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ZPRA\/Y SPOLECNOSTI

XXI. BIOCHEMICKY SJEZD Z POHLEDU

UCASTNIKA

Rad jsem prijal pozvani na XXI. bioche-
micky sjezd Ceské spole¢nosti pro bioche-
mii a molekularni biologii a Slovenskej spo-
lo¢nosti pre biochémiu a molekularnu biolo6-
giu, ktery se jiz podruhé konal v prostorach
JihoCeské univerzity a Biologického centra
AV CR v Ceskych Budgjovicich ve dnech
14. — 17. zari 2008. Chtél bych podékovat
organiza¢nimu vyboru , zejména jeho pred-
sedovi prof. MUDr. Radimu Cernému, CSc.
z Ustavu biochemie LF UK v Plzni, ale také
dékanovi Prirodovédecké fakulty Jihoceské
univerzity v Ceskych Bud&jovicich prof.
RNDr. Liboru Grubhofferovi a Ing. lrené
Krumlové, tajemnici CSBMB, na nichz spoci-
vala hlavni tiha poradani sjezdu, za opravdu
vzornou organizacni praci a pratelskou
a tvarci atmosféru sjezdovych jednani,
kterym dominovala zejména pritomnost
prof. Antonina Holého z Ustavu organické
chemie a biochemie AV CR a jeho belgické-
ho spolupracovnika prof. Erika De Clercqa
z Lované.

Sjezd byl zahajen projevy C£estnych
hosti, mezi nimiz nechybéli predstavitelé
Jihoceského kraje, statutarniho mésta Ceské
Budéjovice a Jihoceské univerzity. Po proje-
vech predsedi obou Spolecnosti V. Pace-
sa a J. Turni nasledovalo VyhlaSeni cen
J.V. Kostire a A. Beckmana, Zprava o pripra-
vé& kongresu FEBS v Praze (T. Zima) a Uvahy
o reformé& védy v CR (V. Paces). Nakonec
byly udéleny diplomy novym cestnym
¢lentm CSBMB  prof. MUDr. JiFimu
Duchonovi, DrSc. a prof. RNDr. Arnostu
Kotykovi, DrSc.

Pak nasledoval Spolecensky vecer
v aredlu Jihoceské univerzity s virtuoznim
hudebnim programem Swing tria AVALON
a pohosténim, které Stédre sponzorovaly
vystavujici firmy.

Program sjezdu obsahoval ctyri ple-
narni prednasky, prednesené postupné
v jednotlivych sjezdovych dnech:

Vaclav Hofejsi (Ustav molekularni
gentiky AV CR, v.v.i., Praha): Membranové mik-
rodomény a imunoreceptorova signalizace.

Antonin Holy a Petr Jansa (Ustav orga-
nické chemie a biochemie AV CR, v.v..,
Praha): Acyklické nukleosidfosfonaty po dva-
ceti letech — perspektivy v roce 2008.

Erik De Clercq (Rega Institute for
Medical Research, K.U.Leuven, Belgium):
Antiviral activity of acyclic and cyclic nuc-
leoside phosphonates.

Gabriela Bukovska (Ustav molekularnej
biologie SAV, Bratislava): The analysis of bac-
teriophage BFK20 genome.

Jednani v sekcich probihalo ve cty-
Fech silech Biologického centra AV CR
a Prirodovédecké fakulty Jihoceské univerzi-
ty, a to 128 prednaskami a 225 postery.
Své prednasky prednesli v sekcich i vitézové
udélenych cen.

Vitéz Ceny J.V.Kostife Zbynék Prokop
se spolupracovniky (Loschmidovy laborato-
r'e, Prirodovédecka fakulta MU Brno) pred-
nasel na téma:

InZenyrstvi stereoselektivity enzyml pro
aplikace biokatylyzy.

Za vitéze Ceny Arnolda Beckmana

Martina Hrebicka a spol. prednesl S. Kmoch
(Ustav dédi¢nych metabolickych poruch
a Centrum aplikované genomiky, UK — | lé-
karska fakulta, Praha) prednasku:
Mutations in TMEM76 are associated
with acetyl coenzyme A:a-glucosaminide
N- acetyltransferase deficiency in mucopoly-
saccharidosis type Ill C (Sanfilippo C)
patients.

Za vitézku Ceny Arnolda Beckmana
Lubicu Dréaberovou prednesl P. Draber
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(Ustav molekularni genetiky AV CR, v.v.i.
Praha) praci s ndzvem:

Komplexnost aktivaénich d&ji na plasmatic-
ké membrané.

Krom toho bylo jako soudast sekce
pathobiochemie usporadano prof. Pavlem
Martaskem (Klinika détského a dorostového
lékarstvi UK- I. LF v Praze) symposium
vénované nedozitym 85. narozeninam
prof. MUDr. Milana Jirsy, DrSc.z linterni kli-
niky |. LF UK v Praze, vyzna¢ného ceského
Iékare a klinického biochemika, ktery proslul
zejména svymi objevitelskymi pracemi o me-
tabolismu bilirubinu, porfyrinG a jaterni
chromoexkreci, publikovanymi ctyrikrat
v &asopise Nature. Uvodni slovo a osobni
vzpominku na profesora Milana Jirsu pred-
nesl prof. Jifi Kraml z Ustavu lékai'ské bio-
chemie UK — |. LF v Praze.

Z nazvl prednaskovych sekci uvadim

jejich nazvy tak, jak byly casové razeny
Vv programu:
Molekularni imunologie. Xenobiochemie.
Rostlinna biochemie a molekularni biologie.
Molekularni a bunééna biologie. Proteiny
a peptidy. Biochemie nadord. Viry, bakterie,
paraziti: struktura a funkce jejich molekul.
Bioenergetika. Proteinové inZenyrstvi a bio-
technologie. Volné radikaly v biochemii.
Biochemie lipidd a membran. Glykobioche-
mie. Pathobiochemie. Bioinformatika.
Proteomika. Bioanalytické metody.

Vyznamym pocinem bylo usporadani
prednaskové a posterové sekce Biochemie
a stfedoskolska odborna cinnost.

Nedilnou soudasti sjezdu byly i tento-
krat vystavy firem, které sjezd podpofily
i ekonomicky, zacez jim patfi uprimny dik.
Organizaéni sekretariat sjezdu bezporucho-
vé zajistovala Congress Business Travel, s.r.o.
(CBT).

Redaktorem sjezdového sborniku
a hlavnim organizatorem védeckého progra-
mu byl prof. MUDr. Radim Cerny, CSc.

Ke spole¢enskému programu patfilo
i divadelni predstaveni v Kulturnim domé,
realizované znamenitymi vykony nékolika
prazskych herct, zejména Petra Narozného
a Kvéty Fialové, ktefi nas svymi komickymi
vystupy odpozorovanymi ze Zivota opravdu
rozesmali.Vydatny dést znemoznil planované
vylety na Klet a navstévu Selského baroka
v Holasovicicih, ale prohlidka pivovaru
Budéjovicky Budvar a historickd prochazka
Ceskymi Budgjovicemi s odbornym vykla-
dem Ucastniky pIné uspokojila.

Sjezd byl dobrou prdpravou na nad-
chazejici kongres FEBS v Praze v r. 2009.
KéZz se nasim organizatorim dilo vydari
i napresrok.

JiFi lgraml,
Cestny clen CSBMB
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XIl. SETKANIi BIOCHEMIKU
A MOLEKULARNICH BIOLOGU vV BRNE

Ve dnech 6. — 7. tnora 2008 probéhlo
pod hlavickou P¥irodovédecké fakulty
Masarykovy univerzity v Brné a Ceské
spole¢nosti pro biochemii a moleku-
larni biologii dalsi Setkdni biochemikii
a molekuldrnich biologi, na kterém méli
Ucastnici moZnost informovat ostatni ko-
legy o vysledcich a smérech svych vyzkumd.
Setkani bylo in memoriam vénovano
Prof. RNDr. Vladimiru MikeSovi, CSc., dlou-
holetému vedoucimu katedry biochemie
PFF MU v Brné, ktery nas opustil po tézké
nemoci a ktery se aktivné podilel na zdari-
Iém pribéhu predeslych Setkani.

Letosniho Setkani se zucastnilo pres
150 védeckych a akademickych pracovniki
a studentd prevainé z ceskych instituci,
nechybélo vSak i tradi¢ni zastoupeni
Slovenska.V pribéhu konference bylo moz-
no vyslechnout velmi zajimavé prednasky
z rlznych oblasti moderni védy, od pokrokd
v instrumentalnich technikach az po zavazna
témata tykajicich se porozuméni bunéénym
pochodlim. Z prezentovanych témat Ize jen
obtizné vybrat nékolik kli¢ovych, konference
ukazala Siroky zabér a multidisciplinaritu
Ucastnikd, takZe si kazdy mohl v pribéhu
konference nalézt to, co ho zajima. Jiz tra-
dicné zaznéla aktudlni témata tykajici se
xenobiochemickych premén cizorodych la-
tek pomoci cytochroml P450, nadorového
supresoru p53 a protinadorovych terapeu-
tik, vyznamu glykosylace ¢&i mechanismi
kontroly kvality jaderné RNA. Vyznamné
byly zastoupeny taktéZ problematiky studia
genové exprese, vyuZiti molekularné biolo-
gickych metod pFi typizaci bakterii ¢i mapo-
vani genomU aZ po vyuZiti modernich metod
vyuZivanych pri strukturné-funkénim studiu
proteint a jejich interakci s okolim.
Tento vycet neni samoziejmé kompletni
a proto pripadné zijemce odkazujeme

na webové stranky konference
(http://orion.chemi.muni.cz/setkani/index.htm,
kde je mozné nalézt program i sbornik
v elektronické podobé.

Jako kazdorocné, v ramci konference
probihala tzv. ,Sekce mladych®, v ramci
které studenti prezentovali svoje prispévky
v jazyce anglickém a méli mozZnost si o nej-
lepSi prezentaci zasoutéZit. | letoSni rocnik
prokazal, Ze Uroven studentskych prezen-
taci je mnohdy na velmi vysoké drovni
a hodnotici komise mély nelehky kol vybrat
ze své Sekce jen tfi nejlepsi.V obou sekcich
se naslo mnoho vyrovnanych prispévka,
takZze v obou komisich doSlo na zavér
k vicendsobnému rozdéleni elnich pricek.
V  komisich letos zasedli: Prof. RNDr.
Zdenék Glatz, CSc., Prof. RNDr. Marie
Stiborova, DrSc., Prof. RNDr. Karel
Bezouska, DSc., Prof. Mgr. Marek Sebela,
Ph.D., Priv Doc. Stépanka Vanacova,
Ph.D., Doc. RNDr. Petr Zbof¥il, CSc., RNDr.
Helena Ryslava, CSc., Doc. RNDr. Petr
Hodek, CSc., Doc. RNDr. Lenka Luhova,
CSc. a Mgr. Lukas Zidek, Ph.D.

V sekci mladych probihajici v Aule
se o prvni misto podélili RNDr. Vojtéch
Adam z Katedry chemie a biochemie,
MZLU v Brné s prispévkem ,,Association of for-
mation and progression of a tumour disease and
level of metallothioneins“ a Bc. Peter Holub
z Narodniho centra pro vyzkum biomolekul,
PFF MU v Brné s prispévkem ,,Protein engine-
ering of haloalkane dehalogenases: towards the
change of reaction mechanism®. Na druhém
misté se umistila Mgr. Lenka Malinovska
(NCBR, PFF MU Brno) s prispévkem
wStructure and specificity of lectin from bacte-
rium Burkholderia cenocepacia: role of sugar-bin-
ding proteins in bacterial infection® a tf'eti misto
obsadil Mgr. Peter Both (Chemicky Ustav
SAV, Bratislava) s prednaskou ,,Structure-functi-
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on study of core [,3-fucosyltransferase A from
Arabidopsis thaliana®.

Komise rozhodujici sekci v Salonku
po dlouhém zvaZovani nakonec rozhodla
o nasledujicim poradi studenti: Prvni misto
bylo opér rozdéleno mezi dva studenty,
a to Mgr. Josefa Housera s prednaskou
FIFA for RHC — first functional analysis of
Acidithiobacillus ferrooxidans rhodanese-like
protein“ a Bc. Pavla Dvoraka s prednaskou
,Semi-rational engineering of haloalkane deha-
logenase DhaA towards improved activity with

= Y

|,2-dichloroethane®, oba z Narodniho centra
pro vyzkum biomolekul, PFF MU v Brné.
Na spoleném druhém misté se umistili
Ing. Zuzana Chrastilova (Ustav biochemie
a mikrobiologie, VSCHT, Praha) s pis-
pévkem ,,Different approaches to high-level
production of human peptide hormone in bac-
teria Escherichia coli a Mgr. Jan Brezovs-
ky (NCBR PrF MU Brno) s prednaskou
,,Quantitative comparison of binding sites within
protein family of haloalkane dehalogenases®.
Treti misto obsadila Mgr. Maria Smehilova
(Katedra biochemie PFF UPOL, Olomouc)
s prednaskou ,Biochemical and structural
comparison of two differentially targeted cytoki-
nin dehydrogenase enzymes*.

Na programu Setkani byla i dvé mode-
rovana zhlédnuti casti prispévki ve formé
plakidtovych sdéleni a diskuse s autory.
Ucastnici konference hlasovali o nejhez-
Ci/nejlépe prezentovany poster konference
a nejvice kladnych hlast obdrzely Bc. Lenka
Brinova a Bc. Eva Dejmkova, spolupre-
zentujici poster ,,Engineering of high-affinity
fucose- and mannose-binding lectin cv-lIL from
Chromobacterium violaceum®. Druhé misto
obsadila Bc. Dana Svobodova s pfis-
pévkem ,,Using of different expression systems
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in recombinant mycobacterial glycosyltransfera-
ses preparation” (vSechny Ustav biochemie
a NCBR, PfF MU Brno). Treti misto patfi
Mgr. Vere Kotrbové z Katedry Biochemie,
PFF UK Praha za poster ,,Participation of cy-
tochromes P450 and peroxidases in activation
metabolism of the anticancer drug ellipticine
in mice in vivo®.

Vyherci byli ocenéni Ceskou spoleénos-
ti pro biochemii a molekularni biologii
a poradajicim Ustavem biochemie P¥F MU
v Brné. A na zavér trochu statistiky — na le-
toSnim Setkani zaznélo 62 prednasek,
z toho 44 v Sekci mladych, prezentovano
bylo celkem 62 posterovych sdéleni.
Letosni rocnik Setkani byl bohuzel posledni
konany v Aule na Vinarfské a pfrilehlych
prostorach USKM. Diky rekonstrukci predsa-
li jiz nebude mozné konferenci poradat
na tomto mist€ z divodi nedostatecnych
prostor. Utastnikiim konference byly proto
rozdany dotazniky mapujici vyznam riiznych
parametr ovliviiujici dalSi poradani konfe-
rence (poplatky, termin a doba konference,..),
véetné namétd na zmény i pripominky
k soucasné organizaci. Vysledkem bylo pro
nas prijemné zjisténi, Ze ma smysl konferenci
nadéle poradat a snaZit se najit adekvatni pro-
st‘edi, kde bude mozZné dostatecné skloubit
prednaseci prostory s dostate¢nym zazemim
pro posterovou sekci a prezentaci firem.

JelikozZ jiz nebudeme vazani na zkousko-
vé obdobi, rozhodli jsme se posunout dobu

poradani konference na konec dubna.
Potencialni zdjemci o zarazeni do informac-
ni databaze pro rozesilani informaci ohledné
nadchazejiciho XIIl. Setkani biochemik
a molekularnich biologli se mohou re-
gistrovat elektronicky na adrese setka-
ni@chemi.muni.cz.

Nezbyva nez podékovat vSem ucastni-
kam za jejich zajimavé prispévky i prijemnou
atmosféru, ktera setkani provazela, a hodno-
ticim komisim za jejich obétavou a zasluznou
praci.

Chtéli bychom podékovat taktéz fir-
mam, které nam umoziiuji tuto dnes jiZ rela-
tivné rozsahlou konferenci poradat a bez
nichz by akce v takovém rozsahu nebyla
realizovatelna.

TéSime se opét na vidénou v roce 2009!

Za organizdtory Setkdni
Michaela Wimmerovd

Kontaktni informace:

Doc. RNDr. Michaela Wimmerova, Ph.D.,
Prirodovédeckd fakulta MU, KotldFskd 2,

611 37 Brno

tel.: +420-5494981 66, fax: +420-549492560;
e-mail: michaw@chemi.muni.cz.

Detailni informace véetné obrazové
dokumentace je mozno nalézt

na internetové adrese
http://orion.chemi.muni.cz/setkani/index.htm.
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C)DBORNE(ﬂANKY

METAGENOM — BOHATY ZDROJ NOVYCH

ENZYMU

Pavel Kotrba', Ondfej Uhlik', KateFina Jeénd', Martina Mackovd'

a Tomds Macek'?

! Ustav biochemie a mikrobiologie,Vysoka 3kola chemicko-technologicka v Praze, Technicka 3, 166 28 Praha 6 — Dejvice;

* Oddgleni pFirodnich latek, Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo n.2, 166 10 Praha 6 — Dejvice

pavel.kotrba@vscht.cz

Vysledky pozorovani mikrofléry ustni
dutiny, provadénych pomoci podomacku
vyrobeného mikroskopu opati‘eného jednou
cockou, které SirSimu publiku zpfistupnil
Antonie van Leeuwenhoek v roce 1673, na-
startovaly zajem badateli o mikrobialni svét.
»Wee animacules, jak van Leeuwenhoek
mikroorganismy nazval, popisoval jako Zivé,
schopné aktivniho pohybu. Dal$im vyznam-
nym datem v historii mikrobiologie byl rok
1861, kdy Louis Pasteur vyvratil teorii spon-
tanniho vzniku mikroorganismd z organické
hmoty a zaradil tak mikroorganismy mezi
bunééné formy Zivota v souladu se zavérem
Rudolfa Virchowa z roku 1858, totiz, Ze kaz-
dad bunka vznika z bunky jiZ existujici
(.,Omnia cellula e cellula“). O 20 let pozdéji
formuloval Robert Koch své 4 postulaty,
jejichz podstatou bylo paradigma cisté mik-
robialni kultury jediné umoziiujici charakte-
rizaci (v jeho pripadé potvrzeni patogenity)
konkrétniho mikroorganismu. Vyvoj mikro-
biologie se pak podridil témto postulatiim,
mikrobiology pritahovala exaktnost studia
mikroorganismil v ¢istych kulturach a v roce
1923 Bergeyiv trust vydavajici Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology kategoricky
vyhlasil, Ze klasifikovat |ze pouze bakterie,
které je moZno kultivovat a ziskat v cisté
kulturfe. V roce 1931 Selman A. Waksman
optimisticky prohlasil, Ze ...a large body of
information has accumulated that enables us
to construct a clear picture ... of ... the mic-

roscopic population of the soil. Toto
presvédceni vSak dostalo povazlivych trhlin
predevi§im v poloviné 80. let minulého
stoleti.

Pochyby iniciovala zjiténi zasadnich
rozdild mezi pocty jedinc mikrobialni po-
pulace v plidé a povrchovych vodach stano-
venych kultivaénimi metodami a vyjadrova-
nych jako ,jednotky tvofici kolonie® a pocty
uréenymi primym mikroskopickym pocita-
nim. Rozdil je obzvlasté dramaticky
v nékterych vodnich ekosystémech, kde et-
nost bakterialni populace zjisténa kultivaéné
a pocitanim Zivych bunék barvenych akridi-
novou oranzi dosahuje rozdilu az 6 rada.
Z celkového poctu pldnich bakterii je béz-
nymi postupy kultivovatelnych 0,1 — | %.
V soucasné dobé je pocet prokaryot na
Zemi odhadovén na 4.10%° - 6.10%, a soucet
mnoZstvi organického uhliku v prokaryo-
tech ze vSech sloZek Zivotniho prostiedi je
souméritelny s mnozstvim uhliku deponova-
nym v rostlinné biomase.Védomi kritického
vyznamu mikroorganism{ v biogeochemic-
kych cyklech spolu s poznatky mezigenomo-
vych DNA-DNA hybridiza¢nich studii, které
ukazaly, Ze fylogeneticka diverzita pUdnich
bakterii je minimalné 100 vyssi, nez jaka se
predpoklédala na zakladé tradi¢nich kulti-
vacénich metod, zpUsobily zisadni obrat
smérem ke studiu nekultivovatelnych mikro-
organismi. Pozornost zacina byt vénovana
jak fylogenetické prislusnosti nekultivovatel-
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nych, tak jejich predpokladané metabolické
diverzité. DalSim poznatkem, ktery vyznam-
né ovlivnil nazor na tradi¢ni dogmata mikro-
biologie, byl dlkaz, Ze po dlouhou dobu
nekultivovatelny Helicobacter pylori zpGsobu-
je Zaludecni vredy. Ackoliv byl mikrosko-
picky zjistén vyskyt spiralovych bakterii
v gastrointestinalnim traktu pst jiZ v roce
1893 a u clovéka v roce 1906 a korelace
mezi vyskytem téchto bakterii, vznikem
gastritidy a tvorbou vred(i byla popsana
v roce 1938, nebyla pri€inna souvislost mezi
H. pylori a gastritidou akceptovana do doby,
nez byla tato bakterie s odpovidajicimi
disledky v roce 1985 ,kultivovana*
v gastrointestinalnim traktu dobrovolnika.
V roce 1985 rozsifily pokroky
v molekularni genetice spektrum nastrojd
pro studium mikroorganismi o analyzu
ribosomalnich 5S a 16S rRNA izolovanych
piimo z matrice environmentalnich vzorkd
plidy nebo vody bez potieby jejich kultivace.
Porovnani nukleotidovych sekvenci rRNA
z raznych taxonomickych skupin (rRNA
raznych taxonl v pribéhu evoluce akumu-
lovaly ve variabilnich Castech specifické mu-

biodegradace
xenobiotik
kontrola a vyhodnoceni
stavu prostiedi

nova leciva

MEDICINA

cilené modifikace
symbiotQ

Obr. 1. Mozné aplikace metagenomiky

BIOTECHNOLOGIE

tace, které Ize pouZzit jako molekularni fylo-
genetické znaky) umoznilo rozlisit i fyloge-
netickou prislusnost nekultivovatelnych mik-
roorganismii a  zviditelnit rozsahlou
diverzitu mikrobidlnich komunit. Technolo-
gie PCR s primery umoziiujicimi amplifiko-
vat takika kompletni geny 16S rRNA pak
vedla od poloviny 90. let k expanzi moleku-
larné genetické klasifikace mikroorganismda.
Dodnes bylo takto popsano napi okolo 100
zakladnich bakterialnich taxonomickych jed-
notek (kmen, phylum, dle linnéovské klasifi-
kace), z nichZ pouze tfetina ma v soucasné
dobé kultivovatelné zastupce. Dostupnost
sekvenci rRNA specifickych pro urcitou
taxonomickou jednotku navic znovu pfived-
la pozornost k mikroskopické analyze a vy-
uZziti fluorescenéné znaéenych nukleotido-
vych sond se ve spojeni s fluorescenéni
mikroskopii stalo vyznamnym diagnostickym
nastrojem pro studium mikrobialni diversity
in situ.

Metagenomika

Vedle teoretického studia mikrobialni
diverzity ekosystémi a katalogizace rRNA

vliv antropogennich
aktivit na prostredi

nové zdroje energie

nové metabolické
drahy

enzymové
charakteristiky

biochemické
cykly
a klima

biodiverzita
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Obr. 2. Konstrukce knihoven metagenomii a jejich screening

motivuji zdjem o ,neviditelnou vétSinu*
mikroorganismi i Cisté praktické davody
a poznatky o fyziologii a genetice nekultivo-
vatelnych mikroorganism maji vyznamny
potencidl uplatnéni v oblastech mediciny,
ekologie a biotechnologii (Obr. I). Termin
nekultivovatelny mikroorganismus je zde
uZivan pro oznafeni mikroorganismd,
pro které zatim nebyly identifikovany fyzikal-
ni nebo biologické faktory umoziujici jejich
laboratorni kultivaci, ale i ty, o jejichZ kulti-
vaci zatim ani nebyl ucinén pokus. Mezi
metodami navrZenymi ke studiu fyziologie
a genetiky nekultivovatelnych mikroorganis-
mU si ziskal vedouci pozici novy technolo-
gicky pristup, metagenomika (syn. genomika
populaci, environmentalni  genomika),
zahrnujici extrakei celkové DNA urcité po-
pulace (smés genomd), jejich fragmentaci,
molekulové klonovani fragmenti DNA

(tvorbu knihovny tzv. metagenomu), stano-
veni a interpretaci jejich nukleotidové
sekvence poskytujici informace o genetic-
kém potencialu i diverzité populace nebo
funkéni analyzu geni vedouci k cilené identi-
fikaci aktivit jejich produktd (Obr. 2).
Smérovani metagenomické studie na vyhle-
dani urcité enzymové aktivity, biosyntetické
drahy nebo drahy umoziiujici utilizaci toxic-
kych latek ovliviiuje volbu prostiedi (plda,
voda, sedimenty, odpadni vody a kaly, pro-
sti'edi s extrémnimi teplotnimi podminkami,
vysokou salinitou nebo kontaminované
xenobiotiky), z néhoZ je metagenom izolo-
van.V pripadé studii zamérenych na globalni
analyzu populaci byvd metagenomicka linie
doplnéna tradi¢néjSimi molekularné biolo-
gickymi metodami umoziujicimi analyzu di-
verzity pomoci DDGE a TGGE (denaturacni
a teplotni gradientova gelova elektroforéza
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DNA), hybridizaéni metody, RFLP (restricti-
on fragment length polymorphism) a nebo
znaceni metabolicky aktivnich mikroorganis-
m0 metodou SIP (stable isotope probing;
metoda zaloZend na inkorporaci exogenné
pridanych stabilnich isotopd do biomolekul
metabolicky aktivnich mikroorganisma).

Technologie metagenomiky

Strategie izolace DNA. Mikrobialni komu-
nity se sestavaji ze smési archebakterii,
bakterii a eukaryot s rozdilnymi charakteris-
tikami bunécnych stén, jez vyrazné ovliviiuje
jejich nachylnost k lyzi, ktera predstavuje
prvni krok izolace DNA.Vytézky DNA navic
ovliviiuje i skutecnost, Ze mikroorganismy
v prostiedi jsou Casto ve stavu hladovéni,
jsou fyzicky mensi a obtizné lyzovatelné.
Pri pouziti pristupli primé extrakce DNA
in situ z environmentélni matrice nebo ne-
primé extrakce, jiZ pFedchazi izolace mikro-
organismi z matrice, se ukazuje, Ze oba
poskytuji celkovou DNA pokryvajici stejné
spektrum diverzity komunity, nicméné primé
metody poskytuji bé&ziné vysSi vytézky.
Nevyhodou primych metod je koextrakce
latek (napft huminovych kyselin), které mo-
hou pusobit inhibi¢né pri nasledném mole-
kulovém klonovani. Vedle tradi¢nich metod
gelové filtrace byla pro odstranéni humino-
vych latek nové& zavedena technika pulzni
elektroforézy vyuzivajici dvoufazovy agaro-
sovy gel, kde jedna faze obsahuje polyvinyl-
pyrrolidon, inertni a netoxicky polymer
s vynikajici schopnosti vazat fenolové latky,
vcetn& huminovych kyselin.

V urcitych pripadech, pri vyhledavani
genetickych  determinant  specifickych
schopnosti v komunité, je vyhodné zaradit
pred extrakci DNA prekultivaéni krok
za podminek, které preferuji zastupce dispo-
nujici cilovou vlastnosti. Je-li takovou vlast-
nosti napi. schopnost utilizace urdcitych
organickych latek, pak lze vyuZit strategie
SIP a smésnou kulturu dotovat timto sub-

mérit extrakci DNA na izolaci ,,téZké" DNA
obsahujici '3C inkorporovany v dusledku
utilizace znaceného substratu proliferujicimi
zéstupci komunity.

Strategie pripravy knihoven metagenomdi.
Pri volbé mezi moznosti vytvaret knihovny
metagenomu z kratkych (tisice parG bazi)
nebo dlouhych (desitky tisic pard bazi) frag-
mentl DNA je tieba zohlednit, zda je pred-
métem zajmu vyhledavani individualnich ge-
nG nebo celych operonl a biosyntetickych
drah. Casto je i pro posouzeni velikosti a di-
verzity komunit tFeba vytvaret knihovny
z rozsahlejSich fragmentd DNA, coZ usnad-
nuje i fylogenetickou klasifikaci fragmentu
v pripadé, Ze obsahuje nebo je mu mozno
priradit fylogeneticky marker (gen rRNA,
recA a podobné). Takové knihovny velkych
fragmentd metagenomid jsou vytvareny
s pouzitim kosmid(, umélych bakterialnich
chromosomi (BAC) nebo fosmidi (vektory
zaloZené na F-plasmidu). Knihovny kratkych
fragmentd jsou spiSe nez pro funkéni analy-
zu genl vhodné jako zdroj informaci o se-
kvenci DNA metagenomd.

Strategie screeningu knihoven metageno-
mi. Pro screening knihoven metagenomi
existuji dva pristupy: funkéni analyza gent ci-
lena na identifikaci urcité vlastnosti a nebo
sekvenadni pristup, tj. uréeni nukleotidové
sekvence idealné celého metagenomu a na-
sledna identifikace pravdépodobnych gend,
primarné in silico (Obr. 2). Urcitou limitaci
druhého pristupu je skutecnost, Ze identifi-
kace gent je zaloZena na porovnavani se se-
kvencemi genl nebo jejich produktli o zna-
mé funkci v databazich a nelze tak identifi-
kovat skutecné ,nové* geny. Na druhou
stranu poskytuje vyznamnou informaci o ge-
netické diverzité a metabolickém potencialu
celé komunity a miZe prinést i Fadu prrekva-
pivych zjisténi. V. morské y-proteobakterii
byl tak napriklad identifikovan gen kodujici
bakteriorhodopsin (lokalizovany v blizkosti
genu pro 16S rRNA) a nasledné byla potvr-
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zena jeho funkce jako fotoreceptoru, ktery
byl do té doby znam jen u zastupcl riSe
Archaea.Vyznam sekvenaéniho pFistupu ros-
te s dostupnosti vysokokapacitnich metod
sekvenovani DNA jako je 454 technologie.

e
\

gip

selekce bunék /

's metagenomovymi
klony, tj. s inaktivnim P,
(FACS)

v

aplikace induktoru

selekce klont

s inducibilnim
promotorem B,
(FACS)

Obr. 3.Metoda SIGEX pro funkéni analyzu knihovny
metagenomu (operonova past vplasmidu p19GFP; T.
Uchiyama a kol., Nat. Biotechnol. 23, 88 [2005]).
Vhostiteli nesoucim samotny plasmid p19GFP je tran-
skripce genu gfp kdédujiciho zeleny fluoreskujici pro-
tein GFP kontrolovana lac promotorem, coz umoz-
fiuje eliminaci hostitele bez heterologniho fragmentu
DNA. Fuazi gfp s fragmentem DNA metagenomu ob-
sahujicim indukovatelné katabolické geny pod kon-
trolou promotoru P, je vplasmidu M vytvoren ope-
ron, jehoZz exprese je spindna vpiitomnosti odpovida-
jiciho exogenniho induktoru (P, je neaktivni:). Klony
produkujicich GFP jsou jako selektovany pomoci
pritokové cytometrie vusporadani FACS.

Pristup funkéni analyzy gen(, spocivajici
v identifikaci hostitele nesouciho fragment
(klon) metagenomu vykazujicich urcitou
vlastnost, je nejcastéji vyuzivan ve studiich
cilenych na biotechnologickou aplikaci
(,,zkratkou klon je v nasledujicim oznaco-
van i hostitel nesouci fragment metageno-
mu). Zasadnim omezenim funkénich analyz
je, Ze ,,exotické* geny metagenomu musi byt
exprimovany ve zvoleném hostiteli. Tim je
nejcastéji Escherichia coli, pricemz bylo uka-
zano, Ze na genetickém pozadi E. coli mlize

byt exprimovano jen 40 % gen( z 32 testo-
vanych genom0. Urcité FeSeni nabizi poufziti
alternativnich hostiteli metagenomovych
knihoven ptdnich mikroorganismd. Pouzi-
vani jsou Streptomyces lividans a Pseudomonas
putida, Pseudomonas fluorescens a ukazuje se,
Ze jako hostitele je moZno vyuZit i zastupce
rodu Rhizobium.

Uspéch funkéni analyzy zavisi i na do-
stupnosti metody umoZniujici identifikaci
hledané vlastnosti ve velkém mnoZstvi
klond. Vedle klasickych metod vyuZzivajicich
napr- selekéniho tlaku nebo komplementace
defektu hostitele v dané vlastnosti roste
vyznam molekularné-genetickych pristupt.
Metoda SIGEX (substrate-induced [repor-
ter] gene-expression screening; Obr. 3)
vyuziva pro rychly screening klonG

Produkce efektoru (aktivatoru) pro regulator LuxR
spina expresi reportérového genu
pod kontrolou P,

n &

selekce producenta efektoru
(FACS)

Obr.4. Metoda METREX pro funkéni analyzu knihov-
ny metagenomu (celobunécny sensor pro identifikaci
genl biosyntézy efektort mezibunééné komunikace;
L. L. Williamson a kol., Appl. Environ. Microbiol. 71,
6335 [2005]). V hostiteli klonu fragmentu metageno-
mu (M) transformovaném reportérovym plasmidem
R, ktery nese gfp pod kontrolou promotoru genti lux
(P, pro luciferasu a konstitutivni gen JuxR pro
odpovidajici transkripéni regulator LuxR z Vibrio fis-
cheri, bude exprese gfp spindna v pfipadé, ze klon
produkuje aktivdtor LuxR. Pokud je hostitel vystaven
stimulu exogenniho aktivatoru (N-acyl homoserin
lakton), Ize jej vyuzit i pro identifikaci negativnich
efektort LuxR. Klony produkujicich GFP jsou jako
selektovany pomoci priitokové cytometrie v uspofé-
dani FACS.
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s indukovatelnymi katabolickymi geny tzv.
operonovou past, jejiZ podstatou je vytvare-
ni genetickych fuzi fragmentd metagenomd
s tzv. reportérovym genem gfp pro zeleny
fluoreskujici protein. Klony metagenomu
jsou pak inkubovany v pritomnosti cilového
induktoru (substratu) a pozitivni zastupci
jsou identifikovani pritokovou cytometrii
v usporadani FACS (fluorescence activated
cell sorting). Pro identifikaci klonl produku-
jicich efektory mezibunééné signalizace, jako
je quorum sensing, byl v systému METREX
(metabolite-regulated expression [of a re-
porter gene]; Obr. 4) vyvinut hostitel nesou-
ci gfp pod kontrolou promotoru lux genl
pro bakterialni luciferasu a produkujici
odpovidajici transkripéni reguldtor LuxR,
jehoz aktivita je zavisla na pritomnosti
signalnich molekul.

Uzitecné enzymy a biologicky aktivni
latky nekultivovatelnych
mikroorganismu

Metagenomika poskytuje drive neposti-
Zitelnou vypovéd o ekologickém vyznamu
specifickych mikroorganismd v ramci slozi-
tych komunit, tim, Ze umoZiiuje priradit po-
tencialni funkce uréitému mikroorganismu,
osvétlit mechanismy katabolismu xenobio-
tik a nebo desifrovat roli nekultivovatelnych
symbiotd, parazitd nebo patogeni v téle
hostitele. Neméné vyznamnym vystupem
metagenomickych studii je identifikace
novych enzyml s vyhodnymi vlastnostmi
nebo drah biosyntézy novych antibiotik.
Metagenom se stava také zdrojem materialu
pro konstrukci zcela novych genli postupem
tzv. metagenomického miseni genid (angl.
metagenomic DNA shuffling), jehoZ podsta-
tou je kombinovani vhodnych &asti kdduiji-
cich sekvenci rGzného plivodu, za vzniku
umélych gentd kédujicich protein pozadova-
nych vlastnosti. Genetické modifikace pro-
dukénich mikroorganismi pak umoZiuji
vyuZit potencidlu metagenomiky v biotech-
nologické praxi.

Oxidoreduktasy. MoZnosti vyuZiti bakte-
rialnich polyhydroxyalkanoatl (PHA) jako
suroviny pro vyrobu odbouratelnych plastd
i nahrad fosilnich paliv iniciovala i zajem
o metabolismus téchto latek v nekultivo-
vatelnych mikroorganismech. Screening kni-
hovny metagenomu pudnich mikroorganis-
ma cileny na D-3-hydroxybutyrat dehydro-
genasovou aktivitu prinesl 34 pozitivnich
klontd s vysokou diverzitou v predpovézené
primarni strukture enzymu a méné nez 35%
identitou se znamymi proteiny'. NAD(P)H-
dependentni alkohol dehydrogenasy (ADH)
nalézaji diky své enantioselektivité uplatnéni
pri syntézach rady karbonylovych sloucenin,
hydroxykyselin, aminokyselin a chiralnich
alkohold, které neni mozné pripravit che-
mickou cestou. Z metagenomovych kniho-
ven mikrofléry ficnich sedimentl a pidy
bylo izolovano 48 klont schopnych konver-
tovat C2 az C4 polyoly na odpovidajici kar-
bonylové slougeniny?3, zatim bez charakteri-
zované selektivity. Zadna z 11 identifikova-
nych alkohol dehydrogenas nevykazuje
sekvencni homologii ke znamym zastupclim
NAD(P)H-dependentnich ADH a jedna se
tak o zcela nové enzymy?3. Vyznamnou
enantioselektivitu vykazuje monooxigenasa
SmoA, jejiz gen byl izolovan z pldniho me-
tagenomu* a ktera konvertuje styren a jeho
chlorované derivaty na odpovidajici (S)-epo-
xidy s vytézky >99 %.

Hydrolasy polysacharidii. Ze 14 doposud
identifikovanych amylolytickych klonl jsou
z biotechnologického hlediska nejvyznam-
néjsi 4, z nichZ prvni, ziskany z pidni bakte-
rie, produkuje amylasu AmyM s teplotnim
optimem 42 °C, stabilni v alkalickém pro-
stfedi s pH optimem 9, tedy vlastnosti poZa-
dovanou pro pouziti v pracich prostied-
cich®. Rozsahly screening 2000 metageno-
movych knihoven z podmofrskych biotopl
umoznil firmé Diversa Co. (San Diego, CA,
USA) identifikovat tfi klony produkujici ter-
mostabilni kyselé amylasy BD5031, BD5064
a BD5063, z nichZ posledni vykazovala opti-
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malni aktivitu pri pH 4,5 a teploté 105 °C,
bez naroku na pritomnost stabilizujich Ca?*
(cit.®). Tento enzym v3ak byl v aktivni formg&
v hostiteli produkovan s nizkou dcinnosti.
Reseni poskytla technologie metagenomic-
kého miseni genli a ze sekundarni knihovny
pripravené rekombinaci kratkych fragment(
kédujicich oblasti ti identifikovanych -amy-
las byl ziskan chimerni gen pro amylasu
BD5088, kterou Ize, pri zachovani katalytic-
kych charakteristik enzymu BD5063, produ-
kovat s vysokymi vyt&zky®. Enzym BD5088
by tak v procesu sacharifikace kyselych ex-
traktl kukuri¢ného Skrobu mohl nahradit
standardné pouZivany preparat -amylasy
z Bacillus licheniformis termostabilni pouze
v oblastech blizkych neutralnimu pH
a v pritomnosti Ca2*.

Ackoliv  se  vyhledavani  celulas
v metagenomech zaméruje predevsim
na celulasy z termofilnich nebo anaerobnich
mikroorganismu, ¢asto s krokem predkulti-
vace na karboxymethylcelulose nebo ligno-
celulose, Ize v aerobni mezofilni pidni mik-
roflére nalézt enzymy tolerujici extrémni
podminky. Voget a spol.” izolovali celulasu
CelE5A zachovavajici si minimalné 60 %
aktivity v Sirokém rozsahu pH 5,5 az 9,0,
dlouhodobé stabilni pri 40 °C a aktivni
i v pritomnosti 3 M NaCl. Diky témto vlast-
nostem mize CelE5A nalézt uplatnéni
v biotechnologickém zpracovani lignocelulo-
sovych materiald.

Kompletni enzymova hydrolyza lignoce-
lulosové biomasy vyZaduje hydrolyzu hemi-
celulos, jejiz soucasti jsou i xylany a hledany
jsou proto i vhodné xylanasy. Z metageno-
ml odpadni jimky byly izolovany xylanasa
Xyn8, zajimava svou aktivitou pri nizkych
teplotach® a z mikrofléry zaZivaciho traktu
mlry a termita xylanasy XYL6805, 6806,
6807 a XYL6419, které nevykazovaly vy-
znamnou sekvenéni homologii se znamymi
xylanasami a predstavuji tak novou rodinu
t&chto ezymi’. A¢koliv se po dlouhou dobu
zdalo, Ze agarasy, schopné hydrolyzovat agar,
jsou charakteristické jen pro morskou mik-

rofléru, byla tato aktivita reprezentovana
12 metagenomovymi klony potvrzena i u za-
stupcd suchozemské ptidni mikrofléry!®.

Esterasy. Doposud bylo v metageno-
mech identifikovano okolo 80 esteras,
z nichz vSak jen nékolik bylo biochemicky
charakterizovano. Z podmor‘ské solné loka-
lity byla izolovana Fada enantioselektivnich
esteras aktivnich v oblasti alkalického pH
a za vysokych tlakd, mezi nimi jedna z dopo-
sud nejvétsich popsanych esteras, esterasa
O.16 homotrimer o 325 kDa (cit.'").
Podobnou molekulovou hmotnost ma i ho-
mooktamerni esterasa EstA3 o 336 kDa
izolovand z biofilmu pod hladinou pitné
vody, kterd je jako jediny znamy enzym
schopna hydrolyzovat jinak nereaktivni
sekundarni  ester  7-[3-oktylkarboxy-
(3-hydroxy-3-methyl-butyloxy)]-kumarin
(cit.'?).

Nitrilasy, amidasy a nitrilhydratasy.
Chemicka hydrolyza nitrilG na odpovidajici
karboxylové kyseliny a jejich amidy vyZaduje
pritomnost silné kyseliny a vysoké teploty a
bézné poskytuje nizké vytézky. Nitrilasy jsou
v bakteridlnich genomech kédovany pomér-
né vzacné a do zavedeni metagenomiky bylo
znamo jen asi 20 zastupc(.V rozsahlém pro-
jektu firmy Diversa Co. (San Diego, CA,
USA) testujicim metagenomy ze stovek bio-
topl bylo identifikovano 337 genl koduji-
cich nitrilasy, z nich charakterizované vyka-
zuji stereoselektivitu, kterda miZe nalézt
uplatnéni pri syntéze specifickych enantio-
merG hydroxykarboxylovych kyselin'3-'5,
Nitrilhydratasy konvertujici nitrily na amidy
karboxylovych kyselin nalézaji vyuZziti pri
syntézach nikotinamidu a akrylamidu a me-
tagenomika odhalila 12 novych nitrildehyd-
rogenas z pldnich mikroorganisma'é.
Amidasy jsou vyuZivany pri syntézach -lak-
tamovych antibiotik a z nekultivovatelné
pudni bakterie byla ziskana penicilin acylasa,
vyuZitelna pri produkci semisyntetickych pe-

nicilind'”.
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Glycerolhydratasa. V biotechnologiich vy-
uZivajicich fermentaci glukosy na |,3-pro-
pandiol, ktery je surovinou napf. pro vyrobu
polyesteru nebo polyuretanu, je limitujicim
krokem preména glycerolu na 3-hydroxy-
propanal, katalyzovana glycerol dehydrata-
sou. Screening metagenomovych knihoven
z nékolika biotopli umoznil identifikovat
klon E. coli BI21/pAKS5.I produkujici glyce-
roldehydratasu, ktera se vyznacovala vy-
znamnou rezistenci k inhibici aktivity glyce-
rolem a kone¢nym metabolitem |,3-propan-
diolem (cit.'8).

Biosyntéza vitamind, antibiotik a IéCiv.
Metagenomicky pristup byl aplikovan pri vy-
hledavani biosyntetickych drah biotinu
a vitaminu C. Z metagenomové knihovny
pidni mikrofléry testované v E. coli
s auxotrofii na biotin bylo identifikovano
7 kosmidl s operony kédujicimi biosyntetic-
kou drahu biotinu'®. Z nekultivovatelnych
pldnich bakterii byly izolovany geny ko-
dujici dvé 2,5-diketo-D-glukonat reduktasy,
C a D, jez jsou soudasti biosyntetické drahy
vitaminu C.Tyto enzymy se vyznaduji vyso-
kou katalytickou Gcinnosti a enzym D i ter-
mostabilitou s maximem aktivity zachova-
nym pri 45 °C (cit.*).

Standardni inhibi¢ni test s Mycobacte-
rium sp. umoznil mezi klony ptdnich meta-
genomU identifikovat zastupce produkuijici-
ho antibiotikum terragin A (hostitel
S. lividans; cit.2') a 11 klond produkujicich an-
tibiotika N-acyltyrosinové rady (hostitel
E. coli; cit.2?). Pomoci inhibi¢niho testu
s Bacillus subtilis byl z pidniho metagenomu
selektovan klon produkujici z prekurzori
tyrosinu a ribulosa-5-fosfatu zcela nové anti-
biotikum, indol derivatizovany isokyanido-
vou skupinou na C3 (hostitel E. coli, cit.232%).
Antibakterialni G¢inky na Bacillus sp. ma i se-
kundarni amid kyseliny palmitové, palmytoyl-
putrescin, produkovany klonem metageno-
mu symbiotli tropickych rostlin eledi
Bromeliaceae s E. coli jako hostitelem?>.
Identifikovana palmytoylputrescin sythetasa

Pps s vysokou substratovou specifitou pak
predstavuje zcela novy enzym, ktery nevyka-
zuje pribuznost k Zddnym ze znamych
N-acetyltransferas. Charakteristické zbarve-
ni umoznilo identifikovat klony produkujici
turbomyciny A a B (cit.2%) a violacein (cit.?’).
V pldnich metagenomech byly identifikova-
ny i biosyntetické drahy indirubinu (cit.28),
ktery je pouZivan pfi terapiich u pacientl
trpicich leukémii.

Zavér

Metagenomika nejen ponékud pozmé-
nila pohled na koncept genomu, ale prede-
vs§im umoznuje prekonat bariéru, ktera mik-
robiologtim nedovolovala komplexni pozna-
ni struktury a funkéniho potencidlu komunit
z exotickych i béZnych prostredi a vede
k FeSeni medicinskych, ekologickych a bio-
technologickych  probléma (Obr. ).
Sekvenacni pristup analyzy metagenomu
pFinasi rychlym tempem mnozstvi informaci
o novych genech, funkéni analyzy umoznily
identifikovat Fadu novych enzymd, antibio-
tik a jinych biomolekul pochazejicich
z nejriznéjSich biotopt (obr. 2). VyuZiti po-
tencialu, ktery technologie metagenomiky
nabizi, kriticky zavisi na analyze metageno-
movych knihoven. Pro sekvenaéni pristup
prestane byt, diky stalému zdokonalovani
vysokokapacitnich metod, nukleotidové
sekvenovani limitujicim faktorem. Rozliseni
a slozeni individudlnich genom( bude zaviset
na vyvoji softwarovych nastroju bioinforma-
tiky a dostupnosti DNA ¢ipd, které navic
umozni rozliSit klony exprimuijici informaci
matagenomu od klonG obsahujicich neaktiv-
ni pseudogeny. Lze ocekavat, Ze pro predpo-
véd funkce genového produktu bude vyuZzi-
to pokrokl ve stanoveni homologii pro-
teind, které bude stéle vice zaloZeno na po-
rovnavani modelovanych terciarnich struk-
tur a analyzy prestanou byt omezeny
na (¢asto malo priikazné) homologie v pri-
marnich strukturach proteind. Funkéni ana-
lyzy budou vyZadovat radu dalSich inovaci
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v oblasti vysokokapacitniho screeningu
knihoven metagenomd (Obr. 3 a 4), ale hlav-
ni limitaci zGstdvaji vhodni hostitelé
s genetickym pozadim umoziiujicim expresi
Casto exotickych heterolognich gend.
Vyznamnym pfislibem pro funkéni analyzy
a cilenou pripravu genti a protein( ,,na miru*
je pristup metagenomického miseni geni
na drovni sekundarnich knihoven pfiprave-
nych spojovanim rdznych ¢asti genll z celych
metagenomdl.

Pri pohledu na obrovsky potencial
metagenomiky a jeho soudasné vyuZiti
v biotechnologické praxi je zaraZejici, Ze jen

nebo biosyntetickych drah nalezlo realné
uplatnéni. Urcitym dluhem metagenomiky
s ohledem na biotechnologické aplikace
tedy zlstava zvySeni podilu skutecnych
a prakticky zajimavych novinek ze svéta
nekultivovanych mikroorganismt. To pred-
poklada  vhodné poloZenou otazku
(a selekéni metodu) vychazejici z ,,poptavky*
po ur¢ité biomolekule, tj. enzymu vyhodnych
vlastnosti nebo biosyntetické drahy cenné
latky, a tedy Uzkou spolupraci mezi vyzku-
mem a primyslem nebo klinickou praxi.

Tento referdt vznikl za podpory grantii NPV Il

¢ 2B0 8031 a MSMT CR
¢. MSM 6046137305.

zlomek vysledki je kryt patenty a jen velmi
malé mnoZstvi nové objevenych enzyml
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