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I. Zakladni avahy

Jak 1ze dnes spravné chéapat termin molekularni medicina. Pfedev§im zménou terminu. Myslim,
ze mnohem vyraznéjSim a objektivnéjSim je molekularni uiroven mediciny. Mnohem lépe
naznacuje, ze nejde o nic specielniho, odtrzené¢ho od bézné mediciny, ale ze predstavuje a
objasniuje na molekularni trovni jevy, které jinak vnimame na rtznych strukturalné a funkéné
definovanych urovnich znamych doposud jako klasické obory. Obory jak ptevazné organove
vymezené (hepatologie, kardiologie, nefrologie, neurologie, atd.) nebo globalné strukturalnée
nebo funkcné definované (anatomie, histologie, fysiologie, patofysiologie), nebo odvozené z
analytickych studii in vitro (chemie, vSak zejména biochemie). Molekularni tiroven neni
preferenci zddného z téchto rutinnich nebo vyzkumnych pfistupti. Pfi detailnim studiu
jakéhokoliv oboru se dostavame od finalnich stavi a komplexnich vztaha naprosto
nevyhnutelné na molekularni a supramolekularni roven. Anatomii jakozto védu strukturalni,
1ze snadno posunout z irovné makroskopické na troven mikroskopickou, submikroskopickou,
supramolekularni a zcela jednoznacné az na troven molekularni. Stejné tak fysiologii z trovni
organovych na troven budouci — molekularni. V existujicim spektru oborti je molekularni

medicin€ nejblize molekularni biologie. Ta je vSak v podstaté omezena na normalni situace,



zatimco molekularni medicina ma tézist€¢ vyznamné, nebo vlastn¢ vyluéné posunuté na
chorobné procesy. V soucasnosti je propojeni obou jasné. Jakékoliv snahy odtrhovat tyto dva
sméry od sebe je naivni a nezodpovédné. Molekularni medicina musi vychazet z molekularni
biologie a molekularni biologie zacina tézit ze studia l1ékatsky vyznamnych procest, zejména
geneticky podminénych. Dnes jiz klasickym ptikladem je identifikace desitek nezndmych
proteinll vazebnymi a asocia¢nimi studiemi, které odkryvaji molekularni podstatu celé rady
genetickych syndromti, studovanych na klinicko patologické urovni. Proto je logickym
kompromisem termin molekularni biomedicina naznacujici propojeni, které je perspektivou
rozvoje na obou stranach.

Na molekuliarni medicinu (biomedicinu) je tedy nutno pohlizet dle definice jako na
dysfunkci molekularnich systémii za urcitého chorobného procesu, molekularnich
systémi, jejichZ funkce za normalniho stavu je definovana (nebo by definovana méla byt v
optimalnim pripadé€). Vzhledem k stavajici fragmentarni znalosti v této oblasti (jak
medicinské, tak Cisté biologické), presahuje slozitost cileného stavu nasi predstavivost.
Dtvodem muize byt i skute¢nost, Ze sou¢asna medicina ma, ptes veskery nesporny pokrok, stale
jako dominantni znak popisny, empiricky charakter a ze hlavni intelektualni kapacita vyzkumné
pracujicich 1ékart je stale koncentrovana na diagnosu a zevni projevy onemocnéni, coZ je

z hlediska zdravotnického srozumitelné. Mozna, Ze si stale malé procento lidi uvédomuje, jak
malo vlastn¢ zname o podstaté nemoci, které diagnostikujeme, 1é¢ime a o kterych uc¢ime.
Dosavadni vyzkumné tendence lze charakterizovat jako studium kauséalnich vztaht mezi
dvéma jevy/procesy. Vysledkem jsou relativné spolehlivé udaje, které jsou v mnoha ptipadech
klasifikovany jako statisticky vyznamné. Do reality na molekularni urovni je vSak stale daleko.
Piedstavime-li si nemoc jako souvisly fetézec projevl vznikajici na molekularni - ,,funkéni® -
urovni (jinak fe¢eno nepostiechnutelné dnesnimi prostredky), postupujici celou fadou

naslednych krokt regresivniho a kompensa¢niho charakteru na tzv. "organickou" uroven



(vnimatelnou stavajicimi diagnostickymi piistroji) az po pokrocilou fazi hrubych organovych
zmén znamych z oboru klinicka patologie, pak je nutno pfiznat, Ze se pohybujeme stale,
znalostmi i zptisobem mysleni, na zminéné "rovni organické". Myslim, Ze neni osoba
angazovana pfimo nebo neptimo v medicing, ktera by si neuvédomovala vyznam pojmu
molekularni medicina. Domnivam se vSak, Ze je malo téch, kteti vidi zaroven nezbytnost tento
termin plné v budouci praxi naplnit. Molekularni medicina je cil, ke kterému sp&je veskery
moderni biomedicinsky vyzkum. Molekularni medicina se bude vyznackovat schopnosti
diagnostikovat onemocnéni na biologické (subklinické, preklinické) urovni. Vznikne tedy
nepochybné nutnost revidovat definici zdravi a nemoci.

Vyznamnym piinosem rozvinuté molekuldrni mediciny bude nejen informace o probihajicich
procesech na molekularni Girovni, ale i o0 mechanismech, kterym jsou tyto procesy realizovany.
Timto se objasni mechanismy procest, realizované mezimolekularnimi interakcemi a které
vysvétli dosavadni klasické terminy piicina — nésledek, objasiujici kausalitu v medicing.
Kausalita sama je velmi cenny poznatek. Zasadni vyznam vSak bude mit objasnéni
mechanismi na molekulérni irovni, kterymi je tento kausalni vztah realizovan. To bude
mit nepochybné vyznam téZ pro moznost vcasné diagnosy a snad i positivniho terapeutického
ovlivnéni. Ve studiu a objasnéni mezimolekularnich interakci, ve kterych budou hrat
vyznamnou roli nekovalentni interakce, bude hrat hlavni roli fysika a fyzikdlni chemie. Ta

ptedstavuje budoucnost molekularni mediciny.



I1. Zakladni pristupy k dosaZeni molekulirni irovné mediciny (biomediciny)

Jinak feceno , co pfisp&je k zaplnéni bilych mist na mapé€ soucasné prevazné supramolekularné
vymezené mediciny?

1. Obecné pristupy charakterizovatelné jako ,,screeningové *“ (globalni)

Témito ptistupy lze sledovat urcité déje at’ jiz spontanni, nebo experimentalné indukované

v tkénich, organech, buné¢nych liniich. Takto koncipované ptistupy poskytuji obrovska kvanta
vysledkll na zvolené irovni (transkripce, translace), které odrazeji biologické procesy, které ve
studované tkéani probihaji. Kvanta téchto vysledki musi byt poc¢itacoveé zpracovany. Pouzivam
zamérné termin ,,screeningové™ nebot’ jejich aplikace mize odkryt potencidlné zavazné nélezy,
které je tfeba nasledné specifikovat.

Metody studia genové exprese (transkripcni aktivity) kvalitativné 1 kvantitativné studuji a
naznacuji jak se méni, oproti referenénimu vzorku, exprese studovanych gent za sledovaného
biologického stavu. MtiZe jit o studie v §ifi celého genomu (celogenomové studie) nebo o studie
cilen¢ vybrané skupiny genti. Metody studia genové exprese jsou zalozeny na hybridizaci
fluorescencné nebo jinak vhodné znacenych transkriptli k sekvenéné komplementarnim probam
rozmisténym na pevném povrchu (DNA c¢ipy) nebo na metodach zalozenych na masivnim
sekvenovani kratkych tsekti cDNA (SAGE, MPSS).

Ziskané informace naznacuji, které ze sledovanych genti jsou vyznamné aktivovany nebo
deaktivovany, tedy zvySené nebo snizené¢ piepisovany na RNA. Tato technologie mé sva urcita
omezeni. PfedevSim hodnoty transkriptd nemusi vzdy korelovat s mnozstvim ptislusného
proteinu. Nasledné jde tedy o to prokézat, Ze zvySeni transkriptu je provazeno i zvySenim
proteinu a je nutno prokdzat repetitivni charakter zaménéného transkripné — transla¢niho
spektra a interpretovat ho v terminech molekularni biologie/patologie butiky. Je nutno mit na

zieteli bunécnou heterogenitu studovaného vzorku v ptipadé Ze jde o studium vzorku tkané¢.



Nejméne¢ jsou v tomto smyslu problematické tkanové kultury, napt. fibroblasti. I zde jsou vSak
dosazené hodnoty zptimérovany a nevylucuji zdvazné odchylky mezi jednotlivymi bunikami,
které pak nejsou detekovatelné. Velmi pravdépodobné bude snaha vyvinout techniku natolik

sensitivni, Ze bude vhodné pro studia jediné bunky.

Proteomové techniky jsou komplementarni k metodam studia genové exprese. Jejich cilem je
stanovit a porovnavat kvalitativni a kvantitativni zastoupeni jednotlivych proteint a jejich
ruznych post-translacné modifikovanych forem ve sledovaném biologickém stavu. Proteomové
techniky jsou zalozeny na rozdé€leni smési proteinti pomoci dvourozmérné gelové elektroforézy
s ndslednou detekci a komparativni analyzou jednotlivych proteinit pomoci vhodného
fluorescencniho ¢i jiného znaceni. Proteiny, které jsou pfedmétem zajmu jsou z gelu izolovany
a identifikovany pomoci hmotové spektrometrie. Alternativou gelové elektroforézy je separace
proteinl pomoci jinych chromatografickych technik (HPLC, afinitni chromatografie, FPLC ap.)
s naslednou hmotové spektrometrickou analyzou. S vyhodou je v tomto uspotfadani vyuzivano

k hmotnostnimu znaceni proteinli vyuzivano stabilnich izotopi aminokyselin.

Metabolomoveé techniky. Studium profilu malych molekul (peptidi a metabolitl1) je nebo 1épe
feceno bude nedilnou soucasti komplexnich genomickych studii. Pfedpoklada se, Zze zasadni
zmény musi mit odezvu na trovni intermedidrniho metabolismu v souvisejicich metabolickych
drahéch, na trovni signalnich molekul, neurotransmiterti ap. Techniky kvalitativniho a
kvantitativniho stanoveni metabolitl jsou zalozeny pfevazné na kombinaci hmotové

spektrometrie s plynovou a kapalinovou chromatografii, ptipadné kapilarni elektroforézou.



2. Pristupy, které lze charakterizovat jako individualizované

Metody vazebné a asociacni analyzy. Tyto metody studuji segregaci (vazbu) dédi¢nosti
definovaného fenotypu s polymorfni alelou v rodinach nebo asociaci definovaného fenotypu
s polymorfni alelou pfipadn¢ kombinaci alel (haplotypem) v populaci. V positivnim ptipadé
dojde k identifikaci lokusu ktery je ve vazbé nebo asociovan se studovanym onemocnénim, a
nasledné pak mutaci onemocnéni podminujiciho genu . Velkou pomoci pro efektivni vazebné a
asociacni studie je témet uplna znalost primarni struktury lidského genomu a celé rady
genetickych, haplotypovych, fyzickych a expresnich map které umoznuji efektivni vybér
kandidatnich genti lokalizovanych v definovanych kandidatnich lokusech a metodické zdzemi
umoznujici vySetfeni statisicti polymorfnich markeri a rychlou sekvena¢ni analyzu desitek
kandidatnich genti . V pfipad¢ nalezeni odchylek (mutaci) v nékterém z kandidatnich gent je
identifikovan genovy produkt (RNA, protein) a studovana jeho zakladni biologie — kde, kdy a
do jaké miry je gen exprimovan, kde, kdy a do jaké miry je lokalizovan v jakém bunéném
kompartmentu. Pfirozené nasleduji otazky, jaké jsou disledky jeho vyfazeni nebo cilené
mutace v modelovych organismech? V jaké signdlni, pfipadné metabolické draze pisobi, je
soucasti n¢jakého multiproteinového komplexu, jaka je jeho role v téchto drahach nebo
strukturach?

Nemén¢ dllezitou je otazka jak reaguje buiika ptipadné tkan ¢i organismus na tuto odchylku?
Odpovéd’ na tyto otdzky ndm jsou dnes ¢astecné schopny dat riizné genomické techniky.

KO (knock out) experimenty jsou bézné pouzivané jako srovnavaci studie nasledku vytazeni
genu, prokazané u humannich geneticky podminénych onemocnénich. Jsou provadény na
laboratornich zvitatech standardnimi postupy. Vznikly fenotyp je pak srovnavan na vsech

cey

dostupnych trovnich, po¢inaje klinickym pozorovanim zijicich zvifat, studiemi na Grovni



organové, bunééné i molekularni. Experimenty toho druhu mohou pfinést zajimava srovnani
vzniklého fenotypu na vSech zminénych trovnich, které mohou svédcit, a ¢asto také svédci, i
pro mezidruhové rozdily nasledkli vyfazeni studovaného genu.

Klasicke experimenty, zejména ty, zamétené na objasnéni konkretnich mechanismi normalnich
nebo v nemoci. Tato ¢ast nevyzaduje blizsi komentar. Je zavedena, klasicka a jediné, co je tfeba
jesté vice zduraznit je fakt, ze kritickym momentem pro dokonalou experimentalni praci je dnes
dostupnost moderni instrumentace, dostate¢na koncentrace vynikajicich védeckych pracovnikii
(fenomén , kritické masy*), interdisciplindrni tymy a dostatek ¢asu na védeckou praci, coz bude
na fakultach vzdy naroc¢né zajistit. Spoluprace l1ékatskych fakult s dalsimi fakultami bude
uréujicim momentem (viz téz nize). Nemély by se sem pocitat ¢iste¢ odborné studie, byt na
vysoké urovni, popisujici napt. atypické varianty nemoci, pokud by nebyly osvétleny
mechanismy zodpovédné za atypicky priibéh. Jinak fe¢eno, cennost studii, ignorujici podstatu
nemoci, ale vénujici se pouze jejim zevnim projevim je pro rozvoj molekularni arovné
mediciny omezend. Jejich cena tkvi v ve zdokonalovani diagnostické profesionalni arovné.
Nutno zdlraznit, Ze shromdzdéni a podrobna klinicko-biochemicka charakterizace je nezbytna
pro zdarny tspéch vSech vazebnych, asociacnich a resekvenacénich studii. U populacnich
asociacnich studii bude nabyvat na vyznamu téz hodnoceni efektu vnéjsich faktort, tedy
néceho, ¢eho jsou schopni jen 1ékafi.

Statistické metody, které se v biomedicin€ pouzivaji jako jeden z piistupli urceni vztahu pficina
- nasledek . Podstatou je definovani sily vztahu mezi definovanym faktorem/jevem a
chorobnym projevem. Cim je zji$téna asociace pevnéjsi , tim presvéd&ivéjsi je kausalni vztah a
tim mén¢ modifikujicich faktoriim existuje. Vztah, byt pevny je vSak definovany na obecné
urovni a nasledné vyzaduje blizsi specifikaci, opet idedlné na molekularni trovni. Klasickym
ptikladem je definice vztahu mezi hypercholesterolemii a rozvojem aterosklerosy. Blizsi

podrobnosti 0 mechanismech tohoto statisticky vyznamného vztahu jsou vSak stale nejasné.



Analyzy na individuadlni molekularni urovni. Sem patii detailni analyzy primarni struktury
proteint a jejich konformace. Detailnéjsi pojednani o nich je mimo moznosti toho textu. Zminil
bych se pouze o krystalografickych studiich, které jsou ve stiedu zajmu strukturné biologické
analyzy proteind. Jak znamo, molekula proteinu je slozena z jednoho nebo vice linearnich
fetézcli aminokyselin, které se musi sbalit (,,folding") takovym zptisobem, aby plnily své
funkce. I kdyZ informace o konecné struktufe proteinu je ukryta v jeho primarni (linearni)
sekvenci aminokyselin, neni mozné spolehlivé predpovédét sbaleni proteinu. Tato informace
musi byt ziskana experimentalné. Nejpouzivanéjsim ptistupem je studium rentgenové difrakce
krystalovanych proteind. V poslednich letech se krystalizace proteinii posunula z hajenstvi
krystalografi-specialisti do fady laboratofi, které se zabyvaji biochemii proteint. Nékolik tisic
proteintl bylo krystalovano a jejich struktury deponovany v databazich proteint. Kazdych pét
hodin jsou do proteinové databanky deponovany informace o novém proteinu. Divodem tohoto
zajmu je skutecnost, Ze konstrukce modelu pfesné molekularni topologie proteinu je zakladnim
krokem k chapani jeho funkce. Pokud je krystalovanym proteinem enzym, pak je dalezita ko-
krystalizace se substratem nebo inhibitory jeho funkce. Nov¢ inhibitory nebo modulatory
funkce enzymu mohou byt navrzeny modelovymi studiemi na zéklad€ znalosti vazebného mista

a vazby substratu. Tento pfistup ma dalekoséahle praktické farmakologické souvislosti.

3. Lokalizace in vivo/in vitro

Naprosto dominantni sou¢asti molekularni biomediciny je snaha integrovat veskeré vznikajici
poznatky z ,,in vitro® molekularni analytické Grovné do zivé buniky (tedy in situ in vivo), tedy
do ptirozeného prostiedi studovaného déje, konkrétné do kritické ¢asti bunky, jako je jaderny
kompartment, cytoplasmatické organely, atd. Je to obtizné vzhledem k tomu, ze molekularni

urovenl in vivo je v podstaté nepiistupna ptimému pozorovani, které by umoznilo vyznamné



priblizit sledovanou molekulu v jeji pfirozené situaci in vivo. Tento pfistup je navic
komplikovan nutnosti sledovat dynamiku sledované molekuly a jejiho zafazeni do SirSiho
biologického kontextu, representovaného molekularnimi interakcemi. Bez velkého prehanéni -
cela tato tendence se da definovat jako nadchazejici zlaty vék molekularni patologie a
biologie buriky. Je jen smutné, Ze tento nosny a jednoznacné samostatny obor na ¢eskych
universitach neexistuje. Ptirodovédecké fakulty se soustfed’uji na normu, tedy na fysiologické
procesy, na lékarskych fakultach stale pteziva pon€kud archaicky koncipovana obecna
patologie, ktera je pouze uvodem do klinické patologie, naprosto dominantné pojimané
diagnosticky.

Soucasné trendy v lokalisaci in vivo/vitro . Jaké biologické otdzky bychom si v roce 2007 méli
klast s ohledem na vyuziti existujicich a dostupnych “state of the art” mikroskopickych
pfistupt? Strucny a zajisté netiplny vycet by mohl byt nasledujici: Jaka je prostorova a asova
distribuce (i individudlnich) molekul v organismu, tkani, bunice, bunééném kompartmentu ¢i

v jeho ¢asti? Jaké jsou prostorové a ¢asové inter- a supramolekuldrni interakce molekul

v zivych bunkach, tkdnich ¢i organismech? Jak naplnit normalitu (fyziologii) pozorovani pii
soucasném udrZeni hranice maximalniho rozliSeni? Jak smysluplné a vérohodné interpretovat
mnohdy “vicerozmérna” a znacné objemnd mikroskopicka data?

Kdyz Ernst Abbe (1840-1905) definoval v roce 1876 zékladni paradigma optické
mikroskopie v€etné faktord limitujicich rozliSeni, s velkou pravdépodobnosti netusil, Ze za
“pouhych® 130 let (rok 2001) dojde k prolomeni téchto zakladnich tezi technikou STED
(Stimulated Emission Depletion) pii pouziti “jeho 130 let starych® objektivii. Casové obdobi
mezi témito dvéma naprosto zdsadnimi milniky optické mikroskopie by se dalo, velmi
pravdépodobné pouze castecné, charakterizovat razantnim rozvojem v nasledujicich oblastech.

Celkova tendence k maximalné fyziologickému pozorovani zivych systému
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(bunéénych, tkanovych, komplexnich organismil) s minimalizaci zatéZe studovanych objektti a
optimalizaci reality pozorovani (xyz a ¢asové domény), celkove s pievahou fluorescencnich
technik

Rozvoj plné “korigovanych” komplexnich mikroskopickych systémt vybavenych

objektivy s maximalizovanou numerickou aperturou az za hranici “total reflectance*
pro TIRF (total internal reflectance microscopy) techniky pro pozorovani zivych déji na
rozhrani burika/substratové sklo

Implementace laserovych svételnych zdroji, rozvoj ultrasensitivnich detektorovych
systémd, jak na urovni PMT (photomultiplier), tak i CCD (charged coupled device) kamer,
mnohdy dosahujicich az single-photon citlivosti rozvoj 3D mikroskopie s vylepSenim rozliSeni
v xyz— laserova skenovaci konfokalni mikroskopie, vicefotonova konfokéalni mikroskopie,
super-fast konfokalni mikroskopie s vyuzitim ,,Nipkow spinning disk* nebo naprosto recentni
“swept-field* konfokalni mikroskopie, 4n mikroskopie respektive theta mikroskopie vyuzivajici
paralelné vice objektivii . VSechny tyto techniky umoziiuji dokonalejsi rozliSeni pii soucasném
zachovani moznosti pozorovani zivych déja v bunce. Bliz§i podrobnosti budou podany
v prednaskach a v seminafich.

Implementace Siroké Skaly fluorescencnich znacek charakterizovatelnych vysokou
mirou stability, zaZzenymi excitatnimi a emisnimi spektry, biologickou inertnosti, schopnosti
selektivné in-vivo znacit bunécné struktury ¢i kompartmenty, poptipadé mapovat fyziologické
procesy jako iontové ¢i potencialové zmeény na membranach

Konvergenci s molekularné biologickymi technikami doslo k enormnimu “boomu*

znaceni proteini pomoci rekombinantnich fluorescencnich proteinovych znacek,
modifikovanych pro Sirokou skalu aplikaci

Foerster (nezaméiovat ve zkratce s Fluorescence) Resonance Energy Transfer (FRET)



mikroskopie vyuzivajici fyzikalni princip neradiativniho (nezéfivého) pfenosu energie mezi
molekulami fluoroforti na kratké molekularni (interakéni) vzdalenosti dovolujici casovou a
prostorovou evaluaci molekularnich interakei, vSe v Sirokém spektru aplika¢nich variaci. Tato
metoda otevira dalsi dimensi biologickych molekuldrnich interakci i v Zivé bunce pomoci
optické mikroskopie.
Dalsi F (Fluorescence) metody jako FRAP (Fluorescence Recovery After

Photobleaching) ¢i FLIP (Fluorescence Loss Induced Photobleaching) ptispivajici
k charakterizaci mobility molekul v zZivych systémech. Jako zasadni se ukazuje byt vyuziti
dalsich fyzikalnich parametrii flurescenénich procesii jako je méfeni polocasu fluorescence
(Fluorescence Lifetime) ¢i komplexnich spektralnich charakteristik fluoroford (ve smyslu
spektroskopickém), a dale zcela jinych vizualizovatelnych fyzikalnich pricipti, jako naptiklad
“second harmonic generation microscopy*

Naprosto esencialni pro rozvoj optické mikroskopie v bunécné biologii je oblast analyzy
obrazu kombinujici rozsahlé oblasti matematiky a “computer science”, vedouci k idealu

mikroskopisty jako osoby kombinujici obecné biologické, matematicko-fyzikalni a
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programatorské vzdélani. Pouze kombinaci téchto oblasti je mozné byt v roce 2007 inovativni.

Problematika soucasné optické mikroskopie je mnohovrstevna a multidisciplindrni.
V zasadé plati, Ze 1 na slozitou biologickou otazku lze odpovédét jednoduchou metodou.
Z tohoto obecné¢ platného principu se vSak nesmi stat prazdné klisé nereflektujici daleko
obecné;jsi princip, Ze opticky mikroskop neni ni¢im jinym nez zdrojem konvoluce (zkroucenti)
reality, ktery stoji mezi pozorovanym objektem a pozorovatelem a mé definovatelnou
transferovou funkci. V mikroskopii tedy kriticky zalezi na schopnosti pozorovatele posoudit
miru konvoluce ziskaného obrazu, ktery nese mnohdy vice informaci v lidskym okem

nepostiehnutelnych obsahovych rovinach. Neuprosna ekonomicka realita bohuzel vytvari
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nepfimou uméru mezi mirou konvoluce a cenou systému, coz ov§em nesmi piedstavovat
alibistickou piekazku pro praci na trovni souc¢asného stavu poznani (viz. vyse).

Jaky bude mikroskop za dalSich 130 let? V tuhle chvili je jednodusi pfedpovédét jaké budou
mikroskopy za 1-5 let: s velkou pravdépodobnosti se bude jednat u integrované systému
v nejvyssi tiide vétsiny vyse uvedenych kvalit. Vzdy s maximalnim akcentem pro pozorovani
zivych biologickych systému. Provokativni otdzka by tedy mohla znit: ma viibec smysl kupovat
mikroskop, kdyz je zastaraly v okamziku potizeni? Jedna z moznych odpovédi by mohla byt
nasledujici: Ano, ma smysl neustale kupovat ty nejdrazsi systémy, klidn¢ kazdy rok, ale mé¢lo
by byt piedem zajiSténo jejich maximalni vyuziti v integrovanych mikroskopickych
instituciondlnich centrech s odpovidajicim intelektualnim potencidlem.

Utéchou &tenafovi miize byt fakt, Ze tato kratka stat’ pojednava o mikroskopii optické
(vlnové délky cca 400-750 nm), stejn¢ “piehledny” by mohl byt pohled na mikroskopii
elektronovou ¢i tzv. “near-field” skenovaci mikroskopii.

Tyto moderni technologie obohacuji nebo v mnoha ptipadech substituuji klasické techniky
diferencialni centrifugace, zatizené vzdy dokonalosti separace studované¢ho buné¢ného
kompartmentu (Golgiho aparatu, mitochondrii, lysosomt, mikrosomi apod.). Moderni
mikroskopické technologie mohou zdsadnim zptisobem piispét k rozvoji poznani na poli

strukturni biologie za normy i za patologickych stavi.

4. Integrace poznatki

To je soucasti komplexnéjsiho chapani biologickych procest (systémil), coZ je dnes
nazyvano molekuldrni biologii systémtl (systems biology). Jde, mezi jinymi, o zpracovani
shora uvedenych masovych vysledkli genomiky, proteomiky, a dal§ich vyzkumnych ptistupti
(viz shora), a jejich interpretaci kterd by méla odrazet roli bunéénych populaci, které se tkanové

reakce zic¢astnuji, zmény organel a samoziejmeé specifikovat v§e na molekularni Grovni
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konkrétnich probihajicich procesi. Na ptinosnost téchto ptistupti existuji odlisné nazory,
kolisajici od positivnich po negativni. Teprve budoucnost zhodnoti efektivitu. Expresni studie
specificky designované ke sledovani urcité skupiny genti se zdaji byt efektivnéjsi pro posouzeni
konkrétnich biologickych a patologickych procesi.

Jinak v nejobecnéjsim pohledu je velmi pfinosny integrativni a komparativni pohled

na studované biologické procesy z hlediska evolu¢ni biologie.

I1I. Soucasné znalosti versus realita molekularni mediciny — nékteré priklady

fenomény v lidské patologii zname snad v§echny,
koneéné zacindme znat v nékterych pripadech i jejich podstatu

Hlavni oblasti nezbytné pro piiblizeni a chapani molekularni irovné mediciny budou podany
v fad¢ prednasek. Zde bych poukazal pouze na nékteré piiklady z kategorie genetickych poruch.
Celou situaci lze definovat zcela obrazné jako mapy s vice nebo méné specificky ohrani¢enymi
oblastmi, kde kazd4 z ptfesn¢ vymezenych oblasti predstavuje jedno exaktné¢ vymezenou
geneticky podminénou jednotku. Pfesné vymezenych jednotek jak na irovni DNA, tak proteinu
je dnes zna¢né mnozstvi. V idedlnim ptipad¢ by se dala znalost vsech procesii probihajicich
v tkanich u modelové poruchy na molekularni irovni pfirovnat ke kompletni politické a
fyzikalni map¢€. Opacnym stavem, dnes ale naprosto béznym, je piesné ohrani¢ena bild oblast
s n€kolika specifickymi hornatymi oblastmi relativné dobte viditelnymi z vesmiru. Na starych
mapach by na té€chto bilych mistech byly znamy napis ,,hic sunt leones“. Postupem ¢asu mohou
byt v ramci toho teritoria odkryty i dalsi utvary, specifické pro danou vymezenou oblast. Jejich
vzajemna ndvaznost mezi sebou a navazani na struktury zatim skryté v ,,bilych mistech* v§ak
doposud neexistuje. Myslim, ze nejhodnéjsi je prohlaSeni uvedené jako moto této Casti.
Prikladtl na toto téma je v soucasné mediciné obrovské mnozstvi.

Klasickym ptikladem je situace ve velké skupiné genetickych poruch, které byly po

dlouhou dobu vymezeny svym fenotypem velmi dobie definovanym klinickymi genetiky.
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Vymezeni tedy bylo po dlouhou dobu na urovni klinické, nebo obecné feceno makroskopicke,
nebot’ definujicim znakem byly tvarové zmény organti a ¢asti téla. Metodou vazebné analyzy
(viz shora) byly identifikovany oblasti chromosomi, které byly ve vazbé, vysoce resistentni na
vymény mezi homolognimi chromosomy, a ze skupiny kandidatnich genti, nalézajicich se v této
oblasti byl identifikovan ten, vykazujici mutace, segregujici s fenotypem ve studovanych
rodinach. Tak byly objeveny geny a jimi kodované proteiny. Porucha se tak stala
definovatelnou na urovni genu (DNA) a proteinu. Tim je umoznéna identifikace postizenych,
jde-li o autosomalné recesivni onemocnéni je mozna i identifikace heterozygotl. Je mozna i
prenatalni diagnosa. Z hlediska Cisté zdravotnického je tedy formalné stav uspokojivy.

Z hlediska molekularni mediciny je vSak jasné, Ze byla identifikovany proteiny, které v mnoha
ptipadech nemaji enzymovou aktivitu a ti€astni se procest, jejichz povaha neni zcela jasna.
Vymezenim geneticky podminénych poruch ve svych extrémnich polohéch, tj. defektnim
genem/genovym produktem na strané jedné a terminalnim klinicko patologickym fenotypem"
na strané druhé se tedy pro vyzkum automaticky odkryva obrovsky volny prostor, na jehoz
konci by mélo byt objasneni vsech, procesi, které k makroskopicky patrnému naruseni tkani
vedou. Ze pfi tomto stupni znalosti lze o&ekévat moznost positivniho ovlivnéni procesu
vhodnym terapeutickym pfistupem je samoziejmé.

Vzhledem k vlastnimu zaméfeni, podam ptiklady stavu védomosti v oblasti geneticky
podminénych genetickych poruch, t. zv. sttddacich onemocnéni. V soucasnosti je definovano
cca 48 jednotek na biochemické/molekularni urovni. Jde o skupinu poruch z hlediska Cisté
diagnostického bezproblémovych, vzhledem k dokonalé definici vétSiny z nich na urovni
molekularné genetické a biochemické (na trovni proteinu). Ve vSech ptipadech dochazi
k ptepliovani lysosomi latkami, které nejsou, diky defektni enzymové aktivité degradovany
(tedy substraty defektniho enzymu). Ve dvou pfipadech se v lysosomech hromadi latky,

produkty degradace, a to nasledkem dysfunkce mutovanych transportéri v lysosomalni
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membrang (cystin nebo sialova kyselina), které za normalni situace zprostiedkuji prenos do
cytosolu a naslednou recyklaci. V téchto ptipadech jde o vcelku pochopitelnou situaci.

V nékolika jednotkach (v osmi k soucasnému datu), mezi které patrny velmi ¢asné jednotky ze
skupiny neuronalnich ceroidlipofuscinos byly vazebnou analyzou zjistény zodpovédné geny,
kédujici do té doby nezndmé proteiny, které jsou v urcitém, doposud ne zcela jasném vztahu

k lysosomalnimu aparatu a zodpovidaji za funkci, ktera je znama pouze ve forme néasledka
narusené funkce. Tato skupina lysosomalnich stfddacich poruch je zcela logicky pfedmétem
intensivniho vyzkumu pouzitim shora uvedenych ptistupt (viz ¢ast II).

Na doplnéni ,,bilych mist* ¢ekaji i onemocnéni u kterych byla biochemicka podstata zEasti nebo
uplné definovana. U nich minimalné zbyva objasnit mechanismus propagace biochemického
defektu buiikou, orgdnem a v fadé ptipadl i mechanismus vzniku zndmého biochemického
defektu. Patii sem, mimo jiné, jednotky ze skupiny dédicnych metabolickych poruch
zpuisobenych enzymovymi deficity, které byly identifikovany diky analyze akumulovanych
metabolitli (napf. fenylketonurie, n€které lipidosy), defekty enzymovych aktivit oxidativné
fosforylacniho systému (OXFOS) u fady neurodegenerativnich a multiorgdnovych onemocnéni.
Studie poruch OXFOS vedlo nejen k zakladnimu definovani fady jednotek, ale i k znalosti
biologie mtDNA, asembla¢nich proteinti komplext respirac¢niho fetézce, ale zdrovei dava tusit
obrovské mnozstvi problémd, které bude nutno objasnit (napt. mechanismy poskozeni burnky
pfi poruse OXFOS) .

Jako jeden konkrétnéjsi ptiklad 1ze uvést vyvoj znalosti pojmu enzymovy deficit u
geneticky podminénych enzymopatii. V pfipadé monomerniho enzymu je ztrdta katalytické
aktivity podminéna ve vétsin€ pripadi mutaci, kterd miize zasahnout katalytické centrum, nebo
domény v jeho blizkosti, které zménou konformace interferuji s aktivnim centrem. Na tizi
deficitu se miize podilet i urychlené odbouravani enzymové molekuly, kterd ma ve své

mutantni form¢ narusenou konformaci, vzdorujici chaperonové korekci. Zesileni chaperonové
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funkce je predmétem nekterych studii, s cilem snizit degradaci a umoznit cileni enzymové
mutantni molekuly do pfislusného funkéniho kompartmentu, kde mtize i ve své mutantni forme
zmirnit tizi funkéniho deficitu. Dalsi pfic¢inou enzymového deficitu je porucha posttranslacni
modifikace, kterd vede k chybnému cileni enzymové molekuly mimo jeji cilovy kompartment
(nejde tedy o deficit v pravém slova smyslu, ale k nedostatku enzymu v spravném oddile
buiiky). Dal$i z poruch na urovni posttransla¢ni modifikace je nevytvoreni katalytického centra
pomoci enzymt, které jsou v endoplasmatickém retikulu a které konvertuji priméarni neaktivni
doménu na doménu aktivni. Samostatnou kapitolou dosti zna¢ného vyznamu se stavaji deficity
aktivatorti lysosomalnich enzymt (sfingolipidhydrolaz), coz jsou peptidy nezbytné pro
optimalni interakci enzym — lipidni substrat. Mechanismus jejich ucinku vSak neni pfesné znam.
Klasickym ptikladem je deficit glukocerebrosidazy (historickd Gaucherova nemoc). Jde bud’ o
mutaci v enzymové molekule samotné, nebo o mutaci v aktivatoru enzymu. Vysledkem je
stejny fenotyp, které je v ptipad¢ deficitu aktivatoru v arteficielnich in vitro testech tézko
prokazatelny, protoze deficit jeho funkce nahrazuji detergencia (skute¢ny biologicky deficit je
vSak pfitomen)

Opakem pravych enzymovych deficitu je pseudodeficience nejlépe definovana u deficience
Arylsulfatazy A . jde o stav definovany normalni aktivitou enzymu in vivo (v tkénich), nejsou
tedy zadné projevy jeho deficitu. Pokud se kultivované (a tady zivé) bunky vystavi nalozi
ptislusného substratu (v tomto ptipadé sulfatidu, radioaktivné zna¢eného) a je sledovana
dynamika jeho degradace, je shodna s kontrolnimi buiikami. Biochemické analyza in vitro,
tedy klasickou cestou vSak uk4ze hodnoty katalytické aktivity, které jsou blizké nebo shodné

s hodnotami, zndmymi u pravého enzymového deficitu. Jsou zndmé mutace, které tento stav
podminuji. Neni zndmy mechanismus, kterym k této poruSe, manifestujici se pouze

v arteficielnim prosttedi ve zkumavce dochdzi. Jde tedy o obracenou situaci proti deficitu

aktivatoru (in vivo funkce zachovana). Znalost mé zna¢ny prakticky vyznam. V rodinach
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ohrozenych metachromatickou leukodystrofii, vyzadujici genetickou poradu a prenatalni
diagnosu, by neznalost tohoto zvlastniho variantniho stavu enzymu vedla k tragickym
dasledkam. Existuji ditkazy pro enzymovou deficienci danou mutaci v promotoru kodujiciho
genu, zpUsobujici kvantitativni deficit enzymové molekuly a tim i deficit katalytické funkce.
Samostanou kapitolou jsou enzymové deficience multipodjednotkovych systémd, klasicky
komplextit OXFOS. Vse ukazuje na vyznam vSech podjednotek systému na optimalni
katalytickou funkci, i kdyz se mohou liSit urcitou odlisnosti vyznamu. Deficit testovany
standardnim biochemickym testem nema tedy v zdsad¢é zadnou podstatnou vypoveédni hodnotu.
Jako ptiklad mize slouzit t.zv. deficit cytochromoxidazy (COX, komplex IV OXFOS), ktery
muze byt zplisoben mutaci jednoho z tfinacti podjednotkovych proteini. Ukazuje se vsak, ze i
mutace proteinu zodpovédného za inkorporaci molekuly médi mtze byt ptfi¢inou deficit COX.
Zda se, ze takovychto proteinli mize byti vétsi mnozstvi. Deficit COX miize byt sdruzen

s deficitem jinych komplextit OXFOS, jeli mutovana tRNA kodovana mtDNA, zodpovédna za
inkorporaci aminokyselin do podjednotek komplexu OXFOS. Je jesté n€kolik dalsich ptikladd,
které budou zminény pfti prednésce.

Tento vycet naznacuje pokrok v chapani enzymového deficitu a vysvétluje stale vice a vice
pouzivany termin jako definice chorobného procesu na molekularni urovni, nahrazujici ptivodni
diagnosu nemoci na trovni biochemické. Tento vyvoj je sledovan farmaceutickymi firmami,
které se velmi intensivné zabyvaji vyvojem terapeutickych pfistupi ,, na molekularni Grovni®.
Velmi zavedenym piistupem je aplikace rekombinantnich lysosomalnich enzymu u
lysosomalnich enzymopatii. Tyto enzymy jsou aplikovany nitroziln¢ a vychytavany
(receptorem zprosttedkovanou endocytosou) buitkami pfed hemoencefalickou barierou.
Alternativni cestou je aplikace malych chaperonovych molekul, které do ur¢ité miry mohou
korigovat abnormalni konformaci proteinti (na pf. katalytickych), snizit tak jejich degradaci a

umoznit jejich transport do funkéniho kompartmentu .
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Tady bych se omezil na zjednoduseny uvod soustiedény na molekularni anatomii
proteinové molekuly. Protein nutno pfestat vnimat jako pouhou sekvenci aminokyselin.
V nejvetsi strucnosti je v dneSnim biologickém pohledu nezbytné rozliSovat N konec (misto
inicialni syntézy) a C konec. Pomineme-li problém ,,leader peptidu® a isoforem proteinu,
danych sestfihovymi variantami koédujiciho genu, pak je to existence domén nebo motivi,
uréenych kratkou sekvenci aminokyselin, které maji specialni biologicky vyznam v biologické
existenci proteinu. Jen jako ptiklad — jsou to sekvence aminokyselin, které urcuji, misto
posttransla¢nich modifikaci (napt. glykosylace, regulované proteolyzy) sekretorickych proteind,
dale domény, urcujici po syntéze transport molekuly do ur¢itych bunéénych kompartmenti
(signalni sekvence), na pt. do mitochondrii, jadra, peroxisomtl, lysosomtl, atd.
Reéeno souhrnné, sekvence aminokyselin (primarni struktura) uréuje konformaci proteinu
(sekundarni az kvartérni strukturu). Problému konformace proteinu a faktorech, které ji
ovliviiuji je vénovana stale vétsi a vétsi pozornost, nebot’ se ukazuje, ze hraje zasadni roli pro
funkci daného proteinu. Byly identifikovany mechanismy, které kontroluji konformaci proteinu
a v ptipadé poruch, nastartuji mechanismy vedouci k degradaci proteinu (proteasom, lysosom).
Dale jde o procesy popisné definované jako posttranslacni modifikace nejriznéjsiho druhu,
predstavované jednak modifikacemi v endoplasmatickém retikulu v pritbéhu pasaze
syntetizované molekuly uréené k sekreci, inserci do bunééné membrany, transportu do
lysosomalniho systému jako je regulovana proteolyza, glykosylace, sulfonace atd. Déle jsou to
posttransla¢ni modifikace in situ v misté funkéniho prostoru ptislusné molekuly, které mohou
mit reversibilni charakter (fosforylace — defosforylace, acetylace — deacetylace, palmityolace —
depalmitoylace).
Zde je mozné shrnout kroky, které nasleduji po objeveni nového proteinu, resp. genu (viz
metody vazebné a asociacni analyzy) , jehoz mutace je zodpoveédna za genetickou poruchu,

definovanou do té doby pouze fenotypem (t.j. klinicko patologickym obrazem, biochemickymi
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nalezy, mechanismem ptenosu). Gen identifikovany vazebnou analyzou /viz shora), vykazujici
mutace proti genu v kontrolach je klonovan, t.j. jeho cDNA je ve formé vektoru vnesen do
urc¢ité bunécné linie, kde je prepisovan (transkripce), prekladan (translace) a vysledny protein
isolovan. Ten je pak podroben molekularni analyze, zahrnujici identifikaci jednak primarni
struktury celkové (sekvencni nebo hmotnostni analyza), ze které vyplyne i pfitomnost moznych
domén, jejich piipadny vztah k N- ¢i C konci. Idealni je urceni dalSich arovni struktury
krystalografickymi studiemi (viz krystalografické studie). Ve néasledné by mélo objasnit funkci
proteinu, jeho funkci za normalnich okolnosti (nezapomenout, ze by identifikovan za situace
vzniklé jeho porusenou funkci !). Vzdy pak nésleduje studium jeho lokalizace v buiice bud’
pomoci ad hoc ptipravenych protilatek nebo jeho znaceni fluorescencnim proteinem (konstrukt
cDNA proteinu a fluorescenéniho proteinu) — vytvoreni rekombinantniho fuzniho proteinu

v transfekované buiice (viz lokalizace in vivo/in vitro) . Timto je moZzno shora zminénymi
technikami analyzovat osud takového proteinu v buiice a to bud’ ve statické formé (tfirozmérné
konfokalnim mikroskopem) nebo dokonce v ¢ase. K jeho dokonalé charakterizaci patfi i
informace o jeho konservaci v pribéhu evoluce. Jak jiz zminéné shora, touto exaktni definici
biologické podstaty studované nemoci se otevira obrovské pole mechanismti, jimiz se tato

porucha v buiice a tkdnich propaguje.

IVv. Zavéreéné poznamky
Co bude ovlivinovat rozvoj molekularni biomediciny. Bude to predevsim uvédomeéni si
nezbytnosti soustredeni zajmu o hlubsi studium mechanismii na molekularni urovni. Na
lékarskych fakultach tedy bude muset dominovat ,, zdjem o nemoc po stanovent diagnosy “. Cim
vice bude tento postulat prevladat, tim efektivnéjsi bude dosazeni molekulérni irovné mediciny.
Je t¢Zko zpochybnitelné, Ze prostiedi l€katskych fakult je tim nejvhodnéjSim prostfedim pro

soustfedéni moderniho vyzkumu tohoto typu. Bude to vyzadovat dokonalou znalost
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biologickych procest na v§ech trovnich (molekularni, bunécéné, vyvojové, ap.), dokonaly
systém védecké vychovy, pfistupnost a obeznameni se vS§emi dostupnymi technologiemi. Dale
to bude co nejuzsi propojeni mezi 1ékarskymi fakultami a fakultami ptirodovédné zaméfenymi
(biologie, matematika, fysika), se sdilenim vyzkumnych témat. Tim bude zajisténa ptiprava na
ptiprava na ,,postbiologickou‘ éru, ve které¢ budou stfedem pozornosti biofysikalni
charakteristiky molekul a mechanismy mezimolekularnich interakci. Takovéto propojeni zajisti
shora rozvoj ,,molekularniho* a interdisciplinarniho zpisobu mysleni na lékatskych fakultach,
které by se mély do budoucna diferencovat na fakulty zdravotnicky zaméfené a fakulty
zamétené vyzkumneé. Zvlasté ty druhé by mély mit vynikajici biomedicinské zazemi tvorené
kapacitnimi ,,preklinickymi‘ ustavy, mam-li pouzit souc¢asné terminologie. Jediné ty budou
moci garantovat vyzkum v biomedicin€ a budou mit moznost zajistit nejdokonalejsi zptisob
vyuky, tak jak je tomu v fad¢ vyspélych zemi.

Vse, co neumozni shora zminéné ptistupy, bude kontraproduktivni. Bude to naptiklad i
pfedstava, Zze bude stacit roz§ifovani rutinnich vySetfeni na molekularni arovni. Na piekdzku
bude i prevazujici komercni motivace vyzkumu. Velkou prekdzkou bude neschopna koncepce

podpory védy na universitach, kterd nebude rozliSovat skoly podle kvality

Pro dalsi generace studenti moderné koncipované mediciny (biomediciny) bude skoro
rozhodujici soustiedit se na obecné aspekty, vyjadiené biologickym pohledem na I€katstvi a
snahou ziskat maximum informace o mechanismech procest a to nejen literatury, ale zejména
od svych vysokoskolskych uciteli. Misto, resp. vedle bézné (a spravné) klasické otazky proc to
bude stale vice otazka jak. Pro vysokoskolské ucitele to bude velmi naro¢né absorbovat veskeré
nov¢ poznatky jdouci do molekularni urovné, absorbovat a byt schopen presvédc¢iveé tlumocit a
prenaset biologicky integrované poznatky z molekularni urovné studenttim. Proces Ize pfirovnat
k biologickému trvalému ,,odhalovani®, odkryvajicim nové aspekty a nové souvislosti, takze

odkryvany studovany proces/jev se stava stale vice definovany a dokonaleji chapany.
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Nutno stale vice zdlraznovat, ze vedle biologického (molekularné biologického) pohledu
nabyva stale vice a vice na vyznamu pohled fyzikalni, resp. biofysikalni, ktery umozni chapani
nekovalentnich interakci, toto obrovské bilé pole biomediciny zahrnujici interakce mezi
molekulami nejriznéjsiho druhu a jejichz definovani presahuje moznosti molekularni biologie.
Neni sporu o tom, Ze to je a bude stale vice a vice doménou fysiky (biofysiky). Zcela na konec
pfipojuji stat’ doc. Pavla Hobzy (UOCHAB, AVCR), pritkopnika problému nekovalentnich
interakci v biologii, o kterou jsem ho pozadal pro zavér toho pojednani.

»INekovalentni interakce jsou mnohem slabsi (o jeden az dva rady) nez chemické kovalentni
interakce. Navzdory tomu a nebo spise prave proto nekovalentni interakce hraji zcela zasadni
ulohu v biodisciplindach. Nekovalentni interakce jsou odpovédny za existenci kapalné faze a
prirozené téz za existenci vody. Pripomenme, Ze vznik Zivota je velmi uzce spjat s existenci
vodné faze. Nekovalentni interakce urcuji také strukturu biomakromolekul jako DNA, RNA a
bilkovin a velmi uzky vztah mezi strukturou a funkci biomakromolekul je velmi dobre znam.
Nekovalentni interakce hraji zcela klicovou roli pri molekuldarnim rozpoznani kde zajistuji
vysokou presnost pri tvorbé napr. komplementarnich parii basi DNA a tak pri prenosu
genetické informace. Vyjimecna uloha nekovalentnich interakci spociva v tom, ze musi byt
soucasné dostatecné silné aby zajistily preferencni vazbu v molekulovém komplexu a soucasné
dostatecné slabé aby mohlo dojit k rozpojeni komplexii. Klasickym pripadem je DNA: Vazba

v komplementarnim paru (guanin...cytosin a adenin...thymin ve Watsonové a Crickové
usporadani) je silnéjsi nez v jakémkoliv nekomplementarnim paru. Tato nekovalentni vazba je
mimoradné silna, v pripade guanin...cytosin paru je to vice nez 30 kcal/mol (energie kovalentni
vazby je zhruba 100 kcal/mol) a presto DNA se relativné snadno rozpoji aby mohlo dojit ke
tvorbeé dcerinych DNA molekul s identickou genetickou informaci. Nekovalentni interakce
urcuji strukturu i funkci biomakromolekul a pro tuto narocnou funkci je treba velka variabilita

a Sire téchto interakci. RozliSujeme nékolik typu interakci: elektrostatické, indukcni, dispersni a
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,,charge-transferové ““. Dale existuji ruzné typy nekovalentnich vazeb jako vazby vodikové,
iontové ¢i hydrofobni. Uvédomime-li si, Ze v chemii existuje jen jeden typ kovalentnich interakci
pochopime komplexitu biologickych procesii a systemii. Kromé energetického zabarveni se
nekovalentni interakce odlisuji od interakci kovalentnich jesté roli entropie. V biologickych
procesech je entropie vzdy vyznamna a nikdy ji nelze zanedbat. Pouze v biologii tak mame
procesy které jsou Fizeny jednak enthalpicky (energeticky) ale také entropicky. Musime proto

vzdy uvazovat zmenu volné (Gibbsovy) energie a nemiizeme se omezit jen na zménu enthalpie ci

dokonce energie “.
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