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SUMMARY

Bioprospect, the bulletin of the Biotechnolo-
gy Society is a journal intended to inform the
society members about the most recent deve-
lopments in this field. The bulletin should sup-
ply the vitaly important knowledge directly
to those who need it and to those who are able
to use it properly. In accordance with the rules
of the Society, the Bulletin also deals with both
theoretical and practical questions of biotech-
nology. Articles will be published informing
about the newest theoretical findings, but many
planned papers are devoted to fully practical
topics. In Czech and Slovak Republic there is
a growing gap between basic research and pro-
duction. It is extremely important to reverse
as soon as possible the process of further open-
ing of the scissors, and we hope the Bulletin
will help in this struggle by promoting both

research and practice in our biotechnology.
The Bulletin should facilitate the exchange and
targeted delivery of information. In each issue
there will be advertisements of products such
as chemicals, diagnostics, equipment and
apparatus, which have already appeared on the
Czech and Slovak market, or are projected
enter it. Services, free R&D or production
facilities can also be advertised. The editorial
board, together with the executive commitee
of the Biotechnology Society, hope that maybe
some information published in the Bulletin,
or some new contacts based on it, will give
birth to new cooperations with domestic
or foreign research teams, to collaborations,
joint ventures or strategic alliances providing
access to expertise and financing in interna-
tional markets.

The editorial board invites all of You, who
are involved in the field called biotechnology,
and who are seeking contacts in Czech and
Slovak Republic, to advertise in the Bulletin
BIOPROSPECT, which is mailed directly
to more than one and a half thousand Czech
and Slovak biotechnologists.

For more information contact the editorial
board or directly:

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

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

e-mail: fukall@vscht.cz

http://bts.vscht.cz



UVODEM

VdZeni prdtelé,

vitdm Vds v prvnim cisle 18. ro¢niku bulletinu nasi
Biotechnologické spolecnosti a chtél bych Vds pozvat
na nékteré akce, které se uskutecni v blizké budouc-
nosti. Nejblizsi akci je 4th Swiss-Czech Symposium
(4. Svycarsko-Ceské symposium), jehoz hlavnim téma-
tem je ,Biopharmaceuticals: why use yeast”, ale pro-
jedndvdna budou i dalsi biotechnologickd témata.
Jak jiz vétsinou vite, symposium se uskutecni ve dnech
22. a 23. kvétna ve Wadenswill, blizko Zurichu. Stdle
se na néj jesté muZete prihldst. Na dalsich strdnkdch
se setkdte s upoutdvkou, kterd Vds vyzyvd k ucasti.
Blizsi informace najdete na webové strdnce
www.biotech2008.ch nebo www.swiss-czech.net .

Nejblizsi domdci akci bude jiz tradi¢ni semindr
o geneticky modifikovanych organismech zaméreny
letos opét na jejich méné zndmé aplikace. V prednds-
kdch se zaméfime na nékteré moznosti aplikace
transgennich rostlin , napr. k vyrobé protildtek a dozvi-
me se i néco o modernich smérech v biotechnologiich
a v mikrobiologii. Semindf nazvany ,Novinky v apli-
kaci genetickych modifikaci” se uskutecni ve stfedu
28. kvétna 2008 na VSCHT v Praze v posluchdrné
Bll od 13 hod. Program semindre bude ozndmen
na webovych strdnkdch nasi spolecnosti a zasldn viem
zapojenym do e-mailového servisu.

Dal$i mezindrodni akci, kterou znovu pfipomi-
ndme, je 13. mezindrodni biotechnologické sympo-
sioum a vystava (13th International Biotechnology
Symposium & Exhibition) v cinském Dalianu, které
ce naleznou zdjemci na webovych strdnkdch
http://www.ibs2008.org. Potravindii zfejmé daji
prednost 14. svétovému kongresu potravindriské védy
a technologie (14th World Congress of Food Science
and Technology), ktery se kond o tyden pozdéji
v ¢inské Sanghaji, 19. — 23. fijna 2008. Informace
na http.//www.iufost2008.org.

V pfistim roce bude vyznamnou uddlosti v Praze 34th
FEBS Congress (Kongres Evropské federace pro bio-
chemii a molekuldrni biologii), ktery se bude konat
ve dnech 4. - 9. cervence 2009 v kongresovém centru
na www.febs2009.org. Pro potravindiskou a zemédél-
skou odbornou verejnost bude jisté zajimavé sympo-
sium ,Biochemical processes in food and feed impro-
vement”.

I v tomto Cisle pokraujeme ve snaze poskytnout
Vdm ¢&ldnky na velmi rozdilnd témata, abyste zde
vsichni nasli néco zajimavého k precteni. Tentokrdt
se dozvite néco rozvoji velmi nebezpecného nddorové-
ho onemocnéni kize — malignim melanomu, néco
z biotransformaci a biodegradaci i z potravindiské
biotechnologie (o laktobacilech).

Informujeme Vds také o Biotechnologickém a bio-
medicinském centru AV CR, které bude vybudovdno
ve Vestci u Prahy.

Tésim se na dalsi spoluprdci s Vdmi a zejména
na Vase prispévky.

Se srdecnymi pozdravy

Vds, Jan Kds

Zurich University
of Applied Sciences

Life Sciences and
Facility Management

zh
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joint BioTech 2008 and 4" Swiss-Czech Symposium

Biopharmaceuticals:
why use yeasts?

22-23 May 2008

Join experts from industry and academia to share experience on
advanced yeast expression systems and to identify new applica-
tion fields, tools and process innovations.

Zurich University of Applied Sciences ZHAW, Campus Grliental,
Wadenswil, Switzerland

As the number of places is limited, early registration is recom-

mended!
www.biotech2008.ch
www.swiss-czech.net
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BIOCEV - BIOTECHNOLOGICKE CENTRUM AV CR

V projektu BIOCEV (BIOtechnologické a biomedicin-
ské CEntrum Akademie véd a Univerzity Karlovy
ve Vestci) propojily své vyzkumné i lidské potencialy
dvé vedouci vyzkumné instituce Ceské republiky,
Akademie véd a Univerzita Karlova. Spole¢nym cilem
obou partnerti je vybudovani celoevropsky vyznamné-
ho centra excelence ve Vestci u Prahy, orientovaného
(jak uz nazev napovidd) na Spitkovy biotechnologicky
a biomedicinsky vyzkum, pfedevsim proteinové a tka-
fové inzenyrstvi. Vzniklé Centrum bude pIné integrova-
no do Evropského vyzkumného prostoru (ERA) a za-
poji se do sité vyzkumnych infrastruktur ESFRI (Euro-
pean Strategic Forum on Research Infrastructures).

Sest vyzkumnych instituci na strané Akademie
véd spolecné s dvémi fakultami Univerzity Karlovy
(1. Lékaiska fakulta a Pfirodovédecka fakulta) zakla-
daji novy typ partnerstvi a spolupréace, vytvofi nezis-
kové zajmové sdruzeni pravnickych osob, jez bude
platformou pro pfipravu projektu. AV CR pro tento pro-
jekt zaklada novy Biotechnologicky tstav AV CR, v.v.i.,
vznikajici k 1. 1. 2008 z Biotechnologického sektoru
Ustavu molekularni genetiky AV CR, ktery bude hlavni
soucasti a do budoucna aplikacné patrné nejvyznam-
néjsim ¢lenem Centra. Hlavni myslenkou projektu je
vybudovani spole¢né vyzkumné zakladny, kterd bude
vyuzivana nejen pracovniky instituci ucastnicich se pfi-
pravy a realizace projektu, ale bude pfistupna vsem
zdjemclm z akademické sféry. Svou urovni technolo-
gické vybavenosti a svym persondlnim obsazenim
bude BIOCEV plIné integrovany do evropského vyzkum-
ného prostoru, v némz ve vytéenych oblastech vyzku-
mu bude slouzit jako ,néarodni az nadnarodni sdilené
vyzkumné zafizeni”. Planované je pofizeni infrastruk-
tury a technologickych celkd napojenych na kapacity
budované v EU ve smérech vyt¢enych ESFRI (napf. mysi
klinika napojend na sit INFRAFRONTIERS, nebo Zzafi-
zeni pro proteinovou krystalografii zafazené do Integra-
ted Structural Biology Infrastructure.

Orientovany vyzkum centra excelence BIOCEV
ve Vestci bude rozvijet do aplikaci piedevsim védecké
vystupy nejvyznamnéjsiho centra zékladniho vyzkumu
v molekuldrni a bunéc¢né biologii a biomediciné
(ustavy AV CR a IKEM v Kr¢i), jez se nachazi ve vzdale-
nosti 5 km od lokality ve které AV CR zakoupila pro pro-
jekt BIOCEV pozemek o rozloze 5,5 ha.

BIOCEV bude mit dvé hlavni vyzkumna stfediska.
Centrum bunéc¢né biologie a molekuldrnich biotechno-
logii, jehoz hlavnimi garanty jsou Biotechnologicky
ustav AV CR a Pfirodovédeckd fakulta UK, se bude
zabyvat zejména molekularni a bunécnou biologii,
proteinovym a buné¢nym inZenyrstvim. NejdlleZitéj-
$imi garanty druhého centra, Centra tkanového inze-
nyrstvi a regenerativni mediciny, budou Ustav expe-
rimentdlni mediciny AV CR, 1. Lékafskd fakulta UK
a Ustav makromolekularni chemie AV CR, jejichz
pfedmétem zajmu bude zejména vyzkum zobrazova-
cich metod, biologie a vyuziti kmenovych bunék
a polymernich materidl a biomateridlG pro tkariové
néhrady.

Velky draz je jiz pfi pfipravé projektu kladen na pie-
nos technologii a vysledkd vyzkumu a na spolupréci
s firemnim sektorem. BIOCEV se stane zdrojem
nového poznani a aplikovatelného dusevniho vlastnic-
tvi a soucasti projektu je i centrum pro valorizaci
vysledkd vyzkumu, zahrnujici stfedisko ochrany dusev-
niho vlastnictvi, pfenosu technologii a ‘business deve-
lopment unit. Clenové BIOCEV jiz maji navdzanou
spolupraci s vice nez dvaceti priimyslovymi partnery
v oborech své plisobnosti a 3pickové pfistrojové vyba-
veni, unikatni infrastruktura a moznost rychlé realizace
vysledkd vyzkum( ve spolupracujicich podnicich pod-
pofi schopnost centra katalyzovat vznik dalSich spin-off
firem a pfilakat do BIOCEV fadu Spickovych mladych
védeckych pracovnikd, jak ¢eského plvoduy, tak ze zemi
EU a v neposledni fadé i ze zemi tietiho svéta. S bio-
technologickymi spole¢nostmi které jiz sidli ve Vestci
bude zalozen biotechnologicky klastr, ktery pfizve
k ¢lenstvi a spolupraci high-tech biotechnologické
spole¢nosti z CR. Diky pfimé acasti fakult Univerzity
Karlovy a vzdélavacim a Skolicim programlm se
BIOCEV stane zdrojem S3pic¢kovych specialistd pro
zékladni i aplikovany biotechnologicky vyzkum a pro
moderni biologicky primysl v CR. BIOCEV tak vyznam-
né prispéje k rozvoji zaméstnanosti, k udrzitelnému
ekonomickému rlstu a ke konkurenceschopnosti
regionu Stfedoceského kraje i celé CR.

Peter Sebo
Biotechnologicky ustav AV CR, v.v.i, Praha



ODBORNE PRiSPEVKY

FOTOTRANSFORMACE A BIOTRANSFORMACE

STILBENICKYCH SLOUCENIN

Irena Kolouchova, Lenka Moravcova
Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi, VSCHT Praha

Uvod

Prirozené se vyskytujici stilbeny jsou substituované
slouceniny se dvéma benzenovymi kruhy spojenymi
alifatickym dvouuhlikatym fetézcem se strukturou
C,-C,-C,. Derivaty stilbenu se vyskytuji jako volné slou-
Ceniny nebo jako glykosidy. Jako pfirozena barviva
rostlin nemaji prakticky Zadny vyznam, ale fada slouce-
nin vykazuje vyznamné biologické vlastnosti. Uplatriuji
se napfiklad jako antimikrobiani latky, kterymi se napa-
dena rostlina brani nepfiznivému vlivu mikroorganis-
ma. Napadeni pak vyvolava zvySenou tvorbu téchto
obrannych latek. Nékteré stilbeny se proto fadi mezi
fytoalexiny.

Resveratrol je pfirodni latka rostlinného plvodu
vyskytujici se zejména v hroznech révy vinné (Vitis vini-
fera) a nasledné i ve viné. V rostlindch vznika jako
odezva na stres vyvolany mechanickym ¢i mikrobialnim
pusobenim a je tudiz z chemo-ekologického hlediska
typickym fytoalexinem. Chemicky jde o latku polyfeno-
lického charakteru stilbenového typu (3,4'5-trihydro-
xystilben), ktera se vyskytuje ve dvou izomernich
formach s cis- (Z) nebo trans- (E) uspofadanim substi-
tuentd na dvojné vazbé. Resveratrol, v piirodnich
zdrojich prevladajici jako trans-izomer, vykazuje celou
fadu biologickych aktivit'2. Je povazovan za nejuc¢innéj-
8i slozku pozitivné ovliviujici arteriosklerotické zmény
a koronarni onemocnéni srdce. Je nejvice zkoumanym
funk¢énim faktorem tzv. francouzského paradoxu®.

Pinosylvin (3,5-dihydroxystilben) a pterostilben
(3,5,-dimethoxy-4'-hydroxystilben) jsou strukturnimi
analogy resveratrolu. Oba se taktéz vyskytuji v cis-
a trans- isomernich forméch. Pinosylvin se nachazi
v listech, kiife a dievé mnoha rlznych strom. Je pro-
dukovan béhem premény bélové ¢asti dieva na jadro-
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Obr. 1. Fotoizomerace trans-e-viniferinu.

vou. Jeho zvy3ena produkce a akumulace v jadrovém
dievé byla zjisténa jako odpovéd na zranéni nebo kolo-
nizaci mikrobidlnimi patogeny. Pterostilben mé pod-
statné vyssi fungicidni aktivitu nez ostatni 4-hydroxystil-
beny. V nepfitomnosti tohoto stilbenu podIéhaji lesni
porosty houbové nakaze. Na rozdil od resveratrolu vsak
nebyl identifikovan plsobenim plisné Botrytis cinerea,
ale infekci Plasmopara viticola.

Bylo zjisténo, Ze vlivem denniho rozptyleného svétla
a UV zéfeni dochazi u resveratrolu k fotoizomeraci
a fototransformaci, jejimiz produkty jsou cis izomery,
dimery, trimery a dalSi oligomery'. Divodem vyzkumu
je zdjem o poznani novych biologickych vlastnosti
resveratrolu, které se pfedpokladaji i u jeho struktur-
né modifikovanych sloucenin*>. Nékteré oligostilbeny
totiz vykazuji SirSi biologické uGcinky nez jejich
monomery.

Fototransformace stilbenickych sloucenin
Fotooxidacni reakce trans-e-viniferinu

Neékteré oligostilbeny vykazuji $irsi a G¢innéjsi biolo-
gickou aktivitu nez jejich monomery. Dfive se izolovaly
z piirodnich zdrojd, ale dnes se Uspésné pfipravuji
synteticky. V roce 1998 Ito a spol.® pieménili (+)-trans-
vitisin A z Vitis coignetiae na jeho cis izomer, (+)-cis-
vitisin A, fotochemickou reakci. Dalsi Uspésné pro-
vedenou fotoizomeraci byla pfeména znéazornéna
na Obr. 1. a 2. (cit.”).

Produkty 3, 4, 5 a 6 byly testovany z hlediska farma-
kologickych ucinkd. Pfi koncentraci 10° mol.I" téchto
latek byly inhibi¢ni poméry e-TNF (faktor odumieni
tumoru) 51,43 %, 36,64 %, 12,73 % a 7,81 %. Bylo zjis-
téno, ze slouceniny 3 a 4 na rozdil od slou¢enin 5 a 6
vykazuji inhibi¢ni vlastnosti, z ¢ehoz vyplyva, Ze pro tuto

OH 3 + 4
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Obr. 2. Struktury sloucenin 3 - 6:

trans-resveratrol (1), trans-e-viniferin (2), cis-e-viniferin (3), 2b,14b-dehydro-bisresveratrol (4), pentamethoxyl trans-e-viniferin

(5), pentamethoxy-cis-e-viniferin (6).

aktivitu je dulezitd pfitomnost fenolickych hydroxyld
a cis olefinové vazby ve struktufe molekuly.

Fotooxida¢ni reakce UV zéfenim

Deak a spol.® provadéli fotoizomeraci trans-resverat-
rolu pomoci UV lampy (Hanau TQ 150 Z2 UV-lamp).
Fotoizomeracni vytézek z trans-resveratrolu na cis byl
asi 90 % aniz by byla zaznamendna tvorba vedlejsich
produktl. Fotoizomerace probihala pod argonovou
atmosférou a rozpoustédlem byl methanol. PouZitim
rozpoustédla DMSO (dimethylsulfoxid) dochazelo ke
tvorbé neznamych barevnych vedlejSich produktt.

Kromé UV zéfeni byla izomerace zkousena i pomoci
tepelnych ucinkd. Pfedbéiné experimenty ukazaly,
Ze nejvhodnéjsi teplota pro studium tepelnych rovno-
vah je okolo 80 °C. Pokusy tedy probihaly pfi teploté
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81, 83 a 85 °C a pii nich zjisténymi rychlostnimi kon-
stantami 9,0.10°¢, 1,7.105 a 2,7.10° s'. Hodnota akti-
vacni energie byla spocitana na 280 kJ/mol.

Rozdil mezi obéma izomery v Gibbsové energii byl
stanoven na 11 - 14 kJ/mol. Vysokd hodnota aktivacni
energie naznacuje, Ze se cis izomer nebude z diivodu
tepelné rovnovahy v pfirodé béziné vyskytovat.

Biotransformace resveratrolu

Fyziologicka funkce resveratrolu v rostlinach neni
stéle zcela jasna. Tvorba fytoalexin( (trans-resveratrolu
a jeho derivét) je jednim z mechanismi rezistence
buriky v podminkach ekologického stresu. Pfi napade-
ni révy vinné plisnémi (napf. Botrytis cinerea ¢i Plasmo-
para viticola) nebo po expozici UV zafenim se za¢nou
tvofit a akumulovat obranné latky fytoalexiny.

Obr. 3. Struktura sloucenin: restrytisol A-C (1 — 3), resveratrol trans-dehydrodimer (4).
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Dimerizace resveratrolu

Vino napadené vinnym patogenem Botrytis cinerea
produkuje fytoalexin resveratrol, ktery se hromadi
v blizkém okoli botrytidové infekce. Se stoupajici hladi-
nou resveratrolu ve tkani se snizuje Sifeni infekce
Botrytis cinerea. Patogenita této plisné pozitivné sou-
visi s tvorbou oxidas ,blue-copper” znamé jako stilbe-
noxidasy nebo lacasy (lacasy jsou polyfenolové oxidasy
katalyzujici reakce fenolickych substrata).

Vlysledkem kultivace Botrytis cinerea ATCC 11542
s resveratrolem byly tfi nové (restrytisol A-C, 1-3) a tfi
jiz znamé dimery (resveratrol trans-dehydrodimer (4),
leachinol F a pallidol) (Obr. 3.). Bariky s kulturou byly
béhem kultivace zakryté hlinikovou félii, aby byly chra-
néné pied svétlem a umoznénou izomeraci®.

Derivéty resveratrolu z kofen( Vitis thunbergii

Kofeny révy Thunbergovy jsou na Taiwanu tradi¢né
pouzivany na lécbu prdjmd, zlomenin a urazd, Zlou-
tenky a hepatitidy. Bylo zjisténo, Ze rostliny rodu Vitis
thunbergii obsahuji resveratrolové oligomery. Huang
a spol.’® z téchto kofen( izolovali tyto derivaty: vitisino-
ly A-D (1-4) (Obr. 4.)), (+)-e-viniferin, (-)-viniferol,
ampelopsin C, miyabenol A, (+)-vitisin A a (+)-vitisin C.

Vitisinol A byl ziskan jako hnédy prasek, vitisinol B
jako Zlutohnédy préasek. Struktura téchto sloucenin

Obr. 4. Struktura vitisinolt A-D (1-4).

byla stanovena pomoci spektroskopické analyzy
(NMR, MS).

Biotransformace pomoci Bacillus cereus

Resveratrol je mozné transformovat na jeho glukosi-
dovanou formu resveratrol-3-O-R-D-glukosid, tzv. pi-
ceid, kultivaci s bakterii Bacillus cereus Ul 1477. Tato
grampozitivni bakterie se vyskytuje jak v ptdé, vodé,
vzduchu, tak i v rznych rostlinach.

Bylo zkoumano celkem 12 mikrobialnich kultur z hle-
diska jejich schopnosti biotransformovat resveratrol.
Piceid vznikal pomoci bunécné suspenze Bacillus
cereus s 11 % vytézkem''.

Syntéza trans-dehydrodimerd pomoci lacasy

Nicotra a spol.” oxidovali resveratrol pomoci enzym
lacas, které byly izolovany z mikroorganism@ Mycelioph-
tora thermophyla a Trametes pubescens. Lacasy neboli
oxidoreduktasy se vyskytuji v nékterych houbéch, bakte-
riich a vyssich rostlinach. Katalyzuji oxidaci fenolickych
sloucenin pfi vydaji molekularniho kysliku. Aktivni cent-
rum téchto enzym( tvoii kovové seskupeni ze 4 atomd
Cu, zapojenych do redoxniho procesu radikélového
cyklického mechanismu. Oxidace fenolickych derivat
zévisi na zméné redoxniho potencidlu mezi cilovou slou-




tovou pfizplsobivost, a proto jsou vhodné biokataly-
zétory pro mirnou oxidaci organickych sloucenin.

Struktura dehydrodimeru (2a, Obr. 5.) ukazala, Ze
dimeriza¢ni reakce probiha vyhradné pies fenoxyradi-
kal odvozeny ze 4'-OH skupiny trans-resveratrolu (1a).
Dalsim dikazem je, ze 4’-O-methyl resveratrol (1c)
nereaguje za stejnych reakénich podminek, zatimco
3,5-diacetylovany derivat (1b) je oxidovén za vzniku
trans-dehydromeru.

Oxidace trans-resveratrolu, katalyzovana laccasou
z Myceliophtora thermophyla, poskytuje dehydrodimer
(2a), zlutou amorfni latku pevného skupenstvi ziska-
nou v 31 % vytézku. Oxidace trans-resveratrolu, kataly-
zovand laccasou z Trametes pubescens, poskytuje
dehydrodimer v 18 % vytézku.

OR»
e

Obr. 5. Struktura dehydrodimerd.
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Zavér

Bylo zjisténo, Ze fototransformaci dochazi ke vzniku
mnozstvi dimerd, trimer( i tetramerd, které jsou ale
odlisné od latek vznikajicich biotransformacemi.
Pievainé jde o strukturni analogy piirodnich latek,
které jsou vhodné k dalSimu biologickému testovani
a vzdjemnému porovnavani jejich biologickych vlast-
nosti. Je mozné, ze vzniklé produkty budou mit jesté
vyraznéjsi vliv jako ochranné latky napf. proti stresovym
faktor@im jak na buriky tak i na lidsky organismus.
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BIOLOGICKA DEGRADACE POLYCYKLICKYCH AROMATICKYCH

UHLOVODIKU

Veronika Sochorova
Laboratof aplikované biologie, FPBT, VSCHT Praha

Problémy spojené s Zivotnim prostfedim a ekologii jsou
stale castéji diskutovany a dostévaji se do popiedi jako
otazka, kterou je nutno fesit. Kontaminace okolniho pro-
stiedi latkami antropogenniho piivodu je jednim z nejvaz-
néjsich ekologickych problém. Zvlast zavaznou kontami-
naci tvofi latky hydrofobniho charakteru jako napfiklad
polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH). V soucasné
dobé je nutné povazovat za alarmujici signifikantni nardst
koncentraci PAH v osidlenych oblastech s vysokou mirou
technické, primyslové a ekonomické vyspélosti. Hlavnim
zdrojem PAH je pfedevsim nedokonalé spalovani organic-
ké hmoty, spalovani tuhych a kapalnych paliv, provoz
motorovych vozidel ¢ nékteré primyslové technologie
(napi. karbonizace uhli, krakovani ropy, apod.)'2345,

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) se skladajici
ze dvou a vice fazovanych aromatickych jader s konjugo-
vanym systémem dvojnych vazeb*#¢. PAH lze radit
mezi perzistentni kontaminanty Zivotniho prostiedi,
tji. kontaminanty s vysokou stabilitou vic¢i chemickym,
fyzikalnim a biologickym Gcinkdim okoli, schopné dlou-
hodobé setrvavat, cirkulovat a kumulovat se v ekosysté-
mu?3®. Diky nepoladrnimu charakteru a relativné vysoké
molekulové hmotnosti je rozpustnost PAH ve vodnych
roztocich zna¢né limitovand. Stejné jako ostatni nepolar-
ni xenobiotika se PAH vyrazné sorbuji na nerozpusté-
nych castech prostiedi, kde je jejich koncentrace jiz
nezanedbatelnad>*57. Mnohé PAH patii také mezi patoge-
ny s karcinogennimi a mutagennimi vlastnostmis. PAH
jako znacné lipofilni latky maji tendenci tvofit koncent-
racni deponie v lipidickych tkanich sav¢ich bunék. Biot-
ransformaéni drahu PAH Ize tradicné rozclenit
na dvé principielné odlisné faze 1. a Il., reakce na trovni
. faze byva obvykle oxidace ¢i hydroxylace (zapojuje se
nejcastéji monooxygenasy napi. cytochrom P-450 epo-
xid-hydrolasa, glutathione-transferasa, UDP-glukurono-
syltransferasa, sulfotransferasa, NAD(P)H-chinon-oxido-
reduktasa, aldo-keto-reduktasa apod.)?*°. Vzniklé epoxi-
dy ¢i fenoly mohou byt dale metabolizovény reakcemi II.
faze, kdy dochézi nejcastéji ke konjugacim s endogenni-
mi latkami jako jsou kyselina glukuronova, glutathion ¢i
kyselina sirova?3. Z primarnich oxidovanych meziproduk-
tl biotransformace — epoxidi mohou sledem navazuiji-
cich reakci Il. faze vznikat dihydrodioly, které jsou dale
metabolizovany konjugacnimi reakcemi ¢i dal3i oxidacni-
mi reakcemi smérem k vice polarnim latkdam, které Ize
snaz vyloucit>>'°. Nicméné v prlibéhu enzymatickych
reakcich, majicich za cil xenobiotikum transformovat, do
co nejvice rozpustné formy, mohou vznikat nestabilnich
a reaktivnich intermediaty, které atakuji DNA. Poskozeni
DNA miuze byt pro bunku toxické a mlze dochéazek
k nesc¢etnym buné¢nym zménam®.

Vzhledem ke zvySenym koncentracim PAH v Zivotnim
prostiedi, jejich perzistenci a toxicité je jejich eliminace

pfedmétem fady studii snaZicich se predikovat fyzikal-
né-chemické procesy a biodegradacni dréhy ovliviiujici
jejich osud. Zapojeni PAH do metabolického aparatu
degradujici buriky mize probihat jak v pfitomnosti
tak v nepfitomnosti kysliku'®'". Anaerobni procesy jsou
vyvojoveé starsi a mikroorganismy jejich pomoci ziskéva-
ji mensi mnoiZstvi energie nez pfi aerobni disimilaci.
Aerobni zplsob respirace je vyvojové mladsi a vyvinul
se z anaerobnich dehydrogenaci'?. Degradace PAH
v aerobnim rezimu je diky pfiznivému ¢asovému hori-
zontu a moznosti kompletni mineralizace substratu az
na oxid uhli¢ity a vodu upfednostriovéna oproti rezimu
anaerobnimu, kde degradace aromatickych uhlovodikt
probiha velmi pomalu a pro Gplnou mineralizaci uhlo-
vodika je ¢asto nutny tzv. ,respiracni stupefi”>.

Za aerobnich podminek slouZi kyslik v katabolickém roz-
kladu PAH jednak jako termindlni akceptor elektrond,
které jsou uvolriovany béhem oxidace organické moleku-
ly, jednak jako reaktant a to pfi primarnim ataku uhlikaté-
ho skeletu aromatického kruhu'®. Wyuzivéni molekulového
kysliku v mikrobialnich katabolickych cestdch mikrobial-
niho metabolismu je podminéno pfitomnosti specifickych
enzymatickych katalyzatorl — oxygenas (monooxygenasy
a dioxygenasy)™. Inicia¢nim krokem v aerobni metabolic-
ké draze PAH vétsiny bakterii je inkorporace molekuly
kysliku pomoci multislozkového dioxygenasového enzy-
matického komplexu za vzniku cis-dihydrodiolu™'*'>. Tato
slouenina je nésledné stereoselektivné dehydrogeno-
vana (rearomatizovdna) pomoci cis-diol dehydrogenasy
a vznikd Sirokd skala dihydroxylovanych intermediatd.
Dihydroxylované slouceniny mohou byt dale Stépeny
dioxygenasami ortho- ¢i metha- drahou az na finalni pro-
dukty trikarboxylové kyseliny, které nasledné vstupuji
do Krebsova cyklu a jsou dale metabolizovany'121415,

Jak je popsano vyse, PAH mohou byt kompletné
degradovany za aerobnich podminek. Do soucasnosti
byla popsadna celd fada mikroorganismi (Alcaligenes
denirificans, Mycobacterium sp., Psedomonas putida,
P. florescens, P. paucimobilis, P. vesicularis, P. cepacia,
P. testosteroni, Rhodococcus sp., Corynebacterium vena-
le, Bacillus cereus, Moraxella sp., Streptomyces sp., Vib-
rio sp. and Cyclotrophicus sp.), u nichZ byla pozorovéna
degradace naftalenu az na finalni metabolity — oxid uhli-
¢ity a vodu. Mezi fenanthren degradujici bakterie patfi
napi. Aeromonas sp., Alcaligenes faecalis, A. denitrifi-
cans, Arthrobacter polychromogenes, Beijerinckia sp.,
Micrococcus sp., Mycobacterium sp., Pseudomonas puti-
da, P. paucimobilis, Rhodococcus sp., Vibrio sp., Nocar-
dia sp., Flavobacterium sp., Streptomyces sp. and Bacil-
lus sp?. Existuji také novodobé studie snazici se nalézt
takové druhy mikroorganismd, popfipadé konsorcia,
ktera by dokazala oteviit stabilni struktury vyssich aroma-
td tj. aromatd se ¢tyfmi cykly a vyse2.



Prestoze je aerobni degradace PAH velice rozsifenou
bioremedia¢ni technologii, je nutné si uvédomit i fadu
uskali, kterym mdze sanacni proces se zapojenim biode-
gradacniho potencialti aerobnich mikroorganismi celit.
Jedna z technickych prekazek mize spocivat v nedostatec-
né aeraci sanované lokality, zvlasté, jedna-li se o sanaci
sedimentd, kde zéna s dostate¢nou koncentraci kysliku se
omezuje pouze na povrchovou vrstvu sedimentu. Tato
povrchova vrstva mnohdy nedosahuje tloustky vice nez
1 az 10 mm a kontaminace PAH je tak odsouzena k setr-
vani v silné anoxickych podminkach'®'”. Moznost zapojeni
nucené aerace anaerobni zdny je velice nakladna techni-
ka a je nutno poditat s limitovanou rozpustnopsti kysliku
ve vodnych prostiedich’s. Aromaty tedy mohou byt také
kompletné degradovany za anaerobnich podminek, ale
tento proces je daleko pomalejsi ve srovnéni s aerobni
degradaci’®"'"'8, Aplikovatelnost anaerobni degradace
PAH neni omezena pouze pro matrici sediment, ale Ize ji
jak dokumentuji nékteré prace aplikovat i na jiné matrice
a systémy jako takové, které nemaji dostate¢nou koncent-
raci kysliku. Jako akceptory alektron( jsou v procesu ana-
erobniho metabolismu zapojeny napi. nitraty, sulfaty, Zele-
zité kationty, kde koncepce mikrobniho metabolického
aparatu dovoluje katabolizovat takové slouceniny jako je
benzen, tolulen, ethylenbenzen a xylen (BTEX)'®''617, Je
znamo, Ze slouceniny s vice kondenzovanymi aromaticky-
mi jadry jsou stabilni vii¢i ataku anaerobniho metabolis-
mu mikroorganismii'®'7. Viysoka stability PAH znesnadriu-
je primarni Stépeni aromatického kruhu bez piitomnosti
kysliku a v predeslych letech byla anaerobni degradace
PAH povaZovéna za absurdni. V soucasné dobé existuji
prace, kde mono-aromatické uhlovodiky stejné jako PAH,
je mozno kompletné degradovat za anaerobnich podmi-
nek'. Anaerobni mineralizace aromatl casto vyZaduje
smésnou mikrobni komunitu, ktera vzéjemné spolupracu-
je, ackoliv kazdy mikroorganismus mize vyzadovat rizny
oxido-reduk¢ni potencidl. Pocatecni transformace v tako-
vych systémech jsou casto provadény fermentativné
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a jejich vyslednym produktem byvaji aromatické kyseliny,
které jsou dale transformovény na acetat, CO, a formiat™.
Tyto malé molekuly mohou byt utilizovany methanogen-
nimi mikroorganismy. Dosud neni zcela jasné, jak takova-
to kooperujici komunita fesi problém s pozadavkem
na rGzné oxido-redukéni potencidly v tésné blizkosti. Je
ziejmé, Ze vyssi oxido-redukéni potencidly jsou vyZadova-
ny pro degradaci komplexnéjsich substrétti jako je ben-
zoat'®"". Mensi organické kyseliny nebo alkoholy jsou
degradovény za nizSiho oxido-redukéniho potencidlu.
V nékterych pfipadech je mozno doséhnout nejlepsich
vysledk pii poutziti sledu anaerobné-aerobni degradace'™.
Anaerobni metabolismus je také daleko citlivéjsi na moz-
nou substituci a jeji stuper v rdmci aromatické struktury
polutantu'.

Mezi kmeny schopné kompletné mineralizovat aromaty
za aerobnich podminek patii Holophaga foetida, Sporo-
bacter termidis, S. olearium a Parasporobacterium pauci-
vorans'2. Béhem redukénich podminek probiha biodegra-
dace organickych molekul za Gcasti anaerobni respirace
mikroflory, ¢aste¢né mize dochazet také k jevu disimilac-
ni denitrifikace, kterou Ize zaznamenat piedevsim za vys-
siho oxido-redukéniho potencialu, kde nitratové ionty hraji
tlohu elektron akceptor(i'®. U naftalen, fenanthrenu, ethyl-
benzenu a pyrenu jsou popsany kompletni metabolické
dréhy az na findlni oxid uhli¢ity za denitrifika¢nich pod-
minek. Naftalen a fenantren maze byt také kompletné
mineralizovén za sulfatreduktivnich podminek, které jsou
ovsem velmi specifické pro sulfatredukujici bakterie a za
tak anoxickych podminek pak sulfat funguje jako akceptor
elektron('®.

Se zvysujici Zivotni Urovni také roste mira znecisténi
zivotniho prostiedi polyaromatickymi cyklickymi uhlo-
vodiky. Je tfeba mit na paméti jejich nebezpedi pro
organismus a podnikat takové kroky, které by v prvni
fadé snizovaly jejich produkci a v fadé druhé vyuzivat
vidy takové technologie, které nam umoini vyrazné
snizit jejich koncentraci v okolnim prostfedi.
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Melanom je nejagresivnéjsi formou koznich nadord
a také nejcastéjsi piicinou smrti u derméalnich malignit.
V celosvétovém meéfitku nardsta jeho vyskyt u bélocht
0 2,5-4 %. Ze srovnavaci studie provedené v roce 2002
a prezentované na webovém portalu ,Epidemiologie
zhoubnych nadort v Ceské republice” (www.svod.cz),
ktera vychazi z idaji Narodniho onkologického regist-
ru CR a Mezinarodni organizace pro vyzkum rakoviny
(IARC), vyplyva, ze ze 172 zemi hodnocenych dle vysky-
tu pacientd s melanomem (pfepocteno na 100 000
obyvatel) zaujala prvni misto Australie néasledovana
Novym Zélandem. V téchto lokalitéch byla incidence
melanomu zhruba 3-4 krat vy$si nez u nas. Ve zminé-
ném srovnani obsadila Ceska republika nelichotivé
9. misto, pokud jde o muze, a 15. misto v ,kategorii”
Zen. Ze zvefejnénych udajl je ziejmé, Ze celosvétovy
trend raGstu vyskytu melanomu plati rovnéz pro CR
(Obr. 1.). Pii porovnani jednotlivych kraji byl melanom
nejcastéji nalezen u obyvatel Prahy, za niz se zafadil
Plzefisky a Jihomoravsky kraj (Obr. 2.), tedy lokality
s odlisnou strukturou prlimyslu, zemédélstvi i krajinné
ekologie. Odhalit vSechny pficiny vedouci ke vzniku
melanomu se zatim nepodafilo. Za hlavni rizikovy
faktor je povazovano opakované nadmérné slunéni
(pfi kterém se uplatiiuje pfedevsim UV-slozka slune¢ni-
ho zéfeni), jez vede az ke ,spaleni” pokozky. Zhruba
10 % melanom@ vykazuje dédi¢ny charakter. Dosud
byly odhaleny dva kandidatni geny (CDKN2A, CDK4),
jejichz mutace podmiriuji familiarni vyskyt melanomu.

Klinicky obraz melanomu

Kozni melanom se vyskytuje kdekoli na téle, ale nej-
Castéji je diagnostikovan u Zen na dolnich konéetinach
a u muzl na trupu. Jeho klasickymi klinickymi znaky
jsou barevna nejednotnost, zména velikosti, povrchu,
ulcerace (zviedovaténi), krvaceni a svédéni.

Melanomové metastézy jsou nejcastéji nalézany v pli-
cich, jatrech, mozku a v lymfatickych uzlinach. Vzacné
se mohou vyskytovat i v jinych viscerdlnich organech
napf. v srdci, nadledvinkach, sleziné, vaje¢nicich a pro-
staté. Selhani Zivotné dulezitych organd v dlsledku
diseminace nadoru je hlavni pfi¢inou smrti postizenych
jedinc.

Pfi ¢asném stanoveni diagnozy je melanom lécitelny
az u 95 9% pacientd. Metastazujici melanom vsak
znamend pro vice jak 85 % nemocnych jistou smrt.
Zakladni lé¢ebnou metodou je chirurgicky zékrok.
K lé¢bé metastazujictho melanomu se v soucasné
dobé uziva fada dalSich terapii. S ohledem na rela-
tivni rezistenci melanomovych bunék predstavuji
chemoterapie a radioterapie stale jen paliativni
postupy. Pomérné slibnych vysledki bylo dosazeno
riznymi formami imunoterapie (napi. aplikaci
interferonl, interleukinu-2, aktivaci autolognich
dendritickych bunék nebo cytotoxickych T-lymfo-
cytl in vitro a poté jejich pfenos pacientovi). Tyto
postupy jsou vsak vysoce nakladné a pouze ve stadiu
experimentélnich studii, ¢i v prvnich fazich klinického
ovéfovani.
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Obr. 1. Casovy vyvoj vyskytu a mortality maligniho melanomu v CR.
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Obr. 2. Vyskyt maligniho melanomu v jednotlivych krajich CR.

Jak melanom vznika

Melanocyty jsou buriky pokozky, které produkuji hné-
docerné barvivo melanin, a primédrné tak urcuji barvu
kdze. Ontogeneticky pochazeji z neurdlni listy, odkud
migruji na patficné misto v organizmu (napi. kaze
a slizni¢ni povrchy). Lezi v bazélni vrstvé epidermis,
kde jsou samostatné distribuovany mezi keratinocyty
a jiné buriky pokozky.

Melanocyty se za normélnich podminek nedéli piilis
rychle, ale napf. UV-zéfeni jejich proliferaci a produkci
cytoprotektivnich pigment podporuje. Kdyz je DNA
vystavena UV-zéaieni, mGze dojit k akumulaci energie
dvou sousednich pyrimidinovych bazi, nasledné pak
k jejich spojeni kovalentnimi vazbami a tvorbé pyrimi-
dinovych dimerd (zejména thyminovych). Mlze téz
dochazet ke tvorbé zlomd na udrovni DNA, a tak
k poskozeni genetické informace bunky. Napfiklad
takto se melanocyty transformuji v melanomové buriky
a ty poté mohou zformovat melanom.

U vétSiny tumorl jsou patrné dvé biologické faze
rGstu, radialni a vertikdlni. V prabéhu radialni faze
dochazi k rdstu melanomu v radidlnim sméru bud
nad, nebo tésné pod bazalni membranou. Toto obdobi
neni spojeno s metastatickou aktivitou daného nédoru
a v zavislosti na typu melanomu mdze byt kratké
a nebo trvat i nékolik let. Ve vertikdlni rdstové fazi
dochézi k Sifeni melanomovych bunék hluboko
do dermis a do podkoZi. Odtud mohou (za urcitych
podminek) néadorové burnky migrovat a vytvéiet
sekundarni loZiska metastazy.

Klicova uloha keratinocytu

Symbi6za melanocytd a skupiny keratinocytl pred-
stavuje tzv. epidermdlni melaninovou jednotku, kde
na jeden melanocyt pfipadad obvykle deset az dvacet
okolnich keratinocyt. Tyto dva bunécné typy vzajemné
reguluji své biologické aktivity. Pfikladem jsou keratino-
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cyty, které vylucuji ristové faktory a podporuji tak pie-
zivani melanocytd. Mohou regulovat melanocyty
i pomoci pfimych, epidermalné specifickych spojt.
Dnes se predpoklada, ze diky témto kontaktim kerati-
nocyty kontroluji expresi nékterych povrchovych mole-
kul melanocytd.

Melanomové buriky jsou ale schopné uniknout
«dozoru” provdadénému keratinocyty diky specifickym
mechanizmdm: 1. sniZzené expresi receptort dulezitych
pro kontakt s nimi — napi. E-kadherinu, ktery melano-
mové buriky nahrazuji N-kadherinem. Ten poté zpro-
stredkovava kontakt s fibroblasty a endotelidlnimi bun-
kami stromatu nadoru; 2. zvySené expresi receptorl
a signdlnich molekul, jez se nenachazeji na melanocy-
tech a jsou dulezité pro interakce melanom-melanom
nebo melanom-fibroblast — napi. N-kadherin, melano-
mové adhezivni molekuly - Mel-CAM, vaskularni adhe-
zivni molekuly — VCAM; 3. zrudeni jejich ukotveni
k bazélni membrané — napf. odliSnou expresi integ-
rinG (viz déle); 4. zvySené sekreci metaloproteinaz
(viz dale).

Migrace melanomovych bunék (Obr. 3)

Diky signalm pfijimanym z okolniho mikroprostiedi
(rGstové faktory, chemokiny nebo pies extracelularni
matrix — ECM) se buriky mohou pohybovat. Zména
polohy a tvaru buriky je zévisla na polymerizaci aktino-
vého cytoskeletu ve vychlipujicich se organelach (filo-
podia a lamelipodia), jez se vazi na ECM. Aby melano-
mové buriky mohly pronikat skrz mezibunéénou
hmotu, dochazi na jejich vleceném konci k ruseni kon-
taktd ECM-burika. Maximalni pohyblivost byla pozoro-
vana u bunék s intermedidlnim stupném adheze, ktera
dovolovala ¢aste¢nou adhezi na vedoucim pélu buriky
a rozvolfiovani kontaktd na opa¢ném - ,vleceném”
polu. Zmény v adhezivité jsou dény interakci cytoplaz-
matické casti integrinu s rGznymi proteiny. Integriny



reaguji s ECM i s cytoplazmatickymi aktino-myozinovy-
mi adaptorovymi proteiny, a pomahaji tak realizovat
buné¢ny pohyb.
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Obr. 3. Migrace melanomovych bunék.

Zména exprese kadherinii v priibéhu nadorového
ristu

Kadheriny jsou homofilni vazebné transmembréanové
proteiny. Ektodomény kadherind dvou rliznych bunék
spolu interaguiji za tvorby latelarnich dimerd, které tvofi
jakysi ,zip” spojujici dvé bunky dohromady. Cytoplaz-
matické konce kadherind pak interaguji s kateniny
a tvoii komplex, ktery se vaze na aktinovy cytoskelet
(Obr. 4.). Pravé tento mechanizmus se podili na mezi-
buné¢né adhezi.
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nebo beta-katenin
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Obr. 4. Schématické znazornéni interakce kadherinu s cyto-
skeletem.

E-kadheriny se nachéazeji na intercelularnim rozhrani
mezi melanocyty a keratinocyty, kde pomaéhaji jejich
vzajemnému kontaktu. U mnoha epitelidlnich nador
se zdd byt snizend exprese nebo omezena funkce
E-kadherinu kritickym faktorem pro maligni progresi.
Pferuseni bunécné adheze zprostiedkované E-kadheri-
nem souvisi s invazi melanomu. Pokud je jeho exprese
uméle indukovéna, dochazi ke zméné néadorového
fenotypu. Nedavné studie prokazaly, ze u keratinocytl
zpUsobuje UV-zéafeni parakrinni uvolfiovani endoteli-
nu-1, ktery poté sniZuje expresi E-kadherinu na mela-
nocytech. Naopak pomoci blokovéni N-kadherinu
u melanomovych bunék doslo k nardstu apoptozy.
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Také integriny méni své zastoupeni pfi progresi
melanomu

Integriny jsou heterodimerni transmembranové gly-
koproteiny propojujici ECM s aktinovym cytoskeletem
(Obr. 5). Dosud bylo objeveno nejméné 25 integrind,
které jsou tvofeny z 8 rliznych beta a 18 odlisnych
alfa podjednotek. Integriny se Gcastni nejen adheze,
ale i signalizace vedené mezi burikou a jejim okolim.
»Outside-in signaling” mdze ovliviiovat buné¢né chova-
ni, proliferaci, polaritu, rist a migraci. ,Inside-out
signaling” méni vaznost integrind k extracelularnim
ligandGim.

alfa podjednotka beta podjednotka
=

vazebné misto

l extracelularni
J domény
disulfidicky misstek.

Y T S Y
R

plazmaticka membrina

transmembranova doména L i
cytoplazmaticka doména

Obr. 5. Struktura integrinu.

Integriny spole¢né se svymi ligandy (napf. proteiny
ECM) hraji zésadni roli pfi regulaci migrace nadorovych
bunék. Kdyz dojde k pieruseni kontakt’ mezi slozkami
extracelularni matrix a burikou, je u ni indukovana apo-
ptéza. Mnohé studie prokéazaly ménici se expresi integ-
rind v pribéhu maligni transformace, pficemz jejich
zvySena exprese odpovidala vice metastatickym fenoty-
pam.

Hladiny alfa3betal, alfadbetal, alfa5betal a alfaVbe-
ta3 integrind jsou u primarnich melanom i v metasta-
zach zvysené. U melanoml in situ byla prokazéna pfi-
tomnost alfa7betal integrinu. Metastazujici melanomy
pak vykazuji signifikantni snizeni exprese alfalbetal,
alfa2betal a alfa6betal integrind.

Vysokd exprese alfaVbeta3 a alfa3betal integrind je
spojena s progresi a dermdlni invazivitou melanomu.
Jakozto marker, ktery ur¢uje pfechod melanomu z radi-
alni rGstové faze do vertikélni faze, byl stanoven nardst
beta3 podjednotky integrinu. Diky zvySené expresi této
podjednotky dochazi k interakci beta3 integrinu
s endogennim alfaV integrinem, coz jesté maligni feno-
typ umocnuje. AlfaVbeta3 (polyvalentni integrin, vazici
napf. fibronektin a vitronektin) indukuje u melanomo-
vych bunék expresi metaloproteinazy-2, jez degraduje
kolagen bazalnich membrén. Rovnéz alfad4betal integ-
rin hraje dullezitou roli pro melanomové metastazy.
ZvySena exprese toho integrinu ziejmé podporuje
migraci melanomovych bunék po fibronektinu
a nasledny vznik sekundéarnich lozisek nadoru. Obvykle
je tento integrin exprimovén lymfocytarnimi subpopu-
lacemi a vaze se napi. k molekule V-CAM piitomné
na endotelidlnich burikach. Alfad4betal integrin pak



zprostiedkovava vazbou k VCAM extravazaci (prostou-
peni cévni sténou) bilych krvinek. Syntézou alfadbetal
integrinu tak zfejmé nadorové buriky napodobuji lym-
focyty a putuji z cévniho systému do tkani, které VCAM
exprimuji.

Pro migrujici melanomové buriky je charakteristicka
vysoka exprese alfaVbeta3 integrinu i betal integrind
na vedoucim poélu buriky. Pohyb skrz ECM je ¢aste¢né
zavisly na expresi beta1l integrint. Zda se, Ze pravé beta
1 integriny hraji vyznamnou roli pfi polarizaci migruji-
cich bunék, pomoci blokujicich protildtek totiz doslo
k jejimu naruseni, a vzniklo tak vice vedoucich pdld
buriky.

Matrixové metaloproteinazy (MMP) - cesta
k migraci bunék

ECM je jakasi sit tvofena z kolagenu, fibrilarnich
glykoproteini a proteoglykant. Kolagen je obklopen
glykoproteiny, které ho chrani pifed proteolyzou.
V priibéhu degradace ECM jsou nejdfive odbourdvany
glykoproteiny, poté je metaloproteindzami degradovan
také kolagen. Proteolyzou téchto komponent je struk-
tura ECM destabilizovéna a neoplastické buriky mohou
migrovat. Kaskadu protedz degradujicich ECM obvykle
zahajuji protedzy acidické — katepsiny (soustiedéné
hlavné v lyzozomech). Jejich hlavni biologickou funkci
je odbourdvat celularni a extraceluldrni proteiny.

MMP jsou Sirokou rodinou zinek-dependentich
endopeptidaz, které jsou produkované rozlicnymi typy
bunék. Degraduji komponenty ECM a maji své role jak
ve fyziologickych, tak v patologickych procesech. Podle
struktury, substratové specifity a buné¢né polohy byly
rozdéleny do péti podtfid. Patfi sem kolagenazy, gelati-
nédzy, stromelyziny, membranové typy MMP a zbylé
MMP. Exprese MMP je regulovana transkripéné i post-
transkrip¢né a neni omezena pouze na ndadorové
buriky, ale je patrna téz u bunék stromatu. Mezi fakto-
ry ovliviiujici transkripci patfi cytokiny, ristové faktory,
hormony, onkogeny a nadorové promotory. Vétsinu
MMP bunka sekretuje v latentni podobé (jako pro-
MMP). Diky tomu je mnoho MMP aktivovano az
v extracelularni oblasti, a to pomoci serinovych proteéz
(napf. urokinazovy plazminogenni aktivator — uPA)
nebo ostatnich MMP.

NarGst exprese MMP-2 Uzce souvisi s atypickou
architekturou dané tkéné a také s naslednou progresi
melanomu. Nutno dodat, Zze zvy3end syntéza MMP-2
koreluje s hematogennimi metastdzami. Nedavné
pokusy provadéné u melanomovych mysich modeld
naznacily, Ze aktivni MMP-2 pfimo moduluje adhezi
melanomovych bunék a jejich Sifeni mezi slozky ECM.
MMP-2 se véze pomoci své C-termindlni hemopexino-
vé domény k alfaVbeta3 integrinu, coz umoziiuje jeji
lokalizaci na povrch buriky a pfimou degradaci ECM.
Pouze aktivni MMP-2 interaguje na povrchu endotelidl-
nich bunék s alfaVbeta3 integrinem a v priibéhu neo-
angiogeneze melanomu ziejmé pfispivd k vaskularni
invazi. Pfi poruseni vazby MMP-2 s alfaVbeta3 integri-
nem totiz doslo k inhibici angiogeneze i rlistu nadoru.
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U lidskych metastazujicich melanom( koreluje vyso-
ka exprese MMP-1 a MMP-3 s krats$i dobou pieZiti.
Studie, které se zaméfily na detekci MMP-9 pak pfine-
sly ponékud kontroverzni vysledky. MMP-9 totiz expri-
movaly vyhradné melanomy v horizontélni fazi ristu,
ve vertikdlni rdstové fazi se neobjevovala. U mysich
modell byla exprese MMP-9 stanovena v buné¢nych
liniich odvozenych z pokrocilych primarnich mela-
nomd, zatimco bunécné linie derivované z casnych
primarnich nadord MMP-9 neexprimovaly. DalSim
zajimavym faktem je, ze u MMP-9 deficientnich mysi
dochézelo k potlaceni metastaz.

Jak Ize melanom experimentalné studovat

Jako hlavni sav¢i melanomovy model jsou pouzivany
inbredni mysi linie. RGzné linie my3ich melanomovych
bunék kultivovanych in vitro vytvéfeji po subkutanni
aplikaci melanom. Nevyhodou modelace tohoto one-
mocnéni u mysi je ponékud atypicky vyvoj vznikajicich
nadord, které jsou tvofené predevsim masou nadoro-
vych bunék. Nedochazi tak v dostate¢né miie k interak-
cm mezi ,zdravymi” (stromatickymi) a nadorovymi
burikami a k jejich vzajemnému ovliviiovani napf. pro-
dukovanymi cytokiny. Tyto vztahy jsou v souc¢asné dobé
piedmétem zdjmu mnoha experimentélnich studii,
nebot jsou fidici slozkou zodpovédnou za rlist a neova-
skularizaci spontanné vznikajicich nadorda.

U clovéka a rovnéz u dalSich druht savcd (napf.
u prasete, psa, koné) se melanom vyskytuje spontén-
né. Proto jsou z biologického hlediska podstatné
vyhodnéjsi (ale méné vyuzivanou) alternativou pro stu-
dium melanomu specialné vyslechténé linie miniatur-
nich prasat, u kterych jsou melanomy dany dédi¢né
a objevu;ji se jako mnohocetné kozni léze. V USA je za
timto Gi¢elem pouzivdno miniaturni prase Sinclair, které
bylo ptGvodné vyslechténo v Hormelové ustavu (Minne-
sota) a v soucasné dobé je pro vyzkum chovéno sou-
kromou spolec¢nosti (Sinclair Research Center, Inc,
Columbia, Missourii).

Obr. 6. Sele linie MeLiM (stafi 6 tydnd) s mnohocetnymi
koznimi melanomy.

V Ustavu Zivotisné fyziologie a genetiky Akademie
véd CR, v.v.i. v Lib&chové byla zdmérnou selekci vytvo-
fena samostatnd linie miniaturnich prasat MeLiM
(Melanoma-bearing Libechov minipigs; Obr. 6.). Mela-
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nebo se vyvijeji kratce po ném. Linie MeLiM je vyuziva-
na k fadé histopatologickych, biochemickych, imunolo-
gickych, molekularné-genetickych a imunohistoche-
mickych studii (véetné detekce nékterych adhezivnich
proteind a molekul extracelularni matrix), které proka-
zaly zna¢nou podobnost tohoto melanomu s lidskym.
Na rozdil od miniprasat Sinclair, u kterych témérf
vsechny melanomy spontanné regreduji (odhoji se),
zhruba tfetina miniprasat MeLiM uhyne v désledku
progrese melanomu a mnohocetnych orgénovych
metastaz do dvou mésicl po narozeni.

Zavér
Rozli¢né slozky mezibunééné hmoty mohou stimulo-
vat proliferaci, migraci a pfezivani melanocyti a mela-
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DETEKCE MIKROORGANISMU POMOCi POLYMERASOVE

RETEZOVE REAKCE

Michal Rehak
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Metoda polymerasové fetézové reakce (Polymerase
Chain Reaction, PCR) prosla v uplynulych letech boui-
livym vyvojem a jeji objev odkryl nevidané moznosti
na poli genetiky a mikrobiologie. Prvni publikovana
prace o PCR je datovéna do roku 1971, kdy K. Kleppe
prezentoval pouZiti DNA polymerasy pro opravnou
replikaci DNA'. Za objevitele PCR se viak oznacuje Kary
B. Mullis, ktery v roce 1986 zacal pouzivat termostabil-
ni Tag DNA polymerasu izolovanou z bakterie Thermus
aquaticus. Poutziti termostabilni polymerasy je klicové,
nebot Kleppem pouzita DNA polymerasa z Escherichia
coli ztraci svou aktivitu v priibéhu denatura¢niho kroku
kace DNA neefektivni, ¢asové naro¢né a vyzadovaly
pfidani nové polymerasy po kaidém cyklu. O vyzna-
mu PCR svédd¢i i finan¢ni stranka véci. Mullis dostal
od svého zaméstnavatele (fy Cetus) za objev PCR
odménu ve vysi 10 000 USD, ale o par let pozdéji
byla patentova prava prodana farmaceutické spolec-
nosti Hoffmann-La Roche jiz za 300 miliond USD.
V roce 1989 ji dokonce ¢asopis Science oznacil za nej-
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za jeji objev Mullis Nobelovu cenu za chemii.
Avsak pouziti PCR jako detekéniho systému ma i své
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odplrce. Ti argumentuji tim, ze PCR neni schopna
poskytnout dichotomni vysledek. Jedna se podle nich
pouze o multiplika¢ni metodu a zavisi pouze na labo-
ratofi, ktera ji aplikuje, zda bude chtit v biologickém
materialu hledanou sekvenci najit, nebo ne. | pfes tato
tvrzeni je vSak v soucasnosti vyvinuto velké mnozZstvi
PCR metod pro detekci mikroorganismd, geneticky
modifikovanych organisma, apod.

PCR je metoda slouzici k amplifikaci urcitého tGseku
DNA in vitro. Poskytuje az 10° nasobné pomnozeni
useku béhem 2 - 3 hodin. Pro reakci je potieba termo-
stabilni polymerasa, vhodny pufr s hofe¢natymi ionty,
smés vsech ctyf deoxyribonukleotidd, cilovou DNA
(templat) a 2 oligonukleotidové primery (20 — 30 basi)
komplementarni k 3’-koncovym sekvencim obou
fetézcl amplifikovaného tseku DNA. Vlastni reakce se
sklada ze tfi cyklicky se opakujicich teplotnich krok.
Prvnim krokem je denaturace (cca 95 °C, cca 5 min),
pfi které se rozpada dvousroubovicovd molekula DNA
na samostatné fetézce. V druhém kroku dojde k pfipo-
jeni primerd (annealing) na komplementéarni usek
na vlaknu amplifikované DNA ochlazenim reakéni
smési (55 — 72 °C, 15 - 60 s). Reak¢ni teplota pii tomto
kroku zavisi na délce a sekvenci primerd. Poslednim,



tfetim, krokem je replikace (extension), pfi niz hybrid
DNA-primer slouzi jako inicia¢ni misto odkud DNA
polymerasa za¢ne syntetizovat komplementarni vldkno
DNA. Reak¢ni smés je v tomto kroku zahféata na teplot-
ni optimum DNA polymerasy (72 — 75 °C, 30 - 60 s).
Opakovanim téchto tfi krok(, obvykle 20 — 35 krat,
dojde k namnozeni tseku DNA vymezeného pouzitym
parem primerd. V kazdém cyklu PCR je dany usek
zdvojen, takze z jediné molekuly DNA po 25 cyklech
muize vzniknout az 33 554 432 (2%°) fragmentd. Celd
reakce probiha v termocykléru, coz je programovatelny
termostat, ktery musi byt schopny rychlého a pfesného
pfechodu mezi jednotlivymi teplotami. V soucasné
dobé je na trhu k dostani cela fada téchto pfistrojt
od raznych vyrobcd. Ziskané produkty se pak nejcas-
téji deteguji horizontélni elektroforesou v agarosovém
gelu, barvenim ethidium bromidem ¢i SYBR Green |.
Porovnanim se standardem je potom mozné ur¢it veli-
kost produkti PCR. Pro uspésny pribéh PCR nam tedy
teoreticky sta¢i mit pouze jedinou kopii DNA ve vzorku.
Tato kopie ovsem nesmi byt poskozena v Useku, ktery
ma byt amplifikovan.

Dalezitymi faktory PCR jsou predevsim koncentrace
Mg?* iontd a teplota nasedéni primer( (hybridizace).
Cim nizsi teplotu hybridizace zvolime, tim vétsi je
pravdépodobnost vzniku nespecifickych produktd,
které mohou rusit dalSi stanoveni. Tento parametr je
obzvlasté dulezité peclivé nastavit pfi multiplex PCR,
kdy je velké riziko vzniku vedlejsich produktd. Nutnosti
je znalost sekvence alespori okrajl useku, ktery chce-
me amplifikovat. Na tyto useky pak md@zeme navrhnout
primery.

Chceme-li vyuzit moznosti PCR pro detekci urcitého
mikroorganismu, musime ovéfit, zda pro sledovany
mikroorganismus a nami navrzeny pér primerd vznika
jedine¢ny produkt, tj. ze nevznika stejny produkt i pro
jiné mikroorganismy. Podle néj pak lze kvalitativné
stanovit pfitomnost mikroorganismu ve vzorku. Z toho-
to ddvodu se vyuzivaji mezidruhové variabilni useky
DNA jako napfiklad gen rrs pro16sRNA, gen rrl pro
23sRNA, house-keeping geny nebo geny pro pathoge-
nitu. Detekce patogennich bakterii byva zaloZena
na identifikaci gend, zodpovédnych za projevy viru-
lence. Pro detekci mikroorganism@ se pak nejcastéji
pouZivaji tyto varianty PCR: multiplex PCR, nested PCR,
RT-PCR a kvantitativni PCR.

Multiplex PCR

Jedna se o variantu PCR, pfi které se v jedné reakci
pouziva vice pard primer( najednou. To umoziiuje bud
navrhnout sadu primerd pro vice organismd, nebo
sadu primerd pro vice gend jednoho organismu.
Prikladem muze byt detekce Listeria monocytogenes?.
NejslozitéjSi na tomto provedeni je sprdvné nastaveni
reakénich podminek (koncentrace primert, koncentra-
ce Mg?*, teplota hybridizace) a vybér vhodnych pri-
merQ. Zvolené primery musi mit podobnou teplotu
tani. Lisi-li se pfilis teplota tani jednotlivych pard prime-
rd, pak je velké riziko, ze pfi hybridizaci jeden par nena-
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sedne na vldkno DNA, nebo Ze pro par s vyssi teplotou
tani budou vznikat nespecifické produkty. Dale je nutné
zajistit vhodnou koncentraci reakénich komponent,
aby nebyl jeden produkt upfednostriovan pied ostatni-
mi. Produkty PCR pro jednotlivé pary primerd se musi
lisit ve své délce, aby mohly byt detekovany napfiklad
gelovou elektroforesou. Takovéto uspofadani umoziiu-
je velkou usporu €asu i prace.

Nested PCR

Jedna se o dvoukrokovou metodou, ktera zvysSuje
piesnost detekce3. V prvnim kroku je templatem pro
PCR DNA izolovand ze vzorku s pouzitim ,vnéjSich”
primerQ. V druhé reakci se poufziji primery navrzené
na produkt prvni reakce, které se celkové nebo ¢éstec-
né lisi sekvenci od prvnich. V prvni reakci tak nevadi,
kdyz vznikaji nespecifické produkty, protoze ty pak
nejsou amplifikovany druhou reakci. Nutna je ovsem
detailnéjsi znalost cilové sekvence DNA.

RT-PCR (Reverse-transcription PCR)

Zkratka RT-PCR se obcas pouziva i pro Real Time PCR
(popséana nize), coz vnasi do téchto zkratek zmatek,
kterym se pravdépodobné jejich autofi bavi na nas
Gcet. Pomoci této metody mizeme detegovat RNA
piitomnou ve vzorku (napf. mRNA, virovou RNA).
V prvnim kroku dojde k pfepisu RNA do ¢cDNA (com-
plementary DNA) pomoci RNA-dependentni-DNA-poly-
merasy (reversni transkriptasy). RNA je nasledné z hyb-
ridu RNA-DNA odbourana, takze zlstane jen Cdista
cDNA. cDNA muze byt nasledné pouzita pro sekvenaci
nebo déle amplifikovana Taq polymerasou v dalsi PCR.
RT-PCR byla napfiklad vyuZita pro detekci aktivity
methanotrofnich bakterii v podzemnich vodach*. 1zolo-
vand mRNA byla po pfepsani do cDNA identifikovéna
pomoci nested PCR.

Kvantitativni PCR

Pfedchozi metody umozriuji pouze urcit, zda hledany
mikroorganismus je ¢i neni ve vzorku pfitomen, ale
nemUzZeme s jejich pomoci stanovit mnozstvi bunék
pfitomného mikroorganismu. Pro takovéto stanoveni
muzZeme vyuzit nékterou z kvantitativnich variant PCR.
Kvantifikace spociva ve stanoveni mnozstvi vzniklého
produktu po kazdém cyklu. Toho se nejcastéji docili
pomoci fluorescencnich sond nebo flurorescencnich
barviv a specializovanych pfistrojd, které dokazi méfit
narGst fluorescence v pribéhu reakce. Porovnanim
s kalibra¢ni kfivkou pak mdzeme urcit pocatecni pocet
kopii DNA. Pro vlastni detekci mikroorganismd musime
védét kolikrat je nami amplifikovana sekvence pfitom-
nd v genomu daného mikroorganismu. V nasledujicim
piehledu budou pouze kratce zminény nejpouzivanéjsi
systémy kvantitativni PCR: kompetitivni Real on Time
PCR (RTi-PCR), PCR (QC-PCR), a PCR ELISA.

RTi-PCR (Real on Time PCR)
Principem této metody je sledovani vznikajiciho pro-
duktu v priibéhu celé PCR méfenim narlstu fluores-



cence. Jak jiz bylo vy3e zminéno, nejcastéji se pouzi-
vaji interkalacni fluorescen¢ni barviva® a fluorescencni
sondy. Fluorescen¢ni barviva (napf. SYBR green 1)
se nespecificky vazi na dsDNA (do malého Zlabku)
a ve vazbé s ni vykazuji vyssi fluorescenci nez volné
v roztoku. Jsou levnéjsi, ale nevyhodou je jejich interak-
ce i s nespecifickymi produkty PCR a pfipadnymi di-
mery primerd, pro které je tfeba provést analyzu kfivek
tani. Presnéjsi, ale také drazsi, jsou fluorescencné
znacené sondy (préby). Ty se na DNA vazi specificky
a umoziuji tak stanoveni i v pfipadé vzniku vedlejsich
produktd PCR. Daldi vyhodou znacenych sond je
moznost provedeni multiplex PCR s rlizné barevné zna-
¢enymi sondami, a tim detekci vice gen (mikroorga-
nismd) v jedné reakci. Nejastéji se pouzivaji sondy
hydrolyza¢ni®'®' nebo hybridiza¢ni'>'3. Pfi poutziti hyd-
rolyza¢nich sond se nejcastéji vyuzivaji RNA sondy s flu-
orescen¢nim zéficem a zhasecem fluorescence. Sonda
v pribéhu replikace hybridizuje s usekem uvnitf ampli-
fikované sekvence, nasledné je diky 5’ -> 3’ exonukle-
asové aktivité Tag polymerasy odstranén zhasec a tim
je umoznéna fluorescencni detekce produktu. Nejcas-
téji pouzivanou takovouto sondou je TagMan. Hybridi-
zac¢ni sondy vyuzivaji systému dvou sond (systém FRET,
Fluorescence Resonance Energy Transfer), jedna s fluo-
resceinem (emise zeleného fluorescen¢niho svétla
po excitaci), druha s barvivem (LC Red). Tyto sondy
jsou opét navrzeny na uUsek uvniti amplifikované
sekvence. Pokud obé sondy hybridizuji v prabéhu
replikace s DNA, pak dojde k posunu emitovaného
svétla ze zelené oblasti do cervené. Nasledné jsou
sondy opét odstranény polymerasou. DalSi mozZnosti
je pouzit LUX systém vyuZivajici sondy tvofici sekundar-
ni struktury, kdy volné v roztoku nedochéazi k fluores-
cenci, ale po hybridizaci s cilovou sekvenci DNA uz
detegujeme fluorescencni signal™. RTi-PCR je velmi
piesnd, ale jeji nevyhodou je vysokéd pofizovaci cena
pfistroju.

QC-PCR (Quantitative Competitive PCR)

V pribéhu kvantitativni kompetitivni PCR dochazi
ke spole¢né amplifikaci cilové sekvence a vnitiniho
standardu. Porovnanim mnozstvi vzniklych produktd
po gelové elektroforéze a vizualizaci ethidium bromi-
dem mlzeme odhadnout mnozstvi DNA ve vzorku3.
Tato metoda je financné méné naro¢na nez RTi-PCR,
ale jedna se pouze o semikvantitativni metodu. Nevy-
hodou je potieba vnitiniho standardu a obtiznd opti-
malizace protokolu.

PCR ELISA

Jedna se o spojeni PCR s detekci vzniklého produktu
pomoci protildtek metodou zvanou ELISA (Enzyme-lin-
ked immunosorbent assay). Tato metoda je velmi spe-
cificka, citlivda a rychla. Umoznuje kvantifikovat az 96
PCR produktl béhem nékolika hodin. Principem je
znaceni PCR produkt digoxigeninem v pribéhu reak-
ce. Takto oznaceny produkt je pak denaturovan, hybri-
dizovan se sondou znacenou biotinem a nasledné
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imobilizovan na streptavidinem potazenou mikrotitrac-
ni desticku. Navazané produkty jsou pak kvantifikovany
znacenou protildtkou proti digoxigeninu. PCR ELISA
umoziiuje kvantifikovat relativné velmi malé mnoZstvi
PCR produktu a tim znacné zvysit citlivost celého stano-
veni. Touto metodou byly napfiklad stanoveny plisné
rodu Aspergillus®, kdy byla zjisténa az 100x vyssi
citlivost v porovnéani s pouzitim RTi-PCR. Uplatnéni
nasla i pro detekci DNA vir(i, ve spojeni s reverzni tran-
skripci je mozné detegovat i RNA viry’.

Izolace DNA

Pfed vlastnim provedenim PCR musime izolovat DNA
ze vzorku. Spravné provedeni izolace je velmi dulezi-
tym faktorem pro nésledné provedeni PCR, nebot
Cistota a dostate¢né mnozstvi DNA jsou klicovym fakto-
rem. Pro izolaci DNA vsak nesmime pouzit pfilis
agresivni metody, protoze vétSinou je nami hledana
DNA pfiitomné ve vzorku v malém mnozstvi a potfebu-
jeme ji ziskat neposkozenou v sekvencich, na které
mame navrzené primery. Casto také vychazime z velmi
rozmanité a komplexni matrice (potraviny, vzorky
z odpadnich vod, apod.), ve které se nachazi mnoho
inhibitord PCR. Pro zvySeni citlivosti detekce mizeme
pouZit tzv. nabohacovani, které pomahda regeneraci
bunék, ale z dlvodu riznych rychlosti déleni bunék
nam to nemoziiuje provést kvantifikaci Tento problém
mlzZeme vyfesit pouzitim IMS (immunomagnetické
separace) nebo mikrofiltrace', které slouzi k zakoncent-
rovani mikroorganism@ ve vzorku. Pouzitim téchto
metod bylo dosazeno zvy3eni citlivosti detekce'.

Izolaci DNA ze vzorku a jejimu piecistovani se lze
vyhnout pouzitim tzv. pfimé PCR (direct PCR, DPCR).
DPCR probihd pfimo v odebraném vzorku, inhibi¢ni
efekt latek pfitomnych v pfirodnich vzorcich je elimino-
van sérii fedéni. Tato metoda byla pouzita pro detekci
methanotrofnich a fototrofnich bakterii'® nebo detekci
E. coli produkujici Shiga toxin'’. Autofi uvadéji, ze tato
metoda je stejné citliva jako tradi¢ni PCR nebo RTi-PCR.

Zavér

Hlavni vyhodou detekce mikroorganismt pomoci
PCR, v porovnani s kultivacnimi metodami, je velka
¢asova uspora. Navic v nékterych uspofadénich umoz-
fiuje analyzovat velké mnozstvi vzork( najednou. Dalsi
vyhodou je moznost analyzovat pfirodni vzorky obsa-
hujici tézko kultivovatelné nebo nekultivovatelné
mikroorganismy. Nutnosti je zlepsit citlivost detekce
z komplexnich vzork(, které mohou selhdvat v piilis
slozZité izolaci a purifikaci DNA. Velmi zajimavym fese-
nim je vyvoj metod DPCR umoziiujici amplifikaci DNA
bez nutnosti pfedchozi izolace a purifikace DNA.
Z téchto dlivodu je Zadouci vénovat velkou pozornost
vyvoji metodik PCR a jejich automatizaci. Nevyhodou
PCR, v porovnéni s kultiva¢nimi metodami, v3ak
je detekce mrtvych bunék, pfipadné volné DNA,
coz mutze vést k falesné pozitivnim vysledkdm.
Umoznuje nam vSak detekovat i nekultivovatelné
mikroorganismy.
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LAKTOBACILY - NOVE MOZNOSTI VYUZITi PRI VYROBE SYRU
A DALSICH MLECNYCH VYROBKU

Stépan Tima
Ustav technologie mléka a tukd, VSCHT Praha

Uvod

V polotvrdych syrech typu Eidam se vyskytuje cela
fada mikroorganismd, které ovliviiuji vlastnosti syra
a hraji vyznamnou roli pfi vyrobé a zrani. Mezi Zadouci
mikroorganismy patii bakterie mlé¢ného kvaseni rodu
Lactococcus a Lactobacillus tvofici u syrd dominantni
mikrofléru. Zvlastni skupinu tvofi NSLAB (Non starter
lactic acid bacteria = bakterie mlé¢ného kvaseni neza-
kysového plivodu), které se do syra dostévaji z jinych
zdroji nez ze zakysovych kultur. Mezi nejcastéjsi
nezadouci mikroorganismy vyskytujici se v syrech patfi
koliformni bakterie, sporulujici bakterie z rodu Clostri-
dium, kvasinky, plisné a nékteré druhy NSLAB [1,10].

VyuZiti laktobacila

Laktobacily disponuji celou fadou vlastnosti, které Ize
vyuzit ke zvy3eni kvality syr(. V syrech rostou velmi
dobfe a béhem zrani dosahuji vysokych celkovych
poctd. Pfi vyrobé syri se pouzivaji laktobacily nejéas-
téji jako dopliikové kultury. Jejich role je velmi rozma-
nitd. Podle svych fermentacnich schopnosti se mohou
podilet na zkvasovani zbytkové laktosy a dalSich sacha-
rid vyskytujicich se v syrech [3]. Laktobacily disponuji
proteolytickymi enzymy, zejména aminopeptidasami
a maji schopnost degradovat peptidy vzniklé plsobe-
nim syfidla na kasein, nizkomolekularni a vysokomole-
kularni slou¢eniny az na aminokyseliny, a tim se podi-
let na vyvoji chuti a viiné syra [7].

Mezi dalSi vyznamné vlastnosti laktobacilCi patii
schopnost inhibovat nezddouci mikroorganismy,
véetné patogenli a mikroorganismd zpUsobujicich
kazeni potravin, produkci rGznych druhd antimikro-
bialnich latek a tim zvySovat mikrobidlni bezpe¢nost
potravin.
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Siroké spektrum vlastnosti laktobacild, pfirozeny
charakter a vyskyt v syrech umozriuje jejich pouziti
nejen v syraistvi, ale i v dalSich mlé¢nych vyrobcich.
Zejména antimikrobidlni vlastnosti patii mezi ty nejza-
jimavéjsi. Piesto se laktobacily jako protektivni kultury
pii vyrobé syrl s nizkodohfivanou syfeninou pouzivaji
ojedinéle [3].

Diive nez mohou byt laktobacily pouzity jako
dopliikové kultury, musi byt identifikovany pomoci ge-
netickych metod. Musi byt otestovany vsechny jejich
dalezité technologické a protektivni vlastnosti pfimo
v potravinach. Soucasné je nutné znat produkci biogen-
nich amind, sledovat pfipadné zmény v chuti a vini
béhem zrani syrd, k jejichz vyrobé byly pouzity [10].

Vyskyt a vlastnosti laktobacilli v syrech

V této praci se sledoval vyskyt laktobacil u nejproda-
vanéjsiho syra v CR typu Eidam 30 % tvs. A déle také
slozeni a vlastnosti laktobacilt ze skupiny NSLAB pfiro-
zené se vyskytujicich v tomto typu syra s cilem selekce
novych kment se zajimavymi technologickymi vlast-
nostmi.

Syry byly vyrobeny v provoznim méfitku bez pfidavku
dopliikovych kultur. U vSech syrd se po celou dobu
zrani vyskytovaly laktobacily. Celkovy pocet laktobacil(i
106-107 KT).g' se béhem zréni vyrazné neménil. Pocty
termofilnich laktobacild v pribéhu zrani u viech typt
syra klesaly. Poc¢ty NSLAB v prbéhu zrani u viech syr
rostly a pohybovaly se ke konci zréni v rozmezi 108-107
KT).g". Pii fazovych odbérech v mlékérné PfiSovice se
déle prokazalo, Ze NSLAB se vyskytovaly nejen v syrech,
ale i v syrovém mléce, na zafizeni a ¢ast NSLAB pieZi-
vala pasteraci mléka. Celkové pocty laktokokl se
béhem zréani neménily. Vyskyt NSLAB nemél vyrazny



vliv na prokysavani mléka béhem vyroby syr(. Po sole-
ni se pH syrG pohybovalo v rozmezi 5,5-5,6.

Jednotlivé druhy laktobacild maji odlisné optimalni
podminky pro sv(j rdst. Vsechny kmeny nerostou pfi
nizkém pH, vysoké koncentraci soli, v celém teplotnim
rozmezi a fermentuji rlzné substraty vyskytujici se
v syru [4].

Béhem zrani syru typu Eidam bylo celkem izolovéano
320 kmend. VSechny izolované kmeny se podrobily mik-
roskopickému vysetieni. Jednalo se o Gram-pozitivni,
katalasa negativni bakterie, tvaru pfedevsim kratkych
ty¢inek o délce (2 um), které se vyskytovaly jednotlivé
nebo v paru, popf. tvofily shluky nebo kratké fetizky.

U izolovanych kment byla provedena jejich ¢aste¢na
charakteristika (stanoveni optimalni teploty, tolerance
k NaCl, rozliseni homofermentativnich a heterofermen-
tativnich kmen(, fermentace sacharidd, produkce CO,,

tolerance k pH) (Tab. 1), tak jako v dfive publikovanych
pracich [7].

Na zakladé fenotypovych vlastnosti, stanoveni na
HHD médiu a fermentacnich schopnostech byly
vsechny izolaty ziskané v priibéhu zréni rozdéleny do tfi
skupin podle [6]: skupina | (obligatné homofermenta-

tivni), skupina 1l (fakultativné heterofermentativni)
a skupina 1l (obligdtné heterofermentativni) (Tab. 2),
jejichz vyskyt v syrech s nizkodohfivanou syfeninou
byl jiz dfive potvrzen [1,4]. Pouze v nezralém syru
a v syru typu Eidam 30 % tvs. Po dvou tydnech zrani
prevlddaly homofermentativni kmeny. Homofermen-
tativni laktobacily se ¢asto vyskytuji v syru na zacatku
zrdni u syru typu Arzda prevladaly z 90 % [2]. V pra-
béhu zrani syra typu Eidam 30 % tvs. pfevazovaly
(z vice jak 70 %) od ¢tvrtého tydne zrani fakultativné
heterofermentativni laktobacily (FHL). Variabilita jed-
notlivych druht a kmend béhem zrani a pievaha
vyskytu FHL byla pozorovana i u syr typu Cedar [11]
a u polotvrdych syr(i typu Gouda, Jarlsberg, Norwegia,
Greve [1] vyrobenych ve stejné syrdarné béhem
jednoho dne.

Prevaha FHL v syru béhem delsi doby zrani je pfisu-
zovéana schopnosti laktobacild rist pfi zvySeném obsa-
hu soli, nizkém pH a nizkém redoxnim potencialu [2].

V priibéhu celé doby zrani bylo v syrech typu Eidam
30 % tvs. zastoupeni izoltl: 72 % fakultativné hetero-
fermentativnich, 20 % obligdtné homofermentativnich
a 8 % obligatné heterofermentativnich laktobacild.

Tab. 1: Fenotypové vlastnosti laktobacilti izolovanych ze syru typu Eidam 30 % tvs. vyrobenych v mlékarné PiiSovice bez
poutziti doplrikovych laktobacilovych kultur v obdobi ¢erven-zéfi 2004.

Fenotypové viastnosti (rist za danych podminek) % izolatl

Doba zrani ; PoCet
(tyden) |zolovan§’fch teplota (NaCl) pH produkce CO, z
kmenu glukosy
15°C 37°C 45 °C 2,5 4 6,5 6 9

0 21 19 100 71 71 52 29 100 14 0

1 35 77 100 49 77 71 0 100 0 20

2 18 17 100 44 28 28 6 89 11 17

4 60 78 100 15 87 83 i’ 92 25 5

6 52 75 100 8 69 35 2 67 21 0

8 12 25 100 100 83 17 100 58 0
12 69 58 100 7 81 68 10 87 13 0

16 46 50 100 28 72 70 39 76 22 15
20 9 100 100 33 100 100 11 100 78 0

Tab. 2: Kategorizace laktobacil(i izolovanych ze syr(i typu Eidam 30 % tvs. béhem zrani do jednotlivych skupin dle fenotypovych

vlastnosti.
Doba zrani  Polet izolovanych  obligatné homofermentativni  fakultativné heterofermentativni  obligatné heterofermentativni

(tyden) kmen( (%) (%) (%)
0 21 67 33 0
1 35 20 60 20
2 18 50 33 17
4 60 8 73 18
6 52 17 83 0
8 12 0 100 0
12 69 99 0
16 46 13 72 15
20 9 100 0
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Antimikrobialni aktivita laktobacilii

Laktobacily maji stejné jako dalsi BMK schopnost
produkovat antimikrobialni latky a mohou tak inhibo-
vat nezédouci, ale i Zddouci (mezofilni zakysové, doplii-
kové) bakterie vyskytujici se v syrech a v dalSich mlé¢-
nych vyrobcich [10]. U izolovanych kmen se sledovala
antimikrobialni aktivita, s cilem vyuziti laktobacild jako
potencidlni protektivni kultury pro vyrobu nejen syrd
ale i dalsich mlé¢nych vyrobkl. Antibakterialni ucinky
vUci Lactobacillus helveticus CH1 vykézalo 60 % testo-
vanych izolatd laktobacill, antifungalni Gcinky proti
Fusarium proliferatum M5689 20 % izolat(, z nichz
nékteré dale inhibovaly i Penicillium sp. DMF 0006
a Aspergillus niger DMF 0801.

Antifungalni aktivita laktobacil( se testovala metodou
mléc¢nych agarovych misek jako v minulych pracich [8]
proti Penicillium sp. DMF 0006, Aspergillus niger DMF
0801 a Fusarium proliferatum M 5689 a porovnala se
s aktivitou Lb. rhamnosus VT1 a Lb. plantarum DC1246
(popsano Danisco, Germany). Metoda mlécnych agaro-
vych misek pfedstavuje vhodny modelovy systém k tes-
tovani potlacovani rlstu plisni na povrchu syrd.

Nejlépe laktobacily potlacily rdst F. proliferatum M
5689 a nasledné Penicillium sp. DMF 0006. Inhibi¢ni
ucinek proti A. niger DMF 0801 byl detekovatelny, nic-
méné mnohem slabsi ve srovnédni s G¢inkem proti
Fusarium a Penicillium. Inhibi¢ni ucinek dfive testova-
ného souboru laktobacilt byl také nejvyssi proti Fusa-
rium sp. a plisné Penicillium sp. a A. niger byly proti
pusobeni laktobacild odolné&;si [8].

Antiklostridialni aktivita byla nalezena u 23 kmen(
NSLAB izolovanych z ¢eskych a dénskych polotvrdych
syrl. Pouze u Lb. paracasei 61H4, Lb. paracasei 7R1,
Lb. paracasei 8R2, Lb. paracasei 171R2 a Lb. paraca-
sei 171M7 byl inhibi¢ni Gc¢inek zplGsoben latkami bilko-
vinného charakteru (bakteriociny). Bakteriociny byly
odolné vici tepelnému zéhtevu (25, 30, 37 a 55 °C),
aktivni v rozmezi pH 4-7 a byly inaktivovény proteoly-
tickymi enzymy. VSechny izoldty nejlépe inhibovaly Cl.
tyrobutyricum. Tento druh je nejcastéji spojovén se

vznikem nezadouciho pozdniho dufeni u polotvrdych
a tvrdych syra.

V minulosti byla jiz izolovédna celd fada laktobacill
s antiklostridialni aktivitou, v¢éetné NSLAB [9]. U mnoha
z nich jiz byly prokdzany inhibi¢ni ucinky spojené
s produkci bakteriocinli. Zejména schopnost potlacit
rast a pasobeni Cl. tyrobutyricum a jejich spor zpulso-
bujicich pozdni dufeni je z technologického hlediska
zadouci [3,10].

Identifikace laktobacilt

Vybrané laktobacily s antifungalnimi a antiklostridial-
nimi Gcinky byly identifikovany REP-PCR metodou jako
druhy Lb. paracasei, Lb. fermentum a Lb. rhamnosus.
REP-PCR (repetitivni polymerasova fetézova reakce) je
relativné rychld a pfima metoda umoznujici identifikaci
na trovni druhd a kmend. Ve vétsiné pfipad( poskytu-
je REP-PCR stejné rozliSeni jako PFGE nebo RAPD.
Pfi REP-PCR se na rozdil od klasické PCR amplifikuji
dlouhé useky, které jsou specifické pro danou skupinu
bakterii [5]. Pomoci REP-PCR byly ispésné identifikova-
ny NSLAB, zejména kmeny Lb. paracasei [3]. Diky PCR
metoddm a vhodné zvolenym primertm lze jiz identifi-
kovat a rozlidit i velmi podobné druhy Lb. paracasei,
Lb. rhamnosus a Lb. casei.

Laktobacily ze skupiny NSLAB jako potencialni
dopliikové kultury

Pfi vyrobé syr(i se ¢asto kromé zékysovych bakterii
poutzivaji dopliikové kultury Lactobacillus spp.. Pouziti
dané dopliikové kultury zavisi zejména na kysaci
schopnosti, rdstu v mléce, proteolytické aktivité a odol-
nosti vici bakteriofagim. U vybranych kment Lb. para-
casei ze skupiny NSLAB s antimikrobialnimi vlastnost-
mi byly testovany technologicky vyznamné vlastnosti
dulezité pro poutziti jako potencialni dopliikové kultury
pro vyrobu syrd. Laktobacily rostly v mléce do koncent-
raci 108-10° KT).ml', mély nizkou kysaci schopnost, dis-
ponovaly leucin, valin a cystin-aminopeptidasami,
B-galaktosidasou a o-glukosidasou. U viech testova-

Tab. 3: Antimikrobidlni aktivita vybranych laktobacilt izolovanych z polotvrdych syrti béhem zrani proti vybranym indikatorovym

kmentm plisni a klostridii.

gislo  kmen Fu;arium Penicillium Aspgrgﬂlus ClI. tyrobutyricum  Cl. butyricum  Cl. sporogenes
proliferatum sp. niger 184 10702 795

ST68 Lb. paracasei + + +
ST485 Lb. paracasei + - -
ST491 Lb. paracasei + + + + + -
61H4  Lb. paracasei ND ND ND + + +
7R1 Lb. paracasei ND ND ND + + +
8R2  Lb. paracasei ND ND ND + + +
171M7  Lb. paracasei ND ND ND + + +
171R2 Lb. paracasei ND ND ND + + +
ST472 Lb. rhamnosus + + + + - -

(+) inhibi¢ni G¢inek pozitivni, (-) inhibi¢ni u¢inek negativni, (ND) nebylo stanoveno
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nych kment byla detegovéna piitomnost kyselé fosfa-
tasy. Z testovani enzymové aktivity bylo ziejmé, ze byla
charakteristickd pro dany kmen a muze se lisit i v ramci
jednoho druhu. Vsechny testované kmeny vcetné
komer¢nich kultur disponovaly enzymy vhodnymi pro
poutziti pfi vyrobé syr(i s nizkodohfivanou syfeninou
eidamského typu.

Proteolyticka aktivita kment NSLAB byla srovnatelna
s komerénimi kulturami Lb. casei 163, ale niisi nez
u Lb. delbrueckii subsp. lactis 125 a Lb. helveticus 121.

U vybranych kment laktobacilG druhl (Lb. fermen-
tum, Lb. rhamnosus a Lb. paracasei) testovanych
podrobnéji na antifungalni, antibakterialni a antiklostri-
dialni aktivitu a u komercnich dopliikovych kultur Lb.
delbrueckii subsp. lactis 125, Lb. helveticus 121, Lb.
casei 163 byla testovéana produkce biogennich amint
(histaminu a tyraminu). U kmene Lb. paracasei ST 68
byla testovana produkce dalSich biogennich amin(
z ornithinu a lysinu. Vétsina laktobacil produkovala
histamin a tyramin. Pouze kmeny Lb. fermentum 306,
Lb. paracasei 486, Lb. paracasei 61H4, Lb. delbruec-
kii subsp. lactis 125 a Lb. paracasei ST68 neproduko-
valy biogenni aminy.

Schopnost sniZovat alergenicitu mlé¢nych bilkovin
byla testovdna pouze u kmene Lb. paracasei ST 68.
Tento kmen byl vybrdn diky svym antimikrobidlnim
vlastnostem jako vhodna doplrikové protektivni kultura
pro vyrobu syrl typu Eidam. Lb. paracasei ST68 vyraz-
né snizoval alergenicitu kaseinu a celkovych bilkovin
mléka.

Ze souboru testovanych kmen( byly jako perspektiv-
ni pro pfipadné pouziti ve formé doplitkovych kultur
vybrany kmeny Lb. paracasei ST68, Lb. paracasei
ST491, Lb. paracasei 8R2, Lb. paracasei 61H4,
Lb. paracasei 7R1 a Lb. paracasei 171R2.

V poloprovoznim meéfitku byl uspésné vyroben syr
typu Eidam 45% tvs. s kmenem Lb. paracasei ST 68,
s antifungélni a antiklostridialni aktivitou.

Kmen Lb. paracasei ST68 rostl v mléce, neproduko-
val plyn, rostl pfi teploté 15 °C, pii pH 6 a koncentraci
soli 25, 40 a 100 gl'. Proteolytickd aktivita byla
v porovnani s komer¢nimi kulturami Lb. delbrueckii
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subsp. lactis 125, Lb. casei 163 a Lb. helveticus 121 az
2x nizsi. Lb. paracasei ST68 netvoiil biogenni aminy.
Kromé trypsinu a lipasy C14 byla potvrzena u Lb. para-
casei ST68 pfitomnost stejnych enzymd, jako u dopln-
kové kultury Lb. casei 163. Pfi testovani na alergenicitu
vici kaseinu a mléénym bilkovindm bylo zjisténo,
ze Lb. paracasei ST68 vyrazné snizoval jejich aler-
genicitu.

Pridavek Lb. paracasei ST68 nemél vliv na senzoric-
kou kvalitu syra zrajiciho 4 tydny. Pfi hodnoceni syrl
s pfidavkem Lb. paracasei ST68 zrajicich 16 tydn( byly
jiz pozorovany rozdily v chuti a vani. Syr s pfidavkem
Lb. paracasei ST68 mél vyraznéjsi chut a vini, ktera
byla pro nékteré hodnotitele az pfilis intenzivni.
V celkovém hodnoceni v3ak nebyl ani jeden z obou
typl syr& hodnotiteli vice preferovan.

Zavér

V této praci bylo zjisténo, Ze v syrech typu Eidam se
v priibéhu zrani pfirozené vyskytuji laktobacily ze sku-
piny NSLAB. Tyto bakterie mohou mit pozitivni, i nega-
tivni vliv na kvalitu syra. Stejné jako jiné bakterie
i NSLAB disponuji mnoha vlastnostmi, z nichz cela fada
muze mit pozitivni vliv na kvalitu syrd. Jejich vlastnosti
a vliv na kvalitu syrG zatim nebyly zcela podrobné
prozkoumany. Mezi vyznamné a z technologického hle-
diska zajimavé vlastnosti patfi zejména antimikrobialni
aktivita laktobacild. U mnoha laktobacild ze skupiny
NSLAB byla nejen v této praci, ale i v mnoha dalsich
studiich, pozorovana schopnost inhibovat celou $kélu
mikroorganismd, véetné nezadoucich bakterii vyskytuji-
cich se v syrech. Kromé testovani NSLAB na antimikro-
bialni vlastnosti byla sledovéna i celé fada dalsich tech-
nologicky vyznamnych vlastnosti, které jsou ddlezité
pro lepsi poznani role NSLAB v syrech béhem zrani
a jejich pfipadné vyuziti v technologii syrG. Zejména
vyuziti NSLAB s antimikrobidlnimi vlastnostmi pfiroze-
né se vyskytujicich v syrech jako protektivni doplrikové
kultury by bylo velkym pfinosem pro technologii syrd.
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6. Harrigan W.F.: V knize: Laboratory Methods in Food
Microbiolgy (Harrigan W.F.ed.). Acad. Press, London
1998.

7. Hebert E.M., et al.: Int. J. Food Microbiol. 59, 19-27
(2000).

8. Plockova M., et al.: Czech J. Food Sci.19, 46-50 (2001).

9. Rodriguez E., et al.: Int. Dairy J. 10, 7-15 (2000).

10. Tima S., et al.: MIék. Listy 93, 18-21 (2005).
11. Williams A.G,, et al.: Food Res. Int. 35, 483-493 (2002).



FYTOESTROGENY A DALSI ZDRAVi PROSPESNE LATKY V SOJI

Anette Tizolova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Fytoestrogeny jsou latky pfirozené se vyskytujici
v rostlinach s estrogenni nebo antiestrogenni aktivitou.
Jsou strukturné podobné estradiolu, avsak jejich Gcin-
nost je mnohondsobné nizsi. Zakladni struktura je
nezbytnd pro plsobeni fytoestrogenl. Mezi prvky této
struktury patfi isoflavonovy kruh, ktery na receptoru
napodobuje estrogen. Spole¢na je také nizkd moleku-
lova hmotnost a hydroxyla¢ni vzor. V rostlinach jsou pfi-
tomny jako soucast obranného systému, zejména proti
houbam. Vliv fytoestrogeni byl pozorovan poprvé
v roce 1940 u pasoucich se ovci. Tyto ve velkém mnoz-
stvi spasaly cerveny jetel, ktery je na fytoestrogeny
mimofadné bohaty. U ovci se uc¢inek patologicky
projevil na plodnosti, ale brzy se pfislo na to, Ze fyto-
estrogeny se lisi v u¢inku na monogastrické organismy.
Vyskytuji se v mnoha potravinach vyuzivanych lidstvem,
napf. ve fazolich, kapusté, Spenatu, obilninach a chme-
lu a zejména sdji. Existuje spekulace, Ze pfijem potra-
vin s vysokou hladinou fytoestrogentl mize zpUsobit
hormonalni nerovnovéahu. Ale zatim se nepodafilo pro
toto tvrzeni najit védecké opodstatnéni. Konzumace
téchto potravin neni rizikova ani z hlediska bioakumu-
lace, ke které v pfipadé fytoestrogenli nedochazi'.

Zékladnimi skupinami fytoestrogend jsou isoflavony,
kumestany, lignany a stilbeny. Tyto ldtky mohou mit
pozitivni i negativni G¢inky na fadu onemocnéni spja-
tych s hormonalnim plsobenim. Laboratorni pokusy
na hlodavcich prokézaly, Ze vysoké davky fytoestro-
genl béhem prenatalniho vyvoje mély neblahé ucinky
na spravny vyvoj mozku a reprodukénich organd.
Podle epidemiologickych studii se pfitomnost fytoest-
rogent ve stravé dospélych lidi projevuje spise pfizni-
vé, a to ochranou pfed nékterymi chronickymi stavy
a nemocemi, jako jsou napf. rakovina prostaty, tlustého
stfeva, konecniku, Zaludku a plic. Stejny efekt muze
zplsobit vysoky pfijem vlakniny, lusténin, zeleniny
a ovoce. Doposud nebylo mozné urdit, které konkrétni
latky v potravé jsou zodpovédné za tento pozitivni vliv
na lidsky organismus. U Zzen muize strava se zvySenym
obsahem fytoestrogeni mit vliv na snizeny vyskyt
rakoviny prsu a na zmirnéni pfiznaki menopausy
a post-menopausniho syndromu, zejména osteoporo-
zy, kde maji fytoestrogeny podobné ucinky jako prepa-
raty na udrzovani hustoty kosti. Séja se také podili
na snizovani rizika vzniku kardiovaskularnich chorob
a ateroskler6zy, a to svym kladnym vlivem na udrzova-
ni hladiny krevnich lipidG. Nicméné, stéle neexistuje
dostatek dikazli, které by vSechny tyto kladné vlivy
piifadily vyhradné fytoestrogeniim. Mnoho dalsich
sloucenin obsazenych v soji je biologicky aktivnich
a pravé ony mohou byt zodpovédné za tyto projevy
pravidelného pfijmu séji. Mnoho z téchto latek
a zejména fytoestrogeny mohou interferovat s metabo-
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lismem steroidd a mohou inhibovat enzymy klicové
pro déleni buniky, jako jsou tyrosinkinasa a topoisome-
rasa a mohou tak chréanit buriku pfed patologickym
délenim?3,

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

Na téma snizovani LDL cholesterolu byl proveden
velmi zajimavy pokus. 143 dobrovolnikd bylo rozdéle-
no do dvou skupin, jedné byl podévan jogurt se sojo-
vymi proteiny a standardizovanym obsahem isoflavo-
nd, druha skupina dostavala placebo. Vysledkem byl
vyrazny pokles LDL cholesterolu ve skuping, ktera
dostévala sojovy jogurt oproti skupiné konzumujici
placebo. Zadny vliv se neprojevil na snizeni HDL cho-
lesteroluy, triacylglycerol@ a homocysteinu®.

Rovnéz byl sledovan vliv sgji na leukocyty, konkrétné
neutrofily. Pfedpoklada se, Zze se podileji na zvySeném
riziku vzniku kardiovaskularnich chorob. In vitro byla
sledovana produkce superoxidového aniontu a elasta-
sy. Vznikaly agregéty neutrofil, pozorované pod mikro-
skopem. Genistein a daidzein a také equol vyrazné sni-
zZovaly svym plsobenim produkci superoxidového ani-
ontu a snizovaly vznik homotypickych agregétt neutro-
fild, uvolfiovani elastasy branil zejména genistein.
Z pokust vyplyva, Ze kardioprotektivni Ucinky sdji
mohou byt pravé ddsledkem vlivu fytoestrogent
na mechanismus pisobeni neutrofilnich leukocytd.
Cela studie byla zaloZena na pozorovéni asijskych zemi,
kde dochazi k vysoké konzumaci potravin obsahujicich
soju a je vyznamné sniZzena incidence kardiovaskular-
nich chorob’.

Dalsim ze sledovanych vlivGi fytoestrogentm byl
snizeny vyskyt karcinomu prostaty u asijskych muza.
Stejny snizeny vyskyt byl rovnéz prokazan u muzd
dodrzujicich vegetaridnskou skladbu jidelnicku. Spole¢-
nym znakem asijskych muzd a muzd vegetariand byla
strava obsahujici malo tuk( a hodné vlakniny. Takova
zdrava skladba stravy miize sama o sobé vést ke snize-
ni vyskytu nejrGznéjsich chorob, takie pfimé pficina
nizsiho vyskytu karcinomu prostaty neni zcela jasna>.



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

Dalsi epidemiologicky vyznamnou chorobou je dia-
betes spojeny s obezitou. Studie prokézaly, ze pfijem
so6ji a Inéného seminka pfiznivé ovlivnil kontrolu hladi-
ny glukosy a inzulinovou rezistenci. Na zvifecich mode-
lech obezity se po konzumaci projevilo snizeni hladiny
insulinu. U lidskych modelovych objektd, které mély
nebo nemély diabetes, se projevil pfijem soji zmirné-
nim hyperglykémie a redukci télesné hmotnosti, hyper-
lipidémie a hyperinsulinémie®.

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

Zévérem je nutno shrnout, Ze vSechny uvedené
poznatky o blahodérnych ucincich sdji, jsou zalozené
na objektivnim pozorovani asijskych populaci, které
cela stoleti maji téméf neménné slozeni stravy a vyvije-
ly se velmi izolované. Rozdil v ¢etnosti vyskytu jednot-
livych onemocnéni je nasnadé pficitat pravé oném
vyznamnym rozdilim ve stravé, které je mozno tak
snadno vypozorovat, zejména jiz mnohokrat vyse cito-
vanym fytoestrogenim. Nesmime ovSem zapominat
ani na vyznamny obsah bilkovin, nizky obsah tuki
a vysoky podil vldkniny. Séja je jedinym plnohodnot-
nym zdrojem bilkovin z rostlinné fiSe a slozeni tukd je
velmi dieteticky vhodné. Bude zapotiebi jesté mnoho
dalSich studii na zvifecich i lidskych modelech a nespo-
et analyz a dikaz( potfebnych k identifikaci jednotli-
vych latek a popsani jejich biologické aktivity.

7. Rotondo S., et al.: Brit. J. Nutr., 97, 1-8 (2007).
8. Wiseman H.: Expert Opin. Investig. Drugs, 9,
1829-1840 (2000).

9. Bhathena S.J., Velasquez M.T.: Am. J. Clin. Nutr., 76,
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