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1. UVOD

Nanotechnologie je oblast s Sirokou Skalou mezivédnich Cinnosti, které mohou byt vyuzity
velmi ruzné, napfiklad v optoelektronice, mikrofluidice i v Iékarstvi. Jednou =z
nejvyznameéjsich interdisciplinarnich sfér, ktera zac¢ina nyni sklizet plody ze své €innosti, je
rozhrani mezi biologickymi védami a nanotechnologii. Konvergence biologickych véd a
nanotechnologii je doménou nanobiotechnologie &i bionanotechnologie. V této publikaci
pouzivame obou vyrazu. Nanobiotechnologie je definovana jako oblast, ktera pouziva
principll a technik nanotechnologie pro porozuméni biosystémim (zivym &i nezivym) a pro
jejich pfeménu. Bionanotechnologie pak vyuziva poznatki ze zkoumani Zzivé pfirody,
principy z oblasti biologie a biomateriali k vytvafeni novych pfistrojii a systému
v nanorozmérech a dalSich rozmérovych skalach.. V pfistim desetileti se oCekava, ze dojde
ke zrychleni integrace nanotechnologii s biotechnologiemi a rovnéz i s informacnimi
technologiemi s kognitivnimi védami’.
Oblast nanobiotechnologii (bionantechnologii) zahrnuje pfedevsim:

e biologické a chemickeé systémy, od molekularni k bunééné urovni

e materialy a technologie, které ovliviiuji jak biologicky, tak synteticky svét

e vytvareni a charakterizaci hybridnich bio-elektronickych a dalSich systému

¢ technologie nanovyroby
Pfedstava nanobiotechnologie (bionanotechnologie) je znazornéna na obr. ¢. 1. Do
zakladniho kruhu vzajemné se ovlivaujicich véd o Zivé pfirodé, inzenyrstvi a technologie
vstupuji védni a technologické oblasti jako mikro- a nanovyroba, materidly a rozhrani
(povrchy), chemie a mikrobiologie, charakterizaéni techniky.

Mikro a
nanovyroba

Yy

Tﬂt:hmk.a a | Védy o
technul Zivote 1

Chemie a

Materialy a | mikrobiologie | Charakterizatni
rozhrani techniky

Obr. ¢. 1 Sféra nanobiotechnologie (bionanotechnologie)

! »Konvergujici technologie — utvafeni budoucnosti evropské spolecnosti®, pfirucka ¢. 1 V. fady, vyd.
CSNMT/Repronis, 10/2005, ISBN 80-7329-103-7



Od aplikaci vysledkl vyzkumu v oblasti nanobiotechnologie (bionantechnologie) se oéekava
vyznamny pokrok v mnoha dulezitych oborech, napf.:

¢ Aplikace v mediciné zahrnuji napf. miniaturizované diagnostické metody, které by
mohly byt pouzity ke v€asnému rozpoznavani chorob a stavu organismu.
Nanotechnologické povrchy mohou zlepsit bioaktivitu a biokompatibilitu implantatd.
Samoorganizujici se struktury oteviraji cestu pro nové generace tkanovych
technologii a pro biomimetické materidly a poskytuji dlouhodobou perspektivu pro
syntetické transplantace organu. Vyvijeji se zcela nové systémy pro podavani léka.
Nedavno se podafilo transportovat nanoéastice do bunék tumoru s cilem jeho
likvidace ohfevem.

e Vyzkum potravin, vody a zivotniho prostredi se rozviji vyuzitim
bionanotechnologie zejména pfi zjiStovani a neutralizaci  pFitomnosti
mikroorganismui nebo pesticidid. Pavod potravin by mohl byt sledovan pomoci
nového zplsobu miniaturizovaného ,znackovani“. Vyvoj nanotechnologickych
(napt. fotokatalytickych) technologii pro odstrafiovani Skodlivin by mohl vyznamné
pomoci pfi odstrafiovani Skod v Zivotnim prostfedi (napf. znecisténi vod nebo pudy
ropnymi produkty).

o Bezpecnost by mohla byt zvySena napf. inovovanymi systémy rozpoznavani
s vysokou pFesnosti a v€asnym upozornénim na biologické nebo chemické latky jiz
na urovni jednotlivych molekul

e Vdlouhodobé perspektivé by mohly molekularni nebo biomolekularni
nanoelektronika, spintronika nebo kvantové pocitani ukazat nové cesty, které
prekonaji sou¢asné pocitacové technologie.

V pfiruéce jsou popularni formou struéné charakterizovany nejprve oblasti molekularni
biotechnologie a nanotechnologie a poté jejich vzajemna interakce, tj. jak biotechnologie (a
zkoumani zivé pfirody) ovliviiuji nanotechnologie a jak nanotechnologie ovliviuji
biotechnologie. V zavéru je vénovana pozornost vyuZiti nanotechnologii v mediciné.

2. MOLEKULARNI BIOTECHNOLOGIE

vvvvvv

biotechnologickou federaci (EFB): ,Biotechnologie je jakakoliv technologie, ktera vyuziva
biologické systémy, Zivé organizmy nebo jejich ¢asti k vyrobé nebo modifikaci produktl, ke
$lechténi rostlin a Zivo&icht nebo mikroorganizml pro specificka pouziti“>. Obor rozviji
zakladni poznatky z biologie®. Biotechnologie je prastaré odvétvi, jehoz kofeny sahaji az do
obdobi 8000 let pfed naSim letopoétem, kdy lidé domestikovali plodiny a hospodarska
zvifata. Poprvé byl vyraz biotechnologie pouzit az vroce 1919%. V Sedesatych a
sedmdesatych letech minulého stoleti umoznily nase znalosti biologie a nové analytické a

diagnostické metody zamérné pouzivat v biotechnologii nejmensi ¢astice organizm — jejich

2 Vodrazka Z.: ,,Biochemie*, Academia, Praha, 2002, ISBN 80-200-0600-1, 3.kniha, str. 151

3 Biologie je védni obor ze skupiny ptfirodnich véd, zabyvajici se zkoumanim organizmti od molekularni tirovné,
ptes vyzkum bunék, tkani, organi az po samotného jedince. Mezi podfizené a souvisejici védni obory mtizeme
zafadit: biochemii, biofyziku, biotechnologie, molekularni biologii, mikrobiologii, buné¢nou biologii,
genetiku, virologii, anatomii, ekologickou biologii, evolu¢ni biologii, imunologii, strukturadlni biologii,
fyziologii, botaniku, zoologii, mykologii, radiobiologii, matematickou biologii, antropologii, funkéni
genomiku a proteomiku, hydrobiologii, cytogenetiku, bioniku, lékaiské discipliny, bioinformatiku a dalsi
specializované védni discipliny.

* www.bio.org/timeline/timeline.html



buriky a biologické molekuly. ZaCalo obdobi moderni biotechnologie, Casto nazyvané
molekularni biotechnologie, vychazejici pfedevSim z molekularni a bunécné biologie,
genetiky a fady dalSich obor(l — obr. €. 2. MiZzeme ji definovat jako ,pouzivani bunéénych a
biomolekularnich procest pro feSeni problému nebo vytvareni uziteCnych vyrobkd®.
Molekularni biotechnologie patfi v sou¢asné dobé k nejvice

MOLEKULARNI || MIKRO- BIOCHEMIE || BIOLOGIE GENETIKA CHEMICKE
BIOLOGIE BIOLOGIE INZENYRSTVI

MOLEKULARNI BIOTECHNOLOGIE

LECIVA VAKCINY DIAGNOSTIKA POTRAVINY

Obr. ¢. 2 Oblasti vstupujici do molekularni biotechnologie

se rozvijejicim odvétvim a ma vyznamny pfinos pro bezpecnost a kvalitu Zivota, jakozZ i
udrzitelny rozvoj.
Uplatnéni postupl molekularni biotechnologie je velmi rozsahlé. Uplatfiuje se zejména:

o ve farmaceutickém primyslu

o v humanni a veterinarni mediciné

o v chemickém a potravinarském pramysiu
o v zemédélstvi a lesnictvi

o v ochrané zivotniho prostfedi

o v energetice

o v tézbé minerall

o atd.

Uvedeme nékolik pFikladu biotechnologii, které vyuzivaji bunky a biologické molekuly.

2.1. BIOVYROBA

NejstarSi z biotechnologii, biovyroba (biozpracovani, bioprocessing), vyuziva pro vyrobu a
zpracovani chemickych latek zivé bunky nebo biomolekuly. Pouzivané zivé bunky jsou
obvykle jednobunéfné mikroorganizmy, jako napf. kvasnice nebo bakterie. Jako
biomolekularni komponenty se nejvice pouzivaji enzymy, coz jsou proteiny katalyzujici
biochemické reakce. Biovyroba vyuziva fadu biologickych postupli, od fermentacnich
procesu k vyrobé piva a vina az po moderni postupy vyroby specialnich chemikalii jako jsou
enzymy, aminokyseliny, biokatalyzatory, vitaminy, pramyslova rozpoustédla, pigmenty,
pesticidy, 1éCiva atd. Soub&Zné s evoluci biotechnologie se biovyroba modernizovala, kdyz
byly odkryty molekularni principy bunécnych procest. Dnes se napf. pouziva mikrobialni
fermentace ve spojeni s technologii rekombinace DNA® k vyrobé& vyrobkd jako jsou lidsky
inzulin, teleci enzym uzivany pfi vyrobé syru, biodegradabilnich plastl, detergentnich
enzymu pro pradelny a vakciny pro Zloutenku typu B.

> Alberts B. et al.: ,.Zaklady bunéené biologie®, Espero Publishing, Usti nad Labem, 2002, ISBN 80-902905-0-4,
str. 325.



2.2. MONOKLONALNI PROTILATKY

Technologie monoklonalnich protilatek® pouziva imunitni systém bunék vytvarejici proteiny
nazyvané protilatky. V8ichni mame zkusenosti s vyjime€nou specifiCnosti protilatek. Ty, které
napadaji chfipkovy virus jednu zimu, nejsou ucinné proti ponékud pozménénému viru pristi
rok. Specificnost protilatek zde znamena, Ze biologické molekuly se vazi jen k jednomu
druhu molekuly. Tato vlastnost protilatek z nich vSak vytvafi uCinny diagnosticky nastroj.
Jsou schopny vypatrat latky, které se vyskytuji v nepatrnych objemech a analyzovat je
s velkou presnosti. Monoklonalni protilatky se pouzivaji napf. pro zjisténi necistot v zivotnim
prostiedi, detekci Skodlivych mikroorganismu ve potravinach, k rozliSeni rakovinnych bunék
od zdravych, k rychlé diagndze infekénich chorob lidi, zvifat a rostlin. Monoklonalni protilatky
jsou rovnéz velmi specifické terapeutické slouceniny. Spojené s toxiny mohou selektivné
dopravit chemoterapeutickou latku k rakovinnym burikam a souasné nepoSkodit zdravé
buriky. Byly vyvinuty monoklonalni protilatky pro pFfekonani odmitavé reakce
transplantovaného organu a lé&eni autoimunich’ chorob atd.

2.3. BUNECNE KULTURY

Technologie bunéénych kultur je rist bunék mimo zivy organizmus. Rozeznavame bunécéné
kultury rostlin, hmyzu a savcu.

2.3.1. Bunéc¢né kultury rostlin

Bunécné kultury rostlin jsou environmentalné pfizniva a ekonomicky pfiméfena alternativa
ziskavani pfirodnich vyrobk( vhodnych pro I[éCeni. Pfikladem je napf. novy
chemoterapeuticky prostfedek paclitaxel, latka nalezena v tisech. Bunééné kultury rostlin
jsou rovnéz dulezitym zdrojem latek pouzivanych ve vonavkach, barvach a vdnich v
potravinafském pramysiu.

2.3.2. Bunécéné kultury hmyzu

Bunécné kultury hmyzu mohou rozsifit pouzivani biologickych latek, které zabiji hmyzi
Skidce bez ohrozeni prospé&sného hmyzu nebo omezit hromadéni pesticidd v prostiedi. |
kdyz jsou znamy vyhody biologické ochrany mnoho desetileti, vyroba prostfedkd biologické
ochrany ve vétSich mnozstvich nebyla doposud mozna. Bunécné kultury hmyzu prekonavaji
tato vyrobni omezeni. Navic, jako u bunécné kultury rostlin, bunécné kultury hmyzu jsou
zkoumany jako vyrobni technologie léCivych proteind.

2.3.3. Bunécné kultury savcl

PFi chovu dobytka se jiz po desetileti pouzivaji bunééné kultury savcl. Vajicka a spermie
odebrané z geneticky kvalitnich bykl a krav jsou spojovany v laboratofi a vysledna embrya
se vyvijeji v kulturach, nez jsou implantovana do nahradnich krav. Podobna metoda je
podstatnou ¢asti lidského procesu oplodnéni in vitro. V posledni dobé se pouzivani
bunécénych kultur savcu podstatné rozSifilo, napf. se tak vyrabéji monoklonalni protilatky.
Pouzivaji se lé¢ebné postupy zaloZené na kultivovani dospélych kmenovych bunék.?
Z kmenovych bunék, které se vyskytuji v nékterych tkanich, vznikaji délenim dalsi bunky,

a to i rdznych typa. Prikladem tohoto jevu je proces krvetvorby (hematopoeza). Z jedné
hematopoetické kmenové bunky, ktera se vyskytuje v kostni dfeni, se vytvafi Fada

% Monoklonalni protilatka je produkt jediného klonu lymfocytd, tj. potomstva jedné buiiky.
7 Autoimunni choroba — choroba, kdy télo vytvaii protilatky proti vlastnim tkanim
¥ Kmenové buiiky jsou prekurzory diferenciovanych bungk



specializovanych bunék, které délenim davaji vznik zralym krevnim burfikdm nachazejicim se
v krevnim obé&hu (&ervené krvinky, bilé krvinky, lymfocyty atd.)’. Tento postup se stal
zakladem léceni leukémie u lidi pomoci transplantace kostni difené. VétSina tkani vSak
neprodukuje plynule kmenové burky, které by mohly byt zdrojem zdravych bunék. Probiha
rovnéz vyzkum tzv. embryonalnich kmenovych bunék, které by mohly byt zdrojem zdravych
bunék v tkanich, které nemaji vlastni kmenové burnky. Takové buhky by mohly byt pouzity
pro IéCeni napf. Parkinsonovy nebo Alzheimerovy choroby, pfipadné pfi rekonstrukci tkani
po uderech nebo po infarktu myokardu.

2.4. TECHNOLOGIE REKOMBINACE DNA

Technologie rekombinace DNA je jedna z technik genetickych modifikaci. Uplatfiuje se
v pfirodé i v umélych podminkach. Je to proces, ve kterém jsou chromozomy nebo molekuly
DNA rozstépeny a jejich fragmenty jsou znovu spojeny novym zplsobem. Rekombinace
DNA se vytvari kombinovanim genetického materialu z rliznych zdroju.
Lidé zacali pfednostné kombinovat geneticky material domestikovanych plodin a zvifat jiz
pred tisici léty, kdyz provadéli selekci jednotlivci vhodnych pro reprodukci. Selektivni
péstovani plodin a zvifat doznalo velkého rozsahu po objevu genetické podstaty dédi¢nosti
poCatkem 20. stoleti. V sou€asné dobé& se mimo selektivni Slechténi kombinuji geny na
molekularni drovni pfi pouzivani pfesnych metod rekombinace DNA. Oba pfistupy si jsou
navzajem podobné, avsak existuji vyznamné rozdily:
e Genetické modifikace umoziuji pfenos jednoho genu, jehoz funkci zname, z jednoho
organizmu do druhého
e Pri selektivnim S$lechténi jsou prenaseny mezi organizmy velké skupiny genu
neznamych funkci
V souCasné dobé se pouzivaji technologie rekombinace DNA ve spojeni s molekularnim
klonovanim zejména pro:

e Léceni nékterych genetickych chorob

e Kontrolu virovych onemocnéni

e Zamezeni zanétl

e ZvySeni zemédélskych vynosu a snizeni vyrobnich nakladu
o ZlepSeni nutrinich hodnot potravin

e Snizeni znecCisténi vody a vzduchu

o Omezeni kazeni potravin

¢ Vyvoj a vyrobu biodegradabilnich plastu

2.5. KLONOVANI

Technologie klonovani umozniuje vytvofeni populace geneticky identickych molekul, bunék,
rostlin a nékterych zvifat.

? Alberts B. et al.: ,.Zaklady bunééné biologie*, Espero Publishing, Usti nad Labem, 2002, ISBN 80-902905-0-4,
str. 617
' Rekombinace je soubor piirodnich procesii a laboratornich postupil, které umoziuji pieuspoiadani geni nebo
jejich casti a zavadéni genetické informace z jednoho nebo nékolika organizmu do jiného individua.



2.5.1. Molekularni klonovani

Molekularni neboli genové klonovani je technologie vytvareni geneticky identickych molekul
DNA. Slovo ,klonovat® se stalo synonymem pro vioZeni nové Casti DNA do existujici
molekuly DNA. Molekularni klonovani stoji u zakladu revoluce molekularni biologie a je
zakladnim a podstatnym nastrojem biotechnologického vyzkumu, vyvoje i aplikaci. Prakticky
vSechny aplikace technologie rekombinace DNA, od ,Projektu lidského genomu®
k farmaceutické vyrobé, k vyrobé transgennich plodin, zaviseji na molekularnim klonovani.

2.5.2. Bunécéné klonovani

PFi bunééném klonovani se vytvareji fady identickych bunék. Je to rovnéz dilezity nastroj
biotechnologického vyzkumu, vyvoje a aplikaci. VSechny aplikace jsou zalozeny na vyrobé
geneticky identickych kopii bunék. Prfiklady: |éCba a diagnostika pouziva technologii
monoklonalnich protilatek, regenerace transgennich rostlin vychazi zjedné bunky,
farmaceuticka vyroba je zalozena na bunécénych kulturach savcl a vytvareji se terapeutické
buriky a tkané (terapeutické klonovani).

2.5.3. Klonovani zvirat

Klonovani zvitat, které bylo vyznamnym nastrojem vyzkumu v padesatych letech minulého
stoleti, napomohlo pred 20 — 30 léty k rychlému zlep3eni stavu chovnych stad. V roce 1997
byla klonovanim vytvofena ovce Dolly, coz mélo zna¢nou odezvu ve vefejnosti. Nebyl to prvy
klon zvifete, ale v pfipadé Dolly to bylo poprvé, kdy se pro klonovani pouzila dospéla a
nikoliv embryonalni burika, coz byl védecky prilom.

Technologie rekombinace DNA, ve spojeni s klonovanim zvifat, nam poskytuje vynikajici
zvifeci modely pro studium genetickych chorob, starnuti a rakoviny a v budoucnu by mohla
pomoci pfi objevovani 1€kt a hodnoceni novych Ié€ebnych metod, jako napf. pfi genetické a
bunécéné terapii. Klonovani zvifat poskytuje zoologlim nastroj pro zachranovani ohrozenych
druhd.

2.6. PROTEINOVE INZENYRSTVIi

Proteinové'! (bilkovinné) inZenyrstvi je postup vytvareni novych protein(i takovou zménou
struktury pfirodnich proteind, aby ziskaly nové vlastnosti. Vzniklo na za¢atku 80. let minulého
stoleti. Technologie proteinového inZenyrstvi se €asto pouZivaji ve spojeni s technologii
rekombinace DNA pro zlepSeni viastnosti existujicich proteind, jako napf. enzymu, protilatek
a buné&snych receptort', a téZ pro vytvafeni proteinil, které se nenachazeji v pfirodé.
Proteiny se pouzivaji k vyvoji 1€kl, zpracovani potravin a v primyslové vyrobé. V souasné
dobé se proteinové inZenyrstvi nejvice prosazuje pfi aplikacich, kdy se pfi vyvoji ekologicky
udrzitelnych vyrobnich postupd méni katalytické vlastnosti enzymud. Enzymy jsou proteiny,
které jsou z hlediska vztahu k Zivotnimu prostfedi optimalnimi biokatalyzatory, protoZe se
rozpous$téji ve vodé, nejlépe pracuji pfi neutralnim pH a pfi pomérné nizkych teplotach.
Z téchto a dalSich pfiznivych vlastnosti enzymd — biokatalyzator( tézi dnes vyroba v
chemickém, textiinim, papirenskym, potravinafském pramyslu a dal$ich odvétvich?.

Ve vyzkumu Iékl se proteinové inZenyrstvi uplatiiuje pfi vyvoji novych proteind, které se

mohou vazat na viry a deaktivovat je a na geny zapficifiujici nadory. Mohou rovnéz vytvaret

" Protein (bilkovina) je makromolekularni latka (biopolymer) s relativni molekulovou hmotnosti vice neZ
10000, vytvotfena z aminokyselin vazanych peptidickymi vazbami.

"2 Receptor (target) — molekula uvniti buitky nebo na jejim povrchu, ke které se miize selektivné vézat n&jaka
latka (hormon, 1€k), coz zplsobi zménu aktivity bunky



ucinné vakciny. PFi vyzkumu potravin se proteinové inZenyrstvi pouziva pfi zlepSeni jejich
skladovani a pfi vyvoji novych proteinu jako latek napomahajicich pfi vyrobé Zelatiny.

2.7. BIOSENZORY

Technologie biosenzord spojuje poznatky biologie s pokroky v mikroelektronice. Biosenzor
sestava obvykle ze tfi ¢asti: biologického prvku, napf. bunky, enzymu, DNA nebo protilatky,
rozhrani a pfevodniku velmi malych rozmérd. Biologicky prvek specificky detekuje pfitomnost
latky, ktera ma byt zjisténa, rozhrani (polymerovy tenky film, chemicky modifikovany povrch)
spojuje biologicky prvek s pfevodnikem. Pfevodnik, pfeméniujici biochemicky signal na
elektricky nebo opticky, umérny koncentraci detekované latky, je zafizeni, které je napajeno
jednim systémem a které napaji druhy systém energii, obvykle jiné formy. Biosenzory mohou
napfr.:

o MEéfit nutricni hodnotu, Cerstvost a bezpecnost potravin

e Zabezpecovat ¢innost vyzkumnik( pfi praci s zivymi krevnimi organizmy

o MEefit a lokalizovat nedistoty v zivotnim prostredi

o Detekovat a kvantifikovat vybusné latky, toxiny a biologické zbrané

Biosenzory jsou v souCasné dobé prevazné ve vyvoji. Biologické prvky biosenzorl jsou
pfedmétem rozsahlého vyzkumu. Hlavnim problémem jsou optimalni technologie vyroby
biologického prvku, které zajisti reprodukovatelnost jeho vlastnosti a fada technickych
probléml: mala adheze polymerového filmu k pfevodniku a ztoho plynouci mala
spolehlivost, problémy s miniaturizaci biosenzor(, jejich citlivosti, omezeni SumU atd. Neni
doposud vytvorena spolehliva a rychla nedestruktivni kontrola kvality biosenzord.

2.8. OTISKY DNA (fingerprinting)

DNA otisky je biotechnologicka technologie, ktera vyrazné zlepsila moznosti kriminalistického
patrani, soudniho lIékafstvi, antropologie a dalSich odvétvi. Pro namnoZeni konkrétni
nukleotidové sekvence obsazené v jakékoliv DNA se nyni pouziva metody PCR (polymer
chain reaction — polymerova fetézova reakce). Principem DNA otiskl jsou genetické rozdily
mezi jednotlivci nebo organizmy. Kazdy Zzijici subjekt (s vyjimkou identickych dvojc€at, troj¢at
atd.) je geneticky unikatni. DNA otisky se zaméfuji na nejmensi mozné rozdily v DNA
sekvenci, které mohou existovat — rozdily v sekvenci ¢tyf zakladnich molekul (nukleotid()
DNA.

DNA otisky jsou dnes nejmocnéjSi a nejznaméjSi aplikaci biotechnologie. Porovnavaji se
rizné druhy tkani v transplantovanych organech, zjiStuje se pfitomnost specifickych
mikroorganizmu, vybiraji se vhodné geny pfi Slechténi rostlin, urCuje se rodiovstvi,
identifikuji se ¢asti tél jednotlived, zkoumaiji se fosilie atd.

Velkym uspéchem pouziti metody byly napf. prace na rekonstrukci fragmentu ,Zapiskd od
Mrtvého mofie®, které byly psany na ov€i kGzi. Fragmenty mohly byt oddéleny od mladSich,
které byly psany na kozi kizi. Jinym uspéchem byla identifikace ostatk(l cara Nikolaje
Romanova I, ktery byl popraven bolSeviky v roce 1918. DNA ostatk byla porovnana s DNA
Zijicich potomkd, napf. britského Prince Filipa. Oteviraji se staré soudni pfipady a leckdy se
na zakladé vysledkt DNA otisk(i propoustéji z vézeni nespravné odsouzené osoby.
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3. NANOTECHNOLOGIE

Nanotechnologie jsou skupina intenzivné se rozvijejicich se obora, které vyuzivaji
pozoruhodného pokroku v technologii kontroly struktury materiall v rozmérech, jez se blizi
velikosti jednotlivych molekul a jejich organizovanych celkd nebo supramolekularnich
struktur. Nanometrické délkové méritko v zasadé vytvari moznosti pro nové materialy, které
Ize vyuzit ke konstrukci zafizeni a systému. Nanotechnologie obvykle odliSujeme od
nanovédy, ktera takovou technologii umozfiuje. Nanovéda je v podstaté vyzkum jevla a
materialovych vlastnosti na nanometrické urovni. Jsou to védni oblasti na pruseciku fyziky
pevné faze, chemie, inzenyrstvi a molekularni biologie. Nanotechnologie vyuZivaji ziskané
védomosti a znalosti k vytvafeni novych material( a struktur s novymi a leckdy neobvyklymi
vlastnostmi.

Oblast nanosvéta lezi mezi svétem atomu a soucasnym realnym svétem. Je to Uzemi
Castic a struktur v rozmérovém oboru od cca 1 nm do cca 100 nm, které nebylo v minulosti
sttedem pfiliSné pozornosti. Nanostruktury, které jsou zakladnimi prvky nanomateriald,
jsou dostateCné malé na to, aby se v nich mohly uplatfiovat kvantové jevy. Jsou vSak i tak
rozmérné, Ze aplikace zakonu kvantové mechaniky pfi zkoumani jejich vlastnosti nema
vyznam. Dnes rozumime individualnim vlastnostem atomu, ale prozatim malo rozumime
tomu jak se chovaji jejich seskupeni a tomu, jak vznikaji jejich nékdy neocekavané viastnosti.
V souCasné dobé vSak nejde jen o poznani a charakterizovani jevl, které se v nanosvété
projevuji, ale i o praktické vyuziti novych a neobvyklych vlastnosti nanomateriald,
nanosystému a nanozarizeni, které se snazime cilevédomé vytvaret a spojovat je s objekty
vétSich rozméru.
Nanotechnologie jsou interdisciplinarni a prifezové technologie. Rozviji se v fadé oblasti,
napr.:
¢ Oblast nanomaterial( je zaméfena na zkoumani a vyvoj novych druh materialovych
systému, jejichz podstatné viastnosti vyplyvaji z rozméra jejich slozek v nanometrech.

e Nanochemie se zabyva vytvarenim a modifikaci chemickych systém(, jejichz
funkénost prameni zjejich nanorozmérd. Supramolekularni funkéni systémy
predstavuji materialovy zaklad novych latek.

e Nanoelektronika zkouma rGzné strategie vyuziti elektronickych vlastnosti
nanostruktur v celé fadé aplikaci budoucich informacnich technologii.

¢ Nanooptika (nanofotonika) poklada =zaklady optickych vysokorychlostnich
komunikacnich technologii, novych zdrojli laserového svétla a optickych systému pro
Siroka pouziti.

¢ Nanovyroba zkouma a vyviji metody technologie vyroby struktur, vrstev a systéml
vV hanorozmérech.

o Nanobiotechnologie (bionanotechnologie) se zabyvaji vyuZitim biologickych
nanosystému v technickych systémech, od senzorové technologie po fotovoltaika.
Pouzivaji téz nanotechnologické postupy pfi zkoumani biologickych systému, z ¢ehoz
budou mit velky prospéch zejména oblasti l|ékaiské techniky a molekularni
diagnostiky.

¢ Nanoanalytika rozviji analytické metody a nastroje pro zkoumani a pochopeni
zakladnich jevl a pro charakterizovani vyrobkl. Objev skenovaciho tunelovaciho
mikroskopu (STM) a mikroskopu atomovych sil (AFM) v osmdesatych letech
minulého stoleti odstartoval rozvoj nanovédy a nanotechnologii.
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Védecké zkoumani nanotechnologii — nanovéda — je jiz velmi intenzivni, zatimco prakticka
aplikace vysledkll védeckého badani je v pocatcich. Jsou vS8ak oblasti, ve kterych jsou
aplikace nanotechnologii jiz do uréité miry rozvinuty, vjinych oblastech se prinik
nanotechnologii teprve ocekava. Neé&které souasné aplikace nanotechnologii a
predpokladany vyvoj je zfejmy z obr. €. 3.

Probihajici vyzkum novych jevl a procesu v nanometrické Skale poskytuje védé Fadu
nastroja, materiall, zafizeni a systéma s unikatnimi vlastnostmi. Nové vlastnosti a moznosti
nanostrukturnich materialt, nanozafizeni a nové vyrobni postupy jiz zpUsobily obrovskou
aktivitu ve védé a vyzkumu, ale i znacny zajem primyslu, pro o¢ekavané velmi perspektivni
a mnohdy revoluéni potencialni aplikace v elektronickych pfistrojich, automobilovych
pohonnych jednotkach, primyslové katalyze, kosmetice atd.

Pouzivani pojmu ,nanotechnologie“ je prozatim do znacné miry omezeno na umélé
nanostruktury polovodicu, kovl, keramiky a plastl. Na druhé strang, vétSinu oblasti biologie
muzZeme povazovat za formu nanotechnologii, protoZze molekularni stavebni jednotky Zivota
(proteiny, nukleové kyseliny, lipidy, uhlohydraty atd.) jsou pfiklady materiald majicich zvlastni
vyjimecné vlastnosti vyplyvajici zjejich rozmérl, zpusobu jejich vytvafeni a funkci
v nanorozmérech. Z biologie mize Cerpat technicky svét elektroniky, pocitacli, materialového
inzenyrstvi a technologii vyroby poznatky jak sestavovat komplexni funkéni zafizeni a
systémy, které mohou pracovat na molekularni uUrovni a jak se ukazuje, naopak
nanotechnologie obohati biotechnologie, véetné mediciny, o nova technickd feSeni a
materialy.

SR I nanocastice

rezne nastroje a tenke filmy

a otéruvzdorng v elektronickych
povlaky zarizenich

Nano
pigmenty Y Soutasnach Klenoty a lestani

v lacich platkt polovodic
a optiky

Nano 2009

Obr. é. 3 Soucasné aplikace nanotechnologii a pfedpokladany vyvoj
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4. BIOTECHNOLOGIE — NANOTECHNOLOGIE

Biologické a fyzikalni védy sdileji spoleCny zajem o malé struktury. Vyména informaci pfes
hranice obou védnich oblasti se projevila v oblasti novych materialll a védeckych nastroju
zkoumani (pfevazné v oblasti fyzikalnich véd) a ve studiu novych jevl (pfevazné v oblasti
biologickych véd). Nanotechnologie nabizi biologii nové nastroje zkoumani a biologie nabizi
nanotechnologii pfistup k novym druhdm funk&nich nanosystému — komponentam bunék —
které jsou extrémné zajimavé a zfejmé i uziteCné. Je tfeba poznamenat, ze prispévek
biologie neni jen ,nano“, ale zahrnuje struktury majici Siroky rozsah rozmérd. Rozsah
rozmérQ zahrnujici ,nano®, ,mikro“ &i zjednodusSené ,malé“ struktury je dulezity, protoze
struktury nezbytné pro zZivot bunék maji velikosti od malych molekul k strukturam o velikosti
milimetrd. Biologické struktury jsou svym hierarchickym uspofadanim vzorem pro
propojovani umeélych nanostruktur do rozmeérnéjSich celkd. Znalost struktury bunék a
procesu v nich probihajicich jsou pro rozvoj nanotechnologii vyznamné. Burika je podstatou
biologie — je to nejmensi jednotka, ktera je ziva. Burika je v podstaté prostor, v némz probiha
soustava chemickych reakci. Tyto reakce (katalyzované) se navzajem ovliviuji a spolu
vytvareji struktury s vyznacnymi vlastnostmi jako jsou schopnost replikace, adaptace,
zasobovani energiemi atd., éemuz fikame ,Zivot“'®. Porozuméni biologickym procestim na
urovni nanometrti je silna hnaci sila pro rozvoj nanotechnologii.

41. LEKCE Z PRIRODY - MOLEKULARNI BIOLOGIE

Pfiroda byla odjakziva velkou inspiraci pro lidstvo. Pokusy o napodobovani pfirody maji
dlouhou historii. Leonardo da Vinci navrhoval létajici stroje na zakladé studia letu ptakd, tvar
hlavy stehenni kosti byl inspiraci ke konstrukci Eiffelovy véze aj. V druhé poloviné uplynulého
tisicileti se rozvinuly pfirodni védy a postupné bylo odhaleno mnoho pfirodnich zakonl a
jevu, které se lidstvo snazi vyuzit ke svému prospéchu. Soubézné se zkoumanim globalnich
pfirodnich jevlh v makro - meéfitkach se pozornost po vynalezu mikroskopu obratila
k neviditelnému svétu a v druhé poloviné minulého stoleti jsme jiz mohli pozorovat jednotlivé
atomy a molekuly a dokonce s nimi manipulovat. Rozvinula se molekularni biologie. Doslo
k fadé zasadnich objevd, vrcholicich rozlusténim genetického koédu clovéka. Studium
pfirodnich jevl v méfitku nanometrd a mikrometrd doznalo velkého rozmachu. Zatim co
dosavadni védecka ¢innost nepfinesla odpovéd na otazku ,Co je zivot?“, protoze nadale
nevime jak poranény organizmus regeneruje piesné tutéz strukturu, jakou mél pfed
poranénim nebo jak se vytvofi zivy organizmus z vajicka, mnoho dosazenych vysledku bylo
vyuzZito nebo se ocCekava, Ze bude vyuZito v praktickych oblastech jako jsou medicina,
biotechnologie, materialové inzenyrstvi atd.

Hnaci silou byla a je pfedstava, ze biologické koncepce, mechanismy, funkce a struktury
mohou slouzit jako vychozi bod na cesté ke vyvoji novych syntetickych materialll s novymi
vlastnostmi a novych technologii, pfedevsim nanotechnologii. VSeobecné vSak neni cilem
imitovat biologické struktury i systémy (v podstaté to neni zatim v lidskych silach), ale pouzit
ziskané znalosti jako navody k novym feSenim.

Molekularni biologie se zabyva predevSim studiem molekul v roztoku. V burice jsou vSak
molekuly €asto organizovany do funkénich agregatl, obvykle nanometrickych rozmérd.
Vizualizace a studium téchto struktur, zvlasté méni-li se dynamicky béhem funkénich cykly,
je jednou z oblasti, kdy biologie vyuziva nastroju nanotechnologii. V sou¢asné dobé je v této
oblasti dosahovano znaéného pokroku.

13 Whitesides G.M.: ,»The ,Right” Size in Nanobiotechnology®, Nature Biotechnology, 21, 2003, str. 1161.
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Pfikladem mohou byt spektroskopicka studia jedné molekuly nebo biofyzikalni studium
proteinovych agregata.

Molekula je z urcitého hlediska kone€na nanostruktura, zakladni stavebni ¢astice. Chemie
nevyhnutelné dlouhodobé pracovala na ergodickych hypotézach, tj., Ze primérné chovani
jedné molekuly pozorované po dlouhou dobu je stejné jako chovani souboru molekul.
Citlivost analytickych metod dfive umoziiovala studium jen vétSich souborti molekul. Rychle
rostouci moznost pozorovat jednu molekulu pfi pouZiti mikroskopie s velkym rozliSenim a
zkoumat fluktuace vlastnosti molekul v kratkych €asech pfineslo bohatstvi novych informaci
o dynamice molekul, zejména o jejich katalytickych vlastnostech. Mikroskopie jedné molekuly
je jedna z mnoha novych optickych metod, které vyrazné zlepsily rozliSitelnost pfi pozorovani
objektd. Konfokalni mikroskopie, systémy pro pozorovani v blizkém poli, vysoce citlivé
Ramanovy spektroskopy a mikroskopy vyuzivajici totalni vnitfni reflexe jsou pfikladem
pokroku svételné mikroskopie pfi pozorovani nanostruktur.

V burice pracuje mnozstvi molekularnich strojli — biologickych nanostrojia. Jsou to napf.
ribozomy, Na*/K*, ATPazy, komplexy pro replikaci DNA, receptory membran a fotosynteticka
reak¢ni centra. Uvedené struktury a bezpocCet dalSich, nachazejicich se v bunce, jsou velmi
komplexni a pracuji podle planu. Slouzi jako potencialni vzory budoucim lidmi
vytvorenym nanostrojum, i kdyz prozatim neni jasné zda vyuziti pfirodnich technik bude
mozne. Je v8ak skutecnosti, Ze biologické struktury, i kdyZ vykonavaji leckdy podobné
¢innosti jako lidmi vytvofené stroje, vyuZzivaji upIné jinych principa prace.

4.2. BIOLOGICKE STAVEBNIi CASTICE

Nékolik miliard let evoluce vedlo k vytvofeni k ohromnému mnozstvi biologickych organizmda.
Tyto organizmy se vzhledem i vlastnostmi velmi odliSuji, ale jejich dulezitymi stavebnimi
prvky zustavaji chemické struktury nukleovych kyselin, proteind, lipidd a polysacharidu.,
které umoznuji zivot. Hierarchické sestavovani téchto zakladnich prvk( do pracujicich
biochemickych stroju je zakladem bunécénych funkci. Mnohé z téchto ,montaznich“ procesl
v8ak probiha v rozmérové Skale, ve které je obtizné jejich zviditelnéni a charakterizace.
Vyznamnym cilem je proto detailni charakteristika struktury, a to nejen pro porozuméni témto
procesum, ale i pro jejich pozdéjsi vyuziti v technologickych aplikacich.

Nukleové kyseliny jsou prostfednictvim uloZeni svych bazi a specifickymi vodikovymi
vazbami para bazi informaénimi médii pro geneticky kod. Nukleové kyseliny se dale mohou
skladat do chemicky aktivnich komplexnich struktur. Nukleoproteinové komplexy pfidavaiji
témto strukturam dalSi droven funkéni rozmanitosti, coz dovoluje manipulaci a expresi
s geneticky zakddovanymi informacemi.

Ze stejného divodu se mohou amfifilické fosfolipidy samosestavovat a vytvaret Zivotné
dulezité jednotlivé ¢asti bunék. Fosfolipidové dvojvrstvy jsou nejobvyklej§im rozhranim, na
kterém probihaji Zivotni procesy. Role fosfolipidd neni v téchto procesech doposud
vyjasnéna. Toto pfirodni rozhrani je logickym vychozim bodem pro konstrukci syntetickych
rozhrani v biologii.

Proteiny odpovidaji za vétSinu funkci v biologickych systémech. Enzymy jsou schopné
katalyzovat obrovské mnozstvi reakci. Pfikladem velké funkéni rozmanitosti jsou kanaly
kontrolujici pohyb iontd a jinych molekul z jedné ¢asti bunky do druhé, proteiny zajistujici
transport elektront a receptory, které prekladaji vazby signalnich molekul jako jsou steroidy,
do biochemické odezvy.

Polysacharidy, obrovské makromolekuly sestavené ze sacharidd (cukrud), vykonavaji mnoho
funkci. Bunky vyuzivaji jednoduché polysacharidy slozené jen z glukézovych jednotek jako
dlouhodobé zasobarny energie. Polysacharidy slouzi jako mechanické podpéry — celuldza je
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polysacharid glukdzy a je to nejrozSifenéjSi organicka sloucenina na Zemi, vytvareji vnéjsi
kostry hmyzu (chitin), pfedstavuji hlavni slozky slizu, hlenu a chrupavek atd.

Uvedené Ctyfi zakladni stavebni materidly jsou slozeny z malych organickych molekul
(nukleotidd, mastnych kyselin, aminokyselin a cukr() — obr. €. 4.

Linvalyni Wotdl kamplogy
kamaony biufiky v Bafica

CUKRY - [ POLYSACHARIDY |
MASTNE KYSELINY |l [ LIPIDY/MEMBRANY |
AMINOKYSELINY i | “FROTEINY |

=

NUKLEOTIDY _H | NUKLEOVE KYSELINY |

Obr. &. 4 Ctyri hlavni skupiny malych organickych molekul v burice

Struktura biologickych material( je vysledkem jejich chemického slozeni a jejich prostredi.
Chemické slozeni, jako sekvence polypeptidl proteini nebo sekvence bazi v fetézci
nukleové kyseliny, jsou urlujici determinanty struktury. Prostfedi ovliviiuje strukturu téchto
materiald mnohem jemnéji, ale velmi vyznamné. Kazdy ze zminénych biologickych material(
je z riznych hledisek nanostrukturni.

Nanocastice a nanostruktury se obvykle definuji jako subjekty o velikosti v rozmezi od 1 do
100 nm a mnoho biologickych entit je klasifikovano jako nanocastice. Bakterie, které se
pohybuji velikostné v rozsahu od 1 do 10 um, patfi do mezoskopické Skaly velikosti, zatimco
viry s rozméry od 10 do 200 nm jsou v horni ¢asti velikosti u nanoCastic. Bilkoviny (proteiny),
které se obycCejné vyskytuji v rozmérech mezi 4 a 50 nm, patfi ke spodni ¢asti nanometrické
Skaly. Stavebnimi bloky proteint je 20 aminokyselin, kazda o velikosti kolem 0,6 nm, coz je
tésné pod spodnim limitem velikosti nanoCastice. V pfirodé se vyskytuje velké mnozstvi
aminokyselin, ale pouze 20 se angazuje v syntéze proteinld. Pro vytvofeni proteinu jsou
kombinace uvedenych aminokyselin svazany jedna po druhé dohromady pomoci silnych
chemickych peptidovych vazeb a tvofi dlouhé fetézce zvané polypeptidy, obsahujici stovky a
v nékterych pripadech tisice aminokyselin; svym vzhledem odpovidaji nanoviaknim.
Polypeptidova nanovlakna prochazeji kroucenim a stacenim, aby se stladily do relativné
malého objemu, ktery odpovida polypeptidové nanocastici o priiméru s typickym rozmérem
mezi 4 - 50 nm. Proto je protein nanoCastice, ktera sestava ze stlateného polypeptidového
nanovlakna. Deoxyribonukleova kyselina tvofici geneticky material ma rovnéz strukturu
stlaéeného nanovlakna. Typické rozméry rGznych biologickych materidld a struktur jsou
uvedeny v Tab. €. I. Z tabulky mj. vyplyva, Ze viry mizeme jesté Fadit mezi nanocCastice a
organely, buriky a bakterie patfi svymi rozméry jiz do oblasti meso — &i mikrostruktur. Rada
z uvedenych nanocastic se zkouma s cilem jejich uplatnéni v nanotechnologiich.

Podrobnéji se zminime o zakladnich biopolymerech — viz obr. €. 5 - nukleovych kyselinach
(DNA, RNA), proteinech a polysacharidech a rovnéz o malych, ale vyznamnych molekulach
- 0 lipidech.
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Tab. €. 1 Typické rozméry raznych biologickych materialll a jejich molekulové hmotnosti

Trida Latka Molekulova Rozmér d (nm)
hmotnost. Da"*

Aminokyseliny | Glycin (nejmensi aminokyselina) 75 0,42
Tryptofan (nejvétsi aminokyselina) 246 0,90

Nukleotidy Monofosfat cytosinu (nejmensi 309 0,81
nukleotid DNA)
Monofosfat guaninu (nejvétsi nukleotid 361 0,86
DNA)
Adenosin trifosfat (ATP, zdroj energie) 500 0,95

Jiné molekuly | Stericka kyselina C4;H35CO,H 284 0,87
Chilorofyl, v rostlinach 720 1,1

Proteiny Insulin, polypeptidovy hormon 6000 2,2
Elastin, nosny material buriky 72000 50
Hemoglobin, nositel kysliku 68000 7,0
Gamaglobulin 45x7,0
Albumin, bilek ve vejcich 69000 9,0
Lipoprotein, nositel cholesterolu 1300000 20,0
Fibrinogen, bilkovina krevni plazmy, 400000 40x76,0
srazeni krve
Granule glykogenu v jatrech 150

Viry Picornaviridae (kubicky) 20,0
Chfipka 60,0
Tabakovy mozaikovy virus, délka 120,0
Bakteriofag T2 140,0
Variola major (pravé nestovice) 180 x 250 x 350

Organely” | Mitochondrie® 500 x 900x 3000
Chloroplast, misto v burice, kde 4000
probiha fotosyntéza, délka
Ribozom' 20 x 30
Lyzozom®* 700
Vakuola améby 10000

Burky Escherichia coli(E.coli), bakterie, délka 8000
Lidskéa krevni desticka 3000
Leukocyt (bila krvinka), kulovity tvar 8000 — 15000
Erytrocyt (Cervena krvinka), diskovity 1500 — 8000
tvar

Razné 1400 x 6000

Lidsky chromozom

Poznamky: 1) Ribozom je zakladni Castice v cytoplazmé buriky, slozena z bilkovin a
nukleovych kyselin, na niz probiha syntéza protein(
2) Organela je ohrani¢eny utvar v eukaryontni burice
3) Mitochondrie je hrudkovity, tyCinkovity nebo vlaknity utvar v plazmatu bunék
4) Lyzozom je intracelularni membranova organela obsahuijici travici enzymy

' Dalton (Da) — jednotka molekulové hmotnosti definovana jako jedna dvanactina hmotnosti atomu uhliku '>C
(1,66x10™* g), tedy piiblizné jako hmotnost jednoho atomu vodiku.
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Obr. ¢. 5. Klasifikace riiznych typ( polymernich systému

4.2.1. NUKLEOVE KYSELINY (DNA, RNA)

Zivot zavisi na schopnosti bunék uchovavat, tfidit a prekladat genetickou informaci, ktera je
potfebna k vytvofeni a udrzeni zivého organizmu. Pfi buné&ném déleni pfechazi tato dédicna
informace z matefské buriky do dcefiné a u organizmu je pfenasena z generace na generaci
pohlavnimi burikami. Tato informace je uloZena v kazdé Zivé burice v podobé gend, coz jsou
zakladni jednotky, které urcuji vliastnosti jak jednotlivce, tak celého druhu.

Existuji dva hlavni druhy nukleovych kyselin, které se liSi typem cukru ve své sacharido-
fosfatové patefi. Ty, které obsahuji cukr ribozu, jsou znamé jako ribonukleové kyseliny (RNA)
a ty, které obsahuji deoxyribozu jsou znamy jako deoxyribonukleové kyseliny (DNA). RNA se
v bunikach vyskytuje obvykle jako maly polynukleotidovy Fetézec, zatimco DNA existuje
témér vzdy jako dvouvlaknova molekula slozena ze dvou polynukleotidovych Fetézca,
pficemz tyto fetézce maji vici sobé opacny smér (jsou antiparalelni) a drzi pohromadé
vodikovymi mlstky mezi bazemi obou fetézc(.
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DNA byla poprvé identifikovana O.Averym v roce 1940 jako pravdépodobny nosi¢ genetické
informace. Postupné se ukazalo, Zze DNA je opravdu nositelkou genetické informace vSech
organismu s vyjimkou téch nebunéénych organizmu, u nichz sehrava tuto ulohu ribonukleova
kyselina RNA (RNA-viry, virusoidy a viroidy). Mechanismus, jimz je dédi¢na informace
kopirovana pro pfenos z buiky do bunky, a jak mohou byt proteiny uréeny instrukcemi
v DNA, zUstal neobjeven az do roku 1952, kdy J.Watson a F.Crick urcili dvojSroubovicovou
strukturu DNA. Tato struktura umozriuje zachovani dédi¢nosti.

Uloha RNA v syntéze proteint byla pfedpokladana jiz v roce 1939, ale teprve v roce 1964
byla R.W. Holleyem nalezana sekvence 77 nukeotidi tRNA v kvasnicich.

V posledni dobé byly vytvofeny syntetické nukleové kyseliny (PNA, LNA a dalsi). Sekvence
raznych nukleovych kyselin jsou b&zné dostupné na trhu'®.

4.21.1. DNA

DNA (deoxyribonukleova kyselina) je nukleova kyselina obsahujici genetické instrukce
urcéujici biologicky vyvoj vSech bunéénych forem Zivota a vétSiny vir(. Je to dlouhy polymer
nukleotidl, ktery kdduje sekvenci zbytk(h aminokyselin v proteinech uzitim genetického kédu,
trojpismenového kodu nukleotidd.

V komplexnich eukaryontnich burnkach rostlin, Zivo€ich(i, hub a prvokd se vétSina DNA
nachazi v jadrech bunék — viz obr. €. 28. V jednodusSich prokaryontnich burikach bakterii a
archea neni DNA oddélena od cytoplazmy jadernou obalkou. Bunécné organely jako
chloroplasty a mitochondrie rovnéz obsahuji DNA.

PocitaCovy model nejobvyklejsi konformace DNA, B-DNA, je na obr. €. 6. a jeji schematické
znazornéni a chemicka struktura je na obr. €. 7. Zakladnimi strukturami B-DNA jsou Ctyfi
molekuly nukleotidu, které jsou k sobé spojeny v dlouhém pravoto€ivém dvojSroubovicovém
nanovlaknu (u lidi je asi 6 mm dlouhé), aby vytvofily chromozomy'®, které jsou v &lovéku
obsazeny v poétu okolo 2.10% nukleotidii ve sledech za sebou. Molekulu DNA tedy tvofi dvé
nukleotidova nanovlakna, ktera jsou obtoena jedno kolem druhého v utvaru o priméru 2
nm. Jedna otoCka dvojSroubovice je asi 3,5 nm nebo 10 —10,5 bazi dlouha Toto dlouhé
dvojité spletené nanovlakno prochazi systematickym kroucenim a to€enim, aby se umistilo
do chromozomu asi 6 um dlouhého a 1,4 um Sirokého. Samotny chromozom neni natolik
maly, aby byl nanocastici; spiSe se pohybuje v mezoskopické rozmérové Skale.

DNA je tvorfena &tyfmi typy nukleotidll, které jsou kovalentné spojeny v polynukleotidovém
fetézci s cukr — fosfatovou patefi, ze které vyCnivaji jednotlivé baze (adenin, thymin, cytosin
a guanin). U RNA je thymin nahrazen uracylem. Jednotlivy nukleotid je tvofen fosfatovym
iontem, molekulou cukru a bazi a ma délku 0,34 nm. Molekulu DNA tvofi dva
polynukleotidové fetézce, které jsou navzajem spojeny vodikovymi mlstky mezi pary bazi —
obr. €. 7. Obé vlakna DNA jsou k sobé antiparalelni. Fosfatové ionty nesou v molekule DNA
negativni naboj. Je-li molekula v elektrickém poli, vznika drift, ktery se vyuziva pfi aplikacich
elektroforézy. Negativni naboj vytvafi elektrostatickou odpudivou silu v obou vlaknech a pro
jeji neutralizaci je zapotfebi pfitomnost pozitivnich iontl v okoli dvojSroubovice. Spojeni
jednotlivych vlaken vodikovymi vazbami se nazyva hybridizace. Je-li dvojSroubovice
zahfivana nad urcitou teplotu T, ktera se nazyva teplota tani, rozdéli se na jednotlivé viakna
(denaturace). T, je funkci teploty, koncentrace iontl v prostfedi a obsahu G-C v sekvenci.
Je-li teplota opét snizena, vlakna se mohou opét spojit do dvojSroubovice Mimo uvedené B-

15 www.biosyn.com, www.alphadna.com, www.qiagen.com, www.bioconsult.cz atd.

' Chromozom — dlouhy vlaknity utvar slozeny z DNA a asociovanych proteinii, ktery nese ¢asteénou nebo
uplnou genetickou informaci o organizmu. U eukaryontni bunky se chromozomy nachazeji v jejim jadru.
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DNA jsou znamy dalsi dvé dvojSroubovicové formy, a to A-DNA, ktera je 11-12 bazi dlouha a
vyskytuje se pravdépodobné v dehydratovanych vzorcich DNA a Z-DNA, ktera je levotociva
a je zrcadlovym obrazem B-DNA. Tuto konformaci mohou mit DNA v bunkach, které prosly

metylaci.

Cukr-
fosfatova
patef

Obr.¢. 6. Model a schéma struktury B-DNA
A-adenin, G-guanin, T-thymin, C-cytosin jsou nukleotidy

Nékteré dalSi konformace DNA:
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Obr. ¢. 7 Chemicka struktura B-DNA
a. Cukr - fosfatova patef DNA.
Jednotka sestavajici  z fosfatu,
molekuly cukru a bazi se nazyva
nukleotid a je cca 0,34 nm dlouha.
b. Ctyfi baze DNA naznadujici jejich
komplementarni vazebni viastnosti

o ssDNA (single-stranded DNA) — je jednovlaknova. VIakno této DNA je rovné. ss-

DNA se vyskytuje v nékterych virech.

e Plasmid DNA — ma kruhovou dvojSroubovicovou konformaci. Konce B-DNA jsou

svazany do kruhu s pfevisy 2" a 3" koncich.

o mtDNA (mitochondrialni DNA) — je DNA umisténa v mitochondriich. Sestava z 5-10
dvojsSroubovicovych kruhl (plasmidl). Zprostiedkovava dédi¢né znaky po matce.
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o Lambda DNA (A — DNA, lambda phage). Je to dsDNA vyskytujici se v bakteriofagu
Enterobacteria A, ktery infikuje E.coli '’. Pouziva se &asto pfi vyzkumu vyuziti DNA,
napf. v nanoelektronice.

e Existuji modely DNA z nespletenych viaken, tzv. SBS DNA (side-by-side), skytajici
jiny pohled na dvojsroubovicovou B-DNA™,

Dvojsroubovicové modely DNA maji nedofeSené problémy, napf. predpokladany prifez
dvojSroubovice nemusi byt kruhovy ale elipticky, jeji primér 2 nm neni spolehlivé potvrzen
atd.™

V kazdodennim zivoté se zfidka setkdvame s Cistymi nukleovymi Kkyselinami. Jsou-li
nukleové kyseliny izolovany z bunék a vysuseny, byvaji vliaknitého typu a dost se podobaji
vlakndm baviny.

Pro podrobnéj$i informace odkazujeme na publikaci'®.

4.21.2. RNA
Jak jiz bylo uvedeno, RNA se vbuikach vyskytuje prevazné jako jeden maly
polynukleotidovy Fetézec. Syntéza RNA je obvykle katalyzovana enzymem RNA
polymerazou, ze pouziti DNA jako templatu. Jednofetézcové RNA molekuly maji tendenci
vazat se navzajem vodikovymi vazbami, aby dosahly minimalniho energetického stavu. To
vede k rozpoznatelnym doménam terciarni struktury jako jsou rtizné smyéky, vyduti apod.?
VétSina molekul RNA ma funkci zprostfedkovatell prenaSejicich informace zgenl do
translacniho mechanismu (viz 4.2.2). Mezi nejznamé;jsi vyjimky patfi mMRNA, rRNA a tRNA,
které jsou pfimo zapojemy do procesu translace.
e mRNA (medidtorovda RNA, messenger RNA) — jeji zakladni funkci je Fidit vznik
proteind. Koduje proteiny.
e rRNA (ribozomalni RNA) — tvofi jadro ribozom0, na kterych je mRNA prekladana do
proteinu. rRNA molekuly se vyskytuji velmi hojné. Tvofi nejméné 80 % vSech RNA
molekul v typické eukaryontni burice.

e tRNA (transferova RNA) — je maly fetézec 74-93 nukleotidu, ktery vybira spravné
aminokyseliny, a umistuje je do spravného mista na ribozomu, aby pfi proteosyntéze
mohly byt za¢lenény do rostouciho aminokyselinového fetézce.

Koncem devadesatych let minulého stoleti jiz bylo znamo, Ze v mnoha rdznych organizmech,
od bakterii po zivoCichy, se vyskytuji razné typy nepfeménénych (non-translated) molekul
RNA. Tyto molekuly vyznamné ovliviiuji mnoho procesu jako replikaci plasmidd, vyvoj fagu,
strukturu chromozémdl, transkripci DNA, vytvareni a modifikaci RNA atd. Tyto nepfeménéné
RNA dostavaly rizna jména, pficemz nazev sRNA (small RNA) byl rezervovan predevsim
pro bakterialni RNA a nazev ncRNA (non-coded RNA) je obvyklejSi u eukaryot. Existuji
databaze ncRNA. Napt. databaze NONCODE registruje v sou¢asné dobé 109 tfid ncRNA?",

Z ncRNA je vhodné se zminit o:

e miRNA (malé RNA, micro RNA) — je forma jednofetézcové RNA o délce typicky 20-
25 nukleotidl, o ktera se predpoklada, Ze reguluje genovou expresi. miRNA jsou RNA
geny, které byly prepsany z DNA, ale nebyly pfeménény na proteiny. Termin byl

17 htto://en.wikipedia.org/wiki/Lambda_phage

18 Delmonte C.S., Mann L.R. ,,Variety in DNA Secondary Structure*, Current Science, 85, 2003, str. 1564

1 Alberts B. et al.: »Zaklady bunécéné biologie®, Espero Publishing, Usti nad Labem, 2002, ISBN 80-902905-0-
4, str. 183

www.imb-jena.de/image-RNA.html.

I www.bioinfo.org.cn/NONCODE/Index2 htm.
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zaveden vroce 2001. miRNA se vyskytuje v rostlinach, zvifatech i lidech. Velky
zajem vzbudilo zjisténi, Ze miRNA ma souvislost s nékterymi druhy rakoviny.

o siRNA (small interfering RNA) — je to dvouvlaknova molekula RNA o délce 20-25
nukleotidu s pfevisy 2'a 3" koncich. Ma rGzné biologické role, zejména ma vliv na
expresi genl pfi RNA interferenci (RNAi). RNAI je proces uzivany eukaryoty ke
ztlumeni genové exprese pfed a po transkripci — viz obr. €. 8. Pouziti RNAI jako
laboratorniho nastroje vyznamné napomohlo studiu funkci eukaryontnich gent.?

e dsRNS (double-stranded RNA) — je RNA s dvémi komplementarnimi fetézci. Je
podobna DNA. Tvofi geneticky material nékterych viru.

o pRNA (packaging RNA) — je komplex Sesti identickych kratkych sekvenci RNA, které
slouzi pfi sbalovani DNA v motoru bakterialniho viru phi29.

4.21.3. Syntetické DNA
Rada DNA byla pfipravena synteticky:

4.2.1.3.1. cDNA

cDNA (complementary DNA), je DNA syntetizovana z vyzralého (vyschlého) templatu
mRNA. Ustfedni dogma molekularni biologie urduje, Ze pfi syntéze proteinti je DNA
pfepsana do mRNA, ktera je prelozena do proteinu. Jeden z rozdill mezi eukaryontni a
prokaryontni mRNA je, Ze eukaryontni mMRNA muZe obsahovat introny®®, které nekéduji
sekvenci a musi byt odstranény (sestfizeny) z mRNA dfive, nez je pfeménéna na protein.
Prokaryontni mRNA nema introny, a proto neni sestfizeni potfeba. cDNA je vétSinou
syntetizovana ze sestfizené mRNA za uziti enzymové reverzni transkripce. cDNA je Casto
pouzivana ke klonovani eukaryontnich genl v prokaryotech (bakteriich) nebo pfi vytvareni
cDNA knihoven.

4.2.1.3.2. PNA

PNA (peptidova nukleova kyselina) je napodobenina DNA s pseudopeptidovou patefi. PNA
se nevyskytuje v pfirodé. Byla plvodné syntetizovana jako ligand pro rozpoznavani
dvojvlaknové DNA. Ma nékteré specifické vlastnosti®*:

o Patef PNA neobsahuje nabité fosfatové skupiny, a proto je vazba mezi vlakny
PNA/DNA silngjsi nez mezi DNA/DNA (neni pfitomné elektrostatické odpuzeni).

o Pro enzymy jako nukledza a proteaza je PNA obtiZné rozpoznatelna, takze je odolna
proti degradaci enzymy.
o PNA je stala v Sirokém rozsahu pH.
o Jelikoz PNA postrada naboj, snadnéji pronika buné&nymi membranami, coz zlepSuje
jeji terapeutickou hodnotu.
Pouziva se v biologickém vyzkumu a v mediciné.

22 Jaronczyk K., Carmichael J.B., Hobman T.C. ,Exploring the Functions of RNA Interference Pathway
Proteins: Some Function Are More RISCy Then Others?*, Biochem. J., 387, 2005, str. 561

> Intron — je usek eukaryontniho genu (Zast fetézce DNA), ktery nekédduje protein, ale je piepisovan do
molekuly RNA a pozdéji odstranén sestfihem RNA pfi produkci mRNA.

** http://en.wikipedia.org/wiki/PNA
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4.21.3.3. LNA

LNA (locked nucleic acid) je napodobenina RNA, ktera projevuje vynikajici afinitu hybridizace
ke komplementarnim DNA a RNA. Ma duplexni geometrii A-typu. Ukazuje se, ze je to velmi
slibna molekula pro vyvoji terapeutik zalozenych na oligonukleotidech?®.

4.21.3.4. TNA

TNA (threose nucleic acid) je synteticky vytvofena nukleova kyselina chemicky podobna
DNA a RNA®, lisici se slozenim ,patefe”. Patef obsahuje periodicky umisténé jednotky
thredzy (monosacharid) spojené peptidovymi vazbami.

4.2.1.3.5. DL-DNA a Y-DNA

DL-DNA (dendrimer-like DNA a Y-DNA (Y-shaped DNA) byly syntetizovany jako molekuly
kulovitého tvaru, alternativy k linearnim &i kruhovym molekulam DNA% . Vytvofené molekuly
jsou nanostrukturni, ve vodé rozpustné, mimo ni stabilni a témé&F monodisperzni. Maji velky
potencial pro spojovani s dalSimi molekulami. Mohou slouzit v nanotechnologiich jako
templat pro syntézu a nanomediciné.

4.2.1.3.6. M-DNA

M-DNA (Metal - DNA) je komplex DNA — kov, objeveny nahodné v roce 1992, ktery se
vytvari pfi specifické hodnoté pH (cca 9), pokud jsou v roztoku s DNA dvojvalentni kovové
ionty (napf. Zn). Pfedpoklada se, Ze kovové ionty nahrazuji imino protony thyminu a guaninu
v bazich T-A a C-G.. Ma dobrou vodivost a chova se jako specificky molekularni vodi&?®.

4.2.2. PROTEINY A PEPTIDY

Proteiny a peptidy jsou nejvSestranngjSi biologické stavebni Castice. Pfirodou jsou z nich
vytvafeny nanostroje, nanostruktury a nanosenzory ruznych vlastnosti. Jsou modularni a
konstruovany zlinearnich Fetézci aminokyselin spojenych peptidovou vazbou a
poskladanych do definované struktury. Podle poc¢tu aminokyselin v molekule rozliSujeme
oligopeptidy (2-10 aminokyselin), polypeptidy (11-100 aminokyselin) a proteiny (s vice
nez 100 aminokyselin). Zakladnim strukturnim prvkem téchto molekul je peptidova
(amidova) vazba. Jejim prostfednictvim jsou spojeny jednotlivé aminokyselinové zbytky
v polymerni fetézce. Uvedené déleni podle délky fetézce je pouze orientacni. Dllezitéjsi je
rozliSeni podle zplsobu vzniku. Proteiny jsou produktem proteosyntézy (viz dale), ktera je
fizena genetickou informaci. Peptidy vznikaji bud sekundarné (Stépenim z prekurzort
vyrabénych v prubéhu proteosyntézy a pfipadnou chemickou modifikaci vzniklych Stépu),
nebo jednoduchou biosyntézou bez pouziti proteosyntetického aparatu®.

Proteosyntéza (biosyntéza bilkovin — proteinll) je v pojeti molekularni genetiky translaci
(pfekladem) strukturnich gent z ,Ctyfpismenné” fe€i nukleotidl do ,jazyka“ sestavajiciho
z 20 aminokyselinovych pismen. Z 20 aminokyselin, které se vyskytuji v lidském organizmu,
miZe v pfipadé jednoduchého proteinu slozeného ze 100 aminokyselin vzniknout 20"

25 Petersen M., Wengel J. ,LNA: a Versatile Tool for Therapeutics and Genomics*, Trends Biotechnik., Feb.
2003, str. 74.

26 Orgel L. ,,A Simpler Nucleic Acid*, Science, 290, 2000, str. 1306,
http://en.wikipedia.org/wiki/TNA_(nucleic_acid)

T1LiY. etal ,Controlled Assembly of Dendrimer-like DNA*, Nature Materials, 3, 2004, str. 38.

% Wettig S.D. et al ,M-DNA: a Self-assembling Molecular Wire for Nanoelectronics and Biosensing®,
Analytical Science, 19, 2003, str. 23.

¥ Vodrazka Z.: ,,Biochemie*, Academia, Praha, 2002, ISBN 80-200-0600-1, 3.kniha, str. 25.
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rozdilnych proteinovych struktur. Proteosyntéza je pokladana za jeden z nejzakladnéjSich a
nejvice fascinujicich zivotnich déji. ZjednoduSené schéma mechanismu proteosyntézy je
znazornéno na obr. €. 8. VSechny typy bunék, od bakterii az po Clovéka, pfeménu;ji
genetickou informaci zakédovanou v DNA chromozomu zpusobem uvedenym na obrazku.
Tento princip je tak obecny, Ze byl nazvan ustfednim dogmatem molekularni biologie.

Proces probiha dale zjednodusené popsanym zplsobem:

Pro zachovani genetické informace musi byt molekuly DNA neustale replikovany syntézou
nového komplementarniho fetézce ke kazdému puvodnimu Fetézci dvojSroubovice. Pri
tvorbé proteinu je geneticka informace pfenaSena z DNA do RNA a odtud do protein(. Tato
konverze se nazyva genova exprese. Pro vyjadfeni genetické informace uloZzené v DNA je
nukleotidova sekvence nejprve pfepsana do RNA. Tento proces, nazyvany transkripce, je
katalyzovan enzymem RNA-polymerazou. V nukleotidové sekvenci je zapsano, kdy ma
proces zacit a kdy skoncit. Jeden fetézec DNA dvojSroubovice je pouzit jako templat RNA
polymerazou pro syntézu informacni RNA (mRNA). mRNA migruje zjadra bunky do
cytoplazmy a pfitom prochazi rliznymi stupni zrani a déleni. Syntéza proteinu (translace)
probiha v ribozomech za vzniku polypetidovych fetézcu a vytvafri se protein.

Genova exprese je v8ak regulovana specalnimi regulaénimi proteiny. Ty urcuji, kdy dojde
k produkci urcitého proteinu, a tim kontroluji genovou expresi. K expresi dojde zapnutim
nebo aktivaci urcitého genu.

ZpGsob jakym probiha translace na ribozomu je blize znazornén na obr. &. 9. Ukolem
ribozomového komplexu, na kterém se déje syntéza polypeptidového fetézce, je rychly a
pfesny pfenos genetické informace (translace) z informacni RNA (mRNA) do tvoficiho se
proteinu tak, Ze ribozom se pohybuje podél mRNA, zachytdava komplementarni molekuly
transferové RNA (tRNA), pfinaSejici vhodné aminokyseliny, drzi je ve spravné pozici a
spojuje na nich navazané aminokyseliny do postupné naristajiciho polypeptidového fetézce.
Syntéza vétsiny proteinl trva 20 sekund az nékolik minut. Tato doba se jesté zkracuje tim,
ze na jedné mRNA mUze pracovat nékolik ribozoma (tzv. polyzoma).

Replikace mMRNA Translace
‘ /DNA (syntéza pr_qteinu)
iﬂw — 00N, — 'm’“'r:hm "m....q ......... b { S
SR~
Transkripce Ribozom @J
(syntéza RNA) ™~
Protein

(j— DNA W SRR F‘rnteu'lg

Obr. é. 8 Schéma mechanismu proteosyntézy

skladaji se ze dvou rGzné velikych nekovalentné spojenych podjednotek. U eukaryontnich

23



bunék ma velka podjednotka pfiblizné sférickou strukturu a méfi cca 15 x 38 nm. MenSi
podjednotka ma tvar disku, méfi cca 9,5 x 28 nm a ma konvexni a konkavni plochu. Obé
podjednotky jsou spolu spojené a tvofi vejcovity utvar o velikosti 25 x 10 nm.

rostouci polypeptidowy

¥

smér pohwvburibozomu po mRNA

Obr. &. 9. Ribozomalni syntéza polypeptidu na matrici nRNA%

Struktura a chemie jednotlivych proteinl se vyvinuly a upravily v pradbéhu uplynulych miliard
molekuly. | kdyz nazvu protein pouzil Berzelius jiz v roce 1838, struktura prvého proteinu byla
podrobné popsana Kendrewem az v roce 1960.

NejdelSi znamy proteinovy fetézec je titin sestavajici s vice nez 26000 aminokyselin. Na
druhé strané peptidy s méné nez desitkou aminokyselin tvofi hormon pro signalizaci
v burikach. Typické rozpustné proteiny maji fetézce o 200 — 500 aminokyselinach®'.
RozliSujeme &tyfi urovné struktur proteinu a peptida.

Primarni_struktura je linearni sekvenci aminokyselin, svazanych navzajem peptidovou
vazbou..Tato struktura specifikuje dalSi arovné.

Dvé z moznych konformaci sekundarni struktury proteinli jsou nejstabilngjsi: a — Sroubovice
(obr.¢. 10) a B — struktura (obr.¢. 11). Obé kombinuji minimalni deformaci a pfesahy
v molekularni struktufe s maximalnim poétem vodikovych vazeb mezi atomy amintl. Retézce
aminokyselin mohou byt uspofadany i nahodné. Geneticka informace totiz nemuze
predikovat modifikace struktury protein(.

Terciarni struktura je jiz trojrozmérnou konformaci kompletniho proteinu. Vznika spontannim
skladanim proteinu.a poté protein miize vykonavat svoji biologickou funkci. Proces skladani
trva vtefiny az minuty. Skladani proteind je vsoucasnosti velkym problémem
bionanotechnologie, protoZe prozatim neumime predpovédét, jak se protein slozi*2.
Sestava-li funkéni protein z nékolika podjednotek, vytvori se kvaternarni struktura svazana
elektrostatickymi nebo vodikovymi vazbami. Mnohojednotkové proteiny se nazyvaji
oligomery a rizné slozky &asti proteinu jsou monomery nebo podjednotky. Proteiny mohou
rovnéz obsahovat jiné struktury nez na bazi aminokyselin, napf. derivaty vitamind, mineraly,
lipidy nebo uhlovodany.

30 Masopust J.: ,,Patobiochemie bunky*, vyd. UK-2LF, Praha, skripta, 2003
3! Goodsell D.S.: , Bionanotechnology*, vyd. Wiley-Liss, Hoboken, NI, 2004, str. 16, ISBN 0-471-41719-X
32 Goodsell D.S.: , Bionanotechnology*, vyd. Wiley-Liss, Hoboken, NI, 2004, str. 69, ISBN 0-471-41719-X
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Obr. ¢é. 11. (B — struktura
proteinu thioredoxin 2TRX1

Alfa Sroubovice 3.10 Sroubovice Pi Sroubovice

thiorcdoxin 2TEX

1,6
nm

Obr. ¢. 10. Motivy a — Sroubovice proteinu

Zakladni charakteristiky protein(i shrnuli B. Alberts et al**:
o Kazdy typ proteinu ma jedineCné pofadi aminokyselin, které urluje jeho
trojrozmérnou strukturu a biologickou aktivitu

e Cetnost funkci, které proteiny zajistuji, prameni z obrovského mnozZstvi riiznych
tvaru, kterych mohou v prostoru nabyvat

e Svinuta struktura proteinu je stabilizovana nekovalentnimi interakcemi mezi rdznymi
¢astmi polyleptidového fetézce

e Pravidelné strukturni typy, jako jsou a-Sroubovice a (-struktura jsou bézné strukturni
motivy proteind. Vznikaji vodikovymi vazbami mezi sousednimi oblastmi
polypeptidové kostry

¢ Biologicka funkce proteinu zavisi na detailnich chemickych viastnostech jeho povrchu
a na zpUsobu jeho vazby k jinym molekuldm (ligandim)

e Trojrozmérna struktura proteinu se vyvinula tak, ze navazani malé molekuly mlze
vyvolat vyznamnou zménu ve tvaru proteinu

o Motorové proteiny generuji rozsahlé pohyby v burice

o Proteiny Casto vytvareji velké komplexy, které funguiji jako proteinové stroje

33 Alberts B. et al.: ,,Zaklady bun&né biologie“, Espero Publishing, Usti nad Labem, 2002, ISBN 80-902905-0-
4, str. 133
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V Casti 2.6. se nachazi stru¢na informace o proteinovém inzenyrstvi jako o dullezité
soucasti moderni biotechnologie. Jde o vytvareni proteinovych sekvenci, jejichz specifické
funkce jsou urCeny jejich trojrozmérnym tvarem. Cilem je mj. pfiprava umélych enzym( a
racionalni vyvoj lékl. Rozvoj proteinového inzenyrstvi byl umoznén rostoucimi znalostmi ve
védnich oblastech biologie jako je biochemie, biofyzika, molekularni a strukturni biologie,
genomika a proteomika®. V souasné dobé& do znaéné miry rozumime tomu, co proteiny
délaji a jak mohou byt jejich funkce modifikovany pro zlepSeni syntetickych struktur, véetné
uplné umélych proteinu.

Pfiklady nékterych obecnych funkci proteind se nachazeji v Tab. €. Il..

Tab. ¢. lI: Priklady nékterych obecnych funkci proteinu

Enzymy — existuje tisice rlznych enzymu. Jsou to molekuly, které Fidi vSechny chemické
pfemény probihajici v bufikach. Funguji zejména jako katalyzatory reakci. Hlavni typy
enzym(: hydrolazy, nukleazy, proteazy, syntazy, izomerazy, polymerazy, kinazy, fosfatazy,
oxidoreduktazy, adenosintrifosfatazy, lysozym

Strukturni proteiny — poskytuji mechanickou oporu bufikam a tkanim. Hlavni typy:
kolagen, elastin, tubulin, aktin, a-keratin

Transportni proteiny — pfenaseji malé molekuly a ionty. Hlavni typy: serumalbumin,
hemoglobin, transferrin, bakteriorhodopsin

Pohybové (motorové) proteiny — jsou puvodcem pohybu bunék a tkani. Hlavni typy:
myosin, kinesin, dynein, FoF1ATPaza

Zasobni proteiny — skladuji malé molekuly nebo ionty. Hlavni typy: ferritin, ovalbumin,
kasein

Signalni proteiny — pienaseji informacni signaly z buriky do bunky. Hlavni typy: insulin,
mnoho hormond, netrin, rastové faktory (NGF, EGF)

Receptorové proteiny — detekuji chemické a fyzikalni signaly v bufikach a pfedavaji je
bunikam ke zpracovani. Hlavni typy: rhodopsin, acetylcholinovy receptor, insulinovy
receptor, adrenergni receptor

Regulacni proteiny v genové expresi — vazi se na DNA a spoustéji nebo vypinaji
transkripci. Hlavni typy: laktosovy represor, mnoho homeodoménovych proteint

Proteiny se zvlastnim poslanim — maji velmi rozmanité funkce.

4.2.3. LIPIDY

Lipidy jsou chemicky nejednotna skupina hydrofobnich a amfifilnich latek, jez tvofi latkovou
podstatu nevodnych fazi zZivych soustav, zejména jejich membran. V dispergované formé
jsou obsazeny i ve vodnich fazich organizmd. Rozeznavame lipidy odvozené od mastnych
kyselin (jednoduché lipidy, sloZzené lipidy, glyceridy, vosky, fosfolipidy, glykoplipidy,
spingolipidy a prostaglandiny) a odvozené od isoprenu (terpenoidy, karotenoidy a steroidy)*.
Lipidy maji v organizmech funkci strukturni (jako sou€asti biologickych membran), ochrannou

* Genomika - vé&da, kterd studuje geny a jejich funkce. Je to i technologie, kterd vytvaii mapu vsech
genetickych informaci lidi, zvitat rostlin a mikroorganizmti,
Proteomika — je soucasti genomiky a zabyva se identifikaci proteinil v téle a stanoveni jejich tlohy
v zivotnich pochodech uvnité tél organizmt. Je to studium proteomu (soubor vSech proteini v daném
organizmu).

3> Technicky slovnik nauény, ¢ast K-L, vyd. Encyklopedicky diim, Praha, 2003, str. 383, ISBN80-86044-21-1.
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(tepelné a mechanicky izolujici tukova tkan, vosky na povrchu listll rostlin branici
nezadoucimu odpareni vody) a regulacni (steroidni hormony, vitaminy A, D, E, a K a].).
Zajimava heterogenni skupina lipidG jsou polarni lipidy. Jejich molekula obsahuje polarni
(hydrofilni) skupinu (polarni hlavici) a nepolarni (hydrofobni) ¢ast. Struktura polarniho lipidu,
v daném pfipadé fosfolipidu, které jsou hlavni sou€asti bunéénych membran, je na obr. €.
12. Celkova délka lipidové molekuly dosahuje 2 — 5 nm. Z téchto molekul pfiroda buduje
supramolekularni struktury o rozmérech od stovek nm ke stovkam pm.

Obr. ¢é. 12 Struktura membranového fosfolipidu
(Chemické sloZeni: hnéda ¢ast — cholinova skupina, béZova ¢ast — kyselina fosfore¢na, modra ¢ast —
glycerolova cast, zelena cast — rovny fetézec mastné kyseliny (nasyceny), Zluta ¢ast — fetézec mastné
kyseliny se zahybem (nenasyceny). Zahyb obsahuje cis dvojnou vazbu a ztéZuje pohyb v lateralni

roviné membréany.)
R A
R

rovinna
dvojna vrstva

agregace .H;%%i g»ﬁ’;ﬂj’

ve vodé q}k\ %%%é}é A,;‘«"
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Obr. ¢. 13 Struktury z polarnich lipidd
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PFida-li se k polarnim lipidim voda, vytvori se komplexy, ve kterych uhlovodikové konce se
vyrovnaji ve vnitini oblasti struktury a vSechny ve vodé rozpustné hlaviCky vytvori povrch
struktury. Vznikne typicka lipidova dvojna vrstva, ktera je bud zaklad struktury bunéénych
membran, nebo se vytvofi sférické micely (napf. lipozom) — obr. €. 13. Proces vytvareni
lipidovych vrstev probiha samoorganizaci (self-organization). Tvar dvojné vrstvy je typicky
pro lipidy s valcovym tvarem, maji-li lipidy konicky tvar, je jejich nejstabilngjsi konformaci
micela.

Védecka revoluce na konci 20. stoleti pfinesla éru genomiky s jejim zaméfenim na
sekvencovani genli a na vytvarenim map vSech genetickych informaci lidi, zvifat rostlin a
mikroorganizmu. Po ni nasleduje éra proteomiky, ktera se zabyva identifikaci proteinu v téle
a stanoveni jejich Ulohy v Zivotnich pochodech uvnitf t&l organizm(®. Pfed nami nyni stoji
nova éra, ktera bude zamérena na rozpoznani ulohy lipidu. Lipidomika zahrnuje teoretické a
experimentalni kvantitativni studium napf. samosestavovani lipidd a membran, interakce
lipid — protein a lipid — gen, biofyzikalni vlastnosti struktury lipidd, jejich funkce a dynamiku.
Ocekava se vyuziti lipidd v nanotechnologiich.

4.2.4. POLYSACHARIDY

Polysacharidy jsou biopolymery slozené z makromolekul obsahujicich jako monomerni
jednotky vyhradné jednotky odvozené od monosacharidl, které jsou spojeny glykosidovymi
nebo acetalovymi vazbami. Polysacharidy jsou v pfirodé nejrozSifenéjsi polymery. Jsou
pFitomny ve vSech organizmech, kde pini riizné vyznamné funkce®’:

o Vytvareji nékteré strukturni molekuly (celuloza, chitin, pektiny, hemicelulozy,
hylauronova kyselina atd.) nebo jejich soucasti (stavebni glykoproteiny, glykolipidy
biologickych membran, proteoglykany pojivové tkané)

e Jsou soucasti (deoxy)ribonukleosidl se podileji na struktufe informacnich molekul
(DNA, RNA) a dalSich latek (napf. ATP)

e Tvofi pohotovou energetickou zasobu organizmu (Skroby u rostlin, glykogen u
Zivogich(, sacharoza, glukoza®)

e Jsou jednou ze zakladnich Zivin heterotrofnich® organizmui

Polysacharidy jsou ze ¢&tyf zakladnich molekularnich struktur nejvice rGznorodé. Cukry,
stavebni bloky polysacharidl, jsou pokryty hydroxylovymi skupinami. Polymery vznikaji
spojenim hydroxylovych skupin, ¢imz nabizeji mnoho moznych konfiguraci k polymerizaci. V
pfirodé je konstruovano mnoho riaznych linearnich a vétvicich se polymerd pro rizné ucely.
VétSina polysacharidu jsou linearni polymery o tloustce méné nez 2 nm a jsou prikladem
jednorozmérné nanostruktury. Jednoducha glukéza cukru se vyskytuje v nékolika formach.
Dvé zakladni jsou znazornény na obr. €. 14 b,c. Chemicky vzorec a — glukozy je na obr. €.
14a. Atomy uhliku na obr. &. 13 b,c jsou modré, atomy kysliku zelené a atomy vodiku jsou
¢erné. Oba druhy glukozy se liSi pouze ve vazbé skupiny OH a vodiku na atomu uhliku ¢&. 1.
(viz sméry Sipek). Tento maly rozdil méa vSak dalekosahlé nasledky na strukturu vysSich
sacharid.

Je-li B - glukéza pfipojena pficnou vazbou (B1 — 4), pak vytvari dlouhy rovny fetézec, ktery
se pouziva pro strukturalni viakna v celuléze, jako je tomu napfiklad u pevnych bavinénych
vldken — obr. €. 15. Je-li vSak pouzita lehce odliSna pficna vazba (a1 — 4), pak fetézce tvori

36 ,,Co je proteomika?*, dokument Proteomické sekce CSBMB, www.czproteo.cz/proteomics.cs.php.

37 Koditek M.: , Biochemické pojmy — vykladovy slovnik®, vyd. VSCHT, Praha, 2004, ISBN 80-7080-551-X

¥ Glukéza (hroznovy, téZ krevni cukr) je monosacharid, sacharoza (tftinovy a fepny cukr) je disacharid

** Heterotrofie — neschopnost organizmu syntetizovat organické latky z anorganickych, zejména neschopnost
vyuzit CO, jako zdroj uhliku (napf. ¢lovek, nezelené rostliny, mikroorganizmy)
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pevné svitky a vznikaji zrnka Skrobové moucky. Rozvétvené fetézce se také vyuzivaji k
mnoha specifickym funkcim a pfipojuji nové fetézce z mnohocetnych mist do jediného bodu
vétve cukru. Prikladem je glykogen. Je to dendrimer sloZzeny z mnoha rozvétvenych fetézcu
glukézy. Pouziva se pro skladovani glukézy, takze tato pevna dendrimericka forma je
kompaktni a je-li potfeba, ma mnoho volnych koncu pro odstranéni jednotlivych cukra.

“CH.OH
H :E.__'q H 1 1
Nt \{
i‘(]‘.!ll H/™
0 Cc—c OH
er .
Orl alfa-D-glukopyranéza beta-D-glukopyrandza
(alfa-glukdza) (beta-glukéza)
a) b) c)

Obr.¢. 14 Zakladni struktury glukozy

i

Obr. ¢é. 15 Celuloza — linearni polymer (8 - glukozy

Mnoho hydroxylovych skupin u polysacharidi vytvafi vodikové vazby s jinymi donory a
akceptory vodikovych vazeb, a tudiz nabizi dva zpUsoby interakce. V nékterych pfipadech
se jednotlivé fetézce polysacharidld sdruzuji s velkym objemem vody, a tvofi tak husté
roztoky lepivého gelu. V této podobé pokryvaji uhlovodiky vétSinu naSich bunék, a utvari tak
lepivy ochranny obal. Glykoproteiny ve slizu signalizuji, jaké budou jejich vlastnosti. V jinych
pfipadech se uhlovodikové fetézce spojuji tésné svymi bocnimi stranami, ¢imz dochazi k
sefazeni hydroxylovych skupin a ke vzniku velmi pevnych viaken, které maji uvnitf jen malo
vody. V této formé se polysacharidy vyuzivaji pro infrastrukturu ve velkém méfitku a ke
skladovani energie. Nékteré nejimpozantnéjsi vytvory biologie, vCetné statnych kmenu
stromu a tvrdych vrchnich krunyft ¢lenovctll, vdéci za svou pevnost polysacharidim.
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4.3. BIOLOGICKE NANO - A MIKROSTRUKTURY

Pfiroda umi vytvaret materialy a molekularni stroje vyjimecnych vlastnosti spontannim
sestavovanim atomd a molekul zplsobem, ktery nazyvame ,zdola — nahoru® (bottom — up).
Mohli bychom jmenovat nespocetné piiklady vyslednych struktur, napf.: musle, perly, koraly,
kosti, zuby, dfevo, hedvabi, rohovinu, kolagen, svalova vlakna, hemoglobin, membranové
kanaly, molekularni motory, fotosynteticka reakéni centra pro pfeménu svételné energie na
elektrickou atd. Prfiroda vytvari tyto velmi rlznorodé objekty z malého pocétu zakladnich
stavebnich kamenu. Stadi ji na to 20 aminokyselin, nékolik nukleotidll, asi 10 lipidovych
molekul a kolem 20 cukr(. Z téchto zdanlivé jednoduchych stavebnich kamenu jsou pfirodni
procesy schopny vytvofit enormni mnozstvi rozdilnych strukturnich jednotek Ty se mohou
dale samy sestavovat a organizovat do struktur, materialll a molekularnich stroju, které jsou
nejen vysoce presné, pruzné a schopné se opravovat, ale jsou schopné samostatné
existovat nebo i dale se vyvijet. Je proto velkou vyzvou napodobovat schopnosti biologickych
systémua premeénovat energii, vytvaret biomasu, ukladat informace, rozpoznavat, citit,
pohybovat se, samostatné se uspofadavat a reprodukovat. Obor, ktery se zabyva
napodobovanim pfirodnich materiali, struktur a procest se nazyva biomimetika*

Je pozoruhodné, ze téméF bez vyjimky existuji biomolekularni analogy konvenénich
funkénich zafizeni, v€etné strukturnich slozek, vodi¢u, motorl, pohonnych hfideld, potrubi,
pump, vyrobnich linek a programovatelnych fidicich systémd*'. Nage sougasné schopnosti
vytvaret jednoduché molekularni nastroje, zafizeni, materialy a stroje jsou zatim primitivni ve
srovnani s moznostmi pfirody. Vyzkum aplikaci biomimetickych nanostruktur a jejich aplikaci
se v8ak rozviji se znaCnou intenzitou. V této kapitole upozornime na hlavni strategie, jez
pouziva pfiroda pfi sestavovani struktur, na prostfedi, ve kterém to provadi a na nékteré
vyznamné biologické nanostruktury a nanostroje.

4.3.1. STRATEGIE VYTVARENI STRUKTUR NA MOLEKULARNi UROVNI

Zakladnim pfirodnim zakonem vytvareni objektl a systému ve vSech méfitkach, od molekul
po galaxie je jejich spontanni sestavovani bez vnéjSiho popudu. Pfiklady spontanné
sestavenych systém( zahrnuji napf. hejna ryb v mofi, hejna ptaku, stada divokych zvirat,
vytvareni mravenist a termitist, rizné typy pocasi, solarni systémy, histogenezi (proces
vyvoje embryonalnich tkani v tkané definitivni), samovolné vytvofené monovrstvy, olejové
kapky ve vodé atd.

Z termodynamického hlediska se rozliSuji dva zpusoby vytvareni objektd a systému:

e samosestavovani (self-assembly)*?, kdy ke spojovani zakladnich prvkd dochazi za
podminky termodynamické rovnovahy a v uzavieném systému

e samoorganizace (self-organization), ktera vyzaduje situaci daleko od
termodynamické rovnovahy a je mozna pouze v otevienych systémech.

" Biomimetika — viz napf. M.Sedlak, P.Ka$parova: ,,Biomimetika a biomineraly*, Vesmir, 82, 2003, str. 616

1 Wilson M. et al: ,,Nanotechnology — Basic Science and Emerging Technologies®, Chapman & Hall CRC, New
York, 2002, ISBN 1-58488-339-1, str. 113

2V testing neni preklad pojmu ,,self-assembly* ustalen. Vyskytuji se nasledujici preklady: samouspoiadavani,
samouspofadani, samosestavovani, samosestaveni, sebesestavovani, samoskladani, samoskladba, sebeskladba,
samovolné usporadani, sebeutvareni, autoagregace.
Anglicky vyraz navozuje pfedstavu mechanického (fyzikalniho procesu). Pfi molekularnim self-assembly
vSak jde o slozity proces chemickych vazeb ve fyzikalnim prostiedi pfi souCasném predavani informaci, pii
kterém se ze zakladnich prvki (molekul) spontanné vytvareji slozitéjsi systémy. Z divodu odliseni od
strategie samoorganizace, pii které dochazi pouze k usporadani prvkt nebo struktur systému do struktur
vy$siho fadu, se v této praci pouziva pro pojem self-assembly vyraz samosestavovani.
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4.3.1.1. Biomolekularni samosestavovani

Samosestavené systémy se mohou cilené nebo nahodile samoorganizovat do
hierarchickych struktur, které mohou mit formu spojeni s makrosvétem*.

Whitesides' definuje molekularni samosestavovani jako ,spontanni sestavovani molekul za
podminek termodynamické rovnovahy do strukturovanych, stabilnich, nekovalentné
spojenych agregatd“. Pfi samosestavovani nedochazi k ovliviiovani procesu zvnéjSku. Na
rozdil od samoorganizujicich se struktur, struktury vzniklé pfi samosestaveni maji pfesnou
strukturu, velikost a tvar. Struktury vytvofené samosestavenim jsou modularni a vyzaduji
specifickou geometrii pfi interakci mezi moduly. Pro snizeni objemu informaci potfebnych pro
konstrukci, pro zajisténi kontroly chyb a pro vytvareni struktur se symetrickymi funkénimi
tvary se Casto pouziva symetrickych modulu.

Uspéch samosestaveni v molekularnim systému je uréen péti charakteristikami*. Jsou to:

1) Slozky systému — molekuly nebo €asti makromolekul, které jsou spolu v interakci. To
vede od méné uspofadaného stavu (roztok, neuspofadané agregaty, nahodné svitky)
ke kone¢nému, vice uspofadanému stavu (krystal nebo slozena makromolekula).

2) Interakce — samosestavovani probiha, jsou-li molekuly ve vzajemnych vyvazenych
pfitazlivych a odpudivych interakcich. Tyto interakce jsou vSeobecné slabé a
nekovalentni (van der Waalsovy a Coulombovy interakce, hydrofobické interakce a
vodikové vazby). Pozorovaly se v8ak i slabé kovalentni vazby (koordinaéni vazby).
Komplementarita tvard komponent samosestavovani je téz velmi dulezita.

3) Reverzibilita nebo pfizplsobivost — pfi vytvafeni uspofadanych struktur
samosestavenim musi byt umoznéno jednotlivym slozkam pfizplsobit svoji polohu
uvnitf vznikajiciho agregatu nebo sdruZovani slozek musi byt reverzibilni. Pevnost
vazeb mezi slozkami musi byt srovnatelna se silami majicimi tendenci vazby zrusit.
V pfipadé molekul jsou sily vytvareny tepelnym pohybem. Procesy, pfi kterych kolize
mezi molekulami vedou k nevratnému branéni pohybu sloZek, vytvareji skla a ne
krystaly.

4) Prostfedi — Samosestavovani molekul obvykle probiha v roztoku nebo na rozhrani,
které dovoluje pozadovany pohyb slozek.

5) Transport hmoty a agitace — Molekuly musi byt pohyblivé, aby mohlo samosestaveni
probihat. V roztoku zajiStuje tepelny pohyb vétSinu pohybu potfebného k uvedeni
molekul do kontaktu. Zajisténi pohyblivosti slozek je velmi vyznamnou podminkou
samosestavovani.

Schematicky pfiklad molekularniho samosestavovani je na obr. €. 16.

SAMO-
. SESTAVOVANI
Tektony Mezistuper

Obr. ¢é. 16 Hypoteticky proces molekularniho samosestavovani

* Drain Ch.M.: Self-organization of Self-assembled Photonic Materials into Functional Devices: Photo-
switched Conductors®, PNAS, 99, 2002, str. 5178

* Whitesides G.M., Boncheva M.: ,Beyond Molecules: Self-assembly of Mesoscopic and Macroscopic
Components®, PNAS, 99, 2002, str. 4769
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4.3.1.2. Biomolekularni samoorganizace

Samoorganizace, na rozdil od samosestaveni, vyZzaduje situaci daleko od termodynamické
rovnovahy a je mozna pouze v otevienych systémech. Existuje fada definici tohoto pojmu,
napf.: ,Samoorganizace je spontanni rozvoj nerovnovazné struktury na makroskopické
urovni zpusobeny Kkolektivni interakci mezi velkym poctem jednoduchych, obvykle
mikroskopickych objekt“*®. Vysledné struktury se asto nazyvaji disipativni struktury (ménici
energii v teplo) a vyzaduji externi zdroj energie. Vnitfni organizace systému se automaticky
zvétSuje bez toho, Ze by dochazelo k popudim zvnéjSku. Se samoorganizaci se setkavame
ve fyzice, chemii, biologii, matematice a pogitadovych v&dach i v lidské spoleénosti.
Samoorganizace v oblasti bunécné biologie (molekularni samoorganizace) mulze byt
definovana jako kapacita makromolekularniho komplexu nebo organely urcit svou strukturu
zaloZenou na funkéni interakci svych slozek*”. Procesy probihajici uvnitf samoorganizované
struktury nejsou podporovany zadnou pevnou kostrou, spiSe ur€uji jeji organizaci.

Typickym pfikladem samoorganizace je cytoskelet v burice (obr. €. 28). Cytoskelet je slozita
sit’ proteinovych vilaken v cytoplasmé eukaryontni buriky, ktery burice zajiStuje polarni tvar a
schopnost fizeného pohybu. NejhojnéjSimi sloZzkami cytoskeletu jsou aktinova vlakna,
mikrotubuly a intermediarni filamenta. Cytoskelet se v8ak nepodoba kostfe naseho téla, ale
je to vysoce dynamicka struktura, ktera je neustale reorganizovana béhem toho, jak burika
méni tvar, déli se nebo reaguje na zmény ve svém okoli. Vazby mezi slozkami
samoorganizujici se struktury jsou nekovalentni.

Samoorganizace je perfektni strategie pro vytvareni struktur, které jsou pruzné, houzevnaté
a samoopravitelné. Samoorganizované systémy nemaji vnitfni kontrolu procesu, a proto
vzniklé struktury maji vzdy urCity stupen volnosti, napf. velké pfesné nedefinované povrchy,
coz umoznuje mnozstvi interakci podobného charakteru sousednich moduld.

Rozdil mezi samosestavovanim a samoorganizaci je schematicky znazornén na obr. €. 17.

Samosestavovani Samoorganizace

Obr. ¢. 17 — Samosestavovani versus samoorganizace

Pri samosestavovani se jednotlivé slozky sestavuji do stabilni statické struktury, ktera
Je v termodynamické rovnovaze. Pii samoorganizaci se sloZky uspofadavaj do stale
se vytvarejici dynamické struktury.

45 Coveney P., Highfield V.: ,,Frontiers of Complexity®, Fawcett Columbine, New York, 1995, str. 432.
*® http*//en.wikipedia.org/wiki/Self organization
" Misteli T.: ,,The Concept of Self-organization in Cellular Architecture®, J.Cell Biology, 155, 2001, str.181
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4.3.2. BIOLOGICKE PROSTREDiI V NANOROZMERECH

Biologické stroje se odliSuji od jakychkoli stroja, které konstruujeme pomoci naSich divérné
znamych technologii, jez svymi rozméry odpovidaji lidskym pozadavkum. PFirodni
biomolekuly jsou organické, utrobni a Casto maji ty nejneuvéfitelngjsi tvary, narozdil od
designersky upravenych tvara lidskych vytvord. Vykonavaji svou praci v cizim prostfedi, kde
konstantni pohyb tepla plsobi, Zze dil¢i soucasti téchto biomolekul jsou timto pohybem
neustale roztahovany a tlaCeny. Tyto biomolekuly drzi pohromadé slozitym komplexem
vazebnich a nevazebnich sil. Protoze se nachazeji v malé rozmérové Skale, jsou témér
imunni k zakonum pfitazlivosti a setrvacnosti, které na lidmi vytvorené stroje pusobi. V tomto
nano a mikrosvété plati odliSna pravidla

4.3.2.1. Pritazlivost a setrvacnost

Na makroskopické objekty pusobi vlastnosti hmoty. U objektu, jejichz velikost se pohybuje v
centimetrech nebo metrech, jsou fyzikalni vlastnosti jako je tfeni, pevnost v tahu, pfilnavost a
pevnost ve smyku srovnatelné co do velikosti se silami, které vyvolava setrvaCnost a
pfitazlivost. Tato rovnovaha se vSak méni, sméfujeme-li k vétSim nebo mensim objektim.
Prejdeme-li k vétSim objektim, zjistime, ze zakony zmény méfitka tuto rovnovahu méni.
Hmota narusta s krychlovym objemem velikosti objektu a vlastnosti jako je pevnost a tfeni se
zintenzivnuji linearné nebo s ¢tvercem velikosti. U tak velké struktury, jakou pfedstavuje
budova, mize navySeni setrvacnosti nebo hmotnosti rychle zvitézit nad jeji stoupajici
pevnosti. Tyto zakony zmény méfitka jsou znamé a nemuzeme budovat libovolné velké di
vysoké stavby.

Tyto zakony zmény méfitka plati i v opacném sméru, a kdyz sméfujeme k mensim a mensim
objektim, maiji opacény ucinek. Objekty na mikrometrické Urovni, jako jsou jednotliva zrna
pisku nebo jednotlivé bunky, jiz reaguji jinak nez objekty na makrometrické Uurovni.
Setrvacénost zde jiz neni dulezitou vlastnosti, takze naSe intuice nas mulze zavést k
nepatficnym zavéram. Napf. uvedme prekvapivé viastnosti bunék bakterii, které plavou ve
vodé. Tyto burky vyuzivaji dlouhého spiralovitého bi€iku, aby se jim samy pohanély ve vodé.
Kdyz bunka prestane otacet biCikem, mohli bychom ofekavat, Zze pomalu sjede doll a
zastavi jako to déla ponorka v oceanu. Vzhledem k tomu, Ze méfitka setrvaénosti ve vodnim
prostfedi maji k viskdznim silam odliSnou souvztaZznost, bufika se vlastné zastavi na
vzdalenost mensi, nez je pramér jednoho atomu*.

Pritazlivost je rovnéz zanedbatelnou silou v tom pfipadé, kdyz se zabyvame malymi objekty.
Na ¢innost malych objektll pusobi jejich interakce se sousedicimi objekty. Molekuly ve vodé
a ve vzduchu jsou v neustalém pohybu a stale bombarduji malé objekty ze vSech stran.
Jemny prach tak zUstane viset ve vzduchu namisto toho, aby rychle spadl na podlahu a
objekty ve vodé, divame-li se na né mikroskopem, vykonavaji nahodny Brown(v pohyb.
Pritazlivé sily plsobici mezi malymi objekty jsou rovnéz silnéj$i nez sily gravitace. Mouchy i
gekoni vyuzivaji téchto pfitazlivych sil, a proto umi Splhat po sténach. Podobné je tomu u
kapek vody, které mohou viset ze stropu vlivem pusobeni téchto pfitazlivych sil.

4.3.2.2. Tepelny pohyb

Pfiroda vytvafi pfesné bionanomaterialy a bionanostroje na molekulové urovni, které pak
uzavira do bunécného prostoru. Jednotlivé casti pak vzajemné reaguji prostfednictvim
nahodného pohybu a difuze. Bionanostroje pracuji v chaotickém prostfedi. Jsou neustale
bombardovany molekulami vody. Nejsou-li pevné vazany na jednom misté, zcela nahodné

* Goodsell D.S.: ,,Bionanotechnology*, vyd. Wiley-Liss, Hoboken, NJ, 2004, str.11, ISBN 0-471-41719-X
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se rozptyli. Bionanostroje pracuji tak, ze vytvareji interakce s jinymi bionanostroji, v pribéhu
své Cinnosti zapadnou do sebe a pak se od sebe odtrhnou. Jestlize dvé molekuly zapadaiji
tésné do sebe a hodi se k sobé dobfe i svymi chemickymi skupinami, budou spolu vzajemné
reagovat po dlouhou dobu. Jsou -li jejich interakce slab$i, budou navzajem reagovat pouze
doCasné a nasledné se pak presunou k dalSim molekulam. Pfi peclivé provedené konstrukci,
tykajici se pevnosti téchto interakci, mohou bionanostroje vytvofit stabilni molekularni
spojniky (linkery), které vydrzi celé roky, nebo citlivé senzory, které vycituji prchavé stopy
mnoha molekul.

Bunky jsou slozité, obsahuji miliény proteint. Otazkou je, zda difuzni pohyb staéi na to, aby
v tomto mnozstvi byla mozna interakce mezi témi spravnymi partnery. V rozmérové Skale
buriky je v8ak difuzni pohyb pozoruhodné rychly. Uvolni-li se uvnité bunky typicky protein, je
velice pravdépodobné, Zze béhem jedné setiny vtefiny se bude nachazet kdekoli v burice a je
velmi pravdépodobné, Ze dojde k zadouci interakci.

4.3.2.3. Vodni prostredi

Tvar a funkci biomolekul Fidi dvé véci: chemicka vazba jejich atoml a neobvyklé viastnosti
vody, ktera tyto biomolekuly obklopuje. Energetika této interakce je zcela odliSna od
¢ehokoliv, s &im mame zkusdenost v nadem makroskopickém svété.

Voda je neoby€ejna substance a ma specifické pfednosti. Molekuly vody velice silné reaguiji
spolu navzajem prostiednictvim vodikovych vazeb. Neoodéluji se snadno a nereaguji
vzajemné s jinymi molekulami, pokud jim tyto jiné molekuly nemaji co nabidnout. V
biomolekulach jsou oblasti, které maiji nabité elektrony a oblasti, bohaté na vyskyt atom
dusiku a kysliku; tyto oblasti reaguji pfiznivé s vodou. Snadno se rozptyli do vodniho
roztoku. Oblasti, které jsou bohaté na uhlik, vSak nemohou vytvaiet nezbytné vodikové
vazby a maji tendenci se shlukovat do olejovych kapek, ¢imz se minimalizuje jejich kontakt s
okolnim vodnim prostfedim.Tento proces byl nazvan terminem "hydrofobicky efekt", pficemz
nazev "hydrofobicky" se vztahuje k atomim uhliku. Hydrofobicky efekt pusobi velmi silné na
tvar a funkci biologické molekuly. Samotna geometrie molekularniho fetézce umozhuje
vytvareni mnoha typu struktur. Kdyby to vS§ak bylo v§echno, nebyl by mozny Zivot - fetézce
by pouze vzacné vytvofily samostatnou jasné vymezenou strukturu. Kdyz jsou biomolekuly
umistény do vody, reaguji na okolni prostfedi tak, ze se poskladaji do struktury, ktera ma
hydrofobické oblasti zasunuty dovnitf a na povrchu této struktury se vyskytuji rGzné skupiny,
které se vazou na vodu.. U proteinll je fetézec nejCastéji stlacen do kompaktni globule. U
DNA jsou pary baze bezpeéné izolovany uvnitf, pficemz silné nabité fosfaty zUstavaji na
povrchu. U lipidd je mnoho jednotlivych molekul stlaceno dohromady, aby vytvofrily
membrany, a jejich hydrofobické atomy jsou uloZeny jako sendvi¢ mezi vrstvami nabitych
atoma, které maji rady vodu. Jsou-li vytvofeny bez vad (tak jako je tomu s velmi vysokou
pravdépodobnosti u vS8ech pfirodnich biologickych molekul), vznikd kompaktni jedina
struktura, kterou je bionanostroj s takovou stavbou, jeZz je pro vykonavani jeho prace
nejlepsi.

4.3.3. HIERARCHICKE USPORADANI

Biomolekuly vytvareji struktury, které jsou idealni pro aplikace v nanotechnologiich pro svoji
schopnost rychlé, kontrolovatelné hierarchické montaze. Hierarchie biologickych struktur
zaCina monomernimi molekulami (napf. nukleotidy, aminokyseliny, lipidy), které vytvareji
polymery (napf. DNA, RNA, proteiny a polysacharidy), poté vysSi celky (napf. membrany a
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organely) a kone¢né bunky, organy, organizmy a pak celou populaci. Jak bylo uvedeno,
zakladni technologii vytvareni hierarchickych biologickych struktur je samosestavovani.

v

Prikladem hierarchické struktury je vlas (chlup, srst) — obr. &é. 18%. Vias je biologicky
polymer. Pfes 90 % jeho suché hmotnosti tvofi protein keratin. Za normalnich podminek
obsahuje vlas cca 10 % vody, coz vyznamné modifikuje jeho mechanické vlastnosti.
Zakladni strukturou je a-Sroubovice keratinu (viz obr. €. 10). TFi Fetézce keratinu jsou svinuty
do protofibrily. Seskupeni té&chto molekul tvofi mikrofibrily (mikroviakno, spravné -
nanovlakno). Tyto mikrofibrily vytvareji velké fibrily (makrofibrily). Keratinové fibrily pak tvofi
bunky (vrstvy ¢i lamely) vietenovitého tvaru, které vytvareji vnitini vrstvu vlasu — kortex — viz
obr. €. 19. V kortexu se nachazeji pigmentova zrnka (melanocyty).

Vnéjsi ochranné vrstvy vlasu — kutikuly (lidsky vlas jich ma 6 — 8), jsou tvofeny bezbarvymi
burikami. Kutikuly reguluji chemické napadeni vlasu, jeho poSkozeni a chrani vlas pred
pfehfatim i vysuSenim. Buriky kutikul se navzajem prekladaji, jako stfedni tasky — obr. €.
20.

Alfa - Sroubovice  Protofibrila

Mikrofibrila ~ Makrofibrila  Burka

0,15 nm 2 nm 8 nm 200nm 2pum 20pm

Obr. é. 18 Hierarchicka struktura viasu

A \ . kerbex (kiira)
> medula (dfed)
H ? . viasovd kutikula
J o T viasowy stvol
4 B3 L nitrnd pouzdro kotene

vndisl pouzdro kofene

e Brazdini membrdna
T viasovy folikul

£ ’é:‘:’?' e — viasovd papila
pigmentové burdiky
(melanocyty)

i matrix
ol trichocyty
: cévy

Obr. é. 19 Schéma uloZeni viasu v ktizi

* Vincent J.: , Materials Technology from Nature®, Metals and Materials, 1/1990, str.7
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Obr. €. 20 Povrchova struktura povrchu viasu

Jsou navzajem propojeny zvlastnim tmelem obsahujicim proteiny a lipidy. Centralni dutou
Casti vlasu je dfefi (medula), ktera slouzi k vyzivovani vlasu a ovliviiuje lesk viasu. Vznikla
struktura je velmi pruzna a relativné pevna. Je schopna samostatného rustu (rychlost ristu je
pfiblizné 11 cm ro¢né, tj. 3 nm/sec.) a sama se opravuje. Uvedeny pfiklad patfi mezi
sJjednoduché® struktury, které pfiroda utvafi, nicméné, jde o slozity biologcky systém, splfiujici
fadu fukci. Dal$i informace o vlasech Ize nalézt napt. v asopise 21. stoleti*.

4.3.4. BIOMINERALIZACE

Zakladni slozky v molekularnich systémech maji rozméry mensi nez 1 nm nebo ve spodni
Casti nanometrické Skaly (Tab. €. I). Pfiroda nam ukazala, Ze samosestavovanim je mozné
vytvaret ztéchto zakladnich kamenl objekty vétSich systémech, v méfitku nanometrq,
mikrometr( i ve vétSich rozmérovych Skalach — obr. €. 18. Pro vytvareni ohromujiciho
mnozstvi zivych forem pouziva pfiroda pfitom jen nékolik druh materiald. Za pfiklad mize
slouzit protein kolagen®!, ktery je pfirodou pouZivan riiznymi zplisoby pro feseni velmi
rozmanitych Ukolu. PFirodni materialy jsou vétSinou sloZzeny z organickych a anorganickych
krystall a z amorfni faze. Organicka faze vSeobecné zaujima jen malou ¢ast celkového
objemu a ma funkce sahajici od utuzovani tkani po syntetizovani vysoce funk&nich mineralu.

Anorganickou sloZku mohou tvofit monokrystaly nebo agregaty vysoce usporadanych
souborl, umoznujici vytvareni hierarchické struktury v rdznych délkovych Skalach. Z hlediska
vlastnosti tohoto kompozitu ma prvofady vyznam rozhrani mezi mékkou organickou hmotou
a relativné tvrdym anorganickym materialem. Pro zajiSténi integrity rozhrani za danych
napétovych podminek pouziva pfiroda rizné strategie.

Za ucelem syntézy funkénich organicko-anorganickych naterialt vyvinula pfiroda novy druh
chemie, ktery sloucil syntézu a konstrukci ,tvrdé“ anorganické a ,mékké“organické hmoty.

% M.Koukal ,,Vlasy, chlupy, nehty, srst”, 21. stoleti, bfezen 2005, str. 68

*! Kolagen je vlaknity strukturni protein. Je hlavni slozkou extracelularni matrix v tkanich. Existuje v celé fadé
forem, nejcastéji jako typ I v kazi, Slachach a kostech, jako typ II v chrupavce, jako typ IV v bazalnich
laminach (druh membrany oddé€lujici napt. svalové buniky od pojivové tkang).
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Tuto védu uplatnila pfiroda pfi vytvareni tvrdych soucéasti Zivych organizm( jako jsou napf.
makroskopické struktury ustfic, korall, slonoviny, kosti a zubni skloviny. Pouzita technologie
se nazyva biomineralizace.

Biomineralizace je proces, pfi némz organizmy produkuji anorganickeé latky, tzv. biogenni
mineraly, které se stavaji sougasti jejich organizmu. Biogenni®* mineraly (biomineraly) se
nejCastéji podileji na slozeni schranek (slouzicich jako ochrana pfed predatory a jako opora
téla) nebo vnitfnich koster (tvoficich oporu mékkého t&la). Clovék a vsichni savci maji ve
svych kostech a zubech kalcit a apatit. MékkySi si vytvareji vapnité schranky a slepice
"vyrabi" kalcit, ze kterého jsou sloZeny vaje¢né skofapky. VétSina korall chrani své télo
kostrami z aragonitu. Nékteré organizmy maji malé krystalky minerall v rovnovaznych
organech. Pomoci nich vnimaji polohu téla. Pfeslicky pro zpevnéni ukladaji ve svych télech
mikroskopické krystalky kfemene. Ne vSechny biomineraly jsou v organizmech zadouci,
napf. biomineral monohydrat Stavelanu vapenatého je hlavni slozkou mocovych kamena.
Pfehled hlavnich mineralt vytvarejicich se samosestavovanim v Zivych organizmech je
uveden v Tab. €. lII.

V uplynulych 25 letech se biomineralizace stala stfedem pozornosti zejména pro unikatni
vlastnosti biomateriald — kompozitli biogennich mineralli, organické krystalické a amorfni
faze. Udast biomolekul na nukleaci a riistu krystalt evokovala zajimavé otazky souvisejici
s molekularnim rozpoznavanim.

Kontrola rozméra krystall pfirodou, jejich tvaru a krystalografické orientace je neobyCejna a
vysledné vlastnosti jako napf. vysoka pevnost, odolnost proti lomu i esteticky vzhled jsou
atributy, které jsou hnaci silou dalSiho zkoumani.

Ackoliv spojeni organickych latek s biologicky vyrobenymi mineraly bylo dokumentovano jiz
pfed dlouhou dobou, teprve v posledni dobé byla vytvofena urcita koncepce, ktera dovoluje
vysvétleni prekvapujiciho kontrastu mezi morfologickou rozdilnosti a udivujici specifiCnosti
biomateriald v kostrach bezobratlych, ve srovnani s extrémné nizkym poctem minerall
ucastnicich se na procesu (nejvice uhliitan vapenaty, fosfore€nan vapenaty a hydratovany
oxid kfemigity).

V souCasné dobé se do uréité miry porozumélo tomu, jak Zzivé organizmy Fidi rist
mikrostrukturalnich jednotek pfi vytvarfeni tvrdych ¢asti. Byly identifikovany dva hlavni
aspekty tohoto procesu — tvorba vysoce specializovanych organickych makromolekul
(vétSinou extracelularnich) a stala interakce mezi organickymi slou¢eninami a rostouci
mineralni fazi. V pribéhu iniciace procesu, kdy nové vzniklé biomineraly nukleuji na Cisté
organickém templatu a v nasledujici fazi rastu (obvykle polycyklické, rezultujici v krystaly
dlouhé az nékolik mm) je vyvoj biominerall stale kontrolovan specificky vznikajicimi
organickymi molekulami, které v nich zUstavaji zachyceny.

Tento biologicky fizeny rust je hlavnim faktorem zpusobujicim morfologickou rdznorodost a
specifiCnost slozeni biomaterialu a je téZ zodpovédny za specifické geologické chovani, které
se projevilo v priibéhu procesu fosilizace.

Jednou z velkych vyzev materidlové védy je stanoveni mechanism, kterymi zivé organizmy
fidi syntézu materiall. Je to kli¢ k velmi rozliénym problémim, od biomimetické syntézy
nanostruktur k porozuméni ptvodu Zivota na Zemi.

Je pozoruhodné, Ze pfirodni Zivé systémy pfi své syntéze sleduji nejen optimalni spotfebu
energie, svoji integritu a vyuziti prostoru, ale i fadu jinych funkci. Napf. pera, vedle své hlavni
funkce pomahat ptakum létat, maji za ukol izolovat je od prostfedi. Ryby snizuji odpor proti
svému pohybu jak chemickymi, tak konstruk&nimi opatfenimi.

>2 Biogenni — vznikly za Géasti Zivych organizmi
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Tab. €. lll Pfehled hlavnich minerald v Zivych organizmech a jejich funkce

Biogenickeé Vzorec Organizmus Biologicky Biologicka funkce
mineraly vyskyt
Uhli¢itany CaCO; Mnoho mofskych | lastury ,ulity, exoskeleton, optické,
vapenaté (Mg,Ca)CO; organizm(, Aves, | o¢ni Cocky, mechanicka pevnost,
(kalcit, vaterit, | CaCO - nH,O rostliny, savci krabi kutikula, | ochrana, receptor gravitace,
aragonit, Mg- skorapky, plovaci systémy, ulozisté
calcit, amorfni) listy, Ca

vnitfni ucho
Fosforecnany | Caqo(PO4)s(OH), Obratlovci, savci, | kosti, zuby, endoskeleton, skladovani
vapenaté Cas(P04,C0O3)3(OH) | ryby, Supiny, zabry, | iontl, Fezani/drceni,
(hydroxyapatit, | CagH(PQO4)s dvouskofepinové | mitochondrie | ochrana, prekurzory
dahllit) musle
Stavelany CaC,0,4.H,0 Rostliny, houby, | listy, stélky ochrana/zastradovani,
vapenaté CaC,0,.2H,0 savci hub, mocové uskladriovani/odstrarfiovani
(whewellit, kameny vapniku, patologicka funkce
wheddellit)

Oxidy zeleza Fe;04 Bakterie, chitoni, | uvniti bunék, magneticka orientace,
(magnetit, a-FeOOH, tunak/losos, zuby, hlava, mechanické pevnost,
goethit, g -FeOOH savci vlakna, ferritin | ukladani zeleza
lepidokrokit, 5Fe,03 - 9H,0
ferrihydrit)
Sirany CaSO0, - 2H,0 Medlza, smyslové indikace zemskeé tize, kostra
(sadra, SrSO, Acantharia organy korysu,
celestit, baryt) | BaSO, (mfFizovci), statolity

Loxodes

(zobanka)
Halidy CaF, Mekysi, korysi smyslové drceni, indikace zemské
(fluorit, hieratit) organy korysu | tize
Sulfidy FeS, Thiopneutes bunééné stény | sniZovani obsahu siry,
(pyrit, sfalerit, | ZnS, PbS (baktérie) odstranovani iontd
wirtzit, galenit, | Fe;Sy
greigit)
SiO, SiO, - nH,O Diatomy, bunécéné exoskeleton, skeleton,
(kFemen) Radiolaria stény, buriky, | ochrana

(mfiZzovci), listy

rostliny, atd..

Nékteré uvolfiuji latky, které plsobi, Ze jejich kize je kluzka. U jinych je jejich télo
uspofadano tak, aby se omezovaly turbulence pfi plovani. Uvnitf sépie je nadrz rozdélena na
dalsi prostory, naplnéna dusikem nebo vodou, ktera ji umoziuje se vznaset a Usporné se

pohybovat v riznych hloubkach.

Struktura nadrze umozniuje sépii odolavat vnéjSim tlakim az 7 atm. Pfirodni materialy se

samy utvareji,
samoopravitelné a biodegradabilni. Uvadime dva pfiklady biomineralizace

jsou

prirodnich nanotechnologii.

hierarchické,

multifunkéni,

nelinearni,

kompozitni, adaptivni,

s vyuzitim
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4.3.41. Plz - UsSen morska

USenn morska (angl. Abalon, Haliotis tuberculata) je maly mékkys z tfidy plza, ktery si
konstruuje superpevnou skofapku s krasnym, duhové zbarvenym vnitinim povrchem — obr.
€. 21. Provadi to tim, ze usporadava uhliCitan vapenaty (kfidu) do pevnych nanostrukturnich
bloki — obr. €. 22. Jako maltu pouziva mékkys pruzny sliz, smés proteint a uhlohydrata.
Trhliny, které se mohou iniciovat na povrchu skofapky, jen obtizné pronikaji dovnitf.

Struktura skofapky ztézuje pronikani trhliny, jejiz draha je pfi pfekonavani jemnych bloku
klikata a dochazi tak k rozptyleni energie potfebné k lomu. Vyznamnou roli sehrava i pruzna
malta. Jak trhlina roste, malta vytvafi houzevnaté nanostruny, které se snazi zamezit
jakémukoliv vzajemnému oddaleni nanoblokl. Vysledkem je liliputanska konstrukce, ktera
mulze odolat ostrym zobakim, zublm, pfipadné i uderum kladiva. Chytré usporadani
meékkySovy skofapky naznacuje jednu z nejvice zajimavych moznosti nanotechnologie —
vytvarenim nanostruktur je mozné fidit zakladni vlastnosti, jako napf. barvu, elektrickou
vodivost, teplotu tani, tvrdost, odolnost proti trhlinam a pevnost, bez zmény chemického
slozeni materialu. V pfipadé plzl se mékka kfida méni v tvrdou skofapku.

Obr. ¢. 22 Vrstvy nanobloki uhlicitanu vapenatého
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4.3.4.2. Magnetotakticka bakterie

V roce 1962 objevil H.A. Lowenstam prvni biochemicky precipitovany (biomineralizovany)
magnetit, ktery slouzil jako radula®® zubd chitond® a v roce 1975 R.Blakemore
magnetotaktickou bakterii, ktera je nyni objektem intenzivniho zkoumani. Bakterie si vytvari
sférické krystality magnetitu (Fe;04) o rozméru cca 50 nm — obr. &. 23 *°, které jsou presné
orientované a pfedavaji ji magneticky moment rovnob&zny s jeji osou pohyblivosti. Retizky
Castic nazyvanych magnetosomy slouzi jako jednoduché stfelky kompasu, které pasivné
zkrucuji buriky bakterie, aby byly vyrovnany soubéZné se zemskym magnetickym polem a
bakterie tak mohla snaze najit jeji nejpfirozenégjsi prostifedi — mikroaerofilni zo6nu na rozhrani
kal/voda. Je zajimavé, Ze tyto bakterie plavou na severni polokouli vzdy k severnimu
magnetickému polu a na jizni polokouli k jiZnimu magnetickému polu.

e

Obr. &. 23 Bakterie Magnetospirillum gryphiswaldense. Useéka znaéi 500 nm.

4.3.5. BIOLOGICKE MEMBRANY

Biologicka membrana je tenka vrstva lipidovych molekul a pfipojenych proteind, ktera
obklopuje kazdou bufku (plazmaticka neboli buné€na membrana) a tvofi hranici mnoha
bunécnych organel. ZjednoduSené schematické znazornéni biologické membrany je na obr.
€. 24. Je to 6 — 10 nm tlusta bunécna struktura tvofena dvojvrstvou polarnich lipidd, do niz
jsou zaclenény membranové proteiny. Polarni lipidy jsou orientovany tak, ze jejich hydrofobni
fetézce sméfuji dovnitf membrany a hydrofilni polarni hlavice ven, kde interaguji s vodou.

Diky hydrofobnim interakcim je tato struktura dosti stabilni, pfiemz jednotlivé molekuly

polarnich lipidd se mohou celkem volné pohybovat do stran (lateralni difuse); za
fyziologickych podminek jsou lipidy ve formé tzv. dvojrozmérné kapaliny.

3 Radula je rohovita paska v ustni dutiné plza
>* Chiton je mofsky plz t¥idy Polyplacophora
> Safatik 1., Safatikova M.: ,,Magnetic Particles and Biosciences®, Monatshefte fiir Chemie, 135, 2002, str. 737
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Obr. ¢. 24 Priklad struktury bunééné membrany

Vlastnosti biologickych membran jsou spolecné jak pro plazmatické membrany bunék tak pro
membrany bunécnych organel:

e Neprostupnost pro polarni molekuly a ionty. Membrany umozniuji prinik téchto latek
v pfipadé, Ze jsou vybaveny proteinovymi transportéry nebo se jedna
s specializované membrany (membrana jadra, vnéjSi membrana mitochondrii).

e Membrany nejsou rigidni utvary, ale jsou schopny flexibilni adaptace podle zmény
tvaru a objemu bunék nebo organel.

¢ Membrany jsou dostatecné odolné proti poskozeni a jsou schopny pfi vnéjSim zasahu
obnovit svou integritu.

e Membrany maiji uniformni vzhled, ktery se v elektronovém mikroskopu jevi jako dvé
tmavé linie oddélené tieti, svétlejsi stiedni linii.

e Membrany obsahuji proteiny, jejichz funkce neni pouze strukturalni, ale vykazuji Fadu
aktivit. Jejich vlastnosti a mnozstvi se liSi podle specializace bunék a mohou se ménit
v zavislosti na zménénych podminkach prostiedi.

Membranové lipidy tvofi fosfolipidy, glykolipidy a cholesterol. Fosfolipidy jsou v plasmatické
membrané rozloZzeny asymetricky. Cholinové fosfolipidy tvofi vnéjSi stranu dvojvrstvy,
aminofosfolipidy vnitfni (cytoplasmatickou) stranu. Glykolipidy se nalézaji na vnéjSi strané s
jejich cukernou slozkou vy€nivajici z povrchu buriky. Lipidy mohou volné difundovat v matrix
membrany, pokud jejich pohyb neni omezen asociaci s jinou sloZkou membrany.

Membranové proteiny uskutec¢ruji velké mnozstvi specifickych procest, typickych pro
membrany, takze se mnoho protein bunky vyskytuje pouze v membranach. Pfikladem
membranovych proteind jsou transportéry (Na'K*) nebo ATPasové pumpy, spojky, receptory,
enzymy, povrchové antigeny atd. Délime je na dvé velké skupiny:

e integralni proteiny, které jsou od membrany tézko oddélitelné, maji jeden nebo vice
segmentd, vyznamné. interaguji s hydrokarbonovym koncem lipidG a napinaji tak
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lipidovou dvojvrstvu. Transmembranové proteiny jsou integralni proteiny prostupuijici
celou membranou. Jsou uspofadany do a-Sroubovice a maji délku kolem 3 nm ({j.
0,15 nm na jeden aminokyselinovy zbytek), tedy délku nutnou pro kolmy prichod
membranou (viz obr. €. 24). Integralni proteiny mohou (ale nemuseji) prochazet
lipidovou dvojvrstvou.

o periferni_proteiny, které neinteraguji pfimo s hydrofobnim jadrem fosfolipidové
dvojvrstvy, ale jsou napojeny vodikovou vazbou nebo elektrostatickymi silami na
povrchu buriky k integralnim proteinim nebo k polarnim lipidovym hlavam.

Struktura membran je dynamicka, tj. jeji slozky jsou v neustalém pohybu. MozZnost pohybu
nékterych slozek membrany je velmi dllezita pro funkci bunék. Faktory, které vedou k
omezeni fluidity, maji vliv na jeji funkci. Fluidita zavisi pfedev§im na usporadani a interakcich
fetézcl mastnych kyselin v membranovych fosfolipidech. | kdyZz pohyb protein v membrané
je velmi limitovan, a to pro jejich specifickou funkci, ktera vyzaduje urcitou lokalizaci,
podléhaji ur€itému pohybu v lipidové matrix, ktery je fadové pomalejsi, nez je tomu u
mensich lipidovych molekul. U vyvojové vys$Sich Zivo€ichu redukuje membranovou fluiditu
cholesterol.

4.3.6. MOLEKULARNIi KANALY A PUMPY

Ze strukturalniho hlediska je jednim z nejvice fascinujicich ryst u bunéénych systéma to, ze
jsou rozdéleny na mnozstvi oddélenych komor zapusténych do membrany. To, Ze takové
utvary, které jsou Casto napadné velkymi koncentracnimi gradienty se zfetelem na okolni
médium, existuji, ukazuje na dalSi div nanotechnologie v ZzZivém svété, konkrétné na
pritomnost Siroké Skaly transmembranovych kanall, které zprostfedkovavaji vymeénu
materialu mezi oddélenymi komorami. Ur¢ité pasivni verze téchto kanall jsou uzavirany
pomoci rlznych mechanismu jako tfeba pfichodem signalnich molekul nebo napétim v
membrané, uvnitf které se nachazeji. Jakmile se kanal nachazi v otevieném stavu, ionty jim
prochazeji pasivné vlivem difuze. Aktivni verze iontovych kanall, které prepravuji ionty jako
jsou Na* a Ca®, jsou rovnéz zasadni pro funkci buriky, a to jak u jednobuné&nych, tak i
vicebuné&énych organismG. V pfipadé iontl Na® mohou byt napfiklad jejich typické
koncentrace uvniti buriky az 10 - 20 krat mensi nez je tomu v mimobuné&ném prostredi.
Takové koncentracni gradienty nutné potfebuji sofistikovana aktivni ,zafizeni", ktera pracuji
proti takovym gradientdm. Jednim z nejpozoruhodnéjSich stroji tohoto typu je sodiko-
draslikova pumpa Na* - K*. Tento stroj je pohanén hydrolyzou ATP (tj. spotfebou ATP paliva)
a mUze pumpovat ionty az na potencialni gradient. Tato pumpa konkrétné hydrolyzuje ATP a
pumpuje ionty Na* ven z buriky proti velmi vysokému koncentraénimu gradientu, zatimco
dovniti pumpuje ionty K*, a to opét proti strmé vysokému gradientu.

4.3.7. MOLEKULARNi MOTORY

Pro vytvareni a udrzovani vnitfni organizace je nezbytné v burice dopravovat riizné vétsi &i
mensi bunééné slozky (naklad) z mista na misto (napf. vezikuly, melanosomy a RNA).
Ktomu slouzi rizné molekularni motory (motorové proteiny). Jsou to prevazné enzymy,
které zaijistuji pohyb v biologickych systémech. Tyto molekuly pfeménuji chemickou energii
ve formé& ATP®® na mechanicky pohyb. V poslednich 40 letech bylo objeveno veliké mnoZstvi

6" ATP — adenosintrifosfit, je nejdileit&jsi energeticky metabolit bunék ze skupiny adenosinfosfatii.
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molekularnich motord pracujicich v bunkach zZivogich(, rostlin a bakterii. Mezi biologicky
vyznamné molekularni motory pati:

Myosiny, vyuzivajici hydrolyzy ATP k pohybu v burikach podél aktinovych viaken
(viz 4.3.8.) k jejich + koncum. Je to Siroka rodina molekularnich motoru, které se
dnes rozdéluje na 24 skupin a Ffadu podskupin. VétSina myosinovych motord se
sklada ze dvou €asti - hlavy a ocasku. Hlavova ¢ast se vaze k aktinovym vlaknim a
na ¢ast ocasku se vaze dopravovany naklad. Kroky o délce 5 — 25 nm jsou schopny
pfenaset na kratkou vzdalenost organely podél aktinovych svazkd, které se vyskytuji
v celé bunce, ale zejména ve vysoké koncentraci v blizkosti buné&né membrany.
Nékteré funkce myosinu | a myosinu Il v eukaryontnich burikach jsou znazornény na
obr. &. 25°’. Myosin |, je jednofetézcova molekula o délce cca 70 nm s jednou
globularni hlavickou a ocaskem, ktery se vaze k jiné molukule, k buné&¢né organele
nebo i membrané — obr. €. 25 a,c. Na obr. €.25 a) pfenasi myosin | podél aktinového
fetézce vezikulu (vacek), na obr. €. 25 c) posunuje myosin | aktinové viakno podél
stény membrany. Myosin | vzdy putuje k + konci aktinového viakna. Myosin Il, ktery
odpovida za kontrakci kosternich sval(, je slozen ze dvou identickych myosinovych
molekul. Ma tedy dvé globularni hlavicky a fetezec o délce cca 150 nm ve formé
stoCené Sroubovice — obr. €. 25 b. Konce myosinu Il se mohou navzajem propojit a
vytvofit myosinové vlakno, ze kterého tréi hlavicky myosinu ven. Myosinova vlakna
jsou schopna posunovat aktinova vlakna proti sob&, ¢imz se dosahuje mistniho
zkracovani svazku aktinovych viaken.

C - 0
: Eﬂ, g ;l myosin |

plasmatickd membréana
Obr. ¢. 25 Nékteré funkce myosinu | a myosinu Il

Kinesiny jsou nejrozSifenéjSi motory dopravujici rizny naklad uvnitf bunék podél
mikrotubuli, a to na dlouhou vzdalenost (az nékolik mikrometrt). Jejich krok je cca 8
nm (obr. €. 48). Kinesiny sestavaji ze dvou velkych globularnich hlavi¢ek, které se
pfipojuji k mikrotubulim, centralniho svinutého fetézce a tzv. lehkého fetézce, ktery
se pfipojuje k pfepravovanému nakladu (napf. vezikule). VétSina kinesini se
pohybuje smérem k + konci mikrotubule (obr. €. 26).

°7 Alberts B. et al.: ,,Zaklady bun&né biologie“, Espero Publishing, Usti nad Labem, 2002, str. 537, ISBN 80-
902905-0-4
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e Dyneiny jsou motory rovnéz prenaSejici naklad podél mikrotubuli na dlouhou
vzdalenost, ale k jejich minus konci, tj. ke stfednim oblastem buriky (obr. €. 26). Maji
podobnou strukturu jako kinesin, ale jsou vétsi (maji molekularni hmotnost cca 1500
kDa). Dyneiny se déli na cytoplazmické (pfenaSeji rizné naklady v bunkach) a
axonemalni (téz bi¢ikové dyneiny), které zpusobuji pokluzy mikrotubuli
v axonemech®® Fas &i bigikd. Funkce dyneinu jsou stale predméten vyzkumu.

10 nm

(j'jll!':ll]

Obr. ¢. 27 Struktura F;F, ATP syntazy
(Vlevo schéma, vpravo pohled na model ¢asti F; zespodu)

58 : I i ¥ P ¥ svr1 o
Axonem — svazek fibril vytvarejicich stfedni jadro fas nebo bicikia
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e Prestin je maly membranovy protein (molekulova hmotnost cca 80 kDa) nachazejici
se ve vnéjSich vlasovych bunkach vnitfniho ucha zivo€icht a ma vyznam pro
schopnost slySeni. Je ¢lenem skupiny transportér aniontll. Od ostatnim motoru se
odliSuje tim, Ze energii potfebnou pro svlj chod ziskava z rozdilu napéti na obou
stranach membrany. Muze se prodluzovat o cca 1 nm a jeho rychlost mnohonasobné
prevysuje jiné typy motora (pracuje v mikrosekundach). Motor byl identifikovan v roce
2000 a blizsi informace jsou dostupné napt. v>°.

o FF, ATP syntaza, kterou nachazime v membranach mitochondrii, je nejobvyklejsi

pfiklad molekularniho motoru pfeménujiciho chemickou energii na mechanickou. Je
schopna pfeménit membranovy chemicky gradient na rotaéni mechanicky pohyb své
gama podjednotky, coz je spojeno se syntézou ATP podle rovnice ADP + P,, — ATP
+ H,O (ADP je adenosindifosfat a P,, je anorganicky fosfat). Proces muze probihat i
obracené. Vtomto pfipadé je chemicka energie pouzita pro generovani
mechanického pohybu nebo pro pumpovani proteint proti chemickému potencialu.
protoZze ATP je univerzalni energeticky zdroj energie. Napf. v lidském téle se denné
vytvofi pfes 100 kg ATP, ktery nasledné slouzi k poskytovani energie pfi rdznych
biochemickych reakcich, v€etné syntézy DNA a proteinl, kontrakce svalli, dopravu
zivin, nervové aktivity atd. Vrostlinach a fotosyntetickych bakteriich je enzym
podstatny pfi konverzi solarni energie a fixaci uhliku. ATP syntaza je jeden
z nejstarSich enzym0 na Zemi, ktery se objevil dfive nez systém fotosyntézy a
dychani.
Struktura motoru je schematicky znazornéna na obr. & 27. Motor sestava
z hydrofobické podjednotky F, spojené s membranou a hydrofilické podjednotky F;,
ktera z membrany vyéniva do vodni faze a zabezpeCuje syntézu nebo hydrolyzu
ATP.. Podjednotka F, sestava ze tfi riznych proteinovych molekul (¢asti a, b a c).
Protéka-li vodik membranou pres disk z ¢ &asti, je disk nucen se otaget. Cast y
podjednotky F; je upevnéna na disk, a proto se s nim otadi. Casti a a B podjednotky
F, se v8ak nemohou otacet, protoZe jsou uzamknuty ¢asti b, ktera je ukotvena k ¢asti
a v membrané. y Cast pracuje pfi otaCeni jako excentricka osa, pficemz jsou 3 ¢asti
nuceny zabezpecovat vySe uvedenou chemickou reakci. Na spodni strané je motor
fizen elektrochemickymi gradienty, na vrchni strané je motor pohanény chemicky a je
fizen hydrolyzou nebo syntézou nestabilni molekuly ATP. Cely komplex ma
molekularni hmotnost cca 500 kDa. Pramér pod¢&asti F, je cca 10 nm.

Bunky obsahuji, mimo uvedené druhy, mnoho dalSich molekularnich motorl, které
zabezpeduji rizné funkce. Jsou to napf. helikazy, které rozvijeji dvojSroubovici DNA, aby se
umoznila jeji replikace Ci transkripce, DNA a RNA polymerazy, které se pohybujici se podél
DNA a RNA pfi syntéze jejich rostoucich fetézcu z nukleovych kyselin, atd.

4.3.8. MOLEKULARNiI TOVARNA - BUNKA

RozliSujeme dva zakladni, rGzné vnitiné usporfadané a ruzné pokrocilé typy bunék —
prokaryontni a eukaryontni. Prokaryontni buriky délime zhruba na bakterie a archea,
eukaryontni buriky na prvoky, rostliny, zivo€ichy a houby. Pro snazsi orientaci v dalSim textu
uvadime vybrané zakladni informace o eukaryontni burice.

59 Zheng, J., W. Shen, D. Z. Z. He, K. B. Long, L. D. Madison, and P. Dallos: “Prestin is the Motor Protein of
Cochlear Outer Hair Cells”, Nature, 405 (2000), str. 149-155.
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Na obr. &. 28% jsou schematicky znazornény nejdleZit&jsi casti eukaryontni (Zivogisné)
buriky. Jak je zobrazku ziejmé, bufka obsahuje membranami ohraniCené struktury —
organely a dalSi ¢asti, které jsou dale struéné charakterizovany:

1)
2)
3)

4)

Jadérko: struktura nachazejici se v jadre. Jeji funkci je tvorba r-RNA (ribozomalni
RNA) a ucast na regulaci buné&ného déleni.

Jadro: hlavni organela eukaryontni buriky. Obsahuje DNA, nositelku genetické
informace, usporadanou do chromozomu.

Ribozom: organela slozena z RNA a protein(. Je zodpovédny za syntézu proteinG. V
burice je jich velké mnoZstvi.

Transportni_vacky — vezikuly: membranové vacky prenasejici proteiny z jednoho
vnitrobuné&ného oddilu do druhého (napf. z endoplazmatického retikula (ER) do
Golgiho aparatu).

Drsné endoplazmatické retikulum: ¢ast ER s pfisedlymi ribozomy. Jeho funkci je
syntéza proteinl. ER je slozita membranova struktura podobna bludisti.

Obr. é. 28. Schéma Zivocisné buriky

(1) jadérko (2) jadro (3) ribozom (4) membranovy vacek (také transportni vacky nebo vezikuly -
soucast membranového komplexu ER a GA), (5) drsné endoplazmické retikulum (ER), (6) Golgiho
agregat - GA, (7) cytoskelet, (8) hladké ER, (9) mitochondrie, (10) cytoplazma, (11) lyzozom, (12)

centrozom

6) Golgiho agregat: membranova organela, ve které jsou modifikovany a tfidény
proteiny a lipidy syntetizované v endoplazmatickém retikulu.

7) Cytoskelet: Cytoskelet je neustale se samoorganizujici systém proteinovych vlaken
v cytoplasmé eukaryontni bunky, ktery burice zajiStuje polarni tvar a schopnost
fizeného pohybu. NejhojnéjSimi slozkami cytoskeletu jsou aktinova vlakna,
mikrotubuly a intermediarni filamenta.

8) Hladké endoplazmatické retikulum: &ast ER, bez pfisedlych ribozomu, v némz

probiha syntéza lipidd a glykogenu, ktery se pouziva pro skladovani energie
v bunikach.

% http://cs.wikipedia.org/organela
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9) Mitochondrie: membranova organela velikosti bézné bakterie, ve které probiha
oxidacni fosforylace a produkce vétSiny ATP. Je to ,elektrarna“ eukaryontni buriky.
Fosforylace je ucinny zplUsob ziskavani energie §tépenim cukrd az na CO, a H,0.
Obsahuje mDNA.

10) Cytoplazma: vSe, co obklopuje bunécna (plazmaticka) membrana, kromé jadra

11) Lyzozom: membranova organela obsahuijici travici enzymy. Vnitfek lyzosomu je silné
kysely a jeho enzymy pracuji pfi nizkém pH.
12) Centrozom: centralné umisténa organela, ktera je prvotnim centrem organizace
mikrotubull. Ve vétsiné zivocisnych bunék obsahuje par centriol.
Bunka je ohraniCena plazmatickou membranou. PocCet Casti bunky je daleko vétsi, nez ty
uvedené na obr. ¢. 28 a doposud je vSechny nezname. V8echny €asti jsou spojeny do
dynamickeé sité vzajemnych slozitych, neustale se ménicich interakci. Systém je organizac¢né
uzavren, ale souc€asné otevien, pokud se tyka energetickych, latkovych a informacnich toka.
Systém je autonomni a sam se fidi.

4.3.8.1. Jadro

Jadra jsou hlavni organely eukaryontnich bunék. Maji dvé hlavni funkce — fidit chemické
reakce v cytoplazmé a uchovavat informace potfebné pro bunééné déleni. Jsou informacéni
centra bunék. Mimo to, Ze jadra obsahuji buné&ny genom, obsahuji i specialni regulacni
proteiny, které hraji vyznamnou roli pfi regulaci genové exprese, ktera v jadru probiha (urcuji
které proteiny a kdy maji byt vytvofeny). Jadro ma rozmér 10 a vice um. Uvnitf jadra se
nachazi jadérko obklopené matrix, ktera se nazyva nukleoplazma. Je to tekutina s gelovou
konzistenci, ve které jsou rozpustény razné latky jako nukleotrifosfat, enzymy, proteiny a
transkripéni faktory. V jadru se nachazi geneticky material (DNA) ve formé& DNA -
proteinového komplexu zvaného chromatin. DNA se nachazi v chromozomech, kterych je u
lidi 46. Zname dva druhy chromatinu — euchromatin a heterochromatin. Euchromatin je
nejméné kompaktni forma DNA a oblasti DNA, které tvofi euchromatin, obsahuji geny, které
se Casto uCastni genové expresi. V heterochromatinu je DNA silné stlaCena. Oblasti DNA,
které tvofi heterochromatin obsahuji geny, jez se neucastni genové exprese a jsou to
soucCasné oblasti, které vytvareji telomery a centromery chromozomdu. Jadra jsou obklopena
dvojvrstvou membranou — jadernou obalkou. Vnitfni a vnéjSi membrany se v pravidelnych
intervalech spojuji a vytvareji jaderné pory. Jaderna obalka reguluje a umoznuje transport
mezi jadrem a cytoplazmou. Vnéj§i membrana navazuje na drsné endoplazmatické retikulum
a mlze obsahovat ribozomy.

4.3.8.2. Syntéza proteinu

Buriky jsou schopné syntetizovat nové proteiny, které jsou nezbytné pro modulaci a udrzbu
jeji Cinnosti. Proteosyntéza, jak se tento proces nazyva, byla popsana v Casti 4.2.2. Jeto
rovnéz proces postupu genetické informace burikou. Cesta genetické informace zjadra
bunky probihajici prostfednictvim zakladnich biologickych ¢astic (DNA, mRNA, proteinll) a
védni oblasti, které se vénuji jejimu zkoumani, jsou znazornény na obr. €. 29. Prislusné
definice nazvd jsou uvedeny v Tab. €. IV. Na obrazku jsou uvedeny i vybrané zkuSebni
metody a postupy v jednotlivych védnich podoblasti. Na obr. €. 29 je schematicky znazornén
postup genetické informace od genl nachazejicich se v jadru v chromozomech (oblast
strukturni genomiky), pfes mMRNA (oblast transkriptomiky), proteiny (oblast proteomiky)
k metabolitim (oblast matabolomiky). Posledné tfi uvedené oblasti patfi k funkéni genomice.
Na obrazku jsou uvedeny i hlavni metody pouzivané pfi zkoumani procesu v jednotlivych
oblastech.
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Vysledky vyzkumu v uvedenych oblastech pfinesly jiz pfevratné zmény v nazorech na vznik
chorob a zpusobu jejich 1&é¢eni (viz 5.4.1.).

Cytoplasma '

#* Genomové mapovani
o T- Genomove sekvenovani - Strukturni

# Anotace genomu gshemies

* DMNA arrays a Cipy \
# (semi) gRT-PCR

A+ Northem blot + hybrid

« Translaéni fize

» 2D elektroforéza
Hmotova spektrometrie >

Proteinové sekvenovani
. ¥* Transla&ni fize

® Immunodetekce
* Enzymové aktivity

Funkéni
genomika

_.3]* Chromatografie

#* Hmotova spektrometrie
* NMR

Obr. é. 29 Schéma toku informaci v burice

Tab. €. IV.
GEN - je usek DNA se specifickou funkci. Je to kddujici oblast v segmentu eukaryontni
u jednotky dédicnosti v zivych organizmech.

Obrazek  znazorfiuje gen  ve  vztahu k
dvojsroubovicové strukture DNA a k chromozomu
(vpravo). Introny jsou oblasti ¢asto se vyskytujici v
eukaryontnich genech, které jsou v pribéhu genové
exprese odfezavany. Pouze exony koduji protein.
Obrazek zachycuje gen o rozsahu asi 40 bazi. Ve
skute€nosti je mnoho genu vétSich.

GENOM je soubor genetickych informaci ulozenych v
DNA (u nékterych vird v RNA) konkrétniho organizmu.

48




DNA (u nékterych virl v RNA) konkrétniho organizmu. Zahrnuje vSechny geny a nekodujici
sekvence.

GENOMIKA - véda, ktera studuje geny a jejich funkce. Je to i technologie, ktera vytvafi
mapu vSech genetickych informaci lidi, zvifat rostlin a mikroorganizma,

Strukturni genomika — zabyva se stanovenim struktur protein( v trojrozmérném prostoru
vysoce produktivnimi metodami.

Funkéni genomika — si klade za cil objevit biologické funkce jednotlivych genl a zjistit
jakym zpusobem skupiny genu a jejich produktl spoluplsobi ve zdravém i nemocném
organizmu

Komparativni genomika — porovnava genomy rliznych organizmu; zjiStuje genetickou
podobnost nebo odliSnost oraganizm.

TRANSKRIPTOM - je soustava molekul mRNA (transkriptd) jedné nebo populace
biologickych bunék v danych podminkach prostiedi. Transkriptom podléha zménam pfi
analyze.

TRANSKRIPTOMIKA — popisuje urover genu po expresi (Uroven gent v mRNA po expresi
neni pfimo umérna urovni genu v proteinu).

PROTEOM - je soubor vSech proteini a jejich stavl v daném organizmu nebo systému
(bunéc¢ny proteom, viralni proteom, Uplny proteom organizmu).

PROTEOMIKA - je soucasti genomiky a zabyva se studiem proteinli, zejména jejich
strukturou a funkcemi v téle a stanoveni jejich ulohy v Zivotnich pochodech organizmda. Je to
studium proteomu.

Strukturni proteomika — viz Strukturni genomika

Funkéni (interakéni) proteomika — zabyva se interakcemi protein na atomové,
molekularni a bunééné urovni s jinymi proteiny a dalSimi biopolymery.

Bunééna proteomika — jejim cilem je zmapovat rozmisténi proteini a jejich interakce
v burikach v pribéhu kli¢ovych bunéénych udalosti (pomérné nova oblast proteomiky).
METABOLOM - Metabolom reprezentuje kolekci vSech metabolitd v biologickém
organizmu, které jsou konecnymi produkty po genové expresi. Metabolity jsou koncové
produkty nebo meziprodukty zUstavajici po metabolizmu (napf. malé molekuly, kyslik,
kyselina mocova, glukéza, antibiotika, pigmenty — nyni vice nez 1400 latek).
METABOLOMIKA — muze byt definovana jako kvantitativni méreni vSech metabolitu
s malou molekularni hmotnosti v bufikach organizmu za specificky ¢as a za specifickych
podminek prostfedi.

Oc¢ekava se, ze studium kombinace informaci plynoucich z metabolomiky, proteomiky,
transkriptomiky a genomiky muize pfispéje k celkovému porozuméni biologie buriky.

4.3.9. APLIKACE BIOMOLEKUL A BIOSYSTEMU V NANOTECHNOLOGIICH -
BIONANOTECHNOLOGIE

Napodobovani biologickych koncepci a principl (biomimetika) je velkou hnaci silou pro
rozvoj vyzkumu v nanotechnologiich, v oblasti nazyvané bionanotechnologie. Vyzkum a
vyvoj v této oblasti dosahl jiz obrovskych rozméra.

PFirodni proteiny, v€etné enzymu, se pouzivaji pfi vyrob& potravin a napoju po tisicileti a
v nékterych primyslovych procesech po staleti, aniz bylo cokoliv znamo o jejich podstaté.
Struktura a finkce znamych biomaterialud, jako jsou drfevo, kosti a musle, poskytuji podklady
pro vytvareni novych materiali v nanorozmérech, které maji specifické vlastnosti. Biologické
metody ukladani a vyhledavani informaci jsou nyni vyuzivany pro feSeni vypodcetnich
problém( a usvédcovani zlocincl. Biologie poskytuje mnoho zakladnich stavebnich kamenl
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a metod pro navrhy funkénich nanosystéml. Ukazalo se, Ze definici nanotechnologie
odpovida i nékolik, jiz delsi dobu pouzivanych biologickych a biotechnologickych postupu,
jako je napf. proteinové inzenyrstvi a vyuZziti viastnosti DNA.

Implementace ,mékkych a mokrych“ biologickych komponent do v soulasné dobé
pouzivanych nanotechnologickych systému( vSak pfinasi vyhody i problémy, zejména pfi
konstrukci a vyrobé ,tvrdych a suchych“ polovodi¢l a dielektrik. Biomolekuly maji totiz
nékteré zvlastni viastnosti®:

e Cela fada biomolekul, véetné nuklovych kyselin, protein(, lipidi a oligosacharid(,
reaguje s jinymi biologickymi komponentami & rozhranim pomoci biologického
rozpoznavani, které je dllezité pfi nanovyrobé, zplsobem ,bottom-up®, zalozeném na
samosestavovani.

e Enzymy mohou katalyzovat syntézu a rozklad jak biologickych, tak syntetickych
molekul.

e Biomolekularni reakce jsou vysoce selektivni a zavislé na misté, kde se reakce
uskutecnuje.

o Biomolekularni reakce, probihajici za fyziologickych podminek, maji €asto velkou
ucinnost, coz vede, ve srovnani s chemickou syntézou, k mnohem lepSim vysledkdm.

e Pouziti biomolekul a bioprocesu je vétSinou pfiznivé pro Zivotni prostfedi. Zpracovani
odpadu reakci muze byt minimalizovano a vedlej$i produkty nejsou velkym rizikem,
napf. ve srovnani s vyrobou polovodic¢u.

Pouziti biomolekul pfi bionanovyrobé vSak mize mit za nasledek urcita omezeni:

e P¥i souCasnych zplsobech pfipravy nanostruktur a nanosystému se Casto pouziva
velmi vysokého vakua, coz mlze ve vétSiné pfipadu znicit strukturni integritu
biomolekul.

e | ve vodnim prostfedi mohou napf. pfi depozici snadno ztratit proteiny své pfirozené
aktivni konformace, protoze se mohou rozbalit a specificky se vazat na povrch.

e Biologické reakce (s nékterymi vyjimkami) se musi uskuteCnit ve vodnim prostfedi
nebo v tlumicim roztoku, coz omezuje jejich pouziti v mnoha elektronickych
aplikacich.

Uvedené problémy jsou vyznamné, ale nikoliv nepfekonatelné. O tom svédc¢i fada pfikladd,
z nichz nékteré dale uvadime.

4.3.9.1. Proteinové inzenyrstvi

V osmdesatych letech 20. stoleti zaCalo postupné vznikat a stale se rozviji proteinové (a téz
enzymové) inzenyrstvi®’. Proteinové inZenyrstvi mudZe byt definovano jako pouziti
genetickych a chemickych technik pro zménu struktury a funkci proteindi. Cilem byva zména
funkce, rozpustnosti, odporu proti degradaci, schopnosti krystalizovat, terapeutického
potencialu aj. Byla vyvinuta Fada metod pro modifikaci protein(i, z nichz nejdilezitéjsi jsou
cilend mutageneze, chemicka modifikace, syntéza za pouziti proteazy, totalni syntéza,
Stépeni patefe struktury,.pouziti neobvyklych aminokyselin aj. Charakteristika fady metod je

1 Chow et al ,Nanofabrication with Biomolecules, Nanotoday, Dezc. 2005, str. 30.
62 Kodigek M.: ,,Biochemické pojmy — vykladovy slovnik®, vyd. VSCHT, Praha, 2004, ISBN 80-7080-551-X,
str. 88.
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dostupna na®®. Provadéni rdznych postuptl proteinového inZenyrstvi nabizi dnes fada
specializovanych firem.

Cilena mutageneze byla poprvé popsana v roce 1978. Je to technika, kdy mutace proteinu
je vytvofena na definovaném misté jeho molekuly DNA, obvykle na kruhové molekule zvané
plasmid.®* Mutovany plasmid je pfemé&nén ve vybraném produkénim organizmu (vétSinou
v bakterii E.coli). Do hostitelské buriky, kterd ma byt vyrobcem modifikovaného proteinu, je
tedy vnaden gen, ktery je synteticky upraven €& kombinovan z pfirodnich a syntetickych
UsekU, takze neni identicky s plvodnim genem. Jako pfiklad pouziti cilené mutageneze
mize slouzit prace D.Bakera et al®®, ktefi vyzkouSeli, zda je mozné omezit podet
aminokyselin v proteinu a pouzit k dal§im pokusim jen jeho zakladni jadro. Postupné
zaménovali kazdou aminokyselinu v proteinu jinymi aminokyselinami (isoleucinem,
glutaminem, alaninem, lysinem a glycinem). Po vyzkou$eni fady zamén nasli zjednoduSenou
formu proteinu, ktery se skladal do stabilni struktury a zachoval si vétSinu svych funkci.
V tomto proteinu bylo zaménéno 40 ze 45 aminokyselin. Proteinové inZenyrstvi je mozné
pokladat za jednu z rozvinutych oblasti bionanotechnologie®.

4.3.9.2. DNA nanotechnologie

Systematicky prizkum vlastnosti DNA ukazal, Zze molekula muze byt pouzita pro zcela jiny
ucel nez ma v pfirodé. Motivace pro jeji pouZiti v nebiologickych aplikacich spociva
predev8im ve vyhodné kombinaci jejich vlastnosti: schopnosti samosestavovani, v pomérné
dobré chemické a fyzikalni stabilité, ve velké schopnosti rozliSovat (rozpoznavat), v dobré
selektivité a v polyanionickém charakteru. Nukeové kyseliny lze stfihat, sestavovat,
rozdélovat, spojovat, kopirovat a vyrabét duplikaty. Dale, nukleové kyseliny mohou byt
pfipraveny s pfesnosti na urovni desetin nm enzymy jako jsou nukleazy a polymerazy. Bylo
zkoumano vyuziti DNA v fadé oblasti, napf. v technologii bioCipl, jako konstrukéni material,
pfi vytvareni periodicky uspofadanych nanostruktur, pfi vytvareni nanodratkd, pro vyuziti
v mikroelektronice, pro vyuZiti v pogitadich, v senzorech atd.***”%® Uvadime nékolik pfikladi.

4.3.9.2.1. Nanostrukturni materialy

Molekuly DNA mohou byt snadno spojovany a sestavovany do nanostrukturnich materiala
tfemi strategiemi®:

o Elektrostatickymi interakcemi s polyfosfatovou patefi
e Kovalentni funkcionalizaci bud na 3" nebo 5 konci oligonukleitidového viakna
¢ Kovalentnim nebo elektrostatickym pfipojenim k anorganické ¢astici

N.C. Seeman a spolupracovnici z New York University se samosestavovanim DNA vlaken
DNA do vétSich struktur zacali zabyvat zaCatkem osmdesatych let minulého stoleti.

% www.protocol-online.org

% Plasmid — kruhova molekula dvojsroubovicové DNA, ktera je odd&lena od chromozomové DNA. Vyskytuje
se v bakteriich, zfidka v eukaryontnich organizmech.

% Baker D. et al. ,,Functional Rapidly Folding Protein from Simplified Amino Acids Sequences®, Nature
Structured Biology, 4, 1997, 805.

5 Ratner M, Ratner D.: ,,Nanotechnology — a Gentle Introduction to the Next Big Idea®, Prentice Hall, 2002,
ISBN 0-13-101400-5, str. 117.

87 Csaki A et at »DNA Based Molecular Nanotechnology*, Single Mol., 3, 2002, str. 275.

58 Bashir R. ,,DNA Nanobiostructures, Materialstoday, Nov/Dec 2001, str. 30

69 Dujardin E., Mann S.: , Bio-inspired Materials Chemistry*, Adv.Eng.Mat., 4, 2002, str 461
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Prokazali, ze molekula DNA je idealnim konstrukénim materialem v nanoméritku. Vytvofili
rozvétvené molekuly se C&tyfmi rameny, které lze dale spojovat do vétSich dvou i
trojrozmérnych periodicky uspofadanych celkd. Postupné vytvofili spoje s péti a Sesti
rameny, poté &tverci, krychle obsahujici 480 nukleotidi a zkoseny osmistén obsahujici 2550
nukleotidi molekularni hmotnosti cca 790 kD. Krychle syntetizovali v roztoku. Pozdéji presli
ke zpusobu zaloZzeném na pevné podlozce, coz velmi zlepSilo kontrolu procesu a dovolilo
hromadné paralelni samosestavovani. Seemanovy DNA fetézce sestavené do raml
(kachlicek) byly natolik pevné, Ze mohly slouzit jako nosniky molekularni kostry, ale spoje
byly pfili§ poddajné. V roce 1993 byl objeven pevnéjSi motiv antiparalelni DNA s dvojnym
kfizenim (DX molekula), ktery byl pozdé&ji pouzit pro konstrukci spoju odolnych proti prahybu.
Dal$im cilem (1998) bylo sestaveni velkych uspofadanych soubori DNA krystalll ve tvaru
kleci pFi pouziti DX molekuly’® a pozdéji byla vytvofena jesté pevnéjsi molekula TX s trojitym
kfizenim’" - obr. €. 30. Na levé strané obrazku nahofe jsou znazornény &tyfi slozky struktury.
A, B, C jsou TX molekuly a D je konvencni dvojSroubovicova molekula. A a B mohou byt
spojeny horni a spodni ¢€asti k kachlicce v rovingé, coz je ukazano pod slozkami. Toto
usporadani ma mezery, které mohou byt zaplnény jednou dvojSroubovici DNA.

Snimek z AFM ukazuje zfetelné vytvofeny objekt. Prace Seemanovy skupiny byly souhrnné
popsany napf. v’2. Vysledky &innosti laboratofe N.C. Semana se staly pfedmétem nékolika
patentl a jsou nyni komercializovany spoleénosti Nanoscience Technologies,Inc.”® Dal$im
cilem je vytvafeni trojrozmérnych struktur, zaclefovani nanozafizeni do DNA struktur a
v daleké budoucnosti syntéza makro objektu.

Samosestavovanim byly vytvofeny motivy, které mohou slouzit jako kostra pro sestavovani
jinych molekularnich komponent, napf. pravidelnych uspofadanych souborl peptida a
protein(i, napt.”*’®. Yan H et al sestavili DNA nanostrukturu sestavajici ze &ty &tyframennych
spoju s kavitaci ve tvaru &tverci’”® - obr. &. 31.

" Winfree et al ,,Design and Self-assembly of Two-dimesional DNA Crystals®, Nature, 394, 1998, str. 539.

"''T.H. LaBean et al “The Construction, Analysis, Ligation and Self-assembly of DNA Triple Crossover
Complexes,” J. Am. Chem. Soc. 122, 2000, str.1848

2 Seeman N.C. ,,Nanotechnologie a DNA*, Scientific American, ¢eské vydani, cerven 2005, str. 40.

3 www.nanoscience-tech.com

™ Niemeyer C.M. et al “Oligonucleotide-directed Self-assembly of Proteins: Semisynthetic DNA — Streptavidin
Hybrid Molecules as Connectors for the Generation of Macroscopic Arrays and the Construction of
Supramolecular Bioconjugates,” Nucleic Acids Res., 22, 1994, str.5530.

> Smith s.s. et al “Nucleoprotein-based Nanoscale Assembly,” Proc. Natl. Acad. Sci., 94, 1997, str. 2162.

® Yan et al »DNA-Templated Self-Assembly of Protein Arrays and Highly Cosductive Nanowires®, Science,
301, 2003, str. 1882
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ABC’D soubor

Obr. ¢é. 30 Dvojrozmérné krystalické usporadani TX molekul

Periodicky proteinovy soubor byl ziskan samosestavovanim proteinu streptavidin na

templatu nanomfizky DNA, ktera obsahovala oligonukleidy. Stejné mtizky bylo pouzito pro
vytvoreni stfibrnych nanodratkd (pasky o rozmérech 25 x 43 nm o délce az 5um).

(A) B)

S 3 i % ;
500x500 nm 150x150 nm

Obr. é. 31 Samosestavovani DNA molekul v nanorozmérech (upraveno podle 61a 69)

a) DNA retézce sestavajici z 9 vlidken, z nichz jedno (Cervené) je spole¢né vSem ctyfem
spojim
b) Retézce se spojuji do nanomzizky

D. Liuetal vytvofili a charakterizovali DNA nanotrubice samosestavené z TX molekul (s

trojitym kfizenim). DNA nanotrubice mély primér cca 25 nm a byly pozorovany délky az 20
um. Nanotrubice byly Usp&$né metalizovany stfibrem’”.

4.3.9.2.2. Pripojeni DNA k povrchu zlata

NejpouzivanéjSim zpusobem pfipojeni DNA k povrchu je kovalentni vazba mezi sirou a
zlatem. Velmi silna vazba vznikne pouzitim kovového thiolatu, ktery vytvari stabilni film
vhodny pro pfipojeni funkénich skupin. DNA muze byt funkcionalizovana thiolovou S-H
skupinou na 3 nebo 5° koncich. Ponofenim ¢istého zlatého povrchu do roztoku
oligonukleotidl s thioly je sira absorbovana na zlatém povrchu a vytvofi se monovrstva

""D. Liu et al ,,DNA Nanotubes Self-assembled from Triple-crossover Tiles as templates for Conductive
Nanowires“, PNAS, 101, 2004, str. 717.
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molekul, kde jsou uhlovodiky nahrazeny jedno- nebo dvojSrobovicovou DNA. Vysoka afinita
thiolové skupiny ke zlatu ma za nasledek stabilni spojeni. Chemie zalozena na thiolech je
zakladni pfipojovaci schéma DNA a oligonukleotidi pfi samosestavovani umélych
nanostruktur. Na obr. €. 32 je schematicky znazornén jeden ze zpusobl vytvafeni
monovrstvy DNA na zlatém povrchu. Monovrstva se vytvafi dvoustupriovym procesem.

V prvém stupni se kousek Cistého nepokrytého zlata ponofi do roztoku s thiolovanou
jednoretézcovou DNA (HS-ssDNA) a vytvori se tzv. sonda. Povrch s nanesenou HS-ssDNA
se potom ponofi do roztoku dalSi thiolové molekuly — merkaptohexanolu (MCH). MCH nejen,
Ze pasivuje povrch a zabranuje nespecifické adsorpci DNA zrotoku, ale téz vymistuje
nespecificky adsorbovanou HS-ssDNA (ty molekuly, jez interaguji s povrchem jinymi
zpusoby nez prostfednictvim thiolové skupiny).

Hybridizace (sparovani jednotlivych fetézci DNA za tvorby dvojSroubovicové DNA) se
provadi expozici povrchu imobilizovanymi molekulami DNA (zkouSeny material) v roztoku,
ktery obsahuje jednofetézcovou DNA s komplementarni sekvenci (target).

Uvedeny zpusob byl pouZit napf. v praci’.

Metoda je dullezita napf. pfi vytvareni biosenzorld a v mnoha dalSich aplikacich (bioCipy,
bioelektronické prepinaCe a brany, chemicka separace a purifikace povrchu).

/ \\1. — HS-LCHEJ{.-ES' 5s—|j.N.-"\ 3’-!
-
' (_. \a \\ (NS .
: L = us-(cuy,-on

‘ Au

Samosestaveni ' . /\
sondy f\\> ¢
| - E’

éﬂ&m

Hybridizace

Obr. ¢. 32 Vytvafeni DNA monovrstev na zlatu prostfednicvim thiolové vazby

4.3.9.2.3. Samosestavovani nanostruktur pomoci DNA

Samosestavovani nanocastic pomoci DNA se dostalo velké pozornosti. Prvni, kdo provedli
samosestaveni zlatych nanoklastri do periodicky uspofadanych struktur za pouziti DNA byli
C.A. Mirkin a A.P. Alivisatos se spolupracovniky’®®. Za pomoci DNA templatt byly

" Csaki A et al ,,DNA Monolayer on Gold Substrates Characterized by Nanoparticle Labeling and Scanning
Force Microscope®, Nucleic Acid Research, 29, 2001, No.16.

" Mirkin C.A. et al ,,A.DNA-based Method for Rationally Assembling Nanoparticles into Macroscopic
Materials®, Nature, 382, 1996, str. 607.

8 Alivisatos A.P. et al ,,Organization of ,,Nanocrystal Molecules* Using DNA®, Nature, 382, 1996, str. 609
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syntetizovany zlaté dratky®', zlaté tyée®, stfibrné dratky®, Au-Pt koloidni tyginky®*, DNA byla
dekorovana fullereny® atd.

4.3.9.2.4._ Mechanochemicka zafizeni a motory
DNA byla vyuZita pfi konstrukci a vytvareni rdznych nanostrojli, motort a aktivnich zafizeni.

e Vlaboratofi N.J.Seemana byl zkonstruovan nanomechanicky prepinag, jehoz
konformace je mé&néna zménou chirality dvojsroubovice DNA®. Systém sestaval ze
dvou tuhych molekul typu DX spojenych spojovacim ¢lenem — dvojSroubovici DNA,
ktera pfisadou (NH3)sCl3; ménila svoji konformaci z B na Z.

o B. Yurke et al z Bellovych laboratofi a A. Turberfield z Oxford Univerzity zkonstruovali
DNA nanostroj, sekvencné zavisly aktuator, ve kterém se DNA pouziva nejen jako
konstruk&ni material, ale sougasné jako palivo pro pohon stroje®. Stroj vytvoreny ze
tii Fetézcd DNA ma tvar dvojice pinzet, které jsou uzavirany a otevirany pfidavkem
vnéjsiho fetézce ,palivové” DNA. Cinnost stroje je fizena ,palivovym® fetézcem DNA
s velkou presnosti. Stroj po vlozeni ,palivového* Fetézce pracoval nepretrzité po 7
cykll a nanopinzety se uzaviraly a oteviraly vrozmezi 1 — 7 nm rychlosti cca 13
cykli/sec. Stroj byl sestaven a pracuje ve vodnim prostredi.

e JJ. Li a W. Tan z University of Florida sestrojili nanomotor z jedné molekuly DNA.
Nanomotor muze nabyvat dvé zfetelné konformace — intramolekularni tetraplex a
intermolekularni duplex. Nanomotor pfepina mezi témito konformacemi ménénim
hybridizace DNA a vyménnymi reakcemi v fetézci. To umozfiuje nanomotoru
provadét pohyb charakteru roztazeni — smrsténi jako u pidalky. Cinnost nanomotoru
byly pozorovana v realném ¢ase po oznaceni fluoroforem. DNA nanomotor pracoval
jak v roztoku, tak i na povrchu. Jeho stabilni struktura, spolehliva ¢innost a vysoka
uginnost jej preduréuje pro budouci pohonné jednotky nanosystému®.

4.3.9.2.5. DNA a mikro/nanoelektronika

Pokrok elektronického primyslu v poslednich desetiletich byl zalozen na vyrobé stale
mensich zafizeni a integrovanych obvodech s rostouci hustotou komponent, coz vedlo mj.
k vyrobé stale vykonnéjsich pocitacli. Tento rychly rast je vSak omezen moznostmi stavajici
vyrobni technologie (litografie), velkym rozptylem tepla pfi praci obvodd a kapacitnimi
vazbami mezi sousedicimi komponenty. Navic, zmenSovanim jednotlivych zafizeni do
oblasti nanorozmérl koliduje se zakladnimi fyzikalnimi z&kony. V konvencnich
elektronickych zafizenich zalozenych na kfemiku je informace prenasena pohyblivymi
elektrony uvnitf pasu dovolenych energii, v zavislosti na pasoveé struktufe polovodicCe.

ZmenSuji-li se rozmeéry do oblasti nanometrll, pak pasy se zméni do diskrétnich energiovych
urovni a kvantové jevy indukuji lokalizaci. Pro dalSi rozvoj miniaturizace integrovanych
obvodl se tedy hledaji nové technologie, které plné vyuziji vyhod kvantové mechanickych

81 Mbindyo J.K.N. et al “DNA-directed Assembly of Gold Nanowires on Complementary Surfaces,” Advanced
Materials, 13, 2001, str. 249.

82 Dujardin E. et al “DNA-driven Self-assembly of Gold Nanorods,” Chem. Commun., 2001, str. 1264.

% Braun E. et al “DNA-templated Assembly and Electrode Attachment of a Conducting Silver Wire,” Nature,
391, 1998, str. 775.

8 Martin B.R. “Orthogonal Self-assembly on Colloidal Au-Pt Nanorods,” Adv. Mater., 11,1999, str. 1021.

8 Cassel A.M. et al “Assembly of DNA/fullerene Hybrid Materials,” Angew. Chem. Int., 37, 1998, str. 1528

8 Mao C. et al ,» A Nanomechanical Device Based oh the B — Z Transition of DNA®, Nature, 397, 1999, str. 144.

8 Yurke B. et al. ,,A DNA-fuelled Molecular Machine Made of DNA*, Nature, 406, 2000, str. 605.

8L J.J., Tan W. ,,A Single DNA Molecule Nanomotor®, Nano Letters, 2, 2002, str. 315.
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jevl. Jednou z moznych cest je vytvareni zafizeni vyuzivajicich molekul (molekularni
elektronika). Zakladni ideou molekularni elektroniky je pouziti jednotlivych molekul jako dratu
(spojt), spinacl, usmérnovacu a paméti.

Jinou koncepci molekularni elektroniky je zména ve zplsobu vyroby soucastek, a to ze
zpusobu top-down (litografie) ke zplsobu bottom-up, pfi kterém jsou soucastky i celé
systémy vytvafeny z malych zakladnich stavebnich kamen( (slozek), s vyuzitim jejich
schopnosti se vzajemné rozpoznavat, strukturovat se a samosestavovat se. V souCasné
dobé se intenzivné zkoumaji rtzni kandidati pro vyuziti v molekularnich zafizenich, jako
napf. malé organické polymery, velké biomolekuly (DNA, aj.), nanotrubice a fullereny.

Jednim z vyznamnych kandidatl pro pouziti v molekularni elektronice (nanoelektronice) je
pro svoje unikatni vlastnosti DNA. Zkoumaji se pfedevsim jeji elektrické vlastnosti, zejména
vodivost, tj schopnost pfenosu naboje. Jak se ukazuje, do ur€ité miry jsou vodivé jen velmi
kratké sekvence molekuly DNA a del$i sekvence (o délce nad cca 40 nm) jsou nevodivé®.

Tento problém se feSi metalizaci viaken DNA nebo jejich dopovanim kovovymi ionty, O, atd.
Problémem je pfipojovani vlaken DNA k elektrodam, charakterizace nanozafizeni, méreni
vlastnosti v nanorozmérech atd. Nicméné, vyzkum a vyvoj vyuziti DNA v molekularni
elektronice se intenzivné rozviji a ma velkou perspektivu, nehledé na to, ze prakticka
realizace jeho vysledku se oekava v horizontu 10-15 let.

Uvedeme nékteré priklady z oblasti vyuziti DNA v nano/mikroelektronice.

4.3.9.2.6. Integrace DNA molekul do mezery mezi elektrodami

Schopnost prfesné umistovat biomolekuly na mikrostrukturované substraty je kliCova
technologie dlouhodobého cile molekularni bionanotechnologie — integrovat biomolekularni
jednotky v technickych zafizenich. Pro uskute¢néni tohoto cile jsou nezbytné postupné
kroky, jako napf. vyzkum elektrické vodivosti DNA, vyvoj technologii metalizace roztazené a
imobilizované DNA, vyvoj manipulaénich technologii (napf. gelova elektroforéza,
nanolitografie), vyvoj potencialnich paralelnich vyrobnich procest atd. Dalezitym problémem
pfi feSeni téchto ukolu je optimalni zplsob integrace DNA a dalSich biomolekul do mezery
mezi elektrodami. Mezery maji obvykle Sitku v mikrometrech (2 -15 um). DNA o vétSich
délkach ma Spotnou elektrickou vodivost, a proto je tfeba vlakno metalizovat, coz je obtizné.

e Jeden ze zpusobu integrace nanodratkll do mezery mezi elektrodami vyuziva mezeru
o0 rozméru mikrometrd, ktera je nahodné pokryvana molekularnimi strukturami.
V tomto pfipadé identifikace pfemostujicich struktur vyzaduje specialni prostfedky
(obvykle ultramikroskopy). Reprodukovatelny paralelni projev jednotlivych molekul je
problematicky. Jednim z prvnich pfikladi je prace E.Brauna et al®, ktefi spojili mikro
elektrody s mezerou o Sifce 12-16 ym viaknem DNA a postupné je CasteCné
postfibfili. Dalsim prikladem je prace A. Rakitina et al®'. Autofi porovnavali vodivost
svazku molekul lambda-DNA s vodivosti svazku M-DNA Méfeni bylo provedeno v
mezefe o Sifce 10 ym ve vakuu. Zjistili dobrou vodivost v M-DNA, ve srovnani
s lambda-DNA, ktera se chovala pfi pokojové teploté jako polovodic.

e Jinym zplUsobem je vytvoreni elektrického spojeni az potom, co jsou molekuly
nahodile imobilizovany a modifikovany, a to bud trvalym zapojenim pomoci
elektronové litografie, nebo spojenim na pfechodnou dobu pouzitim elektrod

% Porath D. et al ,Charge Transport in DNA-based Devices*, Topics in Current Chemistry, 237, 2004, str. 189.

% Braun E. et al »DNA-templated Assembly and Electrode Attachment of Conducting Silver Wire“, Nature, 391,
1998

! Rakitin A. et al ,Matallic Conduction through Engineered DNA: DNA Nanoelectronic Building Blocks*,
Phys.Rev.Lett., 86, 2001, str. 3670.
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zalozenych na skenujici sondé (AFM), ve spojeni s CasteCné metalizovanym
substratem. Prvy zpusob pouzili napt. K.Keren et al ®>. Druhy zptsob pouZili napf.
L.Cai et al®.

o Moznosti paralelni pfipravy spojeni elektrod molekulami DNA popsali nedavno
G.Maubach a W.Fritsche z IPTH Jena al**. Na zakladé vysledk(i svych predchazejich
praci vytvofili nejprve na substratu SiO, fotolitograficky strukturu sestavajici ze Ctyf
paralelnich elektronickych obvodu s elektrodami ze zlata — obr. €. 33a. Poté do
mezer umistili mikropipetou imobilizovana viakna DNA v roztoku, fluorescenéné
oznacéena pro pozorovani v skenovacim silovém mikroskopu. Podafilo se umistit vzdy
jedno vlakno DNA v jedné mezefe. Nasledovala metalizace celych viaken DNA (nejen
jejich €asti) nanesenim roztoku s nanocasticemi zlata o priméru 20 nm do mezery
mezi elektrodami s umisténou DNA. Nanocastice se elektrostatickou adsorpci
uchytily Uspésné na viaknech DNA - obr. €. 33b. Méfeni elektrické vodivosti
prokazalo linearni zavislost volt-ampérové charakteristiky. Uvedené prace mohou
slouzit jako pfiklad poCate€nich praci pfi vyvoji zafizeni pro nanoelektroniku.

Obr. ¢. 33 Paralelni umisténi metalizované DNA mezi elektrodami (upraveno podleg4a)

%2 Keren K. et al ,,Sequence-Specific Molecular Litography on Single DNA Molecules*, Science, 297, 2002, str.
72.

% CaiL.etal ,.Self-assebled DNA Network and their Electrical Conductivity”, Appl. Phys. Lett., 77, 2000, str.
3105

% a) Maubach G., Fritzsche W. ,,Precise Positioning of Individual DNA Structures on Electrode Gaps by Self-
organization onto Guiding Microstructures®, Nano Lett., 4, 2004, str. 607.
b) Maubach G., Born D., Cséki Andrea, Fritzsche W. ,Parallel Fabrication of DNA-aligned Metal
Nanostructures in Microelectrode Gaps by a Self-organization Process®, Small, 1, 2005, str. 619.
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4.3.9.2.7. DNA tranzistory

Hledani mensSich a rychlejSich logickych zafizeni pretrvava jiz od dob objevu klasického
tranzistoru (1948). Teprve A.Aviram a M.A.Ratner pfedlozili v roce 1974 ideu pouZzit jako
komponenty elektronického obvodu jednu organickou molekulu®®. Problémy spojené
s pfipojenim jedné molekuly k vné&jSim vodi¢lim posunuly ovéfeni této pfedstavy az na konec
devadesatych let dvacatého stoleti. Na zakladé vté dobé jiz ziskanych zkuSenosti
(schopnost poviékat DNA kovy), predlozili E. Ben-Jacob et al pfedstavu o vytvofeni DNA
tranzistoru (jednoelektronového tunelového tranzistoru)®.

V roce 2001 sestavili M\W. Wu a pani L.L. Sohn jednoduchy DNA tranzistor, kdyz spojili

kovové elektrody vlaknem lambda-DNA PFi méfeni funkce zafizeni pozorovali Coulombovu
blokadu a oscilace””.

V roce 2003 méfili T. Shigematsu et al z Fuji Xerox, Co. elektrické vlastnosti DNA a m;.
pouzili uspofadani tranzistoru fizeného polem (FET). Molekula DNA byla nanesena na SiO,
podloZku. Vzdalenost mezi emitorem a kolektorem byla cca 20 nm. Po pfiloZzeni napéti na
hradlo byl detekovan proud mezi emitorem a kolektorem 0,5-2 nA a zjiSténa vodivost DNA
alespori na kratkou vzdalenost®®.

Vyvoj DNA-FET dale pokracuje. Nicméné, z vySe uvedeného vyplyva, ze vyvoj probiha
pomalu a je velmi obtizny. Paralelné s vyvojem DNA-FET probiha mnohem intenzivnéji vyvoj
CNFET (tranzistor Fizeny polem s uhlikovou nanotrubici, ktera slouzi jako kanal pro tok
elektrond). Tento tranzistor byl poprvé zkonstruovan v roce 1998 v laboratofi C.Dekkera v
Holandsku®. Prozatim nedoslo k priimyslové vyrob& CNFET. O&ekava se véak, ze CNFET
by mohl v budoucnu nahradit kiemikové tranzistory. Sou€asné top-down technologie (napf.
fotolitografie) vSak nemohou pracovat vrozmérech tak malych, jak se pozaduje (v
nanorozmérech), a proto se hledaji moznosti pouziti technologie samosestavovani (bottom-
up). Jelikoz DNA se jevi jako optimalni templat pro samosestavovani nanoelektrickych
zarizeni, zaCal vyzkum i vtomto sméru. Na obr. €. 34 je ideové znazornéni CNFET pro
biosenzor s imobilizovanou ss-DNA na jednosténné uhlikové nanotrubici (SWCNT).

V roce 1998 K.Keren et al zvefejnili informaci o pouziti DNA pfi samosestavovani CNFET
technologii, kterou nazvali sekvenéné specifickou molekularni litografii’® ! - viz obr. &. 35.

Realizace CNFET zadina polymerizaci monomertl proteinu RecA'® na molekule ssDNA,
pficemz se vytvofi nukleoproteinova viakna (tento cyklus neni uveden na obrazku). V dal§im
stupni procesu se nukleoproteinova vlakna spoji homologni rekombinaci s dsDNA
substratem (smisi se). Homologni rekombinace je proces zprostfedkovany proteinem, pfi
kterém dvé DNA molekuly (ssDNA a dsDNA), majici stejné usporadani sekvenci, se spoji na
ekvivalentnich mistech. Oddélené byl pfipraven roztok uhlikovych nanotrubic, ve kterém byly
nanotrubice povle€eny streptavidinem. Ten se svazal za pfitomnosti specialné pfipravené

protilatky (biotin-antimouse) s misty, kde byl na DNA protein RecA. Tak se nanotrubice

% Aviram A., Ratner M.A. ,, Molecular Rectifiers”, Chem. Phys. Lett, 79, 1974, str. 277.

% Ben-Jacob E. et al ,,DNA-Nanoelectronics: Realization of a Single Electron Tunneling Transistor and a
Quantum Bit Element”, 6th Foresight Conference on Molecular Nanotechnology, 1998, Santa Clara CA,
www.foresight.org/conference/MNT6/Abstracts/Ben-Jacob/index.html.

’” Wu M.W., Sohn L.L. ,A Sigle-Electron DNA Transistor, APS March Meeting, 2001, piispévek L.9.004.
http:://flux.aps.org/meetings/ YRO1/MARO01/abs/S4190004.html.

% Shigematsu et al ,,Transport Properties of Carrier-injected DNA®, J. Chem. Phys., 118, 2003, str. 4245.

% Tan S.J ., Verschuren A.R.M., Dekker C. ,,Room-temperature Transistor Based on a Single Carbon Nanotube®,
Nature, 393, 1998, str.49.

100 Keren K. et al ,»DNA-templated Carbon Nanotube Field-effect Transistor, Science, 302. 2003, str. 1380.

1% Keren K et al ,,Sequence-specific Molecular Lithography on Single DNA Molecules®, Science, 297, 2002, str

72.
12 RecA protein je jeden z nejzajimavéjsich proteind, nespecificky vazanych k DNA v E.coli.
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spojila s DNA. Inkubace v roztoku AgNO; méla za nasledek tvorbu Ag agregatu podél
molekul substratu v oblastech, které nebyly chranény proteinem RecA. Nasledovala operace,
pfi které agregaty Ag slouzily jako katalyzatory pro specifickou depozici Au. Nechranéné
oblasti se pfeménily na vodivé zlaté dratky (HQ na obr. 35 je hydrochinon). Vznikla soustava
byla poté umisténa na hradlo ze Si substratu a vytvofil se CNFET.

Studium architektury nanoelektronickych systém( samosestavenych prostfednictvim DNA
provadéji C. Dwyer et al z Duke University, NC'®. Vychazeji z pfedstavy moznosti pouziti
nanomfizky z DNA (viz obr. €. 31), na jejiz stény by se umistily uhlikové nanotrubice. Autofi
modelovali nékolik struktur a predlozili jejich nesporné piednosti proti stavajicim

integrovanym obvodim vyrabénym technologii 180 nm. Uplatnéni DNA nanoelektroniky Ize
oCekavat v horizontu 10-15 let.
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Obr. ¢. 34 Predstava CNFET pro biosenzor s imobilizovanou SS-DNA na SWCNT
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Obr. ¢. 35 Schéma technologie samosestavovani CNFET pomoci templatu DNA

' Dwyer C. et al ,Design Tools for a DNA-guided Self-assembling Carbon Nanotube Technology*,
Nanotechnology, 15, 2004, str. 1340.
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4.3.9.2.8. DNA poditace

Molekularni pocitae jsou snem a cilem od zacatku rozvoje nanotechnologii. Jejich moZnou
realizaci prfedpovédél R.Feynman ve své pamatné pfednaSce na zasedani Americké
fyzikalni spoleénosti v California Technology Institute v roce 1959 a do sougasné doby
bylo pfedlozeno mnozZstvi schémat. Pfedpoklada se, Ze prvé pocitade tohoto typu budou
vyuzivat biologické molekuly. Hlavnim kandidatem je DNA. Je to proto, Ze jeden gram DNA o

objemu 1 cm® mizZe obsahovat asi 750 terabytd informaci'®.

Vyzkum v oblasti DNA pocitani zahajil americky matematik L.Adleman z University of
Southern California v roce 1994'%®. Adleman se v té dobé& zabyval mechanismem $ifeni viru
HIV a &innosti lidského imunitniho systému a zaujala ho napadna podobnost biologickych
procesu se zakladnimi procesy vypocetnich systému. Adlemantv experiment fesil problém
nalezeni hamiltonovské cesty (HPP) v sedmibodového grafu'®. Kligem k fe$eni HPP pomoci
DNA byl masivni paralelizmus DNA vypoctl a komplementarita bazi.

Vyuziti vlastnosti DNA pro poé&itani se t&8i velkému zajmu'® a postupné se dospélo
k realizaci konstrukce prvého DNA poditace. V roce 2004 E.Shapiro et al z Weizmannova
ustavu v lzraeli publikovali v Casopise Nature sdéleni o DNA pocitaCi, ktery je schopen
diagnostikovat rakovinnou aktivitu v bufice a poté uvolnit protirakovinny lék'*.

DNA pocitace maji obecné tyto nevyhody:

e Spotifebovavaji sice polynomialni mnozstvi €asu, avSak exponencialni mnozstvi
prostoru. Napf. pro graf, ktery ma 100 bodu (v Alemanové experimentu) je zapotiebi
vice nez 10°° molekul.

e Vypocty jsou zatim mnohem pomalejSi nez na PC
e Technologie je citliva na vyskyt chyb
e VypocCty nejsou znovu pouzitelné
DNA pocitace maji tyto vyhody:
e Masivni paralelizmus

Nizka spotfeba energie k provedeni vypoctu (jde o chemické reakce)
Miniaturizace (obrovska informaéni kapacita)
Silny rozvojovy potencial

Vyvoj DNA pocitact je nyni pfiblizné v dobé, ve které kiemikové pocitace byly kratce po
objevu tranzistoru.

1% Feynman R.P. “Tam dole je spousta mista, preklad uvedeny v knize: R.F.Feynman ,,Radost z poznani*, vyd.
Aurora, Praha, 2003, str. 159, ISBN 80-7299-068-3.

1% http://en.wikipedia.org/wiki/DNA_computer

106 Adleman L.M. ,,Molecular Computation of Solution to Combinatorial Probléme*, Science, 266, 1994, str.
1021.

"7 Problém hamiltonovské cesty (Hamiltonian path problem - HPP) a problém hamiltonovského cyklu
(Hamiltonian cycle problem — HCP) patii do teorie graft. Jde o urCeni, zda v daném grafu tyto cesty
existuji. Mame-li graf se soustavou bodd a oznacenym vstupnim a vystupnim bodem, pak cesta ze vstupniho
do vystupniho bodu se nazyva hamiltonovskou tehdy, kdyz obsahuje kazdy bod grafu jen jednou.

108 a) Winfree E. ,,DNA Computing by Self-assembly*, NAEs The Bridge, 33. 2003, No. 4, str. 31.

b) Mao Ch. et at ,Logical Computation Using Algorithmic Self-assembly of DNA Triple-crossover
Molecules*, Nature, 407, 2000, str. 493.
c) Benenson Y. et al ,,DNA Molecule Provides a Computing Machine with both Data and Fuel®, PNAS, 100,
2003, str 2191.
1% Benenson Y. et al ,,An Autonomous Molecular Computer for Logical Control of Gene Expression®, Nature,
429, 2004, str.423.
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4.3.9.3. RNA nanotechnologie

Jako perspektivni stavebni jednotky pro pouziti v nanotechnologiich byly v minulosti
zkoumany DNA a proteiny. DalSimu potencialnimu stavebnimu prvku — RNA — byla
vénovana mnohem mensi pozornost. Pfitom je znamo, Ze s RNA se muZe manipulovat
mnoha zpusoby a vytvaret tak rGzné konformace, které mohou slouzit napf. v DNA
nanotechnologii zaloZzené pfedevSim na jednoduché dvojSroubovicové struktufe. PFirodni
molekuly RNA se mohou projevovat opravdu ve velmi velkém mnozZstvi komplexnich 3D
struktur, které mohou plnit velmi rozdilné funkce. Snad nejlepSim pfikladem je ribozom,
fantasticky stroj zaloZeny na RNA (viz ¢ast 4.2.2.).

RNA nanotechnologie se rozvinula pfedevSim na dvou pracovistich — na University of
California v Santa Barbara (v laboratofi L. Jaegera) a na Purdue University (v laboratofi P.
Gua).

L. Jaeger, jeSté jako pracovnik francouzského ustavu CNRS - Institut de Biologie
Moléculaire et Cellulaire ve Strasburku, predloZil vroce 1996 koncepci RNA-tektoniky'™.
RNA-tektonika se zabyva konstrukci umélych RNA architektur, které maji nové vlastnosti a
prispiva k pokroku v poznani principl skladani a sestavovani trojrozmérnych komplexnich
prirodnich molekul RNA. RNA-tektoniku lze povazovat za stavebnici LEGO, kdy z
modularnich jednotek zvanych ,tektoRNA* se vytvareji samosestavovanim superstruktury''”.
L. Jaeger et al postupné popsali konstrukci modularnich RNA jednotek ve tvaru dimeru''?, H-
tvaru a Cétvercového tvaru, které se mohou skladat do riznych nanostruktur, jako napf.
malych RNA nanocgastic, jedno- a dvojdimenzionalnich uspofadani nebo pravidelnych siti.

Predpoklada se uplatnéni RNA-tektoniky v nanotechnologii, biotechnologii a mediciné.

P. Guo shrnul nedavno mnohaletou &innost své laboratofe v oblasti RNA nanotechnologie’**.
Vyjadfil pfesvédCeni, ze RNA je unikatni molekula pro nanovyrobu pro mnozstvi svych funkci
struktur. Molekuly RNA mohou byt konstruovany a manipulovany jednoduchymi postupy
srovnatelnymi s DNA, av$ak pfi variacich struktury a funkci pozorovanych u proteind.
Molekuly RNA typicky obsahuji velmi rozdilné jednofretézcové smycky, vhodné pro inter- a
intramolekularni interakce. Tyto smy¢ky mohou slouZzit jako montazni rybiny pouzivané
obvykle pfi spojovani soucasti. Samosestavovani nanocastic z RNA zahrnuje kooperativni
interakce jednotlivych molekul RNA, které se spontanné sestavuji do pfedem definovanych
tvar( a vytvareji vétsi dvoj- a trojdimenzionalni struktury.
Praci laboratofe P. Gua charakterizuji nasledujici pfiklady:

e Syntéza 30 nm pRNA motoru zhotoveného z Sesti fetézci RNA, usporadanych do

hexameru, které vazou ATP a obklopuji stfedni Fetézec DNA. V pfitomnosti ATP
stladuji RNA Fetézce DNA osu, roztadeji ji a vytvari se sila cca 50 pN'™.

e Syntéza nanostruktur a uspofadanych soubort pouzitim pRNA bakteriofagu phi29.
pRNA se svymi neobvyklymi strukturnimi a funk&nimi vilastnostmi je idealni vychozi

1

% Westhof E., Masquida B, Jaeger L ,,RNA Tectonics: Towards RNA Design®, Folding & Design, 1, 1996, str.

R 78.
Jaeger L, Westhof E., Leontin N.B. ,,TectoRNA: Modular Assembly Units for the Construction of RNA
Nano-objects, Nucleic Acid Res., 29, 2001, str. 455.

Choros A et al ,,Building Programmable Jigsaw Puzzles with RNA®, Science, 306, 2004, str. 2066.
Nasalean L. et al ,,Controlling RNA Self-assembly to Form Filaments*, Nucleic Acid Res., 34, 20006, str.
1381.
Dimer — sloucenina ze dvou molekul téze latky
Guo P. ,,RNA Nanotechnology: Engineering, Assembly and Applications in Detection, Gene Delivery and
Therapy*. J. Nanosci. Nanotechnol., 5, 2005, str. 1964.
14 Shy D, Guo P. ,,A Viral RNA that Binds ATP and Contains a Motif Similar to an ATP-binding Aptamer

from SELEX*, J. Biol. Chem., 278, 2003, str. 7119.

1

1
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material pro RNA nanotechnologie. Byly syntetizovany pRNA molekuly, které
v prostfedi bez proteinl vytvareji s vysokou Uc&innosti stabilni dimery a trimetry. Tyto
stavebni bloky jsou schopny se samosestavovat do ty&inek, trojuhelnikd, hexamer( a
3D struktur o rozmérech az nékolika mikrometr(. Uspofadané soubory byly stabilni
v riznych prostfedich. Vysledky naznacuji, ze RNA muze slouzit jako vSestranny
stavebni blok v nanotechnologiich — obr. &. 36"

LR

C.Trimer D.Soubor
Obr. €. 36 Struktury vytvorené z pRNA.

e Byla syntetizovana pRNA motoru bakteriofagu phi 29 obsahuijici terapeutickou siRNA
a na receptory se vazici RNA aptamery''®. Vzniklé nanogastice o rozmérech 20-40
nm se vazaly na terapeutické C&astice v bufkach a postupné iniciovaly zanik
rakovinnych bunék v bunécnych kulturach a pfi pokusech na zvifatech. Je dobry

predpoklad pro vyuZiti nano&astic pfi Ié&bé rakoviny a leukémie'"”.

4.3.9.4. Peptidy a proteiny v nanotechnologiich

Unikatni a univerzalni vlastnosti pfirodnich proteint, zejména enzymud, byly a jsou
dostateénou hnaci silou pro pfipravu syntetickych peptidi a proteini v pfirodé se
nevyskytujicich, které maji predem uréené vlastnosti''®. V poslednich 20 letech bylo vyvinuto
mnoho systému samosestavovani, od blokovych kopolymer( a povrchové aktivnich latek po
trojrozmérné bunécéné struktury, struktury zalozené ne DNA a modely pro studium sbalovani
proteinl. Prozatim se samosestavovanim (chemickou syntézou) podafilo pfipravit jen mensi
syntetické biologicky aktivni systémy, které maji jednoduché konformace, napf. jedinou a —
Sroubovici nebo B — strukturu &i jejich kombinace. Zatim nejsme schopni predvidat terciarni
strukturu proteind, coz zatim vyluCuje moznost pfipravy novych funkénich proteind

'3 Shu D. et al ,,Bottom-up Assembly of RNA Arrays and Superstructures as Potential Parts in
Nanotechnology®, Nano Lett., 4, 2004, str. 1717.

116 Aptamery — malé molekuly, které maji schopnost vézat se k jinym molekuldam. (DNA nebo RNA aptamery,
peptidové aptamery).

7 Khaled A et al ,,Controllable Self-assembly of Nanoparticles for Specific Delivery of Multiple Therapeutic
Molecules to Cancer Cells Using RNA Nanotechnology*, Nano Lett., 5, 2005, str. 1797-

'8 Zhang S. et al ,,Design of Nanostructured Biological Materials through Self-assembly of Peptides and
Proteins*, Current Opinion in Chemical Biology, 6, 2002, str. 865
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s komplexni konformaci. Bézna je jiz syntéza peptidi obsahujicich az 50 aminokyselin a
podafilo se syntetizovat proteiny o 150 aminokyselinach.

Jeden z prvych pokusl o syntézu proteint od samého pocatku (de novo) popsali J.S. a D.C.
Richardsonovi''®. Vytvofili dva nové proteiny metodou vychazejici ze zakladni predlohy
sbalovani pfirodnich proteinG. Prvni protein, ktery nazvali ,Felix®, byl modelovan podle
svazkl ¢tyf a-Sroubovic a obsahoval 79 aminokyselin v chomacich a-Sroubovic a zahrnoval
19 z 20 typl aminokyselin. Byl velmi nestabilni a neuspofadany. Druhy protein nazvany
,betabellin® byl modelovan podle proteinu s dvémi B-strukturami. Po fadé rekonstrukci byl
ziskan stabilni, dobfe rozpustny protein.

Samosestavovani peptidl a proteinl je slibnou cestou pro pfipravu riznych molekularnich
materiall, véetné nanovlaken a vlaknitych trojrozmérnych siti (koster).

4.3.9.4.1. Zpusoby vybéru peptidu pro pfimé sestavovani nanokrystal(

Pro vyuziti peptida a protein( pfi vytvareni nanostruktur je podstatny jejich optimalni vybér,
protoZe pfiroda nam nepfipravila vhodné biomolekularni interakce s materialy, které obvykle
potfebujeme (kovy, polovodiCe, oxidy ap.). Zatatkem devadesatych let minulého stoleti se

pro vybér vhodnych peptidii zagalo vyuzivat bakteriofagd'® (viz napt. S.B. Cwirla et al'?").

S. Brown pouzil pro selektivni vazbu €astic oxidi kovu (Fe,Os, Fe;0,) polypeptidy vyskytujici
se na povrchu bakterie E. coli '%. Vytvoil knihovnu E. coli charakterizujici nahodilé sekvence
peptidd a s pomoci této knihovny identifikoval proteiny a peptidy, kieré mély schopnost
pfilnout k oxidiim Zeleza.

Podobné zpusoby byly dale rozvijeny. PopiSeme zplisob zvany phage display, vyuzivany
v laboratofi Angely Belcher v MIT, ktery ma svuj vzor v metodach pouzivanych pfi vyzkumu
novych 1ék'?*. Schéma metody je uvedeno na obr. &. 37. Pro rychly vybér peptid(, které by
nejen rozpoznaly, ale i fidily rust specifickych anorganickych material(, byla pouzita
knihovna geneticky upraveného fagu M 13'?*. Knihovna byla zalozena na kombinatorialni
knihovné peptidi o dané délce (napf. 7-12 merQ), které jsou pfipojeny k malému
povlakovému proteinu plll viaknitého kolifagu M 13. Knihovna obsahovala 1,9.10° nahodilych
sekvenci. Tyto sekvence byly exponovany na rlizné krystalické substraty. Nespecifické
peptidové interakce (vazby) byly odstranény vymytim. Pfipojené fagy byly vymyty
shizovanim pH roztoku a rozbitim interakci s povrchem. Vymyté fagy byly amplifikovany
jejich injektovanim do E. coli, aby se vytvofila obohacena populace fagu s peptidy, ketré jsou
schopny interakce se specifickou krystalickou strukturou. Zesilené fagy byly izolovany, byl
zjistén jejich pocet v roztoku a znovu exponovany na Cerstvé pfipraveny povrch substratu
tak, aby se obohatila populace fagu. Tento postup byl opakovan 5-7 krat, aby se vybral fag
s nejpevnéjSi a nejspecifiCtéjSi vazbou. Na zavér byla sekvencovana DNA fagu, ktera

9 Richardson J.S., Richardson D.C. ,,The de novo Design of Protein Structures®, Trends in Biochemical
Sciences, 14, 1989, 304.

120 Bakteriofag (zkracené fag) je bakteridlni vir, ktery je schopen replikace v hostitelské buiice mikroorganismii
ze skupin bakterii a archei. Fagy jsou schopny hybridizace s molekulami cDNA z knihovny cDNA. Fagy
jsou nejpocetndjimi biologickymi objekty v biosféte a jejich pocet se odhaduje az na 10°'. V soudasné dobé
je popsano asi 5100 fagt, které jsou klasifikovany do 13 ¢eledi, 30 rodd a 650 druht. Viz
www.phage.org/names.htm

121" Cwirla S.B. et al ,,Peptides on Phage: A Vast Library of Peptides for Identifying Ligands®, PNAS, 87, 1990,

str. 6378.

122 Brown S. ,Engineered Iron Oxide — adhesion Mutants of the Escherichia coli Phage A Receptor, PNAS, 89,

1992, str.8651.

Seeman N.C., Belcher A.M. ,, Emulating Biology: Building Nanostructures from the Bottom up*, PNAS, 99,

2002, str. 6451; www.science.org.au/sats2003/belcher.htm.

M 13 fag — je vlaknity fag o priméru cca 6 nm a délce 880 nm.
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projevuje potiebnou specifiCnost a ztéto sekvence bylo mozné ziskat informace o
sekvencich vazajici peptidy k povrchu substratu. Postup byl pouzit pro identifikaci peptidu a
proteint, které se specificky vazi k polovodivyn nanocéasticim (GaAs, InP, Si). Je to slibny
pfistup pro vybér peptidl, které mohou rozpoznat specifické anorganické krystaly a
krystalografické orientace nebiologického plivodu, kontrolovat rozmér, krystalovou strukturu,
tvar a optické vlastnosti polovodiovych nanostruktur, véetné nanokrystalt ze skupiny Il — VI
(ZnS, CdS, CdSe, ZnSe a PbS).

Enihowna fagi
s 10°nahodnych a l i | Spacifick4
peptidovych ok & s vazba k
sekvenci A i, TCheR povrchu
| . -
L -
Opakovana Vymyti
interakce fagi
.._...r"a_...... Al e VA .S
1 ¥
A o s
o o m
r'l.1' i "j.".l. Pl - ‘
Sekvence vazici Sekvenovani Amplifikace
peptidy DHA

Obr. ¢. 37 Postup vybéru peptidl rozpoznavajicich anorganické nanostruktury metodou Phage
display

4.3.9.4.2. Peptidy a proteiny jako konstruk&ni materialy

Vroce 1993 Stastnou nahodou objevili S. Zhang et al pfi samosestavovani iontovych
vzajemné se dopliujicich oligopeptidd novou tfidu biologickych materiali zaloZenych na
oligopeptidech'®. Oligopeptidy byly kratké, jednoduse projektovatelné, velmi prizptsobivé a
snadno syntetizovatelné. Po deseti letech vyzkumu126 byla pfiprava téchto peptidu
komercializovana pod znackou PuraMatrix™. Je to in situ samosestavena trojrozmérna, na
aminokyselinach zalozena hydrogelova kostra, sestavajici z vlaken kratkych fragmentu
amfifilickych oligopeptidt (16 aminokyselin, délka 5 nm). Pramér vlaken je 7-10 nm, velikost
ok sité je 50-400 nm, tedy pfiblizné jako sit vlaken v in vivo v extracelularni matrix — obr. €.

125 Zhang S. et al ,,Spontaneous Assembly of a Self-complementary Oligopeptide to Form a Stable Macroscopic
Membrane®, PNAS, 90, 1993, str. 3334.
126 Zhang S. , Building from the Botton up*, Materialstoday, May 2003, str. 20.
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38. Vyuziti tohoto nanomaterialu se prfedpoklada v riznych etapach vyvoje novych Iéka, pfi
klinické terapii, tkarfiovém inzenyrstvi a biovyrobé.

Vy8e zminéna samosestavujici se peptidova nanovlaknova kostra byla uspédné pouZita pfi

vyzkumu moznosti opravy poranénych mozkovych tkani kfe¢ka'? .

P. Ringler a G.E. Schulz pouzili enzym aldolazu a samosestavovanim vytvofili ¢tvercovou sit
sestavajici z enzymu jako pevného Ctyfcestného konektoru a tuhych streptavidinovych
tycinek jako mezernikt'®. Kazda podjednotka aldolazy byla vybavena terminalovou zna&kou
(tag) hexa histidinu (Hisg tag) pro orientovanou vazbu krovnym povrchim a dvéma
pfipojenymi biotiny pro vazbu streptavidinu. Sit bylo mozné reverzné nastavovat v krocich po

5 nm.

J.D. Hartgerink et al popsali samosestavovani a mineralizaci'?® amfifilnich peptidovych

nanovlaken, ze kterych vytvofili vliaknitou sit' pfipominajici extracelularni matrix. Vlakna sité
mohou byt mineralizovana hydroxyapaptitem a vytvofit kompozitni material, ve kterém je
krystalograficka osa c¢ hydroxyapatitu vyrovnana s dlouhou osou vlaken. Podobné
vyrovnavani pozorujeme mezi fibrilami kolagenu a krystaly hydroxyapaptitu v kosti.

Obr. ¢. 38 Struktura trojrozmérné sité
oligopeptidi materialu PuraMatrix™
(transmisni elektronovy mikroskop,
podle 130)

4.3.9.4.3. Peptidy a proteiny jako templaty pro vytvareni nanostruktur

Peptidy a proteiny byly pouZzity rovnéz jako templaty pro vytvareni riznych nanostruktur
podobnym postupem, jako je postup popsany v €asti 4.3.9.4.1., byly vytvofeny uspofadané
nanotecky ZnS™', Ag nanogastice’* a posledni dobé& nano&astice oxidu kobaltu, coZ je

"*" Ellis-Behnke R.G. et al ,,;Nano Neuro Knitting: Peptide Nanofiber Scaffold for Brain Repair and Axon
Regeneration with Functional Return of Vision®“, PNAS, 103, 2006, str.5054.

128 Ringler P, Schulz G.E. ,,Self-assembly of Proteins into Designed Networks*, Science, 302, 2003, str. 106.

12 Hartgerink J:D: et al ,,Self-assembly and Mineralization of Peptide-amphiphile Nanofibers*, Science, 294,

2001, str. 1684; ,,Peptide-amphiphile Nanofibers: A Versatile Scaffold for the Preparation of Self-assembled

Materials, PNAS, 99, 2002, str. 5133.

WWWw.puramatrix.com

Bl Lee S.-W- et al ,,Ordering Quantum Dots Using Genetically Engineered Viruses®, Science, 296, 2002,
str.892.
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material s vy$8i kapacitou pro uskladfiovani energie nez maji sou¢asné na uhliku zalozené
Li iontové baterie.

Pomoci seskupeni vysoce uspofadanych proteint byly vytvofeny usporadané soubory
nanogastic’>®. Na upravenych templatech proteinu chaperoninu byly vytvofeny usporadané
soubory nanogastic (nanoteéek) Au a CdSe-ZnS'**. Templaty peptidovych nanoviakem

obohacenych histidinem byly pouZity pro vytvofeni nanodratk Au'.

Amfifilické peptidové Sroubovice byly pouzity pfi fizeném sestavovani uhlikovych
nanotrubic'*®. Pro ruist nanokrystal(i Cu biomineralizaci byly pouzity peptidové nanotrubice™’.

V literatufe Ize nalézt Cetné dalsi priklady.

4.3.9.4.4. Motorové proteiny

O molekularnich motorech jsme se stru¢né zminili v kapitole 4.3.7. Tyto pfirodni motory maji
rozmér cca 2 — 20 nm, tj. jsou o tfi fady mensi, ve srovnani se sou€asnymi pokrokovymi
mikromotory vyrobenymi mikrotechnologiemi, jako napf. rtg. litografii a povrchovym
mikroobrabénim. Biomolekularni motorové proteiny pfeménuji chemickou energii na
mechanickou praci nebo pohyb. Jsou energeticky nenaro€né a velmi ucinné, navic pracuiji pfi
pfijatelnych teplotach. Motorové proteiny se U¢astni riznych kritickych bunéénych procest a
pIni rdzné funkce jako syntézu ATP, transport organel, kontrakci svall, skladani proteint a
pod. Jsou rozhodujici pfi signalizaci bunék, jejich déleni a pohybu.

Existuji tfi zakladni typy molekularnich motor(, které jsou vhodné pro vyuziti v
nanotechnologiich — konstruované shora — dolu (top — down), konstruované chemicky a
biologické molekularni motory (motorové proteiny). Motorové proteiny jsou pfedmétem
rozsahlého vyzkumu zaméfeného na poznani jejich funkci v riznych organizmech a studium
moznosti napodobeni jejich &innosti'®.

K. Firman et al pokracCuiji, i po uko&eni evropského projektu Nanonet, ve vyvoji nanoaktuatoru
zalozeného na molekularnim biomotoru (hybridnim enzymu), ktery pohybuje DNA a jako
spalivo® mu slouzi ATP. Autofi demonstrovali moznosti motoru pohybovat ,velkym® objektem
na vzdalenost mnoha mikrometrd pfi pouziti magnetické pinzety. Pouzita paramagneticka
Castice méla pramér cca 1 ym a nejdelSi vzdalenost, po kterou byla pohybovana byla cca 3
pm. Generovana sila byla asi 8 pN. Nanoaktuator by mél byt schopen detekovat pohyb
biokompatibilnich magnetickych nanocastic pfipojenych k DNA. Motor je rovnéz schopen
sledovat Sroubovicovou strukturu DNA a uvést pfipojené Castice do rotace. DalSim cilem je

132 Naik R.R. et al ,,Biomimetic Synthesis and Patterning of Silver Nanoparticles®, Nature Materials, 1, 2002,

str. 169.

133 Behrens S. et al ,,Nanoscale Particle Arrays Induced by Highly Ordered Protein Assemblies®, Advanced
Materials, 14, 2002, str. 1621.

% McMillan R.A. et al ,,Ordered Nanoparticle Arrays Formed on Engineered Chaperonin Protein Templates®,
Nature Materials, 1, 2002, str. 247.

135 Djalali R et al ,,Au Nanowires Fabrication from Sequenced Histidine-rich Peptide®, J. Am. Chem. Soc., 124,
2002, str. 13660.

"¢ Dieckmann G.R et al ,,Controlled Assembly of Carbon Nanotubes by Designed Amphiphilic Peptide
Helices®, J. Am. Soc., 125, 2003, str. 1770.

137 Banerjee Ipsita A., Yu L, Matsui H.“ Cu Nanocrystal Growth on Peptide Nanotubes by Biomineralization:

Size Control of Cu Nanocrystals by Tuning Peptide Conformation®, PNAS, 100, 2003, str. 14678; Gao X.,

Matsui H. ,,Peptide-based Nanotubes and Their Applications in Bionanotechnology*, Advanced Materials,

17, 2005, str. 3037.

a) Nicolau D.V. ,Nanodevices Based on Protein Molecular Motors: An Engineering Approach®, Springer,

2006, ISBN 0387307559; b) Tech. Proc. 2004 NSTI Nanotechnology Conf. and Trade Show, vol. 1, chapter

3: ,,.Biomolecular Motors* — www.nsti.org/procs/Nanotech2004v1/3
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pfipojeni motoru ke kfemiku. To umozni vyvoj integrovaného systému, ktery by mohl byt
pouzit jako biosenzor a pro sekvenovani jedné molekuly DNA™®.

S. Klumpp et al studuji transport ,nakladnich® &astic, které jsou tazeny raznymi
molekularnimi motory navzajem spolupracujicimi. Pfedmétem studia jsou kinesin motory,
které se pohybuji v cytoskeletu podél viaken aktinu. Pro porozuméni dopravé uvnitf buriky je
zapotfebi zkoumat kooperaci mezi motory. Ukazalo se napf., Ze dopravni vlastnosti zaviseji
pfedevSim na maximalnim poctu motorovych proteinli, které se podileji na tazeni
dopravované c¢astice. DalSim vyznamnym dasledkem kooperaéni ¢innosti motoru je, ze se
zvétSuje délka jednotlivych krokud. Kinesin je dimericky protein s dvémi nohami (obr. €. 26),
ktery se pohybuje podél vliakna aktinu v urcitych krocich. Kazdy krok odpovida asi velikosti
motoru, tj. cca 8 nm. Za jednu vtefinu vykona motor asi 100 kroku, coz je rychlost cca 1
mikrometr za vtefinu. Absolutni hodnota této rychlosti nedéla velky dojem, avSak v poméru
k velikosti se motorova molekula pohybuje velmi rychle. V makroméfitku odpovida tento
pohyb rychlosti atleta, ktery béFi rychlosti 200 m/sec. Pfitom je tfeba mit na paméti, Ze motor
pracuje ve viskéznim prostfedi a je podrobovan neustalym kolizim s velkym mnozstvim
molekul vody. Vlivem téchto kolizi pracuji tyto motory vzdy jen na urcité délce vlakna. Po
nékolika vtefinach se odpoji od vlakna a pohybuji se v obklopujici vodé Brownovym
pohybem, dokud se opét nepfipoji na stejné nebo jiné viakno. Studium téchto jevl je
nezbytné pro konstrukci syntetickych motorovych proteind ™.

Nejvétsi pozornost vyzkumnik( pfipoutal proteinovy motor FoF; ATP syntaza (obr. €. 27).
Vroce 1997 uvefejnili H. Noji et al informaci o pfimém pozorovani rotace motorového

proteinu F;-ATP syntazy™'.

Jeden z prvnich pokusl o syntézu zafizeni s timto motorem uskutecnili C. Montemagno a
jeho skupina. Sestrojili hybridni nanomechanické zafizeni pohanéné pfirodnim proteinovym
motorem. Zafizeni sestavalo ze tfi ¢asti: mechanického niklového substratu (vySka 200 nm,
prumér 80 nm), biomotoru F;- ATP syntaza a syntetické nanovrtule z Ni o délce 750 nm a
priméru 150 nm. Motor byl ponofen do roztoku ATP a jinych chemikalii. Rotace vrtule byla
iniciovana 2 mM ATP a zastavovana azidem sodnym. Rychlost rotace byla v rozmezi 1-8
ot./sec, v zavislosti na délce vrtule a misté jejiho uchyceni. Zafizeni pracovalo plynule po 2
hodiny se stfednim krouticim momentem cca 20 pN.nm pfi 50 % uc&innosti. Pouze 5 zafizeni

z 400 v8ak pracovalo podle predpokladu.'?.

Pomérné nedavno H. Itoh et al predlozili pfimy dikaz chemické syntézy ATP pohanéné
mechanickou energii, kdyz pfipojili k y-podjednotce motoru magnetickou kulicku a otaceli
s ni"®. Rotace spravnym smérem méla za nasledek vyrobu ATP.

4.3.9.4.5. Peptidy, proteiny a nanoelektronika

Jeden ze zakladnich cill bioelektroniky je realizace zafizeni v nanorozmérech, ve kterych
pro pfenos a zpracovani elektronického signalu se pouziva nékolik malo nebo jen jedna
biomolekula. Existuje nékolik problému: imobilizace molekuly na elektronickém substratu,

% Firman K. ,A Biological Molecular Motor with the Potential to Be a Self-assembling Nanoactuator®,
Proc.Int.Conf ,, NANO 04, CSNMT, Brno, Oct. 2004, str. 131.

140 Klumpp S., Lipowsky R. ,,Cooperative Cargo Transport by Several Molecular Motors*, PNAS, 102, 2005,
str. 17284; Klumpp S. et al ,,Self-organizing Density Patterns of Molecular Motors in Arrays of Cytoskeletal
Filaments®, Biophysical Journal, 88, 2005, str. 3118.

141 Noji H. et al ,,Direct Observation of the Rotation of F|-ATPase®, nature, 386, 1997, str. 299.

142 C. Montemagno et al ,,Constructing Biological Motor Powered Nanomechanical Devices®, Nanotechnology,
10, 1999, str 225; Soong R.K et al ,, Powering an Inorganic Nanodevice with a Biomolecular Motor*,
Science, 290, str, 1555.

3 Ttoh H et al ,Mechanically Driven ATP Synthesis by F; — ATPase®, Nature, 427, 2004, str. 465.
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spojeni kontaktl, vyroba zafizeni, vytvofeni vystupu a zpracovani informaci. Mezi
biomolekulami maji vysadni misto proteiny. Pro vytvafeni biomolekularnich zafizeni pro
nanoelektroniku byly doposud pouzity rlzné nanotechnologické strategie (bottom-up i top-
down).

R. Rinaldi et al dosli k nazoru, ze vhodnym kandidatem pro biomolekularni elektroniku jsou
metaloproteiny, a to pro své dobré funk&ni charakteristiky. Z metaloproteint je to zejména
azurin — modry médény protein. MUzZe se vazat na zlato prostfednictvim disulfidového mista
nachazejiciho se na povrchu proteinu. Jeho pfirozena aktivita pfi pfenosu elektronti maze byt
vyuzita pro realizaci molekularnich spinacd, jejichz vodivostni stav mize byt fizen ladénim
jejich redoxniho stavu prostfednictvim externiho zdroje napéti (hradla). Vytvofili prototyp
ambipolarniho FET tranzistoru — obr. €. 39. VloZeny snimek z AFM zachycuje molekuly
azurinu imobilizované na substratu Si/SiO,. Zafizeni bylo funkéni'™,
150nm

CrfAu
nanchroty

Sio,
si

Ag zpétné hradlo

Obr. ¢. 39 Schéma geometrie FET tranzistoru a zptsob jeho vytvoreni.

4.3.9.5. Vyuziti lipida v nanotechnologiich

4.3.9.5.1. Liposomy

Liposomy jsou uméle pfipravené uzaviené vacky
(vezikuly) tvofené jednou nebo nékolika
lipidovymi dvojvrstvami a vnitfnim isolovanym
kompartmentem obsahujicim vodny roztok - obr.
€. 40.

voda

%

%‘,— lipidova dvojvrstva
=
P ——
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Obr. €. 40 Liposom

" D’Amico S. et al ,2Ambipolar Transistors Based on Azurin Proteins®, IEE Proc. Nanobiotechnol., 151, 2004,
str. 173.
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Liposomy byly poprvé pfipraveny v roce 1961 anglickym védcem A.D. Banghamem a od té
doby se staly mnohostanné pouzitelnym nastrojem v biologii, biochemii a nanomediciné.
V roce 1972 byly poprvé pouzity pro systém dopravy Iéki a v roce 1997 pro prvou vakcinu
DNA na bazi lipidd'*. Zatim co tloustka lipidové dvojvrstvy dosahuje nékolika nm, jejich
prumér se podle potifeby mlze liSit od cca 10 nm az po nékolik mikrometr(. Liposomy se
pfipravuji z pfirodnich netoxickych fosfolipidd a cholesterolu nékolika zpusoby, napf.
plusobenim ultrazvuku na vodnou suspensi vhodnych polarnich lipid (nejcastéji se pro tento
ucel pouziva lecitin z vajeéného Zloutku). V pfipadé pouziti liposomu pro dopravu lék
v organizmu jsou obvykle vacky rozpoznany a zniCeny imunitnim systémem, a proto se
vadcky povlékaji, napf. polyetylenglykolem (PEG)'.

4.3.9.5.2. Komplexy liposom — proteinové nanotrubice

U. Raviv et al z University of California, Santa Barbara, studovali biomolekularni interakce
mezi nabitymi membranami a biologickymi polyelektrolyty'*’, které vedou k rozdilnym
strukturam a morfologiim. Struktury vznikajici samosestavovanim jsou schematicky
znazornény na obr. €. 41. Jsou zde uvedeny i prfiklady dfivéjSich praci. Kationové
liposomové vacky byly bud adsorbovany na anionovych nanotrubicich za tvorby struktury
,castice na trubce“ (beads on a rod) — na obr. 41 je to oznaceno jako C, nebo za jinych
podminek jako lipd-proteinové nanotrubice, a to s uzavienymi konci (D) nebo otevienymi
konci (E). Rez timto komplexem je oznadéen jako F.

DFiv&jsi prace, provadéné za jinych podminek, vedly ke strukturam A a B'*®. Predpoklada se
vyuziti téchto struktur pfi cilené dopraveé 1éka.

| -Kationtové lipozomy + aniontové = ? | prvrr e —— T
Y
-C ~C Y ¥
— [K>>kgT | | K~ kgT |
[K>>10kgT| [k ~10kgT] K~ kgT |
y Yy
&astice na |XCL50-1 ||XCL>0'1 |
trubici
(BOR) e
Aty \d

Lipid-proteinové nanotrubice |

ReL/m>(ReL/moy vReur <(Reurme

I uzaviené konce I I otevfené konce I

Obr. ¢. 41 Struktury komplexd liposom — polyelektrolyt
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www.liposome.org

www.alza.com/alza/stealth

17 polyelektrolyt je vysokomolekularni latka, ktera obsahuje postranni skupiny schopné elektrolytické
disociace. Skupiny mohou byt kyselé, zasadité (zfidka) a amfoterni (v uvedeném piipad¢ proteiny).

148 Raviv U. et al ,,Cationic Liposome — Microtubule Complexes: Pathways to the Formation of Two-state

Lipid-protein Nanotubes with Open and Closed Ends®, PNAS, 2005, str. 11167.
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4.3.9.5.3. Lipidové nanotrubice

T. Shimizu z Nanoarchitectonics Research Center japonského ustavu AIST vytvoril lipidové
nanotrubice, které nazval ,bilé nanotrubice“™®. Nanotrubice se vyrabéji jednoduchym
zpusobem ze slupky ofisku keSu. Nanotrubice maji vnitfni pramér 10 — 15 nm, vné&jSi primér
40 — 50 nm a mohou dosahovat délky nékolik desitek az stovek mikrometrli. Podafilo se
napf. naplnit nanotrubice zlatem, kdyZ se do nich naplnil vodny roztok tetrachlorauratu a
zlato vyprecipitovalo po UV ozafeni. Zakladni vlastnosti a dalSi vyuZiti lipidovych nanotrubic

jsou predmétem zkoumani'®°.

4.3.9.6. Dalsi biologické objekty

Vedle zminénych DNA, RNA, proteina, lipidd a vird byly pro vytvareni nanocastic a
nanostuktur pouzity dal$i biologické objekty. Uvedeme jen nékolik pfiklad.
J.L.Gardea-Torresday et al popsali jako prvni vznik a rist nanocastic zlata uvnitf Zivé rostliny
alfalfa (otec v&ech potravin). Rostlina vyristala v prostfedi bohatém na AuCl,"".

Jako organicky templat pro fizenou depozici a organizaci Pt, Au a Ag nanocastic byly pouzity
valcové Castice ,divokého“ a rekombinovaného tabakového mosaikového viru. Chemickou
redukci (PtCls)* nebo (AuCl,)” komplext v kyselé oblasti pH byly ziskany specifické dekorace

vné&j$iho povrchu ty&inek viru nano&asticemi o rozméru mensim nez 10 nm'>2.

4.3.9.7. Zavéry
Biomimetické nanotechnologie jsou velkym pfislibem pro udrzeni pokroku v oblastech jako
jsou nanoelektronika, nanorobotika, nanomedicina ap. Jako kliCové se v souCasné dobg jevi
nasledujici problémy:

e Rizeni rozméru krystalickych nebo aperiodickych usporadanych soubort

e Vyroba 2D nanokrystall delSich nez 1-2 mikrometry

e Vyroba nanokrystali téméFf bez chyb. Aplikace v nanoelektronice vyzaduji vysoky
stupen presnosti, i kdyz jiz byly pfedlozeny zplsoby, jak tolerovat chyby.

e ZpUsob pfenosu sil v nanomechanickych zazizenich. Mohou tato zafizeni pfenaset
sily podobnym zplsobem jako vétsi zafizeni v makroskopickém svété?

e Jak se vypofadame s architekturou rozhrani mezi ,vihkymi“ biomimetickymi
nanotechnologiemi a ,suchou® nanotechnologii uhlikovych nanotrubic a
nanoelektronickych komponent?

Védci jsou pfesvédcCeni, Zze na tyto a dalSi otazky znaji odpovéd.

Prozatim, i prfes velmi intenzivni a rozsahlou védecko-vyzkumnou c¢&innost, jsou
bionanotechnologie na pocatku praktické realizace, az na nékteré vyjimky (liposomy,
proteinové sité).

9" Shimizu T. ,,A New Type of Nanotube Formed from Molecules®,

www.aist.go.jp/aist_e/aist today/2003_10/nanotech2 03.html; AIST Today, 2003, No. 10.

Shimizu T. et al ,,Supramolecular Nanotube Architectures Based on Amphiphilic Molecules®, Chem. Rev.,
105, 2005, str. 1401; Yu H. et al ,,Encapsulation of Ferritin within Hollow Cylinder of Glycolipids®,
Chemistry Lett., 34. 2005, str. 232; Jung J.H. et al ,,Ultrastable Steroidal Nanotube Formed in Organic
Solvents®, Chemistry Lett., 34, 2005, str. 532.

Gardea-Torresday J.L. et al ,,Formation and Growth of Au Nanoparticles Inside Live Alfalfa Plants*, Nano
Lett., 2, 2002, str.397.

Dujardin J. et al ,,Oganization of Metallic Nanoparticles Using Tobacco Mosaic Virus Templates®, Nano
Lett., 3, 2003, str. 413.
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5. NANOTECHNOLOGIE — BIOTECHNOLOGIE, BIOFARMACIE A
MEDICINA

Pro aplikaci nanotechnologii v biotechnologiich a mediciné se v posledni dobé pouZivaji
vyrazy nanobiotechnologie a nanomedicina. Nanobiotechnologie se zabyvaji vyuzitim
nanomaterall, zobrazovacich nanotechnologickych metod a nanozafizeni pfi zkoumani
biologickych systémd, v diagnostice, pfi vyvoji novych Iéku a v dalSich oblastech..

Nanomedicina je definovana jako soubor véd a technologii vyuzivanych pro diagnézu,
terapii a prevenci chorob a traumatickych poranéni, utiSeni bolesti a pro ochranu a zlepSeni
lidského zdravi, pouzivajici molekularni nastroje a znalosti o lidském téle na molekularni

Grovni'®,

Nanotechnologie nabizeji nova feSeni pro transformaci biosystém( a poskytuji Sirokou
technologickou zakladnu pro vyuziti v nékolika oblastech:

e v primyslovém biozpracovani;

e v molekularni mediciné - nanomediciné (odhalovani a lé¢ba chorob, nahrazovani
Casti lidského téla, regenerativni medicina, nanometricka chirurgie, syntéza a cilena
dodavka Iéku do organizmu ap.);

e v biofarmacii pfi vyvoji novych Iéku

e pfi zkoumani vlivu nanostruktur na zdravi a zivotni prostfedi (vliv znecisténi okoli
nanocasticemi a ekotoxikologie);

e pii zkvalitnéni zemédélskych systémul (pfedprogramovana/samoregulaéni dodavka
Zivin, transplantované buriky chranéné membranami, bioseparace, snimace signalu,
rychlé odebirani vzork a péce o zdravi chovnych zvifat);

e v potravinarstvi (pfi zvySovani vykonu v zemédélstvi, u novych potravinarskych

vyrobk, pfi konzervaci potravin, v obalové technice ap.)'*;

e v lesnictvi ™%

e v budoucnosti pfi zlepSovani kvality lidského vykonu (zvySovani smyslové kapacity,
propojeni mozku a mysli, integrovani nervovych systémi s nanoelektronikou a
nanostrukturovanymi materialy).

Nanotechnologie nabizeji pro biotechnologie, medicinu a dalSi oblasti nové nastroje a
pfistroje zkoumani na molekularni urovnii, nové analytické postupy a pfedevdim nové
materialy zvlastnich vlastnosti.

V této kapitole budou charakterizovany materialy a zobrazovaci a analytické metody, jez
nanotechnologie nabizeji pro vyuZziti v biologickém vyzkumu. V dalSich kapitolach bude
pozornost zaméfena na moznosti uplatnéni nanotechnologii ve farmacii a na rychle se
rozvijejici odvétvi nanobiotechnologie - nanomedicinu.

153 ,,ESF Scientific Forward Look on Nanomedicine*, European Science Foundation Policy Briefing, Feb. 23,
2005, www.esf.org

154 Joseph T., Morrison M. ,Nanotechnology in Agriculture and Food*, 5/2006, www.nanoforum.org.

155 Jankovsky L., Smerda L. »2Aplikace molekularni biologie v lesnictvi — molekularni markery*, Lesnicka
prace, 82, 1/2003, str. 32.
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5.1. MODERNi ZOBRAZOVACIi A ANALYTICKE METODY A PRiISTROJE

V priib&hu historického vyvoje'®, ktery zapodal v roce 1590 vynalezem mikroskopu, jehoz
zakladem byly Soéky (Janssen), se v biologii a souvisejicih v&dach a technologiich®

(obr. €. 2) rozvinula samostatna odvétvi analytickych biologickych technik, laboratorni
diagnostiky a zobrazovacich metod'””. Né&kolik dal$ich historickych dat stoji za zaznamenani:

1663 — prvni popis buriky v korku (Hooke)

1675 — objev baktérie (Leeuwenhoek)

1830 — objeven protein

1833 — izolovany prvé enzymy

1855 — objevena bakterie E.coli

1868 — izolovana DNA ve spermatu lososu (Miescher)

1877 — vyvinuta technika barveni a identifikasce bakterii (Koch)

1878 — vyvinuta prva odstfedivka (Laval)

1917 — poprvé byl pouzit a definovan vyraz ,biotechnologie” (Ereki)

1922 - vynalezena ultrafiltrace (Zsigmondy)

1925 — polozeny zaklady elektronové mikroskopie (interference elektronovyvh paprski-
Elsasser)

1926 — vyvinuta prva analyticka ultraodstfedivka (Svedberg)

1929 — zkonstruovan encefalograf (Berger)

1932 — vynalezen elektronovy mikroskop (Ruska, Knoll)

1933 — elektroforéza byla pouzita pro déleni proteint v roztoku (Tiselius)

1934 — provedena prvni podrobna rtg. difrakce vzorka proteint (Bernal, Cowfoot)

1938 — poprvé pouzit vyraz ,molekularni biologie*

1939 — viry poprvé fotografovany elektronovym mikroskopem (Kausch, Rusk)

1941 — poprvé pouZit vyraz ,genetické inZzenyrstvi*

1942 - vyvinuta chromatografie (Martin, Synge)

1953 — popis dvojsroubovivové struktury DNA (€asopis Nature — Watson, Crick)

1954 — vyvinuta technika pé&stovani kultur bunék

1957 — patentovan konfokalni mikroskop (Minsky). Jeho realizace se zdrzela 30 let.

1965 — vyroben prvy skenovaci elektronovy mikroskop (Cambridge Instruments)

1966 — objasnén geneticky kéd (Nirenberg, Ochoa, Khorana)

1967 — zkonstruovan prvy sekvencér proteint

1973 — byla vyvinuta technologie rekombinantni DNA (Boyer, Cohen)

1974 — patentovano vyuziti nuklearni magnetické rezonance (Damadian)

1975 — popséna a pouzita analytickd metoda Southern blotting (Southern)

1977 — vyvinuty metody pro pfesné stanoveni sekvence nukleotidi v DNA (Sanger a
nezavisle téz Gilbert)

1978 — objev principu optické pinzety (Ashkin)

1981 — na trhu se objevily prvé komercni syntetizéry DNA

1984 — vyvinuta technika DNA otisku (fingerprinting)

1986 — zkonstruovan mikroskop atomovych sil (AFM - Binnig, Rohrer)

1988 — poprvé pouZita polymerazova fetézova reakce (PCR — Mullis)

1989 — publikovana prvni technika amplifikace RNA (firma 3SR)

1991 — prvni komercni diagnostické soupravy na zakladé PCR se objevuji na trhu v Evropé

156 ,»A Timeline of Biotechnology®, www.bio.org/timeline.html

157 Ppavlik E., Chaloupecky V. ,,Molekularng biologické techniky pro mikrobiologickou diagnostiku®, 9. ¢asti,
www.roche-diagnostics.cz/la/odborne.asp
Zima T. et al ,,Laboratorni diagnostika*“, vyd. Galén, 2002, ISBN 80-7262-201-3
Vilgek S. ,,Molekularno-genetické metody detekcie mikroorganizmov®, Vesmir, 74, 1995, str. 134.
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1995 — popsano pouziti DNA-mikrosouboru (Brown a spolupracovnici)
2000 - uspésné ukonceny prace na rozlusténi lidského genomu

Ve v8ech védnich disciplinach uvedenych na obr. €. 2 a v dalSich souvisejicich oblastech
byla v priabéhu doby vyvinuta velka fada nejriznéjSich analytickych, zobrazovacich,
detekénich a diagnostickych metod zaloZenych na rdznych fyzikalnich, chemickych a
biologickych principech, v poslednich desetileticich i s vyuzitim vypoCetni a fidici techniky.
Neuplny obraz nam dava napf. ,Ciselnik procedur® uvefejnény zacatkem roku 2006 na
strankach Ministerstva zdravotnictvi CR, ve kterém je uvedeno pres 250 metod (17 procedur

elektroforézy, 15 procedur chromatografie, 38 procedur kultivace bunék atd.)'?®.

vyzkumu pfedevsim v biochemii, cytologii a cytogenetice, molekularni biologii, imunologii,
atd. a metody pouzivané pfi vyvoji €kl a |éCebné terapii.

Velka vétSina metod nesouvisi s nanotechnologiemi, ale pfi postupné rostoucim usili o
uplatnéni nanomateriall a nanozafizeni v nékterych metodach se jiz nanotechnologie
uplatiuji a nelze vylougit, ze jimi budou ovlivnény i doposud tradiéni metody. Za produkty
nanotechnologie Ize povazovat pfedevsim metody mikroskopie skenujici sondou.

Pfehled metod je uveden v Tab. €. V., pficemz metody, k jejichz rozvoji v sou¢asné dobé
pfispivaji nebo mohou pfispét nanotechnologie, jsou vyznaceny tu¢né.

Tab. €. V. Vybrané metody molekularné-biologického zobrazovani a analyzy

Metoda Druh zafizeni

Optické zobrazovani a analyza LSCM, TIRF, IRM, STED, TOF SIMS, RS,
SERS, FLIM, FRET, FRAP, SNOM, opticka
pinzeta, SPRM

Elektronova mikroskopie SEM, TEM, STEM, ESEM, LVEM, EELS, ET
Mikroskopie se skenujici sondou (SPM) AFM, SICM, SCM, SCPM, SThM
Nuklearni zobrazovani a rtg. diagnostika CT, PET, SPECT, MRS, MRI, rtg.

mikroskopie, rtg. difraktometrie

Molekularné biologické techniky Hybridizace DNA a RNA, PCR, restrikéni
analyzy, mikrosoubory

Biosenzory S nanonosniky, s nanotrubicemi,
s nanodraty,

5.1.1. OPTICKE ZOBRAZOVANI A ANALYZA

Optické metody se pouzivaji pfedevsim pro zobrazovani a analyzu povrchl vzorkld. Jedna se
zejména o mikroskopii a spektroskopii. Fluorescenéni oznaCovani biologickych vzork( a
fluorescencni mikroskop pfinesl do biologického vyzkumu nové prvky. Fluorescenéni
mikroskopie je jiz dlouhou dobu zakladnim, provéfenym a univerzalnim nastrojem studia
zivych bunék. Jeji vysoka citlivost, neinvazivnost a stale rostouci spektrum sofistikovanych
fluorescencnich indikatorl ji zajiStuje vyznamnou roli pfi biologickém vyzkumu i
v budoucnosti. NejdokonalejSim zafizenim tohoto typu je v souCasné dobé konfokalni
laserovy skenovaci mikroskop (LSCM).

"% http://ciselniky.dasta.mzcr.cz

73




Nedostatkem svételné mikroskopie je vSak jeji zakladni omezeni — dosazitelné rozmérové
rozliSeni dané zakony difrakce svétla (poloviéni vinova délka, 250 - 300 nm). Vyvoj
fluorescenéni mikroskopie vSak stale probiha s cilem dosazeni vétSiho rozliSeni (napf.
metoda STED). Ve fluorescenéni mikroskopii se objevila fada znacné specializovanych
metod, jez umoznuji ziskat vérohodnou informaci o fyzikalnich vlastnostech blizkého okoli
pouzité fluorescenéni sondy (FLIM, FRET, TIRF, FRAP aj.)’™. Bylo vyvinuto i né&kolik
modernich spektroskopickych metod pro analyzu povrchl, které jsou dnes ve znacném
rozsahu pouzivany (SERS, SERRS ap.). Fluorescen¢ni mikroskop je koncovym zafizenim
mnoha molekularné biologickych metod (DNA mikrosoubory, imunologicka metoda ELISA
ap.). Néktera zafizeni dosahla svoji rozliSovaci schopnosti oblasti nanometrd a jejich
pouzivani v této oblasti patfi do oblasti nanotechnologii (STED, FRET, TIRF, SNOM, opticka
pinzeta aj.).

5.1.1.1.Fluorescence

Fluorescence je jednim ztypu luminiscence, kdy vhodné molekuly emituji svétlo z
elektronicky excitovanych stavi vytvofenych bud fyzikalnimi (absorpce svétla),
mechanickymi (tfeni) nebo chemickymi mechanismy. Generace luminiscence excitaci
molekuly ultrafialovymi fotony nebo fotony viditelného svétla je jev nazyvany
fotoluminiscence, ktery se formalné rozdéluje na fluorescenci a fosforescenci, v zavislosti na
elektronové konfiguraci a dobé trvani excitovaného stavu (doba trvani: fluorescence: 10° —
10* s, fosforescence (10° — 10% s). Fluorescence je vlastnost né&kterych atom(i a molekul
absorbovat svétlo pfi urcité vinové délce a nasledné je emitovat pfi delSi vinové délce po
urcitou dobu. K emisi svétla dochazi jen po dobu, kdy je buzena.

Hlavni charakteristiky fluorescence jsou:

1. intenzita — pocet fotonl prochazejicich v daném sméru jednotkovou plochou za
jednotku ¢asu

2. spektralni slozeni — spektralni hustota fotonového toku na jednotkovy interval
vinovych délek nebo frekvenci

3. polarizace — smér kmitani elektrického vektoru elektromagnetické viny

4. doba dohasinani — je dana vnitfni dobou zZivota excitovaného stavu, z néhoz
dochazi k emisi; uzce souvisi s pochody vedoucimi k nezafivé deaktivaci tohoto stavu

5. koherencéni vlastnosti — vztahy mezi fazemi svételnych vin

5.1.1.1.1. Fluorofory

Fluorofory (fluorescenéni sondy) jsou ¢asti molekul, které zpUsobuji, Ze molekuly svétélkuiji.
V urgitych molekulach je funkéni Cast, ktera absorbuje energii pfi urité vinové délce a
reemituje ji pfi jiné, stejné specifické vinové délce. Objem a vinova délka emitované energie
zaviseji jak na vlastnostech fluoroforu, tak na jeho chemickém okoli.

Historie syntetickych flouroforli saha az do poslednich desetileti 19. stoleti, kdy byly jiz
znamy zakladni histologicka barviva. Do fluorescen¢ni mikroskopie byly fluorofory zavedeny
v dvacatych letech minulého stoleti jako barviva bakterii a postupné se zacaly vyuZivat.
Urychleni vyvoje nastalo vroce 1940, kdy Albert Coons vyvinul techniku pro znaceni
protilatek  fluorescenCnimi  barvivy  (vznikl obor imunofluorescence). Technologie
fluorescentnich sond a bunélna biologie se vyrazné zmeénily objevenim zeleného
fluorescenéniho proteinu (GFP) v medlze a vyvojem spektralnich variant jeho mutantd. To
umoznilo rozvoj neinvazivniho fluorescenéniho mnohobarevného vyzkumu polohy

13 Plagek J. ,,Promény svételné mikroskopie ve 20. stoleti, Vesmir, 83, 3/2004, str. 146.
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subbunécénych proteint, mezimolekularnich interakci a dopravy v burikach, a to pfi pouziti
zivych bunéénych kultur. Teprve nedavno poskytl vyvoj nanometrickych fluorescencénich
polovodi¢u (kvantovych te€ek) novy impuls pro dalSi rozvoj fluorescenéni mikroskopie a
jejich dalSiho vyuziti v biologii a mediciné. Zaznamenano bylo rovnéz poziti nanocastic
ZnO'™®.

Fluorescence se vyuziva v nékolika oblastech: ve fluorescenéni mikroskopii'®!, ve svételné
technice (zafivky, LED), mineralogii a zejména v biochemii a mediciné.

Nehledé na vyznamny pokrok pfi syntéze fluoroford v poslednich desetiletich, existuje malo
ddkazlt o molekularnich principech, o které by se mohl dalSi rozvoj opfit, zejména v oblasti
pfizpusobeni absorpénich spekter fluorofort ke konfokalnicm laserovym excitanim vinovym
délkam, které jsou k dispozici. Vysledkem je, Ze z mnoha tisict objevenych fluoroford se jen
malé mnozstvi pouziva v konfokalni mikroskopii.

Fluorofory jsou katalogizovany a popisovany podle absorp¢nich a fluorescenénich viastnosti,
vCetné spektralnich profild, vinovych délek pfo maximalni absorbanci a emisi a podle
fluorescencni intenzité emitovaného svétla. Jeden z nejuziteCnéjSich kvantitativnich
parametrt pro charakterizaci absorpéniho spektra je molarni extinkéni koeficient € — viz obr.
€. 42a, ktery je pfimou mirou schopnosti molekuly absorbovat svétlo. Jinym parametrem je
kvantovy zisk fluoroforu, ktery reprezentuje kvantitativni miru acinnosti fluorescencni emise
a je vyjadien jako pomér poctu fotont emitovanych k poctu fotont absorbovanych. Kvantovy
zisk nabyva hodnoty mezi 0 -1 a kvantovy zisk molekul pouzivanych jako sondy
v mikroskopii je v rozsahu 0,05 az po téméf 1. Obecné&, pro vSechny druhy zobrazeni je
vhodny vysoky kvantovy zisk. V mnoha pfipadech je molarni extinkéni koeficient pro
absorbci fotonu kvantitativné mérfen pfi specifické vinové délce, zatim co kvantova uc€innost
je stanoveni celkové integralni emise fotonu v celém spektralnim pasu fluoroforu — obr. €.
42b.

V soucasné dobé se pouzivaji nasledujici skupiny fluoroforu:

e Tradi¢ni fluorofory (lzothiolcyan fluoresceinu, texasska Cerveri, TMR — tetrametyl
rhodamin, akridinova barviva aj.)

e Fluorova barviva Alexa (Alexa Fluor 350, 406, 488 aj.)

¢ Cyaninova barviva (Cy2, Cy2, Cy5, Cy7 aj.)

e Fluorescencni sondy pro prostfedi bunék ( EGTA, BAPTA, Fura Red aj.)
¢ Organelové sondy (BODIPY, DiOC(6) aj.)

e Kvantové tecky (CdSe rlznych rozmér)

o Fluorescenéni proteiny (GFP a derivativy — EGFP, BFP, CFP, YFP; mRFP1, dsRED,
kFP1 aj.)'®?

10 Dorfman A, Kumar N, Hahm Jong-in ,,Highly Sensitive Biomolecular Fluorescence Detection Using

Nanoscale ZnO Platforms®, Langmuir, 22, 2006, str. 4890.

www.microscopyu.com/articles/fluorescence/fluorescenceintro.html

12 Zhang J. et al ,,Creating New Fluorescent Probes for Cell Biology*, Nature Reviews Molecular Cell Biology,
2,2002, str. 906.
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Obr. ¢. 42 Spektralni profily popularnich a tradi¢nich fluorofort

5.1.1.2. Biologicka laserova skenovaci konfokalni fluorescenéni
mikroskopie a spektroskopie

Biologicka laserova skenovaci konfokalni fluorescenéni mikroskopie a spektroskopie velmi
zavisi na intenzité fluorescence oznaceného biologického vzorku. Mnoho fluorescencnich
sond je konstruovano kolem syntetickych aromatickych organickych chemikalii s cilem jejich
vazby na biologické makromolekuly (proteiny, DNA) nebo scilem jejich umisténi ve
specifickych organelach v bufice, jako jsou cytoskelet, mitochondrie, Golgiho aparat,
endoplazmatické retikulum a jadro. Jiné sondy se pouzivaji pro monitorovani dynamickych
procesu a mistnich zmén prostiedi, véetné koncentrace anorganickych kovovych iontd, pH,
membranového potencialu ap. Fluorescenéni barviva jsou uZiteCna rovnéz pro monitorovani
bunécné integrity (napf. studium zaniku burfky rozdélenim na nékolik ¢asti — apoptédza),
endocytézy, exocytdzy, tekutosti membran, dopravy proteind a aktivity enzymdu.
Fluorescencni sondy byly rovnéz uspéSné pouzity pfi mapovani genoml a analyze
chromozomu.

V prubéhu doby byly vyvinuty rizné varianty laserové skenovaci konfokalni mikroskopie a

LSCM (Laser Scanning Confocal Microscope) — laserovy skenovaci konfokalni mikroskop'®?.
Pti konfokalni'® mikroskopii se pozorovany objekt zobrazuje postupnym ozafovanim jeho
jednotlivych bodl zaostfenym paprskem svétla. V pfipadé LSCM je zdrojem svétla laser a
mikroskopicky obraz objektu vytvafi pocitac na zakladé fluorescence méfené bod po bodu.
V posledni dobé& byl LSCM vybaven mfizkovymi spektrometry'®®. Jsou vhodné pro odliseni
barev ve vicenasobné zabarvenych burikach.

163 Reischig J. ,,Konfokalni fluoroscen¢ni mikroskop®, Vesmir, 74, 1995, str. 482.
Kubinova L. ,,Konfokalni a dvoufoténova mikroskopie®, Vesmir, 83, 3/2004, ptiloha* Mikroskopie dnes®,
str. M4.
Plasek J. ,,Vic nez pouhy mikroskop*, Vesmir, 83, 2004, str.586.
1% Konfokalni — je to, co je sdruzené s ohniskem (konjugovany + fokalni). V daném p¥ipadé je to ohnisko
objektivu, které je sdruzeno s dirkovou clonou pred detektorem.

165
www.olympus.cz
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STED (Stimulated Emission Depletion Microscopy) — je fluorescenéni mikroskopie
prekonavajici difrakéni bariéru'®. Je to rozvijejici se technika, kterd umoziiuje dosazeni
axialni rozliSitelnosti pod 50 nm. Metoda zavisi na tlumeni fluorescence excitovanych
molekul na okraji stopy skenujiciho laseru pouzitim synchronizovanych laserovych pulzl pro
excitaci fluoroforli a rozmérové koordinovanych STED pulzt pro ochuzeni emise. Vysledna
fluorescence je tlumena na okraji stopy, ale nikoliv v jejim stfedu, coz velmi vyrazné
zmensuje velikost fluorescenéni stopy a zvysSuje rozliSitelnost metody.

TIRFM (Total Internal Reflection Fluorescence Microscope) - je fluorescencni mikroskopie,
vyuzivajici unikatnich vlastnosti indukované evanescentni viny selektivné osvétlovat a
excitovat fluorofory v omezené oblasti vzorku tésné pfiléhajici k rozhrani sklo-voda nebo
sklo-tlumici roztok.. Rozdily v indexech lomu skla a vody uréuiji, jak se svétlo, v zavislosti na
uhlu dopadu na rozhrani, lomi nebo odrazi. Pfi urcitém kritickém uhlu je svételny paprsek od
rozhrani sklo/voda totalné odrazen a jeho lom probiha podle Snellova zakonu. Odraz
generuje ve vodnim prostfedi velmi tenké elektromagnetické pole (obvykle o tloustce pod
200 nm), které ma stejnou frekvenci jako dopadajici svétlo. Toto pole nazyvané
evanescentni vina se s rostouci vzdalenosti od povrchu exponencialné zeslabuje.

Excitovang
Fluorofory

§ fluorofory  Membrana

Evanescentnl « ¢

Obr. ¢. 43 Schematické znazornéni koncepce TIRF

Na obr. €. 43 je schematicky znazornéna koncepce TIRF ukazujici selektivni excitaci
fluorofortl v tkarové bunce (index lomu n = 1.33 — 1,37) pfiléhajici na povrchu skli¢ka (idex
lomu n = 1,518). VInova fronta z modrého laseru prochazi sklem a je odraZzena z hranice
sklo-tlumici roztok pfi kritickém uhlu, za vzniku evenescentni viny putujici nékolik stovek
nanometrd do bunéfné membrany. Fluorofory v membrané (o tloustce cca 7-8 nm),
nachazejici se tésné u sklenéného rozhrani (malé zelené kulicky), jsou excitovany
evanescentni vinou a nasledné emituji sekundarni fluorescenci (Cervené). Fluorofory
nachazejici se ve vétsi vzdalenosti od sklenéného rozhrani nejsou excitovany'®. Metoda
umoznuje rlizna zkoumani na zivych bunkach v tekutém prostiedi.

166 Weiss S. ,Shattering the Diffraction Limit of Light: A Revolution in Fluorescence Microscopy?*, PNAS, 97,
2000, str. 8747. Klar T.A. et al ,,Fluorescence Microscopy with Diffraction Resolution Barrier Broken by
Stimulated Emission®, PNAS, 97, 2000, str. 8206.

17" www.olympusmikro.com/primer/techniques/fluorescence/tirf/tirfintro.html
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FRET (Fluorescence/Forster Resonance Energy Transfer). Typicka fluorescencni
mikroskopie zavisi na absorpci svétla jedné vinové délky fluoroforem (excitace) a nasledujici
emisi sekundarni fluorescence na delSi vinové délce. Excitacni a emisni vinové délky byvaji
od sebe oddéleny ve svételném spektru vzdalenostmi o velikosti desitek az stovek nm. P¥i
souCasném oznaceni jednotlivych pozorovanych biologickych subjekta fluorofory
s oddélenymi excitaCnimi a emisnimi spektry Ize pouzit specialni kombinace fluorescencnich
filtrd a zkoumat blizkost (vzdalenost) oznacenych molekul v jednotlivé bunce nebo Fezu
tkané. Pri této technice molekuly, které jsou u sebe blize nez je opticka mez rozliSitelnosti, se
jevi jako shodné a v mnoha pfipadech nelze rozhodnout, zda doSlo k interakci molekul.
Reseni tohoto problému umoztiuje FRET. Je to fyzikalni jev - nezafivy pfenos excitaéni
energie jako dusledek interakce mezi elektrickymi dipoly dvou fluorochromi (donorem a
akceptorem). Pfenos energie je omezen na vzdalenost pfiblizné 10 nm. Jeho ucinnost je
extrémné citliva ke vzdalenosti fluorofor(l a Ize ji stanovit podle vzorce FRETef = Ia/(Ia + Ig),
kde I je intenzita fluorescence akceptoru a l.g je intenzita donoru. Technika ma zasadni
vyznam pfi sledovani molekularnich interakci a mezimolekularnich vzdalenosti

s nanometrickou presnosti®®.

FRET byl pouzit nebo se pouziva v fadé aplikaci biomolekularniho vyzkumu, napf.
e P¥i analyze struktury a konformace proteind,
e Pfi zkoumani interakci receptor - ligand,

Pfi zkoumani struktury a konformace nukleovych kyselin,

PFi detekci hybridizace nukleovych kyselin,
e PFi zkoumani rozdéleni a transportu lipidd v membranach,

a v mnoha dal$ich aplikacich®.

FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching). Touto metodou mohou byt stanoveny
lateralni difuzni koeficienty fluorescenéné oznacenych makromolekul (napf. proteind v
membrané) a malych fluorofor(. Intenzivnimu osvétleni laserem je podrobena velmi mala
vybrana oblast (o priméru nékolika mikrometrl), coz ma za nasledek uplné vyhasnuti
fluoroforlli v oblasti. Po (foto)vyhasnuti se monitoruje rychlost a rozsah obnoveni
fluorescenéni intenzity v oblasti jako funkce Casu potfebného pro regeneraci populace
fluoroforll a kinetika obnovy. Metoda se obvykle pouziva se zelenym fluorescenénim
proteinem'”® (GFP) pfi spojovani protein(, kdy studovany protein je zableskem laseru spojen
s GFP.

FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy) — je sofistikovana technika umoznujici
souCasny zaznam jak doby fluorescence, tak rozmisténi fluoroford na kazdém misté
zkoumaného vzorku. Metoda poskytuje moznost zkoumani environmentalnich parametrq,
jako napf. pH, koncentrace iontl, polarity rozpoustédel a tlaku kysliku v Zivych bunkach.
Doba vyhasinani se méfi v nanosekundach a je nezavisla na mistni koncentraci fluoroforu,
artefaktech spojenych s (foto)vyhasnutim a tloustce vzorku. Je vsak citlivd na reakcich
v excitovaném stavu (napf. rezonanénim pfenosu energie). Metoda omezuje vliv rozptylu
fotéonl v tlustosténnych vzorcich. Je proto velmi uzitena pfi zobrazovani tkani, protoze
umoznuje pozorovani tlustSich vzorku.

FCS (Fluorescence Correlation Spectroscopy). Fluorescenéni korelaéni spektroskopie (FCS)
je technika pfi niz jsou méfeny spontanni fluktuace intenzity fluorescence v mikroskopickém
objemu (kolem 107 1) uréeném fokusovanym excitaénim laserovym paprskem. Pfi FCS se
fokusovanym laserovym paprskem ozafi maly objem vzorku (obvykle jeden femtolitr) a

168 Bednar J. et al ,,Dnesni mikroskopie v biomedicing®, Vesmir, 83, 2004, str. 581.
' http://probes.invitrogen.com/handbook/boxes/0422 html.
7" GFP je popularni zeleny fluorescenéni protein izolovany z meduzy (dequorea victoria)
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zaznamenavaji se spontanni fluktuace fluorescencni intenzity, které jsou dusledkem poctu
molekul v daném objemu vdaném c&ase. Pomérné malé fluorofory rychle difunduji
osvétlenou oblasti, pfitemz generuji kratké nahodilé zablesky. Na rozdil, velké komplexy
(fluorofory spojené s makromolekulami) se pohybuji mnohem pomaleji a vytvareji delSi a
trvalej$i ¢asové zavislé stopy intenzity. Casova zavislost intenzity fluorescence je potom
analyzovana pomoci docCasné autokorelaéni funkce, ktera obsahuje informaci o
rovnovaznych koncentracich, reakcnich kinetikach a difuznich rychlostech molekul ve
vzorku.

Mezi aplikace fluorescenc¢ni korelacni spektroskopie patfi:
¢ fragmentace nukleovych kyselin
e hybridizace nukleovych kyselin
e tvorba produktll PCR
e lateralni oddéleni lipidd v dvojvrstvach
o difuze molekul v jadfe a cytoplazmé
¢ interakce protein-protein
e vazebna rovnovaha pro lé€Civa a jiné ligandy
e shlukovani (clustering) membranovych receptort

Metoda se uziva predevsSim ve spojeni laserovym skenovacim konfokalnim mikroskopem
nebo multifotonovym mikroskopem.

5.1.1.3. Fluorescenéni infracervena spektroskopie

FT-IR (Fluorescence/Fourier Transform Infrared Spectroscopy) — je analyticka technika
pouzivana pro identifikaci predevSim organickych materiald. Meéfi se absorpce
infraCerveného zafeni v materialu pfi riznych vinovych délkach. Maze byt provadéna ve
vodnim roztoku, organickych rozpoustédlech, na tenkych filmech, povlacich atd. Pouzivaji se
jen pg mnozstvi vzorku. Technikou se studovaly lipidové membrany, uhlohydraty,
makromolekularni struktura a sloZeni tkani, celé buiiky a bakterie. Jako svételného zdroje se
pouziva i synchrotronového zafeni, coz znacné zvétsilo moznosti metody, napf. rozlisitelnost

se zlepsila pod difrakéni mez svétla'".

NIRS (Near Infrared Spectroscopy) je spektroskopickd metoda vyuzivajici oblast
elektromagnetického spektra v blizkosti jeho infraCervené &asti (od asi 1000 nm do 2500
nm). Jako Sirokopasmovych zdroji zafeni se pouzivaji Zhavené nebo kfiemenné halogenové
lampy. Pouzivaji se i LED. Metoda neni pfili$ citliva, ale pouzité zafeni pronika hloubé&ji nez
zareni ze stfedniho infraCerveného pasma, coz umoznuje zkoumat hmotné vzorky bez jejich
velké pfipravy. Vyhodnoceni vysledku je obtizné. Metoda se pouziva pfi kontrole kvality 1€ka,
potravin a zemédélskych vyrobku, ale byla pouzita i pfi zobrazeni hemodynamiky lidského
mozku

5.1.1.4. Mikroskopie v blizkém optickém poli (SNOM)

Mikroskopy SNOM (Scanning Near-field Optical Microscope) umoznuji zkoumat optické
vlastnosti povrchu vzorku s rozliSenim, které je lepSi nez vinova délka svétla. Osvétlenim
vzorkl v blizkém viditelném svétle dosahneme prekroCeni difrakéni bariéry a tudiz rozliSeni
prekracujici moznosti optickych mikroskoplu pracujicich s dalekym polem. Princip
zobrazovani v dalekém a blizkém poli je zfejmy z obr. €. 44.

"1 McNaughton D. ,,Synchrotron Infrared Spectroscopy in Biology and Biochemistry*, Australian Biochemist,
36, 2005, str. 55.
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Daleké pole

_rh /
Blizké pole

Obr. ¢. 44 Porovnani zobrazeni v dalekém a blizkém poli

Pfi zobrazeni v dalekém poli je zdroj svétla nebo svétlo sdruzujici prvek vzdalen od vzorku
ve vzdalenosti h >> A (A je vinova délka svétla pouzitého pro osvétleni vzorku). Svétlo je
difraktovano tak, ze osvétlena plocha je mnohonasobné vétsi nez plocha apertury. VSechny
detaily o rozmérech menSich nez je vinova délka nejsou viditelné.

Pfi zobrazeni v blizkém poli je optické zafizeni vzdaleno od vzorku ve vzdalenosti h << A,

Osvétlena plocha pfiblizné
odpovida ploSse apertury
optického zafizeni. Pouzivaji
se sondy saperturou o
priméru nékolik nm. Vyroba
téchto sond je jednim z
problém této metody.
Schéma mikroskopu
pracujiciho v blizkém poli je
uvedeno na obr. ¢. 45.
Sondou je zaspicatélé
optické vlakno — obr. €. 46.
Svétlo laseru je soustiedéno
do optického viakna a je
vyuzito pro excitaci fluoroforu
pfi skenovani povrchu
vzorku. Vzdalenost sonda —
vzorek je bé&hem skenovani
udrzovana na konstantni
hodnoté mensi nez 10 nm.
Fluorescence vznikajici na
vzorku je snimana
konvencnim invertnim
mikroskopem.

Obr. é. 45 Schéma mikroskopu
pracujiciho v blizkém poli (SNOM)
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Dvoukanalova opticka detekce umoznuije rozliSeni vinové délky a/nebo polarizace svétla. Na

obr. &. 46 se nachazeji riizné informace o sondé'’*:

A. Optické vlakno je protazeno do A
kone¢ného primeéru 20 — 120 nm a
povie€eno hlinikem. Povlak slouzi
k omezeni svétla do oblasti hrotu
sondy. Apertura slouzi jako miniaturni
zdroj svétla a jeji primér rozhodujicim
zpusobem urCuje optické rozliSeni
mikroskopu.

Zuzené optické vlakno
povlecené hlinikem

B. Princip specifické excitace povrchu:
optické blizké pole generované B
aperturou ma vyznamnou intenzitu jen

Il Hlinik

I Svétlo vybuzené ve skle
W= Blizké pole

=== Povrch vzorku

°  Fluorofor
I Fluorescence

ve vrstvé méné nez 100 nm od
apertury, Nize polozené fluorofory
nejsou proto excitovany. Zpétna
fluorescence je ucinné potlacena. To

vytvafi  podminky pro  vysokou
optickou detekeni citlivost této metody.

Obr. ¢. 46 Opticka sonda blizkého pole

Stejné jako u metody AFM, i pfi metodé SNOM se vytvari topograficka mapa povrchu vzorku.
U SNOM je v8ak unikatni, Ze sou€asné se vytvari i odpovidajici fluorescencéni mapa povrchu.
Jako prvni pouzili SNOM pro zkoumani fluorescence jedné molekuly ve fibroblastu (vazivova
burika) mysi E.Betzig a R.J.Chichester vroce 1993'3. Od té doby se pouzivani SNOM
postupné rozviji. Studuji se pfedevSim izolované systémy, napf. chromosomy, DNA a
fluorescenéni proteiny, ale i detekce receptort na nadorovych burikach'™.

Aby SNOM mohl ve vétsi mife konkurovat fluorescenénim mikroskoplm, jejichz zlepSovani
dale probiha; je zapotiebi zkonstruovat SNOM, ktery by pracoval ve fyziologicky relevantnich
podminkach a dovoloval studium meékkych, drsnych a pohybujicich se povrchl jako jsou
napt. plasmatické membrany Zivych bunék'’®.

5.1.1.5. Optické pinzety (optical tweezers)

DalSim nastrojem, ktery se s velkym uUspéchem pouziva v oblasti biofyziky za ucelem
provadéni nanomechanickych méfeni na makromolekulach a jejich seskupenich, jsou
optické pinzety. Prvni popis optické pinzety predlozili v roce 1986 A.Ashkin et al'’®. Opticka
pinzeta je zafizeni, které vyuziva mechanického uc€inku fokusovaného laserového svazku k
prostorovému zachyceni a pfemistovani prisvitnych mikroobjektd a nanoobjektl. Zakladni
schema je znazornéno na obr. €. 47. Laserovy paprsek je fokusovan velmi kvalitnim

'72 de Lange F. et al: ,,Cell Biology Beyond the Diffraction Limit: Near-field Scanning Optical Microscopy*,
Journal of Cell Science, 114, 2001, str. 4153

173 Betzig E., Chichester R.J.: ,,Single Molecules Observed by Near-field Scanning Optical Microscopy*,
Science, 262, 1993, str. 1422

174 Nagy P. et al: ,,Activation-dependent Clustering of the erbB2 Receptor Tyrosine Kinase Detected by
Scanning Near-field Optical Microscopy*, Journal of Cell Science, 112, 1999, str. 1733

17> plasmatickd membrana tvoii obal Zivé buiiky.

17°" Ashkin A. et al ,,Observation of a Single-beam Gradient Force Optical Trap for Dielectric Particles®, Optical
Letters, 11, 1986, str. 288.
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objektivem mikroskopu do stopy v roviné vzorku. Stopa vytvarfi ,optickou past”, ktera je
schopna tlakem laserového paprsku udrzet malou ¢astici ve svém stfedu. Zakladni princip
Cinnosti optické pinzety spociva v pfenosu hybné sily (hybnosti) spojeném s ohybem svétla.
Svétlo pfenasi hybnou silu umérnou své energii a sméru Sifeni. Jakakoliv zména ve sméru
svétla, at jiz odrazem nebo lomem, ma za nasledek zménu hybnosti svétla. Ohyba-li
predmét svétlo a hybnost se méni, zachovani hybnosti vyzaduje, aby pfedmét proved! stejné
velkou opa¢nou zménu hybnosti. Tim vznika sila pusobici na pfedmét.

rovina
vzo:ku
objektiv :
| - 1
Laser 1_;%7.\::
wopticka
5 past

Obr. ¢. 47 Zakladni schéma cinnosti optické pinzety

Zatimco AFM (viz dale) je relativné tuhé zafizeni a

pouziva velké sily (fadové ve 100 - 1000 pN), jsou | T T

optické pinzety mékké a méfi mensi sily (v fadu 0,1 -
10 pN). Radia¢ni tlak fokusovaného laserového

paprsku je schopen zachytit malé &astice. %/

=

V biologickych veédach se zafizeni pouziva pro ;
aplikovani sil v oboru pN a pro méfeni vzdalenosti a
rozmérl objektd vrozsahu od 10 — 100 nm.
MozZnosti  mikromanipulace  &asticemi optickymi
pinzetami popsali nedavno K. Dholakia a P.
Reece'”’.

Nékteré z nejzajimavéjSich experimentd, které byly s
optickymi pinzetami provedeny, se tykaji fungovani 0
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!
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molekularnich motord. Napfiklad byl pfipojen kinesin
k opticky zachycené kapce a pozorovan jeji pohyb 02 03 04 Q5 06
po délce mikrotubulu. Bylo zjisténo, Ze kinesin se Cas (sec.)
pohybuije v krocich o délce cca 8 nm — obr. &. 48'7%,

Obr. ¢. 48 Vysledek méreni pohybu kinesinu podél mikrotubuly

Podobné experimenty rovnéz umoznily prozkoumat u€inek zmény koncentrace ATP na
fungovani kinesinu. Jiné pokusy byly provedeny s polymerazou RNA, ktera postupuje podél
DNA, s cilem zjistit nejen velikost sily, vlivem které polymeraza prestava pracovat, ale
rovnéz i jeji rychlost jako funkci vynucené sily.

Takova mérfeni poskytuji mechanicko - chemickou zakladnu pro vysvétleni biologickych
funkci a dalekosahle odhaluji spojeni mezi chemickou kinetikou a mechanickymi procesy na
molekularni urovni. Jednim z nejvice fascinujicich pfikladd rozhrani biologie a
nanotechnologie jsou bakterialni viry, znamé pod nazvem bakteriofagy. Zivotni cyklus
rozsahlé skupiny bakteriofagl je charakterizovan procesy samoorganizace, které vedou k

177 Dholakia K., Reece P. ,,Optical Micromanipulation Takes Hold*, Nanotoday, 1, 2006, str. 18.
178 ,,Optical Tweezers: An Introduction®,
www.stanford.edu/group/blocklab/Optical%20Tweezers%20Introduction.htm
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vytvoreni proteinového obalu viru, po kterém nasleduje aktivni zabaleni virové DNA, které
vykonava motor uvnitf tohoto obalu. Struktura tohoto tak zvaného ,virového portalového
motoru" byla nedavno rozlusténa za pomoci rentgenové krystalografie. Opticka pinzeta byla
rovnéz pouzita ke zkoumani charakteristickych znak( procesu sbalovani DNA u phi29
bakteriofagu. Jeden ze zavéru tohoto experimentu byl, Ze kdyzZ je natésnano uvnitf kapsidu
stale vice DNA, motor musi plsobit proti stale narustajici odporové sile. Z kvantitativniho
hlediska tento pokus ukazuje silu a miru natésnéni jako funkci frakce zabaleného genomu.
Je rovnéz dulezité poznamenat, Ze bakteriofagy nejsou jen neznamym subjektem seri6zniho
badani, ale predstavuji také zaklad pro obrovskou Skalu produktd klonovani, které se
pouzivaji pro provadéni experimentl s rekombinacemi DNA a celkové i s viry, s nimiz je
provadén vyzkum, jenz je zakladem genové terapie.

5.1.1.6. Povrchova plasmonova rezonance

Povrchovy plasmon je kvazi¢astice. Je to kolektivni excitace volnych elektronli na mezifazi
vodiCe a izolatoru. S jevem povrchovych plasmonu se miizeme setkat v fadé pfipadu, napf.
pfi energetické ztraté elektronl prochazejicich pres tenkou kovovou folii, pfi pozorovani
barevnych jevl v suspenzi malych kovovych &astic nebo pfi pozorovani poklesu intenzity
svétla odrazeného od pokovenych difrakénich mfizek ap. Povrchové plasmony v roviné
povrchu jsou neradiaéni elektromagnetické projevy, t.zn., Ze nemohou byt vyvolany pfimo
svétlem, ani se nemohou spontanné rozpadat na fotony. PFiCina neradiaCni podstaty
povrchovych plasmonu spociva v interakci svétla s kovovym povrchem. Povrchové plasmony
nemohou souc€asné zajistit zachovani energie a hybnosti. Toto omezeni muze byt pfekonano
zdrsnénim nebo drazkovanim kovového povrchu nebo zvétSenim efektivniho vinového
vektoru svétla pouzitim hranolu pro soustfedéni povrchovych vin. Plasmony vytvafeji pole,
které se Sifi mediem na odvracené strané povrchového filmu. Toto pole se nazyva
evanescentni vina, protoze jeji amplituda klesa exponecialné s rostouci vzdalenosti od
povrchu.

Povrchova plasmonova rezonance nastava, kdyz svétlo polarizované v roviné dosahne
kovového filmu za podminky totalni vnitfni reflexe, tj. kdyz svétlo pronikajici hranolem
pulkruhového prifezu se odrazi od jeho rovného povrchu zpét do hranolu — obr. €. 49.
Pfitom hybnost dopadajiciho svétla se rovna hybnosti plasmonl (rezonance hybnosti).
Hybnost fotonl a plasmonl Ize popsat vektorovou funkci s danym smérem a velikosti.
Relativni velikost sloZzek se méni se zménou Uhlu dopadu (viz obr 49) nebo vinovou délkou
dopadajiciho svétla. Plasmony jsou vSak omezeny do roviny napf. zlatého filmu, takze
povrchova plasmonova rezonance ma pouze sloZzku vektoru paralelniho s povrchem.
Tloustka filmu byva obvykle cca 50 nm. Povrchova plasmonova rezonance zavisi hlavné na
vlastnostech kovového filmu, vinové délce dopadajiciho svétla a indexu lomu média na obou
stranach kovového filmu.

Zafizeni vyuzivajici povrchovou plasmonovou rezonanci (jsou komeréné dostupna) maji v
oblasti biologie fadu vyuziti. Pfipojeni biomolekul k povrchu filmu ma za nasledek zménu
indexu lomu, ktery se méfi jako zména rezonancniho uhlu nebo rezonanéni vinové délky.
Ukéazalo se, Ze zména indexu lomu na povrchu je linearni k objemu pfipojenych molekul'”.

Pouzivaji se senzory zalozené na biospecifické interakci - detekce choriogonadotropinu
(hCG - indikator téhotenstvi) nebo hepatitis B antigenu, senzory pro studium interakci
v systému antigen-protilatka, enzym-substrat, protein — protein, DNA — DNA, DNA — protein
ap., pro studium reakci probihajicich pfi srazeni krve (fibrinogen, fibrin).

7% Quinn J.G. et al ,,Development and Application of Surface Plasmon Resonance-based Biosensors for the

Cell-ligand Interaction®, Analytical Biochemistry, 281, 2000, str. 135.
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Obr. €. 49 Schéma povrchové plasmonové rezonance

Princip povrchové plsmonové rezonance se dale vyuziva v SNOM, ve FTIR mikroskopii a
sestrojen byl i fluorescenéni mikroskop dalekého pole s nanometrickou rozliSitelnosti (lepsi
nez 60 nm pfi vinové délce svétla 515 nm), zvétSenou povrchovymi plasmony'®. Oblast védy

vyuzivajici jevu povrchové plasmonové rezonance se v posledni dobé& nazyva plasmonika'®’.

5.1.1.7. Ramanova spektroskopie

RS (Raman Spectroscopy) — Ramanova spektroskopie — je spektroskopicka technika
pouzivana ve fyzice pevné faze a chemii pro studium vibraénich, rotacnich a jinych
nizkofrekvencnich vlasnosti systému. Spocliva v neelastickém (Ramanové) rozptylu
monochromatického svétla, obvykle laserového, ve viditelné, blizko infraCervené a ultrfialové
Casti spektra. Raman(v jev nastava, kdyz svétlo dopadne na molekulu a interaguje s polem
elektront vazanym k molekule. Velikost deformace tohoto pole ur€uje polarizovatelnost
molekuly. Velikost polarizovatelnosti vazeb v molekule urCuje intenzitu a frekvenci
Ramanova posunu ve spektru. Zného Ize usuzovat na chemické vazby v molekule.
Nedostatkem metody je mala citlivost, a proto se hledaly a hledaji cesty k zesileni signalu.
Pouzivaji se Ramanovy analyzatory plynt, napf v mediciné pro monitorovani anestetickych a
respiracnich plynovych smési b&éhem operace v realném &ase. Byl zkonstruovan konfokalni
Ramanlv mikroskop s konfokalni Stérbinou omezujici objem svétla pfichazejiciho z malé
oblasti vzorku.

SERS (Surface Enhanced Raman Scattering) — metoda pfinesla velké zlepseni RS tim, ze
na zkoumany povrch jsou naneseny vhodné molekuly nebo nanocastice kovu (napf. Ag).
Zesileni Ramanovych signali je fadu 10* — 10°, v nékterych systémech muze byt i vétsi.

ZlepSeni citlivosti metody souvisi s tim, Zze u molekul v blizkosti Ag nebo Au nanocastic se

projevuje povrchova plasmonova rezonance. Toto vysvétleni neni véak jediné'®%.

5.1.2. ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE A ANALYZA

Pevné misto v biologickém vyzkumu maji moderni elektronové mikroskopy (TEM -
transmisni elektronovy mikroskop, SEM — skenovaci elektronovy mikroskop). Z novych
analytickych metod, které se v soucasné dobé pouzivaji pfi zkoumani v bionanotechnologii a

180 Smolyaninov LI et al ,,Far-field Optical Microscopy with a Nanometer-scale Resolution Based on the In-
plane Image Magnification by Surface Plasmon Polaritons®, Phys.Rev.Lett., 94, 2005, str. 57401.
181 Maier S.A. et al ,Plasmonics — A Route to Nanoscale Optical Devices*, Advanced Materials, 13,
2001,str. 1501.

%2 Moskovits M. ,,Surface-enhanced Raman Spectroscopy: A Brief Retrospective®, Journal of Raman
Spectroscopy, 36, 2005, str. 485.
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nanomediciné Ize uvést pfedevSim metody mikroskopie skenujici sondou (Scanning Probe
Microscope — SPM). VSechny SPM metody jsou zalozeny na znazorfiovani povrchu
zkoumanych materiali skenujici sondou (obvykle raménko s hrotem nebo kapilara). Tyto
mikroskopy nemaji o¢ky. Ptvodni skenovaci tunelovaci mikroskop'®® vytvarel poprvé obraz
povrchu s rozli§enim na atomarni urovni. Z néj se vyvinula fada pfistroji vhodnych pro
studium rGznych typu a vlastnosti povrchll. Objev mikroskopu atomovych sil v roce 1986 a
jeho pouziti pfi studiu biologickych vzork(i ve vodnim prostfedi vroce 1989'® umoznilo
poprvé zkoumani zivych bunék a jednotlivych molekul.

Skenovaci a transmisni elektronovy mikroskop (SEM, TEM) byly od svého pocatku
pouzivany pro vyzkum biologickych objektl, pfestoze biologické vzorky nejsou pro tento
zpUsob zobrazovani pfili§ vhodné, protoZze maji obvykle vysoky obsah vody a v jejich hmoté
pfevazuji lehké atomy. Proto se musi biologické vzorky zbavovat vody a pfidavaji se do nich
atomy t&Zkych kovi'®®. V soutasné dobé& se rozvoj v biologické elektronové mikroskopii
zameéfuje na hledani moznosti, jak pozorovat biologické vzorky v pfirozeném stavu.

5.1.2.1 SEM

SEM (Scanning Electron Microscope) umozfiuje zobrazeni povrchu struktur. Vzorek se
pokryje velmi tenkou vrstvou kovu a skenuje se svazkem elektrond, ktery je na vzorek
zaostfen. Probiha detekce jak rozptylenych, tak ze vzorku vyrazenych elektrond. Z téchto
signalt se rekonstruuje obraz povrchu vzorku. SEM pracuje s vysokym vakuem, aby se
zabranilo vlivu atmosféry na primarni a sekundarni elektrony. llustrativni obrazek zrnka pylu
je na obr. €. 50.

Alternativou SEM je ESEM (Environmetal Scanning Electron Microscope), ktery muze
pracovat s relativné nizkym vakuem (cca 10 Torr). Komora vzorku byva oddélena od
ostatnich ¢asti mikroskopu a je naplnéna zpravidla vodni parou. Vzorky nemusi byt
pokoveny.

Zavedeni elektronovych dél s emisi pole a imerznich ¢oCek objektivi vedly k vyvoji novych

» ZRKKO PYLUY ELETRONOVEN MIKROSKOPY.

Obr. €. 50 Zrnko pylu

'® Binnig G. et al: ,,Surface Studies by Scanning Tunelling Microscopy*, Physical Review Letters, 49,1982, str.
57
"% Drake B. et al ,,Imaging Crystals, Polymers, and Processes in Water with the Atomic Force Microscope®,
Science, 243, 1989. str. 1586.
'8 Nebesafova J., Hozak P. ,,Soudasna elektronova mikroskopie v biologii, Vesmir, 83, 2004, piiloha
»Mikroskopie dnes*, str. M9.
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5.1.2.2. TEM, STEM

Transmisni elektronovy mikroskop oznaCovany zkratkou TEM (Transmission Electron
Microscope) pracuje s elektronovym svazkem v rozsahu energii elektront 80-300 keV. Jeho
pfistrojova rozliSovaci schopnost dosahuje hodnoty okolo 0,2 nm. Takovy mikroskop je
vhodny predevSim ke studiu krystalickych materiald, kdy se kontrast zvySuje orientaci
objektu tak, Ze se vlastné zobrazuji sloupce nékolika atomu ve sméru optické osy. Mikroskop
muze byt rovnéZz pouZit jako skenovaci (STEM - Scanning Transmission Electron
Microscope). Mikroskop byva v nékterych pfipadech vybaven i zafizenim pro spektroskopii
ztrat energie elektronl (EELS — Electron Energy Loss Spectroscopy), ktera pfinasi informace
o elektronové struktufe studovaného objektu. Takové studie nejriznéjSich materiald,
zejména rozhrani rozdilnych struktur, pfinesly a stale pfinaseji velmi dalezité informace pro
aplikace téchto materiall v rlznych oborech. Situace v oblasti aplikace TEM v biologii je
vS8ak znacné jina. RozliSovaci schopnost, které se pfi zobrazovani biologickych objektt a
struktur dosahne, je nejméné o fad horSi a uz vabec neni na atomarni urovni. Davodem je
pfedevSim velmi maly kontrast, dany nedostateCnym rozptylem elektroni na atomech
biologickych objekt(, které jsou slozeny z tzv. biologickych prvkd (H, N, O, C, P, S) s nizkym
atomovym Cislem. Biologické objekty se proto kontrastuji pfidanim atomu tézkych kovl (Mo,
W, Os, U), které se ulozi selektivné na nékterych mistech pozorovanych struktur. Takové

feSeni ma v8ak nevyhodu v tom, Ze se preparovany objekt vzdaluje své ptivodni struktufe'®®.

Jinou moznosti zvySeni kontrastu biologickych objektl je vyrazné sniZeni energie elektron(
zobrazovaciho svazku. Elektrony s energii 5 keV jsou podstatné vice rozptylovany jadry
atomd s pozitivnim nabojem a tim odstranény clonou v objektivu z obrazu, coz vyrazné
zvySuje kontrast ve srovnani s kontrastem obrazu 100 kV TEM. Tato skute€nost byla znama
jiz pfed nékolika desitkami let, ale pokusy takovy mikroskop realizovat se podafily az v
nedavno'. LVEM (Low-volatage Electron Microscope) miize byt konstruovan nejen jako
TEM nebo STEM, ale i jako SEM. RozliSeni muze dosahnout hodnoty 2,5 nm.

Pfi praci s biologickymi preparaty se dnes pouZivaji kryo-imobilizaCni techniky, napf.
vysokotlaké zmrazovani, coz umoznuje zachovani vzorkl ve stavu, ktery lépe odrazi jejich
pfirozenou strukturu a zna¢né jsou omezeny nezadouci artefakty. Bé€zné se dnes pozoruji
izolované makromolekularni komplexy jako napf. ribozomy, protein-DNA komplexy a viry.

5.1.2.3. Elektronova tomografie (ET)

Elektronova tomografie (ET — Electron Tomography) je elektronomikroskopicka technika pro
zobrazeni trojrozmérného obrazu. Vytvari 3D obrazy na zakladé mnohonasobné 2D projekce
obraz(i trojrozmérného objektu'®®. Elektronova tomografie je analogicka rliznym druhiim
tomografii pouzivanych v moderni mediciné, které jsou zaloZeny na rtg. paprscich, paprscich
vznikajicih pozitronovou anihilaci (PET), magnetické rezonanci (MRI) nebo ultrazvuku. 3D
obraz je generovan pocitaem zpétnou projekci jednotlivych 2D obrazu, kterym je pfidélena
ur€ita vaha — obr. €. 51. Biologicky vzorek (tabakovy virus) umistény v drzaku elektronového
mikroskopu je sniman z riznych smért naklapénim drzaku — obr. €. 51a. Nasleduje proces
pocitatové zpétné projekce, pficemz kazdy shaty obraz pfispiva k rekonstrukci plvodni
struktury — obr. ¢€. 51b. Vysoka rozliSitelnost elektronové mikroskopie umozrfiuje 3D
rekonstrukce, které umoznuji zobrazit nejen dlouhé vilaknité bunécné struktury jako

'8 Delong A. ,,Elektronovy mikroskop dnes a zitra, Cs. &asopis pro fyziku, 3/2005, str.

87 Drummy L.F. et al ,,Low-voltage Electron Microscopy of Polymer and Organic Molecular Thin Films*,
Ultramicroscopy, 99, 2004, str. 247.

'8 Mclntosh et al ,,New Views of Cells in 3D: An Introduction to Electron Tomography*, Trends in Cell
Biology, 15, 2005, str.
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trajektorie cytoskeletalnich viaken, ale i detaily struktury organel, a to na drovni
nanorozméru.

Tomogram je 3D sestava dat reprezentovana usporadanym souborem objemovych prvku
zvanych voxely. Voxely jsou krychle o strané 1 — 4 nm, kazda s urCitou hodnotou skaly Sedé
barvy, ktera odpovida hustoté hmoty v dané oblasti vzorku. Jelikoz jsou makromolekuly
ponékud hust§i nez okolni vodni roztok, interaguji s elektronovym paprskem mikroskopu
silngji nez jejich pozadi zpusobem zvanym ,rozptyl elektroni“. Rozptyl zavisi silné na
atomovém Cisle sledovanych molekul a muze byt zvySen pokrytim makromolekul téZzkymi
kovy. Vyslednou rekonstrukci pozorujeme obvykle vrovinach  znazornénych
v dvojrozmérnych obrazech, pfi vybrané hodnoté tfetiho rozméru. ET lIze pouzit i u
podchlazenych vzorkd.

Pfiklad zobrazeni ET je na obr. €. 52, kde je ve vyfezu nahofe obraz virionu viru Herpes
simplex. Tento obraz je barevné zvyraznén (zlutd a modra — obal virionu, oranzova — vnitfni
obal obsahuijici proteiny, svétlemodra — nukleokapsid). Dolni vyfez je vysledek zpriamérnéni
pro zlep$eni poméru signal/$sum'®. Metoda se dale intenzivné vyviji.

{a) u (b}

Obr. ¢é. 51 Princip ET

Obr. ¢. 52 Obraz virionu viru Herpes simplex.

(Usecka se rovna 100 nm)

"% Frangakis A.S. et al ,Identification of Macromolecular Complexes in Cryoelectron Tomograms of Phantom
Cells“, PNAS, 99, 2002, str. 14153.
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5.1.3. MIKROSKOPIE SKENUJICi SONDOU

Mikroskopie skenujici sondou (SPM - Scanning Probe Microscopy) je souborem
experimentalnich metod uréenych ke studiu struktury povrchi s atomarnim rozliSenim,
s moznosti vytvofeni trojrozmérnych obrazl povrchu a stanoveni jejich parametri ve vSech
tfech souradnicich. SPM zaznamenala bouflivy vyvoj, ktery nasledoval po objevu metody
skenovaci tunelové mikroskopie (STM) v roce 1981'°. Po uvedeni zakladni metody STM
doslo k mohutnému rozvoji techniky mikroskopie se skenujici sondou a objevila se cela fada
variaci, vhodnych pro studium rdznych typl a vlastnosti povrchl. Vyvoj rovnéz sméroval
k zjednodu$eni konstrukce (plvodni pfistroj nutné potfeboval vakuum), k vyvoji
matematického aparatu na zpracovani ziskanych obrazl a odstranéni artefaktd, hledani
vhodnych materiald a technologii pro vytvareni nosnikGl (ramének), hrotll a pohybovych
zarizeni a k vytvoreni teoretického popisu metod. Jednotlivé variace zakladni metody uz
nemusi byt zaloZeny na tunelovém jevu, ale vyuzivaji princip pfesného polohovani a velmi
tésného priblizeni sondy k povrchu vzorku. Mnohdy jsou tyto metody sdruzeny v jednom
pFistroji a umoZiuiji i soudasny sbér vice druhu signald. Vlastnosti SPM jsou nasledujici™’:
o témér atomarni rozliSeni, pfimé zobrazeni v prostoru
e trojrozmérny obraz v realném Case, moznost studia dynamickych procesu
e moznost pouziti vriznych prostfedich, vhodné predevSim pro zobrazovani
biologickych vzorku in vivo a in vitro
e vzhledem k malé velikosti SPM hlavy ji lze vestavét do zafizeni pro jiné typy
mikroskopickych technik
e neni zapotfebi zadného externiho zdroje €astic (jako tfeba elektronu v elektronové
mikroskopii, ¢i svétla ve svételné mikroskopii)
¢ lokalni interakce (nestfedované veli€iny)
¢ neni tfeba specialnich Uprav vzorku (nékdy je potfeba vodivého pokryti Ci fixace)
o velky rozsah zvétSeni, nicméné pfi malych zvétSenich pfinasi obraz informaci pouze
o misté tésné pod hrotem (u jinych technik se pfi menSim zvétSeni zvétSi plocha,
Z niz se informace snima)
¢ vlivem lokalnosti neobsahuje obraz informaci o zbytku povrchu
¢ mnohdy neexistuje jednoducha inverzni transformace, tj. z naméfenych hodnot neni
zpravidla mozno pfimo urcit strukturu, Ize jen porovnat s o€ekavanymi hodnotami
z modelu a ten pfipadné opravit
e citlivost k vibracim a teplotnim driftim
¢ je citliva pouze na nékolik povrchovych vrstev (Casto na jednu)
o velké mnozstvi artefaktl (faleSnych obrazl), zvlasté hrot se vzorkem si mohou
vymeénit roli (tzv. zrcadleni hrotu)

¢ Vliv adsorbované vody na povrchu vzorku

e obtiznost opétovného zobrazeni téhoz mista na vzorku

e SPM neni obecné citliva na chemickou podstatu atomd, urcit typ atomu Ize jen
z doplriujicich metod a uvah

e metoda registruje zvinéni urcité fyzikalni vliastnosti (napf. plochy konstantni hustoty
naboje), které ovSem klesa se vzdalenosti od povrchu

1% Binnig G., Réhrer H., Gerber C., Weibel E. , Surface Studies by Scanning Tunneling Microscopy®, Phys.
Rev. Lett., 49, 1981, str. 57

! Kubinek R., Vijtek M, Maslan M: ,Mikroskopie skenujici sondou®, Vydavatelstvi Univerzity Palackého
v Olomouci, 2003, str.13, ISBN 80-244-0602-0
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Pro biologii je nejvétsim pfinosem SPM metod moznost zobrazovat v libovolném okolnim
prostfedi, coz zabrani napf. vysychani struktur a umozfiuje zobrazit i zivé organizmy (napf.
bakterie, ¢asto se zobrazuje DNA). Problémem pfi téchto méfenich je nalezeni vhodného
podkladového povrchu (nejCastéji se pouziva Cisty pyroliticky grafit pro STM a slida
pro AFM), fixace vzorku a zajisténi jeho vodivosti (pro STM) nebo volba vhodné sily
(pro AFM). Velkym problémem vSak zUstava interpretace naméfenych vysledka.

V biologii dosahla z metod SPM nejrozsahlejSiho vyuziti mikroskopie atomarnich sil (AFM),
v menSim méfitku pak SICM (spinova mikroskopie s iontovou sondou), SCM (kapacitni
sondova mikroskopie), SCPM (sondova mikroskopie chemického potencialu) a SThM
(tepelna sondova mikroskopie).

Prikladem SPM, zaloZzeném na invertnim optickém mikroskopu a spojujiciho nékolik médu
(metod) v jednom pfistroji a umoznujiciho praci v tekutém prostfedi, je ,Solver Bio® od ruské
firmy Nano Technology Instruments'?. V tekutiné umoZfuje praci v kontaktnim nebo
polokontaktnim AFM moédu, jako LFM (Lateral Force Microscopy), AFM litografii atd., na
vzduchu pak praci navic kvy$e uvedenym médim v modu MFM  (Magnetic Force
Microscopy, EFM (Electrostatic Force Microscopy), SCM (Scanning Capacitance
Microscopy), KFM (Kelvin Probe Microscopy).

5.1.3.1 Mikroskopie atomarnich sil (AFM)

Metoda AFM (Atomic Force Microscopy) je zaloZena na mapovani atomarnich sil na povrchu
zkoumaného vzorku. Sondou je tzv. cantilever — pruzny nosnik (raménko) na jehoz konci je
ostry hrot Hrot mize byt z riznych materiall, typickym je kfiemik, nebo na ném muze byt
pfipevnéna magneticka Castice ¢i molekula. Pdsobenim pfitaZzlivych a odpudivych sil (Van
der Waalsovy sily, elektrostatické nebo magnetické sily) dochazi k ohybani raménka. Ohyby
jsou detekovany laserovym paprskem a slouZi pro sestaveni obrazu povrchu, napf.
sledovanim profilu konstantni sily. Schéma principu AFM je na obr. €. 53. Zobrazeni
skenovaného povrchu je mozné provadét na vzduchu, ve vakuu a v tekutiné (mozné
usporadani pro pozorovani v tekutiné je na obr. €. 54). AFM mohou pracovat v nékolika
maodech, napfr.:

¢ v kontaktnim mddu, kdy hrot je v kontaktu s povrchem vzorku, raménko je pevné a
identifikuje vertikalni zmény povrchu (AFM)

e v kontaktnim modu, kdy hrot je v kontaktu s povrchem vzorku, pfi skenovani je vleCen
po povrchu a raménko je zkrucovano v zavislosti na zménach koeficientu tfeni
povrchu (LFM)

Kontaktni méd je vhodny zejména pro zkoumani pevnych povrchu a pfi ostrém hrotu je
dosahovano atomarni rozliSeni. PFfi zkoumani biomolekul je rozliSeni mensi, protoze
biomolekuly se mohou pfi skenovani deformovat ¢i poskodit, jelikoz je obtizné je dostate¢né
pevné spojit s povrchem.

e v moédu s oscilujicim hrotem (tapping mode, poklepovy mdd, prerusovany kontakt),
kdy rameénko vibruje kolmo k povrchu a hrot je vinterakci s povrchem pouze pfi
spodni poloze amplitudy. Tento mod Ize pouzit na vzduchu i v kapaliné. Méd
umoznuje aplikovat mensi sily na zkoumané vzorky, napf. biologické makromolekuly,
zlepSuje rozliSitelnost a omezuje jejich poruseni.

192 www.ntinstruments.com
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Obr. é. 53 Princip AFM cantilever
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Jinou alternativou je zpevnéni biologického vzorku, ehoZ se dosahuje ochlazenim vzorku i
skenovaciho pfistroje na teplotu kapalného dusiku (atomova kryo-mikroskopie).

Zobrazovani pomoci modu s oscilujicim hrotem v kapaliné je velmi dulezita metoda

v biologickém vyzkumu i vyzkumu novych Iékd. Umozriuje napf. pfipojeni protilatek, které

jsou specifické pro jednotlivé

proteiny, khrotu raménka.

Reaguje-li protilatka s

Skio proteinem, jejim targetem,

vznikd mnozstvi Udajl, které

nelze ziskat pfi  pouziti
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Obr. ¢. 54 Schéma usporadani mikroskopu pro praci v tekutiné

Prva prace o pouziti AFM v biologii byla publikovana O.Martim et al vroce 1988'%.
V soucasné dobé muzeme v odborné literatufe najit tisice ¢lanku popisujicich pouziti AFM

v riiznych oblastech biologie.

Zkoumaji se proteiny, lipidy, DNA, RNA, nejmensi biomolekuly i viry a zivé bunky. AFM nasla
své uziteCné vyuziti ve farmakologii, biotechnologii, mikrobiologii, strukturni biologii,
molekularni biologii, genetice a v dal$ich oblastech'".

AFM mUze byt pouzit rovnéz pro jiné Ucely nez k zobrazovani. Pouziva se napf. pro méfeni
intra- a intermolekularnich sil, méfeni viskoelastickych vlastnosti povrchu bunék in vivo atd.
Studovany jiz byly i rizné dynamické projevy pfi pohybu biomolekul, aktivita draslikovych
kanalll v membrané ap.

AFM pouzivany jako zobrazovaci pfistroj ma své nedostatky. Tkané se zobrazuji obtizné,
protoze jsou velmi mékké a Clenité a hrot sondy se muze snadno pfi skenovani povrchu

193 Marti, O. et al: ,,Scanning Probe Microscopy of Biological Samples and Other Surfaces®, J Microscopy, 152,
1988, str. 803

1% Miiller D.J ., Anderson K. ,, Biomolecular Imaging Using Atomic Force Microscopy®, Trends in
Biotechnology, 20, 2002, str. S 45.

19 www.spmtips.com,
Kubinek R. et al ,,Biologické aplikace AFM*, Cs. &as. pro fyziku, 53, 2003, str. 109.
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vzorku zachytit. RozSifeni AFM v bioanalytickych aplikacich je omezeno vykonnosti zafizeni
a nezbytnymi vysokymi znalostmi personalu pfi interpretaci ziskanych snimku. Dale i tim, ze
se jedna o relativné draha zafizeni. Ve vyvoji jsou paralelni submikrometrické soubory
ramének s cilem zvysit vykonnost metody.

5.1.4. RTG DIAGNOSTIKA A NUKLEARNi ZOBRAZOVANI

5.1.41 Rentgenova diagnostika

Rentgenové zobrazovani — skiagrafie. Pfi prostém rtg snimkovani, zvaném skiagrafie,
dopada rtg. zareni proslé vySetfovanou tkani na fotograficky film obsahujici halogenidy
stfibra (bromid stfibrny), v némz fotochemickou reakci dochazi k uvolfiovani stfibra z jeho
vazby ve slouceniné - vznika latentni obraz, ktery je pfi vyvolani ve vyvojce zviditelnén
pomoci hustoty zrni€ek koloidniho stfibra; zbyly bromid stfibra se rozpusti v ustalovadi.
Hustota z€ernani filmu je umérna mnozstvi proslého rtg. zareni. Vznikly rtg fotograficky obraz
predstavuje negativni zobrazeni hustoty tkané: mista s nizkou hustotou (mékké tkané) maiji
nizsi absorbci a proto vysoké z€ernani, mista s vysokou densitou (napf. kosti) vice absorbuiji
rtg. zafeni a jsou proto na filmu zobrazena svétle (s nizkym z&ernanim). Jde o klasickou a
stale pouzivanou metodu.

Rentgenova tomografie - CT. Pro odstranéni nevyhod planarni rtg diagnostiky (moznost
prekryvani a superpozice struktur ulozenych v rlznych hloubkach) a pro ziskani
komplexniho zobrazeni struktur v riznych hloubkach, byla vyvinuta transmisni rentgenova
tomografie poskytujici trojrozmérné zobrazeni tkani v organizmu. Tomografické rtg zobrazeni
se dosahuje tim, Ze vySetfovana oblast se prozafuje rtg. zafenim pod Ffadou raznych ahla (v
rozsahu 180-360°): rentgenka a naproti ni umistény detektor rtg. zafeni rotuji kolem téla
pacienta, pfiCemz uzky svazek zafeni prozafuje vySetfovanou tkan a jeho intenzita je
detekovana a prevadéna na elektricky signal (obr. €. 55); vyhodnocuje se zeslabeni paprsku
v disledku absorbce tkani. Z mnozstvi integralnich hodnot ziskanych prozafovanim pod
fadou Uhli 0-360° se pak metodou zpétné projekce provede rekonstrukce absorb&éni mapy,
¢imz vznikne obraz pficného fezu vySetfovanou oblasti. Na tomto obraze jsou citlivé a s
vysokym rozliSenim zobrazeny struktury ulozené v rGznych hloubkach v organismu - jedna
se o obraz tomograficky.

Postupnym podélnym linearnim posunem pacienta vzhledem k systému rentgenka-detektor
muzZeme vytvofit fadu obrazl pfiéného Fezu (vrstev), které umistény vedle sebe vytvareji
trojrozmérny tomograficky obraz vySetfované oblasti. Vzhledem k vypocetni narocnosti
rekonstrukéni procedury Ize toto provést pouze s pomoci pocitae - proto se tato metoda
nazyva pocitacova tomografie CT (Computerized Tomography).

Kromé prostorového tomografického zobrazeni je hlavni pfednosti CT v porovnani s
konvenénim rtg zobrazenim to, Zze je schopna rozpoznat a zobrazit i nepatrné rozdily v
linearnich soucinitelich zeslabeni rtg. zareni, které pronika vysetfovanou tkani. Je to dano v
prvé fadé elektronickou detekci rtg. zafeni, ktera je schopna zachytit jemné;jsi rozdily a Sirsi
rozsah dynamiky, nez klasicky rtg. film. K vybornému rozliSeni dale pfispivaji i metody
pocitaCové rekonstrukce a filtrace obrazu, jakoz i moznosti flexibilniho nastaveni optimalni
modulace obrazu (jas, kontrast). Pro kvalitn&j$i zobrazovani se pouziva kontrastnich latek.
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Obr.¢. 55 ZjednoduSené schéma pocitacové tomografie CT

Rtg kostni densitometrie. Radiografické vySetfeni skeletu patfi mezi nejCastéjsi a
nejdllezitéjsi vykony rtg. diagnostiky. Specialni metodou v této oblasti je kostni densitometrie
- metoda pro zjiStovani hustoty kostni tkané na zakladé miry absorbce rtg. zafeni, stanovené
pomoci rtg. absorpéni fotometrie. Moderni rtg. densitometrické pfistroje pouzivaji
prozafovani vySetfovaného mista rozbihavym svazkem rtg. zafeni s naslednou detekci
proslého zareni digitalnim snimaem obrazu do paméti pocitaCe. Nejdokonalejsi pfistroje
tohoto druhu umoznuji provadét celotélovou obrazovou diagnostiku kostni tkané, stanovit
obsah svalové hmoty, tukové tkané, vody a mineralt v jednotlivych ¢astech téla. Kostni
denzitometrie hraje kli€¢ovou ulohu pfi diagnostice osteoporézy.

Rtg mamografie. Je to zobrazeni pfipadnych nehomogenit a oblasti zvySené hustoty tkané
v Zenském prsu, které by mohly svédcit pro nadorovy proces.

5.1.4.2. Nuklearni zobrazovani — tomograficka scintigrafie

Ustfedni metodou nuklearni mediciny je radioisotopova diagnostika in vivo: do organizmu
aplikujeme vhodnou chemickou latku s navazanym radionuklidem - tzv. radioindikator Ci
radiofarmakum. Tato latka vstoupi do metabolismu a distribuuje se v organizmu podle
farmakokinetiky daného radioindikatoru. NejznaméjSim pfikladem je aplikace radioaktivniho
jodidu sodného NaJ'', ktery se jako kazdy jéd akumuluje ve §titné Zlaze. Byla vyvinuta fada
druh( radiofarmak s afinitou k ledvinam, jatrdm, kostem, myokardu, nékterym nadorovym ¢i
zanétlivym tkanim, pro jejichz funkci je dana latka indikatorem. Mira lokalni akumulace
radiofarmaka zalezi na intenzité mistnich metabolickych a funk&nich déji v organech a
tkanich. Prfipadné poruchy funkce Ize pomoci scintigrafického zobrazeni lokalizovat a
kvantifikovat. Nebo se radionuklid vstfikne do krevniho obé&hu a sleduje se dynamika jeho
prachodu srdcem, plicemi a velkymi cévami (v tomto pfipadé bez metabolické vazby na
konkrétni organ ¢i tkan).

Distribuce radioindikatoru tedy odrazi konkrétni fyziologicky &i patologicky stav nebo funkci
pfislusnych organt a tkani. V nejjednoduss$ich pfipadech staci prosté zmérfeni intenzity
vychazejiciho zafeni z urcitého mista (napf. ze stitné zlazy - pro stanoveni jeji akumulace)
kolimovanou sondou. Pro komplexnéjsi diagnostiku vSak potfebujeme zméfit - zmapovat -
zobrazit - celou distribuci radioindikatoru, véetné lokalnich detaild a anomalii. K tomu slouzi
metoda zvana scintigrafie. Prostorové trojrozmérné zobrazeni poskytuje scintigrafie
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tomograficka. Je realizovana nejcastéji jako série planarnich obrazl vySetfovaného mista,
snimanych pod mnoha rtiznymi uhly (0°-360°) detektorem kamery obihajicim kolem pacienta.
Pocitatovou rekonstrukci se pak z téchto obrazi konstruuji tomografické obrazy pfi¢nych
fezd vySetfovanym objektem. Tato metoda se oznacCuje jako SPECT (Single Photon
Emission Copmputerized Tomography - jednofotonova emisni pocitaova tomografie).

PET - pozitronova emisni tomografie je dalSi tomografickou metodou. V tomto pfipadé je
aplikovan pozitronovy b+ radioindikator, ktery v mistech své distribuce emituje pozitrony e+,
které vzapéti anihiluji s elektrony e- za vzniku dvou foton( vylétajicich do opacénych smér
(180°). Tomografického efektu se pak dosahuje soucasnou koincidenéni detekci téchto
dvojic fotonl, nacez pocitacovou rekonstrukci velkého poctu takovych koicidenénich paprsku
se opét vytvari tomograficky obraz pfi€ného fezu vySetiovanou oblasti. Metoda se pouziva
k zjiSténi nepravidelnosti v €innosti mozku a pfi lokalizaci epileptického zachvatu. Technika
vyuziva k znazornéni hypometabolickych oblasti mozku cukerni mozkovy metabolizmus.
Hypometabolické oblasti obsahuji méné glukézy, nez je obvyklé v poskozené tkani.

5.1.4.3. Zobrazovani magnetickou rezonance - MRI

MRI (Magnetic Resonance Imaging) - zobrazovani magnetickou rezonanci, se pouziva
k zobrazovani fyziologickych zmén tkani zivych organizmu (neni pro né Skodliva) a v geologii
(pro indikaci vody v geologickych strukturach). Metoda byla vynalezena vroce 1974
Damadianem'®. Metoda zavisi na relaxaénich vlastnostech excitovanych vodikovych jader
ve vodé a v silném magnetickém poli. Vysvétleni jejiho principu pfesahuje ramec této
publikace. Pouzivané magnetické pole ma zpravidla intenzitu 7 Tesla. Typicka rozliSitelnost v
lékaFstvi je cca 1 mm?®, ve vyzkumnych laboratofich se dosahuje az 1uym?. JelikoZ ziskany
kontrast zobrazeni neni vzdy dostateCny, napf. pro anatomicka nebo patologicka studia,
pouzivaji se pro jeho zesileni rizné zesilovaci techniky, napf. aplikace kontrastnich latek.
Pouziva se voda pro znazornéni Zaludku, paramagnetiké kontrastni latky (slou€eniny
gadolinia pro zobrazovani nadort a télnich tekutin) a v posledni dobé superparamagnetické
latky (nanocastice oxidu Zeleza pro zobrazovani napf. jater — viz 5.3.1.4..) a méné Casto
diamagnetické latky (BaSO,4 pro zobrazovani traviciho Ustroji).

V prubéhu doby byly vyvinuty rizné mirné odliSné metody zaloZzené na principu nuklearni
magnetické rezonance'®®: D-MRI (difuzni MRI), MRA (magneticka rezonaéni angiografie),
MRS (magneticka rezonanéni spektroskopie), prozatim kontroverzni fMRI (funk&ni MRI) ',
[-MRI (intervenéni MRI) atd.

5.1.4.4. Rtg. mikroskopie

~,Meékka“ rtg. mikroskopie (Soft X-ray Microscopy), uzivajici rentgenovy paprsky vyrabéné
v synchrotronovych zdrojich svétla, je rozvijejici se zpUsob biologického zobrazovani pro
zkoumani neporudenych hydratovanych bunék v pfirodnim stavu. Krat$i vinova délka rtg.
paprskud (0,5 — 5 nm) umoznuje studium struktury a chemie bunék pfi rozliSitelnosti 5 — 8 krat
lep$i (30 — 50 nm), neZ je dosahovana ve svételnych mikroskopech'®®. Vyhodou je minimalni
pfiprava vzorkd, jejich tloustka miaze dosahnout az 10 um a vzorky neni zapotfebi fixovat,

1% http://en.wikipedia.com/wiki/

197 Chlebus P. et al ,.Funkéni magnetickéd rezonance — tivod do problematiky*, Neurologie pro praxi, 3/2005, str.
133.

198 Jacobsen Ch., Kirz J. ,,X-ray Microscopy with Synchrotron Radiation*, Nature Structural Biology, 5, 1998,
str, 650.
Abraham-Peskir J.V. ,,X-ray Microscopy with Synchrotron Radiation: Applications to Cellular Biology*,
Cell Mol. Biol., 46, 2000, str,1045.
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barvit, susit nebo umistit do vakua.Rtg. paprsky vyvolavaji ve vétsiné materialt fluorescenci,
ktera muze byt vyuzita pro stanoveni chemickych prvk( v daném objektu.
Byla vyvinuta fada variant rtg. mikroskopie a spektroskopie:
o SXM (Scanning X-ray Microscope)
e STXM (Scanning Transmission X-ray Microscopy)
e XDM (X-ray Diffraction Microscopy)*®
o XFT (X-ray Fluorescence Tomography)
e XSM (X-ray Spectromicroscopy)
o XPEM (X-ray Photoelectron Microscopy)
o XMM (X-ray Magnetic Microscopy)
e XAS (X-ray Absorption Spectroscopy)
e XH (X-ray Holography)
e atd.

199

Rtg. mikroskopy byvaji Casto instalovany na velkych zdrojich svételného zareni, jako jsou
Elletra Synchrotron Light Laboratory v Terstu, ESRF (European Synchrotron Radiation
Facility) v Grenoble, NSLS (National Synchrotron Light Source) v Stone Brook University,
Stone Brook, NY, BESSY v Goéttingen atd. Ve svété je provozovano asi 50 zdrojl
synchrotronového zareni.

Na obr. €. 56 je schéma skenovaciho rtg. mikroskopu ID21 v ESRF. Zafizeni ma délku pies
25 m a muze pracovat i jako XAS, XSM a XFT?".
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Obr. ¢. 56 Skenovaci rtg. mikroskop ID21 v ESRF.

Rtg.mikroskopy s ,mékkym“ zafenim se pouzivaji v biologickém vyzkumu ve dvou oblastech:
e Mapovani rozdéleni prvkl nebo sloucenin v tkanich
e Studium jednotlivych buné&énych slozek

Napf. se zkoumalo rozdéleni vapniku ve vlasech, karcinogenni vliv chromu, biologicka role
kovovych iontd (vanad v krvinkach), vlastnosti biofilmud a kolonii bakterii, atd.

1% Hitchcock A.P. et al ,,Towards Practical Soft X-ray Spectromicroscopy of Biomaterials, J. Biomater. Sci.
Polym Ed., 13, 2002, str.919.

2% Shapiro D. et al ,,Biological Imaging by Soft X-ray Diffraction Microscopy*, PNAS, 102, 2005, str. 15343,

2 www.esfr.fr/UsersAndScience/Experiments/ID2 1
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5.1.5. LEKARSKA SONOGRAFIE

Lékarska sonografie je dulezitda zobrazovaci metoda pfi vySetfovani tkani. Poprvé byla
pouzita v roce 1940. Pouziva vysokofrekvenénich zvukovych vin (2 - 13 MHz), které jsou
tkani odrazeny s ruznou intenzitou, pficemz se vytvari 2D obraz, tradiéné na TV monitoru..P¥Fi
vybéru frekvence se rozhoduje mezi pozadavky na vysokou rozliSitelnost a hloubku
penetrace v téle. DalSi podrobnosti 0 metodé a jejim pouzivani, pfednostech a nedostatcich,
Ize najit napf. na strance®®

5.1.6. VYBRANE MOLEKULARNE-BIOLOGICKE ANALYTICKE TECHNIKY

V pribéhu poslednich desetileti bylo vypracovano a do praxe uvedeno mnoho chemickych,
fyzikalnich a biochemickych analytickych metod pouzivanych v molekularné biologickém
vyzkumu, pfi vyvoji novych Iékd i v lékaFstvké praxi. Jednotlivé védni obory a podobory
pouzivaji specializované metody (napf. imunologie, cytogenetika, proteomika aj.). Rozvoj
modernich technologii (pocCitace, elektronika, optika) vyvolal jejich uplatnéni v analytickych a
manipulaénich pfistrojich, které jsou v mnoha pfipadech automatizované a vysoce vykonné.

Analytické metody jsou pfipraveny predevsim pro biologické cile jako jsou buriky, DNA a
proteiny. Vyzkum a vyvoj v této oblasti je extrémné interdisciplinarni a vyzaduje znaénou
synergii pfi feSeni jednotlivych problém( a probiha se zna¢nou intenzitou.

V této ¢asti publikace budeme charakterizovat jen nékteré nejznamé;jsSi metody a zejména ty,
které mohou byt modifikovany za pfispéni nanotechnologii.

5.1.6.1. ELISA

ELISA (Enzym-Linked ImmunoSorbent Assay) — je biochemicka technika pouzivana
zejména v imunologii pro detekci pfitomnosti protilatky nebo antigenu ve vzorku. Pouzivaji se
dvé protilatky umisténé na mikrotitracni desti€ce. Jedna je specificka k antigenu a druha je
spojena s enzymem, coz se objevuje v nazvu metody a je pfi€inou vytvofeni chromogenniho
nebo fluorogenniho substratu, ktery vytvari signal. Enzym pusobi jako zesilovag. Signal je
detekovan spektrofotometrem nebo jinym optickym zatizenim?®®. ELISA mGzZe poskytovat jak
kvalitativni, tak kvantitativni idaje. Existuji rizné varianty metody.

5.1.6.2. Hmotova spektrometrie

Hmotova spektrometrie (MS — mass spectrometry) je analyticka technika pouzivana pro
méfeni poméru hmota ku naboji v iontech. Je vSeobecné pouzivana pro stanoveni slozeni
fyzikalniho vzorku vytvofenim hmotového spektra reprezentujiciho jednotlivé hmoty slozek
vzorku. Hmotové spektrum s obvykle zjiStuje ionizaci vzorku a separaci ionta s liSici se
hmotnosti, s nasledujicim zaznamem jejich relativniho zastoupeni méfenim intenzit toku
iontd. Typicky hmotovy spektrometr sestava ze tfi ¢asti: zdroje, analyzatoru hmoty a
detektoru. Existuje nékolik principl hmotovych spektrometrt (kvadrupdlovy, pruletovy /time-
of-flight/, zaloZzeny na cyklotronové rezonanci iontl, magneticky sektorovy). Metoda se
pouziva v fadé oblasti, napf. pfi identifikaci neznamych slou¢enin stanovenim hmoty molekul
slou€eniny, pro stanoveni poméru izotopu prvka ve vzorku, pro datovani véku fosilii, pfi
stopové analyze plynd, v kosmickém vyzkumu, ve farmakokinetice, pfi vyzkumu proteinu
(identifikace, kvantifikace, stanoveni struktury atd.). Moderni hmotové spektrometry jsou:

2 http://en.wikipedia.org/wiki/Ultrasonography
% http://en.wikipedia.org/wiki/ELISA
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MALDI TOF-MS (Matrix Assisted Laser Desorption/ionisation Mass Spectrometry) — metoda
umoffiuje odpareni a ionizaci (mékkou) nékterych biologickych vzork(i z pevné faze do
plynné. Je vhodna pro méfeni molekularni hmotnosti peptidt, protein, DNA a
polysacharid. MALDI odkazuje na typ zdroje. TOF (time-of-flight) odkazuje na typ
analyzatoru — méfi se rychlost pruletu iontd spektrometrem, ktera je umérna hmoté latky.

SELDI — TOF (Surface Enhanced Laser Desorption lonization — Time of Flight) — je pomérné
nova proteomicka technologie pro kvantitativni analyzu smési protein(i. Pouzivaji se ocelové
nebo hlinikové podlozky (Cipy), jejichz povrch je upraven chemicky (hydrofilicky,
hydrofobicky, s imobilizovanou afinitou kovu, kationické nebo anionické) nebo biologicky
(protilatkami, DNA, enzymy nebo receptory) tak, ze tvofi ,pasti“ o priméru 1-2 mm. Rlzné
upraveny povrch dovoluje zachyceni protein(, v zavislosti na jejich vlastnostech. Na povrch
.pasti“ se aplikuje maly objem (0,1 ul) roztoku tkané nebo télni tekutiny a proteiny se vazi
podle svych afinit k ,pastim®. Po odmyti nespecificky nebo slabé navazanych proteinli se

vazané proteiny uvolni laserem a ionizuji pro nasledujici hmotovou spektrometrii?®*.

TOF SIMS (Time-of-flight Secondary-ion Mass Spectrometry) — hmotnostni spektrometrie
sekundarnich iontd s méfenim doby letu iontl. MéFeni molekularni hmotnosti.

5.1.6.3. Elektroforéza

Elektroforéza je separaéni metoda probihajici v rotoku mezi dvéma eletrodami, pfi niz se déli
nabité molekuly (ionty) na principu rozdilnych elektroforetickych mobilit. Molekuly se pohybuiji
v daném roztoku smérem a rychlosti, urCovanymi jejich nabojem a velikosti. Byla vyvinuta
fada elektroforetickych metod. Zvlasté popularni jsou rdzné druhy gelové elektroforézy
liSicich se predevSim pouzitym druhem gelu, ve kterém elektroforéza probiha. V mnoha
pfipadech je gel sesitovany polymer, jehoZ sloZzeni a porozita je vybrana v zavislosti na
hmotnosti a sloZeni analyzovanych molekul. Napf., separujeme-li proteiny nebo malé
fragmenty DNA, RNA ¢&i oliginukleotidl, pouziva se obvykle akrylamidovy gel rGzné
koncentrace. Separujeme-li velké ¢asti nukleovych kyselin (s vice nez nékolik set bazi) je
preferovanym gelem ¢isténa agaréza®”®. DNA vSak neni mozné v gelu vidét, a proto se barvi
fluoreskujicimi latkami nebo oznadi izotopem (napt. *?P). Provadéji se pokusy s
oznacovanim DNA kvantovymi teCkami. Gelova elektroforéza i dalSi druhy elektroforézy jsou
soucasti fady molekularné-biologickych, genetickych, mikrobiologickych a biochemickych
metod.

5.1.6.4. Analyza DNA
U DNA zjistujeme zejména:
¢ Genetickou podstatu konkrétnich proteinu
¢ Mutace — bodové, sekvencni, aberace chromozdmu, delece/inzerce nukleotidu
¢ Polymorfizmy — konkrétni mutace vyskytujici se v populaci s frekvenci vys8i nez 1%
e Podobnost DNA mezi druhy organizmu
o Koncentraci, Cistotu, chemické vazby s proteiny a mnoho dal3ich vlastnosti

V nasledujicim textu bude podan struény prehled metod a nastroji slouzicich k manipulaci,
tridéni a identifikaci DNA a RNA s dlirazem na mozny prispévek nanotechnologii.

294 Merchant M, Weinberger S.R. ,,Recent Advancements in Surface-enhanced Laser Desorption/ionization of
Flight-mass Spectrometry®, Electrophoresis, 21, str. 1164.
2% Agaréza — slozka agaru, co je extrakt z Eervené moiské fasy
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5.1.6.4.1. Stanoveni nukleotidové sekvence DNA

Koncem sedmdesatych let minulého stoleti byly objeveny rychlé a jednoduché metody pro
stanoveni sekvence nukleotidu v izolovaném fragmentu DNA. DNA sekvenovani je proces
stanoveni uspofadani nukleotidd v daném fragmentu DNA zvaném DNA sekvence.
V souCasné dobé se DNA sekvenovani provadi vétSinou enzymovou metodou vyvinutou
Sangerem v roce 1977. Princip metody spociva v produkci fady fetézci DNA in vitro za
podminek, které zajiStuji, Ze nové vznikajici fetézec DNA bude ukonen po dosazZeni
jednoho konkrétniho nukleotidu. Ke stanoveni kompletni nukleotidové sekvence
dvouvlaknové DNA je nutné nejprve od sebe oddélit oba fetézce a jeden z nich je pouZit jako
templat pro sekvenovani. Ve Ctyfech nezavislych reakcich se stejnym jednofetézcovym DNA
templatem jsou pouzity ¢tyfi rizné dideoxyribonukleosidtrifosfaty. Vysledkem kazdé reakce
je sada molekul DNA, které kon¢i na riznych mistech pavodni sekvence. Vzniklé fragmenty
DNA, se li8i svoji délkou o jediny nukleotid, pfiemz z typu pouzité reakce je znamo, kterym
nukleotidem fragment kon¢i. Produkty vSech Ctyf sekvenalnich reakci jsou paralelné vedle
sebe elektroforeticky rozdéleny v polyakrylmidovém gelu. Nové syntetizované fragmenty jsou
detekovany radioaktivné nebo fluorescenéné. Fragmenty jsou v gelu rozdéleny podle
velikosti a sekvence puvodni DNA. V kazdém sloupci reprezentuji prouzky fragmenty DNA,
které konci vzdy stejnym druhem nukleotidu, napf adeninem v levém sloupci na obr. €. 57.
Smérem zdola nahoru lze pak po porovnani vSech sloupcl odecist sekvenci nové
syntetizované DNA (viz zelena Sipka). Sekvence je stejna jako 5°-3" fetézec puvodni
dvouvlaknové DNA*®.
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Obr. ¢. 57 Vysledek DNA sekvenovani Sangerovou metodou

Metoda je dnes pIné automatizovana a moderni sekvenatory jsou schopny sekvenovat
nejméné 384 fluorescenéné oznacenych vzorku v jedné davce, kterych mize byt 24 za den.

Dulezitou metodou sekvenovani DNA je metoda zvana shotgun. DNA se nejdfive rozstiiha
na mensi kousky. Vzniklé fragmenty se vlozi do bakterialniho plasmidu a pomnozi. Ziskané
klony se sekvenuji nahodné. Po ukonceni sekvenovani vstupuji do déje pocitate. Specialni
program porovnava vSechny ziskané fragmenty mezi sebou a identifikuje sekvence, které se
shoduji (pfekryvaji). Na zakladé téchto prekryvl se postupné rekonstruuje cely fetézec DNA.
P¥iklad pouziti metody pii vyzkumu mofskym mikroorganizm( Ize nalézt v*’.

V posledni dobé je ve vyvoji tzv. sekvenovani pomoci nanopoért. Nanopéry jsou v daném
pfipadé malé dirky o primeéru cca 1 nm. Nejprve se vytvori leptanim v kiemiku vétsi dirky,
které se postupné zapliuji prostiednictvim elektronového paprsku. Princip metody spociva

206 Alberts B. et al.: ,,Zaklady bun&né biologie“, Espero Publishing, Usti nad Labem, 2002, ISBN 80-902905-0-
4, str. 319.
27 Koblizek M., Sobotka R. ,,Jak se lovi geny v Sargasovém moti“, Vesmir, 85, 2006, str. 95.
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v ponofeni nanopoéru do vodivé tekutiny a uplatnéni napéti napfi¢ péru, coz ma za nasledek,
ze DNA pfitomna v roztoku zaéne migrovat k périm a pfipadné i pfes né. Rozmér poru
zajistuje, Zze DNA v roztoku je protlatovana dirou jako rovny fetézec, po jedné bazi. Kazdy
nukleotid ovliviuje elektrické vlastnosti (elektricky proud) diry jinym charakteristickym
zpUsobem, a tak je mozné pFimo &ist sekvenci DNA. Neni nutna zadna amplifikace DNAZ®,

5.1.6.4.2. Amplifikace nukleotidovych sekvenci - polymerazova retézova reakce

(PCR)

Molekularni analyzy byly v minulosti limitovany nutnosti izolovat velké mnozstvi Cisté DNA,
coz v nékterych pfipadech — napf. u muzejniho materialu, fosilii nebo u vzorku obsahujicich
velmi malé mnozstvi nativni DNA (moc, stopy krve €i spermatu, chlupy, exkrementy apod.) —
nebylo mozné. Naslo se feSeni — PCR (polymerazova fetézova reakce). PCR je elegantni a
jednoducha metoda, ktera umoznuje amplifikovat in vitro pozadovany specificky usek DNA
prakticky v neomezeném mnozstvi, pfiemz mnozstvi pavodniho vzorku DNA mulze byt
extrémné malé (teoreticky ho muize predstavovat jedina molekula). Navic diky tomu, Ze
nasyntetizovana DNA obsahuje prakticky vyhradné studovanou sekvenci, neni ji zpravidla
nutno dale purifikovat.

Zakladni cyklus se sklada ze tfi kroku:

1. Denaturace, pfi které se roztok zahfeje na teplotu 92-95°C a kdy dochazi k disociaci

fragmentl dsDNA na jednotlivé fetézce.

2. Zchlazeni a navazani primert® (annealing). Tento krok je zcelého procesu

nejdllezitéjsi, protoze na spravném navazani primerl zavisi uspéch celé PCR. Teplota
se zpravidla li§i v zavislosti na délce a dalSich vlastnostech primeru (sloZzeni bazi apod.)
— obvykle se pohybuje mezi 45 a 60°C, v extrémnich pfipadech vSak byly pouzity i teploty
37°C nebo naopak 72°C. Doba trvani prvnich dvou krokl je kratka, 15-60s, vétSinou
kolem 30s.

3. Poslednim krokem cyklu je extenze, pfi které dochazi k vlastni syntéze novych fetézc,
navazujicich na 3’-konce primer(. Tato reakce je katalyzovana Taq polymerazou pfi
teploté 72°C. P¥i této teploté jsou volné nukleotidy zaclerfiovany do vznikajiciho fetézce
pfiblizné rychlosti 35 za sekundu. Délka trvani této faze zavisi na délce syntetizovaného
fragmentu: pro kratSi fragmenty (zhruba do 200-500bp) dostacuje 30s, delSi sekvence
vyzaduji delsi ¢as (je-li fragment delSi nez 1500bp, az 90s).

Tyto tfi kroky se pravidelné opakuji, vétSinou 20-40x. Po PCR obvykle provadime kontrolu
vysledku elektroforézou na agarézovém, pfipadné polyakrylamidovém gelu.

Prestoze je princip PCR velmi jednoduchy, praxe ma bohuzel ¢asto k jednoduchosti daleko,
vzhledem k mnoha vzajemné spoluplsobicim faktorim ovliviiujicim konecny vysledek. | pro
odborniky v oblasti molekularni biologie ob¢as zlstava zahadou, pro¢ urcity cyklus funguje a
jiny ne nebo pro¢ funguje jedna dvojice primerQ, zatimco jina ne. Proto je zpravidla nutno
konkrétni hodnoty jednotlivych parametri (koncentrace iontu, teplotni rezim atd.) empiricky
vyzkouset.

Od objevu zakladni varianty PCR v osmedesatych letech minulého stoleti byla vyvinuta fada
dalSich variant (RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), RT-PCR (Real-Time PCR),
PCR in situ, AR-PCR, atd.)*"° i jiné amplifikaéni metody (3SR, TAS, NASBA, TMA, SDA ap.).

208 Fologea D. et al ,,Detecting Single Stranded DNA with a Solid State Nanopore*, Nano Lett., 5, 2005, str.
1905.

2% Primer — v daném piipadé molekula, ktera iniciuje syntézu vétsi molekuly (kratky synteticky kousek DNA)

219 Pharmaceutical PCR & Gene Amplification Glossary*, www.genomicsglossaries.com.
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Prakticky vyznam polymerazové fetézové reakce je nedozirny. Tim, Ze dokaze i
z nepatrného mnozstvi nepurifikované DNA amplifikovat pozadovany Usek DNA, je prakticky
nezbytnym krokem pro nékteré dalSi molekularni metody, napfiklad pro sekvenovani DNA.
PCR vsak také umoznuje jednoduchy a tedy i rychly a levny screening velkych populacnich
vzorku. Jestlize nalezneme vhodny segment mitochondrialni ¢i jaderné DNA, ktery vykazuje
dostatec¢nou délkovou proménlivost (nékolik malo bazi az stovky bazi) napfiklad v disledku
ztraty kratké sekvence, staci jednoducha PCR nasledovana agarézovou elektroforézou
k ziskani pfislusné informace od stovek jedincu. Jsou-li tyto markery taxonové €i populaéné
specifické, mohou nam poslouzit k rychlé identifikaci studovaného vzorku nebo ke studiu
hybridnich zén mezi taxony?''; sekvence vazané na pohlavni chromosomy nam zase umozni
urcit pohlavi. PCR tak umoznila rozsSifeni molekularnich technik i mezi terénni zoology,
ekology a ochranafské pracovniky, u kterych diky své jednoduchosti, relativni levnosti a
moznosti analyzy velkého poctu jedinct nachazi stale SirSi uplatnéni.

5.1.6.4.3. Metody zaloZzené na hybridizaci nukleovych kyselin

Hybridizaéni techniky jsou zalozeny na specifickém spojeni komplementarnich
nukleotidovych sekvenci pochazejicich z riznych molekul nukleovych kyselin. Postupnymi,
na sebe navazujicimi kroky jsou denaturace nukleovych kyselin (rozdéleni dvojvlaknové
molekuly na sense a antisense vlakno) a nasledna renaturace (annealing). Princip spociva v
komplementarnim parovani vySetfované DNA a fluorescenéné (nebo jinak) znaené sondy
(kratky usek nukleové kyseliny o znamé sekvenci bazi). Vysledny vzorek se hodnoti
fluorescenénim mikroskopem Sonda muzZe byt genova (pfedstavujici sekvenci
vySetfovaného genu), chromozomova (sekvence celého chromozomu) nebo alfa-satelitni
(obsahujici centromerické &i telomerické oblasti chromozomu). Podle technického provedeni
rozliSujeme hybridizaci v roztocich, hybridizaci na nosi€ich (templatech) a hybridizaci in situ.
Tyto metody se vyuzivaji pfi genové analyze a prukazu mutaci. Metodami hybridizace na
nosi¢ich jsou Southern blotting a Northern blotting. Varianta slouzici k detekci
specifického proteinu v heterogenni smési je oznacovana jako Western bloting. Hybridizace
in situ je vyznamnou metodou molekularni cytogenetiky. Pfiklad hybridizace DNA — RNA je
na obr. €. 58.

Nutné podminky pro hybridizaci:

e Sonda i vySetfovana DNA museji byt jednovliaknové, tj. museji byt pfed hybridizaci
denaturovany

e Sonda musi byt oznacena, abychom mohli jeji vazbu ,vidét* (znaCeni radioaktivitou,
enzymem, fluorescenci, luminiscenci)

o VySetfovana DNA musi byt pfichycena k pevnému podkladu, aby bylo mozné odmyt
nenavazanou sondu bez omyti vySetfované DNA

o Hybridizace se sondou obvykle nasleduje po rozstipani genomové DNA restrikéni
endonukleazou, kdy vznika velké mnozstvi fragmentl, které pfi rozdéleni
elekroforézou v gelu vytvofi souvislou Smouhu (smear)

e Hybridizaci se v tomto pfipadé detekuje nejen pfitomnost urcité sekvence nukleotidd,
ale také velikost fragment(, ve kterych se sekvence vyskytuje

I Taxon — skupina konkrétnich organizmii stejného systémového zatazeni existujicich v souasnosti nebo
geologické minulosti, taxonomicka jednotka
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Obr. €. 58 Hybridizace DNA - RNA

Nékteré hybridizaéni metody:

ISH (in situ hybridizace) je jednou ze zakladnich metod molekularni cytogenetiky. Dovoluje
pfesnou identifikaci a lokalizaci specifickych sekvenci nukleovych kyselin (DNA, RNA). Pfi
pouziti oznacenych specifickych sond nukleovych kyselin se lokalizuji specifické sekvence
nukleovych Kkyselin uvnitf neporuSenych chromozomu, eukaryontnich bunék nebo
bakterialnich bunék. Pro oznaceni vzorku se zpravidla pouziva radioizotopu nebo jinych
neradioaktivnich zplsobd.

FISH (Fluorescent in situ hybridization) je dal$i fluorescenéni metoda in situ hybridizace.
Umoznuje rovnéz detekci specifickych sekvenci v nukleovych kyselinach (DNA, mRNA) in
situ. Fluorochromy pouzivané pro znaceni vzorku jsou latky schopné absorpce zareni ve
formé UV nebo viditelného svétla. Tato absorpce zpusobi excitaci elektroni v molekulach
barviva. Pfi nasledném preskoku zpét na energeticky nizsi hladinu dojde k emisi zafeni o jiné
vinové délce. Dmes je k dispozici vice nezp 100 fluorochroml pokryvajicici témér celé
spektrum viditelného svétla. Identifikace fluorescenéniho signalu je mozna pfFimo
z fluorescencéniho mikroskopu, citlivéjSi je vSak analyza na mikroskopu vybaveného
vykonnou CCD kamerou, napojenou na pocita€ se specialnim programem pro FISH. Citlivost
metody se zvySuje o nékolik fadd. DalSimi variantami metody FISH jsou metody mFISH
(mnohobarevny FISH) a mBAND (FISH s parcialnimi sondami). Metoda FISH se pouziva

zejména v klinické cytogenetice pFi’'*:

212 Michalova K., Zemanova Z. , Klasicka a molekularni cytogenetika v klinické praxi®, Klin. Biochem. Metab.,
13 (34), 2005, ¢. 2, str. 63
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e studiu karyotypu®'® bunék v metafazi nebo interfazi a lokalizace gent
e pocetnim urCovani a presné identifikace strukturnich chromozomovych odchylek a
marker chromozom{
e mapovani genu a DNA sekvenci
e detekci minimalni rezidualni doby choroby nebo ¢asném relapsu (zvrat choroby
k pfedeslému hor§imu stavu) u leukémii a zhoubnych nador(
e monitorovani vysledkd chemoterapie nebo transplantace kostni dfené u nemocnych
s leukémiemi
o detekci bunék, které jsou zahrnuty v neoplastickém procesu
Praktické pfiklady pouziti metody FISH Ize nalézt v*'*
CGH (komparativni genomova hybridizace) — umoznuje napf. vySetfenim nadorovych bunék
zjistit prirustek nebo ztatu (amplifikaci nebo deleci) genetického materidlu na vSech
chromozomech

SKY (spektralni karyotypovani) — umozfiuje soucCasnou vizualizaci vSech lidskych
chromozomu. Je to metoda vhodna zejména pro identifikaci translokaci (pfemistovani
urCitych fragmentd chromozomu na jiny chromozom).

Dal8i metody

Pouziva se fada dalSich metod zalozenych na hybridizaci nukleovych kyselin. Mimo DNA
mikrosoubor(l (viz nasledujici podkapitola) se pouziva skupina metod, které mizeme
zahrnout pod pojem ,Restrikéni analyzy“. Jsou to napf. Southernlv pfenos (Southern
blotting), restrikéni mapy, DNA otisky aj. Hybridizace se pouziva i v dal$i vyznamné oblasti -
pfi studiu polymorfizmi v DNA, napf. SNP (single nucleotide polymorphism), AFPL
(Amplified fragment length polymorphism), RFLP (Restriction fragment length
polymorphism), STRs (Short tandem repeats).

5.1.6.5. Usporadané mikrosoubory (microarrays)

Mikrosoubory riznych biologickych materialt, zejména DNA-mikrosoubory (téz DNA-Cipy),
jsou jednim z nejpozoruhodnéjSich vysledkem bouflivého vyvoje metod molekularni genetiky.
Postupné nahrazuji stale jesté pouzivané makrosoubory. Jak je uvedeno vyse, tradicné se
nukleova kyselina zkouma na pfitomnost urcité sekvence sondou tak, Ze se vySetfovana
nukleova kyselina pfichyti na pevny podklad a provede se hybridizace s konkrétni sondou,
nasledovana detekci sondy. Takto Ize jednim pomérné zdlouhavym postupem zjistit
pritomnost jedné konkrétni sekvence v kazdém vySetfovaném vzorku nukleové kyseliny.
Pokud je vySetfovana nukleova kyselina dobfe pfichycena k podkladu (membrané), je sice
mozné postup opakovat, ale efektivita je i tak velmi nizka. Pro zvySeni produktivity analyz
byly postupné vyvinuty rizné typy makrosoubord a pozdéji mikrosouboru, nejen pro analyzu
DNA, ve kterych je na malé ploSe umisténo velké mnozstvi sond. V souCasné dobé se
pouZiva mnoho druht mikrosoubort, napt.?'*2'®:

e DNA mikrosoubory?"’
e Proteinové mikrosoubory®'
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karyotyp - soubor chromozomi jadra t€lni buiiky charakteristicky pro ur¢ity druh organizmu

Kodet R. et al ,,Zivot patologa mezi molekulami — vystroj a vyzbroj pro preziti, Klinicka onkologie, 17,
1/2004, str.3., www.linkos.cz.

,,Pharmaceutical Microarrays & Protein Chips Glossary*, www.genomicglossaries.com

Martinsky T. ,,Microarrays: Not Just for Genomics Anymore®, Microarray technology, 9/2004. str. 12.
Debouck Christine, Goodfellow P.N. ,,DNA Microarrays in Drug Discovery and Development*, Nature
Genetics, 21, 1999, str. 48.

MacBeath ,,Protein Microarrays and Proteomics®, Nature Genetics, 32, 2002, str. 526.
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e Oligonukleotidové mikrosoubory?'
e CGH mikrosoubory?®°

e Mikrosoubory protilatek

e Genomické mikrosoubory

e Glykoproteinové mikrosoubory

e Karbohydratové mikrosoubory®*'

e Buné&éné mikrosoubory???

e Mikrosoubory malych molekul*®

e Mikrosoubory tkani***

Termin ,mikrosoubor” se ptvodné pouzival pro mikrosoubory teek cDNA. Nyni se pouziva
v mnohem SirSim smyslu. Prvni DNA-mikrosoubory byly vyvinuty v roce 1995 zejména P.O.

Brownem a spolupracovniky ze Stanford University??°.

5.1.6.5.1. DNA mikrosoubory

Funkci mikrosouboru si stru¢né vysvétlime na prikladé DNA-mikrosouboru. Na obr. €. 59 je
schéma postupu pfi diferencialni genové expresi za pouziti DNA-mikrosouboru. Srovnavaci
hybridizacni experiment zahrnuje izolaci mMRNA ze dvou oddélenych vzorkd (A). mRNA
z kazdého vzorku je zpracovana reverzni transkriptazou (B) a oznalena odliSnymi
fluorescenénimi znackami (C). Oba roztoky s oznacenymi RNA se smisi a hybridizuji na
DNA mikrosouboru obsahujiciho mnoho tisicd nebo desetitisich sekvenci, bud genomu nebo
cDNA sekvenci. Nasleduje vymyti nenavazanych sekvenci (D). Mikrosoubour je poté
skenovan na fluorescenénim konfokalnim skeneru, pfi¢emz se ur€uje barva kazdé tecky (E).
V daném pfikladé jsou Eervené geny po expresi vzorku A, geny po expresi vzorku B jsou
zelené a ty geny, jeZ reagovaly v obou vzorcich jsou Zluté. To dovoluje urlit geny, které
specificky reaguji na odezvu urcité nemoci ap.

DNA mikrosoubor, obsahujici fragmenty DNA, se vytvafi na neporézni pevné podlozce (sklo,
nylonova membrana, kfemikova desticka). DNA-mikrosoubory délime na s nizkou hustotou
bodu (200-5000 genu), se stfedni hustotou bodl (5000-10000) genli a vysokou hustotou
bodu (nad 10000 gent). Napf. Uplny genom kvasnic (cca 6000 gentl) byl umistén na jednom
mikrosouboru. Sondy (sekvence DNA) se vytvareji rlznymi technologiemi (metoda
pouzivana pfi stfikani inkoustu v tiskarnach, fotolitografie, mikrospotting aj.). Pouzivaji se i
rdzné detekéni metody: fluorescence®® (prevazné), kolorimetrie, chemiluminiscence,
povrchova plasmonova rezonance (SPR), hmotova spektrometrie®®, magnetismus®’
V souCasné dobé je vyroba mikrosouborti komercionalizovana. Na trhu jsou jak pfipravené
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Lipshutz R.L. et al ,,High Density Synthetic Oligonucleotide Arrays®, Nature Genetics, 21, 1999, str 20.
Pinkel D, Altberson D.G. ,,Array Comparative Genomic Hybridization and its Application in Cancer*,
Nature Genetics, 37, 2005, str. 511.

Houseman B.T., Mrkish M. ,,Carbohydrate Arrays for the Evaluation of Protein Binding and Enzymatic
Modification®, Chem. Biol., 9, 2002, str. 443.

Wheeler D.B. et al ,,Cell Microarrays and RNA Interference Chip Away at Gene Function®, Nature Genetics,
37, 2005, str. 525.

Kuruvilla F.G. et al ,,Dissecting Glucose Signalling with Diversity-oriented Synthesis and Small-molecule
Microarrays®, Nature, 416, 2002, str. 653.

Kononen J. et al ,,Tissue Microarrays for High-throughput Profiling of Tumor Specimens®, Nat.Med., 4,
1998, str. 844.

Schena M, Shalon D., Davis R.W., Brown P.O. ,,Quantitative Monitoring of Gene Expression Patterns with a
Complementary DNA Microarray®, Science, 270, 1995, str. 467.

226 ,»The Handbook — A Guide to Fluorescent Probes and Labeling Technologies*, 10th Web Edition, 2006,
http://probes.invitrogen.com/handbook/

Megens M., Prins M. ,,Magnetic Biochips: A New Option for Sensitive Diagnostics“. Journal of Magnetism
and Magnetic Materials, 293, 2005, str. 702.

221

222

223

224

225

227

102



DNA-mikrosoubory, tak automaticka zafizeni pro jejich pripravu®®. Napf. GeneChip®
spoleénosti Affymetrix Inc. odsahuje az 6,5 mil. sond.?*

Co technologie DNA ¢&ipli umozniuje a jaké jsou oblasti jejiho vyuziti?

Tato technologie umozhuje sledovat velké mnozstvi informaci o primarni struktufe (sekvenci)
a pfitomnosti poc¢tu (kopii) molekul DNA. Lidsky genom je tvofen 3 miliardami
deoxyribonukleotidu, které koduji zhruba 35 tisic genu. Jednotlivé geny jsou v jednotlivych
tkanich a v rlznych stavech aktivni kvalitativné i kvantitativné v nestejné mire. To, co nas
zajima, je schopnost rozeznat odliSnosti genové aktivity (genové exprese) v pribéhu vyvoje,
v procesech reakce buriky na vnéjSi prostiedi, ve stavech fyziologické normy a patologie
apod.

Naptiklad mezi genovou expresi v normalni tkani a v tkani, ktera se vydala cestou nadoru®°.
Nebo odliSnost genové exprese tkané v obdobi pfedchazejicim metastazam a po ném. Geny
se zménénou aktivitou expresi jsou logickym cilem dalSiho studia, jehoz vysledkem mze byt
odhaleni v€asnych markert onemocnéni nebo potencialnich cilt terapeutického ovlivnéni.

To je tedy jeden zplUsob vyuziti - DNA mikrosoubory pro studium genové exprese. Jiny
zplUsob vyuziti mikrosoubord umoziuje paralelni detekci velkého poctu (tisicd) znamych
mutaci nebo polymorfisml. Dnes se provadi cela fada studii, v nichZ jsou vyhledavany
polymorfismy DNA vhodné k detekci a sledovani vybranych oblasti genomu. Dostupnost
mikrosoubor( pro analyzu téchto polymorfismi umozniuje rozsahlé studie - napfiklad dobfe
klinicky definované skupiny dvou tisic pacientl s kardiovaskularnimi chorobami ve srovnani s
kontrolnim souborem. Uplatnéni nachazi mikrosoubory i ve farmakogenomice. DNA Cipy jsou
pouzivany pro vyhledavani mechanismu nezadoucich ucinkl Iékd a k identifikaci genetickych
dispozic predurcujicich urcité skupiny pacientl ke specifické 1éCbé (zpfesnéni vhodnosti Ci
nevhodnosti Iéku nebo jejich kombinaci vzhledem ke genotypu pacienta). To postupné vede
ke znacnému posunu v celém farmaceutickém pramyslu, zejména k urychleni a zpfesnéni
vSech fazi klinickych studii a k moznosti cilené 1&éCby v klinické praxi. DalSimi oblastmi, které
technologie DNA mikrosouborli vyznamné ovliviiuji, jsou imunologie, mikrobiologie a
virologie. Touto cestou by mélo dojit pfedevS§im k usnadnéni diagnostiky profild vird a
baktérii - fadové béhem nékolika hodin. K dispozici jsou jiz mikrosoubory pro detekci stovek
rdznych virQi, bakterii atd.

5.1.6.5.2. Nanosoubory
Do technologie mikrosouboru vstupuji posledni dobé i nanotechnologie:

e Vroce 2000 publikovali M.J.Heller et al ¢lanek o konstrukci mikroelektronického Cipu
obsahujiciho Fizené elektroforetické pole pro mnohonasobnou DNA hybridizaci a jiné
genomické aplikace. Cip obsahoval planarni soubor mikroelektrod a bylo na ném
mozné vytvorit elektricka pole dovolujici elektroforeticky transportovat nabité molekuly
(DNA, RNA, proteiny, enzymy, protilatky atd.) z jakéhokoliv mista povrchu zafizeni.
Klicovym prvkem funkce zafizeni byla prostupna nanovrstva pokryvajici mikroelektrody
(porézni hydrogel). Vrstva umoznovala dopravu molekul vody a malych iontl, ale
blokovala transport vétSich molekul. Slouzila jako porézni podlozka pro DNA sondy a

jiné molekuly v souboru. Elektroforetické pole umoznilo zrychlenou DNA hybridizaci®®'.

28 www.affymetrix.com, www.agilent.com, www.tecan.com, www.quantabiotech.com, atd.

229 Ragoussis J., Gareth E. ,, Affymetrix Gene Chip® System: Moving from Research to the Clinic*, Expert
Review of Molecular Diagnostics, 6, 2006, str. 145

30 Ppospigilova S., Mayer J. ,,.DNA-Eipy — moderni metoda analyzy diferencialni genoveé exprese a jeji vyznam
pro diagnostiku a 1é¢bu nadorovych onemocnéni®, Casopis 1ékait Geskych, 144, 2005, str. 11.
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Popsany systém nabizi firma Nanogen, Inc. pod zna¢kou NanoChip® 400 System?®*.
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Obr. ¢. 59 Schéma postupu pfi diferencialni genové expresi za pouZiti DNA-mikrosouboru

NTNFET (Carbon Nanotube Network Field-effect Transistors) — mikroosoubor polem
Fizenych tranzistort s jedost&nnymi uhlikovymi nanotrubicemi vytvofili A.Star et al**.
Zafizeni s imobilizovanymi syntetickymi oligonukleotidy bylo schopné specificky
rozeznavat cilové sekvence DNA.

V laboratofi C.A. Mirkina bylo provedeno zkoumani vird ve vzorcich lidské krve.
Prokazalo se, Ze virus HIV-1, Ize detekovat pomoci nanosoubor(l protilatek?**. Pro
vytvofeni nanosouboru 16-merkaptohexadekanoidni kyseliny ve formé soustavy tecek
o velikosti 60 nm na tenkém filmu zlata byla vyuZzita nanolitografie s ponorem pera (dip-
pen nanolitography). Monoklonalni protilatky antigenu p24 viru HIV-1 byly znehybnény
na teCkach. Analyza sestavala z ponofeni souboru na jednu hodinu do vzorku krevni
plasmy. Nasledné byl signal z nanosouboru s vazanym antigenem zesilen pomoci sond
nanocastic zlata, které byly funkcionalizovany polyklonalnimi protilatkami v roztoku.
Bylo mozné zméfit mnozstvi antigenu p24 viru HIV-1 v krevni plazmé u lidi s méné nez
50 kopiemi RNA/mI, coz ukazuje, Zze vzorky na nanometrické Urovni mohou daleko
prekroCit limit detekce 5 pg/ml, ktery se vyskytuje u klasickych imunosorbentnich
rozborll bez cileného zesileni. Biodetekce na bazi nanosoubord by mohla pomoci
diagnostikovat virus HIV-1 pfi pfenosu z matky na dité.

21 Heller M.J. et al ,,Actice Microelectronic Chip Devices which Utilize Controlled Electrophoretic Fields for

Multiplex DNA Hybridization and Other Genomic Application®, Electrophoresis, 21, 2000, str. 157.
22 Www.nanogen.com
23 Star A et al ,,.Label-free Detection of DNA Hybridization Using Carbon Nanotube Network Field-effect
Transistors®, PNAS, 103, 2006, str. 921.
24 Lee K.B. et al ,»The Use of Nanoarrays for Highly Sensitive and Selective Detection of Human

Immunodeficiency Virus Type I in Plasma“, Nano Lett., 4, 2004, str. 1869.
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5.2. NANOBIOSENZORY

Biosenzory se staly samostatnou oblasti molekularni biotechnologie (viz podkapitola 2.7.).
Technologie biosenzorl spojuje poznatky biologie s pokroky v mikroelektronice. Biosenzor
sestava obvykle ze tfi ¢asti: biologického prvku (napf. buriky, enzymu, DNA nebo protilatky),
rozhrani a prevodniku velmi malych rozmér(. Biologicky prvek specificky detekuje pfitomnost
latky, ktera ma byt zjiSténa, rozhrani (polymerovy tenky film, chemicky modifikovany povrch)
spojuje biologicky prvek s pfevodnikem. Pfevodnik, pfeméniujici biochemicky signal na
elektricky nebo opticky, umérny koncentraci detekované latky, je zafizeni, které je napajeno
jednim systémem a které napaji druhy systém energii, obvykle jiné formy.

Pfedmétem intenzivniho vyzkumu v sou€asné dobé jsou nanobiosenzory, zafizeni, jejichz
rozméry se pohybuji v nanometrické Skale.. Nanosenzory by se mohly stat nastroji, které by
vySetfovaly dllezité biologické procesy na bunécné urovni in vivo.

Existuji tfi typy nanosenzoru, u kterych se predpoklada jejich vyuziti napf. v Iékafstvi. Jsou to
senzory s nosnikovym uspofadanim, nanotrubicové senzory a nanodratové senzory.

5.2.1. SENZORY S NOSNIiKOVYM USPORADANIM

Senzory s nosnikovym uspofadanim vyrobené na mikrometrické Urovni se pouzivaji jako
mimoradné citlivé mechanické senzory, které pfeménuji (bio) chemické nebo fyzikalni
procesy na zaznamenatelny (elektricky) signal v mikroelektromechanickych systémech
(MEMS) nebo v nanoelektromechanickych systémech (NEMS). MEMS konzolové nosniky
(cantilevers) jsou obvykle kiemikové ty&e obdélnikového tvaru o tloustce cca 1 um a byvaji
usporadany do soubortd. NEMS konzolové nosniky jsou mensi, s rozméry od nékolika set nm
do nékolika nm. Jedine€nym rysem konzolovych nosnikl je jejich schopnost se ohybat
vlivem molekularni adsorpce nebo zmén v povrchovém napéti, které indukuji ohyb. Hlavni
vyhodou takovych miniaturnich senzortd je jejich mala velikost, rychla doba reakce, vysoka
citlivost a pfima transdukce, aniz by bylo potfeba jinych oznaceni.

Nosniky mohou pracovat ve tfech v zakladech se li§icich médech?:

o Statickém mddu, pfi kterém je méfeni vychylky je zalozeno na zménach napéti
indukovaném molekularnimi interakcemi na povrchu nosniku®*. Horni povrch nosniku
je obvykle povle€en vrstvou titanu a/nebo zlata nékolik nm tlustou, ktera poskytuje
reflexni povrch a mezifazi pro pfipevnéni funk&nich skupin zkoumanych molekul.
Vychylka nosniku je detekovana laserem.

o Dynamickém modu, pfi kterém prodélava nosnik excitaci v jeho zakladnim vibra&nim

modu a méfi se zména rezonanéni frekvence zavisla na zatizeni nosniku?’.

e V modu ohfevu bimetalu zpUsobuji vychylku rozdily v linearnim koeficientu tepelné
roztaznosti materialu nosniku. Napf., krystalicky kiemik se 100 nm tlustou kovovou
vrstvou aplikovanou na jeden povrch zpusobuje vychylku nosniku pfi aplikaci tepla.
Tepelné zmény v fadu 10° K zplsobuiji vychylky o velikosti nékolika nm, coz muze
byt snadno méfeno.

Schéma uspofadani senzoru s nosnikovym uspofadanim je na obr. €. 60.

235 Lang H.P., Hegner M., Gerber C. ,,Cantilever Array Sensors*, Materialstoday, 5/2005, str. 30.

26 Fritz J. et al ,, I ranslating Biomolecular Recognition into Nanomechanics*, Science, 288, 2000, str. 316.
237 Battiston F.M. et al ,»A Chemical senzore and Actuators Based on a Microfabricated Cantilever Array with
Simultaneous Resonance-frequency and Bending Readout®, Sensors andnevyhasinaji Actuators, B 77,

2001, str. 122.
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Obr. é. 60 Schéma usporfédani senzoru s nosnikovym usporadénim
A — citlivy linearni detektor polohy; B — lasery (jeden na kazdy nosnik);
C — soubor nosnikt (kazdy je jinak povlecen)

5.21.1. Umély nos

M.K.Baller et al vyvinuli vroce 2000 zafizeni, které nazvali ,Nanotechnologicky Cichovy
senzor - NOSE*?*®. Zafizeni mélo charakterizovat tékavé pary a pachy. Pro mikrovyrobu
souboru nosnikd byl pouZit kfemik vyleptany na izolatoru. Cip sestaval z osmi nosnika,
kazdy byl o délce 500um, o Sifce 100 ym a tloustce 500 nm. Rozte€ mezi nosniky byla 250
pum. Horni povrch nosnikd byl povie€en 2 nm vrstvou Ti a 20 nm vrstvou Au. Vychylky
nosniku byly stanovovany osmi lasery uspofadanymi podle rozte€e. Na povlaku nosnikl byla
jesté aplikovana vrstva polymeru. Detekce plyna probihala prostfednictvim difuze molekul
plynu do polymeru, coz mélo za nasledek jeho bobtnani a staticky ohyb nosnikl. Zafizeni je
schopné rozpoznat jednoduché nebo komplexni pachy. Hlavni vyhodou umélého nosu je, Ze
se neunavi, vysledky jsou reprodukovatelné a nos muze byt umistén i do prostfedi, které je
Skodlivé pro Clovéka. Je tfeba poznamenat, Ze umély nos rozpoznaval jen dfive analyzované
pachy, a proto jej Ize pouZivat spiSe jako zafizeni pro charakterizaci a ne pro analytické
ucely.

5.2.1.2. Detekce baktérii, plisni a virt

Byla rovn&Z vyvinuta zafizeni pro detekci baktérii®®®, zarodk( plisni**® a vird®'. Interakce
mezi specifickymi protilatkami, napfiklad protilatkami proti E. coli, které jsou znehybnény na
povrchu nosniku, a antigeny na povrchu bunéénych membran ma za nasledek zvySeni
hmotnosti, které je pfistrojem detekovano. Citlivost detekce se pohybuje v fadu jedné
baktérie, coz odpovida hmotnosti ~ 1 pg , jedné spory plisné, jediné &astice viru kravskych
nestovic, ktera odpovida hmotnosti ~ 10 fg. Soupravy konzolovych nosnikG umoznuji
detekovat zivé funkcionalizované spéry plisni in situ v pradbéhu ~ 4 hodin , coz je vice nez
desetkrat rychleji nez u procesu detekce plisni, které se pouziva v sou¢asné dobé. Nedavno
bylo vyvinuto zafizeni na principu NEMS, které rozeznava na molekularni urovni ¢astice vira,

coz vede ke zlep$eni citlivosti, pfiemz Ize detekovat aZz 6 vazanych &astic baculoviru®*2.

238 Baller M.K. ,, A Cantilever Array-based Artificial Nose®, Ultramicroscopy, 82, 2000, str.1.

2 1lie B. et al ,.Single Cell Detection with Micromechanical Oscillators®, Nanometer Struct., 19, 2001, str.
2825.

0 Nugaeva N. et al ,,Micromechanical Cantilever Array Sensors for Selective Fungal Immobilization and Fast
Growth Detection®, Biosens. Bioelectron., 21, 2005, str. 528.

241 Gupta A. et al ,,Single Virus Particle Mass Detection Using Microresonators with Nanoscale Thickness*®,
Appl, Phys. Lett., 84, 2004, str. 1976.

22 Tllie B. et al ,,Virus Detection Using Nanoelectromechanical Devices®, Appl. Phys. Lett.,83, 2004, str. 2604.
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5.2.1.3. Dalsi priklady

Vyzkum a aplikace senzord s nosnikovym uspofadanim je velmi aktivni?*****, Odborna
literatura z posledni doby obsahuje napf.:

e Biochemické aplikace pfi pouziti statického médu v tekutinach (napf. jako senzor
glukozy)®*

e Detektor E.coli**

e Biomolekularni analyza prostfednictvim dvourozmérnych soubort mikronosnik®*®

Zavérem je mozné konstatovat, ze senzorova technika soubori mikronosnik(i dovoluje
studium procesli chemisorpce a fyziosorpce, jakoz i stanoveni materialové specifickych
vlastnosti, napf. zmény entalpie v pribéhu fazové transformace. Experimenty provadéné
v tekutém prostiedi poskytuji nové pohledy na komplexni biochemickou reakci jakou je
hybridizace DNA, na molekularni rozpoznavani v systému protilatka — antigen nebo na
proteomiku. Ukolem zUstava zvySeni citlivosti mikronosnikovych systémd a jejich
dlouhodoba stabilita.

5.2.2. SENZORY NA BAZI NANOTRUBIC

Senzory na bazi uhlikovych nanotrubic jsou stfedem velké pozornosti (viz téz podkapitola
5.3.2.2.). Mohou se stat nadéjnymi kandidaty napf. jako senzory, které monitoruji glukézu v
krvi a v moCi. MWCNT a také SWOCNT byly pouzity k vyvoji enzymatickych
amperometrickych biosenzort**’ nebo k vyvoiji fluorimetrickych biosenzort®*®. Enzym glukézy
oxidaza je bud znehybnén uvnitt MWCNT nebo je pfipojen pomoci nekovalentni vazby k
povrchu SWCNT, &imz umoznuje katalyzu glukézy s peroxidem vodiku ve formé vedlejSiho
produktu. U amperometrického biosenzoru umoznuje znehybnéni enzymu pfimy pienos
elektront z enzymu na zlaty nebo platinovy prenasec, ktery pak jako odezvu generuje
elektricky proud. Fluorescenéni biosenzor by mohl byt pouzit v novém typu biologického
senzoru, ktery Ize implantovat, jako je napfiklad nanometricky senzor blizkého
infraCerveného pasma. Tento senzor Ize vlozit do tkané, Ize ho excitovat pomoci laserového
ukazatele a zajistit tak trvalé monitorovani urovné glukdzy v krvi v realném Case. Sklada se
ze SWCNT zapouzdienych do proteinu, které jsou funkcionalizovany krevni Zlutou soli, coz
je latka, ktera je citlivda na peroxid vodiku. lont kyanoZeleznatanu adsorbuje na povrchu
prostfednictvim porézni monovrstvy. Je-li pfitomen peroxid vodiku, vytvofi s iontem celek,
ktery zméni hustotu elektrond uhlikové nanotrubice a nasledné nato i jeji optické vlastnosti.
Cim vice glukézy je pfitomno, tim jasnéji bude uhlikova nanotrubice svétélkovat. Senzor
muzZe byt naloZzen do porézni kapilary a vioZen do tkané. Jelikoz uhlikové nanotrubice

23 Lavrik N.V. et al ,,Cantilever Transducers as a Platform for Chemical and Biological Sensors®, Rev Sci.
Instr, 75, 2004, str. 2229.

* Zhang Y. et al ,,Micromechanical Measurement of Membrane Receptor Binding for Label-free Drug
Discovery*, Biosensors and Bioelectronics, 19, 2004, str, 1473.
Yan X. et al ,,Modification of Microcantilevers Using Layer-by-layer Nanoassembly Film for Glucose
Measurement®, Chem. Phys. Lett., 390, 2004, str, 34.

245 Zhang J., Ji H.-F. ,,An Anti E.coli O157:H7 Antibody-immobilized Microcantilever for the Detection of
Escherichia Coli““, Analytival Sciences, 20, 2004, No. 4, str. 585

6 Lin M.-Y- et al ,,A 2-D Microcantilever Array for Multiplexed Biomolecular Analysis*, Journal of
Microelectromechanical Systems, 13, 2004, str. 290.

7 JoshiP.P. et al ,,Amperometric Biosensors Based on Redox Polymer-carbon Nanotube-enzyme Composites®,
Anal. Che., 77, 2005, str. 3183.

% Barone F.W. et al , Near-infrared Optical Sensors Based on Single-walled Carbon Nanotubes“, Nature
Mater., 4, 2004, str. 86.
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nevyhasinaji jako organické molekuly, které svétélkuji, byly by tyto optické senzory ve formé
nanocastic vhodné k dlouhodobému monitorovani. Byly provadény prlikazni studie, pfi
kterych byla zjiStovana uroven glukézy in vitro, tj. ve vzorcich krve. Praktické vyuziti téchto
nanotrubic se o8ekava za pét az deset let**.

Samosestavené peptidové nanotrubice mohou byt vyuzZity v elektrochemickych
senzorech?®. Zaéglenénim peptidovych nanotrubic se né&kolikrat zlep$uje citlivost zafizeni.
Peptidové nanotrubice maiji ve srovnani s uhlikovymi nanotrubicemi nékolik vyhod, jelikoz
jsou biokompatibilni, rozpustné ve vodé, levné, je snadné je vyrobit a Ize je chemicky
upravovat tim, Ze se zaméfime na jejich amino nebo karboxylové skupiny. Techniku snimani
Ize vyuzit jako zakladnu pro mimoradné citlivou detekci biologickych a chemickych Cinidel.

5.2.21. Senzory na bazi nanotrubic pro detekci DNA

Soustavy nanoelektrod na bazi MWCNT vsazené do matrice SiO, byly zaclenény do
elektrochemického systému pro mimofadné citlivou a rychlou detekci DNA®°. K vyrobé
jednotlivé adresovanych fad nanoelektrod byla pouzita metoda bottom-up a vysledkem byly
pfesné umisténé a dobie usporadané fady MWCNT na kifemikové desti¢ce. Oteviené konce
MWCNT byly nasledné funkcionalizovany pomoci oligonukleotidovych sond. Kombinovanim
fad nanoelektrod s oxidaci guaninu lze voltametrickym méfenim snadno detekovat
hybridizaci méné& nez nékolika attomold oligonukleotidii jakozto cild (~ 3,5 x 10° molekul
DNA). Funkénost této koncepce byla pfedvedena u klinicky vyznamnych molekul DNA, které
se vztahuji k alelam divokého typu, jeZ jsou spojovany s geny rakoviny. Dal8i optimalizaci
systému by bylo moZzné dosahnout pfesnosti detekce pod jeden attomol.

5.2.2.2. Senzory na bazi nanotrubic pro kapnografii

Senzory pro chemické plyny na bazi uhlikovych nanotrubic predstavuji pro I€kafské vyuziti
velky potencial. Spole¢nost Nanomix Inc. (Emeryville, Kalifornie, USA) v sou€asné dobé
vyviji senzor pro lékafskou kapnografii a vyuziva pfitom uhlikovych nanotrubic
povlakovanych polyetyleniminem. Kapnografie je méfeni koncentrace oxidu uhli¢itého v
lidském dechu a je indikatorem stavu pacienta v pribéhu podavani anestetik. Drobny senzor
s malym vykonem bude prvnim elektronickym senzorem pro kapnografii uréenym k jednomu
pouziti a jeho potencial spoliva v tom, Ze bude kvantitativhé roz8ifeno monitorovani dychani
mimo operacni sal a také do mistnosti ambulanci a pohotovosti a rovnéz i do mistnosti pro

lékare®®’.

5.2.2.3. DalSi biosenzory na bazi uhlikovych nanotrubic

Byly uverejnény informace i o dalSich aplikacich, coz jen ilustruje Siroky potencial biosenzoru
na bazi uhlikovych nanotrubic; jsou to napfiklad platformy pro biosnimani a simultanni
detekci dopaminu a kyseliny askorbové za ucelem stanoveni diagndézy Parkinsonovy
choroby?®?, pro zji$téni dopaminu a serotoninu®® a rovnéz i biosenzory pro detekci radikalu

oxidu dusnatého®*.

2% Yemini M. et al ,,Novel Electrochemical Bioensing Platform Using Self-assembled Peptide Nanotubes®,

Nano Lett., 5, 2005, str. 183.

LiJ. et al ,,Carbon Nanotube Nanoelectrode Array for Ultrasensitive DNA Detection®, nano Lett., 3, 2003,
str. 597.

21 www.nano.com

| iang L. et al ,,A Chitosan-multiwall Carbon Nanotube Modified for Simultaneous Detection of Dopamine
and Ascorbic Acid®, Anal. Sci., 20, 2004, str.1055.

Wu K. et al ,,Simultaneous Determination od Dopamine and Serotonin on a Glassy Carbon Electrode Coated

with a Film of Carbon Nanotubes®, Anal. Biochem., 318, 2003, str. 100.
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5.2.3. SENZORY NA BAZI NANODRATU

Rovnéz senzory vyuZivajici nanodratil jsou predmétem rozsahlého vyvoje®*. Jsou to
prfedevSim senzory fizené polem s nanodraty funkcionalizovanymi specifickymi povrchovymi
receptory, které mohou pracovat v roztoku. Umozniuji pfimou pfeménu elektrického signalu
bez nutnosti oznacni zkoumaného vzorku, a to v realném ¢ase. Maji velmi vysokou citlivost,
rozliSitelnost a potencial pro integraci do mikrosoubor(. Nasledujici pfiklady popisuji jejich
schopnosti pfi detekci protein(, virt, DNA a pfi analyze vazby malych molekul k proteinim,
coz ma velky vyznam pfi vyvoji Iékll i v mnoha oblastech biologie.

5.2.3.1. Elektricka detekce jednotlivych virtl na bazi nanodratu

Polovodi¢ové kiemikové nanodraty mohou byt sestaveny jako transistory fizené polem (FET)
za Udelem elektrické detekce vird v roztocich®®. Kdyz se jednotlivy nabity virus navaze k
receptorim (napf. k protilatkam) pfipojenym k nanozafizeni, vodivost polovodi¢ového
nanodratu se zméni ze zakladni hodnoty, a kdyZz se virus odpouta, vodivost se vrati na
puvodni hodnotu. Vodivost jiného zafizeni bez receptorl, by méla byt béhem mérfeni beze
zmén. To slouzi jako vnitfni kontrola. Potencial elektrické detekce vird na bazi nanodrati
rozSifuje moznosti jinych metod, napfiklad PCR a mikromechanickych zafizeni.

5.2.3.2. Elektricka detekce biomolekul na bazi nanodratu

Zarizeni s FET transistory na bazi kfemikovych nanodrati byly vyuzity pro detekci inhibitord
malych molekul vazby ATP k Abl, coz je protein kinaza, ktery svou €innosti zodpovida za
vznik chronické myelogenni leukemie®®. Kromé& toho Ize také provést bez oznadovani
detekci DNA a smési DNA v realném &ase®’. Senzory s kfemikovymi nanodraty, které jsou
funkcionalizovany pomoci receptorti peptidové nukleové kyseliny, mohou odliSit divoky typ
od typu mutace transmembranového receptoru u cystické fibrézy. Cysticka fibréza je jednim
z nejbéznéjsich zhoubnych genetickych onemocnéni v populaci evropského plivodu.

5.2.4. BIO-BAR CODE ASSAY (biologicky &arovy kod)

Jednim z hlavnich nedostatkll klasickych metod detekce proteini nebo antigent (tj. napf.
ELISA nebo Southern blotting) je relativni necitlivost vici targetu. Pro vySetfeni pacientl a
stanoveni diagnozy v€asného stadia onemocnéni je potieba mit vysoce citlivé testy, které
umoznuji detekovat velmi nizké koncentrace patogennich biomarker(, a tim definitivné
potvrdit onemocnéni u Zijicich pacientd. Nedavno byl vyvinut vysoce citlivy test nazvany ,bio-
bar code assay”, ktery je urCen k detekci analytl protein/antigen pfi klinicky relevantnich
attomolarnich koncentracich, detekci proteinl a DNA targetd. Koncentrace analyzovanych
latek které mohou byt fadové pétkrat az Sestkrat nizSi ve srovnani s klasickymi klinickymi
testy®®. PFi testu se pouzivaji dva typy sond: sondy nano&astic zlata (o prdméru 13 — 30
nm), které jsou silné funkcionalizovany stovkami identickych hybridizovanych oligonukleotid(

234 Patolsky F, Lieber C.M. ,,Nanowire Nanosensors, Materialstoday, 8, 4/2005, str. 20.
Samuelson L. ,,Self-forming Nanoscale Devices*, Materialstoday, 7, 6/2004, str. 26.

235 Patolsky F. et al ,,Electrical Detection of Single Viruses®, PNAS, 101, 2004, str. 14017.

26 Wang W.U. et al ,,Label-free Detection of Small Molecule-protein Interactions by Using Nanowire
Nanosensors®“ ,PNAS, 102, 2005, str. 3208.

27 Hahm J 1., Lieber C.M. ,,Direct Ultrasensitive Electrical Detection of DNA and DNA Sequence Variation
Using Nanowire Nanosensors®, Nano Lett., 4, 2004, str. 51.

28 NamJ .M., Thaxton C.S., Mirkin C.A. , Nanoparticles-based Bio-bar Codes for the Ultrasensitive Detection
of Proteins®, Science, 301, 2003, str. 1884.
Thaxton C.S. et al ,,A Bio-Bar-Code Assay Based upon Dithiothreitol-Induced Oligonucleotide Release®,
Anal. Chem, 77, 2005, str. 8174.
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(Fetézce DNA neboli ,DNA s Carovym kdédem® slouzi jako identifikaéni znacka) a sondy
polyklonalnich protilatek a magnetickych mikro¢astic (Castice polyaminu o priméru 1 pm s
magnetickym jadrem oxidu zZeleza), které jsou funkcionalizovany monoklonalnimi
protilatkami. Polyklonalni a monoklonalni protilatky rozeznavaji a vazi se ke stejnému
cilovému proteinu, pfiemz stla¢i protein jako sendvi¢ mezi nanocastici a mikrocastici — obr.
€. 61. Poté, co je ,sendvic” magneticky odstranén z roztoku, jsou uvolnény fetézce DNA s
C¢arovym kdédem a mohou byt s pouzitim standardni metody detekce DNA piecteny. ZvySena
citlivost testu se odvozuje predevSim od velice u€inného oddéleni proteinu/antigenu a od
amplifikaéniho procesu, ke kterému dochazi v dusledku velkého mnozstvi viaken DNA s
C¢arovym kédem (u nanocastic o velikosti 13 nm muize kazda nanoc€astice podporovat az 100
vlaken DNA), které jsou uvolnény pro kazdy pfipad, kdy dochazi k rozpoznani a k vzniku
vazby.

Technologie testll pomoci biologického ¢arového kédu byla vyzkou$ena s cilem detekovat
velmi nizké koncentrace volnych antigent specifickych pro prostatu (PSA). Antigeny
specifické pro prostatu jsou spojovany s rakovinou prostaty a prsou. U Zen, které maji
rakovinu prsu, se volny PSA nachazi v séru v mnohem mens$i koncentraci nez je tomu u
muzl a je cilem zkoumani pfi vySetfeni ohledné rakoviny prsu. Technologii testd pomoci
biologického €arového kdédu Ize vyuzit k indentifikaci rlznych markerl jesté predtim, nez
dojde k vyvoji symptomO a onemocnéni tak lze |éCit v jeho zarodku, kdy je Iécba
nejefektivnéjsi. Test muze byt potencialné aplikovan i pfi vySetieni krve, které se tyka HIV,
prionu (Creuzfeldt-Jakobova choroba), mnoha forem rakoviny a urcitych srde¢nich a plicnich
marker. Na technologii testd pomoci biologického ¢arového kédu ma licenci spole¢nost
Nanosphere, Inc. (Northbrook, lllinois, USA). V sou€asné dobé spolecnost Nanosphere vyviji
platformu, uréenou ke snadnému pouZiti, kterd se nazyva Verigene™ systém, ktery
automaticky analyzuje a vysoce citlivé detekuje proteiny a nukleové kyseliny a pouziva k
tomu modularni mikrofluidni laboratof na &ipu®>®.

MNanocastice Au
\_& poviecena DNA
Cilowy | %\F‘
protein NN "\.f‘\f_ Polyklonalni
Monoklonalni }’& protilatka
latka —— : (25 ;
Magneticka r£--
mikrocastice — o N

Obr. ¢. 61 Stlaceny cilovy protein pri zkouSce biologického ¢arového kodu.

(Nanocastice zlata poviakované DNA (oligonukleotidy) tvofi zaklad testu biologického ¢arového kodu,
ktery vyuZiva vétsich magnetickych makrocéastic k detekci attomolarnich koncentraci proteint séra. V
tomto pfipadé je monoklonalni protilatka k specifickému antigenu prostaty (PSA) pfipojena k
magnetické makrocastici, ktera zachycuje volny PSA. Druhé& polyklonalni protilatka vuci PSA, které je
pfipojena k nanocastici, vytvafi sendwi¢ ze zachyceného proteinu a ze dvou ¢astic, ktery Ize snadno
oddélit pomoci magnetického pole?*® ™™

2% Shaikh K.A. et al ,,A Modular Microfluidic Architecture for Integrated Biochemical Analysis®, PNAS, 102,
2005, str. 9743.
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5.3. NANOMATERIALY

Nedavno byla zvefejnéna cestovni mapa (roadmap) budouciho vyuziti nanomateriall
v sektoru mediciny a zdravi*®®. Z cestovni mapy vyplyva, Ze nanomaterialy se uplatfiuji nebo
se oCekava jejich uplatnéni témérf ve vSech oblastech mediciny, v kosmetice a potravinarstvi,
at jiz jde o nanocastice kov(, oxidi kovu nebo polymer(, uhlikové a polymerni nanotrubice,
rizné nanokompozity, nanoporézni materialy, nanoemulze a polymerni struktury rdzného
sloZzeni. Zprava rovnéz upozornila na nezbytnost zkoumani mozné toxicity nékterych
nanomaterialt (zejména nanocastic) a na problémy v komunikaci mezi experty na materialy
a biology ¢i lékafi

Tato podkapitola se zabyva novymi nebo zlepSenymi materialy, o kterych se pfedpoklada, Ze
budou mit velky vliv na rozvoj nanobiotechnologii a nanomedicimy. Nanomaterialy mizeme
charakterizovat podle chemického slozeni, tvaru, rozméra, funkénich vlastnosti ap.
V nasledujicim textu budeme uvedené moznosti kombinovat. Charakterizovany jsou jen
nedllezitgjSi typy nanomateriald. Jsou naznaleny i zplUsoby pouZiti nanomateriall
v nanobiotechnologiich. S dalSimi informacemi o pouZiti riznych materiald jsme se jiz setkali
nebo se dale setkame v rliznych ¢astech této publikace.

5.3.1. NANOCASTICE PRO BIOMOLEKULARNI DIAGNOSTIKU

Nanostrukturni materialy poskytuji pfitazlivou zékladnu pro detekci biomolekul, protoze, ve
srovnani s doposud pouzivanymi molekularnimi fluorofory, vykazuji zvySenou citlivost a
umoznuji miniaturizaci. V uplynulych deseti letech bylo v této oblasti dosazeno vyznamného

pokroku?®",

V souCasné dobé spodivaji analyzy DNA pfevazné v kombinaci jeji amplifikace pomoci
polymerazové fetézové reakce (PCR) a detekce molekularnimi fluorofory. Byly
zkonstruovany mikrosoubory sond obsahuijicich tisice unikatnich sekvenci. Zlstavaji vSak
nékteré nedostatky — napf. Siroké emisni a absorpéni pasy a postupné vyhasinani fluorofor,
coz snizuje presnost analyz. Pro hodnoceni fluorescence jsou zapotfebi sofistikované
algoritmy a nakladna zafizeni, coZ omezuje pouziti v béZnych laboratofich. Proteiny jsou
vSeobecné detekovany imunologickymi testy (immunoassays). Hlavni metodou pro
identifikaci protein zuUstava, jak jiz bylo uvedeno, ELISA, ktera ma detekéni limit
v pikomolech. Opét, pouziti molekularnich fluoroford ma své nevyhody.

Rada vyzkumnych praci ukazala, Ze zejména nano&astice mohou pro svoji vysokou

reaktivitu a pro chemicky fiditelné vyhodné elektrické, elektrochemické, optické a magnetické
vlastnosti vyznamné pfispét ke zlepSeni metod molekularni diagnostiky a rozpoznavani.

5.3.1.1. Nanocastice zlata

Nanocastice zlata se ziskavaji redukci jednoduchych soli zlata s pfidanim specialnich
pomocnych latek. Mnozstvim redukéni latky Ize upravit jejich velikost na rozmezi od 3 do 120
nm. Uginné latky a cilové molekuly se mohou pfipojit k nanogasticim zlata prostfednictvim

260 De Goot R., Loeftler J., Sutter U. ,,Roadmap Report Concerning the Use of Nanomaterials in the Medical &
Health Sector®, zprava projektu FP6 “NanoroadSME®, 3/2006, www.nanoroad.net

26! Jain K.K. »~Nanodiagnostics: Application of Nanotechnology in Molecular Diagnostics®, Expert Rev. Mol.
Diagn., 3, 2003, str. 153.
Fortina P. et al ,,Nanobiotechnology: The Promise and Reality of New Approaches to Molecular
Recognition®, Trends in Biotechnology, 4, 2005, str, 168.
Tansil N.C., Gao Z. ,,Nanoparticles in Biomolecular Detection®, Nanotoday, 1, 2006, No. 1, str. 28.
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262

thiolové vazby™ — schematicky je tato vazba znazornéna na obr. €. 32. Na snimku
263

z elektronového mikroskopu - obr. €. 62 - jsou zachyceny typické nanocastice zlata™.

Nanog&astice zlata jsou dostupné na trhu®*.

Obr. é. 62 Nanocastice zlata

5.3.1.1.1. Vyuziti pri optické detekci

V roce 1996 objevili Chad A. Mirkin et al metodu samosestavovani zlatych nanoc¢astic do
makroskopickych agregatd, ktera umoznila pfipojeni nekomplementarnich DNA
oligonukleotidi k jejich povrchu pomoci thiolové vazby’. Pfitom byly pozorovany zmény
barvy zpusobené jednak rozptylovymi vlastnostmi agregatu 13 nm Au nanocastic s
pfipojenymi oligonukleotidy, jednak interakci mezi povrchovymi plasmony castic, jak se
vzdalenost mezi nanocasticemi ménila. Tato opticka, na vzdalenosti €astic zavisla vlastnost,
byla pozdéji vyuZita v mnoha biomolekularnich detekénich metodach, nejprve v kolorimetrii.
Citlivost kolorimetrické detekce je mozné zvysSit katalytickou depozici Ag na Au
nanogasticich?®®. Schéma takového postupu je na obr. &. 63

VAVAVA

Ag hydrochinon
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R .
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L) ib) (]

Obr. ¢. 63 Schéma postupu pfipravy DNA testu s vyuZitim nanocastic zlata
a) imobilizace sond zachycenych na zlaté elektrodé b) hybridizace cilové DNA a oznacené
detekéni sondy c¢) amplifikace Ag

Au i Ag nanocastice maji velmi vysokou schopnost rozptylovat svétlo. Tyto Castice, nékdy

nazyvané plasmové-rezonantni ¢astice, jsou odolné proti vyhasinani a generuji signaly o
velmi vysoké intenzité (8astice Au o rozméru 60 nm je ekvivalentni k 3,3x10° molekulam

202 Goodsell D.S.: ,Bionanotechnology*, Wiley-Liss, Hoboken,N.J., 2004, str. 24, ISBN 0-471-41719-X

26 www.nanomat.com

264 www.sigmaldrich.com

2% Taton T.A. et al ,,Scanometric DNA Array Detection with Nanoparticle Probes®, Science, 289, 2000, str.
1757.
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fluoresceinu). Pfipojeni biomolekul, jako napf. protilatek nebo DNA, k témto nanoc&asticim
nezpusobuje Zadnou zménu jejich optickych viastnosti. Au nanocastice se proto pouzivaji
jako znacky k oznacovani jak nukleovych kyselin, tak proteind.

Optické vlastnosti nano&astic zlata byly rovnéz vyuzity pfi amplifikaci metody bio-bar code®®,
v kombinaci s Ramanovou spektroskopii (RS, SERS), jako podpérna nanostruktura a
soudasné nano-zhase¢ fluoroford pro homogenni detekci nukleovych kyselin® a v dal$ich
pfipadech.

5.3.1.1.2. VVyuziti pri elektrické detekci

Pfima elektricka detekce je _
jednou z  nejjednodussich VAAVA P\ P P A
metod pro zkoumani Clowd O [y
bioafinity’®®. Elektricka detekce Ta &

DNA hybridizace pfi pouziti Au 2} % < "ﬁ el
nanocastic jako znacCek je

schematicky znazornéna na () (b)

obr. €. 64. Probiha ve tfech ; 3 .
etapach. Nejprve jsou mezi

dvéma elektrodami s mezerou

v rozméru nékolika pum

imobilizovany uchycené sondy

usporfadané v mikrosouboru |

(a).

Aq hydrochinon

4 Tl
s

Ag chinon

Obr. ¢. 64 Elektricka detekce DNA hybridizace pfi pouZiti Au nanocastic

Poté nasleduje hybridizace cilové DNA a sondou oznaCenymi Au nanocasticemi, které se
lokalizuji v mezefe elektrod a nakonec se provede redukcni depozice Ag, které vytvofi
mustek snizujici odpor v mezefe. Detekce zmén vodivosti vedly k detekénimu limitu cca 500
fM. Tato jednoducha metoda byla pouzita téz pfi detekci SNP (single nucleotide

&j&i 29 Dalsi zlepseni
elektrické detekéni motody bylo provedeno pro imunologické testy. Zmensenim mezery mezi
elektrodami pod 100 nm byla zjisténa takova zména vodivosti, Zze nebyla tfeba amplifikace

Au nanodastic stiibrem?"°.

5.3.1.1.3. Vyuziti pri elektrochemické detekci

Senzory zaloZené na elektrochemii poskytuji pfi detekci DNA sekvenci nebo mutace genu
spojenych s lidskymi nemocemi dobrou citlivost, selektivitu a nizkou cenu. DNA
elektrochemické senzory vyuzivaji fady chemickych pfistupu, které jsou zalozeny na

2% Nam J.M. et al ,,Bio-bar-code-based DNA Detection with PCR-like Sensitivity®, J. Am. Chem. Soc., 126,
2004, str. 5932.
27 Maxwell D.J. et al ,Self-assembled Nanoparticle Probes for Recognition and Detection of Biomolecules®, J.
Am. Chem. Soc., 124, 2004, str. 9606.
28 park S.J. et al ,Array-based Electrical Detection of DNA with Nanoparticle Probes, Science, 295, 2002,
str. 1503.
29 Burmeister J. et al ,»Single Nucleotide Polymorphism Analysis by Chip-based Hybridization and Direct
Current Electrical Detection of Gold-labelled DNA®, Anal. Bioanal. Chem., 379, 2004, str. 391.
" Haguet V. et al ,,Combined Nanogap Nanoparticles Nanosensor for Electrical Detection of Biomolecular
Interaction between Polypeptides®, Appl. Phys. Lett., 84, 2004, str. 1213.
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interakcich probihajicich v nanometrickém méfitku mezi targetem v roztoku, rozpoznavaci
vrstvou a pevnym povrchem elektrody. Rada metod vyuZiva elektrochemické amplifikace
s nanocasticemi. V mnoha pfipadech bylo vyuzito pro elektrochemické znacCky pfi detekci

nukleovych kyselin reduk&né-oxidaénich vlastnosti Au nanog&astic 2"

5.3.1.2. Kvantové tecky

Kvantové tecky jsou klastry atomd obsahujici nékolik set az nékolik tisic atomu polovodivého
materialu (CdSe, CdTe ap.). Klastry o rozméru 2 — 10 nm Ize charakterizovat jako
nanocastice o velikosti proteint. Polovodi¢ové jadro je povleCeno pro zlepSeni optickych
vlastnosti tenkou vrstvou jiného polovodiCe (ZnS) a posléze vrstvou polymeru pro lepsSi
pfipojovani biomolekul — obr. €. 65. V podstaté jsou kvantové teCky fluorofory, tj. latky, které
absorbuji svételné fotony, které pak reemituji na jiné vinové délce. Jsou-li kvantové tecky
ozafeny, pak menSi binarni kvantové teCky emituji na
krat8i vinové délce jako je tfeba modra, zatimco vétsi
te€ky emituji na deldi vinové délce jako je napfiklad
Cervena —obr. €. 66.
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| e Obr. ¢. 66 Pét roztoku s nanokrystaly
: rizné velikosti jsou excitovany UV
15-20 nm ) svétlem stejné vinové délky. Rozméry
nanodastic urcuji barvu roztoku.

Obr. €. 65 Schéma struktury konjugované
kvantové tecky (Rozmeéry jednotlivych
casti kvantové teCky odpovidaji pfiblizné skutecnosti)

Vyuziti kvantovych teCek v biologii je jednou z nejrychleji se rozvijejicich oblasti
nanobiotechnologie. Unikatni optické vlastnosti kvantovych tecek je predurcuji k pouziti jako
in vivo a in vitro fluorofory v mnoha biologickych vyzkumech v pfipadech, kdy tradi¢ni
fluorescenéni znacky zalozené na organickych molekulach nemaji potfebnou dlouhodobou
stabilitu a v pfipadech, kdy je zapotfebi sou¢asna detekce sdruzenych signall. Kvantové
te¢ky mohou byt rozpustné ve vodé a mohou byt pfipojeny ke specifickym molekulam, coz
vedlo k slibnym aplikacim pfi oznaCovani bunék, zobrazovani tkani v hloubce téla,
oznacovani v mikrosouborech a jako u€inné donory pfi fluorescenénim rezonanénim pfesunu
energie (FRET)*?,

Kvantové tecky mohou s biologickymi materialy vytvaret biokonjugaty. Je to genericky nazev
pro oznaceni kvantovych teCek spojenych s proteiny, malymi molekulami, oligonukleotidy
ap., které se pouzivaji pro pfimou vazbu k definovanym vazebnim mistum (targetdm).

I Drummond T.G. et al »Electrochemical DNA Sensors®, Nature Biotechnology, 21, 2003, str. 1192.
7 Medintz LL. et al ,,Quantum Dot Bioconjugates for Imaging, Labelling and Sensing*, Nature Materials, 4,
2005, str. 435.
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Na trhu je nyni k dispozici mnozstvi druht kvantovych tecek vyrabénych napf. spole¢nosti
Invitrogen - Quantum Dot Corp. (Hayward, Kalifornie, USA)*”® nebo spoleénosti Evident
Technology (Troy, New York, USA)*™*. Spole&nost Evident Technology nedavno oznamila,
ze uvadi na trh prvni komeréné dostupné polovodiCové kvantové teCky pro vyzkum ve
védach o Zivé piirodé. Tyto nové kvantové tedky, nazvané T2-MP EviTags™ jsou
charakteristické ternarnim slozenim, sestavajicim z nanocastic InGaP povlakovanych ZnS a
pfirodnim biopovlakem na vné&j$i vrstvé. T2-MP EviTags™ maji potencialné fadu vyhod pied
standardnimi kvantovymi teCkami, zejména pokud jde o nizkou toxicitu a Siroké spektrum
barev (az po blizké infratervené pasmo).

5.3.1.2.1. Vyuziti pri biozobrazovani

Integrace biomaterialu (proteind, peptidd nebo DNA) s polovodi€ovymi kvantovymi teckami a
kovovymi nanocasticemi znacné zvétSila ulohu biofotoniky a bioelektroniky, zejména
v optickém zobrazovani, biodetekci a terapeutickych postupech?”. Prvni aplikaci kvantovych
teCek (CdSe/ZnS) jako fluorescencnich znacek pfi biozobrazovani oznamili v roce 1998
P.Alivisatos s jeho skupinou v dodnes velmi citovaném &lanku®’®. Svoji metodu predstavili pfi
zviditelnéni tumoru pojivové tkané u mysi. Témér ve stejnou dobu pfipravili W.Chen a S.Nie
ve vodé rozpustné CdSe kvantové teCky povieCené ZnS. Kvantové teCky oznacené
proteinem transferrinem proSly receptorem zprostfedkovanou endocytézou v urcitych
burikdch a kvantové te¢ky oznadené imunomolekulami rozpoznaly specifické protilatky?”’.
Uvedené prace daly zaklad pro pouziti kvantovych te€ek jako bioznaéek a otevrely cestu pro

pouziti polovodiCovych nanocastic v biologickych aplikacich.

Vyznamny pokrok byl dosazen pfi pouziti polovodi¢ovych nanokrystalll v zobrazovani
rakoviny?’®. Kvantové tecky (CdSe) byly spojeny s imunoglobulinem G (IgG) a streptavidinem
pro oznaeni markeru rakoviny prsu (Her2), pro zabarveni viaken aktinu a mikrotubuli
v cytoplazmé a pro detekovani jadernych antigenu uvnitf buriky. VSechny signaly od znacek
byly pro jednotlivé targety specifické a jasnéjSi a mnohem fotostabilnéjSi nez srovnatelna
organicka barviva. Prace v této oblasti se neustale rozvijeji.

S rostouci poptavkou po zobrazovani struktur hluboko uvnitf téla se vyzkumné prace
zaméfily na kvantové tecky, které emituji svétlo v oblasti vinovych délek 650-1000 nm (oblast
blizka infraCervené), tedy do oblasti, ve které je pranik svétla tkanémi a krvi maximaini. Byly
uspésné syntetizovany kvantové tecky s Fiditelnou fotoemisi jako HgTe, CdHgTe, PbSe,InP a
InAs??. Pomérné nedavno uginili Kim et al vyznamny pokrok v zobrazovani rakoviny, kdyz
pouzili kvantové te¢ky CdTe — CdSe (jadro — obalka)?”®. Tyto nano&astice maji cikcakovou
pasovou strukturu a oznaduji se jako kvantové teCky Il. typu. Excitované diry a elektrony se
zdrzuji v CdTe jadru, resp. vCdSe obalce a kvantové tecky emituji svétlo blizko
infraCervené Casti spektra. Kvantové teCky povieCené oligomernim fosfinem mély pramér
15,8 nm, coz byl idealni rozmér pro zadrzeni teCek v rakovinou napadené lymfatické uzling.
TeCky byly pouzity pro zmapovani nemocné lymfatické uzliny, coz je hlavni postup

273
274
275
276

WWwWw.invitrogen.com

www. evidenttech.com

Wang Y. et al ,,Bioapplication of Nanosemiconductors®, Nanotoday, 5/2005, str. 20.

Bruchez Jr. M., Moronne M., Gin P., Weiss A., Alivisatos A.P. ,,Semiconductor Nanocrystals as Fluorescent

Biological Labels®, Science, 281, 1998, str. 2013.

Chen W.C.W., Nie S. ,,Quantum Dot Bioconjugates for Ultrasensitive Nonisotopic Detection®, Science, 281,

1998, str. 2016.

2 Wu X. et al ,,Immunofluorescent Labeling of Cancer Marker Her2 and Other Cellular Targets with
Semiconductor Quantum Dots*, Nature Biotechnology, 21, 2002, str.41.

7 Kim S. et al ,Near-infrared Fluorescent Type II Quantum Dots for Sentinel Lymph Node Mapping*, Nature

Biotechnology, 22, 2003, str. 93.
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v rakovinné chirurgii. Po injekci teCek do velkého zivoCicha (pouze 400 pmol do 35 kg
hmotného prasete) byl chirurg schopen sledovat lymfaticky tok bezprostfedné k uzliné
v realném Case a identifikovat béhem nékolika minut polohu nemocné uzliny asi 10 mm pod
kGzi. Vzhledem k vétSi fotostabilité, ve srovnani s konvenénimi barvivy, mlze chirurg
kontrolovat misto po zakroku a zjistit jeho ucinnost.

5.3.1.2.2. VVyuziti pri optické detekci

Biokonjugované kvantové teCky jsou pro optickou detekci velmi atraktivni, protoze jsou
dlouhodobé fotostabilni, coz dovoluje jejich plynuly monitoring v realném cCase. Emise
biokonjugovanych kvantovych tecek je Uzka a symetricka, a proto je pfesah barev minimalni.
MuUze se pouzit mnoho barev simultanné. Biologické konjugaty s kvantovymi teckami se
pouzivaji jako jednoducha nahrada analogickych klasickych konjugatu s barvivem v pfipadé,
Ze je pozadovana lepsi vykonnost s cilem dosahnout nizSich limitd detekce, vice
kvantitativnich vysledk, vétsi svételné stalosti vzorkd nebo vysSi urovné multiplexovani. V
kombinaci tyto spektralni vlastnosti, které jsou nesrovnatelné s jakymkoli znamym
fluoroforem organickych barviv, umozriuji systematickou vyrobu mikrosoubor( a biosenzora,
které maji rizna biochemicka specifika, mohou byt excitovany a simultanné detekovany.

V odborné literatufe se nachazeji stovky prikladi pouziti kvantovych te€ek jako fluorofornich
znaCek v DNA mikrosouborech. Napf. byla pomoci kvantovych teCek realizovana unikatni
detekce abnormalit chromozomu nebo mutaci svyuzitim in situ hybridizace®,
v imunologickych testech byl Usp&$né detekovan indikator rakoviny marker Her2?%, toxiny
zaskrtu a tetanu detekované soudasné®' atd. Jako chemické senzory mohou fungovat
hybridni konjugaty anorganicka latka — bioreceptor sestavené z kvantovych tecek a proteinu.
V téchto systémech se na kazdé kvantove teCce samosestavuji mnohonasobné kopie barvou
oznacenych proteinl, coz umoziuje fluorescencni rezonanéni pfesun energie (FRET) mezi
kvantovou te¢kou a molekulami barvy a z toho plynouci zesileny signal®®. Detekéni limity
analytickych postupl vyuzivajicih FRET mohou byt az 10 ppt s linearnim dynamickym
rozsahem od 0.1 ppt do 1000 ppt. V pfipadé senzord muze byt u€innost FRET dale zvySena
pouzitim luminiscentnich nanodratk nebo nanostruktur s velkym pomérem povrch/objem.

R.Robelek et al prokazali vhodnost konjugati kvantova tecka — DNA pro fluorescenéni
spektroskopii zesilenou povrchovymi plasmony. Navic, systém kvantova teCka — DNA byl
premistén i do povrchovymi plasmony zesilené fluorescenéni mikroskopie. Vyuziti této
techniky, v kombinaci s mikrosouborem, ve kterém byly sondy uspofadany jako individualni
povrchové body, mélo za nasledek simultanni kvalitativni analyzu systému konjugat

kvantovych tedek — DNA fetézce s mnohobarevnym zobrazenim®®.

280 pathak S. et al »Hydroxylated Quantum Dots as Luminescent Probes for /n-situ Hybridization®, J. Am.
Chem. Soc., 123, 2001, str. 4103.

! Hoshino A. et al ,,Simultaneous Multicolor Detection System of the Single-Molecular Microbial Antigen
with Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy®, Microbiology and Immunology, 49, 2005, str. 461.

22 Medintz L. et al ,»Reversible Modulation of Quantum Dot Photoluminescence Using a Protein- Bound
Photochromic Fluorescence Resonance Energy Transfer Acceptor®, J. Am. Chem. Soc., 126, 2004, str. 30.
Clapp A.R. et al ,,Fluorescence Resonance Energy Transfer Between Quantum Dot Donors and Dye-Labeled
Protein Acceptors®, J. Am. Chem. Soc., 126, 2004, str. 301.

8 Robelek R. et al ,,Multiplexed Hybridization Detection of Quantum Dot-conjugated DNA Sequences Using
Surface Plasmon Enhanced Fluorescence Microscopy and Spectrometry*, Analytical Chemistry, 76, 2004,
str. 6160.
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5.3.1.2.3. Vyuziti pri elektrochemické detekci

Pouziti kvantovych teCek pro elektrochemické monitorovani hybridizace DNA bylo poprvé
popsano J.Wangem et al®®*. Metoda je zalozena na elektrochemické rozpoustéci analyze a
vyuziva dobrych rozpoustécich vlastnosti Cd a Pb iontll. Rozpoustéci analyza sestava ze
dvou etap — akumulace latky, ktera ma byt analyzovana (v daném pfipadé Cd
z rozpousténych CdS kvantovych teCek pfipojenych na DNA) a voltametrického méfeni
rozpusténych kovovych iontd na elektrodé. Nanocasticemi podporovana precipitace Cd
zintenzivituje nanoclasticové CdS znacky a zesiluje rozpoustéci signal, coz vede
k detek&nimu limitu 100 fM pro cilovou DNA o 32 bazich. Ve stejné metodé byly vyzkouSeny
i kvantové tecky PbS a ZnS.

Kvantové teCky jako znacky byly pouzity i pfi elektrochemické impedancni spektroskopicke
detekci (EIS). Metoda je zaloZzena na konjugatech DNA — kvantové tecky ve spojeni s EIS..
Jednovlaknové DNA sondy byly kovalentné imobilizovany na zlaté elektrodé modifikované
monovrstvou merkaproacetické kyseliny. Po hybridizaci s cilovym ssDNA-CdS konjugatem
byla pro detekci zmény odporu pfi transferu elektrond mezi elektrodou a redox markerem
v roztoku pouzita EIS. Odpor vzrusta v pribéhu hybridizace konjugatu s oligonukleotidovou
sondou, coz ma za nasledek stonasobné zesileni, je-li cilova DNA oznacena nanocasticemi
CdS.

5.3.1.3. Nanocastice SiO,

Oxid kifemiCity — SiO, — se nachazi v pfirodé v 17 krystalickych formach, napf. jako kiemen
nebo chalcedon. Vyskytuje se i v zivé pfirodé (jako biogenicky SiO, napf. opal) v riznych
mikroorganismech nebo zivociSich, napf. vriznych mofskych houbach. Je rozsahle
pouzivan v pramyslu a rliznych vyrobcich (sklo, portlandsky cement, Zaruvzdorny material,
porcelan, elektronické soucastky atd.). Ve formé nanocdastic se pouziva v kosmetickych
pfipravcich a zubnich pastach. Nanoc€astice SiO, riznych primérd dodava fada firem, bud
v suchém stavu nebo ve vodnim roztoku (napf. firma Polysciences, Inc., Warrington, PA,
USA?®°). Rozméry dodavanych &astic maji obvykle velmi maly rozptyl — obr. &. 67. Kulovité
nano- a mikroCastice SiO, je mozné funkcionalizovat fadou biomolekul. Maji velkou
povrchovou plochu a ve srovnani s plochym povrchem maji zlepSenou kinetiku chemické
vazby. Castice jsou hydrofiini a snadno se snimi manipuluje. K negativné nabitym
nukleovym kyselinam se SiO, vaZe za ptitomnosti dvojvalentnich kationt(, napf. Ca** a Mg?".
SiO, je dielektrikum.

Obr. €. 67 Nanocastice SiO, (d = cca 100 nm).

4 Wang J. et al ,,Electrochemical Stripping Detection of DNA Hybridization Based on Cadmium Sulfide
Nanoparticle Tags“, Electrochemistry Communications, 4, 2002, str. 722.

285 :
www.polysciences.com
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5.2.1.3.1. Vyuziti pfi optické detekci

Vyzkum vyuziti barvou dopovanych nanocastic SiO, jako znalek DNA pfi jeji detekci se
rozvinul po zvefejnéni prace W. Tana et al.?*® Nanog&astice byly syntetizovany reverzni
mikroemulzi a sestavaly z mnoha molekul organického barviva v matrici SiO,. Nanocastice
byly velmi fluorescentni, extrémné fotostabilni a vhodné pro biokonjugaci pfi bioanalyze.
Mély dobry odpor proti fotovyhasinani a dobry amplifikaéni u€inek. Na rozdil od organickych
fluorofor(i neblikaly. Bylo dosazeno zajimavého limiti detekce 0,8 fM.

Jinym prikladem je pouziti kompozitnich SiO, nanod&astic s obalkou (core-shell)?®.
Nanocastice sestavaly z 15 nm Au jadra s chemisorpéné pfipojenym flouroforem a 10-15 nm
tlustou obalkou SiO, s funkcionalizovanou thiolovou skupinou. Pro detekci v mikrosouboru
byly &astice konjugovany s DNA sondami. Pouzila se dvojbarevna detekce na DNA
mikrosouboru. Bylo dosazeno detekéniho limitu 1 pM. | kdyz je tato metoda lepsi nez
systémy vyuzivajici pouze molekularni fluorofory, neni tak citliva jako opticka detekce s Au
nanocasticemi.

5.3.1.3.2. Dal$i pfiklady pouziti nanoCastic SiO,
Uvadime nékolik pFikladu pouziti nanocastic SiO, v nanobiotechnologiich a nanomediciné.

e Byly pfipraveny injektovatelné a rozpraSovatelné Castice porézniho hydratizovaného
SiO, o rozmérech pod 100 nm, které opouzfovaly ruzné latky s velkou molekulovou
hmotnosti (napk. peroxydazu kfenu nebo FITC — dextran). Castice vykazovaly téméF
nulovou vyluhovatelnost po 45 dni’®®. Potencialni vyuZiti je v dopravé léki do
organizmu.

o Byly syntetizovany nanocastice SiO, (10 — 100 nm) s kovalentné modifikovanym
kationickym povrchem a zjisténa jejich schopnost elektrostaticky vazat a chranit
plasmidovou DNA. Potencialni vyuziti — doprava DNA v organizmu®®.

o Cinsti v&dci vyvinuli novou metodu pro chranéni DNA, kdyZ pouzili biokonjugované,
aminy modifikované nanocastice SiO,. Pozitivné nabité Castice byly pfipraveny
pouzitim mikroemulze ,voda v oleji“. Plazmidové DNA se snadno na povrchu &astic
obohacovaly a fetézce DNA byly dobfe chranéné pfed enzymatickym rozstépovanim.
Metoda je jednoducha a jevi se jako vhodna pro separaci DNA, manipulaci a
detekci™®.

e Malé zlaté nanocCastice byly pfipojeny k vétSim SiO, nanocasticim funkcionalizaci
povrchu SiO, hydrofobickymi skupinami jako CH; nebo PPh,?*"

o Sférické dielektrické nanoCastice SiO, povieCené tenkou vrstvou zlata (tzv. kovova
nanopouzdra) intenzivné pohlcuji svétlo vinovych délek blizkych infracervené Casti
svételného spektra (700 — 1000 nm). PFi téchto vinovych délkach je lidska tkan pro

2% 7hao X., Tapec-Dytioco R., Tan W. ,,Ultrasensitive DNA Detection Using Highly Fluorescent
Bioconjugated Nanoparticles®, J. Am. Chem. Soc., 125, 2003, str. 11474.

7 Zhou X, Zhou J. ,,Improving the Signal Sensitivity and Photostability of DNA Hybridizations on
Microarrays by Using Dye-doped Core-shell Silica Nanoparticles®, Analytical Chemistry, 76, 2004, str.
5302.

% Jain T.K. et al ,,Nanometer Silica Particles Encapsulating Active Compounds: A Novel Ceramic Drug

Carrier®, J. Am. Chem. Soc., 120, 1998, str. 11092.

289 Kneuer C. et al »Silica Nanoparticles Modified with Aminosilanes as Carriers for Plasmid DNA®, Int. Journal
of Pharmaceutics, 196, 2000, str. 257.

20 He X.-X- et al ,Bioconjugated Nanoparticles for DNA Protection from Cleavage“,J. Am. Chem. Soc., 125,
2003, str. 7168.

Bl Westcott S.L. et al .Formation and Adsorption of Clusters of Gold Nanoparticles onto Silica Nanoparticle

Surface, Langmuir, 14, 1998, str. 5396.
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svétlo prostupna pro nedostatek chromofori absorbujicich svétlo téchto délek. Této
vlastnosti se vyuziva u fady diagnostickych postupl (opticka koherentni tomografie,
laserové dopplerovské zobrazovani, difuzni tomografie atd.). Americti autofi
zkombinovali oba jinak bezpe&né zplsoby (nanopouzdra a svétlo) a vypracovali
metodu, ktera dovoluje selektivni neinvazivni dodavku tepla pro ohfev tkané (do
hloubky) nadoru oznageného nanopouzdry?®>. Zplsob pFipravy nanopouzder autofi
popsali jiz v roce 19982, Nanopouzdra byla navic povle¢ena tenkou vrstvou PEG?**
pro oklamani imunitniho systému, zlepSeni biokompatibility a prodlouZeni doby
cirkulace nanopouzder v Krvi.

o K detekci jedné buriky bakterie byly pouzity nanoCastice oxidu kfemiCitého dopované
barvivem, které predstavuji testovaci nastroj pro kvantifikaci patogenl in situ ve
vzorcich vody?®*. Tato metoda vysoce citlivé detekce vyuZivd nanodastice oxidu
kfemicitého biokonjugované fluorescenénim barvivem (~ 60 nm v praméru). Uvnitf
kazdé nanocastice jsou zachyceny tisice fluoreskujicich molekul barviva. Matrice
oxidu krfemicCitého poskytuje nejen vysokou fotostabilitu molekul barviva uvnitf
nanocastice, ale rovnéz umozfiuje snadnou Upravu povrchu pomoci konjugace
riznych biomolekul k nanocéasticim. Monoklonalni protlatky pusobici proti
bakterialnim antigendm jsou znehybnény na nanocasticich pomoci kovalentni vazby,
a tyto nanocastice jsou pak pouzity v imunologickém testu. Silného zintenzivnéni
fluorescenéniho signalu je dosazeno tehdy, kdyz se nanoclastice biokonjugované
protilatkou navazou na antigeny na povrchu bakterie, a tim umozni bakterii za pomoci
spektrofluorometru detekovat. Test jediné bakterie je mozné pfizpUsobit i pro
zjiStovani mnoha vzorkd (> 300 vzorkd soucasné) a je rychly, zabira méné nez 20
minut celkové pfipravy vzorku, pfipravy nastroji a uréeni vzorku. Biologicky test Ize
kromeé toho pouzit i pro kvantifikaci mnoha patogent in situ s vysokou pfesnosti.

5.3.1.4. Magnetické nanocastice

Magnetické nanocastice jsou stfedem velkého zajmu pro své potencialni moznosti pouziti
v pamétovych médiich o vysoké hustoté, ve spintronice a v diagnostické medicingé. Cetné
pfiklady vyuziti magnetickych nanocastic nalézame i v pfirodé (Cast 4.3.4.2. a pfehled M.T.
Klema et al*®). Pouzivaji se zejména nanogastice oxidli Zeleza (a-Fe,Os, y-Fe,03, magnetit,
maghemit) povle€ené dextrany, siloxany a dalSimi latkami.

5.3.1.4.1. Pouziti pfi zobrazovani magnetickou rezonanci

S ohledem na rozmérové zavislé vlastnosti a rozmérovou podobnost s biomolekulami jsou
magnetické nanocastice a jejich biokonjugaty pouzitelné jako kontranstni latky pfi in vivo
zobrazovani s pouzitim magnetické rezonance (MRI) — viz ¢ast 5.1.4.3. Jejich vyuzivani je
v soudasné dobé& na pocatku®®’. Prvni pouziti oxidtl Zeleza (zejména magnetitu) v poloviné

2 Hirsch L.R. et al ,,Nanoshell-mediated Near-infrared Thermal Therapy of Tumors under Magnetic Resonance
Guidance®, PNAS, 100, 2003, str.13549.

Loo Ch. et al ,Immunotargeted Nanoshells for Integrated Cancer Imaging and Therapy*, Nano Lett., 5, 2005,
str. 709.

Oldenburg S.J. et al ,,Nanoengineerung of Optical Resonances®, Che. Phys. Lett., 288, 1998, str 243.

24 PEG — poly(etylen glykol) — viz 5.3.9.

25 7hao X. ez al ,,A Rapid Bioassay for Sigle Bacterial Cell Quantitation Using Bioconjugated Nanoparticles,
PNAS, 101, 2004, str.15027.

Klem M.T. et al ,,Biomimetic Magnetic Nanoparticles”, NanoToday, September 2005, str. 28.

Neuberger T. et al ,,Superparamagnetic Nanoparticles for Biomedical Applications: Possibilities and
Limitations of New Drug Delivery System*, J. Magnetism and Magnetic Materials, 293, 2005, str. 483.
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osmdesatych let minulého stoleti jako kontrastni latky pfi MRI ukazalo, Ze oxidy jsou
superparamagnetické (magnetické domény se po zmagnetovani uspofadaji ve sméru
magnetického pole). Castice nemaji zbytkovy magnetizmus.

Pouzivané superparamagnetické oxidy Zeleza se liSi co do velikosti jadra, tloustky poviaku a
materialu povlaku, coZz ma velky vliv zejména pfi pouziti nanocastic in vivo. Velmi velké
Castice (300 nm — 3500 nm) povle€ené nerozpustnou vrstvou se pouZzivaji pro znazornéni
Zaludku a stfev, zatim co Castice o velikosti 60 — 150 nm jsou po injekci rychle vstfebany
v retikulo-endothelialnim systému a brzy se objevi v jatrech a ve sleziné. Velmi malé Castice
(10 — 40 nm) cirkuluji v krevnim FecCisti mnohem déle nez vétsi Castice, mohou prochazet
pres stény kapilar a ¢asto jsou nasaty lymfatickymi uzlinami nebo kostni dfeni. RGzné télni
systémy mohou byt zobrazeny i bez pouziti riznych specifickych ligandi pfipojenych na
povrch nanocastic. V souCasné dobé jiz bylo povoleno pouzivani nebo klinické zkousky

(americkou FDA) né&kolik kontrastnich latek s nanogasticemi®®.

5.2.1.4.2. Pouziti pfi magnetickém oznacovani

Magnetické Castice se zacCinaji uspésné pouzivat i k oznacovani a stopovani bunék, v
mikrosouborech a biosenzorech?®. Superparamagnetické nanog&astice jsou pro znackovani
velmi vhodné, protoze jsou snadno magnetizovatelné na velké magnetické momenty, které
umoznuji detekci. Nékteré priklady:

Y.R. Chemla et al pfedstavili imunologicky test, pfi kterém pouzili magnetické znackovani
superparamagnetickymi nanoc¢asticemi (35 nm povleCené nanoCastice magnetitu) a pro
identifiksci signalu SQUID ,mikroskopu“*®. Metoda byla demonstrovana na modelovém
systému liposom( obsahuijicich lidsky receptor CCR5 **'.

SQUID mikroskop, s pouzitim 50 nm nanocastic magnetitu povleCenych protilatkami, byl
pouzit i pro detekovani bakterii Listeria monocytogenes. Méfila se rychlost vazby mezi

nanod&asticemi a bakteriemi®®?.

Magnetické Castice o priméru 250 nm byly pouzity pfi rychlé DNA-DNA hybridizaci na
povrchu pfipojené DNA sondy s magneticky oznatenym targetem cDNA pfi pouziti pole

stfidavého produ. Hybridizace byla urychlena®®.

5.3.1.5. Jiné nanocastice

Pro biomolekularni detekci byly vedle kovovych a polovodiCovych nanoéastic pouZzity i dalSi
materialy.

Eu,0O; je jednoduchy anorganicky fosfor se spektralné uzkou Cervenou emisi a dlouhou
dobou fluorescence. H.Harma et al uchytili chelatované atomy Eu v polystyrenovych
nanodcasticich se streptavidinem konjugovanymi biomolekulami na povrchu a nanocastice
(107, 210, 408 nm) pouzili jako zna&ky pro mikrosoubory®*. Cilovou latkou byl specificky

% LaConte L. et al ,,Magnetic Nanoparticle Probes“, NanoToday, May 2005, str, 32.

% Megens M., Prins M. ,,Magnetic Biochips: A New Option for Sensitive Diagnostics®, J. Magnetism and
Magnetic Materiaks, 293, 2005, str. 702.

SQUID - superconducting quantum interference device — detekuje magneticky tok ve vzorcich

Chemla Y .R. et al ,,Ultrasensitive Magnetic Biosensor for Homogenous Immunoassay*, PNAS, 97, 2000,
str. 14268.

Grossman H.L. et al ,,Detection of Bacteria in Suspension by Using a Superconducting Quantum Interference
Device®, PNAS, 101, 2004, str. 129.

Ferreira H.A. et al ,,Rapid DNA Hybridization Based on ac Field Focusing of Magnetically Labeled Target
DNA®, Appl. Phys. Lett., 87, 2005, str. 013901.

Harma H. et al ,,Europium nanoparticles and Time-resolved Flourescence for Ultrasensitive Detection of
Prostate-specific Antigen®, Clinical Chemistry, 47, 2001, str. 561.
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prostaticky antigeh (PSA) konjugovany biotinem. Mikrosoubor byl analyzovan
fluorescenénim mikroskopem. Po tomto prvém pokusu nasledovala fada dalSich praci jinych
autor(l s pokusy o detekci virti, hormont, a DNA®®.

Pro biomolekularni detekci byl vyvinut novy systém sestavajici z nanocastic Gd,O; jako jadra
dopovaného terbiem (poskytuje vysokou intenzitu fluorescence) a funkcionalizované obalky
z polysiloxanu dopované fluoroforem. To umoznilo jednak disperzi ¢astic ve vodnim roztoku,

konjugaci s biomolekulami a dvoubarevnou indikaci**®.

Nedavno bylo sdéleno, Ze nanostrukturni oxid zine€naty (ZnO) mulze vyznamné zvysSit
ucinnost biomolekularni fluorescence. ZnO nanoCastice ve tvaru tyCinek byly Uspésné
pouzity pro konstrukci velmi citlivého mikrosouboru pro detekci nukleovych kyselin, protein(
a bunék®”’

5.3.2. UHLIKOVE NANOMATERIALY

Uhlik je univerzalni prvek se schopnosti vazat se riznymi zplsoby a vytvaret tak materialy
s velmi riznorodymi vlastnostmi. Nejvice se vyskytujici forma Cistého uliku na zemi je grafit,
ktery se sklada z vrstev trigonalné vazanych atomu uhliku uspofadanych do SestereCnych
paslt zvanych grafénové pasy — obr. €. 68a. Grafit je mékka, Seda pevna latka s vysokou
elektrickou vodivosti ve sméru grafénovych pasu. PFi extrémni teploté nebo tlaku vytvari
uhlik diamant, sestavajici z uhlikovych atomu spojenych do Ctyfsténu — obr. €. 68b. Diamant
je vzacny kamen, ktery je prthledny, nevodivy a nejtvrd$i znamy material. Dale se uhlik
vyskytuje v fadé uzavienych klecovych struktur zvanych fullereny, z nichz nejslavngjsi je
fulleren Cgo — obr. €. 68c. V roce 1991 byla v uhlikovém nanosu vzniklém po obloukovém
vyboji objevena vysoce krystalicka uhlikova viakna, ktera méla prameér jen nékolik nanometru
a délku nékolik mikrometrd. Vlakna obsahovala atomy uhliku usporadanych do grafénovych
past svinutych do tvaru bezeSvé valcové trubice. Kazdé viakno obsahovalo nékolik
koaxialné usporadanych trubic. Pro tuto strukturu se ujal termin uhlikové nanotrubice — obr.
€. 68d. Nanotrubice jsou bud jednosténné (SWCNT) nebo vicesténné (MWCNT). Fullereny a
uhlikové nanotrubice jsou typickymi nanomaterialy.

Z uhlikovych materiald se zminime o fullerenech a uhlikovych nanotrubicich. Zajemce o dalSi
podrobnosti odkazujeme na publikaci Z. Weisse et al*®® a &lanek M. Enda et al*®

5.3.2.1. Ceo — fullereny

Objev, Ze existuje nova tfeti allotropicka forma uhliku, jez obsahuje Sedesat dokonale
symetricky uspofadanych atomu uhliku (Cg), znamenal v roce 1985 opravdovy pralom, ktery
oteviel novou oblast uhlikové chemie®®. Geometricka konfigurace molekuly fullerenu
sestava z 60 vrchold s atomy uhliku a 32 ploch, z nichz je 12 pétiuhelnikovych a 20
Sestiuhelnikovych.
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Obr. é. 68 Ctyri formy uhliku

Plochy jsou symetricky usporadany a tvofi molekularni mi¢ o primeéru pfiblizné 1 nm - obr.
€. 68c. Brzy po objeveni Cg bylo syntetizovano mnoho jinych fullerenovych molekul riznych
tvard a forem, jako napfiklad C;9, Cgo atd.. Vy3SSi fulereny jsou rovnéz zajimavé svymi
vlastnostmi a vzbuzuji velké nadéje.

5.3.2.1.1. Syntéza fullerenu

Pdvodné H.W. Kroto et al fulleren Cgo vyrabéli metodou odparovani grafitu v heliu s pouzitim
laseru. Tento proces nebyl kontrolovatelny a nebylo s nim mozné vyrabét vétSi mnozstvi,
které je potfeba ke komerénimu vyuZiti. Proto mohlo byt s materidlem provedeno jen malo
pokusl a komplexni zakladni vyzkum ¢i dokonce odhad moznych aplikaci byl dost omezen.
V roce 1990 se v§ak molekuly Cg a jinych fullerenti mohly jiz vyrabét ve vétSich mnozstvich,
ti. v makroskopickych gramovych mnozstvich pfi pouziti zafizeni s elektrickou uhlikovou
vybojkou®"". Odpafovanim grafitovych elektrod v heliu za nizkého tlaku (0,1 atm) bylo
ziskano pfiblizné 100 mg Cistého materialu za den. Tim se oteviely zcela nové moznosti pro
experimentalni vyzkum a pramyslové vyuziti. V roce 1991 byla vynalezena nova metoda
vyroby fullerenu, ktera poskytla mj. zakladni védomosti o jejich struktufe, coz je nezbytné
pro realizaci vyrobniho procesu ve vét§im méfitku'?. Tato metoda syntézy spogiva v horeni
uhlovodikového paliva pfi podtlaku a umoznila i pfipravu vysSich fullereni. Rafinace
produktl a zlepSovani vyrobniho procesu stale pokracuji. Nejsnazeji a nejlevnéji se stale
vyrabi Cg (100$/gram, Cistota C > 99,9 %) a ceny postupné stoupaji u vyssich fullerent.
V soucasné dobé je patentovana fada zpusobu vyroby fullerent a nékolik spole¢nosti véfi,
ze vyrobi v blizké budoucnosti desitky metrickych tun za rok, coz by pomohlo snizit cenu na
0,20 $/gram.

5.3.2.1.2. Vlastnosti a uplatnéni

Ceso ma zajimaveé fyzikalni, (bio)chemické, elektrické a optické vlastnosti. Tyto vlastnosti Ize
upravovat funkcionalizaci molekuly, tj. pfipojenim chemickych skupin k atomim uhliku.
Napf., kdyz je krystalicky Ceo , ktery je normalné nevodivy, dopovan alkalickymi kovy, jako

1 Kritschmer W et al ,,Solid Cgo: A New Form of Carbon®, Nature, 347, 1990, str. 354.
312 Howard J.B. et al ,, Fullerenes C¢o and Cy in Flames*, Nature, 352, 1991, str. 139.
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jsou napriklad draslik, cesium nebo rubidium, mize se z néj stat kov. Byly podany dukazy o
tom, Zze Cq je supravodivy a v soulasnosti se zkouma, zda lze Cgq vyuzit ve
fotosyntetickych aplikacich, tj. ve fotovoltaickych zatizenich®™.

Umistime-li rizné atomy kova do dutiny uvnitf Cgo nebo jinych fullerent, mohou se vyznamné
zménit jejich vlastnosti. Takové fullereny jsou znamy jako tfida nanomateriall nazvana
endohedralni kovové metalofullereny. Endohedraini metalofullereny jsou oznacovany
symbolem X@C,, kde X je atom prvku zachyceného v kleci a y je pocet atomG uhliku ve
fullerenu.. Reaktivni prvky mohou byt uvnitf fullerenové klece stabilizovany. Zachycené prvky
(ionty atd.) mohou ménit elektrické a magnetické vlastnosti molekuly fullerenu. Jelikoz jsou
endohedralni fullereny rezistentni vi¢i metabolickym procesim a jsou také vysoce kineticky

stabilni, Ize je vyuzit jako nosige pro biolékaFské zobrazovani in vivo®™.

Od objevu fullerent a jejich vlastnosti probiha vyzkum jejich  uplatnéni
v nanobiotechnologiich a nanomediciné. Prehled vysledkd vyzkumnych aktivit vyuziti
derivatd fullerent v biologickych aplikacich, zahrnujicich prace do roku 2003, zpracovali
Susanna Bosi et al z Universita degli Studi di Trieste. Z jejich pfehledu vyplynulo, Ze fullereny
maji velmi pfitazlivé elektrochemické a fyzikalni vlastnosti, které mohou byt vyuzity mnoha
riznych biologickych oblastech. Napf¥., fullereny mohou byt pouzity jako radikalni ,zametaci“:
nékteré, ve vodé rozpustné derivaty, jsou schopny snizit koncentraci volnych radikali v
burikach. V jinych pfipadech byla zjisténa vyrazna antibakterialni aktivita fullerend. Ke
zvySeni hydrofilnosti fullerend a rovnéz i k pfipravé novych slou€enin s biologickou a
farmakologickou aktivitou, bylo vyuZito rliznych zplsobd funkcionalizace®'. Derivaty Cg
(zvané téz fulleridy) maiji vysokou fyzikalni a chemickou afinitu k aktivni poloze rdznych
enzymu jako je napfiklad protedaza HIV-1. Zavedenim molekuly Cg, do katalytické dutiny
protedzy HIV-1 se zpUsobi, Ze tento zékladni enzym zabrani tomu, aby virus prezil*'°.

Fullereny a jejich derivaty jsou komeréné pfistupné. Vyrabi je fada firem. Napf., spole¢nost
SES Research z Houstonu, TX, dodava Cg, ve tiech jakostech za cenu 45 — 190 $/gram a

Cyo Ve tfech jakostech za cenu 400 — 525 $/gram®"’.

5.3.2.2. Uhlikové nanotrubice

Uhlikové nanotrubice patfi mezi podivuhodné objekty, které nékdy véda objevi a jez
pravdépodobné provedou revoluci v technologickém vyvoji 21. stoleti. Jakozto c¢tvrta
allotropicka forma uhliku jsou uhlikové nanotrubice rovnéz molekuly, které sestavaji pouze z
atom0 uhliku. Lze je povazovat za protazené fullereny. | kdyz se od fullerent ocekavalo
mnoho, na trhu se vyskytuje jen malo jejich praktickych aplikaci. U uhlikovych nanotrubic
jsou vSak prognézy velmi optimistické, jelikoz jejich fyzikalni vlastnosti, tzn. mechanické,
elektronické, tepelné a optické, jsou o hodné lepSi nez u obvykle pouzivanych materialu.

V roce 1991 Sumio lijima uvefejnil zpravu o existenci koncentrickych mnohosténnych
uhlikovych nanotrubic (MWCNT), jakoZto vedlej$ich produktt pfi vytvareni fullerent®'®.
Skute¢ny védecky prulom a objev nastal dva roky poté, kdy dva vyzkumné tymy (Bethune et

313 Cho Y.-J. et al ,,Unusually High Performance Photovoltaic Cell Based on a (Cgo)fullerene Metal Cluster —
porphyrin Dyad SAM on a ITO Electrode®, J. Am. Chem. Soc., 127, 2005, str. 2380.

314 Cagle D.W. et al ,.In vivo Studies of Fullerene-based Materials Using Endohedral Metallofullerene
Radiotraces®, PNAS, 96, 1999, str. 5182.

315 Bosi S. et al ,Fullerene Derivatives: An Attractive Tool for Biological Applications®, Eur. J. Med. Chem, 38,
2003, str. 913.

316 Sijbesma R. et al ,,Synthesis of a Fullerene Derivative for the Inhibition of HIV Enzymes*, J. Am. Chem.
Soc., 115, 1993, str. 6510.
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3! Tijima S. ,,Helical Mikrotubules of Graphite Carbon®, Nature, 354, 1991, str. 56.
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al, 1993 a lijima a Ichihashi, 1993) nezavisle na sob& neodekavané objevily jednosténné
uhlikové nanotrubice (SWCNT), které sestavaly z jedné bezesvé valcové stény atom uhliku.
MWCNT muzeme povazovat za soubor koncentrickych SWCNT o riznych pramérech, které
se podobaiji valcim uvnitf valc. SWCNT predstavovaly skute¢né nové nano objekty, které
maji specifické vlastnosti a chovani. Nedavno byly v Cisté formé syntetizovany dvojsténné
uhlikové nanotrubice (DWCNT)*'®. Tyto pfechodné struktury budou mit pravdépodobné lepsi
materialové vlastnosti a mohly by v budoucnu u nékterych aplikaci nahradit MWCNT nebo
SWCNT. Snimky SWCNT a MWCNT pofizené transmisni elektronovou mikroskopii jsou na
obr. €. 69.

Obr. ¢. 69 Jednosténné (vlevo) a mnohosténné uhlikové nanotrubice

5.3.2.2.1. Struktura

Vysledna struktura jednosténnych uhlikovych nanotrubic zavisi na sméru sbaleni
dvojrozmérné grafénové vrstvy. Byly identifikovany tfi razné struktury (topologie) znazornéné
na obr. &. 70: armchair, cik-cak a chiralni (spiralova)®°. Prvé dvé struktury maji vysoky
stuperi symetrie. Terminy ,armchair” a ,cik-cak” se vztahuji k usporadani Sestithelnik( kolem
obvodu. Treti typ  struktury je
nejobvyklejsi. Vyraz ,chiralni znamena,
Ze struktura muaze existovat ve dvou
zrcadlové odliSnych typech. ZpuUsob
sbaleni trubice ma velky vliv na jejich
vlastnosti. SWCNT maiji stfedni pramér
obvykle 1,2 — 1,4 nm.

Pokud se tyka vicesténnych nanotrubic,
jejich pramér dosahuje 1,2 — 20 nm. Maji
5 — 20 vrstev. Jednotlivé vrstvy se mohou
liSit svoji topologii, takze realna vicevrstva
nanotrubice ma strukturu, ktera je ,smési“
vSech tfi idealnich struktur.

Délka uhlikovych nanotrubic neni dnes
omezena, zavisi na podminkach syntézy
a pohybuje se od desitek mikrometrad az
po stovky mikrometrd nebo i vice.

Obr. €. 70 Struktury jednosténnych uhlikovych
nanotrubic struktura ,armchair®, b) struktura cik-
cak, c) struktura choralni

319 Endo M. et al »Buckypaper from Coaxial Nanotubes®, Nature, 433, 2005, str. 476.
320 Monthioux M. et al ,, Introduction to Carbon Nanotubes®, v ,,Spriger Handbook of Nanotechnology*, vyd. B.
Bhushan, Springer, 2003, str. 41.
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5.3.2.2.2. Syntéza

V soucasné dobé se pro vyrobu uhlikovyvh nanotrubic pouziva tfi hlavnich technologii — obr.
c.71:

e vyboj elektrického oblouku

e laserova ablace

e chemicka depozice par (CVD)
Prvni technologie spodiva ve vytvoreni elektrického oblouku mezi dvéma grafitovymi
elektrodami, z nichz jedna je obvykle naplnéna katalytickym kovovym praskem (napf. nikl,
zelezo, kobalt) v atmosféfe helia — obr. €. 71a. Laserova ablace pouziva k odpareni
grafitového terCe laseru. Ter€ je rovnéz obvykle naplnén katalyzatorem — obr. €. 71b. Obé
uvedené technologie produkuji smés uhlikovyvh materiald obsahujici nanotrubice (70 %),
amorfni uhlik a nanoclastice katalyzatoru. Nanotrubice musi byt nasledné vhodnym
procesem CiSténi extrahovany.

Chemicka depozice par pouziva pfi reakci s uhlovodikovym plynem jako katalyzator kovové
nanocastice pfi teplotach 500 - 900 °C, obr. €. 71c. Variantou tohoto procesu je plasmou
podporovana CVD (PECVD), obr. €. 71d., pfi které mohou snadno rust vertikalné vyrovnané
uhlikové nanotrubice.

Katalyzator slouzi jako templat, na kterém rostou nanotrubice. Rizenim rozméru katalyzatoru
a reak¢ni doby se muze snadno upravovat jak pramér nanotrubic, tak i jejich délka.

a) Vyboj elekirického oblouku ¢) CVD

20V, 100A

_ Anoda (+)
Katﬂda 1‘} * grafi + Ni'CoiFa

—
grafir

=500 Torr He

b) Laserova ablace
1200°C

"
300 Tiorr Ar

Katoda

Al ST

Hiamanas trublcs ' Na pealosce

Obr. ¢. 71 Zpusoby vyroby uhlikovych nanotrubic

Poprvé byly SWCNT uvedeny na trh v roce 2002 spole¢nosti Carbon Nanotechnologies, Inc.
(Houston, Texas, USA) s velmi vysokymi cenami - az 1000 $/gram u syrového materialu.
Ceny stale klesaji u spole¢nosti Nanoledge S.A. (Montpellier, Francie), ktera nabizi SWCNT
za cenu 65 €/gram, i kdyz jsou syntetizovany metodou vyboje elektrického oblouku (udaje z
roku 2005). SWCNT syntetizované s pouzitim metody CVD jsou prozatim za o néco vysSi
cenu 200 - 400 $/gram a jsou prodavany napfiklad spole¢nosti Nanostructured &
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Amorphous Materials, Inc. (Los Alamos, New Mexico, USA). Asi Ctyficet globalnich vyrobcu
v8ak nyni dosahlo bodu, kdy kombinovani poklesu cen s narUstajici uziteCnosti téchto
vyrobkd umozni jejich Siroké vyuziti. Ocekava se, ze v budoucnosti budou velmi nizké ceny
az 0,03 $/gram syrové vysoké koncentrace ¢astic SWCNT.

5.3.2.2.3. Dopované uhlikové nanotrubice

Atomy uhliku ve v8ech typech nanotrubic Ize nahradit jinym prvkem jako je napfiklad boér
a/nebo dusik. O syntéze téchto uhlikovych nanotrubic dopovanych B a/nebo N byla poprvé
uvefejnéna zprava v roce 1994°*'. Kromé toho, Ze Ize uhlik nahradit ¢asteéné, mizeme jej i
zcela vymeénit. Pfekvapivym vysledkem takovych pokusu je struktura podobna sendvici, ktera
je vytvofena z mnohovrstevnych koncentrickych nanotrubic, jejichz souosé trubice jsou
utvafeny stfidavé z uhlikovych graféni a grafén borodusiku®?’. Techniky syntézy se
podobaji metodam, pouzivanym pro syntézu distych uhlikovych nanotrubic, tj. obloukovy
vyboj, laserova ablace a CVD. Pro celkovy pfehled odkazujeme napfiklad na praci R. Ma et
al®®. Vyhodou dopovani je lep$i kontrola nad elektronickymi vlastnostmi nanotrubic, a jelikoz
jsou koncentrace legovanych latek nizké (0,5%), nedochazi ke zhorSovani mechanickych
vlastnosti.

5.3.2.2.4. Endohedralni uhlikové nanotrubice

Vnitfni dutina SWCNT nebo MWCNT muze byt ¢asteéné nebo zcela vyplnéna jinymi atomy,
molekulami, slou¢eninami nebo krystaly. Podobné jako je tomu v pfipadé fulerenl jsou
takové hybridni nanotrubice oznaeny jako X@SWCNT nebo X@MWCNT, kde X je
vCelenény atom, molekula atd. Poprvé byly SWCNT v roce 1998 vyplnény Cg pfi pouziti
tepelného Zihani praskt Ce, nad SWCNT ve vakuu pi teploté > 600° C*** . Molekuly Cg, jsou
usporadany jako samosestaveny fetézec uvnitf SWCNT, ktery se podoba nanoskopickému
hrachovému lusku.

Endohedralni fullereny byly rovnéz zavedeny do nitra SWCNT a byly syntetizovany slozitéjsi
hybridni materidly na bazi nanotrubic jako je napfiklad Gd@Cg@SWCNT. Hybridni
materidly na bazi nanotrubic Ize pouzit v elektronice a v mikro-elektromechanickych
systémech. Obecné vzato vSak fullereny, uhlikové nanotrubice a "hrachové lusky" jesté
Cekaji na SirSi uplatnéni v biolékarstvi, CasteCné proto, Zze jsou extrémné hydrofobické, Ze se
pfedpoklada jejich nizka biokompatibilita a Ze jsou vysoce chemicky stabilni (viz dale)..

5.3.2.2.5. Funkcionalizované uhlikové nanotrubice

Funkcionalizace uhlikovych nanotrubic ma vyznamny dopad na jejich viastnosti a uplatnéni. |
kdyZ se ukazuje, Ze kovalentni pfipojeni molekul na boé¢ni stény nanotrubic je obtiZzné,
funkcionalizace pomoci nekovalentni adsorpce molekul (biologickych) je snadnégjsi.
Nekovalentn& zfunkénéné SWCNT si uchovavaji hybridni vazby sp? (nedochazi k rozbiti
zadnych vazeb), a proto i elektronickou strukturu uhlikové nanotrubice a poskytuji mista pro
selektivni vazby®*®. Pokud by byly jedine¢né vlastnosti uhlikovych nanotrubic pouZity ve

32! Stephan O. et al ,,Doping Graphitic and Carbon Nanotube Structures with Boron and Nitrogen, Science,

266, 1994, str. 1683.

Suenaga K. et al ,,Synthesis of Nanoparticles and Nanotubes with Well-separated Layers of Boron Nitruide

and Carbon®, Science, 278. 1997, str. 653

Ma R et al ,,Synthesis and Properties of B-C-N and BN Nanostructures®, Phil. Trans., Ser.A,

Math.Phys.Eng.Sci., 362, 2004, str,2161

324 Smith B.W. et al ,Encapsulated Cgqy in Carbon Nanotubes*, Nature, 396, 1998, str. 323.

325 Chen R.J. et al »Noncovalent Sidewall Functionalization of Single Carbon Nanotube for Protiun
Immobilization®, J. Am. Chem. Soc., 123, 2001, str. 3838.
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spojeni se schopnosti biolomelularniho rozliSovani (tj. protilatky), mohly by vést k vyrobé
miniaturnich elektronickych zafizeni, do kterych mizeme zahrnout i sondy a senzory. V roce
2002 zpracovali Y.P Sun et al pfehled vlastnosti a vyuziti funkcionalizovanych uhlikovych
nanotrubic v polymernich nanokompozitech, pfi zkoumani interakce nanotrubice — molekula

a pfi konjugaci nanotrubic s biologickymi subjekty>*°.

5.3.2.2.6. Vlastnosti a uplatnéni
Uhlikové nanotrubice maji kombinaci velmi pozoruhodnych vlastnosti:

e Velky pomér praméru (v nm) k délce (v mikrometrech)

e Vysokou mechanickou pevnost (mez pevnosti 30 - 60 GPa) a Younglv modul
pruznosti (1 TPa)

e Vysokou elektrickou vodivost (typicky 10® Ohm.m). U dobfe krystalizovanych
nanotrubic byl pozorovan balisticky transport.

¢ Vysokou tepelnou vodivost (1750-5800 W/mK)

e Jsou-li kovalentné vazany jako elektrické vodiCe, netrpi elektromigraci nebo
atomovou difuzi, a proto mohou prenaset proudy o vysoké hustoté (10" A/m?)

e Jednosténné nanotrubice mohou byt kovové nebo polovodice
e Jsou chemicky inertni a nejsou napadany silnymi kyselinami nebo zasadami
e V klastrech maji extrémné velkou povrchovou plochu

e MWCNT muzeme opakované ohybat, aniz by u nich doSlo ke katastrofalnimu
defektu, coz napovida, Ze jsou pozoruhodné pruzné a houzevnaté

e Nizkou hustotu (1,3 — 1,4 g/cm?® podle typu nanotrubice)
e Vyznamné elektrokatalytické vlastnosti

Uhlikové nanotrubice jsou potencionalnim hlavnim komponentem ve vysoce pevnych
materidlech, kde jsou vyuzivany jako vyztuha kompozitnich materialll nebo kabelovych
soucasti. Objevuji se i jejich aplikace ve sportovnim nacini, jako jsou napfiklad tenisové
rakety VS Nanotube Power a VS Nanotube Drivemade (cena cca 200 $), které jsou vyrobeny
z grafitu s modulu vysokym modulem pruznosti a uhlikovych nanotrubic. Vyrabi je spolenost
Babolat VS North America, Inc. (Boulder, Colorado, USA). Dal$im produktem jsou hokejky
Synergy SL a komponenty do jizdnich kol (tj. fiditka), jejichz soucasti je uhlikova
nanotechnologie Zyvex's NanoSolve™ a které jsou vyrobeny spoleénosti Easton Sports, Inc.
(Van Nuys, California, USA).

Vyjimecné mechanické vlastnosti uhlikovych nanotrubic z nich €ini idealni koncové hroty pro
snimacCe sily (force sensors) v skenovaci sondové mikroskopii, jakou je napfiklad
mikroskopie atomovych sil (AFM). Konec uhlikové nanotrubice mize byt rovnéz specificky
zfunkénén nebo mize byt pokryt kovy, které zkvalitni zobrazovaci techniky jak v mikroskopii
chemickych sil, tak i v mikroskopii magnetickych sil. Koncové hroty pro AFM z MWCNT Ize
zakoupit u spole€nosti Seiko Instruments, Inc. (Chiba, Japonsko), Daiken Chemical Co., Ltd.,
(Osaka, Japonsko) a Piezomax, Inc. (Middleton, Wisconsin, USA).

Uhlikové nanotrubice (SWCNT) maji vyjimeCné elektrické a elektronické vlastnosti. Jsou
kovové nebo polovodivé v zavislosti na jejich pfesné struktufe, tj. na helicité a priméru
trubice. Mohou se pouZivat do plochych panelovych obrazovek, do osvétleni napfiklad ve
formé prvk( do vakuovych trubic, do Zzarovek v domacnosti, v plochych panelovych
luminiscen&nich lampach, do plynovych vybojek, do generatorli rentgenového zareni, do

326 Qun Y.-P. et al ,,Functionalized Carbon Nanotubes: Properties and Applications®, Acc. Chem. Res., 35, 2002,
str. 1095.
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elektronovych trysek u skenovacich elektronovych mikroskopu pfFisti generace a do
transmisnich elektronovych mikroskopu.

PolovodiCové SWCNT jsou vysoce chemicky senzitivni a jsou schopny detekovat zmény v
chemickém sloZeni okolni atmosféry pfi pokojové teploté. Senzory pro chemické plyny na
bazi uhlikovych nanotrubic maji velky komeréni potencial v mnohych oblastech pocinaje
Iékafstvim, monitorovanim Zzivotniho prostfedi, zemédélstvim az po chemicky pramysl a
podobné. V sou€asné dobé vyviji spoleCnost Nanomix Inc. Iékafsky senzor pro monitorovani
CO..

5.3.2.2.7. Potencialni vyuziti v biotechnologiich a nanomediciné

Pouziti uhlikovych nanotrubic v bioaplikacich se zkoumalo jiz od doby jejich objeveni. Jeden
z ustfednich cila byl vyvoj biosenzorl a bioreaktort zalozenych na uhlikovych nanotrubicich.
Tento vyzkum byl podporovan experimentalnimi dikazy, Zze biologické objekty jako proteiny
a enzymy mohou byt imobilizovany bud v duté kavité¢ nebo na povrchu nanotrubic®?’.
Nedavno byly posileny nadéje na pouziti uhlikovych nanotrubic jako vynikajicich materialu
pro biosenzory (bioCipy), kdyz byla uspéSné vyrobena rizna elektroanalyticka zafizeni
s nanotrubicemi, pfiemz tato zafizeni byla modifikovana biomolekulami. Tato prototypova
zafizeni, Casto pfipravena jako usporadané soubory tranzistord s jednou nanotrubici,
prokazala ucinnou elektrickou komunikaci a slibnou citlivost, pozadovanou v takovych
aplikacich jako jsou rozpoznani antigen(®?®, reakce katalyzované enzymy®® a DNA

hybridizace®®.

Jinym pfikladem biorozpoznavani je skenovaci sondova mikroskopie (SPM), mapujici

biofunkéni receptory a uzivajici sondu z uhlikové nanotrubice, ktera byla funkcionalizovana

na hrotu biologicky specifickymi ligandy®®".

Existuji pfedbézné vysledky, které svéd¢i o tom, ze uhlikové nanotrubice mohou slouzit jako

elektromechanické aktuatory pro umélé svaly>*%.

Uhlikové nanotrubice mohou, po funkcionalizaci vhodnymi bioaktivnimi molekulami, slouzit

jako substraty pro neuronalni riist (neuritt;, axon()®?,

Provadi se vyzkum pouziti uhlikovych nanotrubic jako multufunkénich biologickych
transportér(, které mohou byt pouzity pfi selektivni destrukci rakovinnych bingk®*

Pfi vyhodnocovani biokompatibility, s ohledem na biologické a biomedicinské aplikace, byl
hlavni technicky problém v nerozpustnosti uhlikovych nanotrubic ve vodnim prostredi.
Nedavny vyvoj chemickych modifikaci a funkcionalizaénich metod umoznil uhlikové

327 Davis J.J. et al ,»The Immobilisation of Proteins in Carbon Nanotubes®, Inorganica Chimica Acta, 272, 1998,

str. 261.

Chen R.J. et al ,,Noncovalent Functionalization of Carbon Nanotubes for Highly Specific Electronic

Biosensors®, PNAS, 100, 2003, str 4984.

Gooding J.J. et al ,,Protein Chemistry Using Aligned Carbon Nanotube Array®, J. Am. Chem. Soc., 125,

2003, str. 9006.

LiJ. et al ,,Carbon Nanotube Nanoelectrode Array for Ultrasensitive DNA Detection®, Nano Lett., 3, 2003,

str. 597.

Wong S.S et al ,,Covalently Functionalized Nanotubes as Nanometre-sized Probes in Chemistry and

Biology*, Nature, 394, 1998, str. 52.

332 Baughman R.H. et al ,,Carbon Nanotube Actuator*, Science, 284, 1999, str. 1340.

333 Mattson M.P. et al ,Molecular Functionalization of Carbon Nanotubes and Use as Substrates for Neuronal
Growth®, J. Molecular Neuroscience®, 14, 2000, str. 175.
Zhang X. et al ,,Guided Neurite Growth on Patterned Carbon Nanotubes®, Tech. Proc. of the 2005 NSTI
Nanotechnology Conference and Trade Show, Vol. 1, Chapter 6: Bio Nano Materials, str. 304.

334 Kam N.W.S. ,,Carbon Nanotubes as Multifunctional Biological Transporters and Near-infrared Agents for
Selective Cancer Cell Destruction®, PNAS, 102, 2005, str. 11600.
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nanotrubice rozpoustét a dispergovat ve vodé, coz otevielo cestu pro jejich manipulaci a
upravy ve fyziologickém prostfedi. Detailni pfehled o té&chto pracich podali Y.Lin et al**.

Specifické je vyuziti fluorescencnich vlastnosti uhlikovych nanotrubic. Prikopnicky objev z
roku 2002 prokazal, Ze desitky raznych typa polovodi€ovych SWCNT vyzarovaly svij vlastni
jedine¢ny fluorescenéni podpis®*®. Fluorescence se vyskytuje v pfipad&, kdyZ substance
(nebo molekularni sonda) absorbuje vysoce energetické fotony ze stanoveného svételného
zdroje a v reakci na to vyzafi signal s odliSnou spektralni charakteristikou (nizkoenergetickeé
fotony). Charakteristiku spektra Ize rozlisit pomoci emisniho filtru a zachytit vysoce citlivou
kamerou. Laserové zdroje se obecné pouzivaji proto, ze umozfuji dodat energii do uzSich a
Iépe definovanych spektralnich oken. SWCNT absorbuji a vyzafuji svétlo v blizkém
infraCerveném spektru (700 - 1000 nm), kde jsou lidska tkan a biologické tekutiny ¢astecné
pruhledné. V biologické tkani, napfiklad v leukocytech, si SWCNT uchovavaji své optické
vlastnosti a vlastnosti bunky, jako je napfiklad tvar, mira ristu a schopnost buriky ulpivat na
povrsich, nejsou ovlivnény®’.

Pfedvida se, Ze uhlikové nanotrubice budeme moci potencialné vyuzit v Iékarstvi pfi lécbé
rakoviny a v biosenzorech na bazi fluorescence. Ackoli je potfeba dokoncit dlouhodobé
vyzkumy tykajici se toxicity a biodistribuce jesté pfedtim, nez budeme moci pouzit uhlikové
nanotrubice pfi lékafskych testech, fluorescenéni vlastnosti naznacuji, Ze uhlikové
nanotrubice by mohly byt vyuzity jako zobrazovaci markery pfi laboratornim vyzkumu in vitro,
a to zejména v pripadech, kdy vyvstava problém s vyhasinanim, toxicitou a znehodnocova-
nim béznéji pouzivanych markert. Jelikoz uhlikové nanotrubice fluoreskuji na jediné
svételné vinové délce, je mimo jiné mozné pfizpUsobit rizné velikosti nanotrubic a jejich
elektrické vlastnosti na miru specifickym uc€elim, a tim i provést diagn6ézu Cetnych nemoci v
jediném testu.

Vyzkum a pocateéni aplikace uhlikovych nanotrubic v biotechnologiich a nanomediciné
prokracuji v soucasnosti velkym tempem. Kazdoro¢né je publikovano na tisic vysledk
vyzkumnych praci a zakladany jsou nové specializované firmy.

5.3.3. NANOCASTICE HYDROXYAPATITU (NanoHAP)

Hydroxyapatit je hexagonalni forma fosforeénanu vapenatého - Cao(PO4)s.(OH), - pfirozené
se vyskytujici v kostech a zubech. Kost je pfirodni material, jehoz kombinace vlastnosti
zaviseji pfedevSim na hybridni organicko — anorganické nanostruktufe. Struktura kosti
obsahuje nanoclastice bioapatitu (carbonate apatit), které jsou rozmistény na rozhrani
s kolagenem typu |. Svazky mineralizovanych kolagenovych vlaken jsou uspofadany do
vstevnaté superstruktury, jejiz vlastnosti maji za nasledek vyzna¢nou kombinaci pevnosti a
ohebnosti.

HAP se pouziva vimplantatech kosti a zubl a v systémech pro dopravu Iékd. Je rovnéz
mineralni slozkou pfirodnich tvrdych tkani. Je-li pfidan nebo povle€en na kterykoliv material
pro implantaty, vytvari biokompatibilni slozku kompozitu a stimuluje rust kosti na rozhrani
hydroxylapatitu a kosti. Uprava HAP na rozméry nanometrd (nanoHAP) oteviela cestu
novym aplikacim, napf. v oblasti implantatu. Velkost nanozrn nanoHAP je obvykle 20-120
nm. nanoHAP je dostupny za cenu 1600-2000 €/kg.

35 LinY etal »Advances Toward Bioapplications of Carbon Nanotubes®, J. Mater. Chem, 14, 2004, str 527.

336 Bachilo S.M. et al »Structure-assigned Optical Spectra of Single Carbon Nanotubes®, Science, 298, 2002. str.
2361. O’Connell M.J. et al ,, Band Gap Fluorescence from Individual Single-walled Carbon Nanotubes®,
Science, 297, 2002, str. 593.

337 Cherukuri P. et al , Near-infrared Fluorescence Microscopy of Single-walled Carbon Nanotubes in
Phagocytic Cells“, J. Am. Chem. Soc., 126, 2004, str. 15638.
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V uplynulych 10 letech bylo zkou$eno s riznymi vysledky mnoho druht pfirodnich polymeru
v kombinaci s nanoHAP s cilem aplikaci v biomedicing. VSeobecnym problémem je zatim
Cas potfebny pro stimulaci rustu kosti.

Mezi nad&jné nanokompozity patti napt. PLA**® — nanoHAP>*

nebo chitosan-nanoHAP3.

5.3.4. NANOCASTICE STRIBRA

Antibakterialni uginky stfibra znali jiz stafi Rimané. Znovu byla tato vlastnost stfibra objevena
zaCatekem dvacatého stoleti. S kovovym stfibrem jsou vSak problémy. Barvi tkané a
znesnadniuje hodnoceni zranéni. Jeho pusobeni nema dlouhou Zivotnost a pro udrzeni
antimikrobialnich G¢inkl jsou zapotiebi ¢asté reaplikace. Kovové stfibro je biologicky inertni
a prochazi pres télo. Proto se Castgji pouziva oxid stfibrny (Ag,O). Stfibro zabiji
mikroorganizmy. Pozitivné nabité ionty stfibra jsou pro mikroorganizmy vysoce toxické.
Stfibro plsobi na mikroorganizmy nékolika zpusoby. Napf. ma vysokou afinitu k negativné
nabitym boc¢nim skupinam biologickych molekul, jako jsou sulfohydryl, karboxyl, fosfaty a jiné
nabité skupiny nachazejici se v mikrobialnich burikach. Stfibro sou¢asné atakuje mista uvnitf
bunék a deaktivuje kritické fyziologické funkce, jako napf. syntézu stén bunék, transport pres
membrany, syntézu a translaci nukleovych kyselin, skladani proteint a jejich funkci a rovnéz
transport elektront v burice. Ztratou téchto funkci baktérie bud' prestane rust nebo vétsinou
je mikroorganizmus zabit. Uginky stfibra nejsou selektivni, coZ ma za nasledek, Ze stfibro
projevuje antimikrobialni aktivitu proti Sirokému spektru lIékafsky zajimavych mikroorganizmu
vCetné bakterii, hub a kvasinek.

V posledni dobé se pozornost pfi hledani zplsobu prevence vzniku bakterialnich film{ obraci
k nanocasticim Ag,O, resp. kjejich uspofadanym souborim zabudovanym (obvykle
plazmou) do povrchu lékafskych pFistroji a nastroja®*'. Hlavni uginek souvisi s velkou aktivni
plochou povrchu nanodastic, které maji rozmér 5 — 15 nm. Stfibro oxiduje na Ag,O na
povrchu nanoéastic pusobenim vihkosti, napf. z télnich tekutin. Stfibro oxiduje velmi pomalu,

?

¢imz se prodluzuje ucinek jeho plasobeni.

Jinou technologii je wvyuZiti stfibrnych nanocastic v roztoku.
V pribéhu pouziti kazda nanoclastice stfibra oxiduje bud na
vzduchu nebo v téIni tekutiné. Na vné&jSim povrchu se vytvari
Ag,0, ktery se postupné v télni tekutiné rozpousti za vzniku Ag*
iontd, které pasobi na mikroorganizmy.

Nanog&astice stfibra jsou komeréné dostupné®?. Na trhu jsou
nabizeny rGzné vyrobky impregnované nanocasticemi stfibra,
napf. ponozky>*. Nanogastice stfibra se pouzivaji do fasad domd
proti Ffasdm i do vnitfnich omitek proti plisnim®*, napf.
v nemochnicich. Typické nanokrystaly stfibra jsou na obr. €. 72. Obr. é. 72 Nanocastice

Stribra

3% PLA — poly(D,L-laktid)

% Deng X. et al ,,Preparation and Mechanical Properties of Nanocomposites of Poly(p 1 -lactide) with Ca-
deficient Hydroxyapatite Nanocrystals“, Biomaterials, 22. 2001, str. 2867.

30 Yamaguchi L. et al ,,Preparation and Mechanical Properties of Chitosan — Hydroxyapatite Nanocomposits,
Bioceramics 13, 2001, str. 673.

3#1 Tobler D., Warner L. ,,Nanotech Silver Fights Microbes in Medical Devices®, Medical Device & Diagnostic

Industry Magazine, 27, 2005, str. 164

www.sigmaaldrich.com; www.nanogate.com aj.

www.nanosilver.cz

3 Schunk B. ,.Fighting Fungal Growth with Silver”, Fraunhofer Magazine, 2/2006, str. 48.
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5.3.5. DENDRIMERY

Dendritické polymery jsou Cctvrtd hlavni tfida makromolekularni architektury (spolu
s linearni, sesitovanou a rozvétvenou architekturou). Sestavaji ze ¢tyf subkategorii: nahodile
Lhyper* rozvétvené, dendrigrafty, dendrony a dendrimery.

Dendrimery jsou syntetické, slozité kulovité molekuly s velmi dobfe definovanou chemickou
strukturou, které byly poprvé syntetizovany na zacatku osmdesatych let 20. stoleti. Z
hlediska polymerové chemie jsou dendrimery téméf dokonalé monodisperzni makromolekuly
s pravidelnou a vysoce rozvétvenou trojrozmérnou nebo fraktalni strukturou. Skladaji se ze
tfi hlavnich stavebnich slozek: jadra, vétvi a koncovych skupin na periferii (obr. €. 73).

Makromolekularni slozky se paprskovité rozsifuji ve formé vétviCek z centralniho jadra, ¢imz
vytvari vnitini dutinu a také okruh koncovych skupin, které mohou byt pfizpisobeny na miru
podle pozadavku. Mohou projit péry cév a tkani Ucinnéji nez vétsi polymerni nanocastice.
Mohou byt syntetizovany s odpovidajici molekularni hmotnosti, ktera je vyznamnym
atributem systému dodavky lékd do organizmu, vlivem interakce mezi rozmérem a toxicitou,
respektive vlivem akumulace v cilovych tkanich.

Dendrimery maji uctyhodnou nosnost 25% w/w. Kationaktivni dendrimery jsou toxické,
zatimco aniontové dendrimery jsou biokompatibilni.

Dendrimery jsou pro dopravu Iékd velmi vhodné, protoze jsou dostateCné malé, aby pronikly
do bunék a kavity, které se v dendrimerech vyskytuji, mohou byt pouzity pro umisténi malych
molekul léka. Rovnéz na vétve dendrimeru mohou byt pfipojeny molekuly Iékd a dalSi
skupiny — obr. €. 73.

Ve srovnani s klasickymi polymery, dendrimery vykazuji nékteré vyznamné zlepSené
fyzikalni a chemické vlastnosti. V roztoku dendrimery vytvareji t&ésné napéchovany mic, ¢imz
jsou ovlivnény jejich rheologické vlastnosti, tj. kdyz se zvySuje molekularni hmotnost, zvysuje
se na maximum i vazkost az do 4. vyvojového stupné a nasledné pak klesa. Charakter a
mnozstvi perifernich koncovych skupin silné ovliviiuje rozpustnost a reaktivitu dendrimerd.

Dendrimery s koncovymi hydrofilnimi skupinami jsou rozpustné v polarnich roztocich,
zatimco dendrimery, které maji hydrofobické koncové skupiny, jsou rozpustné v nepolarnich
roztocich. Dendrimery niz§iho vyvojového stupné, které jsou dostateéné velké na to, aby byly
kulovité, ale nevytvafeji husté natésnany povrch, maji ohromnou povrchovou plochu ve

vztahu k objemu, tj. az do 1000 m%g>®.

Existence vnitfni dutiny a globularni tvar dendrimeru umoznuje opouzdfit rizné molekuly,
které mohou byt zachyceny uvnitf "dendritické schranky". Nasledné je prostfednictvim
chemické reakce koncovych skupin vytvofen na povrchu dendrimeru plast a sonda je
opouzdrena, ¢&imz se ziska molekularni kontejner nanoskopickych rozmeér(. Otevieni
schranky se déje pomoci hydrolyzy, prostfednictvim Stépeni, které se spousti pH faktorem
nebo prostfednictvim fotochemické reakce vnéjSiho plasté, pfi niz se uvolfiuje dopravovany
obsah. Pfedpoklada se, Zze dendrimery budou mit Siroké pouziti v 1ékafstvi. Pfi vySetfeni in
vitro , pfi némz bylo diagnostikovano poskozeni srde¢niho svalu, byly dendrimery pouzity
jako kontrastni latka pfi zobrazeni magnetickou rezonanci**®. Dale byly dendrimery pouzity
jako lokalni mikrobicidni material U&inkujici proti infekci zptisobené virem herpes simplex®’,
pFi dopravé 16ka**® atd.

345 Alper J. ,Rising Chemical ,,Stars* Could Play Many Roles®, Science, 251, 1991, str. 1562.

346 Wiener E.C. et al ,,Dendrimer-based Metal Chelates: A New Class of Magnetic Resonance Imaging Contrast
Agents“, Magn. Reson. Med., 31, 1994, str. 748.

37 Bourne N. et al ,,Dendrimers, a New Class of Candidate Topical Microbicides with Activity against Herpes
Simplex Virus Infection®, Antimicrob. Agents Chemother., 44, 2000, str. 2471.
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5.3.6. ORMOSILY
Ormosily jsou anorganicko — organické monomery. Jsou to molekuly obsahujici kovové
jadro, napf. zkfemiku, pfipojené k reaktivnim alkoxy skupinam a/nebo organickym
skupinam.. Tyto monomery, jsou-li samosestaveny, vytvareji organicky modifikované silany.
Snadno vytvari agregaty ve vodnim jadru reverznich micel, kde jsou slozky napf.
trietoxylsilanu hydrolyzovany za vzniku sité z hydratovaného SiO, a vinylovych skupin
vyCnivajicich na povrch nanocastic
smérem Kk hydrofobni strané povrchu

micel. Nanoclastice jsou sférické a @ @ ,'

maji pomérné& maly rozptyl rozméru .. _ ,'- VTES ,-| L

s primérem cca 90 nm*?°. Castice ._h__._fi 4 0 o
jsou dale funkcionalizovany rdznymi i 5 %
povlaky, napf. PEG. Postup vytvoreni s 0 NH, g @
funkcionalizované Castice Ormosilu A @

jako nosi€e léku je znazornén na obr. | &Siva va Lédivo a nanoiastice
€. 74. Nejprve se do vodniho jadra vodni micele ve vodni micale
reverzni micely umisti dopravovana

latka (lék, fluorofor ap.) — na obr. vlevo 1) Poviékani J{ DIALYZA
nahofe, po pfidani prekurzoru TEVS o PEG
(trietoxyvinylsilan) se v micele vytvofi g 2) Pfipojeni

nanocastice obsahujici dopravovanou profiléticy

latku — vpravo nahore. ‘ff—‘—

: ,5.. ag,:_rﬁml Lécivo a nanocastice

Multifunkéni éastice Ve vode
ORMOSILU

Obr. €. 74 Postup vzniku multifunkéni
nanocastice Ormosil

Po dialyze zUstanou ve vodé pouze nanolastice — vpravo dole. Ty mohou byt
funkcionalizovany PEG, protilatkami nebo PET sondou (napf. Cu) — vlevo dole. Vznikne
multifunkéni nanocCastice Ormosilu. Ormosily byly vytvofeny metodou sol-gel poprvé

3 Zhou R.X., Lu Z.R. ,,In vitro Release of 5-fluoroacil with Cyclic Core Dendritic Polymer®, J. Control.
Release, 57, 1999, str. 249; Liu M. et al ,, Water-soluble Dendritic Unimolecular Micelles: Their Potential as
Drug Delivery Agents*, J. Control. Release, 65, 2000, str. 121.

3 Sharma R.K. et al ,,Surface Modified Ormosil Nanoparticles®, J. Colloid and Interface Sci., 277, 2004, str,
342,
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v poloviné osmdesatych let minulého stoleti a nejprve se nevédélo, zda jde o skla nebo

polymery. Nazev ORMOSIL (organically modified silicates) pouzil poprvé H.Scholze>®.

Ormosily se zdaji byt vhodné pro fadu pouZiti, napt. jako nahrada za viralni vektory®, pro
transport genil s vynikajici transfekéni uginnosti**?, pfi cileném zobrazovani pozitronovou

emisni tomografiii (PET), pfi fotodynamické terapii atd.

5.3.7. POLYMERNI NANOVLAKNA

Polymerni nanovlakna je pojem pouzivany pro oznaceni vlaken s primérem menSim nez 1
um. Vlakna se vyrabéji zpisobem zvanym electrospinning, patentovanym jiz v roce 1934%%,
Jiz asi 25 let se polymerni mikrovlakna vyrabéji pro filtraéni a jiné ucely®*. Teprve v posledni
dobé se tloustka polymernich nanovlaken pfibliZzila nanometrické Skale (40 — 200 nm).
Electrospinning je proces vyuzivajici elektrostatické sily (elektrického pole) pro rozbiti
zavéSené kapky polymerniho roztoku na tenka vlakna, ktera jsou deponovana na substrat.
Schéma technologie je na obr. €. 75 a vyrobena vlakna, ve srovnani s lidskym vlasem, jsou
znazornéna na obr. &. 76. V Ceské republice byl nedavno vyvinut zptisob plynulé vyroby
tkaniny z polymernich nanovlaken, ktera je vhodna pro pouZziti v Iékafstvi, napf. jako kryci a
obvazovy material, ve tkanovém inzenyrstvi (jako nosice bunék), pfi cilené dopraveé 1éku a ve
filtraCnich systémech (jako inteligentni filtry s pfipojenymi protilatkami nebo antibakterialni
filtry) 3°°.

Roztok ‘
polymeru , NN
- Tryskajici ~H N i_\ y
— o kuzel - T| ]\
W e fea ; . o R
MR ) et SR ——SBEKN t[ I
Stfikacka Fipata. | RN
Davkovaci \ L t: }
pumpa Tayloriiv kuzel XA f_-
Vysokonapétovy 4
zdroj Sbérna deska
3 {rotujici nebo stacionami) —

Obr. €. 75 Schéme technologie ,electrospinning”

%0 Scholze H. ,New Possibilities for Variation of Glass Structure®, J. Non-Crystalline Solids, 73, 1985, str 669.

Schmidt H. ,,Organic Modification of Glass Structure: New Glasses or New Polymers?“, J. Non-Crystalline
Solids, 112, 1989, str. 419.

Vektor — v molekularni genetice je to geneticky prvek, obvykle bakteriofag nebo plasmid, ktery do sebe
muze zaclenit ¢ast cizi DNA a prenést ji do cizi buiiky. Pouziva se pii klonovani gend.

Roy L. et al ,,Optical Tracking of Organically Modified Silica Nanoparticles as DNA Carriers: A Non-viral
Nanomedicin Approach for Gene Delivery, PNAS, 102, 2005, str.279.

353 Grafe t., Graham K. ,,Polymeric Nanofibers and Nanofiber Webs: A New Class of Nanowovens*, INTC
2002 — Int. Nanowovens Technical Conf., Atlanta, GA, Sept. 2002.

www.donaldson.com; www.nanospin.com.

www.nanospider.cz.
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Obr. €. 76 Tloustka viaken 20 — 200 nm
(v popfedi lidsky vlas)

5.3.8. NANOPOREZNi MATERIALY

Nanoporézni materialy jsou materialy s poéry mensimi nez 100 nm, i kdyz existuji néktere
zajimavé mikroporézni materialy v submikronové Skale (> 100 nm). Obvykle se déli na
objemové a membrany. Podle klasifikace IUPAC maji mezopoéry primér od 3 do 10 nm a
makropory pramér od 50 do 100 nm. Nanoporézni materialy mohou mit oteviené (vnitfné
propojené) poéry nebo pory uzaviené. Mohou mit amorfni, semikrystalickou nebo krystalickou
strukturu. Nanoporézni materialy mohou byt vyrobeny z mnoha latek jako je napfiklad uhlik,
kfemik, kfemicitany, keramika, polymery a minerdly. Materialy specificky uréené pro
membrany jsou pfedevsim zeolity (napF. pfirodni 3D zeolit nazyvany elektrit pro katalytické
aplikace) nebo schwartzity. Zasadni vlastnosti nanoporéznich materialu je jejich zvétSena
povrchova plocha, coz zlepSuje jejich katalytické, absorpéni a adsorpéni vlastnosti. Pouzivaji
se jako molekularni sita, maji nizkou hmotnost a dobré fotonické vlastnosti. V pfipadé
objemovych nanoporéznich materialll pozorujrme dobré tepelné izola¢ni viastnosti a index
lomu zavisejici na vinové délce.

Nanoporézni materialy Ize vyrobit s péry o rizné velikosti, v riznych tvarech a hustoté, a to
tim zpusobem, Zze zménime podminky pfi vzniku port. Napfiklad nanoporézni kifemik je
nestaly a lze jej vyuzit jako material schopny samovolného biologického rozpadu u
lékafskych implantatd, v€etné produktu tkafiového inZzenyrstvi, v podobé podpéry struktury
nebo v dodavce Iéki do organizmu. Jejich dal§i potencialni uplatnéni lze spatfovat v
zleSovani zivotniho prostfedi a v technologii vyroby implantatd.

5.3.9. PEG - POLY(ETYLEN GLYKOL)

PEG je pozoruhodny material. Neni toxicky, je biokompatibilni a byl schvalen FDA (US
Federal Food and Drug Administration) jak pro oralni, tak pro lokalni aplikace. Nachazime jej
v kosmetickych pfipravcich, mydle, biomedicinskych pfistrojich a lécich. Ackoliv se
komeréné vyrabi po mnoho desetileti a je ve znatné mife prozkouman, pokraduje se ve
zjiStovani ve vztahu k bioaktivité povrchi a objemovych materiall. Pouziva se i jako
biointeraktivni nanohydrogel.

PEG - monomer etylen glykolu ma jednoduchou strukturu se vzorcem C,H,O. Jeho
uhlovodanovy charakter zplsobuje, ze je rozpustny v mnoha organickych rozpoustédlech
(napf. v dichlormetanu nebo tetrahydrofuranu) a jeho eterovy kyslik se muze vazat na vodu,
coz Cini PEG rozpustny ve vodnich roztocich. Hydrofilicky charakter PEG je vyuzivan ve
fyziologickych systémech. Je-li pfitomen na povrchu, sniZzuje adsorpci proteinl a adhezi
bunék. PEG ma mnoho strukturnich, chemickych a fyzikalnich vlasnosti blizkych
extracelularni matrix v burice. PEG se pouziva a stale zkouma pro vyuzti v ipravé povrchl a
objemovych materialll v biomedicinskych aplikacich jak in vitro tak in vivo, v cilené dopravé
lékd do organizmu a tkafiovém inzenyrstvi.
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5.4. BIOTECHNOLOGIE, FARMACIE A NANOTECHNOLOGIE

Hnaci silou rozvoje farmacie se postupné stavaji biotechnologie, a proto hovofime o
biofarmacii. Tradi¢ni chemické paradigma objevovani a vyvoj Iéku je zaménovano novym,
biotechnologickym paradigmatem. To ma vyznamny vliv na strukturu a cinnost
biofarmaceutického inovacniho systému: kliCovymi hraci generujicimi nové znalosti, nastroje
a latky pro farmaceuticky priamysl se stavaji biotechnologické spolecnosti (vétSinou
s globalni plsobnosti) a organizace vefejného sektoru.

Farmaceuticky primysl dnes predstavuje velmi rozvinuty obor s vysokym stupném
koncentrace, ktery v rozsahlé mife podporuje vyzkum novych Iéka a zpUsobu IéCeni. Znacné
prostfedky na totéz jsou vynakladany z verejnych rozpoctu jednotlivych statd. Odhaduje se,
Ze polovina z 50 mld. USD svétového rozpoctu na farmaceuticky vyzkum se utrati v USA a
16 mid. USD v Evropé. | kdyz je stale mozné objevit novy uCinny Iék nahodou (jako
(penicilin), nebo proSetfovanim a tfidénim (screeningem) pfirodnich latek (napf. digoxin
izolovany z naprstniku lékafského pro aplikaci pfi infarktu myokardu), v posledni dobé se
stale vice pouzivad kombinatorialni chemie®®. Pfi znalosti pfi¢in a prib&hu nemoci se
doposud uspéSné pouzivany lék muaze chemicky modifikovat, aby byl jesté ucinngjsi,
v souCasné dobé stale empirickou cestu vyvoje novych Iéka. Po pochopeni mechanismu
onemocnéni se syntetizuje urcita latka, vyhodnocuje se jeji schopnost interakce
s receptorem (targetem)®’ a sleduji se G&inky na prab&h nemoci. Tato metoda je
oznaCovana jako ,jeden lék, jedna choroba®, pfi které se farmaceutické spoleCnosti snazi
vytvofit tzv. ,blockbuster drug®, ktera by pfinesla vynos min. 1 mil. USD rocné. V poslednich

létech je v8ak nabizeno stale mensi mnoZstvi novych 1ékl pripravenych touto metodou®®.

Rozdéleni celkového trhu s farmaky mezi generické léky, ,blockbuster” Iéky a systémy
dopravy lékd v roce 2002 je zfejmy z obr. &. 77 **°. Nové pristupy k vyvoji novych Iéku
(biotechnologie) se objevily s uspéSnym sekvencovanim lidského genomu a s rozvojem
farmakologie, farmakogenetiky, genomiky a proteomiky (vysvétleni pojmu - viz — Tab. €. VL.)

Ve farmaceutickém inova¢nim procesu hraji biotechnologie dvoiji roli:

e Jsou jednou z kliCovych oblasti biofarmaceutického a biomedicinského vyzkumu,
protoZze vyznamné pfispivaji k objasnéni regulacnich a fyziologickych mechanizmu
nemoci (vyznamny pfispévek v této oblasti se oCekava z vyzkumu lidského genomu).

e Maji rozhodujici vyznam pro vyzkum, vyvoj a vyrobu novych farmaceutickych
produktll, zejména biofarmak, vakcin a pro diagnostckych nastroji a metod.

V poslednich letech se v biofarmacii, pfi vyvoji novych Iékl a zejména pfi jejich dopravé
v organizmu, rysuji i moznosti uplatnéni nanotechnologii. Jejich aplikace je na samém
pocatku, ale vyzkumné prace probihaji velmi intenzivng®®. V této kapitole budou popsany
zakladni vychodiska dulezitda v souCasné dobé& pro vyvoj novych lékl a jejich dopravu
v organizmu, zakladni postup pfi vyvoji lékU, pouzivané a nové se rysujici zplsoby dopravy
lékd v organizmu a moznosti nanotechnologii v uvedenych oblastech.

3% Kombinatoridlni chemie — chemické latky jsou systematicky modifikovany tak, Ze vznikd mnoZstvi jejich
variant, které jsou tfidény podle jejich ptisobeni na vybrany target

37 Target (receptor) — molekula uvnitf buiiky nebo na jejim povrchu, ke které se selektivné vaze latka (1¢k),
ktera zptisobi zménu aktivity buriky. Targety ve farmacii jsou Casto piirodni proteiny v téle.

358 Morrison M.: ,Drug Discovery®, kap. 3, ,,Nanotechnology and its Implications for the Health of EU Citizen®,
ed. by M.Morrison, 12/2003, str. 43, www.nanoforum.org

3% Guibert J.-Ch.: ,Drug Delivery*, kap. 4, ,,Nanotechnology and its Implications for the Health of EU Citizen®,
ed. by M.Morrison, 12/2003, str. 76, www.nanoforum.org

3% Jain K.K. ,,Nanobiotechnologies — Applicationa, Markets and Companies*, vyd. Jain Pharma Biotech Comp.,
6/2006, www. pharmabiotech.ch.
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Generické

Systémy pro
dopravu l&ka
13%
"Blockbuster" léky

30% Obr. & 77 Rozdéleni trhu
s farmaky v roce 2002

leky ——
57%

Tab. €. VI.
Vybrané definice

361, 362 ,

Farmakologie — v&dni obor studujici interakci latek a 1&€iv (farmak) s biologickymi systémy. Je

ji tfeba odlisit od farmacie, ktera se zabyva vyzkumem, vyrobou, kontrolou a distribuci farmak.
Farmakologie se rozdéluje na fadu podoboru (neupiny vycet):

Obecna farmakologie — studuji se obecné platné zakonitosti, jimiz se fidi interakce organizmu a

farmak

Specialni_faramakologie — zabyva se konkrétnimi skupinamimi léCiv a individualnimi latkami

v téchto skupinach. Tvofi teoreticky zaklad znalosti pro terapeutické pouZziti jednotlivych 1€Civ.

Farmakoterapie — poskytuje navody postupu k Ié¢bé urcitych onemocnéni a davkovani lékd u

rznych chorobnych stavd

Klinicka farmakologie — zkouma ucinky farmak pfimo u subjektl, u kterych maji byt léCiva

pouzita

Toxikologie — studuje vedlejsi, neZzadouci a toxické ucinky farmak

Zakladnimi oblastmi farmakologie jsou:
Farmakokinetika — se zabyva osudem I|éCiv v organizmu, tj. adsorpci, distribuci,
metabolizmem, eliminaci (zkracené ADME) a ¢&asovym priubéhem koncentrace léCiva
v biologickych tekrtinach.
Farmakodynamika — je nauka o mechanismech ucinku [éCiv. Sleduje jak se |éCiva chovaji
v organizmu a je zakladem farmakologie.

DalSi definice:

Farmakogenetika — obor studujici zavislost u¢inkl 1éCiv na genetickych faktorech
Farmakogenomika — je soucast farmacie zabyvajici se vlivem genetickych variaci na odezvu
Iékd u pacientll porovnavanim genové exprese nebo polymorfizmu jednoho nukleotidu (SNP)
s ucinnosti nebo toxicitou Iéku. Cilem farmakogenomiky je vyvoj racionalnich prostfedkd pro
optimalizaci Ié¢by, s ohledem na pacientlv genotyp. Takové pfistupy naznaduji zacatek
perzonifikované mediciny.

Chemogenomika — se zabyva genomickou odezvou na chemické slouceniny. Cilem je rychla
identifikace novych Iékl a target( 1ék(l zahrnujici ranné faze objevovani lékud, od identifikace
targetl a jejich provéfovani, pfes upfesnovani sloZeni sloucenin a jejich chemickou syntézu, po
biologické zkousky a ADME profilovani.

301 " Akademicky slovnik cizich slov®, vyd. Academia, Praha, 1995, ISBN 80-200-0497-1
362 Hynie S. ,,Farmakologie v kostce*, 2. vydani, Triton, Praha, 2001, ISBN 80-7254-181-1.
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5.4.1. PRISPEVEK BIOTECHNOLOGIi K FARMAKOLOGII A FARMACII

Hlavni pfispévek biotechnologii k farmakologii a farmacii lze najit ve vyzkumu lidského
genomu, diagnostice, terapeutice, farmakogenetice a vyzkumu a vyvoj vakcin a protilatek.

5.4.1.1. Vyzkum lidského genomu

Vyzkum lidského genomu byl iniciovan v USA vroce 1990 Ministerstvem energetiky a
Narodnim ustavem zdravi (Human Genome Project). Pfipojily se dalsi zemé a v roce 1998 i
soukromy sektor, coz znacné urychlilo postup sekvenovani. Navrh sekvenci lidského
genomu byl publikovan v roce 2001. Navrh pokryl cca 90 % euchromatickych ¢asti genomu;
kazdy par bazi byl v praméru sekvenovan ¢&tyfikrat. Celkové obsahuije lidsky genom 3,2x10°
stavebnich prvk(. Prekvapivym vysledkem bylo zjisténi, Zze lidsky genom obsahuje jen 30 —
40000 genu, Tento vysledek vedl k predstaveé, Ze slozitost lidského téla neni urena

Po objasnéni lidského genomu je dalSim problémem identifikace genu a jejich funkce, coz je
dllezité pro vyuziti genetickych informaci v biofarmacii.

Mapovani lidského genomu také pomohlo identifikovat dulezité markery genetické diverzity,
které mohou byt relevantni pfi patrani po genech zpulsobujicich choroby. Konkrétné se jedna
napf. o polymorfizmus jednotlivych nukleotidd (SNP). SNP jsou mutace v jednom nukleotidu,
které mohou zvySovat riziko urcité poruchy. Ukazalo se, ze geneticky material pfedstavuje
dynamicky, nikoliv staticky systém. K mutacim dochazi spontanné v pribéhu replikace DNA
nebo je vyvolavaji exogenni vlivy, napf. radiace. Mutace jsou ziejmé Casté. Korektivni
mechanismy uvnitf bufky jich v8ak vétSinu opravi. Jen ¢ast mutaci pretrvava a jen Cast
perzistujicich mutaci muze zplisobovat specifické choroby (napf. rakovinu, ktera je ¢astéjsi u
pacient(l vystavenych radiaci).

5.4.1.2. Diagnostika

Jsou dvé zakladni strategie diagnostiky zalozené na biotechnologii — imunodiagnostika a
DNA diagnostika.

Imunodiagnostika je zaloZena na velmi specifické interakci mezi protilatkami (imunoglobuliny
- Ig) a antigeny. Pouzitim radioaktivnich, fluorescen¢nich aj. markerd je mozna detekce
urcité imunitni reakce. NovéjSi metody kombinuji pro zvySeni citlivosti imunoreakce a DNA
amplifikaci. Imunologické testy jsou vyuzZivany k identifikaci specifickych protilatek nebo
antigend, aby se indikovaly urcité podminky nemoci, jako napf. virova Ci bakterialni infekce
nebo rakovina.

DNA diagnostika souvisi se specifickou strukturou DNA molekuly a jeji schopnosti
denaturovat a opét hybridizovat — viz 5.1.6.4.. Zakladniho principu DNA diagnostiky se
vyuziva v DNA mikrosouborech. V tomto pfipadé se v3ak vazebné reakce neprovadéji
v roztoku, ale na pevném povrchu. Mikrosoubory dovoluji sou¢asnou detekci tisict gena.
Vyzkum genomu ma velky vliv na DNA diagnostiku, protozZe je k dispozici stale vzrustajici
poCet s nemoci souvisejicich genu a jejich modifikaci, coz je vyuzivano pro vytvareni
specifickych diagnostickych souprav (napf. soupravy pro detekci ur€itého druhu rakoviny,
AIDS, zmén enzym( v jatrech atd.).

5.4.1.3. Terapeutika

Genetické inzenyrstvi umoznuje vyrobit cizi protein z vy$Siho organizmu v mikroorganizmech
nebo bunéénych kulturach. Tento zakladni princip se pouziva v proteinové terapeutice.
Vyznamnym pfikladem tohoto postupu je vyroba lidského inzulinu. Geny pro tento protein se
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extrahuji z lidského genomu a pienasi se do bakterie nebo burky kvasinek. Oba postupy
umoznuji expresi lidského inzulinu, ktery mize byt po vycisténi a modifikaci pouzit jako
farmakum. Jina velmi zajimava farmaka na trhu jsou erytropoietin, rastovy faktor, interferony
a plasminogenové tkarnové aktivatory (TPA). Novou skupinou produktll jsou biofarmaka
zaloZena na monoklonalnich protilatkach.

Ve srovnani s biovyrobou farmak se aplikace biotechnologii jevi vyznamnéjsi pfi jejich
vyzkumu a vyvoji. Zda se, Ze je to hlavni sila pfi pfi inovacich ve farmaceutickém primyslu
vedouci, jak jiz bylo uvedeno, k posunu paradigma pfi vyvoji Iék(. Schéma nového pfistupu
k objevovani Iéku zahrnujiho molekularni biologii, biotechnologie a farmakogenetiku je na
obr. &. 78 ***, Na postupovém diagramu je znazornén i klasicky — chemicky pfistup. Celkové
je objevovani novych Iékl slozity proces vyzadujici komplexni znalosti a sou¢innost mnoha
oboru (biochemie, kombinatorialni chemie, automatizace, robotiky, bioinformatiky, Iékarské
chemie, farmakologie) a dalSich, na obrazku neuvedenych obord.

Vzristajici poCet novych targetl 1€kt byl detekovan z informaci ziskanych pfi sekvenovani
lidského genomu. Jen mala ¢ast z 30-40000 lidskych gend muize byt zajimavymi targety
lékd. Je to vSak odhadem 3000-10000 novych targetll, coz je ve srovnani se stavajicim
poctem vzrlst o jeden fad. Vzrlstajici poCet potencialnich targett Iékd zmirfiuje vyznamné
uzké misto pfi objevovani Iékl, sou€asné to pfinasi novy problém, a tim je provéfovani
targetl. Provéfeny target je ten, jehoz zpracovani s terapeutickou latkou vede k zadanym
klinickym vysledkim. Screening uZiteCnosti nového targetu se dnes provadi s vysokou
produktivitou (automaticky 10000 a vice testu tydné).

5.4.1.4. Farmakogenetika

Farmakogenetika je studium polymorfisml v genech, ktery maji nepfiznivy vliv na reakci
jednotlivce na podany lék. Informace ziskané pfi tomto studiu pfispivaji k u¢innéjSim
klinickym testim. Dlouhodobym cilem farmakogenetiky je rozvoj zakaznické Ci
personifikované mediciny. ldentifikaci genetické jedine€nosti pacienta by mély byt zpfesnény
IéCebné postupy. Je tfeby poznamenat, ze tento pfistup vyzaduje genetické informace o
pacientovi a ztoho plynouci zodpovédné zachazeni s nimi. Personifikovana medicina je
ozehavym tématem soucasnosti.

5.4.1.5. Vakciny a protilatky

Soudi se, Ze vakciny se staly nejsilnéj§im nastrojem zdravotni péce ve 20. stoleti. Slouzi jak
pfi prevenci nemoci, neschopnosti a smrti, tak pfi snizovani nakladl na nezbytnou lécbu.
Ackoliv byl pfi vakcinaci dosazen velky uUspéch (napf. celosvétové vymiceni pravych
nestovic), zustavaji znacné problémy s infekénimi nemocemi, které jsou celosvétové
zodpovédné za nejvySSi pocet umrti. Neni kdispozici u€inna vakcinace napf. proti
tuberkul6ze a malarii a objevuji se nové nemoci. Navic, vSeobecné vzrista antimikrobialni
rezistence.

Biotechnologie nabizeji nova feSeni. Vyvijeji se napf. nové vakciny zalozené na vyuziti
specifickych &asti protein - plvodcu infekci, vyrobené s vyuzitim genetického inZenyrstvi.
Dostupnost sekvenci genom0 vzrlstajiciho po¢tu mikroorganizmu poskytuje pfilezitosti pro
vyvoj novych antibiotik.

363 Innovation in Pharmaceutical Biotechnology: Comparing National Innovation Systems at the Sectoral
Level“, zprava OECD, 2006, str. 27, ISBN 92-64-01403-9.
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Obr. ¢. 78 Nové paradigma objevovani novych Iéku

5.4.2. SOUCASNA PRAXE PRI OBJEVOVANi NOVYCH LEKU

V souCasné dobé je znamo pfiblizné 30000 nemoci a Iékafi mohou nabidnout pfiméfené
lé&eni jen asi jedné tretiny®®. Vyzkum a vyvoj novych Iékil a zpUsobii lé&eni je dnes vysoce
do vyzkumu lékl stale rostou a zakladni vyzkum dosahl nepopiratelnych vysledku, pocet
novych Iékl povolenych k pouzivani stale klesa. V letech 2000-2002 byl celosvétové vydan
nejmensi pocet povoleni na prodej novych Iékd za poslednich 10 let. V roce 2002 schvalil
americky Ufad pro potraviny a Ié&iva pouhych 17 skuteén& novych 1€kd*®°. Mohou za to
zejména pfisnéjSi pravidla a regulani opatfeni zaméfena predevsim na podani dukazu, ze
nové léky nemaji vedlejSi ucinky. Je to i proto, Ze vyvoj nového Iéku trva v priméru cca 12
let, nez je uveden na trh. Cena tohoto vyvoje se odhaduje na 800 mil. USD pro jeden lék.
Z kazdych 5000 — 10000 navrZzenych slou€enin pouze cca 5 se dostane do etapy klinickych
zkousSek a pouze jedna ziska povoleni k pouzivani.. Proces vyvoje lIéku od vyzkumu k jeho
schvaleni pro klinickou praxi je znazornén na obr.&. 79 %,

Prva faze, vyzkum nového léku urcité choroby, se odhaduje na dva roky, pficemz je
vytvofeno a analyzovano 5000 — 10000 latek. Do stadia pfedklinickych zkousSek, které se

3% Miller F.: ,,Better Medication Sooner®, Fraunhofer Magazine, 1/2005, str.8.
365 www.zdn.cz, 18.9.2003 (zprava CTK)
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provadéji na zvifatech a které muze trvat az 3 roky, se dostane pouze cca 250 latek.
V prubéhu predklinickych zkou$ek je vyfazeno v pruméru 80 — 90 % latek, takze do prvé faze
klinickych zkousek, které se provadéji na omezeném poctu 20 - 30 zdravych pacientll a
sleduji se jejich reakce, se obvykle dostane 10 — 20 latek. Podle statistiky VFA®*® uspéje
v prvé fazi klinickych zkousek, ktera trva asi 2 roky, jen 4,7 latek. Druhou klinickou fazi
testovani o trvani necelych 2 let a provadénou na 100 — 300 nemocnych pacientech, projde
Uspésné v primeéru 3,3 latek. Treti faze zkouSek, které se provadéji na 1000 — 6000
nemocnych pacientech, trva obvykle asi 1,5 roku a projde ji uspésné v priméru 1,5 nového
léku. V pribéhu této faze se jiz obvykle zahajuje vyroba léku. Dokumentace o novych lécich
je predlozena schvalovacim organim k posouzeni. Tento proces netrva déle nez 9 - 15
mésicl. Po 10 - 12 letech prace je schvalena v priméru 1 latka jako doporu€eny lék proti
dané nemoci. Vysvétleni zakladnich pojm0 pfi interpretaci vysledkd Kklinickych zkousek

nalezneme v*%,
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367 Svobodnik A., Coufal D., Dusek L. ,,Zékladni pojmy v designu, analyze dat a interpretaci vysledki
klinickych hodnoceni 1é¢iv*, Klinicka onkologie, 18, Supplement 2005, str. 238.

»lnnovation, Stagnation: Challenge and Opportunity on Clinical Path to New Medicinal Produsts*, FDA
White Paper, 3/2004, www.fda.gov
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Jak bylo uvedeno, odhaduje se, ze prvych 5 let probiha jednak vyzkum novych latek, které
by mohly byt G¢inné proti ur€ité chorobé& nebo proti jejim nékterym projevim, jednak
laboratorni predklinické zkousky. Produktivita vyzkumu a vyvoje novych Iéku je dnes
kliSovym problémem farmaceutického pramyslu. V Ceské republice upravuje vyzkum a
proces registrace novych lékl zakon €. 79/1997 Sb. ,Zakon o |éCivech®.

5.4.3. STRUCNY POPIS POSTUPU PRI OBJEVOVANI NOVYCH LEKU

Co ovlivhuje vyzkum a vyvoj novych farmak a diagnostickych systémua? Jsou to predevSim
Ctyfi oblasti:
e Globalni problémy (pandemie, AIDS, hlad ap)
e Vliv védy a jejich poznatk (tzv. tlak védy)
e Vliv trhu a ekonomickych stimult (konkurence vyrobcu, podil na trhu apod.)
e Vliv nastupujicich védeckych smérd a technologii (molekularni biologie,
farmakogenomika, proteomika, nanotechnologie apod.)

V soucCasné dobé je nashromazdéno obrovské mnozstvi poznatkll o mechanismech riznych
nemoci, je rozlustén geneticky kod ¢lovéka a probiha vyzkum role proteinli v organizmu, jsou
vytvofeny modely nemoci, terapeutické strategie, k dispozici je rozsahla informacni
infrastruktura (knihovny latek pfipravenych metodami kombinatoridlni chemie, knihovny
targetd, banka struktur proteind apod.), vysoce vykonné pocitaové systémy a komeréné
jsou dostupna automaticka a robotizovana analyticka a experimentalni pracovisté. Sou¢asné
metody umoznuji studovat biomolekularni struktury na atomové a molekularni urovni (rtg.
krystalografie, nuklearni magneticka rezonance, elektronova skenovaci, transmisni a
sondova mikroskopie atd.). Rozvinulo se molekularni modelovani. Vyzkum a vyvoj farmak
dosahl oblasti nanometr(.

Komplikovany proces vyzkumu a vyvoje nového léku znazornény na obr. €. 78 je ve
zjednodusené podob& naznaden na obr. & 80°°. Predstavuje jak chemicky
(chemogenomicky), tak biologicky (farmakogenomicky) pfistup (viz Sipky k HITY).

5.4.3.1. Syntéza latek

Objev nového Iéku Casto zacina hypotézou, ze na rozvoj urcité nemoci pusobi urcity protein
a tudiz, Ze latka, ktera blokuje nebo brzdi €innost tohoto proteinu bude mit Ié€¢ebné ucinky.
Hledani takové latky obvykle za€ina screeningem skupiny molekul, aby se nalezly pravé ty
latky (fika se jim hity), které brzdi funkce targetu. Tyto ,hity” jsou dale zlepSovany metodami
lekaifské chemie vytvarenim ,kvalitnéjSich® molekul, které jsou pak zkouSeny na zvifecich
modelech nemoci, aby se zjistilo, zda maji pfiznivy terapeuticky ucinek. Molekuly, které mély
pfi zkouSkach na zvifecich modelech pfiznivy ucinek, jsou dale optimalizovany, aby se staly
leky s oCekavanymi vliastnostmi. Nakonec jsou s témito Iéky provadény klinické zkousky na
lidech. Syntéza latek prfedpoklada fadu operaci: syntézu a Cisténi latek, jejich charakterizaci,
feSeni problému skladovani atd. Syntéza je dnes do zna¢né miry automatizovana.

Rozsah souborl latek byl velmi rozSifen vyuzitim metod kombinatorialni chemie. Pokrok
v automatizaci vysoko vykonného provéfovani (high-throughput screening - HTS) pak
umoznil screening knihoven obsahujicich miliony latek. Nehledé na tento pokrok, je HTS
omezeno poétem komplexnich, plné vyvinutych latek, které mohou byt v praxi vyrobeny a
skladovany. V sou€asné dobé se stale hledaji nové latky a zkoumaji se jejich moznosti
Ucinné plsobit na targety.

369 www.tecan.com
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5.4.3.1.1. Knihovny biologickych latek

Knihovny biologickych latek je pojem, ktery se b&éhem velmi kratké doby vzil v oblasti studia
interakci protein-protein, peptid-protein, oligonukleotid-protein, nukleova kyselina-protein.
Pojem ,knihovna“ vsak plati zcela obecné pro interakci libovolna chemicky definovana latka
- libovolny studovany biosystém. Pfed objevenim tohoto metodologického postupu se bézné
strukturné-aktivitni studie opiraly téméf vzdy o tzv. klicové slou€eniny (volné z angl. lead
compounds) se znamou aktivitou v pozorovaném systému. Od kliCovych struktur byly a stale
jeSté jsou, Casto empiricky, odvozovany ruzné derivaty. Biochemické testy vytfidi ty

biologickych latek se stala dulezitym, kvalitativné zcela novym nastrojem pro vyhledavani
perspektivnich latek, ktery pomaha omezit tuto neproduktivni ¢ast vyvoje novych léku.
Z hlediska pouzitelnosti knihoven Ize vymezit dvé hlavni oblasti:

e Mapovani epitopu protilatek®™, vazebnych mist na receptor, vazba enzym-substrat, tj.
knihovna je zde nastrojem k poznavani pfirozenych interakci, slouzi k "ohmatani"
biologického systému.

e Vyhledavani novych perspektivnich I&Civ. V tomto pfipade knihovna slouZi k nalezeni
optimalnich struktur pro cilené zasahy do organizmu a jeho funkce.

370 Epitop - téZ antigenni determinanta, je oblast v molekule makromolekularniho antigenu, na niz se vaze
protilatka (resp. ktera vyvolava jeji tvorbu).
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Podstatou knihoven je interakce velkého, nahodné vzniklého souboru biologickych latek s
biosystémem a vyhledani téch latek z této knihovny, které jsou za interakci odpovédné.
Pokud se v souboru latek vyskytuje aktivni komponenta silné interagujici s biosystémem,
muze byt vhodnym detekénim systémem nalezena, izolovana a posléze identifikovana.

Klicovym jevem je interakce s biosystémem (napf. navazani protilatky na peptid s vhodnou
aminokyselinovou sekvenci, epitopem).

V pfipadé peptidovych knihoven je jejich nedostatkem vysoka biodegradabilita synteticky
pripravenych peptida. | peptid s vysokou aktivitou v testu s biochemickym systémem in vitro
je obvykle v realném prostiedi v organizmu enzymaticky Stépen, neprojde dulezitou
membranou nebo vyvola nezadouci imunitni reakci. Proto dllezitym trendem v aplikaci
knihoven pro vyvoj IéCiv jsou knihovny tzv. nepeptidovych struktur.

Vyvoj farmakologicky uziteénych latek bud’ sméfuje od peptidi k nepeptidim (po otestovani
knihovny je sekvence s vysokou aktivitou modifikovana tak, aby byla zvySena jeji stabilita a
zaroven nebyla snizena jeji aktivita), nebo k pfipravé knihoven latek jinych nez peptidovych.
Cesta od peptidové struktury k nepeptidové je i nadale velmi rozSifena a tvorba analogl
peptidd, napf. pomoci redukované peptidove vazby, syntetickych aminokyselin atd., je stale
Uspé&sna®’.

5.4.3.2. Identifikace receptoru (targetu)

VétSina targetl jsou proteiny. Jak bylo uvedeno v ¢asti 4.2.2., jsou proteiny makromolekuly,
které provadéji vétSinu bunéénych funkci: slouzi jako stavebni kameny bunécénych struktur,
mohou fungovat jako enzymy, které katalyzuji chemické reakce, reguluji genovou expresi,
umoziuji bunéény pohyb a vzajemnou komunikaci. Vlastnosti a funkce bunék, které tvofi
tkané, jsou prevazné urCovany proteiny. Na rozdil od genq, kterych je v lidském organismu
asi 30-40000 a zustavaji v zavislosti na riznych okolnostech neménné (napf. pfi starnuti),
proteint bylo identifikovano statisice. Proteiny podléhaji v téle neustale rGznym zménam a
proto je jejich charakterizovani obtizné. Jak geny, tak proteiny kéduji biologické informace.
Lidské proteiny mohou byt bud’ defektni nebo abnormalni po expresi, nebo proteiny mohou
byt uvnité patogennich giniteld®2. Misto interakce Iéku s targetem je &asto aktivni misto
proteinu. Identifikace potencialniho proteinu — targetu uvnitf buriky je velkym problémem
moderniho vyvoje Iékd, a proto je vyznamnym nastrojem proSetfovani (screeningu)
proteomu™. Velké potize pfi identifikaci targettl &ini separace a detekce protein.

Zrychleni identifikace targetu pfinesla stale se vyvijejici technologie usporadanych
mikrosoubor(i (microarrays). Tato technologie, pivodné pouzitd pro dekdédovani lidského
genomu, se s uspéchem pouziva pro fadu jinych ucelt (pfi studiu citlivosti nemoci, pfi
provadéni diagnéz, pfi monitorovani rozvoje nemoci, pfi toxikologickych vyzkumech, pfi
monitorovani davkovani léku atd.). Jesté pred deseti Iéty pouzivalo technologii mikrosoubor(
jen nékolik malo pracovist. Dnes vyuziva a dale rozviji tuto technologii tisice organizaci a
akademickych pracovist pfi vyzkumu i vyrobé produktl. PFi identifikaci targetl se pouziva
predevSim mikrosoubord DNA, mikrosoubort proteint (proteinové Cipy) a mikrosoubor(

371 Rinnova M. ,Knihovny struktur®, Bulletin Ceské spole¢nosti chemické, ro€. 25, 1994, ¢. 4.
372 Patogenni ¢initel — &initel chorobného pivodu
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Vv,

5.1.6.5.

5.4.3.3. Provérovani targetu

Je-li identifikovan target, je tfeba zjistit, zda je pfizpUsobitelny k intervenci nemoci a zda je to
jediny faktor nemoci, Ci je to Cast komplexniho projevu diferencialni exprese proteinu.
Proveéfeni spravnosti identifikace targetu je dulezita etapa vyvoje nového léku. Ukaze-li se az
pfi Kklinickych zkouskach, ze novy Iék je nefunkéni nebo nebezpecny, je to vétSinou pFimy
disledek nedbale nebo pfili§ rychle provedeného provéfeni spravné identifikace targetu.
Nespravné identifikovany target muze mit za nasledek nejen promarnéni dlouhé doby
testovani l1éku, ale i ztratu velkych finan¢nich prostfedka.

Tradi¢né se targety provéfuji in vivo (na modelovém zivém organismu - napf. je to bakterie
Escherichia coli, pekarské kvasnice, hmyz, hlistice, mysi, ale i primati), ale jiz del§i dobu se
pouziva screening na modelech in vitro. | kdyz in vitro zplilsobem nelze provéfovat vSechny
proti zivym modelim. RozSifenym zpuUsobem provéfovani targetu in vitro je technologie
tkariovych mikrosoubort (tissue microarray — TMA)**. Jde spi$e o makrosoubory lidskych a
jinych tkani. Jinym dulezitym nastrojem provéfovani targetl jsou proteinové mikrosoubory
pouzivané i pro identifikaci target(®”. Proteinové mikrosoubory usnadfiuji analyzu interakci
protein-protein, protein-ligand, nebo protein-lék, a proto hraji kritickou roli v mnoha oblastech
molekularni mediciny.

5.4.3.4. ZkuSebni systémy

Organizace zabyvajici se objevovanim Iékl potfebuji dnes pro vyvoj uspésného zkusebniho
systému védecké pracovniky, ktefi maji schopnosti kombinovat védecké znalosti, uc€inné
planovani a realizaci vysledkl. V sou€asné dobé se pouziva fada tradi¢nich i novych
zkusebnich systémUl, znichz mnohé jsou nabizeny renomovanymi firmami. Zku$ebni
systémy Ize rozdélit v zasadé do dvou oblasti: biochemické systémy a systémy zalozené na
zivych bunkach. Jde v podstaté o laboratorni systémy sestavené podle potfeb zakaznik( pro
provadéni potfebnych biochemickych operaci, pfipadné pro praci s burikami, pfi identifikaci a
screeningu targetl (primarni screening) a méné podrobny screening vybranych kandidatl na
nové léky (sekundarni screening).

5.4.3.5. ADME-TOX

Aby se mohl stat novy kandidat na lék ucinnym Iékem, musi byt nejen aktivni ve vztahu
k targetu, ale sou€asné mit dalSi vlastnosti, které se zkracené vyjadfuji zkratkou ADME-TOX
(Adsorption, Distribution, Metabolism, Excretion a Toxicity). Mnoho let se zkousky téchto
vlastnosti provadély in vivo. Rostouci pocet targett a kandidatl lékd (leads) vyvolal nutnost
vyvoje novych vykonnéjSich metod zjiStovani uvedenych vlastnosti, zejména zkouskami in

3 Malé molekuly. Latky tvofici buiiky, mohou byt rozd&leny do tii t¥id: anorganické ionty, malé organické
molekuly a makromolekuly. Malé molekuly jsou napt.: alifatické uhlovodiky, alkoholy, aldehydy a ketony,
organické kyseliny, estery, monosacharidy, disacharidy, aromatické uhlohydraty, aminokyseliny, lipidy atd.
Makromolekuly miizeme rozd€lit na proteiny, polysacharidy a nukleové kyseliny. Malé molekuly jsou velmi
vyznamné pii vyzkumu funkce bun€k na irovni genomul. Vétsina 1€kd, od aspirinu k antihistaminikim, jsou
latky slozené z malych molekul.

* www.chemicon.com; www.lsbio.com

5 www.biomax.us/proteinarrays.php

37
37
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vitro. Vysoce vykonna a automatizovana zafizeni pro zkouSeni ADME-TOX novych
kandidata ek nabizi dnes fada specializovanych firem.

5.4.3.6. Optimalizace klicovych sloucenin

Poslednim procesem pred provadénim predklinickych zkouSek je optimalizace vlastnosti
vybranych kli¢ovych sloucenin - kandidatl na novy Iék (v anglosaské praxi ,leads”). Je to
komplexni proces upfesfiovani chemického slozeni pro zlepSeni charakteristik 1éku s cilem
jeho vyroby pro predklinické zkous$ky. V sou¢asné dobé mnoho vyzkumnik( pouziva pfi
optimalizaci vlastnosti nového léku kombinace empirického, kombinatorialniho a racionalniho
pfistupu. Problém pfina8i rozsahlé vyuzivani metod kombinatoridlni chemie, coz vede
k formulaci latek zvy8Si molekulovou hmotnosti a hydrofébii. Zkoumaji se pFedevsim
biofyzikalni charakteristiky nového léku (rozpustnost ve vodé, strukturni stabilita pfi vySSich
teplotach (50-55°C), odolnost proti mechanickému namahani (protfepavani) atd.

5.4.4. MOZNOSTI APLIKACE MIKRO- A NANOTECHNOLOGIi

V dnesni dobé témér vSechny farmaceutické spolenosti pouzivaji podobné technologické
procesy pfi objevovani novych léCiv. Tyto postupy zahrnuji klonovani a expresi lidskych
receptorll a enzym( v systémech, jez umozriuji vysoce vykonny automatizovany screening a
rovnéz dovoluji vyuzivat kombinatorialni chemii. Jak bylo uvedeno, abychom méli relativné
vysokou pravdépodobnost, Ze najdeme novy Iék, provadime nahodny screening za pomoci
dostate€né rozsahlych a rdznorodych knihoven struktur. Vyznamny rozvoj aplikace genetiky
a genomiky s cilem pochopit spojeni mezi nemocemi a genovymi produkty je dalSi hnaci
silou vyzkumu novych Iékl. Sou€asny postup klade ddraz na objevovani novych kli€ovych
sloucenin - kandidata Iéku, které mohou byt vyuzivany v riznych aplikacich. Je skute¢nosti,
Ze pravdépodobnost, Ze se kandidat nového léku dostane na trh, zlstava prakticky
nezménéna a &ini priblizné 8 % z poc¢tu navrzenych kandidatu. Stoji za povSimnuti, Zze doba
od objevu nového Iéku az po jeho schvaleni pro trh se nesniZuje, jak by se dalo oCekavat pfi
existujici vyS8Si automatizaci mnoha procesu. Zlstavaji Cetné problémové oblasti jako
napfiklad:

« Soucasné metody syntézy latek

« Skladovani a moznost opétného pouziti latek (je nedostatecné a neadekvatni)

« ZlepSeni kvality informaci pfi vybéru targetd a jejich provéfovani

o VCasngjsi ziskavani kvalitnich udaji o ADMET v prubé&hu procesu vyvoje Iéku

« Metody screeningu (je tfeba vyrazné zvysit jeho vykonnost a snizZit spotfebu reagens)

o Atd.

Je ziejmé, Ze mnoho vyznamnych feSeni umozni aplikace mikrotechnologii a
nanotechnologii. V pfipadé nanotechnologii je to zejména proto, Zze rozmérova Skala, ve
které objevovani a vyzkum léCiv pfevazné probiha, je viceméné stejna jako ta, kterou jsou
definovany nanotechnologie - tj. od 100 nm dold smérem k atomové urovni (pfiblizné 0,2
nm). Jak je naznaceno na obr. €. 79, maji pfi vyhledavani a vyhodnocovani target
vyznamnou roli chemogenomika, funkéni genomika®®, farmakogenomika a proteomika.

Farmakogenomika je védni oblast zabyvajici se vlivem genetickych variaci na odezvu Iéku u
pacientll porovnavanim genové exprese nebo polymorfizmu jednoho nukleotidu (SNP)

376 Kramer R., Cohen D ,,Functional Genomics to New Drug Targets“, Nature Reviews Drug Discovery, 3,
2004, str. 965.
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s ucinnosti nebo toxicitou Iéku. Jejim cilem je vyvoj racionalnich prostfedku pro optimalizaci
Ié€by, s ohledem na pacientiv genotyp. Spolu s protemikou, ktera je soucasti genomiky a
zabyva se identifikaci protein( v téle a stanoveni jejich Ulohy v Zivotnich pochodech uvnitf tél
organizmu, tvofi dnes védni zaklad farmakologie. Informace plynouci s téchto védnich obor(
nachazeji vzrustajici pocet aplikaci v mnoha oblastech, nejen pfi vyzkumu novych 1éka, ale i
pfi porozumeéni a Ié€eni rakoviny, AIDS a dalSich prozatim nesnadno |éCitelnych chorob.

Konvenc¢ni zafizeni pro studium genomickych a proteomickych problému jsou draha a
naro¢na na vysoce odbornou laboratorni praci. Proto je znacna poptavka po rychlych a
nenakladnych analytickych technikach. Nové technologie by mély pomoci zmensit mezeru
mezi velkymi objemy genomickych informaci a jejich aplikaci, napf. v budouci
personifikované (osobni) mediciné. V souasné dobé pozorujeme Usilovnou snahu védcl,
vyzkumnikl a konstruktérl ve vyzkumnych pracovistich i specializovanych firmach o
miniaturizaci biolékafskych zafizeni pro genomiku a proteomiku a mnoho typl pfistroju a
technik patficich do kategorie mikrozafizeni je jiz na trhu. Nedavny pokrok pfi vyvoji zafizeni
pracujicich v oboru nanometrll, intenzivni vyuzZivani nanomateriall a vyrobnich
nanotechnologii, je slibnou perspektivou pro brzkou implemantaci pfi vyvoji Iéku i v Iékafské
praxi.

Nanotechnologie nemohou poskytnout koneéné feSeni na vSechny problémy. Je v3ak stale
jasnéjSi, ze mnohé z nastroj, které byly vyvinuty v pribéhu rozvoje nanotechnologii a
nanoveédy, jiz hraji a dale budou hrat pfi objevovani 1€kl dulezitou roli.

Jde predevéim o tyto oblasti®’”:

e Aplikace modernich zobrazovacich a analytickych metod vyvinutych pro zkoumani
v nanometrickych rozmérech

e Zlepseni identifikace a provérovani targetll novych lék

e Snizeni doby identifikace novych Iéku

e Snizeni objemu drahych &inidel pfi provadéni screeningu potencialnich léki

e Zlepseni zviditelfiovani interakce €kl s tkaném

5.4.4.1. Aplikace modernich zobrazovacich a analytickych metod

Prehled modernich zobrazovacich a analytickych metod a pfistroju, pouzivanych dnes pfi
vyzkumu i praxi v riznych oblastech biotechnologie a mediciny, je uveden v kapitole 5.1.
Mnoho z téchto metod nelze povazovat za prispévek nanotechnologie. Stale je zakladnim
zobrazovacim nastrojem konfokalni fluorescenéni mikroskop, ktery se stale vyviji a byla jiz
prolomena difrakéni bariéra (stimulovanou emisi — STED), nuklearni magneticka rezonance
(MRI), PET atd. | zde probiha vyzkum rozSifeného uplatnéni téchto metod ve vyzkumu
novych I&giv, jako napf. pouziti MRI*"®. Nicméné&, zejména nékteré zobrazovaci, analytické a
manipulacni metody, které stoji za rozvojem nanotechnologii, se jiz staly béznymi pfi
vyzkumu léku. Jsou to predevS8im zafizeni pro sondovou mikroskopii (AFM, SICM),
.mikroskopie v blizkém optickém poli (SNOM), zafizeni vyuzivajici povrchovou rezonanci
plasmond, optické pinzety atd.

377 New Report Says Nano-Enabled Drug Discovery Market to Reach $ 1,3 Billion by 2009,
www.nanomarket.net, 3/2005

37 Beckmann N. ,,Jn Vivo Magnetic Resonance Techniques and Drug Discovery®, Brasilian Journal of Physics,
36, No. 1A, 20006, str. 16.
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5.4.4.2. ZlepSeni identifikace a provérovani targetti novych Iéku

Rozhodujici technikou, ktera umozni zlepSeni identifikace a provéfovani targetl novych léku
je jejich vysokovykonné proSetfovani technikou mikro- a nanosouborl a vyvoj novych
biosenzord. O moznostech técthto technik jsme se zminili v podkapitole 5.1.6.5. a v kapitole
5.2. S aplikaci novych metod se zvysi i jejich citlivost, a tim i spotfeba drahych Cinidel — viz
napf. podkapitola 5.2,4 o metodé Bio-bar Code Assay.

5.4.4.3. ZlepSeni zviditelnovani interakce Iékl s tkAnémi

Ocekava se, ze vyznamnou roli sehraji v budoucnosti kvantové tecky, které maji podstatné
vétsi intenzitu flourescence nez tradicni fluorescencni barviva — viz podkapitola 5.3.1.2. Pro
jejich bezpe&nou aplikaci in vivo je zapofebi provést fadu toxikologickych vyzkumd.

5.4.5. CILENA DOPRAVA LEKU DO ORGANIZMU

Velmi pomaly pokrok v lIé€bé téZkych nemoci vedl védce k pfijeti postupu, ktery zahrnuje
mnoho obor0 a ktery znamena cilenou dodavku léku do organizmu a jeho uvolfiovani. Nové
systémy dodavky Iéku do organizmu kombinuji nauku o polymerech, farmakologii, chemii
biokonjugatd a molekularni biologii. Cilem je zlepSit kontrolu nad farmakokinetikou a
farmakodynamikou lékli, nad jejich nespecifickou toxicitou, imunitnimi reakcemi,
rozpoznavanim biologickych systému a zaroven zvysit G¢innost Iékd. Dulezitost problému je
zfejma z obr. €. 77 , kde je uvedena procentualni hodnota podilu systému dopravy l€kd na
celkovém objemu trhu s 1éCivy.

Obecné, doprava Iéku do organismu je proces, kdy léCivo je podavano do téla kontrolovanym
zpUsobem. Je to dllezita oblast, ktera pfi objevovani novych Iéki nemulze byt pominuta.

5.4.5.1. Zpusoby podavani lékt

Vybér léku je Casto ovlivnén zplsobem, jakym je 1€k podavan, jelikoz zde muze byt rozdil v
tom, bude-li Iék plsobit UspéSné nebo neuspésné. Vybér zplsobu podani Iéku muze tedy byt
ovlivnén tim, zda jej pacient akceptuje, dale dilezitymi vlastnostmi léku (. jeho
rozpustnosti), schopnosti dosahnout cile — mista nemoci nebo uc&innosti Iéku v boji se
specifickou chorobou.

lékd je na bazi proteini a peptid. Casto nabizeji velky potencial pro G&inngjsi terapeutika,
ale nepfekonavaiji lehce slizniéni povrchy a biologické membrany, dochazi k jejich snadné
deformaci nebo znehodnoceni, maji sklon k rychlé degeneraci v jatrech a v jinych tkanich
téla a rovnéz vyzaduji pfesné davkovani. V souCasné dobé jsou proteinové léky obvykle
podavany injekcemi, ale tuto cestu pacienti akceptuji méné a kromé toho to vyvolava
problémy s koncentraci léku v krevnim ob&hu. Navzdory pifekazkam, které pro uspéSnou
dodavku léku do organismu existuji v gastrointestinalnim traktu (hydrolyza v zaludku
vyvolana kyselinou, odbouravani Iéku enzymatickym pusobenim v celém gastrointestinalnim
traktu, bakterialni kvaseni v tlustém stfevé), je tedy peroraini zpisob podavani Iéku stale
intenzivné zkouman, jelikoz nabizi ty vyhody, zZe je pohodiny a levny ve smyslu podavani
léku ijeho vyroby.

Parentalni cesty podavani léku (tj. mimo zazivaci trakt - intravenézné, intramuskularné
nebo podkozné) jsou velmi dulezité. Na trhu jsou k dispozici pouze jediné systémy, které
jsou podavany intraven6zné, a to jsou liposomy. Nanometrické nosi¢e 1ékd maji ohromny
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potencial pro zlepSeni dodavky lékl prostfednictvim nosnich a sublingvalnich cest, pficemz
pfi podani léku obéma zplsoby se tak vyhneme prvnim G¢inkim metabolismu, a jejich
vyuziti spociva i tam, kde je obtizny pfistup, tj. v o€nich, intraartikularnich a mozkovych
dutinach. Bylo mozné dopravit peptidy a vakciny pfi systematickém vyuzivani nosnich cest
tim, ze aktivni makromolekuly Iéku byly pfipojeny k nanocasticim. Kromé toho zde jesté
existuje moznost, jak zlepSit dostupnost 1€kt do oéniho okoli, jsou-li podavany v koloidnim
nosici léku.

Podavani Iékl pres plicni systém je rovnéz velmi dulezité a je provadéno riznymi zpusoby
— prostfednictvim aerosoll, systému inhalace, kdy je odméfena davka Iéku, pomoci praska
(inhalatory suchych praskud) a roztoky (rozprasovace), které mohou obsahovat nanostruktury
jako jsou liposomy, micely, nanocastice a dendrimery. Aerosolové produkty vyrabéné pro
dodavku lékl dychacimi cestami tvofi vice nez 30% vSech systém( dodavky léku do
organismu na trhu. Vyzkum v oblasti podavani Iéku skrze plice je veden snahou vyuzit toho,
Ze timto zpusobem bude potencialné uspésSna dodavka proteinovych a peptidovych léki do
organismu. Tento mechanismus dodavky léku se jevi slibny a efektivni i v oblasti genové
terapie (1j. v 1éCbé cystické fibrozy), a rovnéz proto, Ze je potfeba nahradit freonové pohonné
latky obsazené v inhalacnich systémech s odméfovanymi davkami Iékd. Dodavka léku do
organismu pfes plicni systém umoziuje dopravit Iék pfimo do cilového mista v 1é¢bé
respiraCnich chorob a stale vice se zda, Ze to je realizovatelna volba, jak systematicky
dodavat Iéky do organismu. Uspésnost dodavani proteinovych Iékd do organismu pres plicni
systém je vSak nabouravana proteazami v plicich, které redukuiji jejich celkovou biologickou
dostupnost a rovnéz i bariérou mezi krvi ve vlasecnicich a vzduchem v alveolach (bariéra
krev — vzduch).

Transdermalni dodavkou lékii do organismu se muzeme vyhnout takovym problémum
jako je podrazdéni v gastrointestinalnim traktu, metabolickym potizim, odchylkdm v rychlosti
dodavky €i porucham pfi dodavce v dasledku pfitomnosti potravy. Je rovnéz vhodna pro
pacienty v bezvédomi. Technika je obecné neinvazivni, je dobfe pacienty pfijimana a Ize ji
vyuzivat k lokalni dodavce Iéku po nékolik dni. Nedostatkem je nizka rychlost penetrace,
davkovani neni flexibilni a/nebo prfesné a a je omezeno na Iéky s nizkou koncentraci.

Systémy dodavky Iékl pres tkan a systémy lokalni dodavky Iékii do organismu patfi
mezi systémy, které musi byt nutné pevné zafixovany k vyfiznuté tkani v prubéhu
chirurgického zakroku. Cilem je dosahnout zvySeného farmakologického efektu a
minimalizovat systémovou toxicitu spojenou s podavanim léku. Systémy dodavky Iéku pres
tkan jsou tyto: Zelatinové gely s nakladem Iéku, které se vytvareji in situ a pfilnou k
vyfiznutym tkanim, pfiCemz se uvolni léky, proteiny nebo adenoviry se zakdédovanymi geny;
zelatinové gely se zafixovanou protilatkou (cytokinova bariéra — rozpustny faktor
produkovany burikami), které vytvareji bariéru, jez mize na cilové tkani zabranit tomu, aby
tuto tkan cytokiny prostoupily; dodavka Iéki na bunécéné bazi, ktera obsahuje geneticky
zmeénény oralni mukdzni epitelialni poviak implantovany do buriky; dodavka Iéka do
organizmu fizena pfistrojem — zafizenim pro infuzi Iéku, které lze znovu Iéky naplnit a jez
muze byt pfipojeno k vyfiznutému mistu.

Dodavka genu do organismu je narocny ukol v lé¢bé genetickych poruch. Do cilovych
bunék musi byt zaveden plazmid DNA. Nasledné je potfeba jej prepsat a geneticka
informace musi byt nakonec pfenesena do odpovidajiciho proteinu. Abychom toho dosahli,
je tfeba prekonat mnoho prekazek. Systém dodavky genli do organismu musi byt zaméren
na cilovou buriku, pfepraven pfes buné&nou membranu, pak musi byt zachycen a odbouran
v endolysosomech a plazmid DNA pfepraven nitrobuné&cnou cestou do jadra.
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Vsechny vySe uvedené metody maji své vyhody i nevyhody. Bohuzel, vedlejSi efekty jsou
v fadé pfipadu velké, zejména v pFipadech, kdy léky jsou uréeny k zabijeni bunék (léCeni
rakoviny). V posledni dobé je problémem i doprava ve vodé nerozpustnych Iék( na uréené
misto. Pilulky a injekce slouzi velmi dobfe, ale pacienti s chronickymi nemocemi, jako jsou
cukrovka nebo srdecni onemocnéni, nejsou pfilis spokojeni. Probiha proto intenzivni vyzkum
dalSich zpusobu dopravy lékl. Moderni technologie poskytuji nova, prakticky pouzitelna
feSeni optimalizace dopravy farmaceutickych vyrobki na misto uréeni v téle. Léky je
zapotifebi béhem jejich dopravy na cilové misto chranit, aby se zachovaly jejich chemické a
biologické vlastnosti, potfebné pro u€innou Iécbu. Nékteré léky jsou totiZz toxické a mohou
zpusobit nezadouci vedlejsi uCinky a omezit IéCebny ucinek, jsou-li béhem dopravy
rozloZeny.. Dopravni doba a Sance uspésné dopravy Iéku se velmi liSi v zavislosti na tom,
kde jsou Iéky absorbovany (napt. v traéniku®® nebo v tenkém stfevé apod.), ptipadné zda je
nutné prekonat urgité prirodni obranné mechanismy (napt. hemoencefalickou bariéru®?).
Jakmile dosahne Iék misto svého urceni, je zapotfebi, aby byl pro jeho optimalni u€innost
uvolnén urgitou rychlosti. Uvolni-li se lék pfili§ rychle, muze byt zcela absorbovan nebo mize
zpusobit zazivaci potize, ¢ mit jiné vedlejSi UCinky. Systém dopravy Iéku musi pozitivné
pusobit na rychlost absorpce Iéku, jeho distribuci, metabolismus a vylou€eni. Systém
dopravy léku musi dale umoznit, aby byl Iék pfipojen k cilovému receptoru (targetu) a ovlivnit
jeho €innost a signalizaci.
Systém dopravy 1€k ma vyznamna omezeni co se tyka pouzitych materialt a technologie
vyroby. Materialy musi byt biokompatibilni a musi se snadno vazat na Iék. Musi byt po
pouziti schopné degradovat na fragmenty, které jsou pak bud metabolizovany nebo
eliminovany normalnimi vylu€ovacimi cestami. Vyrobni technologie musi byt nakladové
pfizniva.
Mikro- a nanotechnologie nabizeji nova feSeni dopravy Iéku. Jsou to:

e RUzné druhy nanostrukturnich materiall, které je mozné pouzit pfi dodavce lékl do

organizmu jako jejich nosiCe (nanoprasky, nanopouzdra, fullereny, nanotrubice,
dendrimery, kvantové teCky a nanoporézni materialy)

o Mikro- a nanosystémy (pumpy a ventily, MEMS a NEMS zafizeni, soubory mikro- a
nano jehel )

5.4.5.2. Nové systémy cilené dopravy lékti do organizmu - pfinos
nanotechnologii

Systémy dopravy |éki maji znaény dopad na l|ékarské terapeutické technologie, velmi
Zlepsily u¢innost mnoha existujicich I1€kd a umoznily pouziti zcela novych l1é€ebnych postupd.
Usili o miniaturizaci zafizeni pro dopravu lék( z makro rozmérd (> 1 mm) k mikro rozméram
(100 — 0,1 ym) k nano rozmérim (100 — 1 nm) nabidlo integrované systémy, které kombinuji
technicka zafizeni s terapeutickymi molekulami (malé molekuly, nukleové kyseliny, peptidy a
proteiny) a umoznilo vytvafeni implantovatelnych zafizeni, které mohou monitorovat

zdravotni stav a poskytnout profylaktické nebo terapeutické ptisobeni in situ*®’.

Motivaci pro zmenSovani rozmérl sytému pro dopravu léku je:
e co nejmensi zasah do téla
e cilena terapie specifickych druhl tkani

37 Traénik — nejvetsi cast tlustého stieva

% Hemoencefalicka bariéra brani kontaktu mozku s nékterymi nezadoucimi latkami. Mozek a micha jsou
odddéleny od krevniho fecisté kompartmentem, ktery predstavuje mozkomisni mok (likvor).

3 12 Van L.A. et al ,,Small — scale Systems for in vivo Drug Delivery®, Nature Biotechnology, 21, 2003, str.
1184.
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e zvySeni UuCinnosti I€kU

e snizeni davky a vedlejSich ucinku
Nové systémy cilené dodavky léku do organizmu maji za cil minimalizovat znehodnoceni
léku a jeho ztratu, zabranit jeho Skodlivym vedlejSim U€inkim a zvysit dostupnost léku v
misté vyskytu nemoci. Jako nosiCe Iéku slouzi mikro a nanocastice, mikro a nanokapsle,
lipoproteiny, liposomy a micely, které mohou byt zkonstruovany tak, aby se odbouravaly
pomalu, reagovaly na podnéty a mély specificky ucinek v misté pusobeni. Mechanismy
zacileni mohou byt bud pasivni nebo aktivni. Pfikladem pasivniho zacileni je pfednostni
akumulace chemoterapeutik v tumorech tuhé konzistence, ktera je disledkem krevniho
zasobeni nadorové tkané ve srovnani s tkani zdravou. Aktivni zacileni spociva v chemickém
~dekorovani“ povrchu nosi¢l léku molekulami, coz umozriuje, aby byly selektivné pfipojovany
k nemocnym bufkam.
Rizené uvolfiovani léki je rovnéZz dulezZité pro uspéch v 1é&bé. Toto uvolfiovani léki mize
byt trvalé nebo periodické. Zpusoby plynulého uvolfiovani Iékl zahrnuji napf.polymery, které
uvolnuji Iék ven z polymeru Fizenym zpisobem pomoci difuze nebo odbouravanim polymeru
v prib&hu doby. Casto je upfednostiovano periodické uvolfiovani léku, jelikoz jde o
napodobeni zplsobu, kterym télo pfirozené vyrabi hormony jako napfiklad inzulin. Toho Ize
dosahnout pomoci polymerud nesoucich 1€k, které reaguji na specifické podnéty (napfiklad na
pusobeni svétla, na zmény pH nebo teploty).

Jiné metody tykajici se dodavky Iéku do organizmu, které jsou zalozené na nanotechnologii,
se zameérfuji na prfekonani urcité fyzikalni bariéry jakou je napfiklad hemoencefalicka bariéra;
nebo si kladou za cil nalézt alternativni a pfijatelné cesty, jak dorucit novou generaci Iékl na
bazi proteinl jinym zpusobem nez pres gastrointestinalni trakt, kde muze dojit k
znehodnoceni 1ék(. Nanovéda a nanotechnologie zadinaji pfedstavovat zakladnu pro
inovacni techniky dodavky Iéki do organizmu, které mohou byt velkym pfinosem pro
pacienty a zaroven mohou vytvofit novy trh pro farmacuetické firmy a spoleCnosti zabyvajici
se dodavkou Iéku do organizmu.

Je v8ak logické, Ze zafizeni nemuze byt pfili§ malé, aby bylo schopné zajistit dodavku Iéku,
které vyzaduji davkovani v mikrolitrech a vétSich objemech. DneSni davka je typicky
v desitkach az stovkach pg. Snizovani rozméru totiz rychle snizuje objem, ktery je
k dispozici. Zafizeni, které obsahuje zasobnik o krychli se stranou 1 mm, obsahuje objem
1ul, 100 um?® obsahuje 1 nl a 10 pm® obsahuje 1 pl. Do uréité miry mize byt mala kapacita
malorozmérnych systémua dodavky l1éka zvétSena jejich pouzitim ve vazbé na vétsi nadobky
(v rozsahu ml nebo mm) nebo pouzitim souboru téchto zafizeni.

Je tfeba poznamenat, Ze klasické rozdéleni rozmérové Skaly na makro-, mikro- a
nanorozméry neni v pfipadé popisu a porovnavani metod dodavky Iéka pfili§ vhodné, spise
se da hovofit o malorozmérovych systémech.

5.4.5.2.1. Nosice léku

Uspé&sny systém nosite 1ék( musi mit schopnost dopravovat optimalni mnozstvi léku a
umoznit jeho uvolfovani, musi mit dlouhodobou skladovatelnost a nizkou toxicitu. Koloidni
systémy jako jsou napfiklad roztoky micel, disperze vezikul a tekutych krystald a rovnéz i
disperze nanocastic, které maji primér v rozmezi 10 — 400 nm, se zdaji byt velkou nadé&ji
jako nosiCe v systémech dodavky lékl do organizmu. Mezi hlavni kandidaty Ize podcitat
nasledujici materialy:

Micely: Léky mohou byt zachyceny v jadru micely a prepraveny v jesté vétSich
koncentracich nez je jejich skute¢na rozpustnost ve vodé. Kolem micely mlaze vzniknout
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hydrofilni plast, ktery u¢inné chrani jeji obsah. Kromé toho mlze vnéjsi chemie plasté branit
rozpoznani micely retikuloendotelidlnim systémem, a tim i zabraniit jejimu pfed€asnému
odstranéni z krevniho fecisté. DalSi vlastnost, ktera Cini micely atraktivnimi, je to, ze Ize
zménit jejich velikost a tvar. Chemické techniky vyuzivajici sitovani molekul mohou zlepSit
stabilitu micel. Micely Ize rovnéz chemicky zménit tak, aby selektivné vyhledavaly targety
mnoha nemoci.

Liposomy: Jak jiz bylo uvedeno, liposomy jsou malé fosfolipidové dvouvrstvé vacky
(vezikuly). Jejich zakladnimi molekulami jsou amfifilické fosfolipidni molekuly, které
spontanné tvofi liposomy ve vodnim prostfedi. Hydrofilni konce globularnich dvojvrstev mifi
k vodni strané, hydrofobické konce jsou oboustranné orientovany do stfedu vrstvy. Liposomy
mohou byt tvofeny jednou (primér ~ 20-50 nm) nebo dvéma (primér az do 10 pm)
lamelami. Problémem je, ze konvenc¢ni liposomy jsou rychle v organizmu likvidovany
fagocyty. Maji i nizkou stélost pfi skladovani. Cestou pro odstranéni téchto problémi je
povlékani liposomu.

Firma ALZA vyvinula liposomovou technologii STEALTH® pro intravenézni aplikaci, napf.
lék( proti rakoving®®2. Technologie pouziva povlak liposomu polyetylenglykolem (PEG)...

Dendrimery (5.3.5) jsou polymerni nanometrické makromolekuly. Sestavaji z centralniho
jadra, rozvétvenych jednotek a terminalnich funk&nich skupin. Vlastnosti rozpousténi v dutiné
uvnitf jadra urCuje chemie jadra, zatimco vnéjSi chemické skupiny urluji rozpustnost a
chemické reakce samotného dendrimeru. Dendrimer je nasmérovan na nemocné misto
pfipojenim specifickych linkerd (spojnikd) k vnéjSimu povrchu dendrimeru, coZ mu umozriuje
se navazat na nemocné mistoi, zatimco pomoci povle€eni dendrimerd PEG fetézci Ize
dosahnout jejich stability a ochrany pfed fagocyty.

Tekuté krystaly kombinuji v sobé vlastnosti jak kapalné, tak i pevné faze. Tekuté krystaly
Ize vyrobit tak, aby vytvarely rizné konfigurace a mély stfidajici se polarni a nepolarni vrstvy
(tj. lamelarni faze), uvnitf nichz mohou byt zakomponovany vodni roztoky I€ka.

Nanocastice, v€etné nanokouli a nanopouzder — obr. €. 81, mohou byt amorfni nebo
krystalické. Jsou schopny absorbovat a/nebo opouzdfit lék, a tim jej ochranit pfed
chemickym a enzymatickym znehodnocenim. V nanopouzdrech je Iék uzavien v dutiné
obklopené polymerni membranou, zatimco nanokoule sestavaji z pevné matrice, v které je
Iék fyzikalné rovnomérné rozptylen.

Z anorganickych materiald se uplatnily nanocéastice zlata (5.3.1.1.), ke kterym se ucinné
latky a cilové molekuly mohou pfipojit prosttednictvim thiolové vazby®®. Nanog&astice zlata
mohou byt i souc¢asti mikropouzder vhodnych pro dopravu Iéku. Mikropouzdra s opticky
adresovatelnym obalem sestavajicim z polyelektrolytu a zlatych nanocastic byla vyvinuta na
University of Melbourne, Department of Chemical Technology and Biomolecular Engineering,
Centre for Nanoscience and Nanotechnology®®*. Mnohovrstva polymerova obalka byla
infiltrovana nanocasticemi zlata o priméru 6 nm, ktera reagovala na kratkodobé ozareni
infraervenym pulsem laseru (10 ns). Nanoc&astice absorbuji svétlo a pfeméni je v teplo,
které rozrusi mikropouzdo a uvolni obsah. Ozafenim pfi vhodné vinové délce se mohou
zahrat i ¢astice v hlubSich vrstvach kuze.

Jako nosige Iéki se uplatnily i nanoéastice SiO, (5.3.1.3.)°%.

382 www.alza.com/alza/stealth

3% Goodsell D.S.: ,Bionanotechnology*, Wiley-Liss, Hoboken,N.J., 2004, str. 24, ISBN 0-471-41719-X
¥ Lewis S.: ,,Gold Nanoparticle-shelled Polymer Capsules Show Drug Delivery Potential“, NanoBiotech News,
3, No. 9, 3/2005

385 www.nanomat.com
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Pro dopravu Iéku se rovnéz pouzivaji rlizné prirodni nebo biokompatibilni syntetické
polymery jako jsou: polysacharidy, polymlééna kyselina (poly lactic acid - PLA), polylaktidy,
polyakrylaty, polyalkylcyanoakrylaty, polyalkylvinylpyrolidony nebo akrylové polymery. Jsou-li
polymerni nanoc¢astice vstfiknuty do Zzil, jsou obvykle béhem kratké doby absorbovany
fagocyty. Tento efekt ma za nasledek, Zze pouziti polymernich ¢astic v dodavce léku do
organismu je omezené v pfipadé, ze chceme cilené akumulovat lék v urcitém organu. V
soucasnosti se zkouma, jak predejit fagocytéze tim, Zze budou Castice povile€eny specialnimi
molekulami. Polymerni nanocastice jsou obvykle ve tvaru kouli. Problémy: deficit vhodnych
vyrobnich procesu, které by byly vzhledem k vynalozenym nakladim efektivni, cytotoxicita
Vyzkum: optimalizace povrchu polymernich nanocastic s cilem zvysit obdobi retence, vyvoj
polymernich nanoc&astic pro hydrofilni slou¢eniny (peptidy, proteiny, oligonukleotidy), vyvoj
polymernich nanoc&astic pro oralni pouziti.

Dodavku nanocastic hluboko do plicnich tkani, kde jsou rychle absorbovany, je mozné
provadét prostfednictvim aerosold. Napf. modifikované polystyrenové nanocastice (25 nm,
170 nm, 1000 nm) byly pro dopravu aerosolem umistény do poréznich nosnych Castic o
rozméru cca 5 pm a hmotnosti 0,1 g/m> a méné, &¢imz se zkombinovala snadnost dopravy
pomoci aerosolu s bioaktivitou nanocastic, které se uvolnily ze své ,schranky“ hluboko
v plicni tkani. Nanocastice mohou byt z rliznych materiald. Ukazalo se, Ze vyvinuty systém je
robustni a mdZze mit mnohostranné vyuziti®®°.

Nanocastice . e
Nanopouzdro O .

Obr. ¢. 81 Nanocastice a nanopouzdro

Nanoporézni materialy maji otvory mensi nez 100 nm a Ize je charakterizovat jako velmi
houbovité latky s nepatrnymi péry. Nanoporézni materialy se vyrabéji z rozli€nych materiall
jako napf. z uhliku, kfemiku, riznych polymerl, keramiky a dalSich sloucenin. Zajimavym
materialem je POSS (polyedricky oligomerni silsesquioxan). Nanoporézni materialy jsou
pouzitelné pro dopravu Iéki na zadané misto proto, Zze umoziuji obejit télesny imunitni
systém. Klinické zkousky probihaji napf. s nanoporéznimi SiO, a fosforeCnanem vapenatym
pro dopravu insulinu inhalaci.

Molekularné tisténé polymery maji ohromny potencial v oblasti dodavek Iéki do
organizmu. Jako pfiklad mohou slouzit: dodavky Iéku do organizmu s naprogramovanou
rychlosti, kde se Iék ze systému Sifi podle specifického rychlostniho diagramu; dodavka Iéku
do organizmu s regulovanou aktivaci, kde je uvolfovani léku aktivovano prostfednictvim
urcitych fyzikalnich, chemickych nebo biochemickych procesu; dodavka Iéku do organizmu

386 Tsapis N. et al ,,Trojan Particles: Large Porous Carriers of Nanoparticles for Drug Delivery®, PNAS, 99,
2002, str. 12001.
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regulovana zpétnou vazbou, kde rychlost uvolfiovani léku je regulovana prostfednictvim
koncentrace spoustéciho agens, ktery je aktivovan koncentraci Iéku v téle.

Na rozdil od vétSiny uvedenych aplikaci, je aplikace metody molekularniho otisku v raném
stadiu vyvoje. Lze oCekavat, ze v pfistich nékolika letech dojde k vyznamnému pokroku,
pficemz se bude vyuzivat i vyvoje technologii z jinych oblasti.

5.4.5.2.2. Mikro- a nanosystémy

Kapalné preparaty vytvarejici (polo) tuhé depotni (zasobovaci) misto poté, co byly
podkozné vstfiknuty, pfedstavuji z hlediska mimostievnich (ne Usty) aplikaci atraktivni
systémy dodavky léku do organizmu. Jsou méné invazivni a méné bolestivé ve srovnani s
implantaty. Umoznuji, aby byly Iéky dodavany lokalné nebo systematicky po dlouhou dobu,
obvykle je to nékolik mésicu.. Tyto depotni systémy mohou minimalizovat vedlejSi ucinky tim,
Ze jsou schopny stale plsobit podobné jako infuze, coz je obzvlasté dllezité u dodavek
proteind s uzkym IéCebnym zaméfenim. Maji rovnéz tu vyhodu, Ze je Ize relativné levné a
jednoduse vyrobit.

MEMS (NEMS). Dulezitym cilem pfi fizeném uvolfovani Iéku v organizmu je vyvoj mikro-
(nano)metricky vyrobeného implantovatelného zafizeni, které ma schopnost na pokyn
skladovat a uvolfiovat potfebné mnozstvi I€ka. Posledni pokrok v mikroelektromechanickych
systémech (MEMS) umoznil, Ze byly vyrobeny mikroCipy s fizenym uvolfiovanim latek, jez
maji nasledujici vyhody:

e mUze byt uskladnéno nebo uvolfiovano mnoho druht chemikalii v jakékoliv formé (tj.
v pevném Ci kapalném skupenstvi nebo ve formé gelu);

e spoustéfem pro chemické uvolhovani latek je rozpad bariérove membrany, ktery
nastane tim, Ze je aplikovan elektricky potencial;

e mnoho vysoce ucinnych Iékd mize byt potencialné doru¢eno pfesné a bezpecné;

e je mozna i lokalni dodavka léku, pfiCemz nastava vysoka koncentrace Iéku tam, kde
je jej potfeba, zatimco systémova koncentrace léku zUstava na nizké Urovni;

e zavedenim bariérové membrany se vyhneme praniku vody do zasobniku, ¢imz se
zvySi stabilita 1€ka na bazi konjugovanych proteint, které maji omezenou Zivotnost
obalky.

e zafizeni se vyvijeji pro uvolhovani riznych davek lékd, a to jak pro okamZitou tak
dlouhodobou dodavku (rok). Nékteré mohou byt doplfiovany Iékem béhem provozu.

Syntéza zadané molekuly in vivo na objednavku je novym pfistupem k dodavce Iéku.
Zarizeni pro tento zplsob dodavky lékl umoznuje syntézu terapeutik (napf. peptidd nebo
proteinud) s velkou pruznosti, napf. molekuly mohou byt syntetizovany kdy je tfeba, bud mikro
chemickém syntetizatoru nebo v programovatelné ,zachycené® burice s vhodnou DNA. Tato
zafizeni vyuzivaji pokrokd v mikrofluidice®®. Aplikace téchto zafizeni se o&ekava
v nedaleké budoucnosti.

Inteligentni systémy umoznuji Fizeni davkovani Iéku vrealném Case v zavislosti na
zménach chemické a fyziologické situace. V zasadé se pro dodavku léku k cilové tkani
pouzivaji dva hlavni pfistupy: a) aktivace molekularnich interakci svétlem, RF
(radiofrekvencni) a ultrazvukovou energii; b) systémy s materialy, u nichz kinetika uvolfiovani
Iékd mlze byt ménéna externimi stimuly.

7 Saltzmann W.M., Olbricht W.L. , Building Drug Delivery into Tissue Engineering®, Nature Reviews Drug
Discovery, 1, 2002, str. 177.
Hansen C.L. et al ,,A Robust and Scalable Mikrofluidic Metering Method that Allows Protein Crystal
Growth by Free Interface Diffusion, PNAS, 99, 2002, str. 16531.
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Aktivace molekularnich interakci. Jiz pfed 25 lety za€alo studium moznosti lokalniho ohfevu
nadord  zprostfedkovaného RF nebo ultrazvukem (hypertermie)?®®. V posledni dobé se
vyzkum zaméfuje na miniaturni feromagnetické a superparamagnetické Castice, které se
vstfikuji do nadoru a umozniuji ohfev tkané s minimalnimi potizemi pacienta.

Inteligentni_povrchy a materialy. Rizené uvolfiovani 16k z degradujicih polymer( je dobfe
znamé a v souCasné dobé se vyvijeji nové druhy materiall, v€etné téch, u kterych je mozné
ménit rychlost uvolfiovani in vivo. U posledné zminénych materiall to naznaCuje moznost
vyvoje zafizeni s programovatelnou zménou kinetiky uvolfiovani 1€kl externimi stimuly.
Jednim z téchto materiald jsou hydrogely, polymery, které vytvareji trojrozmérné hydrofilni
sité, do kterych je mozné vlozit potfebné latky. Hydrogely, jsou-li exponovany ve vodé,
bobtnaji, ale nerozpoustéji se. Jejich schopnost absorbovat a uvolfiovat I1€ky je mozné Fidit
modifikaci jejich molekularni konstrukce. Byly vyvinuty razné druhy hydrogell, véetné téch,
které jsou citlivé na specifické protilatky, které se rozpoustéji pfi pfilozeném naboji nebo u
nichz se vzniklé nabobtnani po pfilozeni elektrického naboje opét reverzné zmensuje. Kazda
z uvedenych vlastnosti naznacuje cesty k regulovani rychlosti uvolfiovani Iéka z matrice
hydrogelu nebo ze zasobniku &i kanalt pokrytého hydrogelem.

Dale se nabizi moznost vyuziti nanostrukturovanych inteligentnich povrchl. Jsou to
predevSim elektricky fiditeIné povrchy, které poskytuji pfimou metodu pro zménu (pfepinani)
rychlosti uvolfiovani |ékid. Pomérné nedavno byla popsana metoda pouzivajici
samosestavenou monovrstvu o tloustce 1 nm kzménam své molekularni konformace
s nabojem. Vysledkem byly reverzni zmény z hydrofébniho stavu na hydrofilni v disledku

malych zmén v naboji*®.

DalSi moznosti pro fizenou dodavku Iéku je jeji spojeni s implantovanymi biosenzory a
jinymi implantaty (kardiostimulatory, stenty). V soucasnosti je nejvétsim problémem v této
oblasti vyvoj plné biokompatibilnich (Tab.€.Vl.) a stabilné se zpétnou vazbou pracujicich
senzorl. Mnoho dfivéjsich pokusu se zaméfilo na systémy integrujici dodavku Iéku a indikaci
obsahu cukru v krvi pfi |éCb& cukrovky. Zatim neni na trhu zadny pIné automaticky
dlouhodobé& vyhovujici in vivo systém®®. Systémy selhavaji predevsim z diivodu vyskytu
usazenin z reakci tkané (zanéty, zmnozeni vaziva).

Mnoho vyzkumnych praci se zaméfuje na bezdratovy pfenos energie k implantovanym
senzorlm, coz by umoznilo zmenSit jejich rozméry a prodlouzit jejich Zivotnost. Pro aplikace
pfi méfeni intraokularniho, intrakranialniho a arteriarniho tlaku byla vyvinuta Fada
bezdratovych ¢i pasivnich senzor(l vyuzivajici RF pfenos energie. Pro pfenos energie byl
vyuzit i ultrazvuk, ktery muze proniknout hloubéji do tkané nez RF signal. Jinym pokusem o
generaci energie in vivo byl vyvoj palivového &lanku pohanéného glukézou®?. Vyvoj neustale
probiha.

Kazdorocné se do lidskych tél implantuje miliony implantatu, které mohou potencialné slouzit
jako zafizeni pro mistni dodavku léka. Jednou z jiz pouzivanych metod jsou léky povieCené

stenty. Léky slouZi k potladenti rizika resten6zy>%.

Zavérem k této Casti Ize konstatovat, ze idealni systém pro in vivo dodavku léki by mél byt
schopen stanovit kde a jestli je davka Iéku zapotfebi a pak zajistit tuto dodavku automaticky
a po potfebnou dobu. K spinéni tohoto cile bude ziejmé zapotfebi jest€ mnoho let védecké a
vyzkumné prace.

3% Lahann J. et al ,»A Reversibility Switching Surface®, Science, 299, 2003, str. 371.

3% Kerner W. ,,Implantable Glucose Sensors: Present Status and Future Development*, Experimental and
Clinical Endocrinology & Diabetes, 109, 2001, str. S341.

3 Sonoda s. et al ,,Taxol-based Eluting Stents from Theory to Human Validation: Clinical and Intravascular
Ultrasound Observations, J. Invasive Cardiol., 15. 2003, str. 109.
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Tab. €. VI. Biokompatibilita - definice®"

Biokompatibilita dlouhodobé implantovanych zafizeni je schopnost zafizeni
poskytovat zamyslenou funkci s pozadovanym stupném spojeni s hostitelem, bez vyvolani
nezadoucich mistnich nebo systémovych jevu v hostiteli.

Biokompatibilita kratkodobé implantovanych zafizeni. Biokompatibilita medicinskych
zafizeni, ktera jsou umysIné umisténa do kardiovaskularniho systému za ucCelem
kratkodobé diagnostiky nebo z terapeutickych divodd, je schopnost zafizeni provadét
zamySlenou funkci v proudu krve, s minimalni interakcemi zafizeni s krvi, které by
nepfiznivé ovlivnily &innost zafizeni. Cinnost zafizeni nesmi rovnéz indukovat
nekontrolovanou aktivaci bunéénych proteini a proteind v plasmatické membrané
vedoucich ke kaskadovitému srazeni krve.

Biokompatibilita produkt tkanového inzenyrstvi. Biokompatibilita skeletu nebo matrix
pro vyrobky tkanového inzenyrstvi je schopnost plsobit jako substrat, ktery podporuje
uritou bunéénou aktivitu zahrnujici ¢innost molekularnino nebo mechanického
signalizaCniho systému, za ucCelem optimalizovat regeneraci tkané bez vyvolani jakékoliv
nezadouci mistni nebo systémové odezvy v pfipadném hostiteli.

' http://en.wikipedia.org/wiki/Biocompatibility
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5.5. NANOMEDICINA

V uvodu kapitoly 5. jsme uvedli definici nanomediciny pfedlozenou ESF: nanomedicina je
soubor véd a technologii vyuzivanych pro diagnézu, terapii a prevenci chorob a
traumatickych poranéni, utiSeni bolesti a pro ochranu a zlepSeni lidského zdravi, které
pouzivaji molekularni nastroje a znalosti o lidském téle na molekularni Urovni.

V posledni dobé byly zpracovany riizné prehledové materidly zaméfené na nanomedicinu
svédgici o velkém zajmu o tuto interdisciplinarni a komplikovanou oblast®*?. Z obsaht téchto
dokumentu vyplyvaji znaéné rozdily v pojeti nanomediciny jako védni i aplikac¢ni discipliny.

5.5.1. PREHLED OBLASTi NANOMEDICIiNY

Z citovanych publikaci®®?

oblasti mediciny:

vyplyva, Zze nanotechnologie mohou ovlivnit zejména nasledujici

e vyzkum léku

e doprava léku do organizmu

o metody zobrazovani a diagnostiky

o terapie

e chirurgické techniky

o tkanoveé inzenyrstvi

e implantaty, vCetné aktivnich
Uvedené oblasti se ¢asteCné prekryvaji, zalezi na uhlu pohledu. Néktefi autofi zahrnuji do
oblasti mediciny také kosmetiku, potraviny a textilni a obalové materialy.
V pfedchazejici podkapitolach 5.4.1. a 5.4.5. jsme charakterizovali souCasny postup pfi
vyvoji novych lékl a zplsoby jejich dopravy do organizmu, v€etné mozného uplatnéni
nanotechnologii.
V navazujici kapitole bude zvySe uvedenych oblasti mediciny pojednano o metodach

zobrazovani a diagnostice, tkanovém inzenyrstvi a o mozném pfinosu nanotechnologie
k terapii rakoviny.

5.5.2. ZOBRAZOVACI A DIAGNOSTICKE METODY A ZARIZENI

Zobrazovaci metody v Iékarstvi se staly v pribéhu poslednich 25 let zasadnim
diagnostickym nastrojem. Molekularni zobrazovani a lé¢ba fizena pomoci snimani se nyni
staly hlavnim nastrojem pro sledovani onemocnéni a pro vyzkum témér vSech aplikaci léku

2 Gordon N., Sagman U. , Nanomedicine Taxonomy*, vyd. Canadian NanoBusiness Alliance, 2/2003
»Nanotechnology and its Implications for the Health of th EU Citizen*, The Nanoforum Report, vyd.
M.Morrison, 12/2003, www.nanoforum.org.
Freitas R.A. ,,What Is Nanomedicine*: Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine, 1, 2005,
No. 1, str. 2
,,ESF Scientific Look on Nanomedicine®, 2/2005, European Science Foundation Policy Briefing No. 23,
www.esf.org
,Roadmap Reports: Health and Medical Systems*, Nanoroadmap Project (FP6), vyd. VDI/VDE/IT, 11/2005.
Roszek B., de Jong W.H., Geertsma R.E. ,,Nanotechnology in Medical Applications: State-of-art in Materials
and Devices*, RIVM Report 265001001/2005, Nizozemi, 2005, www.rivm.nl.
Jain K.K. ,,Nanotechnologies — Applications, Markets and Companies*, 6/2006, vyd. Jain Pharma Biotech,
www.pharmabiotech.ch
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in vivo.. Pivodné byly zobrazovaci techniky schopny odhalit pouze zmény ve vzhledu tkani,
a to tehdy, byly-li symptomy jiz relativné rozvinuté. Pozdéji byly zavedeny kontrastni latky,
pomoci kterych mélo byt snadnéjSi nemoc identifikovat a zmapovat misto jejiho vyskytu.
Lékarskou diagnostiku Ize rozdélit do dvou oblasti, a to na aplikace in vitro (biosenzory a
integrovana zafizeni) a na aplikace in vivo (implantovatelna zafizeni, zobrazovaci metody v
diagnostice).

Diagnostika in vitro pouzivana v Iékafstvi tradicné pfedstavuje mravenci praci. Krev a dalSi
télesné tekutiny nebo vzorky tkané jsou odeslany do laboratofe k analyze, ktera mlze trvat
hodiny, dny nebo tydny, v zavislosti na pouzité technice a je velmi pracna. Mezi dalsi z
mnoha nevyhod patfi postupné zhorSovani jakosti vzorku, relativné vysoké naklady, dlouha
¢ekaci doba (dokonce i u urgentnich pfipadu), nepfesné vysledky u malych mnozstvi vzorkd,
potize pfi integraci parametrl ziskanych riznymi dalSimi metodami a Spatna typizace
nashromazdénych vzorkl. Neustala miniaturizace, paralelizace a integrace rtznych funkci v
jediném zafizeni, které vychazeji z technik odvozenych z primyslu elektroniky, v§ak vedly k
rozvoji nové generace pristroji a metod, které jsou mensi, rychlejSi a levnéjsi, nevyzaduji
zadné zvlastni dovednosti a davaji nam presné vysledky. Tyto pfistroje potfebuji ke své
analyze mnohem mensi vzorky a dodaji nam mnohem UpIné&jsi a pfesnéjsi biologické udaje z
jediného méreni.

Diagnostika in vivo spo€iva pfedevSim ve vyuzivani technik a metod popsanych v Casti
5.1.4., tedy ve vyuziti metod rentgenové diagnostiky (CT), nuklearniho zobrazovani (PET),
zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI) a technik optického zobrazovani.

Vyzkum a vyvoj diagnostickych a zobrazovacich metod se rozviji jednak smérem k vétsi
miniaturizaci odebiranych vzorkd tkani a télnich tekutin, jednak smérem Kk rostouci
rozliSitelnosti biologickych objektd, a to az na uroven jedné molekuly. Ktomuto trendu
pfispiva konvergence nanotechnologii a Iékafskych zobrazovacich a diagnostickych metod.

5.5.2.1. Diagnostika in vitro

Nastrojem pro diagnostiku in vitro maze byt jediny biosenzor nebo integrované zafizeni,
které obsahuje mnoho biosenzorl. Biosenzor je vlastné senzor, jenz obsahuje biologicky
prvek jako je napfiklad enzym, ktery je schopen rozpoznat a signalizovat prostfednictvim
urcité biochemické zmény, pfitomnost, aktivitu nebo koncentraci specifické biologické
molekuly v roztoku. Pro pfeménu biochemického signalu na méfitelny signal se pouziva
prevodnik. Klicovymi vlastnostmi biosenzoru jsou jejich specifi€nost a citlivost. Nastroje pro
nanometrickou analyzu, jako jsou napfiklad skenovaci sondova mikroskopie nebo
zobrazovaci hmotnostni spektrometrie, nabizeji nové moznosti v diagnostice in vitro, napf. v
molekularni patologii.

Miniaturizaci biosenzorl umoznuji predevsSim techniky prevzaté z elektronického primysiu.
Vysledkem miniaturizace je odbér menSich vzorkG a vyvoj vysoce integrovanych fad
senzorl, které paralelné provadéji rlzna méfeni z jediného vzorku. Vy3Si specifinost
snizuje invazivnost diagnostickych nastroju a zaroven zvySuje vyznamné jejich efektivitu ve
smyslu poskytovani biologickych informaci, napf. o fenotypech, genotypech nebo
proteomech. Nékteré slozité kroky v pfipravé a analyze byly zakomponovany do jednoho
zarizeni, a tak wvznikly prvé prototypy ,laboratofe na Cipu“, které mohou sméSovat,
zpracovavat a separovat kapaliny a provadét analyzu vzorku a identifikaci. Integrovana
zafizeni mohou méfit desitky az tisice signalu z jednoho vzorku, ¢imZ mohou obvodnimu
Iékafi nebo chirurgovi poskytnout vice doplfujicich udaju z pacientova vzorku. Néktera
nanobiozafizeni pro diagnostiku byla vyvinuta k analyze casti genomu nebo proteomu s
pouzitim fragmentd DNA nebo protilatek jako sond (genové nebo proteinové mikro- nebo
nano soubory &i Cipy).

157



Integrovana zafizeni lze vyuzit ke v€asné diagnostice nemoci a ke sledovani pokroku v
IéEbé. Novy pokrok v technologiich v mikrofluidice se zda byt slibny a sméfuje k realizaci
piné integrovaného zafizeni, které pfimo dodava vSechny udaje pro Iékafskou diagnostiku z
jednoho vzorku. Posledni vyvoj se zaméfuje na rozvijeni diagnostickych nastroji in vitro,
které by mély byt vyuzity ve standardnim Iékafském prostfedi nebo napfiklad v |é€ebnych
pfistrojich (point-of-care devices).

Kone¢nym cilem diagnostiky in vitro je rychle, spolehlivé, specificky a nenakladné odhalit
nékolika molekul (nebo dokonce i jedinou molekulu) v komplexnim, neamplifikovaném a
neoznateném biologickém vzorku.

Aby bylo mozné dosahnout tohoto cile, je tfeba zkvalitnit dignostiku in vitro, coz vyzaduje®®:
¢ nanoanalytické pfistroje, které maji co nejvySsi prostorové rozliSeni, senzitivitu a
poskytuji co nejSirsi rozsah informaci.
e zvySeni citlivost metod proSetfovani (screeningu), které by umoznily zmenSit
velikost odebraného vzorku nebo by pomohly v€as odhalit nizké koncentrace
biomarkerd nemoci;

e vysokou specificnost u kvantitativnhiho zjiStovani biomarkerld v komplexnich
vzorcich;

o Vvé&tSi spolehlivost, jednoduchost pfi pouzivani a robustnost;
e rychlejsi analyzu;
e integraci riznych technologii pfi ziskavani udaju pro doplfiujici multiparametrovou
analyzu
Hnaci silou souCasného vyzkumu je snaha o komercionalizaci levnych uzivatelsky

pfijemnych laboratofi na Cipu pro centra péce (point-of-care) a prevenci proti nemocem a pro
kontrolu zdravi pfimo doma.

Vyzkum sméfuje do nasledujicich oblasti:

e uzivatelsky pfijemné zpusoby pfipravy vzorku, které umozni odhalit nepatrna
mnozstvi markeru nemoci v dostateéné koncentrované kapce krve a rovnéz i
nepatrna mnozstvi rozpusténa v relativné velkém objemu vzorku, napfiklad 5 az
10 rakovinnych bunék ve 100 ml modi;

e mimoradné citlivé techniky detekce, které nepouzivaji znackovani a zaméruji se
na rychlejSi a upInéjSi pfimé detekovani, napfiklad s pouzitim ramének
(cantilevers) nebo vodivych polymerd;

e syntetické rozpoznavaci prvky jako jsou senzory, za Uucelem zvySeni citlivosti a
specifi¢nosti rozliseni To vyzaduje vyvoj technik povlakovani a rozvoj povrchové
chemie vcéetné samosestavovani biomolekul, hybridnich konjugati biomaterialt s
nanoc¢asticemi nebo molekularné natisténych polymert (molecularly imprinted
polymers);

e integrovana komplexni zafizeni zalozena na pokrokové mikro a nanofluidice,
ktera vyuzivaji napf. aktivni zfunkénéné stény kanall, a komplexni protokoly
analyz;

e biomimetické senzory pouZivajici molekuly jako senzory.

3% European Technology Platform on NanoMedicine ,,Vision Paper and Basis for a Strategic Research Agenda
for NanoMedicine*, 9/2005, vyd. EC, Luxembourg, str. 18, ISBN 92-894-9599-5.
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5.5.2.2. Nano-zobrazovani in vivo

Nano-zobrazovani zahrnuje rizné pfistupy, které vyuzivaji techniky vyzkumu molekularnich
déju in vivo a techniky pouzivané k manipulaci s molekulami. Techniky zobrazovani zahrnuji
moderni optické zobrazovani a spektroskopii, nuklearni zobrazovani s pouzitim
radioaktivnich indikatord, zobrazovani s pomoci magnetické rezonance, ultrazvukové a
rentgenové zobrazovani, pficemz kazda z téchto metod zavisi na diagnostickém indikatoru
nebo na kontrastni latce, ktera byla zavedena do téla s cilem vyznacit misto onemocnéni.
Metoda cileného molekularniho zobrazovani je dulezita pro rdznorodou a mnohostrannou
diagnostiku jako je napfiklad ur€eni mista zanétu, vizualni znazornéni cévnich struktur nebo
specifickych stavd pfi onemocnénich €i anatomické vySetfeni. Ma rovnéz dilezity vyznam
pro vyzkum fizeného uvolfovani léku, pro odhad distribuce Iéku a pro v€asné odhaleni
neoCekavané a potencialné nebezpecné akumulace léku. Schopnost vystopovat distribuci
léku pfivadi k moznosti jej aktivovat pouze tam, kde je to potfeba, a tim lIze snizit jeho
potencialni toxicitu.

Pro zobrazovaci metody v lékafstvi se v soucCasnosti vyuziva Siroka Skala Castic nebo
molekul. V posledni dobé se vyvoj soustfeduje na vyuziti nano€astic jakozto indikatorli nebo
kontrastnich latek. Napf. fluorescencni nanokrystaly, jako jsou napfiklad kvantové tecky, jsou
nanocastice, které v zavislosti na svém povrchu a fyzikalnich a chemickych vlastnostech se
mohou zaméfit na specifickou tkan nebo buriku, pfi¢emz je Ize pro u€ely zobrazovani upravit
tak, aby svétélkovaly. Vydavaji mnohem intenzivnéjsi fluorescenéni svétlo, maji dlouhou
zivotnost fluorescence a vétsi schopnost multiplexovani ve srovnani s tradi€nimi materialy.
Ocekava se, ze kvantové teCky budou zvlasté uzite€né u zobrazovani zivych tkani, kde jsou
signaly zatemnovany rozptylem. Provadéji se toxikologické studie, aby se pfesné zjistil vliv
kvantovych te€ek na Clovéka, zvifata a na Zivotni prostfedi. Novy vyzkum je zaméfen na
povlakovani nanocastic s cilem zlepSit ucinnost jejich zacileni a biokompatibilitu.

Hlavnim pfinosem nano-zobrazovani u diagnostiky in vivo by mélo byt v€asné odhaleni
onemocnéni, sledovani stadii vyvoje choroby (napf. u rakovinnych metastaz), vybér
pacientl, ktery vede k vice osobnimu pojeti v Iékafstvi a vyhodnoceni ucinnosti IéEby nebo
chirurgického zasahu v realném cCase.

Cilem vyzkumu diagnostiky a zobrazovani in vivo je vyvinout citlivé, vysoce spolehlivé
prostfedky detekce, které mohou rovnéz i dodat Iéky do organizmu a monitorovat ucinky
IéCby. Jde o koncepci v€asné diagndzy, lécby a Fizeni |éCby typu ,vyhledej, bojuj proti a
sleduj“, ktera patfi do koncepce teranostiky. Pomoci této strategie Ize zkoumanou tkan
nejprve zobrazit za pomoci specifickych kontrastnich nanostruktur. Nasledné nato mize byt
pouzita stejna cilena strategie kombinovana s farmakologicky aktivnim Cinidlem pro Ié€bu.
Nakonec je mozné sledovat efekt |éCby prostfednictvim postupného zobrazovani.

V nasledujicim obdobi lze pfedpokladat nasledujici zaméreni vyzkumu:

Zkvalitnéni detekce - je nutné vyvinout UCinné Iékafské kamery za rozumnou cenu, které
jsou schopny v jednom kroku ziskat snimky celého téla a provést komplexni studie pfi pouZziti
mnoha izotopu. Pfinosem by bylo vyrazné zvySeni vykonnosti pfi zobrazovani celého téla,
coz je velmi dulezité u vySetfeni na rakovinu. Kombinace rdznych zpusobl zobrazovani je
nadéjny postup; napf. Ize kombinovat pozitronovou emisni tomografii se zobrazovanim
pomoci magnetické rezonance, dale zobrazovani magnetickou rezonanci v kombinaci s
ultrazvukem nebo se zobrazovanim mozku na bazi elektroencefalogramu, dale ultrazvuk s
optickymi technologiemi, coz povede k tomu, Ze Ize mit uzitek z kazdého z téchto systému.
Spojeni zobrazovani pomoci magnetické rezonance a zplsobl optického zobrazovani
nadale predstavuje problém. V zasadé to vyzaduje pouziti fluorescencnich nanocastic
jakozto vyzarovacu signalu, které funguji jak v paramagnetickém, tak i infraerveném rezimu.

159



Jakmile toho bude jednou dosazeno, mohou nanotechnologie vést k miniaturizaci detekénich
zafizeni nebo k dalkovému ovladani signald. V oblasti velmi pfesnych méfeni
elektromagnetickych poli by vyvoj novych rozhrani mezi nanostrukturovanymi a/nebo
biologicky funkcionalizovanymi povrchy vedl k vyznamnému narustu kvality pfi nepfetrzitémo
monitorovani biologickych parametrd. Vyzkum bude rovnéz zapotfebi ve zkvalitnéni metod
analyzy zobrazovani a vizualizace, jako je tomu napfiklad u intracelularni tomografie v
realném Case, u stereo zobrazovani, u virtualni a pocitatem rozSifené reality, holografie,
zobrazovani in vivo pomoci optickych katetrll a v pfipadé zlepSeni kvality lékarskych
endoskopickych nastrojl.

Jestlize se v oblasti molekularniho zobrazovani ma dosahnout vyznamného pokroku, je tieba
vzit v potaz nékolik dalSich problém(. Napf., pfi zjiStovani drobnych zmén a odchylek je
zapotiebi dosahnout vétSiho odstupu signalu od Sumu, zvysit citlivost méficich technik a
ZlepsSit software zpracovani dat. Nakonec je tfeba vénovat pozornost i spravé velkého
mnozstvi Udajl proto, abychom z vysledkd nanometrického zobrazovani vytézili co nejvice

Nanocastice jako sondy — pfedstava nepatrné sondy pronikajici do nemocné buriky in vivo
a podavajici zpravu o jejim stavu a pfipadné uvoliujici Iéky je velmi pfitazliva. Nejrané&jsi
projevy onemocnéni jsou v téle naznaCeny zménami v Zivych burikach, mezi néz patfi
defektni adheze bunék, burky vysilaji nespravné signaly, vyskytuji se mitotické®** chyby,
chyby pfi nitrobunééné komunikaci a abnormalni cytoplazmatické zmény. Pfedvida se, Ze
hlavni pfinos by mél byt v moznosti zobrazit a identifikovat tyto zménéné stavy. Razné
zobrazovaci techniky vyzaduji rlzna zafizeni podavajici zpravy; napfiklad kvantové tecky
mohou zpétné ,podavat hlasSeni“ tak, ze budou svétélkovat, kdyz se potkaji s nemocnymi
bunkami. Neni pfilis obtizné ucinit skok ve vyvoji od zafizeni, které pouze podava zpravy, k
pristroji, ktery nejenze urCi misto vzniku nemoci, ale zaroven doda i léky; napfiklad
nanomagnetické c¢astice mohou zpétné informovat tak, Ze zajiStuji zvySeni kontrastu a
rovnéz se UcCastni procesu léCby (tato koncepce vyzaduje vyzkum v oblasti molekularni
genetiky, bunécné léCby a vyzkum v oblasti dodavky léku do organismu). Aby bylo mozné
zvysit kvalitu podavani zprav, je tfeba provadét dalsSi vyzkum tykajici se projektovani a
slozeni nanocastic tak, aby byly schopny snadnéji dojit k cili — k nemocnym bufkam, v&etné
téch bunék, které jsou umistény za piekazkami jako jsou napfiklad tkané epitelu (bunécna
vystelka). Déle je potfeba dalSi vyzkum, ktery se bude zabyvat vytvofenim ,nanocastice pro
vSechny ucely“, ktera mlze byt zobrazena riznymi prostfedky, jez existuji (tj. optickymi,
akustickymi, magnetickymi apod.). Odhlédneme-li od zjiStovani nemoci a doruceni 1ékQ, je
rovnéz dullezité oznackovat specifické typy bunék netoxickou latkou, a to z duvodu
zobrazovani nitrobuné&éné dopravy. Usilovné je rovnéz zapotfebi pracovat na zlep$eni
biokompatibility implantovanych nebo dofasné v téle umisténych zafizeni podavajicich
signaly a zpravy, na minimalizaci jakékoli potencialni toxicity, na zmirnéni alergickych a
zanétlivych reakci, pficemz je nutné vzit v potaz pfirozenou eliminaci, ktera brani moznému
dlouhotrvajicimu G&inku. Je také nutny vyzkum tykajici se opouzdieni kontrastnich latek s
cilem usnadnit jejich dorueni na cilové misto, nebo vyzkum zabyvajici se pfipojenim
specifickych linkeru (spojnik(l) za u¢elem pfidani novych vlastnosti.

Vyvoj novych nano-sond pro ucely molekularniho zobrazovani v zasadé vyZaduje spoleCny
postup vice védnich oborl a také informovanost o objevech ve védé o materialech a jejich
transfer (informace o nanostrukturach jako jsou napfiklad ¢astice, trubice, pouzdra, fullereny,
dendrimery, nové polymerni struktury apod.).

% Mitéza — déleni jadra eukaryontni buiiky. Kazdé dcefinné buiice je predan uplny geneticky material. Soudasti
tohoto procesu je replikace DNA.
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Kombinované techniky - nanotechnologie nabizeji vyznamny pfinos ve zlepSeni kvality
zarizeni pro detekci a ve znackovani indikatord nemoci, které jsou podavany in vivo. Mocné
hnaci sily spoc€ivaji v synergii, ktera napfiklad nastava u diagnostiky in vitro (sondy a
markery) v kombinaci se zobrazovanim in vivo; nebo u vyvoje kontrastni latky/sondy (u
dodavky léku do organismu a/nebo u toxokologickych studii) v kombinaci s technologii
zobrazovani (Iékafské vybaveni nastroji). Kombinace lékafské diagnostiky in vitro spolu s
nanometrickym zobrazovanim in vivo by mohla vést k cilenému rozpadu nebo odstranéni
tumoru: oznacené rakovinné buriky se zfunkénénymi nanocasticemi, které reaguji na vné;si
stimul, umoznuji lokalizovany chirurgicky zakrok in situ (rozbiti ¢astic nebo jejich zahrati
pomoci laseru, magnetickymi poli, mikrovinami apod.), aniz by zékrok byl viéi lidskému télu
pfilis invazivni.

5.5.3. TKANOVE INZENYRSTVI

Tkanové inzenyrstvi je zalozeno na vytvafeni novych tkani in vitro s jejich nasledujicim
chirurgickym umisténim v téle nebo na stimulaci potiebné opravy (regenerace) poskozené
tkané in situ pouzitim biokompatibilnich umélych struktur nebo implantatd zivych bunék
zavedenych do nebo blizko oblasti posSkozeni. Vyzkumna cinnost vtomto oboru byla
zahajena kolem roku 1985 (Y.C.Fung z University of California,San Diego)®*®®. Poprvé
definovali obor ,tkanové inzenyrstvi“ (tissue engineering) pravdépodobné R. Langer a
J.P.Vacanti v roce 1993 v publikaci, ktera byla jiz vice nez 1000x citovana®®*. Do praktického
pouzivani vSak bylo doposud dovedeno jen nékolik produktl tkarfového inzenyrstvi.
Dlvodem je jednak skutecnost, Ze vyvoj novych produktd trva dlouhou dobu a je velmi
nakladny (viz ¢ast 5.4.1.), jednak to, Ze vétSina firem puUsobicich v oblasti tkanového
inzenyrstvi a bun&énych terapii je malych, s omezenymi moznostmi®*’. Potencial pro
aplikace produktl tkafiového inzenyrstvi se vSak jevi jako velmi velky — obr. €. 82.

Ve vyzkumu se Fes$i i dal$i zavazné medicinské problémy: rostouci chrupavka (napt. v UEM
AV CR), jaterni a neuronové kmenové buriky z vlastnich bunék pacienta, regenerace bunék
slinivky bfiSni, novy rast ostrivkovych bunék a jejich transplantace do jater, stimulace
dospélych bunék, jako napf, bilych krvinek, odvozenych ze vzorku pacientovy krve a mnoho
dalSich.

Tkanové inzenyrstvi feSi problémy pomoci zivych bunék, které se pouzivaji jako konstrukéni
material. Mize to byt uméla klze, ktera obsahuje zivé fibroblasty, chrupavka opravitelna
zivymi chondrocyty nebo jiné druhy bunék. Ztekutych tkani, jako je krev, jsou bunky
extrahovany objemovymi metodami, napf. odstfedovanim. Z pevnych tkani je extrakce
kolagenaza), aby se odstranila extracelularni matrix. Po tomto zpracovani buriky volné
plovou a mohou byt odstfedény. Bunky se zpravidla déli na autologni pochazejici ze
stejného pacienta, kterému jsou opét reimplantovany, na alogenické pochazejici od darce
stéjného zivoCiSného druhu a xenogenické izolované z jednotlivce jiného druhu, na
izogenické izolované z geneticky identického organizmu (dvojCata, klony), atd. Kmenové
bunky jsou nediferenciované prekurzorové burky, ze kterych mohou vznikat rlzné klony
specializovanych bunék.

3% ViolaJ ., Lal B. Grad O. ,,The Emergence of Tissue Engineering as a Research Field*, 10/2003,
www.nsf.gov/pubs/2004/nsf0450/start.htm

39 Langer R, Vacanti J.P. ,,Tissue Engineering®, Science, 260, 1993, str. 920.

397 . Tissue Engineering: Promises, Potential, and Many Challenges®, MedMarket, 4, 2005, str. 1,
www.medilligence.com.
Marsh G. ,,Tissue Regenaration — the Material Enablers®, Materialstoday, 5/6 2001, str. 39.
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Obr. ¢. 82 Potencial tkariového inZenyrstvi a bunécné terapie ve vybranych aplikacich
(Pocet pfipadu pouzitych chirurgickych postupt v roce 2005, v tis.).

Upravené burnky jsou implantovany do umélych struktur schopnych podporovat
trojrozmérnou tkafiovou formaci. Tyto struktury (Casto nazyvané ,kostry“) slouzi nejméné pro
jeden z nasledujich ucelld: a) umoziuji pfipojeni bunék a jejich migraci, b) dodavaji a
zachycuji burniky a biologické faktory, c) umoznuji difuzi zivotné dalezité bunééné vyzivy a
produktl genové exprese, d) pro modifikaci vlastnosti bunék vykonavaji urcité mechanické a
biologické funkce.
Kostry musi splfiovat urcité specifické pozadavky:
o Pro zajisténi pfichyceni bunék a difuze bunék i vyzivnych latek strukturou musi byt
vysoce porézni s pfiméfenou velikosti poru.
o Jelikoz se predpoklada, ze kostra bude absorbovana prostfedim, musi byt
z biodegradovatelného materialu. Rychlost biodegradace by méla byt Umérna
rychlosti rustu nové tkané. Pro klinicka pouziti je dllezité, aby material kostry mohl
byt injektovan.
o Material kostry by mél byt biokompatibilni — viz Tab. ¢. VI.

5.5.3.1. Materialy a zplsoby syntézy koster pro podporu tkani

5.5.3.1.1. Materialy

VSeobecné se pro material koster prozatim pouzivaji rizné polymery. Nanovlaknité kostry
jsou teprve va vyvoji. V prehledu®*® nalezneme nasledujici druhy*

3% Ma P.X. ,,Scaffolds for Tissue Fabrication®, Materialstoday, 5/2004, str. 30.
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Materialy pro porézni kostry v tuhém stavu:
a) Linearni alifatické polyestery (PGA - poly-glykolova kyselina, PLGA —
kopolymery poly-glykolové kyseliny, PLA — poly-mécna kyselina, PCL
— poly-kaprolakton, PHB — poly-hydroxybutyrat)
b) Prirodni_makromolekuly (proteiny /kolagen/, polysacharidy /chitosan,
hylauronat, alginat/, hedvabi).
¢) Anorganické materialy(bioaktivni sklo, kalciumfosfaty /HAP aj./).

Materialy pro hydrogelové kostry: PEG — poly-etylenglykol, PIPA — poly-
isopropylakrylamid, PAC — poly-akrylova kyselina, kolagen, fibrin, elastin.

Nejvice se pouziva PLA (poly-mlé¢na kyselina), coz je polyester, ktery v téle degraduje za
tvorby kyseliny mlééné (snadno se ztéla vyluCuje). V uvedenych pfipadech se nejedna o
nanomaterialy.

Nanovlaknité kostry z peptidll a proteinu (kolagen) jsou pfedmétem vyvoje. Prikladem
takového materialu, ktery je nyni jiz ve fazi zkouseni, je PuraMatrix™ - obr. ¢. 38.

5.5.3.1.2. Vybrané zpUsoby syntézy koster

Pro syntézu koster pro tkanové inzenyrstvi byla vyvinuta fada metod charakteru makro — a
mikrotechnologii, napf.:

Molekularni samosestavovani nanovlaken. Vytvareji se biomaterialy s vlastnostmi
podobnymi jako ma pfirodni in vivo extracelularni matrix. Navic, tyto hydrogelové
kostry prokazuji nizkou toxicitu in vivo a biokompatibilitu, ve srovnani s tradi¢nimi
makrostrukturami nebo materialy odvozenymi ze zvifat. Pfikladem je uvedeny
synteticky peptidovy hydrogel PuraMatrix™.

Textilni_technologie. Jde o pfipravu netkanych siti rliznych polymer(, napf. metodou
elektro-spinning. Vlakna kostry maji pramér 200 — 500 nm. Problémem jsou potize se
zajisténim vysoké porozity a pravidelného rozmeéru poérli — viz obr. €. 75 a 76.

Odlévani rozpoustédla a vymyvani Castic. Tato metoda dovoluje pfipravu porézni
struktury s rovnomérnou porozitou, ale s omezenou tloustkou. DalSim nedostatkem je
pouziti organickych rozpoustédel, které musi byt dokonale odstranény, aby nedoSlo
k poSkozeni bunék v kostfe. Metoda spociva v rozpusténi polymeru ve vhodném
organickém rozpoustédle (napf. se rozpusti PLA v dichlormetanu), nasledujicim
odlévani roztoku do formy zaplnéné Casticemi porogenu. Porogenem mohou byt
anorganické soli jako NaCl, krystaly sacharézy, Zelatinové nebo parafinové kuliCky.
Rozmér &astic porogenu ovliviiuje rozmeér péra kostry.. Pomér polymer/porogen
pfimo souvisi s objemem porozity v kone¢né struktufe. Po odliti polymeru se
rozpoustédlo odpafi a kompozit vznikly ve formé se ponofi do lazné s vhodnym
rozpoustédlem, aby se porogen rozpustil (napf do vody v pfipadé pouziti NaCl atd.).
Po rozpusténi porogenu se ziska porézni struktura.

Zpénéni plynem. Pro pfekonani nezbytnosti pouZiti organickych rozpoustédel a
tuhého porogenu byla vyvinuta technologie vyuzivajici jako porogenu plyn. Nejprve
se z polymeru vytvofi struktura diskovitého tvaru vytlaCenim polymeru do vyhfaté
zapustky. Disk se poté umisti na nékolik dni do nadoby s vysokotlakym CO, Tlak
uvnitf nadoby se postupné sniZzuje na atmosferickou uroven. V pribéhu tohoto
postupu molekuly CO, vytvaieji péry a uvolfiuji se z polymeru. Vysledkem je
houbovita struktura. Nedostatkem je, ze pory nejsou navzajem propojeny.

Tisténi_bunélnych vrstev. V.Mironov et al predlozili pro vytvafeni tkani metodu
nazvanou .pocitalem podporované, na vstfikovani zalozené, 3D tkarové
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inZzenyrstvi“*®. Tisténi tkani sestava ze tfi etap: a) pfiprava navrhu tkané, b) aktualni
tisténi tkané, c) uprava a urychlené zrani tkané. Bylo vyvinuto zafizeni schopné
tisknout gely, jednotlivé buriky i bunééné agregaty. Jako matrice slouzily tenké vrstvy
tepelné reverzibilniho gelu, které byly pokladany ve vrstvach za sou€asného tuhnuti.
Timto zpusobem byly natistény do ,stohu“ ulozenych kruhl endotelidlni buriky
(ploché buriky vystylajici cévy). Po inkubaci tyto burnky vytvofily trubice.

5.5.3.2. Regenerace tkani — prinos nanotechnologii

V posledi dobé se intenzivné sleduje metoda in situ regenerace nemocné nebo poskozené
tkané. Hovofi se o regeneraéni mediciné. Tato metoda mdze byt realizovana nejen diky
hlubSimu pochopeni zakladni biologie regenerace tkani — hojeni ran v tom nejSir§im smyslu
— ale rovnéz i v disledku vyvoje Ucinnych postupl a nastrojl, které budou iniciovat a Fidit
proces regenerace.

Pfiroda umi regenerovat a opravovat poskozené tkané, coZ se snazime napodobovat. Jak
jsme jiz uvedli, napodobovanim pfirody se zabyva biomimetika. Filosofii biomimetiky Ize
zhustit do tfi zakladnich prvku: inteligentni biomaterialy, bioaktivni signalni molekuly a buriky.
V oblasti biomateriald a biotechnologie byl zaveden termin ,biomimetika®“, ktery popisuje
proces simulace toho, co se dé&je v pfirodé.

5.5.3.2.1. Inteligentni biomaterialy a chytré implantaty

Biomaterialy tfeti generace, které zahrnuji degradabilni polymery ovlivnéné na molekularni
urovni s cilem vyvolat specifické reakce bunék, vzbuzuji velkou nadégji, Ze by mohly slouzit
jako podpurné skelety nebo matrix pfi regeneraci tkani. Tyto ,inteligentni“ biomateridly jsou
zkonstruovany tak, aby reagovaly na zmény v nejblizSim prostfedi a stimulovaly specifickou
reakci bunék na molekularni urovni. Upravy molekul u vstiebatelnych polymernich systém
vyvolavaji specifické reakce s bufikami a zpUsobuji pfimé déleni bunék, jejich diferenciaci,
uspofadani a vyrobu extracelularni matrix. Tak napfiklad se vyvijeji nové generace
syntetickych polymeru, které mohou v reakci na zmény teploty, pH, na elektricky podnét
nebo na energeticky stav zménit svou molekularni strukturu .

Dostupnost nanotechnologii umoznila védcum, ktefi se zabyvaji materialy, najit uplné novou
perspektivu v oblasti imitace rldznych typu extracelularnich matrix pfitomnych ve tkanich.
Nyni jsou k dispozici techniky, pomoci nichz Ize vyprodukovat makromolekularni struktury o
nanometrické velikosti s jemné regulovanou stavbou a strukturou. K vyrobé celé skaly
struktur jako jsou napfiklad nanoviakna o riznych a pfesné stanovenych primérech a s
rdznou morfologii povrchu, porézni podplrné skelety z nanovlaken, nanodrati a nanosablon,
nanokouli, dendrimert, nanokompozitd a jinych makromolekularnich struktur, bylo pouZito
tradicni polymerni chemie v kombinaci s novymi technikami jako je napfiklad elektrospinning
(viz 5.3.7.), elektronova litografie a samosestavovani.

Pomoci nanotechnologie Ize také zdokonalit nevstiebatelné biomaterialy a ucinnégji fidit
biologické interakce na nanometrické Urovni, coz mimofadné zkvalitni funkénost a zivotnost
implantovanych material(. Tim, Ze na povrchu implantatd pouzijeme bioaktivni poviaky z
nanodcastic, je mozné spojit implantat s vedlejsSi tkani mnohem pfirozenéji a vyznamné tak
prodlouzit zivotnost implantatu. Podobné bude mozné i obklopit implantovanou tkan
nanometrickou ohradou, ktera by zabrafiovala aktivovani potlacujicich mechanismu hostitele,
a tim umoznit SirSi vyuziti darovanych organli. Nanomaterialy a /nebo nanokompozity se
zlepSenymi mechanickymi vlastnostmi by mohly nahradit materialy, které vykazuji unavové

% Mironov V. et al ,,Organ Printing: Computer-aided Jet-based 3D Tissue Engineering®, Trends in
Biotechnology, 21, 2003, str. 157.
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poruchy vlivem iniciace trhliny a jejiho Sifeni pfi podminkach fyziologické zatéze.
Nanomaterialy se zlepSenymi elektrickymi vlastnostmi, které zlstavaji funkéni po dobu trvani
implantace, by mohly nahradit tradi¢ni materialy pouzivané v nervové protetice, jejichz vykon
se v prubéhu doby zhorSuje. Je mozné zkonstruovat bioaktivni skla a makroporézni pény s
cilem aktivovat geny, které by stimulovaly regeneraci zivych tkani. Na zakladé pochopeni
zakladnich vlastnosti stahovani a propulze tkani lze vyrobit biomaterialy, které budou mit
nanometrické vlastnosti, jez budou predstavovat vtisténé viastnosti specifickych proteinu.
Zavérem lze Fici, Ze nanotechnologie mUze vyznamné pomoci ve vyvoji biomimetickych
inteligentnich biomateriald, které jsou zkonstruovany tak, aby pozitivné reagovaly na zmény
ve svém nejbliz8im okoli a stimulovaly specificky proces regenerace na molekularni arovni s
cilem vyrobit zdravou tkan.

5.5.3.2.2. Bioaktivni signalizaéni molekuly

Bioaktivni signalizacni molekuly jsou takové molekuly, které se pfirozené nachazeji v
bunkach (hormony, rastové faktory, receptory, nervové mediatory ap.) a jez spoustgji
regeneraCni proces na buné&cné urovni. V soucasnosti nejdostupnéjsi IéCba se zaklada na
signalizanich molekulach a spociva v nefizené dodavce jediného rastového faktoru — coz je
evidentné pfiliSné zjednoduseni vzhledem ke komplikovanosti, s jakou probiha kaskadovity
proces hojeni Zzivych tkani zejména u chronickych patologickych pfipadl. Postupna
signalizace je pfi vyrob& a opravé tkani podstatna; z tohoto divodu je rozhodujici vyvoj
technologii pro postupnou dodavku protein(, peptida a gen(.

Spravné bioaktivni signalizacni molekuly, které maji zahajit a fidit proces regenerace, se
ziskavaji tak, Ze se konstruuji bioaktivni materialy a kéduji se biologické signaly, jez jsou pak
schopny spustit biologické dé&je. Hlavnim cilem je vyvinout extracelularni materialy
s vlastnostmi jako matrix, a to bud kombinaci pfirodnich polymeri nebo vyvojem struktur
poCinaje syntetickymi molekulami kombinovanymi s matricelularnimi podnéty. Tim, Ze
znehybnime specifické proteiny, peptidy a jiné biomolekuly na materialu, je mozné provést
imitaci prostfedi extracelularni matrix (ECM) a zajistit multifunkéni povrch s bunécnou
adhezi. Faktory rozpoznavani a specifikace bunék mohou byt zaclenény do vstiebatelného
polymerniho povrchu v&etné adhezivnich proteinQ, fibronektinu nebo funk&nich domén
komponentl ECM. Polymerni povrchy mohou byt upraveny pomoci proteint, které ovliviuji

interakce s buné&&nou vyslekou cév, synapticky vyvoj a stimulaci neuritti*®.

Abychom dosahli jakéhokoli pokroku, je nezbytné pochopit ty molekularni interakce, které
vedou k regeneraci, a je tfeba vyvinout technologie pro postupnou dodavku proteind, peptidu
a genu s cilem napodobit signalizacni kaskadu. Pouziti nanotechnologii Ize pfi vyvoji
IéCebnych metod, které spocivaji v aktivaci a Casovo-prostorovém fizeni regenerace tkani in
vivo, odddvodnit..

5.5.3.2.3. Bunédéna terapie

Bunééna diferenciace se vyskytuje u savcu jako soucCast embryologického vyvoje a
pokraCuje v dospélosti jako soucast normalni bunééné promény nebo se buriky déli pfi
oprave, ktera nasleduje po posSkozeni. Rlst z bunééného hlediska znamena neustaly proces
bunééné promény, ktery zavisi na pfitomnosti sebeobnovujicich se kmenovych bunék, jez
davaiji vzniknout progenitorovym a zralym burikam. Je znamo, Ze buné&éna proména probiha
v urcitych tkanich rychle, napfiklad ve stfevnim epitelu, krvi a epidermis (pokozka), a jinde
pomalu, napfiklad v kostech a v chrupavkach; dale se ma za to, ze tato buné&na proména je

% Neurit — vybézek nervové buiiky.
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velmi omezena nebo neexistuje v takovych tkanich jako je mozek a srdce. Vysledky
védeckych vyzkum( v poslednich letech vSak dokonce i u téchto tkani radikalné zménily
pohled na schopnost regenerace po ischemickém poskozeni. Tento posun v nahledu na
problém pfiméje vyzkum se soustfedit na pochopeni mechanisma, kterymi jsou kmenové
buriky doplfiovany, aktivovany, fizeny a navadény na cil..

Regeneracni lékafstvi bude v budoucnosti své usili soustfedovat pfedevS§im na to, jak
efektivné vyuzit ohromného potencialu samocinné opravy, ktery byl pozorovan u zralych
kmenovych bunék. Vzhledem k logistické slozitosti a nakladum, které jsou spojeny s dnesni
IéCbou, ktera se déje prostfednictvim tkanového inzenyrstvi a spocliva v autologni
reimplantaci kultivovanych diferencovanych bunék, bude muset byt 1€¢ba pFisti generace
stavéna na pokroku v tkafiovém inzenyrstvi a pochopeni obrovského potencialu terapie na
bazi bunék, ktera pouziva i nediferencované burky. Nanotechnologie mize pomoci pfi
dosazeni dvou cilid — rozpoznat signalizacni systémy s cilem zaplsobit na potencial
samocinného hojeni endogennich zralych kmenovych bunék a dale vyvinout Uc¢inné systémy
zacileni pro 1éEbu pomoci zralych kmenovych bunék, napf. jejich oznadovanim..

Zavérem lze fici, Ze bunééna terapie by méla byt zaméfena na to, aby byly zralé kmenové
buriky efektivné ziskavany, aby byla vzata v uvahu kratka preimplantace, stadium kultivace
nebo, pokud moZno, aby doslo k okamzitému intraoperativnimu podani s pouzitim
inteligentniho biomaterialu, ktery by slouZil jako biointeraktivni nosi¢ Ié€iva. Ohromny dopad
by méla také schopnost implantovat bezbunécné, inteligentni, bioaktivni materialy, které by
ucinné zajiStovaly signalizaci, ¢imz by pusobily na potencial samocinného hojeni, ktery maji
pacientovy vlastni kmenové bunky.

5.5.3.3. DalSi zaméreni vyzkumu
Vysoky potencial vyuziti tkanového inzenyrstvi a regeneracni mediciny vede k zavéru, ze
zakladni a aplikovany vyzkum by se mél v budoucnu zaméfit nejen na molekularni biologii a
kmenové burky, ale i na biomaterialy. ReSeni tohoto komplexniho problému vyZzaduje
interdisciplinarni pfistup. Pfedpokladaji se vyzkumné prace v nasledujicih smérech*’*:

e Vyvoj ,inteligentnich® multifunk&nich biomateriall

e Rizeni struktury materiald v nanorozmérech pfi konstrukci inteligentnich koster. To
rovnéz vyzaduje vyzkum v oblasti mikro- a nanovyroby pfi vytvareni struktur s fizenou
adhesi a bujeni bunék a s riznymi funkcemi.

e Technologie vyvoje nové generace syntetickych polymeru, které mohou ménit svoiji
molekularni konformaci v zavislosti na externich stimulech (teplota, pH, elektrické
pole ap.)

e Technologie bioaktivnich nanopovlak

e Zafizeni obsahujici nanodraty a nanopéry pro stimulaci a bioindikaci bunék uvnitf
umélé matrix

e Vyzkum kmenovych bunék zaméfeny na porozuméni potencialu a plasticity
dospélych kmenovych bunék

e Vyvoj technologii pro mininvazivni, na dané misto zaméfenou bunécnou terapii

e Vyzkum provadény v nanometrickém méfFitku zaméfeny na generaci znalosti o
interakcich rdznych typa bunék v jejich daném prostfedi

¢ Monitorovani regenerace tkani

e Zkouseni toxicity syntetickych nanocastic in vitro a in vivo

! European Technology Platform on NanoMedicine — Nanotechnology for Health®, Vision Paper, European

Commission, Luxembourg, 9/2005, str.31.
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5.5.4. PRINOS NANOTECHNOLOGIi K TERAPIl RAKOVINY

Rakovina je onemocnéni zpusobené zhoubnym nadorem, pro ktery je charakteristicky
nekontrolovany rlst s ni¢enim okolnich zkani, zakladani metastaz a celkové pulsobeni na
organizmus. Celosvétové se jedna o jedno z nejvaznéjSich onemocnéni. Stejné je tomu
v Ceské republice, kde onemocni rliznymi druhy rakovin cca 65000 obyvatel rogné.
Predpoklada se, Ze s rakovinou se v EU a USA setka v pribéhu svého Zivota jeden muz ze
tfi a jedna zena ze Ctyf. Nemoc je stale na postupu.
RUzné typy rakoviny (nadory dychaciho Ustroji, zazivaciho traktu, Zenského a muzského
genitalniho traktu, ledvin a odvodnych cest mocovych, neuroektodermalni nadory a jiné typy
solidnich nador(*®) se 1é&i v soudasné dobé& &tyfmi zptisoby:

e Chirurgicka lécba

o Radioterapie

¢ Genotoxicka chemoterapie

o Bioterapie
Prvé tfi zpusoby, které se leckdy kombinuji, patfi k tradiénim metodam lécby a pfinaseji
pacientim znacné obtize. Bioterapie, i kdyZ jsou vyvijeny zejména v poslednich 10 letech,
patfi k nejméné poznanym, ale nejperspektivnéjSim oblastem IéCby rakoviny. Rozvoj
bioterapie umoznily pokroky ve vyzkumu molekularni biologie, genetiky a imunologie, kdyz
byly poodhaleny mechanismy, kterymi dochazi k transformaci normalnich bunék a byly
ponékud korigovany predstavy o patofyziologii nadorového procesu®®. Rozvoj bioterapie
komplikuje to, ze nitrobuné¢ni pochody jsou velmi slozité. Obvykle podnét ke spusténi
kaskady nitrobunéénych pochodu pfichazi v podobé rlstového faktoru, ktery ve vazbé na
specificky receptor zahdji fetézec dalSich zmén, jez vyusti v abnormalni transkripci,
blokovani apoptézy a ve stimulaci proliferace, angiogeneze a metastazovani*®. Vyzkum
terapeutickych cili se tedy zaméfuje na jednotlivé etapy uvedenych nitrobunéénych
pochodu. Zkoumaiji se a vytvareji I1éCiva pro inhibici ristovych faktor(, receptor( pro ristové
faktory, signalniho pfenosu, telomerazy, regula¢nich proteint bunééného cyklu, transkripce,
proteasomu’®®, apoptdzy, angiogeneze i metastazovani. Soudasné se studuji moznosti
odblokovani supresorickych faktoru, které fyziologicky brani imunitni reakci vi¢i nadoru nebo
protinadorové rekci. Uvedena vyzkumna cinnost je doménou genetiky, transkriptomiky,
proteomiky a metabolomiky — obr. €. 29.

Soucasnou situaci v I1éCbé rakoviny a jeji prevenci se v poslednich letech zacali zabyvat
WHO (World Health Organisation), organy Evropské unie i jejich Clenskych stata i US
Department of Health and Human Services a americky National Cancer Institute. Na
doporu¢eni WHO z roku 2003 mnoho stati zpracovalo svoje narodni programy boje proti
rakoviné.

5.5.4.1. Onkologicky program Ceské republiky (NOP)

V Ceské republice byl v pribé&hu roku 2004 vyhlagen Onkologicky program Ceské republiky
(NOP)*%°:

402 Kolat Z. ,,Zakladni poznatky o molekularnich mechanismech vyvoje nékterych epitelovych, solidnich

mesenchymovych a neuroektodermovych naddora®, Klinicka onkologie, 17, 3/2004, str. 77, www.linkos.cz.
Klener P. ,,Protinddorova chemoterapie pro 21. stoleti*, Klinickda onkologie, 16, 6/2003, str. 243.

Apoptoza — fizena smrt bunky, proliferace — novotvofeni tkan¢, angoigeneze — novotvorba cév
Proteasom — velky proteinovy komplex v cytosolu buiiky

www.onconet.cz, www.linkos.cz.
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Cile:

Snizovani incidence a mortality nadorovych onemocnéni.

ZlepSeni kvality zivota onkologicky nemocnych.

Racionalizace naklad(i na diagnostiku a 1é&bu nadorovych onemocnéni v CR.

Strategie:

Boj se zhoubnymi nadory jako soucast celorepublikové i regionalni politické agendy.

Boj se zhoubnymi nadory jako Zivotni zajem laickeé i odborné vefejnosti.

Mezinarodni kooperace a harmonizace v ramci partnerskych struktur EU a WHO.

Trvala udrzitelnost programu boje s rakovinou kontrolou nakladu.

Stanoveni a pribézné vyhodnocovani indikatort, vystupt (outputs) a vysledk( (outcomes),
fungovani a ucinnosti NOP. Kazdoro¢ni komentar k plnéni, pfipadné revize a doplfiovani.

Ukoly:

I) Na Skolach odborna podpora vyuky prevence nadorl. Na vefejnosti popularizace primarni
prevence nadorl. Snizit zejména koufeni mladeze a Zen. Pomahat kladnym zménam ve
vyZzivé a v zivotnim stylu.

2) Zajistit dlouhodobé fungovani a audity programu pro skrining karcinomu prsu, karcinomu
hrdla délozniho a karcinomu kolorekta. Vyhodnocovat zaroven vliv paraskriningovych
vySetieni v populaci.

3) Zlepsit casnou diagnostiku zhoubnych nador(, zejména ve spolupraci s praktickymi
Iékafi. Inovovat napln preventivnich prohlidek, integrujicich zachyt onkologickych,
kardiovaskularnich a metabolickych onemocnéni.

4) Pojmenovat sit center komplexni diagnostiko-lé¢ebné onkologické péce, akreditovanych
COS na principu &tyf kompetenci: kvalifikace, vybaveni, sebeevaluace a komunikace.
Vytvotit Radu onkocenter Ceské republiky jako nastroj pro koordinaci prace.

5) Prosazovani ekvity Cili pokryti populace srovnatelnymi onkologickymi sluzbami a pfistupu
k informacim o prevenci, diagnostice a Ié¢bé onkologickych onemocnéni.

6) Zajistit ukotveni a stabilitu zafizeni pro paliativni a terminalni péci. Podpofit rozvoj domaci
péce. Sledovat stav kvality Zivota a IéCby bolesti nemocnych s pokro€ilymi zhoubnymi
nadory.

7) Podpora kontinuity, stabilizace, modernizace a praktického vyuzivani databaze
Narodniho onkologického registru CR pro Fizenou preventivni a diagnosticko-lé&ebnou
péci v onkologii.

8) Podpora aplikovaného onkologického vyzkumu a inovaci. Zavadeéni principl HTA (health
technology assessment) v onkologii. Podpora vzdélavani v onkologii.

Program se realizuje pod garanci Ceské onkologické spolednosti.V dob& vydani této
publikace byla podle bodu 4) NOP ustavena jiz fada onkologickych center v Praze a
jednotlivych krajich.

5.5.4.2. Podpora vyzkumu rakoviny v CR

Bod 8) NOP doporuCuje podporu aplikovaného vyzkumu rakoviny. Jaké programy
v souéasné dob& umoziiuji, aby se védecké a vyzkumné tymy v CR uchazely o granty a
programové projekty? V sou€asné dobé jsou tyto moznosti:

e Ministerstvo zdravotnictvi CR vyhlasilo na Iéta 2004-2009 ,Resortni program
vyzkumu MZ*, v jehoz ramci je kazdorocné vyhlasovano vybérové fizeni na dilCi
program XC — Nadorova onemocnéni. Dil¢i program je zaméfen na epidomiologii,
prevenci, diagnostiku a 1é&bu malignich chorob. Jeho cilem je sniZeni incidence
nadorl a onkologické morbidity pfi aplikaci preventivnich opatfeni, snizeni incidence
i mortality nadorové nemoci v populaci, sniZzeni onkogenni zatéze jedince i populace,
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shizeni mortality na nadorové choroby v€asnou diagnostikou a moderni komplexni
terapii, zvySeni efektivity terapeutického zakroku na urovni kauzalni i paliativni,
individualizace 1é¢by zhoubnych nadord pomoci vyuzivani a multifaktorialniho
vyhodnocovani prediktivnich parametru.

Ministerstvo $kolstvi, mladefe a télovychovy CR vyhlasilo na léta 2006-2013
tematicky program (TP2) Narodniho programu vyzkumu Il s nazvem ,Zdravy a
kvalitni zivot®. Ze 14 tematickych oblasti se vyzkumu rakoviny tykaji oblasti:

a) T2-2-1 Vyvinuti novych diagnostik zaloZzenych na molekularné-
biologickych metodach (nové postupy umoznujici vyrobu originalnich
novych diagnostik tuzemského plvodu).

b) T2-2-2 Molekularni genetika a biotechnologie pro nova léciva (nové
postupy umoznujici identifikaci vhodnych cilovych molekul pro
pfipravu novych 1ékG avakcin s vyuzitim poznatkl z funkéni
genomiky, strukturalni biologie a proteomiky). Vyzkum se zaméfi
zvlast na novou generaci IéCiv a Iékovych forem umoznujicich cilenou
terapii a fizené uvolfiovani léCiv, na originalni struktury s novymi
mechanismy antibakterialnich, antivirovych, imunomodulaénich
a protizanétlivych Ucinkd a na zvySeni ucinnosti chemoterapie nadoru.

c) T2-2-3 Nanomateridly pro aplikace v biologii a mediciné (nové
postupy umoziujici vyvinuti novych typl magnetickych hybridnich
nanokompozitnich materiald se specifickymi vlastnostmi, napf.
kontrastnich latek pro magnetickou rezonanci a latek pro cilenou
terapii nadorovych onemocnéni).

d) T2-2-6 Genomika, proteomika a diferenciace bunék u onkologickych
chorob (nové postupy umoziujici vytipovat pomoci kombinace
genomickych a proteomickych technik markery specifické pro
nadorova onemocnéni, vhodné pro screening a €asnou diagnostiku
laboratornimi  nebo zobrazovacimi technikami, aurcit faktory
odpovédné za primarni a sekundarni rezistenci k protinadorové lé¢bé,
nalézt kandidatni cilové molekuly pro specifickou terapii nadord
a prekanceréz arozpoznat klicové dédicné faktory odpovédné za
zvySené riziko vzniku nadoru).

Akademie véd Ceské republiky vyhlasila vroce 2006 dvé vefejné soutéZe na
podavani navrhl projektl do programu ,Nanotechnologie pro spolecnost®, zejména
do podprogramu 2 — Nanobiologie a nanomedicina®.:

Cile podprogramu:

o Vyuzit nanostruktury a nanokomplexy, vc€etné hybridnich materiald
ovladatelnych vné&jSim magnetickym polem, pro nové Iékové formy,
diagnostika, kontrastni latky a nosicCe, zajiStujici cileny transport téchto latek Ci
prenos genové informace, jejich aktivaci a biodegradaci v organismu.

o Navrhnout nové biosensory a diagnostické systémy umoziujici citlivou
detekci molekularnich  objektd  a podpofit  zavadéni  modernich
nanotechnologickych materialti a metod do zdravotnické praxe v CR.

Priority podprogramu:

o Cileny transport biologicky aktivnich latek a nanosystémui pro diagnostiku,
terapii_Ci radioterapii, napf. pomoci polymerl &i ,molekularnich nadob®.
Vyzkum lékovych forem, kontrastnich latek a diagnostik zaloZzenych na
biodegradovatelnych (zejména polymernich systémech), umozhujicich vazbu

169



I&Civ, pFipadné diagnostik a dalSich biologicky aktivnich molekul jako jednotek
zajistujicich organové C¢&i bunécéné-specifickou dopravu celého systému
v Zzivém organizmu a jeho specifickou aktivaci v pozadovaném misté ucinku.
Videalnim pfipadé by tento systém mél fungovat jako diagnostikum
a zaroven i specifické terapeutikum. Zasadni je transport chemoterapeutik
a radioterapeutik ur€enych predevsim pro IéEbu nadorovych onemocnéni.

Magnetické nanocastice pro Iékarské u€ely. Duraz bude kladen na hybridni
materialy  skladajici se z magnetickych jader a biokompatibilniho
makromolekularniho obalu, kdy vné&jsim magnetickym polem Ize ovladat jejich
transport, distribuci a chovani. Tyto nanocasticové systémy by mély slouzit in
vivo v diagnostice iterapii, jako cileny transport Iékl, chemoterapeutik
a radioterapeutik ijako kontrastni latky pro zobrazovaci magnetickou
rezonanci a lokalni destrukci rakovinnych nadort magnetickou hyperthermii.

Biofunkcionalizace povrchid. Jde o pochopeni fundamentalnich procesl
ovliviiujicich interakci molekularnich objektd na povrSich kovu a polovodicu,
jejich tvorby &i samousporadani. Dudraz bude kladen na nano-biotechnologie
pro vytvafeni definovaného rozhrani mezi biologickym a nebiologickym
prostfedim umozniujicim dosazeni specifické biologické aktivity, napF. tvorbu,
regeneraci arekonstrukci bunék atkani (bioinZzenyrstvi) a vytvafeni
biokompatibilnich povrchl Iékafskych pfipravku, zafizeni a pfistroju a upravé
povrchu specificky reagujicich na pfitomnost vybranych molekul (detekCni
systém biosensoru) a to nejen pro lékarské vyuziti.

Biosenzory a diagnostické systémy. Vyzkum diagnostickych systém( a Cipl
zalozenych na povrchové modifikaci nanovlaken, mfizek nebo citlivych
snimacl protilatek specifickych proti riznym molekulam. Interakce i malého
mnozstvi molekul s protilatkami a stim spojena vysoce citlivda zména
vodivosti nebo dalSich vlastnosti by méla byt vyuzita pro jejich specifickou
detekci.

Polymerni_nanokomplexy pro pfenos genové informace a genové terapie.
Priprava, studium vlastnosti a vyzkum komplexti DNA umoznujicich in vivo
ucinny cileny transport genové informace do pfedem vybranych typ( bunék
a nebo pouzivanych jako systémy zajistujici ucinnou transfekci vice typu
bunék a vyuziti pro terapii.

Supramolekularni vytvafeni nanostruktur. Pro biomedicinské vyuziti je
zasadni vytvafeni umélych nanostruktur fizenym sestavovanim cilené
pfipravenych molekularnich stavebnich prvkd. To je, spolu s maximalnim
vyuzitim samosestavovani, kovalentni i nekovalentni vazby, jednim z cilu
supramolekularni chemie.

Cesti v&dci a vyzkumnici se mohou zapojit i do FeSeni projektd vramci evropskych
programu, zejména:

6. ramcovy program EU ve vyzkumu a technickém rozvoji — tematicka priorita ,Védy o
zivoté, genomika a biotechnologie pro zdravi®

7. ramcovy program EU ve vyzkumu a technickém rozvoji — okruh ,Spoluprace®,
priorita ,Zdravi, potraviny, zemédélstvi a biotechnologie®.

Z provedeného vyctu vyplyva, Ze se objevily prvé programy podporujici projekty zahrnujici
nanotechnologie.
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5.5.4.3. Cancer Nanotechnology Plan

Cancer Nanotechnology Plan (CNP) je strategicka iniciativa pro pfeménu klinické onkologie
a zakladniho vyzkumu fFizenou aplikaci nanotechnologii vyhlaSena v €ervenci 2004
americkym Ministerstvem zdravi a sluzby lidem, Narodnimi ustavy zdravi (NIH) a Narodnim
Ustavem pro rakovinu (NCI)*”. Plan s predpokladanou uginnosti do roku 2015 vychazi
z pfedstavy, ze nanotechnologie nabizeji bezprecendentni pfilezitost pro studium interakci
normalnich a rakovinnych bunék v realném ¢ase na molekularni (nanometrické) a bunécéné
urovni a v pribéhu rannych stadii rozvoje rakovinného procesu. Predpoklada se, ze
nanotechnologie poskytne:
e Latky a diagnostika v€asného zobrazeni dovolujici odbornikiim na klinickou medicinu
Zjistit rakovinu v jejim nejrannéjSim, snadno léCitelném, presymptomatickém stadiu.
e Systémy, které poskytnou ocenéni terapeutiké a chirurgické ucinnosti v realném Case
pro urychleni klinického postupu

e Multifunk&ni, na cil zaméfena zafizeni, schopna dodavat terapeutické latky s vysokou
lokalni koncentraci pfimo do rakovinnych bunék a téch tkani v okolnim
mikroprostfedi, které maji kriticky vyznam pfi ristu rakovinnych bunék a metastaz, a
obejitim biologickych bariér.

e Latky schopné monitorovat a pfedpovidat molekularni zmény v bunikach a zajistit, aby
se bunky v pfedrakovinném stadiu nestaly maligni.

e Pozorovaci systémy, které budou detekovat mutace, které mohou spoustét rakovinny
proces a detekovat genetické markery indikujici sklon k rakovingé.

¢ Nové metody fizeni symptoma rakoviny, které zhorSuiji kvalitu Zivota.
e Vyzkumné nastroje, které umozni vyzkumnikim rychle identifikovat nové receptory
(targety) pro klinicky vyvoj a predikci rezistence Iéku

CNP se zaméfuje na 6 oblasti, o kterych se soudi, Ze nanotechnologie budou mit nejvétsi a
nejrychlejsi ucinek:

e Molekularni zobrazovani a ranna detekce

e Zobrazovani in vivo

e Informacni zplsoby o ucinnosti terapie

e Multifunk&ni terapeutika

e Prevence a ovladani rakoviny

e Zafizeni a nastroje pro vyzkum

CNP pocita s vytvafenim center excelence, vybudovanim Laboratofe charakterizace
nanotechnologii, budovanim FeSitelskych interdisciplinarnich tymd a nanotechnologickych
platforem za uc€asti soukromého sektoru. V ramci programu se pocitéa s vyzkumem toxicity
nanocastic a vlivu na Zivotni prostfedi.

5.5.4.4. Soucasny prinos nanotechnologii v Ié¢bé rakoviny

Klinicky vyzkum v oblasti nanotechnologii vztahujici se k rakoviné dnes pokracuje ve dvou
hlavnich liniich: v diagnostice vychazejici z laboratorni analyzy a v diagnostickych
udaju tykajicich se vyvoje v téchto oblastech, kdy s pouzitim nanotechnologii muzeme
rozsifit naSe chapani bunécné a molekularni biologie v oblasti rakoviny.

407 WWW.CAancer.gov.

171



Nanotechnologie a molekularni zobrazovani

Nanodraty o priméru 1 — 2 nm umisténé na mikrometrické kiemikové mfiZce mohou
byt povlakovany monoklonalnimi protilatkami, které jsou nasmérovany proti riznym
markerim tumorl, coz vede k stokrat vétSi citlivosti metody, ve srovnani se
sou€asnymi jinym diagnostickymi technikami. Tato metoda navic vyzaduje minimalni
pfipravu vzorku.

S pouzitim nanometrické ,laboratofe na Cipu“ je nyni mozné provést analyzu
jednotlivych biochemickych markerd v realném ¢ase

Pro oznaceni a sledovani mnoha jednotlivych molekul uvniti bunék byly pouzity
kvantové tecky, ¢imz se ziskala moznost studovat biochemické a genetické systémy,
jejichz €innost se pfi rakoviné zhrouti.

Nanotechnologie a techniky zobrazovani in vivo

Nanometrické kontrastni latky pro MRI, které obsahuji superparamagnetické
nanocastice Zeleza, mimofadné zlepSuji schopnost detekovat metastatické léze v
miznich uzlinach, jez doprovazeji rakovinu prsu a prostaty.

Nanocastice zlata demostruji uziteCnost kontrastnich latek u endoskopického
optického zobrazovani specifickych molekularnich markert rakoviny in vivo.

Ukazalo se, Ze nanocastice lipidd naplnéné plynem maji nadéji byt pouzity jako
akusticky aktivovana C¢inidla pro zobrazovani a rovnéz snad i jako systémy pro
cilenou dodavku Iékti do organismu u tumor( s prostorovym rozliS§enim od 0,5 do 1
milimetru, pfiéemz by bylo ziskano nékolik snimku za vtefinu.

Nanocastice pokryté zlatem a konjugované her-2 (receptor epidermalniho
/pokozkového/ rlstového faktoru) s dielektrickym kfemikovym jadrem umi
identifikovat bufky karcinomu prsu in vivo. Jakmile se tyto nanocastice navazaly na
své cilové buiky, mély sklon k vétSimu optickému vykonu, €imZ se proménily v
nanometrické tepelné skalpely, které dosahuji teplot, pfi nichZz rakovinné bunky
zanikaji.

Nanotechnologie a Ié¢ba rakoviny

Ukazuje se, ze Ize vyuzit Sirokou Skalu syntetickych nanoc&astic, které jsou zacileny
do nadorovych bunék, vstoupi do nich a uvolni v nich terapeutika.

Zkonstruované ¢astice virl mohou slouzit jako multifunkéni, zacilena neimunogenni
nanometricka zafizeni, ktera maji Siroky okruh aplikaci in vivo.

Fotosenzitizéry pouzivané ve fotodynamické IéCbé, v niz je svétlo vyuzivano lokalné
uvnitf tumord k vyrobé reaktivniho kysliku, byly rovnéz zakomponovany do cilenych
nanometrickych zafizeni. DalSim krokem, ktery navazuje v této praci, je rovnéz
zaClenéni systému vyrabgjiciho svétlo, coz je napfiklad par luciferin — luciferaza, a to
takovym zplUsobem, ktery by spustil vyrobu svétla pouze poté, co by nanocastice byly
zachyceny cilovou bunkou. Kdyby se to podafilo, tak takova metoda by velmi rozsifila
moznosti vyuziti fotodynamické Ié€by, ktera by pak zahrnovala IéEbu nadort hluboko
uvnitf téla.

Nanotechnologie jako metoda, ktera usnadnuje vyzkum

Vytvareni a testovani nanoplatforem muize v bunécné biologii pomoci zdokonalit
laboratorni testy na Cipu. Tyto nanoplatformy Ize konstruovat tak, aby pfresné
imitovaly okolni mikroprostfedi, ve kterém urcita burfika normalné vyrusta, pfiCemz je
vyvinut systém schopny nejen rozrusSit burky, ale i zaznamenat jejich reakce o tom,
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jak se bunky chovaji v téle, a to daleko nazornéjSim zplsobem nez je pozorovano u
bunék, které vyrlstaly ve standardnich systémech pro kultivace tkani.

e Nanometrické zafizeni mize analyzovat slozity genom a ukazuje se, Ze Ize rozliSit
tumory v raném stadiu, které vyjadfuji podobné fenotypy, a to na zakladé toho, ze
kazdy tumor si vybira lehce odliSny zplsob, jak zpUsobit poruchu ve svém genomu.

5.5.4.5. Moznosti, které vyplyvaji ze zasadniho porozuméni rakovinnym
procestim*®

Nanotechnologie nabizeji celou $kalu nastroju od nanometrickych laboratofi na Cipu, které
umi monitorovat a manipulovat s jednotlivymi bufkami, az po nanosondy, které umi
vystopovat nejen pohyb bunék, ale i jednotlivych molekul tak, jak se pohybuji ve svém
prostfedi. S vyuzitim téchto nastroju biologové, ktefi se zabyvaiji rakovinou, mohou studovat,
monitorovat i ménit rozmanité systémy, u nichz doslo v prabéhu rakovinného procesu ke
zhrouceni jejich €innosti, a také identifikovat kliCova biochemicka a geneticka ,uzka mista®“,
kam by mohly byt nastupujici metody molekularni terapie nasmérovany nejlépe. Jako takova
mulze nanotechnologie slouzit jako perfektni doplnék jinych technologickych platforem,
napfiklad proteomiky a bioinformatiky, které jsou povazuvany za zasadni stimuly pfi
objevovani a vyvoji, podporujici kratkodoby i dlouhodoby pokrok v prevenci rakoviny, jeji
diagnoze a lécbé. Dulezitéjsi vSak je, Ze nanotechnologie mohou poslouzit jako vSestranna
vyvojova platforma, ktera pomuze rychleji pfeménit praniky do podstaty véci v biologii na
produkty, které jsou uzite¢né pro Iékafskou praxi.

Pred tficeti lety byla rakovina obvykle smrtelnou chorobou, o niz bylo malo znamo. To uz
neplati. Dnes vime, Zze se bunka stava maligni v dusledku zmén v jejim genetickém
materialu a Ze doprovodna biologicka charakteristika buriky mize rovnéz zménit posloupnost
krokd, u kterych muaze trvat léta, nez dojdou do stadia, ve kterém se burika stava maligni a
vyviji se v nador. Tyto zmény predstavuji jedine¢né molekularni ,signatury“ a slouzi jako
signaly pfitomnosti rakoviny a také jako znamka predrakovinnych bunéénych stavl. Tento
hlubsi vhled do genetickych zmén, které se vyskytuji uvnitf rakovinné buriky, mél vliv na
zmeénu prubéhu vyzkumu rakoviny a vedl k podpofe novych metod v prevenci rakoviny, jeji
detekci, diagndze a 1é¢bé.

Rakovinna burika je v8ak pouze &asti celého procesu vyvoje rakoviny. Jak rakovinna burika
roste uvnitf spletité struktury tkani a organu v téle, dochazi i k jeji interakci s okolnim
prostfedim. Stale vice se nyni potvrzuje, Ze dochazi k dynamické interakci mezi rakovinnou
burikou a jejim lokalnim a systémovym mikroprostiedim, pfiemz navzajem hluboce ovliviuji
svoje chovani. Toto ,mikroprostfedi nadoru“ je obydleno riznymi typy bunék, je bohaté na
rustové faktory a enzymy a obsahuje €asti krve a lymfatickych systému. Toto prostfedi timto
podporuje nékteré z nejdestruktivnéjSich charakteristik rakovinnych bunék a umozriuje rast a
Sifeni tumoru. Vzhledem k tomu, Ze nanometrické pfistroje jsou konstruovany pro
multifunk&ni ucely, nabizeji moznost Fidit tyto sloZité interakce zplsobem, ktery by mohl
zastavit rast a Sifeni rakoviny.

Mikroprostfedi by rovnéz meélo mit vliv na pfistup terapeutickych prostfedkd k nadorovym
burikam, na to, jak télo tato IéCiva zpracuje a jak si vyvine rezistenci vuci 1éCbé rakoviny. To
jsou problémy, které by vSak nanometrické pfistroje mély umét v budoucnu zvladat. | kdyz
bunky v tomto mikroprostfedi nemusi byt geneticky zménény, jejich chovani lze zménit
prostfednictvim interakci s burikami tumoru. Lékafi si nyni, kdyz IéCi pacienta, uvédomuiji, ze

% Cancer Nanotechnology Plan, 7/2004, str. 25.
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Celi nadorovému télesu, které se sklada ze zhoubnych bunék v kombinaci s jejich
hostitelskym nadorovym prostfedim. Nadorové bunky a jejich okolni prostfedi musi byt dobfe
charakterizovany, abychom pochopili, jak rakovina v téle buji a pfi vyvoji novych
intervenénich postupl proti rakoviné musi byt zvazovany oba tyto faktory.

Nyni chapeme, Ze rakovina je kulminaci mnoha biochemickych a genetickych proces(, u
kterych v maligni burice a v jejim okoli doSlo ke zvraceni €innosti a ze to neni jedna jedina
zmeéna, ktera zpusobi, ze se burnka stava zhoubnou. Proto nyni nahlizime na rakovinu jako
na onemocnéni systém, které zahrnuje interakce mnoha bunéénych procesu. Zmény, které
tyto procesy nepfiznivé ovliviiuji, spadaji do nékolika obsahlych kategorii, které Ize
charakterizovat nasledovné:

5.5.4.5.1. Rakovinné buriky dospivaji k sobé&stacnosti v rlstovych signalech

Bunky rostou a mnozi se v reakci na Sirokou Skalu rastovych signall, které spoustéji celou
sérii Fizenych biochemickych a genetickych jevh. V normalnim bunéfném prostiedi je
produkce téchto rdstovych signall pevné kontrolovana, ale zhoubné buriky si vyvinuly
mnoho zpusobl, jak bud vyrabét své vlastni rustové signaly nebo jak zkratovat kontrolni
mechanismy, které jsou s témito rustovymi signaly spojeny. Mnoho latek podnécujicich
nadorové bujeni, které byly dodnes objeveny, dava rakovinnym burfikdm schopnost imitovat
normalni procesy signalizace rlstu. Vzhledem k riznorodé povaze ¢innosti rustového faktoru
muze byt nutné dorucit nékolik ¢inidel cilené do molekul tumoru s cilem kontrolovat jeho rist,
coz je ukol, pro ktery se nanometricka zafizeni idealné hodi.

5.5.4.5.2. Rakovinné bunky se stavaiji necitlivymi vicéi signallim proti rlstu

Normalni bunécné prostiedi rovnéz produkuje cetné signaly proti rlstu, které plsobi jako
kontrola pro neregulovanou reprodukci bunék. Tyto signaly kontrolujici rlst pfichazeji
zejména ze sousednich bunék a z mimobuné¢né matrice a rovnéz spoustéji sérii fizenych
biochemickych a genetickych jevad, které reguluji bunéény cyklus. Nase soucasné chapani
téchto systému je takové, Ze tyto signaly pfichazeji pres tfi Uzce provazané receptory na
povrchu bunky a Ze rakovinné bunky jsou schopny narusit tyto receptory nebo pfimo
systémy, které tyto receptory Fidi. Diky viceuCelové podstaté nanometrickych zafizeni se zde
opét nabizi moznost interakce s vice nez jednim z t&chto receptord soucasné.

5.5.4.5.3. Rakovinné buriky se vyhybaji apoptéze

Tretim mechanismem, jak regulovat nepatfi¢ny rist bunék, je apoptéza, ktera predstavuje
soubor naprogramovanych bunéénych proces, jejichz vysledkem je smrt burky. Z mnoha
vyzkumnych studii je zfejmé, Ze rakovinné bunky ziskavaji schopnost se apoptdze vyhnout a
Ze Uspésna lécba rakoviny umi spustit reaktivni apoptézu v malignich bufkach. Zafizeni
bunky, které vyvolava apoptdzu, se sklada ze senzoru, jez monitoruji vnitini a vnéjsi stav
bunky a jeji prostiedi a z efektorl, které spoustéji apoptézu, jakmile senzory zjisti
abnormalni podminky. Ztrata proteinu p53, ktery je charakteristicky pro polovinu vSech typu
rakovin, umoZzZiuje bufkam se apoptéze vyhnout. Zda se vSak, Ze rakovinné burky s
poskozenymi systémy pro apoptézu mohou mit nepotiebné prebytecné, i kdyZz neaktivni
mechanismy, které apoptdézu vyvolavaji. Nanometricka zafizeni budou velmi potfebna z
divodu zjistovani, zda dochazi opét k apoptéze, coz je znakem toho, Ze léCba rakoviny
funguje.
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5.5.4.5.4. Rakovinné buriky ziskavaji nekoneény potencial ke své reprodukci

Telomery*® predstavuji &tvrty mechanismus, ktery mize kontrolovat neomezeny bunéény
rust, jenz je pro rakovinu charakteristicky. Pokazdé, kdyz se burika reprodukuje normalnim
zpusobem, jeji chromozomy nezvladaji plné reprodukovat telomery, a kdyz telomery
dosahnou stanovené zkracené délky, zaCinaji se chromozomy slucovat, ¢imZ dochazi ke
spusténi apoptdzy. Telomery tak plsobi jako , pocita¢ pro reprodukci, ktery limituje burnku v
jeji moznosti byt nesmrtelna. Néjakych 85 az 90 procent v3ech rakovinnych bunék si vyvine
schopnost ke spusténi exprese telomerazy, coz je enzym, ktery umi udrzet normalni délku
telomeru a ktery je téméf ve vSech normalnich burikach silné potlacen. Zbyvajicich 10 az 15
procent rakovinnych bunék si vyvine mechanismus, ktery udrzuje délku telomeru po dobu
vymény sekvence chromozom — chromozom. Vzhledem ke své schopnosti dorucovat latky
do specifickych bunék a mozna i do organel uvnitf bunék, mohou nanocastice pfedstavovat
technologickou platformu nezbytnou pro terapeutické a preventivni latky, které by mohly do
procesu zasahovat.

5.5.4.5.5. Rakovinné bunky spousti trvalou angiogenezi

VSechny tuhé tumory si vyvinou schopnost spustit angiogenezi s cilem zajistit si kyslik a
ziviny. Vznikajici nadory nespoustéji angiogenezi okamzité, ale v né&jakém momentu jsou
schopny zménit rovnovahu mezi angiogenickymi a antiangiogenickymi faktory ve prospéch
rustu kapilar, a to v mnohastupriovém procesu, ktery je mozné obratit.. Posledni vyzkumy na
modelech mys$i ukazaly, Ze ruzné antiangiogenické faktory jsou uc&inné v preruseni
angiogeneze a vyhladovéni tumort v uréitych specifickych fazich angiogeneze a nadorového
ristu. Je také zfejmé, ze rlizné typy nadorovych bunék pouzivaji pozoruhodné molekularni
strategie k tomu, aby vyvolaly angiogenezi. Nanometricka zafizeni schopna angiogenezi
zobrazit, by mohla pfedstavovat novou technologii pro v€asné zjisténi nadoru; viceucelova
nanometricka zafizeni budou schopna dorucit mnohé inhibitory angiogeneze soucasné.

5.5.4.5.6. Rakovinné bunky metastazuji a napadaji dalSi tkané

Témér 90 procent vSech rakovin koncicich smrti je vysledkem Sifeni metastaz z primarniho
tumoru. V urcitétm momentu svého vyvoje si néjaké mnozstvi zhoubnych bunék vyvine
schopnost se odloucit od hmoty primarniho tumoru, napadne sousedni tkané a roz$ifi se do
riznych mist po celém téle. Je jasné, Ze invaze bunék a Sifeni metastaz vyplyvaji z fady
slozitych biochemickych a genetickych jeva, které nepfiznivé ovliviiuji Eetné systémy jak v
metastatické burice, tak i v tkanich, které jsou napadeny. Ackoli vétSina téchto jevu je jesté
chabé prozkoumana a charakterizovana, posledni prace ukazaly, ze u molekularnich
systému, které se UcCastni udrzovani normalniho kontaktu se sousednimi burikami, dojde
pred tim, nez za¢nou metastazy, ke zménam. Metastatické buriky kromé toho zahaji expresi
proteaz, které jsou schopny znehodnotit extracelularni matrix. Nanometricka zafizeni pro
analyzu mohou umét detekovat Casné molekularni signatury metastaz jesté predtim, nez lze
zZjistit jinymi prostfedky druhé tumory.

5.5.4.5.7. Genomy rakovinnych bunék se stavaji nestabilni

Neni téméf pochyb, Ze vétSina ze Sesti vySe uvedenych molekularnich charakteristik
rakovinnych bunék, které byly jmenovany vyse, vyplyva z genetickych zmén v rakovinné
bunce, ale dosazeni mnohacetnych mutaci prostfednictvim nahodnych procest je
nepravdépodobné vzhledem k ohromnému uUsili, které burfiky vynalozi k udrzeni integrity

%% Telomera — struktura na konci chromozomu spojena s charakteristickou sekvenci DNA, ktera je replikovana
zvlastnim zptisobem.
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svych genomu. Rakovinné buriky v§ak presto akumuluji potfebné mutace, které jsou nutné
ke zméné z normalniho stavu do prekancerézniho a z prekancerézniho do zhoubného, coz
naznacuje, ze rakovinné buriky musi mit rovnéz genomy, které jsou nepfirozené nestabilni;
posledni vyzkum opravdu ukazal, Zze maligni bufiky vskutku maji hrubé pfeskupené genomy
véetné Cetnych kopii specifickych chromozomt. Kromé toho tento vyzkum ukazal, Zze burky
mohou nabyt jedné nebo vice vySe zminénych charakteristickych ¢rt, ale nestanou se
rakovinnymi, dokud jejich genomy nebudou vykazovat takovou nestabilitu. V sou€asné dobé
se vyvijeji nanometrické pfistroje, které budou umét detekovat genetické mutace a
nestabilitu genomu.

6. ZAVER

V prubéhu 20. stoleti se rozvoj védy a techniky velmi zrychlil a zintensivnil. V jeho druhé
poloviné jsme pozorovali zietelné vydéleni tfech technologickych oblasti, které se soucasné
zacinaji postupné prorustat. Jsou to informacni a komunikacéni technologie, moderni
biotechnologie a biomedicina a nanotechnologie. Jejich rozvoj v poslednich Ctyficeti -
padesati letech nenastal sou€asné. Zatim co nové aktivity v informacnich a komunikacnich
technologiich zacaly byt zfetelné od Sedesatych let minulého stoleti (osobni a pfenosné
pocitace, internet, mobilni telefony, e-mail, MEMS aj.), biotechnologie zaznamenaly svoji
modernizaci od osmdesatych let minulého stoleti (genové inzenyrstvi, pocCatky klonovani).
Nanotechnologie, které si kladou za cil setfeni hranice mezi pfirodnimi a lidmi vytvarenymi
molekularnimi systémy, se intenzivné zacaly rozvijet na pfelomu tisicileti.

Pfedpoklada se, Ze konvergence véd, které stoji za uvedenymi technologiemi, vCetné
propojeni s kognitivnimi védami, muize zpUsobit novou renesanci védéni, vyjadfujici
holisticky pohled na technologie zaloZzené na transformaci nastroji, matematice komplexnich
systému a porozuméni pfi¢innych souvislosti fyzikalniho svéta od nanorozméru k vesmirnym

dimenzim*™°,

Postupujici konvergence véd se potyka s riznymi problémy, vétSinou spojenymi s lidskym
faktorem:

o Odpor viéi novym technologiim. Dé&jiny naznaduji, Zze odpor je konstantnim rysem
déjin inovace a technologickych zmén. Odpor musi byt chapan ve smyslu interakce
mezi technologii a jejim socialnim kontextem. Na odpor je v3ak tfeba pohlizet jako na
kladnou ¢ast socialniho procesu vybéru a nevidét v ném piekazku technologického
procesu.

o Rozdily mezi védnimi disciplinami. Mezi védnimi disciplinami Ize v sou€asné dobé
nalézt nékolik podstatnych rozdilG, které brani v jejich konvergenci a spolupraci
odbornikd. Za pfiklad si vezmeme rozdily mezi védami o Zivé pfirodé a naukou o

materialech zji§téné pfi prognostické studii*'":

e Zastupci obou oblasti pouzivaji rizny odborny zargon
e U zastupcu obou oblasti byl pozorovan rizny zplsob mysleni, jiné normy a
hodnotové stupnice.

419 Converging Technologies for Improving Human Performance*, NSF/DOC report, ed. by M.C.Roco,

W.S.Bainbridge, 6/2002, Arlington, VA., str. X.
,,Konvergujici technologie — utvatreni budoucnosti evropské spolecnosti®, vyd. Repronis Ostrava, 10/2005,
ISBN80-7329-103-7.

41 De Goot R., Loeffler J., Sutter U. ,,Roadmap Report Concerning the Use of Nanomaterials in the Medical &
Health Sector®, zprava projektu FP6 “NanoroadSME®, 3/2006, str. 98, www.nanoroad.net
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e Zpusob vyzkumné prace je odliSny a zastupci obou oborl se neorientuji v nastrojich
a metodach druhého oboru.

o Rozdily ve vzdélani mezi techniky a biology*'>. Biologie je velmi specificky obor,
zatimco technické védy patfi mezi oblasti, v nichz mohou byt odvozena vSeobecna
pravidla a nasledné aplikovana v SirSim kontextu. Ohromna slozitost biologie obvykle
biology nuti k tomu, aby se specializovali a mozna si napfiklad vybudovali svou
kariéru na vyzkumu urcitych makromolekul (specifickych enzyma, ristovych faktora,
genetickych prvkd apod.) nebo biologickych systém(. Biologové se ¢asto povazuji za
nenahraditelné a velmi neochotné odstupuji od svého zakladniho vyzkumu, aby se
zaméfili na nové oblasti. Pro mnoho biologu predstavuje tato ¢innost velké podnikani
a vyznamné riziko. Na druhé strané inzenyfi se Casto povazuji za ty, ktefi vychazeji z
prvnich principl a jsou vice (ne-li naprosto) ochotni vkrocit do novych oblasti.
Pfechazeni z jednoho védniho oboru do druhého je koneckoncu daleko snaz$i pro
inZenyry, ktefi pracuji ve fyzikalnich védach, zatimco pro biology je to mnohem

InZenyfi naopak z davodu svého vycviku a na zakladé svych zku$enosti Casto pfilis
podcenuji slozitost biologickych systéml a nékdy se chovaji takovym zplsobem,
ktery biologové povazuji za naivni v pfistupu k biologickym systémidm. Nanestésti
nebo nastésti, to zalezi na uhlu pohledu, vyzaduji nanometrické Iékarské pfistroje jak
expertizu z hlediska inZenyrstvi, tak i biologie. Casto nyni dochazi na akademické
pudé k debatam v biolékaifském inzenyrstvi a dalSich pfibuznych oborech o tom, jak
nejlépe pfipravit studenty pro praxi v této mimofadné problémové oblasti.

o Tradini _organizacni bariéry: V prubéhu desetileti doslo k rozsahlé specializaci a
vzniku mnozstvi védnich oborl a podoborli. To se promita do stavajici struktury
vysokych skol i jejich vnitfni struktury, do zaméfeni vyzkumnych pracovist’ (viz napf.
Ceska akademie véd) i do struktury nékterych vyzkumnych programd (napf. v 6.
Ramcovém programu EU se nachazeji védy o zivé prfirodé, informatika a
nanotechnologie v ruznych tematickych prioritach). Je tfeba poznamenat, Ze
v nékterych statech je snaha tuto situaci zménit rlznymi zpusoby (USA, EU - 7. RP,
aj.). | v Ceské republice se v posledni dobé& zakladaiji interdisciplinarné zamérené
programy (Nanotechnologie pro spole¢nost, NPV II).

Pfedlozena publikace je malym pfispévkem k feSeni soucasné vySe uvedené situace. Je
psana techniky pfedevSim pro techniky a studenty technickych Skol a Ize doufat, ze
alespori minimalné pfispéje ke sblizeni dvou konvergujicich obori — biotechnologie a
nanotechnologie.

www.nanotechnologie.cz

12 1 ee S.C. et al ,, Therapeutic Nanodevices*, v ,,Springer Handbook of Nano-technology*, vyd. B.Bhusan,
Spinger, 2004, str. 316, ISBN 3-540-01218-4.
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