-
ce. Jak interagují nezmetabolizované estrogenní 

látky s biomakro-
molekulami jako 
je DNA či proteiny 
per se? Jak efek-
tivně stimulovat 
reparační mecha-
nismy, aby byl 
organismus před 
nežádoucími mu-
tacemi chráněn?
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ku 39,40. Problémem však můžou být rozdílné 
fyzikálně-chemické vlastností EDCs a také 
přítomnost jiných hydrofobních chemikálií 
ve vodách, které mohou zabírat vazebná místa 
estrogenům. Rozdílné výsledky byly také po-
zorovány při změně sorpčních podmínek (pH, 
teplota, salinita). Při protonaci molekuly (u vět-
šiny estrogenů pH > 10.4) dochází k rapidnímu 
zefektivnění sorpce, díky zvýšení elektrosta-
tických interakcí, avšak takto vysoké pH je na 
druhou stranu nevýhodné pro další čistírenské 
procesy 41. Dobré výsledky byly dosaženy také 
s použitím uhlíkových nanočástic, především 
fullerenů a uhlíkových nanotrubic. Uhlíkové 
nanomateriály vykazují vysokou adsorpční ka-
pacitu avšak výrobní cena je ve většině případů 
pro environmentální aplikace, vyžadují velké 
množství materiálu stále vysoká 42,43.

Z toho důvodu je nutné hledat efektivnější 
sorpční materiály, které mohou sloužit jako 
výborná platforma pro primární eliminaci 
estrogenních polutantů před dalšími čistíren-
skými procesy.

Biodegradace
Jako perspektivní nástroj schopný efektivní 

biodegradace se jeví především houby bílé hni-
loby, produkující velké množství extracelulár-
ních enzymů (mangan peroxidáza – MnP, lignin 
peroxidáza – LiP nebo laktáza – Lac), účast-
nících se biodegradačních procesů EDCs 44.

Popsána byla i degradace nonylfenolu ně-
kolika bakteriálními kulturami, a to přede-
vším Sphingomonas xenophaga, Sphingomonas 
cloacae a Sphingobium amense. Tyty bakterie 
metabolizují aromatickou část molekuly na 
odpovídající C9 alkoholy 45. U bakterií izolo-
vaných z aktivovaného kalu ČOV (především 
Sphingomonas sp., Pseudomonas paucimobilis) 
byla identifikována schopnost biodegradace 
bisfenolu A. Za aerobních podmínek degradují 
BPA na 4-hydroxybenzoovou kyselinu a 4-hyd-
roxyacetofenon 46. Kritická je pravděpodobně 
přítomnost enzymů z rodiny cytochromů P450, 
nicméně degradační produkty mohou vykazo-
vat toxické či endokrinně disruptivní vlastnosti, 
a proto jsou stále hledány vhodné mikroorga-
nismy, jako třeba zelené řasy Chlorella fusca, 
Chlorococcum sp. či Scenedesmus sp., u kterých 

byl degradační potenciál také identifikován 47.
Bohužel, antropogenní sloučeniny mají často 

substituenty a strukturální vlastnosti, které se 
liší od přírodních produktů 48 a mikroorgani-
smy nemusí mít vyvinuty enzymy, které jsou 
schopny tyto chemické struktury odstranit.

Pro eliminaci látek s estrogenními vlastnost-
mi bude nutné vyvinout vícekrokový systém, 
složený z jejich adsorpce a následné degradace 
pomocí mikroorganismů. Potencionálně mo-
hou být použity i další metody jako například 
fotodegradace, nicméně u té byla prokázána jen 
nízká schopnost eliminace a doposud o použití 
této metody neexistuje příliš mnoho informací.

Závěr
Estrogenní polutanty tvoří velmi heterogen-

ní skupinu látek. Neustálé zvyšování jejich 
koncentrací v prostředí vede k ekologickým 
problémům, kterým je nyní lidstvo nuceno 
čelit. Nežádoucí efekt na ekosystém, způsobený 
feminizací populace organismů, obývajících 
vodní prostředí může v budoucnosti vést k vy-
mírání druhů na celé trofické úrovni. Neméně 
problematický je také vliv estrogenních látek 
na rozvoj maligních novotvarů. Při zvýšeném 
příjmu těchto látek z pitné vody dochází k ná-
růstu incidence nádorových onemocnění. Proto 
je nutné rozvíjet čistírenské procesy, které mo-
hou estrogeny z odpadních vod eliminovat. Z 
fyzikálně-chemické povahy těchto látek bude 
vývoj nových čistírenských metod problema-
tický a nyní není zcela jasné, které procesy 
budou pro toto využity. Ačkoliv některé z nich 
vykazují relativně dobré výsledky, heterogeni-
ta těchto kontaminantů zásadně komplikuje 
celou situaci.
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a flavonů ve fosíliích z období miocénu, tzn. 
před 25 - 17 miliony let. Lze tak usuzovat, že 
schopnost syntézy flavonů je velice starobylým 
znakem pocházejícím z doby, kdy rostliny za-
čaly osidlovat souš 5.

Díky ochranné funkci lze většinu flavonoidů 
klasifikovat jako fytoalexiny 6. Po ozáření prud-
kým světlem nebo UV se začnou syntetizovat 
anthokyany, flavony a isoflavonoidy. Při půso-
bení patogenů pak isoflavony a flavanoly. An-
thokyany chrání před chladem a nedostatkem 
fosforu, málo dusíku kompenzují flavonoidy a 
isoflavonoidy. Obsah kyseliny fenolové se zvýší 
při pořezání a při nedostatku železa. Další vý-
znamnou funkcí flavonoidů je zatraktivnění 
rostliny pro opylovače, jsou semennými vektory 
a signalizací mezi rostlinami 4. Flavonoidy se 
syntetizují z aminokyseliny fenylalaninu přes 
fenylpropanoidovou dráhu za účasti tří molekul 
malonyl-CoA. V prvním kroku je nezbytná pří-
tomnost chalkon syntázy, která závisí na enzy-
matické aktivitě a transkripci. Dále ji ovlivňují i 
okolní vlivy, jako množství slunečního záření 7.

Vzniká tak buď přímo nebo dalšími reakcemi 
základní flavonoid flavanon, z něhož se diferen-
cuje šest podskupin (Tab. 1), jež lze klasifikovat 
dle stupně oxidace 5,8.

Elektrochemická studie flavonoidů ve víně
Nela Bačovskáa, Markéta Komínkováa, Branislav Ruttkay-Nedeckýb, Pavel Kopelb, 
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Úvod
Vinná réva (Vitis vinifera) patří mezi nejdé-

le pěstované a jednoznačně nejpopulárnější 
kulturní plodiny na světě. Její oblíbenost je 
spojena především s výrobou a konzumací 
vína, ale v menší míře i s přímou konzumací 
hroznů díky obsahu vitamínu C, E, fenolům a 
karotenoidům1. Spotřeba vína celosvětově rok 
od roku roste, ať už tento trend připisujeme 
vědecky prokázanému pozitivnímu vlivu jeho 
konzumace na lidský organismus nebo stále se 
rozvíjející ekonomice. Dle  Českého statistické-
ho úřadu se v České republice v roce 2004 vypilo 
16,5 litrů vína na osobu, kdežto v roce 2012 se 
jeho objem zvedl na 19,8 litrů 2. Hrozny obecně 
obsahují mnoho kvalitních fenolických látek 
majících pozitivní vliv na lidský organismus. 
Mezi nejznámější patří anthokyany, flavono-
ly a stilbeny, jež zároveň hrají roli v konečné 
kvalitě vína 3 .

Obecná charakteristika flavonoidů 
Flavonoidy jsou rostlinné pigmenty, neboli 

produkty sekundárního metabolismu, které je 
možno najít ve více než 6000 rostlinách 4, kde 
plní různorodé funkce. Ve východním Oregonu 
v USA se podařilo uskutečnit nález flavonolů 

 Electrochemical study of flavonoids in wine
Many studies have already proven the positive effects of flavonoids on organisms. 

There are many plants which content important amounts of these secondary me-
tabolites in their bodies, one of those being certainly vine (Vitis vinifera). The con-
sumption of wine products is very popular all over the world and it is also connected 
with the health beneficial effects that it provides. Red wines content more flavonoids 
then other white or rosé varieties. It is mainly the consequence of the winemaking 
process during which the grape skin is either removed of left to release its secondary 
metabolite content, in case of the red and partially the rosé varieties .
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ce jsou veškeré anthokyany soustředěny do 
vakuoly, kde se mohou buď volně pohybovat, 
nebo jsou součástí tonoplastu 12. Pokud se za-
měříme na hrozny, pak na úrovni celých bobulí 
se akumulují ve slupce, výjimečně u některých 
variet i v dužnině 3. Konečné množství antho-
kyanů ve víně tak záleží na způsobu macerace 
a na její délce, protože k vylouhování je zapo-
třebí rozrušit pevnou buněčnou stěnu a tono-
plast, čímž je umožněno pigmentům přejít do
roztoku13,14. Stárnutím vína se ovšem obsah 
anthokyanů snižuje a předpokládá se, že in-
terakcí s kyselinou hroznovou vzniká pigment 
vitisin15. I přes složitou syntézu v rostlinné buňce 
je vstřebávání anthokyanů v těle živočichů veli-
ce rychlým procesem. Svého maxima v krevním 
oběhu dosahují po 15 až 20 minutách po kon-
zumaci, což dokazuje absorpci jejich glykosidů 
buňkami žaludeční stěny, narozdíl od ostatních 
flavonoidů, které jsou vstřebávány především 
v tenkém střevě 16,17. Nicméně jejich reálné vy-
užití je velice malé, protože více než 99% je 
vyloučeno v nezměněné  formě z těla močí 18. 

Flavanoly, jako bezbarvé rostlinné pigmenty 
jsou přítomny ve většině vyšších rostlin19, jme-
novitě lze uvést např. rod Camellia (čajovník), 
Theobroma (kakaovník) a Vitis vinifera (réva 
vinná) 20. Svými funkcemi se velice podobají an-
thokyanům. Vykazují pozitivní vliv v prevenci 
kardiovaskulárního onemocnění 19,21. 

Flavanony jsou bezbarvé nebo světle žluté 
pigmenty22, jsou nejhojněji zastoupené fenoly 
v citrusech, kde způsobují hořkou chuť těch-
to plodů. Kromě výše zmíněných společných 
vlastností pro flavonoidy (antioxidační aktivita, 
ochrana kardiovaskulárního systému, proti-
zánětlivý účinek) 23, byl pozorován pozitivní 
vliv herperidinu a naringeninu na zpomalení 
rozvoje nádoru 24.

Flavonoly jsou to žluté kopigmenty anthokya-
nu, které pomáhají stabilizovat jeho výslednou 
barvu 17,22. Jejich obsah roste s dobou vystavení 
slunečnímu záření 25. Flavonol isoquercitrin se 
jeví jako ideální kandidát na ochranu nervového 
systému. Poruchy nervového systému mohou 
vést k Parkinsonově chorobě 26.

Flavony je možno charakterizovat jako žlutá, 
v tucích nerozpustná rostlinná barviva, která 
jsou přítomna ve více než 70 různých rodech. 

Skupina Příklad Zdroj

Anthoky-
anidy

Kyanidin, 
Pelargonidin, 

Peonidin

Lilek, 
ostružina, 
borůvka, 

černý rybíz

Flavanoly
Katechin,

Epikatechin, 
Epigallo-
katechin

Čokoláda, 
zelený čaj, 

fazole, třešně

Flavanony
Hesperidin, 
Naringenin, 
Eriodictyol

Pomerančový, 
grepový, 

citronový džus

Flavonoly
Quercertin, 
Kaempferol, 

Myricetin

Cibule, jablka, 
kapusta, pórek

Flavony Apigenin, 
Luteolin

Pažitka, celer, 
paprika

Isoflavony
Genistein, 
Daidzein, 
Glycitein

Sója

Tab. 1: Přehled základních skupin flavonoidů 
(přepracováno podle 9 )

Role flavonoidů v organismech
Anthokyany lze najít napříč celým rostlin-

ným spektrem. Patří mezi největší skupinu 
rostlinných pigmentů rozpustnou ve vodě. 
Jejich barva závisí na pH, v kyselém prostředí 
bude červená, v zásaditém zase modrá 10,11. 
Role anthokyanů v rostlině je velice rozmanitá, 
chrání před slunečními paprsky, UV zářením a 
patogeny. Interakcí s volnými radikály snižují 
oxidativní stres a svojí pigmentací pomáhají 
lákat opylovače a semenné přenašeče 6. Dále 
se využívají jako indikátory odrůdové pravosti 
vína 3. Také jejich přítomnost v lidské výživě 
přináší mnoho výhod, jako například antioxi-
dační vlastnosti, ochranu nervové soustavy, 
prevenci proti kardiovaskulárnímu onemoc-
nění a vzniku některých druhů rakoviny nebo 
redukci vzniku cukrovky 10. V rostlinné buň-
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Vyskytují se v celé rostlině, na rozdíl od jejich 
glykosidů, u kterých formace závisí především 
na světle, proto se nacházejí hlavně v listech, 
méně v podzemních částech 16,25. 

Isoflavony jsou bezbarvý druh flavonoidů, je-
jichž výskyt a účinky jsou nejlépe prozkoumány 
u sóji (Glycine sp.) 27, kde mají za úkol indukovat 
geny vyvolávající tvorbu hlízek rodem Bradyrhi-
zobium 28. Lze je zařadit mezi fytoestrogeny pro 
jejich estrogenní nebo častější antiestrogenní 
účinky. Tyto pigmenty se ukázaly jako dobrá 
alternativa nejen pro symptomy během meno-
pauzy, ale také jako ochrana kardiovaskulární-
ho systému 29. Pro léčbu osteoporózy lze taktéž 
využít syntetického ipriflavonu postrádajícího 
estrogenní aktivitu 30.

Závěr
Flavonoidy, nebo bioflavonoidy jsou známé 

zejména pro své antioxidační působení a po-
skytují ochranu lidskému organismu proti vol-
ným radikálům. Nejčastěji je problematika 
prospěšnosti flavonoidů zmiňována u vína, 
kde jsou obsaženy ve vyšších koncentracích. 
Červená vína obecně obsahují v průměru více 
flavonoidů než vína bílá či růžová. Koncentrace 
těchto látek je u červených vín několikanásobně 
vyšší než v bílých vínech. Vyšší obsahy flavo-
noidů v červeném víně z něj dělají víno zdraví 
prospěšnější, konzumace vína je pak pozitivní 
zejména pro osoby se srdečními obtížemi nebo 
při regeneraci cév.
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(Vaccinium corymbosum), arónie (Aronia mela-
nocarpa), brusinky (Vaccinium macrocarpon), 
maliny (Rubus idaeus), jahody (Fragaria vesca) 
a hroznové víno (Vitis vinifera), jsou mimo-
řádně bohatým zdrojem biologicky aktivních 
látek, zejména fenolických sloučenin 6,7. Jejich 
koncentrace je obvykle vyšší v epidermis a v 
tkáni bezprostředně pod ní, než ve střední 
části plodu 7. 

Réva vinná (Vitis vinifera L.) hromadí v prů-
běhu zrání velká množství různých fenolických 
sloučenin v epidermální tkáni, zatímco jejich 
prekurzory a meziprodukty jsou přítomné v 
celém plodu. Také je charakteristická syntézou 
velmi vysokého počtu flavonoidů, které jsou 
odpovědné za barvu, chuť a nutriční hodnotu 
plodů. Kromě toho flavonoidy ovlivňují kvalitu 
vína a jeho uchovávání 8. Obsah fenolických 
látek v bobulích je dán mnoha faktory, jako 
je druh, odrůda, způsoby a podmínky pěsto-
vání, region, klimatické faktory, zralost, doba 
sklizně, agrotechnické zpracování, posklizňové 
úpravy, doba a podmínky skladování 4.

Resveratrol (3,5,4́ - trans – trihydroxystilben), 
jehož strukturní vzorec je znázorněn na Obr. 
1, je látka produkovaná rostlinami zejména v 
průběhu mykotické infekce a při nepříznivých 
podmínkách prostředí, jako je například UV 
záření, a nízké teploty 9. Je vytvářen konstitu-
tivně nebo se hromadí jako fytoalexin u ně-
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Úvod
Četné epidemiologické studie provedené v 

mnoha zemích naznačují, že strava bohatá 
na antioxidanty zpomaluje proces stárnutí a 
snižuje riziko různých civilizačních a jiných 
onemocnění, například kardiovaskulárních 
chorob, rakoviny, revmatoidní artritidy, 
onemocnění plic, šedého zákalu, Parkin-
sonovy nebo Alzheimerovy choroby nebo
aterosklerózy 1,2. Předpokládá se, že sloučeni-
nami, které jsou ve velké míře zodpovědné za 
tyto ochranné účinky, jsou polyfenoly, mezi 
které se řadí i resveratrol. Jejich aktivita se 
projevuje schopností redukovat reaktivní formy 
kyslíku (ROS – reactive oxygen species) jako 
jsou hydroxyly, peroxidové radikály a další 3. 
Tyto diskutované sloučeniny inhibují aktivitu 
enzymů a tvoří komplexy s kovy, které kataly-
zují oxidační reakce. Jak ukazuje klinický vý-
zkum, biologická dostupnost těchto přirozeně 
se vyskytujících sloučenin je oproti lékovým 
formám zdravotně výrazně přínosnější 4. Nej-
více studované zdroje přírodních antioxidantů 
jsou ovoce, zelenina, obiloviny, jahody, víno, 
čaj, cibule, olivový olej a aromatické rostliny 5.

Polyfenoly v bobulovém ovoci
Bobulové ovoce, jako například borůvky (Va-

ccinium myrtillus), ostružiny (Rubus fruticosus), 
černý rybíz (Ribes nigrum), kanadské borůvky 

 Electrochemical analysis of resveratrol in wine
Previously, it has been proved that resveratrol exhibits beneficial effect towards human 

health, maily due to its antioxidant attributes. Naturally, resveratrol occurs in its trans- form 
and is contained in plenty of plants, but the highest levels were determined in grapevine (Vitis 
vinifera L.). Thus, a wine contains negligible amounts of this attractive substance and con-
sumption of a wine in appropriate quantity provides advantageous effects on the human body.
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Enzym resveratrol syntáza katalyzuje tvorbu 
resveratrolu z jedné molekuly  hydroxycinna-
moyl-CoA a třech molekul malonyl CoA. Hrozny 
obsahují v mezokarpu i exokarpu navíc ještě 
kyselinu galovou, chlorogenovou, vinnou, ká-
vovou, ferulovou a také estery glukózy kyseliny 
p-kumarové a ferulové. V rostlinách mohou tyto 
estery glukózy sloužit jako aktivované mezipro-
dukty při biosyntéze dalších fenolických látek 10. 

Závěr
Obecně platí, že množství resveratrolu bývá u 

červených vín vyšší než u vín bílých. Z toho také 
usuzujeme, že červené víno je pro zdraví pro-
spěšnější. Zároveň je dokázáno, že resveratrol 
se vyskytuje mnohem více ve slupkách bobulí 
než v dužině. Růžová vína se vyrábí z červených 
odrůd tak, že slupky po drcení odstraníme po 
několika málo dnech, ještě než začnou kvasit. 
Z toho tedy můžeme odvodit, že množství re-
sveratrolu u růžové odrůdy je menší, protože 
mošt poté kvasí již bez slupek a nestihne se z 
nich tak vyloučit takové množství látek jako u 
červených vín.

Tato práce byla financována ze zdrojů SIX 
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kolika rostlinných druhů 10. Bobule hromadí  
stilbeny v exokarpu jako cis- a trans- izomery 
resveratrolu. 11. Obě formy (cis- i trans-) mohou 
být vázány na molekuly glukózy. V hroznech je 
nejhojnější glykosilátová forma 12. 

Nejvyšší hladiny přirozeně se vyskytujícího 
resveratrolu se nachází v kořenech křídlatky 
japonské (Reynoutria japonica). Nejdůležitějším 
zdrojem resveratrolu jsou však pravděpodobně 
hrozny révy vinné (Vitis vinifera), respektive je-
jich slupky 13. Malé množství trans-resveratrolu 
bylo nalezeno také v borůvkách, brusinkách, 
červeném rybízu a jahodách 11.

Resveratrol se stal nejvíce studovanou fe-
nolovou sloučeninou ve víně kvůli svým pří-
znivým vlastnostem na lidský organismus. 
Chrání neurony a astrocyty u  neurologických 
a neurogenerativních onemocnění, jako je epi-
lepsie a mrtvice, Alzheimerova a Parkinsonova 
choroba 14. Má také kardioprotektivní, anti-
oxidační, antidiabetické, antikancerogenní, a 
neuroprotektivní účinky.

Dvěma hlavními metabolity resveratrolu jsou 
resveratrol-4 -́sulfát (RES-S) (Obr. 2A) a re-
sveratrol-3-O-β-D-glukuronid (RES-G) (Obr. 
2B). Oba mají základní strukturní podobnost 
s resveratrolem, jejich účinky na proliferaci 
buněk však nebyly dostatečně prozkoumány 15.
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Obrázek 1: Strukturní vzorec resveratrolu

Obrázek 2: 
Strukturní vzorce (A) resveratrol-4-sulfátu a
(B) resveratrol-3-O-β-D-glukuronidu



59

Literatura
1. Sellappan S., Akoh C. C., Krewer G.: Journal of 

Agricultural and food Chemistry, 50, 2432 (2002).
2. Solyom K., Sola R., Cocero M. J., Mato R. B.: food 

Chemistry, 159, 361 (2014).
3. Denev P., Kratchanova M., Ciz M., Lojek A., 

Vasicek O., Nedelcheva P., Blazheva D., Toshkova 
R., Gardeva E., Yossifova L., Hyrsl P., Vojtek L.: 
food Chemistry, 157, 37 (2014).

4. Baur J. A., Sinclair D. A.: Nature Reviews Drug 
Discovery, 5, 493 (2006).

5. El Gharras H., Dietary Antioxidants: Th e Health 
Promoting Compounds in Vegetables and fruits, 
Studium Press Llc, Houston, 2011.

6. Puupponen-Pimia R., Nohynek L., Meier C., 
Kahkonen M., Heinonen M., Hopia A., Oksman-
Caldentey K. M.: Journal of Applied Microbiology, 
90, 494 (2001).

7. Kahkonen M. P., Hopia A. I., Heinonen M.: Journal 
of Agricultural and food Chemistry, 49, 4076 
(2001).

8. Goto-Yamamoto N., Wan G. H., Masaki K., 
Kobayashi S.: Plant Science, 162, 867 (2002).

9. Raj P., Louis X. L., Th andapilly S. J., Movahed A., 
Zieroth S., Netticadan T.: Life Sciences, 95, 63 
(2014).

10. Hall D., De Luca V.: Plant Journal, 49, 579 (2007).
11. Jimenez-Garcia S. N., Guevara-Gonzalez R. G., 

Miranda-Lopez R., feregrino-Perez A. A., Torres-
Pacheco I., Vazquez-Cruz M. A.: food Research 
International, 54, 1195 (2013).

12. Lopez-Alfaro I., Gonzalez-Arenzana L., Lopez N., 
Santamaria P., Lopez R., Garde-Cerdan T.: food 
Chemistry, 141, 3759 (2013).

13. Giovinazzo 
G., Ingrosso I., Paradiso 
A., De Gara L., Santino A.: 
Plant foods for Human 
Nutrition, 67, 191 (2012).

14. Bellaver B., Souza D. G., Souza D. O., Quincozes-
Santos A.: Toxicology in vitro : an international 
journal published in association with BIBRA, 28, 
479 (2014).

15. Robb E. L., Stuart J. A.: Phytochemistry, 98, 164 
(2014).

Článek je volně šiřitelný pod licencí Creative 
Commons (BY-NC-ND). Musí však být uveden 
autor a dokument nelze měnit a použivat pro 
komerční účely.

Hladíková et al.



60

mnoha dalších odvětvích. Její využití je možné 
právě díky citlivosti a přesnosti, kdy dokáže 
odhalit i jedinou molekulu DNA ve vzorku 2.

Základním principem metody je zmnožení 
nukleových kyselin nebo jejich částí. Celou 
metodu lze rozdělit do několika dílčích kroků. 
Prvním z nich je denaturace. V tomto kroku 
se DNA po dobu 30 sekund zahřívá na teplo-
tu 94-98°C, neboť při této teplotě dochází k 
rozvolnění DNA dvoušroubovice vlivem po-
rušení vodíkových můstků3. Vzniknou tak dvě 
samostatná vlákna DNA, zvaná templátová, 
na která mohou v dalším kroku (annealing) 
nasednout primery, což jsou krátké úseky 
DNA o velikosti oligonukleotidů (nejčastěji 
18-25 bp), které jsou komplementární k tem-
plátové DNA. Teplota je následně snížena na 
50-65°C, dle teploty tání konkrétních primerů 4. 
Aby PCR správně proběhla, je potřeba pro kaž-
dou reakci navrhnout specifické primery, neboť 
tyto primery jsou navrhovány vždy pro určitý 
úsek v templátové DNA. Kdyby totiž nasedaly i 
na jiné úseky, nebyla by amplifikace efektivní, 
jinak řečeno vznikaly by nespecifické produkty. 
V dalším kroku (elongace, neboli prodlužování) 
se pak od primeru F (foward) nebo R (reverse) 
začíná syntetizovat komplementární vlákno 

Optimalizace multiplex PCR  
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Úvod
Multiplex PCR je jednou z mnoha variant 

rutinně prováděné polymerázové řetězové re-
akce (PCR). Její předností je především rychlá 
detekce velkého počtu produktů v jedné reakci 
za použití několika sad primerů. Ačkoliv prin-
cip reakce samotné se neliší od standardního 
protokolu PCR, správné a efektivní použití 
metody však vyžaduje její důkladné plánování. 

Předmětem naší práce byla optimalizace 
protokolu multiplex PCR pro geny isoforem 
metalothioneinu, tak abychom mohli provádět 
amplifikaci více než jedné sekvence DNA. 

Polymerázová řetězová reakce
Polymerázová řetězová reakce (PCR) byla 

vyvinuta v roce 1983 doktorem Kary B. Mulli-
sem, v biotechnologické firmě Cetus Corpora-
tion (Emeryvill, Kalifornie, USA). V roce 1993 
byla Kary B. Mullisovi udělena Nobelova cena 
za chemii za tento důležitý objev, který způ-
sobil naprostou revoluci na poli molekulární 
biologie 1. Metoda je díky svému charakteru 
velmi široce uplatnitelná v mnoha vědeckých 
disciplínách, např. ve forenzní medicíně, krimi-
nalistice, biotechnolických aplikacích, prentál-
ní diagnostice, a stala se rutinní procedurou i v 

 Optimization of multiplex PCR
Multiplex PCR is one of the many variants routinely performed by polymerase 

chain reaction (PCR). Its advantage is especially rapid detection of a large number 
of products in one reaction using multiple primer sets. Optimization of the multiplex 
PCR protocol is important also for genes of metallothionein isoforms, so that we can 
carry out the amplification of more than one DNA sequence. Necessary part of this 
proces is the adjustments in temperature during the reaction steps and also inter-
vention with the changes in the concentration of individual reagents and different 
combinations or the amount of each primer. 

 REVIEW
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kratších úseků a delší fragmenty se nemusí 
amplifikovat vůbec. Poprvé tuto metodu po-
psal Chamberlain v roce 1988. Poté se metoda 
úspěšně aplikovala při testování delecí, či jiných 
různých mutací DNA 10, dále pak u RT-PCR 11 
a využití našla také při odhalování infekčních 
nemocí způsobených viry 12,13, bakteriemi 14 a 
parazity 15. 

Metalothionein
Metalothioneiny tvoří skupinu intracelu-

lárních proteinů bohatých na cystein o nízké 
molekulové hmotnosti, objevenou roku 1957 v 
koňské slezině 16, jejichž exprese a indukce je 
spojována s ochranou proti poškození DNA, oxi-
dativnímu stresu a apoptóze. Mnoho výzkumů 
však dokládá výsledky o tom, že můžeme po-
zorovat zvýšenou expresi MT v mnoha typech 
tumorů, například prsu, tlustého střeva, ledvin, 
jater, plic, nosohltanu, vaječníků, prostaty, slin-
né žlázy, varlat, štítné žlázy a močového mě-
chýře 17. Výskyt byl zaznamenán jak u bakterií, 
tak u kvasinek, hub, rostlin a zvířat a jedná se 
o vůbec nejhojnější skupinu zinek vázajících 
intracelulárních proteinů v eukaryotických 
buňkách. Skládají se z 61-62 aminokyselin a 
dvou globulárních domén. 20 cysteinů v každé 
molekule je schopno vázat sedm zinečnatých 
nebo kademnatých iontů, případně až 12 iontů 
mědi. U savců jsou známy 4 izoformy. MT-1 a 
MT-2 se nachází u savců ve všech tkáních, s nej-
hojnějším výskytem v játrech a jejich exprese je 
indukovaná vnějšími faktory, jakými jsou právě 
těžké kovy a oxidativní stres. Rychlost přepisu 
těchto genů je velmi zvýšena při oxidativním 
stresu, zánětu a za přítomnosti zinku nebo 
kadmia. MT zde pracuje jako velmi výkonný 
zhášeč hydroxylových radikálů a je schopen 
nahradit funkci superoxiddismutázy 18. MT-3 a 
MT-4 jsou omezeny na určitá místa, kdy MT-3 je 
exprimován převážně v mozku a nervové tkáni 
a MT-4 v epiteliálních buňkách pokožky 19,20. 

Závěr
Navržení a optimalizace multiplex PCR proto-

kolu pro geny různých forem metalothioneinu, 
kdy je vytvořena vhodná kombinace primerů a 
také změna koncentrací jednotlivých reagencií 
PCR kitu, je vhodná pro paralelní detekci čtyř 

(od 3‘-konce primeru). Poté následuje poslední 
krok – terminace – kdy dochází k případné-
mu dosyntetizování nukleotidů na templátová 
vlákna. Takto jsme z templátové DNA získali 
2 molekuly DNA, které se dají v dalším cyklu 
rozložit znovu na templátovou DNA a celý cy-
klus se zopakuje. Tímto nám po opakovaných 
cyklech vznikají produkty, sloužící zároveň jako 
templáty pro další cyklus. Teoretický výtěžek 
se po 30-35 cyklech může pohybovat kolem 
1 miliardy molekul DNA 5. 

Kromě standardního protokolu PCR se v 
průběhu let objevilo množství jeho variant. 
Jedny z nejvíce používaných metod jsou PCR 
v reálném čase (real-time PCR, qPCR) 6, kdy za 
přítomnosti sondy můžeme sledovat přírůst-
ky požadovaného produku reakce, reverzně 
transkripční PCR (reverse transcription PCR, 
RT-PCR) 7, sloužící jako velice citlivý a výkon-
ný nástroj pro detekci a kvantifikaci exprese 
mRNA, Touchdown PCR (TD-PCR) 8, která 
díky temperování vede ke snížení nespecifické 
amplifikace, Nested PCR s využitím dvou sad 
primerů a mnoho dalších.

Multiplex PCR
Je modifikace PCR, ve které amplifikujeme 

dvě či více sekvencí DNA. Tato PCR se skládá 
ze stejných kroků jako konvenční PCR, kromě 
toho, že je v každé reakci použito několik sad 
primerů. Mnohočetná PCR vyžaduje méně času 
a úsilí při amplifikaci několika cílových úseků 
než při uniplex PCR. Přestože multiplex PCR 
poskytuje potenciální úsporu času, protože 
umožňuje současně detekci několika cílů, k 
získání všech produktů je potřeba významné 
optimalizace pro dosažení stejné účinnosti a 
citlivosti. Proto musí být dodržována opatře-
ní při navrhování primerů, aby nedocházelo 
k negativním interakcím, a je třeba pečlivě 
stanovit nejlepší poměr koncentrací jednotli-
vých primerů a reagencií 9. Primery, které jsou 
použity při multiplex PCR, nesmí být vzájemně 
komplementární, měly by mít podobnou teplotu 
hybridizace a délka produktů namnožených 
vybranými primery by měla být odlišitelná 
při separaci na elektroforéze. Nicméně velké 
rozdíly ve velikostech produktů nejsou žádou-
cí, neboť zapříčiňují přednostní amplifikaci 

Pospiš et al.
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isoforem metalothioneinu. Díky tomu se usnad-
ní práce, ušetří čas (opakování PCR) a finanční 
prostředky (množství PCR kitu na každou 
reakci). Zároveň dochází ke zvýšení efektivity 
procesu, neboť omezíme chybu lidského fak-
toru z hlediska úspěšné detekce daných genů 
pro různé isoformy metalothioneinu během 
jediné reakce. 

Optimalizace Multiplex PCR

Obrázek 1: Protokol optimalizace multiplex PCR. 
Upraveno podle 4
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Thomson došel k závěru, že neonový plyn byl 
složen z atomů s různým nukleonovým číslem 
(20Ne a 22Ne)8. Teoretické základy hmotnost-
ní spektrometrie položil J. J. Thomson roku 
1913 9. O několik let později F. W. Aston sestrojil 
první moderní hmotnostní spektrometr, který 
je založen na separaci iontů v silném magnetic-
kém poli permanentního magnetu tzv. mag-
netického selektoru10. Pomocí hmotnostního 
spektrometru identifikoval 212 z 287 přirozeně 
se vyskytujících izotopů, za což získal v roce 
1922 Nobelovu cenu za chemii 11.

 
MALDI TOF–MS 

Na Obr. 1 je uvedeno jednoduché schéma 
MALDI–TOF. Na krystaly matrice se vzorkem 
je aplikováno laserové záření, které způsobí 
desorpci molekul matrice spolu s molekula-
mi vzorku a zároveň dojde k ionizaci molekul 
vzorku předáním H+ od molekul matrice. Poté 
je aplikováno extrakční napětí mezi MALDI 
destičku a vstupní štěrbinu průletového analy-
zátoru, čímž dojde k extrakci nabitých molekul 
podle zvolené polarity napětí a k jejich analýze 
v průletovém hmotnostním analyzátoru. V zá-
vislosti na době letu molekul analyzátorem k 
detektoru se vypočítá poměr m/z.  

Identifikace mikroorganismů pomocí MALDI-TOF MS  
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Úvod
Identifikace mikroorganismů pomocí metody 

MALDI–TOF MS (hmotnostní spektrometrie s 
laserovou desorpcí a ionizací za účasti matrice 
s průletovým analyzátorem: Matrix–Assisted 
Laser Desorption/Ionization Time of Flight 
mass spectrometry) je vysoce přesná, aplikova-
telná pro široké spektrum mikroorganismů a 
mnohem rychlejší ve srovnání s tradičními me-
todami 1. Dosavadní znalosti a výsledky pokusů 
provedených pomocí MALDI–TOF MS dokazují 
schopnost rozlišit bakterie či jiné mikroorgani-
smy na rodové, druhové a často i na kmenové 
úrovni 2,3. Jejich přesné stanovení může sloužit 
pro monitoring životního prostředí, zpracování 
potravin, ochranu veřejného zdraví či klinickou 
diagnostiku, kde je důležité zjištění přítomnosti 
patogenních organismů 4-7.  

Hmotnostní spektrometrie
Na počátku hmotnostní spektrometrie stál 

J. J. Thomson, který zacílil proud částic ioni-
zovaného neonu přes magnetické a elektrické 
pole, umístěním fotografické desky v proudu 
iontů neonu změřil jejich odchylku. Pozoroval 
dvě světelné stopy na fotografické desce, pro 
které navrhl dvě odlišné odchylky parabol. 

 Identification of microorganisms using MALDI–TOF MS
One of the possible usages of MALDI–TOF MS is identification of microorganisms. It is 

highly accurate and faster than other methods and suitable for a large area of microorganisms. 
But unfortunately cannot reliably differentiate some closely related species. Often, it is 
possible to detect pathogenic organisms and use their accurate determination for monitoring 
environment, food processing or clinical diagnostics. Data obtained from mass spectra are 
compared with library of microorganisms and result of this was agreement or disagreement 
of microorganisms with specific spectrum. 

 REVIEW
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Detektor
Detektor je schopen zachytit dopa-

dající ionty, ze kterých vypočítává 
hmotnost každého iontu, který na 
něj dopadne. Velká část detektorů je 
založena na převodu iontů na elekt-
rický signál pomocí scintilační vrst-
vy, která při dopadu iontů vydává 
světelné záření. Tento typ záření je 
převeden na elektrický proud a dále 
zesílen. Detektory rozdělujeme na 
elektronový, fotonásobič a Farada-
yovu klec 12. 

Matrice
Výběr matrice je důležitým faktorem analýzy. 
Vhodné matrice pro UV lasery jsou aromatické 
karboxylové kyseliny, většinou deriváty kyseli-
ny benzoové rozpuštěné nejčastěji ve vodném 
roztoku acetonitrilu, ethanolu nebo methano-
lu. Roztok se navíc často okyseluje kyselinou 
trifluoroctovou. Nejpoužívanější matrice jsou 
kyselina α-kyano-4-hydroxyskořicová (HCCA), 
3,5-dimethoxy-4-hydroxyskořicová (sinapová, 
SA), 2,5-dihydroxybenzoová (gentisová, DHB), 
4-hydroxy-3-methoxyskořicová (ferulová, FA). 
Matrice odlišně krystalizují a ionizují látky. 
DHB (viz Obr. 2) se používá jako univerzální 
matrice, je vhodná pro stanovení vysokomo-
lekulárních látek, dobře ionizuje peptidy, pro-
teiny, lipidy, nukleové kyseliny a sacharidy 12. 

Obr. 2: Vzorec DHB (2,5 - dihydroxybenzoová 
kyselina)

Závěr
Hmotnostní spektrometrie je mimo celé řady 

svého využití velmi často využívána pro identi-
fikaci mikroorganismů 12,14. Tato práce shrnuje 
vlastní popis analytické metody, a to především 
v souvislosti s vlastní detekcí mikroorganismů. 
Vyhodnocená data získaná z hmotnostních 
spekter a následující porovnání s knihovnou 

Obr. 1: Schéma MALDI–TOF hmotnostního 
spektrometru

TOF analyzátor
Základním principem TOF analyzátoru je 

extrakce iontů a měření doby jejich letu. Ionty se 
pomocí vloženého napětí na extrakční mřížku 
urychlí (extrahují) elektrickým polem a získají 
rychlost v závislosti na jejich hmotnosti m a 
velikosti náboje z. Získaná kinetická energie je 
přímo úměrná náboji iontů a nepřímo úměrná 
jejich hmotnosti. Výsledkem je rozdílná rych-
lost iontů s různým poměrem m/z, a proto takto 
urychlené ionty dopadnou na detektor v rozdíl-
ném čase, pokud urazí stejnou vzdálenost 7,12. 

Ionizace 
Proces matricí zprostředkované laserové ioni-

zace „matrix assisted laser desorption ioniza-
tion“ (MALDI) využívá ke své funkci matrici, 
schopnou transformovat energii laseru na ioni-
zaci a předat ji analytu. V případě MALDI do-
chází k podobným desorpčním procesům jako 
v případě LDI (laserem indukovaná ionizace). 
Energie, která je potřebná pro desorpci, závisí 
na sublimační energii daného vzorku a chemic-
kých reakcích probíhajících v kondenzované 
fázi těsně před expanzí plazmového obláčku. 
Při jednom „střelení“ se vytvoří řádově několik 
tisíc iontů. V průběhu MALDI „mikroexploze“ 
dochází nejen k desorpčním jevům podobným 
LDI, ale také k chemickým a fotony indukova-
ným reakcím. Nejčastěji se využívají dusíkové 
nebo Nd-YAG lasery emitující UV záření 12,13. 

Huong et al.
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hmotnostních spekter mikroorganismů v pro-
gramu MALDI Biotyper slouží k identifi kaci 
mikroorganismů na úrovni rodu, druhu a často 
i kmenu 15. Výsledkem porovnání může být 
shoda nebo neshoda s hmotnostními spektry 
vzorku16. Program Biotyper vyhodnocuje 
výsledky pomocí tzv. skóre (nejvyšší možná 
hodnota je 3), které je dále barevně označeno 
červenou (žádná shoda), žlutou (částečná sho-
da) a zelenou (plná shoda) barvou 17. Příčiny 
neshody výsledků s knihovnou mohou často 
souviset například s kontaminací vzorků s jiný-
mi mikroorganismy nebo nesprávnou kultivací 
mikroorganismů 17. 
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je nutno zajistit řetězové hromadění produktu. 
To se provádí opakovanými cykly denaturace, 
nasedání primeru a extenze primeru. Vzniklé 
produkty slouží zároveň jako templáty pro další 
reakční cyklus3.

 K obdobnému ději, zvanému replikace, do-
chází v živých buňkách při jejich množení4. 
PCR tak může sloužit jako modelová reakce 
pro studium vlivu různých látek na replikaci 
DNA v buňkách. To může být důležité zejména 
při osvětlení mechanismu účinku protinádo-
rových léčiv. 

Nádorové bujení je buněčný proces, jehož 
podstatou je změna genetické informace a 
regulačních procesů v buňce, v důsledku če-
hož dochází k nekontrolovanému zmnožení 
buněk.  Nádor může vzniknout z jakékoliv 
živé buňky, vyjma těch buněk, které nevratně 
ztratily schopnost dělit se5. Nádorové bujení 
může postihnout kohokoliv, některé faktory 
však jeho vznik usnadňují. Říkáme jim faktory 
rizikové 11. Největší podíl na samotném vzniku 
bujení mají pak faktory vnější, jako například 
výživový faktor, kouření, alkohol a nízká pohy-
bová aktivita. Pouze 10 % tvoří faktor dědičné 
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Úvod
Polymerázová řetězová reakce (PCR), objeve-

ná v roce 1983, slouží k amplifikaci specifických 
části nukleových kyselin. K jejímu provedení 
postačuje velmi malé množství vzorku, díky 
čemuž se používá zejména v lékařské diagnos-
tice nebo kriminalistice1. Probíhá v opako-
vaných cyklech, složených z několika částí2,3. 
První z nich je denaturace, kdy se DNA po dobu 
30 sekund zahřívá na teplotu 94-98 °C. Při této 
teplotě dochází k rozvolnění DNA dvoušrou-
bovice vlivem porušení vodíkových můstků1. 
Vzniknou tak dvě samostatná vlákna DNA, zva-
ná templátová, na která mohou v dalším kroku 
(annealing) nasednout primery, tj. krátké úse-
ky druhého vlákna. Při annealingu se teplota 
sníží na 50-65 °C, přesná hodnota určená dle 
teploty tání konkrétních primerů2. Pro každou 
konkrétní aplikaci PCR je třeba navrhnout 
dvojici specifických primerů, protože je nut-
no zajistit, aby oba primery nasedly při stejné 
teplotě jen na komplementární sekvenci v tem-
plátové DNA. Samotnému prodlužování úseku 
se říká elongace. Protože však podle jednoho 
templátového vlákna vznikne jen jedna kopie, 

Influence study of non-platinum cytotoxic drugs on polymerase chain reaction
The tumor is a cellular process, whose essence is the change of the genetic information and 

regulatory processes in the cell. Consequently, occurs to the uncontrolled multiplication of 
cells. Cytostatics, especially anthracycline antibiotics are currently widely used for example 
in the treatment of breast cancer or prostate cancer, which are nowadays the most frequent 
cancers. The influence of non-platinum cytotoxic drug doxorubicin on polymerase chain re-
action can be studied using fluorescent labelling of amplicons. Due to numerous side-effects 
of doxorubicin, it is important to know its mechanism of influence on living cells. Polymerase 
chain reaction can serve as a suitable model of replication in living cells. 

REVIEW
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snadno přechází v srdeční selhání s nutností 
transplantace srdce10. Stále častější se proto 
stává využívání liposomálních cytostatik, která 
díky obalení léčiva liposomální vrstvou dispo-
nují sníženou kardiotoxicitou samotného léku 
a zároveň zvýšením celkového kumulativního 
množství látky, které je tělo ještě schopno při-
jmout. Účinek liposomálních a neliposomálních 
forem je stejný 20.

Přestože prvním izolovaným antracyklino-
vým antibiotikem byl idarubicin, pravděpo-
dobně nejznámějším antracyklinovým antibio-
tikem z hlediska léčby nádorových onemocnění 
je doxorubicin (14-hydroxyl-daunorubicin). 
Doxorubicin vzniká hydroxylací přírodní-
ho produktu daunorubicinu izolovaného z 
bakterie Streptomyces peucetius11. Používá se 
v léčbě karcinomu prsu12, neuroblastomu13, 
akutní myeloidní leukémie, akutní lymfoidní 
leukémie14, Hodkingského a non-Hodkingské-
ho lymfomu15, nádorů močového měchýře16,
kůže17 nebo vaječníků18.

Mechanismus účinku doxorubicin je založen 
na interkalaci mezi páry bází DNA, která tak 
nemůže být rozpletena a nedochází k repli-
kaci buňky. Struktura DNA je nekovalentně 
poškozena, interkalované molekuly doxoru-
bicinu odvíjejí dvoušroubovici a prodlužují 
tak obrysovou délku DNA (Obr. 1). Změněná 
struktura často nemůže být rozpoznána pro-
teiny, které mají s DNA reagovat19. Může tak 
docházet také k mutacím, posouvajícím čtecí 
rámec genetického kódu20. Mezi další mecha-
nismy účinku patří inhibice topoizomerázy21, 
produkce volných radikálů, které poškozují 
DNA a způsobují lipoperoxidaci membrán22, 
alkylace 23 a crosslinking DNA 24. 

Závěr
Nádorové bujení je buněčný proces, jehož 

podstatou je změna genetické informace a re-
gulačních procesů v buňce, v důsledku čehož 
dochází k nekontrolovanému zmnožení buněk. 
Cytostatika, zejména pak antracyklinová anti-
biotika jsou v současné době široce využívaná 
například při léčbě zhoubných nádorů prsu 
nebo prostaty, řadících se mezi nejčastější ná-
dorová onemocnění.

predispozice. Rakovinné buňky oproti normál-
ním mají zvýšenou schopnost proliferace, odol-
nost a invazivnost 9. Klasifikace typu rakoviny 
se za posledních 30 let velmi zlepšila. Nyní se 
nově objevené druhy klasifikují do nových, či 
do již existujících tříd13. 

Rozdíly ve způsobech transkripce tvoří 
většinu biologické diverzity lidských buněk a 
nádorů. V každé buňce transdukční signály a 
regulační systémy přenášejí informace o identitě 
jednotlivých buněk v rámci jejich životního 
poslání. Tím jsou kontrolovány hladiny 
exprese všech genů v genomu12. Například 
postup klasifikace typu leukemie se tvoří na 
základě sledování genové exprese pomocí DNA 
mikročipů, které jsou popsány jako vzorový 
případ při aplikování lidem s akutní leukemií. 
Touto procedurou se automaticky určí rozdíl 
mezi akutní myeloidní a akutní lymfoblastickou 
leukemií, bez předchozích vyšetření. Výsledky 
podobných výzkumů ukazují možnost použití 
genové exprese nejen ke klasifikaci leukemie, 
ale i různých dalších typů rakoviny, nezávisle na 
předchozích biologických znalostech 13. Jednou 
z cest léčby nádorového bujení je léčba pomocí 
cytostatik. 

Protinádorová léčiva neboli cytostatika, jsou 
látky, které poškozují, zpomalují nebo zastavují 
růst buněk. Mohou poškozovat DNA, inhibovat 
syntézu DNA nebo znemožňovat replikaci bu-
něk 6. Nejvíce působí na rychle se dělící buňky, 
jako jsou právě nádorové buňky, vlasové foliku-
ly nebo buňky sliznic. Kvůli působení na zdravé 
buňky má mnoho cytostatik řadu vedlejších 
účinků 7. Mezi nejznámější patří poruchy trávicí 
soustavy, způsobené zastavením růstu buněk 
sliznice, padání vlasů, poruchy krvetvorby nebo 
nervové soustavy 8. Cytostatika lze zařadit do 
několika skupin, dle složení a mechanismu 
jejich účinku a řadí se mezi ně například inhi-
bitory topoizomerázy, hormony, radioizotopy 
nebo interkalační cytostatika.

K nejčastěji používaným cytostatikům pa-
tří antracyklinová antibiotika. Využívají se 
například při léčbě zhoubných nádorů prsu 
nebo prostaty, které patří mezi nejčastější ná-
dorová onemocnění9. Vykazují častou kardio-
toxicitu, způsobenou kumulací látky v těle 
při opakovaném podání. Kardiotoxicita pak 
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Rakovina a možnosti nanotechnologií
Ondřej Zítka, Vojtěch Adam, René Kizek

Rakovina, známá také jako maligní neoplazma, je podle patologie širokou skupinou 
(až 200 typů) onemocnění. Malignita se v těle může šířit skrz lymfatický oběh nebo skrz krev-
ní řečiště. V takovém případě ale nelze mluvit o benigní neoplazmě nebo nádorech. Ty jsou 
zpravidla ohraničené a nemají tendenci šířit se do okolí, díky čemuž nejsou tak nebezpečné 
jako ty maligní. Pro rozvoje onkologického onemocněné působí nejrůznější faktory: chemické 
(mutageny většinou organického původu), záření (ionizující a neionizující zdroje UV, gamma 
paprsky), fyzikální částice (vláknité materiály, azbest, práškový Co a Ni), hormonální (obzvláště 
v hormon dependentních tkáních), infekční (HPV, EBV, herpesviry) dědičnost a řada dalších. 
Rakovina je podle WHO (World health organization) nejčastější příčina úmrtí a je zodpovědná 
za více jak 8 milionů úmrtí za rok. Až 30% úmrtí lze zabránit, pokud by se zlepšila například 
včasná diagnostika. 

U rakoviny jsou diskutovány dopady jak sociální tak ekonomické. V rámci výskytu tohoto 
onemocnění v České republice lze říci, že každý čtvrtý člověk je postižen. To znamená, že vý-
skyt rakoviny zasahuje ze sociálního hlediska každou rodinu.Onkologická onemocnění mají 
negativní dopad nejen na lidskou psychiku, ale také představují ekonomickou zátěž spojenou 
s diagnostikou a léčbou onemocnění.  Na druhou stranu jsou zde ale i pozitivní ekonomické 
aspekty jako je vznik nových pracovních míst ve zdravotnictví, ve vědě a zejména stimulace 
farmaceutického průmyslu. Vývoj nových léčiv pro onkologii patří přitom ve farmacii k oblastem 
s nejvyšším výskytem finančních investic. Otázkou je, zda mohou nová léčiva vyvinuta na bázi 
nanotechnologie a bionanotechnologie již nyní konkurovat klasickým léčivům. Ruku v ruce s 
vývojem léčby musí ale jít i diagnostika, díky které jsou nové případy onemocnění odhalovány.

V rámci konference k příležitosti World Cancer Day (WCD), zaznělo několik prezentací, které 
byly zaměřeny na podstatu rakoviny a jejího vzniku, a na nové diagnostické metody, které by 
mohli mít potenciál v personalizované medicíně. Také byla zaměřena pozornost na nové nano-
technologické materiály použitelné pro diagnostiku a také na testování nových nanokonstruktů 
pro cílenou léčbu.
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Práce byla finančně podpořena projektem Liga proti rakovině Praha 16002/2013-981.
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fig. 1: Genomic organization of the human papillomavirus type 16. ORfs deduced 
from the DNA sequence are designated E1 to E7, and L1 and L2. Th e non-coding region 
(NCR, also known as a long control region) is also shown. AE and AL indicate early and 
late polyadenylation sites 2

Human papilloma virus (HPV)
Human papillomaviruses (HPVs) are small circular, double-stranded DNA viruses infecting 

epithelial tissues. HPV is a virus from the papillomavirus family that aff ects human skin and 
the moist membranes that line the body, such as the throat, mouth, feet, fi ngers, nails, anus 
and cervix. Th e HPV 16 and 18 strains, which are known to cause nearly all cases of cervical 
cancer, also raise the risk of developing oropharyngeal (throat) cancer. HPV gains access to 
basal cells through microabrassions or by infecting the transformation zone, an abrupt tran-
sition from a columnar to a squamous epithelium 1. Infected cells actively express the early 
genes E1, E2, E4 and E5. Viral oncoproteins E6 and E7 are expressed in limited amounts due 
to transcriptional repression exerted by E2. Infected basal cells migrate to the lumen as they 
diff erentiate; diff erentiated epithelial cells express the late capside genes L1 and L2. (fig. 1). 
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Hepatitis viruses that cause cancer
Hepatitis B virus (HBV), a member of the 

hepadnavirus group, double-stranded DNA 
viruses which replicate, unusually, by reverse 
transcription. Hepatitis B virus is endemic in 
the human population and hyperendemic in 
many parts of the world. A number of variants 
of this virus have been described. Hepatitis C 
virus (HCV), is an enveloped single-stranded 
RNA virus which appears to be distantly related 
to fl aviviruses. Several genotypes have been 
identifi ed. Infection with this more recently 
identifi ed virus is common in many countries. 
Hepatitis C virus is associated with chronic liver 
disease and also with primary liver cancer in 
some countries.

Epstein-barr virus (EBV)
Th e Epstein–Barr virus (EBV), also called 

human herpesvirus 4 (HHV-4), is a virus of the 
herpes family, double-stranded DNA virus, and 
is one of the most common viruses in humans. 
It is best known as the cause of infectious mo-
nonucleosis (glandular fever). It is also associ-
ated with particular forms of cancer, such as 
Hodgkin‘s lymphoma, Burkitt‘s lymphoma, 
nasopharyngeal carcinoma. Infection with EBV 
occurs by the oral transfer of saliva and genital 
secretions. EBV infects B cells of the immune 
system and epithelial cells. Once the virus‘s 
initial lytic infection is brought under control, 
EBV latently persists in the individual‘s B cells 
for the rest of the individual‘s life. 

Rous sarcoma virus (RSV)
Th e RSV is an avian sarcoma leukosis virus. 

As soon as RSV infects a cell, its reverse trans-
criptase synthesizes DNA copies of its genome. 
Th ese enter the nucleus of the cell and insert 
themselves randomly throughout the DNA of 
the host‘s chromosomes. Normal gene trans-
cription within the nucleus now produces an 
RSV messenger RNA (mRNA) that reenters the 
cytoplasm. Some copies of this mRNA are then 
translated by the normal machinery (e.g., ribo-
somes) of the host cell into protein products. 
Other copies of the RNA become incorporated 
into new virus particles. Th e Rous sarcoma 

virus has only 4 genes : gag, which encodes the 
capsid protein; pol, which encodes the reverse 
transcriptase; env, which encodes the envelope 
protein; src, which encodes a tyrosine kinase, 
an enzyme that attaches phosphate groups to 
Tyr residues on a variety of host cell proteins. 
What makes RSV oncogenic? Th e answer is src. 
Th e expression of this gene in some way — still 
only dimly understood — is able to transform 
cells in culture.
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Obrázek 1: Obecné schéma efektu antisense oligonukleotidu, blokujícího translaci cílového 
proteinu

The main role of antisense oligonucleotides (ASOs) is down-regulation of the expression of 
target molecule, due to formation of a duplex with its encoding mRNA

 (Fig. 1).  Although a great potential of ASOs has been already described, there is still big 
problem with transport into cell 1. Hence, the aim of our study was transfection of MCF-7 
cells using cationic liposomes, loaded with ASOs against estrogen receptor alpha (ERα) and 
determination of disparities in cell proliferation and chemosensitivization

Výsledky a diskuse
Z výsledků vyplývá, že enkapsulace do liposo-

mu zefektivňuje prostup ASOs do MCF-7 buněk. 
Navíc bylo ukázáno, že ASOs ERα mají velký 
potenciál působit antiproliferativně, snižovat 
expresi genů i hladinu oxidačního stresu. Dal-
ším benefitem plynoucím z aplikace ASOs ERα 
je, že jsou schopny chemosensitizovat nádor 
díky snížení hladiny GSH, metalothioneinu a 
genu Nf-κB1, tvořící resistenci proti běžným 
cytostatikům.

Závěr
Námi připravené liposomy mohou sloužit 

jako vhodný transportérový systém, využitelný 
pro antisense aplikace. Z výsledků vyplývá, že 
transfekce probíhá již u nízkých koncentrací 
ASOs (1 µM). 
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obrázek 1: Obecné schéma možností využití apoferritinu k cílené léčbě

Apoferritin is protein, which can be prepared by removing of iron oxides and/or hydroxides 
from ferritin. Th at leads to formation of cavity that can be employed for encapsulation of va-
rious types of compounds. Th e exist two possible diff erent mechanisms of encapsulation: i) 
utilization of natural channels in protein structure or ii) disassociation of protein structure 
through pH changes. Disassociated fragments are than mixed with required cargo and via 
increased pH, the structure self-assembles. Unencapsulated cargo is mostly removed by using 
dialysis. Th us prepared complex can be used for target delivery towards a tumor site, where 
a cargo is released due to decreased pH. Moreover, one large advantage is the possibility of 
apoferritin surface modifi cation (fig. 1).

Výsledky a diskuse
Bylo ukázáno, že povrch apoferritinu lze mo-

difi kovat pomocí biotinu a protilátky. Vazba 
biotin streptavidin byla využita pro připojení 
paramagnetického oxidu železitého. To lze vy-
užít pro purifi kaci a samozřejmě pro transport 

pomocí magnetického pole. Transportér lze 
takto využít ke kombinované léčbě a termote-
rapii. Magnetické vlastnosti lze navíc využít i 
pro zobrazení místa nádoru. 
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Závěr
Byli jsme úspěšní v přípravě apoferritinu s 

doxorubicinem a platinovými léčivy. Vytvořili 
jsme také komplex s navázanou superparamag-
netickou látkou pro cílený transport. 
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Separation techniques are nowadays indispensable tool in cancer research. Th ey can serve 
for identifi cation of cancer cells, evaluation of novel biomarkers and for development and 
characterization of new chemotherapeutic. 

Th ese techniques are currently oft en utilized for separation of cancer cells in microfl uidic 
devices, enabling eff ective separation of healthy and cancerous cells. In fi eld of identifi cati-
on and detection of novel biomarkers plays an emerging role particularly mass detection, 
hyphenated with liquid chromatography or capillary electrophoresis. Th ere is necessary to 
emphasize the importance of database systems, which enable management of a large amount 
of data, provided by using of these approaches. In identifi cation of new potential biomarkers, 
gel electrophoresis is oft en employed for separation of proteins in samples before mass spect-
rometry analyses (2D-PAGE/MS), which enabled identifi cation of nowadays commonly used 
biomarkers as estrogen receptor in ER+ breast carcinomas or haptoglobin Hp2 in hepatocellular 
carcinomas. Smaller molecules as amino acids may also provide crucial information about 
health status. Broadly discussed sarcosine seems to be very promising in fi eld of diagnosis 
and prognosis of prostate carcinomas. Robust and sensitive analyses for quantifi cation of 
this molecule may be performed on ion-exchange liquid chromatography with post-column 
derivatization with ninhydrin and VIS detection. Th e urinary samples are simply evaporated 
and resuspended prior to analyses. Th is makes from sarcosine analysis relatively rapid and 
moreover, without painful procedures like transrectal sonography or biopsy.

Th e application of separation methods in the pharmaceutical research is also very impor-
tant, not only for identifi cation of novel usable pharmaceutics, but also for monitoring of 
interactions between drugs and biologically active molecules.

Závěr
Separační metody jsou nepostradatelným 

nástrojem při onkologické výzkumu a jejich po-
tenciální praktické uplatnění ještě více vzroste 
s rozvojem konceptu lab-on-chip.
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fig. 1: Expected diagram of the target complex

Etoposide, etoposide phosphate or VP-16 is a cytotoxic agent (anticancer drug) which acts 
as a  topoisomerase II inhibitor. It can show activity against a wide range of cancers including 
testicular, small cell lung, Hodgkin’s and non-Hodgkin’s lymphoma, AIDS-related Kaposi’s 
sarcoma and acute myelogenous leukemia 1. Th e present work aims to improve a better way of 
cancer treatment using a complex of etoposide (ETO), multiwall Carbon Nanotube (MWCN), 
antisense Oligonucleotide and magnetic particle (MAN) (fig. 1). 

Results and discussion
Diff erent concentrations (1; 5; 10 and 15 mM) 

of Etoposide were used to interact with MWCN 
(1 mg.mL-1). Subsequently, ds DNA and mag-
netic particle were successfully attached to 
this complex. Th e entire complex was further 
used for triple hybridization with antisense 
oligonucleotide, complementary to estrogen 
receptor of estrogen receptor positive breast 
carcinoma cells that is still one of the leading 
causes of cancer-related death in woman 
worldwide. Using electrochemical methods, 
entire complex was characterized to comprise 
15 mM etoposide (in case of  15 mM concent-

ration of etoposide used for conjugation) and it 
was shown that recovery of conjugation is with 
no or minimal losses of chemotherapeutics and 
all etoposide molecules are conjugated to car-
bon nanotubes inner and outer surface. Entire 
complex off ers simple and reproducible way of 
binding of etoposide and its simple purifi cation 
due to presence of paramagnetic nanoparticle. 
future aim is application of complex towards 
MCf-7 (ductal invasive estrogen receptor posi-
tive breast carcinoma cell line) and observation 
of antiproliferative eff ect, real-time expression 
of chosen genes, blotting analyses of protein 
expression and electrochemical microarray. 
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Conclusion
We proposed the novel complex that can po-

ssible attack the cancer cells by two diff erent 
ways: i) through inhibition of topoisomerase II 
via etoposide presence that can lead to alterati-
on of DNA synthesis and triggers apoptosis, ii) 
through presence of antisense oligonucleotide 
against estrogen receptor alpha. Th is portion 
can eff ectively down-regulate the target ER 
protein that is responsible for proliferative attri-
butes of MCf-7 cells and oft en causes chemore-
sistance of tumorous cells. Carbon nanotubes 
(MWCN) can help in cell penetration and su-
ccessful transfection. 
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Quantum dots (QDs) are small semiconductor nanoparticles with excellent optical and 
electronic properties. QDs exhibit high quantum yield with narrow and size tunable spectra. 
Quantum dots can be employed in diff erent applications and currently they are oft en utilized 
as fl uorescence labels in bioassays. Quantum dots can establish a bond with specifi c biomo-
lecules, like antibodies, enzymes or oligonucleotides. Th ese enable specifi c targeting with 
a sensitive optical detection. Quantum dots show also great potential for immunosensing. 
Since they are more stable than organic fl uorophores, their application allows multiplex 
immunoassays and/or fl uorescence resonance energy transfer (fRET). In contrast to func-
tionalization with ligands, bioconjugation of QDs is more complicated, restricted with a size 
of the molecule used for conjugation [1]. 

for the targeted therapy to the tumour tissue, the active targeting by receptor-specifi c ligands 
(folic acid, carbohydrates, proteins, or peptides) can is the most advantageous. Th e aim is 
the maximal cumulation in target location and reduction of the interaction with non-target 
biomolecules. Th e fast growing tumour is nourished through pathological angiogenesis. 
Th is phenomenon results in enhanced permeability and retention eff ect (EPR) that enables 
passive targeting [2]. In can be useful in accumulation of PEGylated Ag2S quantum dots in 
tumorous site. PEGylated Ag2S quantum dots seem to be promising fl uorescence nanoprobe 
for in vivo imaging, due to a high accumulation in mice model. Instead of the tumor, the quan-
tum dots were detected in reticulo-endothelial system especially in liver and spleen. Blood 
circulation of this complex was 3.66 hours [3]. for the better distribution, the quantum dots 
were coated by silica and PEGylated. Intriguingly, this coating did not provide quenching 
of fl uorescence. Aft er their application into the tail vein of mouse, it was possible to detect 
the highest concentration in the liver, low fl uorescence of quantum dots was also detected 
in spleen and lungs [4]. for the targeted delivery of quantum dots, it is also possible to use 
anaerobic bacteria Bifi dobacterium bifi dum. It was observed, that the bacteria culture accu-
mulate in solid tumours, the reason is probably hypoxic microenvironment of solid tumors. 
Th e vascular cut off  size is between 1.2 and 2 µm, which is enough for this bacteria. Moreover; 
the modifi cation with folic acid improved the tumor targeting [5].

 Quantum dots are nanoparticles with very good fl uorescence properties and could be used 
in the drug distribution studies and the tumor detection and in vivo imaging.
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figure 1: Quantum dots fl uorescence (various sizes - various emission maxima) in body of laboratory 
rat. Scans were obtained in diff erent angles (0°, 90°, 180°, 270° and 360° respectively). for detection 
was employed Multimodal Animal Rotation System, Rochester, USA).
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obrázek 1: Obecné schéma funkcí metalothioneinu v organizmu

Metallothionein (MT) is a low mass cysteine-rich protein that occurs in all organisms through 
evolution. MT fundamentally aff ects homeostasis of ions of the metals that are bound into 
its structure. Moreover, its important of maintaining of intracellular redox equilibrium and 
regulates broad spectrum of highly important genes. Currently, MT is studied as potential 
biomarker of malignant diseases (mainly prostate cancer, spinocellular carcinomas and other). 

Výsledky a diskuse
MT vyskytující se v organizmu je rozdělen do 

4 skupin (I. – IV.), přičemž I. třída zahrnuje 10 
isoforem (u lidí nejčastěji MT-1A, MT-2A). Iso-
formy MT-1 a MT-2 jsou obvykle exprimovány 
v lidském organismu ve velmi nízkých kon-
centracích. Zvýšená exprese MT v nádorových 
buňkách pravděpodobně souvisí s proliferací 
nádorových buněk, vyšší intenzitou jejich me-
tabolismu a invazivitou nádoru 7. Diskutováno 
je také spojení mezi zvýšenou expresí MT, in-
vazivitou nádoru a funkcí matrixových metalo-
proteinas (MMP), které jsou zinek-dependentní 

proteasy schopné degradovat extracelulární 
matrix v okolí nádoru a tím přispívat k jeho 
zrychlenému růstu a k tvorbě metastáz. Bylo 
dokázáno, že MT je schopen aktivovat MMP 8 

a že může potlačovat imunitní odpověď v ná-
doru 9. U nádorového bujení má MT pravdě-
podobně funkci přenašeče a zásobníku zinku, 
který potřebují rozmnožující se buňky pro nově 
exprimované enzymy či pro regulační proteiny 

10. Při zvýšené koncentraci apo-MT může tento 
protein vyvázat Zn z tumor-supresorového 
proteinu p53. Tím se výrazně zhoršuje schop-
nost navázat se na DNA a spustit signály pro 
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apoptózu 11. Skutečnost, že MT chrání buňku 
proti potenciálním škodlivým látkám, může 
výrazně snížit efektivitu protinádorové léčby 
cytostatiky 12.

Závěr
Na základě uveřejněných studií se zdá, že MT 

je vhodným markerem onkologických onemoc-
nění a proto je vhodné se vlastnostmi, chováním 
a stanovením tohoto proteinu v souvislosti s 
rakovinou dále zabývat.
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Over the life of the organism with continuous regeneration of most cell populations, in 
which the daughter cells arise from cells of the parent cell division and redundant, damaged 
or old cells are sequestered by initiating programmed cell death. Th is process is accompanied 
by a small, but relative to the total number of cells of the organism numerically signifi cant 
probability of mutations in DNA (10-5 to 10-10 per cell per generation). Only in very low 
percentage occurs in the cell combinations of mutations in critical genes, which causes the 
failure of control mechanisms of cell proliferation or apoptosis. Subsequent division follows 
the modifi ed progenitor cells lacking an adequate response to external and internal control 
mechanisms, causes the development of a clone of cells with malignant potential.

Diagnostika nádorových 
onemocnění

Jednou z možností, jak snížit počet úmrtí 
pacientů trpících nádorovým onemocněním, 
je onemocnění včasně diagnostikovat. Pro dia-
gnostické účely je možné využít řadu postupů 
a technik založených na různých principech.

Zobrazovací rentgenové metody
Rentgenové záření je možné využít pro sním-

kování hrudníku, skeletu, jednotlivých orgánů 
a také měkkých tkání, kde nachází uplatnění 
dnes nejpoužívanější zobrazovací rentgenová 
metoda zvaná výpočtová tomografi e (computed 
tomography) 1.

Zobrazovací nerentgenové metody
Tyto metody využívají různých fyzikálně-

-chemických principů pro zobrazení měkkých 
tkání. Jedním z běžných zástupců technik této 
oblasti je sonografi e, která využívá ultrazvuku 
odraženého od tkání. Robustnější zobrazova-
cí technikou je magnetická rezonance, která 
je používána pro zobrazení vnitřních orgánů 
pomocí silného magnetického pole a elektro-
magnetického vlnění s vysokou frekvencí. 

Pozitronová emisní tomografi e je moderní 
zobrazovací technikou používanou v lékařské 
praxi od počátku devadesátých let minulého 

století. Pacientovi je před vyšetřením podáno 
radiofarmakum s velmi krátkým poločasem 
rozpadu, které je schopno při svém rozpadu 
produkovat pozitrony. Pozitron se krátce po 
svém vzniku anihiluje s elektronem. Tato re-
akce produkuje dva fotony, které jsou snímány 
pomocí koincidenčního detektoru. 

Endoskopie
Je to metoda umožňující prohlédnutí vnitř-

ních tělesných dutin nebo dutých orgánů. V 
dnešní době se pro tento účel využívá tří typů 
endoskopů a to endoskopická zrcátka, rigidní 
endoskopy a fl exibilní endoskopy, které již vy-
užívají optická vlákna a studené světlo 1.

Nádorové markery
Biochemické markery v onkologii jsou mo-

lekuly, jejichž hladina je v krvi, moči nebo tě-
lesných tkání zvýšena či snížena u pacientů s 
nádorovým onemocněním oproti obvyklému 
množství u zdravé populace. Nádorový marker 
může být produkován nádorem samotným, 
okolní zdravou tkání v reakci na přítomnost 
nádoru nebo metastázami 2.

Jsou různé typy molekulárních nádorových 
markerů zahrnující DNA, mRNA, proteiny, 
antigeny, hormony, které jsme schopni kvanti-
tativně nebo kvalitativně detekovat vhodnými 
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metodami. Pro detekci nádorových markerů se 
v dnešní době používá immunohistochemie, 
kvantitativní imunologické testy, polymerázo-
vá řetězová reakce (PCR), western a northern 
blot, microarrays (genomické a proteomické) 
a hmotnostní spektrometrie. 

Závěr
Klinický výzkum se dnes opírá o řadu mo-

derním technologií, postupů a přístupů, které 
jsou na straně jedné precizní a robustní, na 
straně druhé vyžadují školenou obsluhu, jejich 
pořízení i samotný provoz je fi nančně náročný. 
Proto je v této oblasti stále značný vývoj, kdy 
jsou hledány nové postupy a přístupy. V této 
oblasti se zdají být zajímavé metody zaležené 
na sledování elektrochemických dějů, které 
jsou velmi dobře miniaturizovatelné a jejich 
provoz ani obsluha nevyžaduje velké fi nanční a 
časové investice, kde se jeví jako slibná detekce 
proteinu metalothioneinu 3. 

Poděkování
Práce byla fi nančně podpořena projektem Liga 

proti rakovině Praha 16002/2013-981.

Th e authors declare they have no potential 
confl icts of interests concerning drugs, pro-
ducts, services or another research outputs in 
this study.

Th e Editorial Board declares that the ma-
nuscript met the ICMJE „uniform reguire-
ments“ for biomedical papers.

Literatura
1. Petruzelka L., Konopasek B., Klinická onkologie, 

Univerzita Karlova, Praha, 2003.
2. Voorzanger-Rousselot N., Garnero P.: Cancer 

Treatment Reviews, 33, 230 (2007).
3. Adam V., Krizkova S., Zitka O., Trnkova L., Petrlova 

J., Beklova M., Kizek R.: Electroanalysis, 19, 339 
(2007).

Článek je volně šiřitelný pod licencí Creative 
Commons (BY-NC-ND). Musí však být uveden 

autor a dokument 
nelze měnit a použivat 
pro komerční účely.



87LABORATORY REPORTS

Zapojení laboratoře metalomiky a nanotechnologií do 
celonárodní sbírky ligy proti rakovině Praha
Ondřej Zítka1,2, Branislav Ruttkay-Nedecky1,2, Zbyněk Heger1,2, Pavel Kopel1,2, Amitava Mou-
lick1,2, Markéta Vaculovičová1,2, Iva Blazkova1,2,  Kateřina Tmejová1,2, Vojtěch Adam1,2, René 
Kizek1,2

1 Ústav chemie a biochemie, Mendelova Univerzita v Brně, Zemědělská 1, CZ-613 00 Brno, Česká republika, 
Evropská unie

2 Středoevropský technologický institut, Vysoké učení technické v Brně, Technická 3058/10, CZ-616 00 
Brno, Česká republika, Evropská unie

Laboratory reports
Laboratoř metalomiky a nanotechnologií se již tradičně zapojila do každoroční celonárodní 

veřejné sbírky „Český den proti rakovině“ organizované Ligou proti rakovině Praha. Abychom 
zvýšili povědomí o tématu letošní sbírky, proběhla na našem pracovišti dne 14.5.2014 veřejná 
přednáška s názvem Zhoubné nádory plic – téma „Českého dne proti rakovině“, vedená Ond-
řejem Zítkou. Tato přednáška byla tematicky zaměřena na základní problematiku zhoubných 
nádorů průdušnice, průdušek a plic, rizikové faktory, které je vyvolávají, a zejména pak na jejich 
prevenci. Diskutována byla zejména hlavní příčina nádorů plic v podobě ať už pasivního nebo 
aktivního kouření cigaretových výrobků. Alarmující je, že vysoký podíl kuřáků se vyskytuje 
bohužel i u nemocničního personálu a je nutno si přiznat, že i naše řady vědeckých pracovníků 
nejsou výjimkou.

Naše laboratoř je opakovaně fi nančně podporována neziskovou organizací Liga proti rakovině 
Praha pro zabezpečení základního výzkumu v oblasti nádorových onemocnění. To nás zavazuje, 
abychom kromě odborných výstupů se do činnosti organizace zapojili i formou popularizační a 
výukovou. A proto se v rámci dobrovolnické činnosti naši pracovníci zapojují i do organizování 
samotné sbírky. 

V tomto roce jsme v areálu nebo těsném okolí Mendelovy univerzity v Brně zřídili čtyři sta-
noviště, na kterých naši pracovníci prodávali sbírkové kytičky. Na stanovištích nechyběly ani 
tematické bannery či plakáty s tématy akce roku 2014. Naším pracovníkům se tak nakonec po-
dařilo vybrat skoro 20 tisíc korun českých. Lze tedy konstatovat, že z peněz, které jsme od LPR 
obdrželi na výzkum, jsme skoro 8% vrátili zpět do fondu. Pracovníkům Laboratoře metalomiky 
a nanotechnologií, ale také všem, kteří na fond Ligy proti rakovině přispěli anebo do konce září 
2014 přispějí formou zaslání DMS, děkujeme.   

Poděkování
Pracoviště je spolufi nancováno ze zdrojů Ligy proti rakovině Praha



Fotografická příloha
Obr. 1: Plakát k akci sbírky „Český den proti rakovině“, fotografie z přednášky na podporu dne 
celonárodní sbírky. 
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