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UVODEM
Vazeni pratelé,

v soucasnosti zapominame na to, Ze jeSté v nedav-
né minulosti jsme pro ziskani potiebnych informaci
museli listovat v fadé knih. Dnes stadi otevfit poci-
ta¢ a v internetové encyklopedii ziskat béhem chvile
vSechny potfebné informace. Oblibenou a spolehlivou
internetovou encyklopedii je Wikipedia provozovana
Nadaci Wikimedia. Jeji oficialni pobockou je Wikimedia
Ceska republika (https://www.wikimedia.cz/). Zmifuiji
se o tom proto, abych s Vami ocenil skvélou praci jejich
spolupracovnik® a nadsencd, ktefi stale pracuji na jejim
zdokonalovani, Sirokém zabéru (odkazy v textu na dal-
$i informace) a zejména na spolehlivosti presentova-
nych udajd. Ceska pobo&ka pofada jiz 10 let kazdoroéni
konference, kde se fesi zajimavé aktualni problémy.
Prvni konference se konala v r. 2009 v prazské méstské
knihovné, letosni bude 1. prosince v Olomouci. Konfe-
rence jsou verejné pfistupné, ale dilezité je to, Ze pied-
nesené referaty od r. 2012 si mlzZete pfecist na jejich
webovych strankach (https://cs.wikipedia.org/wiki/Wi-
kipedie:Wikikonference).

V neddvné dobé jsme se dozvédéli jména nositell
Nobelovych cen za rok 2018. Na zakladé zéavéti Alfré-
da Nobela jsou od r. 1901 udélovany ceny v 5 katego-
riich, a to za chemii, fyziku, lékafstvi nebo fyziologii, li-
teraturu a mir. Ceny jsou udélovany vyznamnym oso-
bém a v pfipadé cen za mir i organizacim. Ve stejném
ro¢nim obdobi se od r. 1969 udéluje obdobna cena
za ekonomii, ktera vsak neni cenou dle zavéti Alfreda
Nobela a finan¢né se oceriuje z jinych zdrojd. Nejedna
se tedy o Nobelovu cenu, i kdyz se to ¢asto takto uvadi.

Za obdobi 1901 - 2018 byla udélena Nobelova cena
ze chemii 110 x (tj. kazdoro¢né, zatimco v jinych ka-
tegoriich nékdy ceny udéleny nebyly), a to celkem
180 lauredtlim. Pouze jediny laureat Frederick Sanger
obdrzel Nobelovu cenu za chemii 2 krat, a to v r. 1958
za stanoveni struktury proteint a v r. 1980, spolu s Pau-
lem Bergem a Walterem Gilbertem, za metodu stano-
veni posloupnosti bazi v nukleovych kyselinach. Pokud
se jedna o Marii Curie-Sklodowskou, ta obdrzela cenu
za chemii v r. 1911 (objev radia a polonia) a Nobelovu
cenu za fyziku jiz v r. 1903 spolu s manzelem a Henrim
Becquerelem za vyzkum zateni objeveného H. Becque-
relem.

Prohlédneme-li si seznam Nobelovych cen za che-
mii, rozprostie se pfed nami obraz historie a rozvoje
chemie a na ni navazujicich obor( jako je biochemie,

~
? )

biotechnologie, potravinéistvi, vyziva a v nékterych
pfipadech i medicina. Vybér laureét byl vidy obtizny
a v dnesni dobé velkého rozvoje védy je to jesté slozi-
téjsi. Nejde vsak jen o rozhodnuti, ktery z novych obje-
vl ¢i poznatk( je v daném obdobi nejvyznamnéjsi, ale
v rozhodovani komise udélujici ceny hraji nespornou
Ulohu i bézné lidské vlastnosti. Mezi laureaty Nobelo-
vych cen za chemii nenajdeme napf. Dmitrije lvanovice
Mendélejeva, ktery nedostal Nobelovu cenu pro tidajné
nepfatelstvi se Svédem Svante Arrheniem (podle od-
tajnénych zaznam( komise pro udélovani cen). Dalsi
piekézkou udéleni ceny mize byt amrti navrieného,
protoZe ceny in memoriam se neudéluji. Navrh na udé-
leni ceny je obvykle podan az za fadu let od vzniku ob-
jevu. | u udéleni cen za rok 2018 je doba od publikace
ocenéného vysledku badani 22 let. Zatimco v pocatcich
Nobelovych cen byla cena vétSinou udélovéna jediné-
mu laureétovi, v poslednich letech jsou jmenovani dva
a nejéastéji 3 laureati, protoZe urcita problematika je
soucasné studovana na nékolika pracovistich a pfed-
métem ocenéni se stavaji ¢im dal vice inovace v meto-
dickych pfistupech. Posledni Nobelova cena za chemii
v 1. 2018 byla udélena Frances Arnoldové ,za fizenou
evoluci enzymid” a dvojici George P. Smith a Gregory
Winter ,za fagovy displej peptid a protilatek”. Jedna
se o dvé na sebe navazujici témata, se kterymi Vas
podrobné seznami dale uvedeny pfispévek kolegy
Spiwoka.

Na zavér bychom se jesté radi zminili o Ceskych lau-
redtech Nobelovych cen. Veobecné je znamo, ze Cesi
ziskali jen dvé Nobelovy ceny. V r. 1959 obdrzel Jaroslav
Heyrovsky Nobelovu cenu za chemii ,za objev polaro-
grafické analyzy”. Objev ucinil jiZz v r. 1922 a o objevu
polarografie prednesl pfednasku na zasedani Farada-
yovy spole¢nosti v Londyné jiz v roce 1923. Trvalo tedy
zhruba 36 let, nez se tento objev pIné prosadil v che-
mické analyze. Druhou Nobelovu cenu ziskal Jaroslav
Seifert v r. 1984 za literaturu. Nobelovu cenu vsak jes-
té ziskali dalSi cesti rodaci. Byla to pfedeviim Berta
Kinskd, provdana Suttnerova, ktera ziskala jako prvni
zena Nobelovu cenu za mir v r. 1905. Berta se naro-
dila v Praze, Zila v Kinského paléaci na Staroméstském
namésti a po smrti svého otce hrabéte Frantiska Josefa
Kinského se odstéhovala do Brna. Byla to velmi vzdéla-
né Zena. Kromé cestiny a némciny ovladala francouzsti-
nu, angli¢tinu a italstinu. Byla radikalni pacifickou a spi-
sovatelkou. Umfela ve Vidni v r. 1914 ve véku 71 let. Zila
v Rakousku-Uhersku, a proto se pocita za Rakusanku.

Carl Ferdinand Cori se narodil v Pra-
ze na Novém Mésté v Salmovské ulici
¢. p. 6/1693 v rodiné lékafe, zoologa
a universitniho pedagoga Carla Isido-
ra Coriho a akademicky Marie Corio-
vé, roz. Lippichové. Od roku 1898 do
1914 zZil s rodi¢i v Terstu (zde se otec
stal feditelem zoologické a vyzkum-
né stanice), absolvoval tamni gymna-
zium a v roce 1914 byl piijat ke studiu
na Lékarské fakulté némecké Karlo-
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-Ferdinandovy univerzity v Praze. Béhem studia byl
vroce 1917 povolan do rakouské armady a slouzil na ital-
ské fronté I. sv. valky v lyZaiskych oddilech a ve zdravot-
nickém sboru. Po skon¢eni valky v roce 1918 pokracoval
ve studiu v Praze. Na fakulté se seznamil se studentkou
Gertou Theresou Radnitzovou a jejich spole¢né zajmy
jiz zde vedly k vyzkumné praci i publikovani. Studium
oba ukoncili promoci v oboru mediciny s titulem
MUDr. Carl Cori odjel (1922) do Ameriky a ve Stat-
nim UGstavu (State Institute for the Study of Malignant
Diseases) v Buffalu (stat New York) nastoupil na misto
biochemika (1922-1931). Za pdl roku pfijela a nastou-
pila i Gerta Coriova. V r. 1947 obdrzeli Nobelovu cenu
za fyziologii nebo medicinu za objev ,Coriho cyklu”
(propojeni anaerobni glykolyzy ve svalech s glukoneo-
geneziv jatrech). Pfi anaerobni glykolyze vznika ve svalu
pyruvat, ktery je redukovan na laktat. Laktat je krvi do-

praven do jater, kde je zpétné oxidovan na pyruvat.
Pyruvét je v jatrech za spotieby energie zpétné pie-
vadén na glukosu, kterd je krvi dopravovana zpét
do svalu. Tento d€j zabraruje hromadéni toxického lak-
tatu v krvi a pomaha udrzovat stalou hladinu glukosy
v krvi.

V zavéru naSeho editorialu Vam vSem dékujeme
za pfizen a spolupraci a tésime se na jeji pokracovani
v pfistim roce. Pfejeme Vam a Vasim blizkym pfijemné
proZiti vano¢nich svatkd a po cely pfisti rok pevné zdra-
vi a mnoho Uspéchi a spInéni Vasich prani po vsechny
dny nadchazejiciho roku 2019.

Se srde¢nymi pozdravy
Vasi
Jan Kas a Petra Lipovova

NOBELOVA CENA ZA CHEMII PRO ROK 2018

Nobelovu cenu za chemii pro rok 2018 ziskali Frances
H. Arnoldova (USA), George P. Smith (USA) a Sir Gre-
gory P. Winter (Velka Britanie). Prvni ocenéna védkyné
ziskala polovinu ceny za vyvoj cilené evoluce proteind,
zejména enzym0. Druhd polovina ceny patfi dal$im
dvéma védclm za vyvoj metody fagového displeje.

Enzymy jsou Uzasné pro svou schopnost velmi spe-
cificky urychlovat chemické reakce. Velmi ¢asto se ale
stav4, Ze enzym nema piesné ty vlastnosti, jaké bychom
si pfedstavovali. V tom pfipadé je mozné enzym ,vylep-
Sit” pravé pomoci fizené evoluce.

Typicky enzym je bilkovina skladajici se z feknéme
500 aminokyselinovych zbytk( s pfesné danou amino-
kyselinovou sekvenci. Tato sekvence pfedurcuje vlast-
nosti enzymu, tudiz zaménou jediné nebo nékolika
aminokyselinovych zbytkh mizeme zménit vlastnosti
enzymu, napiiklad jej vyfadit z provozu, nebo naopak
jej stabilizovat, ¢i dokonce ,naucit” enzym urychlo-
vat néjakou novou reakci. Kazdy z aminokyselinovych
zbytkli je mozné nahradit za nékterou z 19 zbyvajicich
kédovanych aminokyselin. Existuje tudiz téméf 10000
moznych variant naseho enzymu lisicich se v jedné
aminokyseliné. Variant lisicich se ve dvou zbytcich je
téméf 5 miliond, variant lisicich se ve tfech zbytcich je
vice nez dvé miliardy a tak dale. Je tudiz zoufalé snazit
se vytvaret a testovat nové enzymy tak, ze bychom sys-
tematicky ménili jednotlivé aminokyseliny.

Metoda fizené evoluce, za jejimz vyvojem stoji prv-
ni ocenéna védkyné, funguje tak, Ze je gen pro enzym
(pfipadné jiny protein) podroben mutaci. Existuji napfi-
klad mikroorganismy s oslabenymi mechanismy dohli-
Zejicimi na spravnou replikaci DNA. Kdyz je do takového

mikroorganismu vloZzen néjaky gen, tak po ¢ase mize
byt izolovan zpét, ale v jeho sekvenci budou obsazeny
rzné mutace.

Daldi moznosti je provedeni polymerasové fetézo-
vé reakce (Nobelova cena za chemii 1993), u které se
vétSinou snazime, aby byl prepis co nejpiesnéjsi, ale
kterou je mozné uméle znepfesnit. Dalsim pouzivanym
postupem je takzvany DNA shuffling, ktery umozni po-
skladat néjaky gen z nahodnych fragmentt dvou nebo
vice podobnych gend.

Takto ziskame tisice nebo i miliony mutovanych
variant naseho enzymu. Velka ¢ast z nich nebude mit
lepsi vlastnosti nez plivodni enzym, ale mala ¢ast muta-
ci se mlze ,trefit” do toho spravného mista a zlepsit
vlastnost enzymu. V dal3i fazi experimentu je nutné izo-
lovat jednotlivé mutanty, pfipravit odpovidajici enzymy
a testovat jejich vlastnosti. Tento jinak nakladny postup
je mozné v dnesni dobé zlevnit pouzitim mikrofluidnich
zafizeni. Jinou mozZnosti je vyuZit postupy vyvinuté dal-
simi letoSnimi laureaty (viz nize). Dalsi alternativou je
poutzit selekci. Pokud napfiklad chceme ,naucit” enzym
odbouravat néjakou toxickou latku, tak mizeme muto-
vané varianty genu vlozit do bakteridlnich bunék. Bun-
ky potom kultivujeme v médiu, které obsahuje toxic-
kou latku. Bunky obsahujici variantu enzymu, kterd umi
latku odbouravat, pieziji. Z nich pak mlzeme izolovat
variantu genu pro nas novy enzym schopny degradace
toxické latky.

Jaké je vyuziti? Pfedevsim, enzymy a jiné bilkoviny
jsou malo stabilni. Jejich vyuZiti je tedy limitovano na-
priklad vyssimi teplotami nebo v prostiedi nevodnych
rozpoustédel. Pokud mame gen pro néjaky zajimavy

Bioprospect ¢. 4/2018

Ro¢nik 28



ale malo stabilni enzym, miZeme se pokusit jej stabili-
zovat fizenou evoluci. V roce 2012 byla Nobelova cena
udélena za vyfeSeni trojrozmérnych struktur receptord
vazanych na G-proteiny. Jedna se o transmembranové
proteiny (v tomto pfipadé nejde o enzymy), se kterymi
je velmi obtizné pracovat, pokud jsou vytrzeny z prostie-
di membrany. Jednim z figld, které pfispély k objasnéni
prostorové struktury téchto proteind, byla pravé jejich
stabilizace pomoci fizené evoluce. V roce 2008 ziskal
Nobelovu cenu zeleny fluorescenéni protein, respektive
jeho objevitelé. Tento protein (opét se nejedna o en-
zym) ma velké uplatnéni v mikroskopickych technikach.
Kromé originalniho zeleného fluorescen¢niho proteinu
mame dnes k dispozici celou fadu rliznobarevnych a ji-
nak vylepsenych fluorescenc¢nich proteind, z nichz velka
¢ast vznikla pravé postupem fizené evoluce. Jak jiz bylo
fe¢eno, pomoci této metody je mozné “naucit” enzym
katalyzovat i zcela novou reakci. Napfiklad virova thymi-
dinkinasa byla fizenou evoluci upravena tak, aby bylo
mozné poutzit jeji gen jako bezpecnostni prvek pii ge-
novych terapiich nebo pfi transplantaci kostni dfené.

Druha polovina Nobelovy ceny byla udélena za vy-
voj metody zvané fagovy displej (nebo chcete-li fagovy
displey nebo fagové vystavovani nebo dokonce vysta-
veni pomoci fagu). Fagy jsou viry, které jako hostitele
vyuzivaji bakterie. Pro tuto metodu pouzity fag obsa-
huje DNA, ktera nese jeho genetickou informaci, a pro-
teinovy obal. Geny, které koduji obalové proteiny, jsou
soucasti genomu faga. Ocenéné védce napadlo vlo-
zZit do urcité casti genu, ktery kdduje obalovy protein,
néjaky jiny gen, ktery pro nas ucel nazveme genem X.
Tim vznikne obalovy protein, ktery bude z ¢asti tvofen
sekvenci obalového proteinu a z ¢asti proteinem ko-
dovanym genem X. Vlysledny fag tak na svém povrchu
~ystavuje” protein X.

K ¢emu je to dobré? Zatimco prvni ocenény objev je
inspirovan evoluci, druhy objev je spiSe inspirovan imu-
nitnim systémem. Hlavni hrac¢e imunitniho systému,
tedy protilatky, je mozné pfipravit vice zplsoby. Tradi¢-
ni zplsob spociva v tom, Ze je néjaké laboratorni zvife
naockovano antigenem. Poté, co si proti nému vytvofi
protilatky, je z néj ziskana krev a z ni je mozné izolovat

takzvané polyklonalni protilatky. Modernéjsi monoklo-
nalni protilatky (Nobelova cena za fyziologii a medicinu
1984), je mozné ziskat znesmrtelnénim slezinnych bu-
nék produkujicich protilatky a separovat pouze ty buri-
ky, které produkuji ur¢itou chemicky cistou protilatku.

Fagovy displey umoznil vznik dal3i zcela nové techni-
ky pro pfipravu protilatek. Z bunék imunitniho systému
zvitete je mozné ziskat gen kodujici protilatky. Protoze
tento gen je ziskan z rGznych bunék imunitniho systé-
mu, bude smési velkého poctu variant; kazda tato va-
rianta bude tvofit odliSnou protilatku. Kazda z téchto
protilatek by méla byt schopna vézat jiny antigen. Smés
variant genu pro protilatku je pomoci metody fagové-
ho displeje vystavena na povrsich fagl. Kazdy fag tak
nese ve svém genomu jinou variantu genu a protein
na povrchu kazdého fagu piesné odpovida genu uvnitf.
Pak stac¢i na vhodny nosi¢ navéazat antigen a s jeho
pomoci vychytat ze smési fagl pouze ty, které maji
na svém povrchu protilatku vazici nads antigen. Z nich
pak mGzeme izolovat DNA, zjistit jeji sekvenci a pomo-
ci rekombinantni technologie produkovat neomezené
mnoZstvi protilatky. Metoda byla v pribéhu let vylep-
Sena zavedenim dalSich variant (napi. ribosomalni
displey) a zavedenim pokrocilych metod sekvenace
DNA.

Metodu fagového displeje je moiné pouzit spo-
lu s metodou fizené evoluce F. Arnoldové. DNA-
-polymerasa byla napfiklad ,pfeuc¢ena” kombinaci fi-
zené evoluce a fagového displeje na RNA-polymerasu.
Stejnym pfistupem byla vyvinuta nova polymerasa,
kterd umi do DNA vnaset syntetické stavebni prvky.

Letosni Nobelova cena za chemii tedy byla udélena
za vyvoj metod, které vyznamné pfispivaji k pfipravé
proteind s novymi vlastnostmi. Takové proteiny mohou
pfinést pokrok at uz v mediciné pfi pfipravé novych
lékd, v primyslu napfiklad pfi pfipravé biopaliv z od-
padnich produktd nebo pro ekologictéjsi vyrobu che-
mickych latek pomoci enzymi upravenych ,na miru”.

doc. Spiwok
a kolektiv autorti
z Ustavu biochemie a mikrobiologie

Ro¢nik 28

71

Bioprospect ¢. 4/2018



ODBORNE PRISPEVKY

PROTEASY JAKO ALERGENY

Jana Pytelkova

Ustav organické chemie a biochemie, AV CR; jana.pytelkova@uochb.cas.cz

Uvod
Alergie byvé oznacovana za nemoc 21. stoleti. Aler-

gické choroby pfedstavuji v souc¢asné dobé nejcastéjsi
poruchu imunity a pofet nemocnych stale stoupa.
V Ceské republice ma témé&f kazdé tieti dité diagnos-
tikovan néjaky typ alergie'. Projevy alergie jako nepfi-
méfené reakce imunitniho systému na latky v okolnim
prostiedi jsou rGzné. Nejcastéji je to polinosa (senna
ryma), ekzém nebo urticaria (kopfivka). BéZnym one-
mocnénim je také astma bronchiale, chronické posti-
zeni dolnich cest dychacich a plic. Nejzavaznéjsi aler-
gickou reakci celého organismu je anafylakticky Sok
bezprostiedné ohrozujici Zivot.

Alergeny se daji rozdélit do skupin podle toho, jakym
zplsobem se dostavaji do téla.

e Inhala¢ni alergeny do organismu vnikaji dychacimi
cestami. Do této skupiny patfi napf. rostlinné pyly,
roztodi, zvifeci alergeny nebo plisné.

e Potravinové alergeny vstupuji do organismu travi-
cim traktem a u nas jsou jejich vyznamnym zdrojem
zejména vajicka, mléko, pseni¢na mouka, kofenova
zelenina, rajcata, ofechy a rlizné ovoce.

e Hmyzi bodnuti je v naSich podminkach spojené
s alergickou reakci pfevazné pfi bodnuti véely a vosy,
pfipadné srsné nebo ¢meléka.

¢ Kontaktni alergeny pusobi pfi dotyku na kdzi nebo
sliznici (napf. rzné kovy, latex nebo lanolin).
Svétové zdravotnickd organizace (WHO) a vybor

pro nomenklaturu Mezinarodni unie imunologickych

spole¢nosti (IUIS) spravuje databazi znamych alerge-
nd. On-line pfistup do databéze je moiny na adre-
se www.allergen.org. Alergeny maji jednotny zplsob
pojmenovavani. Nazev tvofi prvni tfi pismena pocha-
zejici z rodového nazvu organismu, ze kterého aler-
gen pochazi, déle prvni pismeno z druhového nazvu

a na konci ¢islo oznacujici ¢islo alergenu. U ¢lenovcd

(Arthropoda) jsou alergeny riznych druh(, které maji

stejné biochemické vlastnosti, oznaceny stejnym Cis-

lem.

Alergeny maji rznou chemickou povahu a z velké
Casti jsou zde zastoupeny proteiny. Vyznamnou sku-
pinou protein(, které alergické reakce zplsobuji, jsou
proteolytické enzymy, tzv. proteasy. Jedna se o skupinu
hydrolytickych enzym, které Stépi peptidovou vazbu
mezi dvéma aminokyselinami tvofici peptidovy fetézec
proteint nebo peptidl. Podle katalytického mechani-
smu jsou proteasy déleny do ¢tyi hlavnich tiid - seri-
nové proteasy, cysteinové proteasy, aspartatové pro-
teasy a metaloproteasy. Serinové proteasy obsahuji
ve svém aktivnim misté hlavni katalyticky aminokyseli-
novy zbytek serin a jejich pH optimum byva v alkalické
oblasti. Mezi nejcastéjsi serinové proteasy patii proteasy
trypsinového a chymotrypsinového typu. Cysteinové
proteasy, které maji v aktivnim misté aminokyselinu

cystein, a aspartatové proteasy, které maji dva kataly-
tické zbytky kyseliny asparagové, jsou nejvice aktivni
v kyselém pH. Jednou z nejpocetnéjsich skupin cys-
teinovych proteas jsou cysteinové proteasy papaino-
vého typu. Metaloproteasy obsahuji v aktivnim centru
atom kovu (nejcastéji zinek) a jsou obecné aktivni v ne-
utralnim prostiedi. Proteolytické enzymy se vyskytuji
ve vSech organismech a jsou spojeny s velkym mnoz-
stvim fyziologickych procest a funkci.

Tento piehledny ¢lanek se zaméfuje na proteasy
z rGznych organismd, které byly identifikovany jako
alergeny a bylo prokézano, Ze u citlivych jedinca vyvo-
lavaji alergickou reakci.

Proteasy jako inhalacni alergeny

Alergeny roztocii

Jednim z vyznamnych plvodcd vzniku alergii jsou
roztoCi (Acari), patfici mezi ¢lenovce (Arthropoda). Jsou
mezi nimi druhy parazitujici nebo dravé, ale z pohle-
du vyznamnosti pro vznik alergii jsou nejvyznamnéjsi
skupiny prachovych a skladovych rozto¢G. Hlavnimi
zastupci prachovych roztocl, ktefi se v nasich zemé-
pisnych Sitkach vyskytuji, jsou prachovka prachova
(Dermatophagoides pteronyssinus) a prachovka ame-
rickd (Dermatophagoides farinae) z ¢eledi Pyroglyphi-
dae. Nejvétsi vyskyt téchto prachovych roztoct je v do-
macim prachu, kobercich, matracich nebo ltzkovinach.
Zivi se materidlem bohatym na bilkoviny, predevsim
odumfielymi zbytky kéze lidi i zvifat nebo plisnémi.
Optimalni podminky pro jejich Zivot a rozmnozovani
jsou teplota 25 — 30 °C a vlhkost vzduchu 55 — 75 %.
Skladovi rozto¢i se vyskytuji zejména v zemédélskych
surovinach, skladovanych potravinach nebo krmivu
pro zvifata, nicméné v domécim prachu byly nékteré
druhy nalezeny také. Mezi vyznamné skladové rozto-
ce patii rozto¢ moucny (Acarus siro) a rozto¢ zhoubny
(Tyrophagus putrescentiae) z Celedi Acaridae a pefic-
kovec zhoubny (Lepidoglyphus destructor) a rozto¢
mlékohub obecny (Carpoglyphus lactis) z celedi Gly-
ciphagidae.

V soucasnosti je u roztocl identifikovano 37 skupin
alergend. Vyznamnymi alergeny jsou enzymaticky aktiv-
ni proteasy, které v téle roztoce obvykle funguji jako tra-
vici proteasy. Ty pomahaji rozto¢tim zajistovat chemické
zpracovani piijaté potravy tim, ze Stépi makromolekuly
bilkovin az na jednotlivé aminokyseliny. Tyto proteasy
prochazeji s potravou stfevem roztoce a jsou vyluco-
vany s exkrementy do prostiedi?. Spolu s rozpadlymi
tély roztocl se pak stavaji soucasti domaciho prachu
a s nim jsou inhalovany do plic, kde interaguji s imu-
nitnim systémem ¢lovéka a spousti alergickou reakci.
Popsany byly alergenni cysteinové proteasy, serinové
proteasy trypsinového a chymotrypsinového typu a ko-
lagenolytické serinové proteasy (Tab. I).

Bioprospect ¢. 4/2018

Ro¢nik 28



Tab. 1. Pfehled proteasovych alergenii. Roztoci: Blo t: Blomia tropicalis; Der f: Dermatophagoides farinae;
Der m: Dermatophagoides microceras; Der p: Dermatophagoides pteronyssinus; Eur m: Euroglyphus maynei;
Tyr p: Tyrophagus putrescentiae (rozto¢ zhoubny). Svabi: Bla g: Blattella germanica (rus doméci); Per a: Peripla-
neta americana (Svab americky). Pyl: Amb a: Ambrosia artemisiifolia (ambrozie pefenolista; Ant o: Anthoxanthum
odoratum (tomka vonna); Cyn d: Cynodon dactylon (troskut prstnaty); Dac g: Dactylis glomerata (srha lalo¢natd);
Hol I: Holcus lanatus (medynék vinaty); Lol p: Lolium perenne (jilek vytrvaly); Ory s: Oryza sativa (ryze setd); Pas
n: Paspalum notatum; Pha a: Phalaris aquatica; Phl p: Phleum pratense (bojinek lu¢ni); Poa p: Poa pratensis (lip-
nice lu¢ni); Sor h: Sorghum halepense (Cirok halabsky); Zea m: Zea mays (kukufice setd). Houby: Alt a: Alternaria
alternata; Asp f: Aspergillus fumigatus; Asp fl: Aspergillus flavus; Asp n: Aspergillus niger; Asp o: Aspergillus oryzae;
Asp v: Aspergillus versicolor; Cla c: Cladosporium cladosporioides; Cla h: Cladosporium herbarum; Cur |: Curvu-
laria lunata; Epi p: Epicoccum purpurascens; Fus p: Fusarium proliferatum; Pen b: Penicillium brevicompactum;
Pen c: Penicillium citrinum; Pen ch: Penicillium chrysogenum; Pen o: Penicillium oxalicum; Rhi o: Rhizopus oryzae;
Rho m: Rhodotorula mucilaginosa; Tri r: Trichophyton rubrum; Tri t: Trichophyton tonsurans. Potravinové aler-
geny: Act d: Actinidia deliciosa (aktinidie lahodna; kiwi); Ana c: Ananas comosus (ananasovnik chocholaty); Cuc m:
Cucumis melo (meloun cukrovy). Hmyzi jed: Aed a: Aedes aegypti (komar egyptsky); Api m: Apis mellifera (vcela
medonosna); Bom p: Bombus pennsylvanicus (¢melak pensylvansky); Bom t: Bombus terrestris (¢meldk zemni);
Pol d: Polistes dominulus (vosik francouzsky); Pol e: Polistes exclamans; Ves v: Vespula vulgaris (vosa obecna).
Kfizkem jsou oznaceny biochemické skupiny alergend, které obsahuji alergeny s nejednotnym systémem ¢islovani.

:It:'g::z Proteasa Identifikované alergeny
INHALACNI ALERGENY
Roztoci
1 Cysteinova proteasa Blot1,Derf1,Derm1,Derp 1, Eurm 1
3 Trypsin (serinova proteasa) Blot3, Derf3 Derp3, Eurm3, Tyrp 3
6 Chymotrypsin (serinova proteasa) Blot 6, Derf 6, Derp 6
9 Kolagenolytické serinova proteasa Derp 9
Svabi
2 Aspartatova proteasa Bla g2, Pera2
10 Serinova proteasa Pera 10
Pyl
JrEoue | pepansin (seinos protase) | Ak o 1o acg vl L Lolp 1o
X Cysteinova proteasa Amba 1
Spory hub
X Alkalické serinové proteasa (subtilisin) Asp é'p:?) ';\’SIF;Jan, ;L\SS,PPZnBc'h A]S_f \Ige]r?'cclu; I1,
X Vakuolarni serinova proteasa Alta 15, Aste:: gﬁ g’apig’ocgas?&ocﬂ |24’ Fus p 9,
X Aspartatova proteasa Asp f 10, Rhio 1
POTRAVINOVE ALERGENY
X Cysteinova proteasa Act d 1 (aktinidin), Ana c 2 (bromelain)
X Alkalicka serinova proteasa Cuc m 1 (kukumisin)
ALERGENY HMYZIiHO JEDU
3/5 Di([;gﬁggzlépglr);itigzg)lv Apim 5, Pol d 3, Vesv 3
4 Trypsin (serinova proteasa) Bom p 4, Bom t 4, Pol d 4, Pol e 4
CUB serinova proteasa Apim7
Serinova karboxypeptidasa Apim 9,
1 Aspartatova proteasa Aed a 11
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Alergeny ze skupiny 1 - cysteinové proteasy:
Prvni skupina alergenl rozto¢l zahrnuje cysteinové
proteasy papainového typu. Tento typ alergend byl
identifikovan u druht D. farinae, D. pteronyssinus, Der-
matophagoides microceras, Blomia tropicalis a Euro-
glyphus maynei. U roztocd se jednd o nejvyznamnéjsi
a také nejvice prostudovanou skupinu alergend, ze-
jména u zastupcd rodu Dermatophagoides. Patfi sem
hlavni alergen roztoce D. pteronyssinus oznaceny Der
p 1. Pomoci imunolokalizace byl tento alergen nalezen
v burikach stievniho epitelu, lumen stieva a ve velkém
mnozstvi také v exkrementech® 4. Alergen se dostéava
do prostiedi a spolu s prachem a dalSimi alergeny je
vdechovan do dychacich cest. Zde se Der p 1 nejprve
dostava do kontaktu se sliznici, kde svoji proteolytic-
kou aktivitou narusuje mezibunééné spojeni (tzv. tight
junction) tvofené proteiny okludinem a klaudinem?>®.
Pfi delSi expozici alergenu dochézi ke snizeni tvorby
téchto proteint’. Poskozenim povrchového epitelu za-
jistuje Der p 1 prinik do plicni tkdné a otvira tim zaro-
ven cestu ostatnim alergendm. Uvniti bunék plicniho
epitelu Der p 1 aktivuje receptory PAR-2 (Protease Ac-
tivated Receptor), ¢imz indukuje vylucovani cytokind,
jako jsou GM-CSF, IL-6 a IL-9 podporujicich zanétlivy
proces. Alergen se dale dostdva do kontaktu s imu-
nitnimi burnkami v téle, na jejichz povrchu dochazi ke
Stépeni receptorti CD 23 (na B-lymfocytech)®°, CD 25
(na T-lymfocytech)’® a CD 40 (na dendritickych bun-
kach)". Stépeni CD receptor( vysledné vede tfemi riiz-
nymi mechanismy k poruseni procesu regulace syntézy
imunoglobulinu IgE, ktery je zodpovédny za alergickou
hypersensitivitu.

Déle Der p 1 pusobi na povrchu plicnich sklipkd, kde
narusuje plicni surfaktant produkovany plicnimi epi-
telidlnimi burikami. Surfaktant je tvofen komplexem
lipoproteind, které maji ochrannou schopnost vézat
patogeny a také aktivovat buriky imunitniho systému.
Bylo objeveno, Ze Der p 1 stépi surfaktantovy protein A
(SP-A) a D (SP-D), ¢imz dochézi ke ztraté jejich ochran-
né role. Komplexni plsobeni alergeni ze skupiny
cysteinovych proteas je pficinou jejich vysoké alerge-
nicity.

Alergeny ze skupiny 3, 6 a 9 - serinové proteasy:
Dalsi skupinou alergennich proteas jsou serinové pro-
teasy, které obsahuji proteasy trypsinového typu (sku-
pina 3), chymotrypsinového typu (skupina 6) a kolage-
nolytické proteasy (skupina 9). Serinové proteasy maji
funkci hlavnich travicich proteas zejména u skladovych
roztocd, u prachovych rozto¢t maji pro traveni potravy
roli minoritni®. Byly nalezeny v exkrementech roztocd
a patfi mezi alergeny, které se akumuluji v prostiedi?.
Bylo zjisténo, ze tyto alergeny plsobi svou proteo-
lytickou aktivitou podobné zmény na plicnim epitelu
jako alergen Der p 1% tim, Ze Stépi transmembranové
proteiny okludin a klaudin®, zvySuji permeabilitu plic-
niho epitelu pro dalsi alergeny, Stépi receptor PAR-2
a indukuji tvorbu prozanétlivych cytokin(i’®"”. Serinové
proteasy vznikaji v téle rozto¢d v neaktivni formé
a u prachovych roztoct je jejich hlavnim aktivatorem
cysteinova proteasa Der p 1'.

Alergeny svdbii

Svabi (Blattodea) je ¥4d hmyzu, ktery zahrnuje vice
nez 3000 druhl. VétSina z nich Zije ve volné pfiro-
dé v tropickych a subtropickych oblastech, nicméné
existuje také nékolik druhli synantropnich (tj. Zijicich
v blizkosti lidskych obydli), které jsou rozsitené po
celém svété. Mezi nejhojnéjsi synantropni druhy patfi
svab americky (Periplaneta americana) a rus doma-
ci (Blattella germanica). Svébi jsou vétsinou vieZravi
a v lidskych obydlich nebo potravinaiskych provozech
napadaji skladované potraviny. Z jejich exkrementd
a tél se do prostiedi dostavaiji alergeny, které se stavaji
soucasti prachu a jeho inhalce maze u citlivych jedinct
vyvolat alergickou reakci. U $vabl bylo identifikovano
12 skupin alergen( s rznymi biochemickymi vlastnost-
mi a mezi nimi také dvé skupiny proteasovych alergent
ze tiidy aspartatovych proteas (skupina 2) a serinovych
proteas (skupina 10) (Tab. I).

U Svéaba P. americana byl identifikovan hlavni aler-
gen, oznaceny jako Per a 10. Tento enzym patfi mezi
serinové proteasy trypsinového typu. Stejné jako u roz-
tocl se jedna o aktivni enzym. V plicnim epitelu indu-
kuje tvorbu histaminu a sekreci prozanétlivych inter-
leukinG (IL-4 a IL-5) . Alergen Bla g 2 vykazuje sekvenc¢-
ni homologii s aspartatovymi proteasami a byl nalezen
ve vysoké koncentraci v travicim traktu B. germani-
ca. Na rozdil od predchoziho alergenu vsak neni tato
proteasa aktivni. Mutaci aminokyselin v aktivnim misté
doslo k jeji inaktivaci. Biologicka funkce tohoto protei-
nu je neznama> 2

Pylové alergeny

Alergie na pyl, tzv. polinosa, je v Evropé velmi rozsi-
fena. Patii mezi jednu z nejcastéjSich pficin alergické
rymy?2. Doposud bylo identifikovano nékolik desitek
pylovych alergent s rliznymi biochemickymi vlastnost-
mi a mezi nimi také proteasy?*. Hlavnim alergenem
u pylu trav (Poaceae) jsou tzv. B-expansiny. Jedna
se o cysteinové proteasy papainového typu, nejvice
piibuzné katepsinu B. Tyto alergeny tvofi skupinu 1
alergend. Pfi styku pylového zrna s vlhkym povrchem
v plicich dojde k uvolnéni B-expansinu a jeho interakci
s plicnim epitelem, kde se vaze na imunoglobuliny IgE
a spousti alergickou reakci. Tento alergen byl identifiko-
van u bojinku lu¢niho (Phleum pratense), lipnice lu¢-
ni (Poa pratensis), kukufice seté (Zea mays) a dalSich
trav. Dal$im identifikovanym proteasovym alergenem je
cysteinova proteasa Amb a 11. Jedna se o hlavni pylovy
alergen ambrozie pefenolisté (Ambrosia artemisiifolia).
Strukturni analyza ukazala, Ze se jedna o protein vysoce
podobny alergentim roztoct (napi. Der p 1) a vykazuje
také podobnou aktivitu?.

Pylova zrna rostlin, ktera u citlivych jedincd mohou
vyvolat alergickou reakci, obsahuji i dalsi typy proteas.
Aktivita serinovych proteas byla detekovana napf. u bfi-
zy (Betula alba), cypfisku (Chamaecyparis obtusa),
jalovce  (Juniperus scopulorum) nebo ambrozie
(A. artemisiifolia)® % a dale také napf. u trav lipnice
lu¢ni (P pratensis) a jilku vytrvalého (Lolium pere-
nne)?’?8, Aspartatova proteasa byla nalezena u kryp-
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tomerie japonské (Cryptomeria japonica)®. Alergeny
z téchto dvou proteasovych skupin zatim nebyly cha-
rakterizovany a imunologicky klasifikovany. Nicméné
je znamo, Ze serinové proteasy jsou schopné rozrusit
bariéru plicniho epitelu a zvysit jeho propustnost pro
molekuly, které se v pylovych zrnech nachazeji*°.

Alergeny houbovych spor

Alergii mohou vyvolévat také spory hub (Fungi).
Velikost spor se pohybuje mezi 3 a 12 pm a $ifi se velmi
snadno vzduchem. Rody Penicillium, Aspergillus, Clado-
sporium a Alternaria jsou nejcastéji se vyskytujici hou-
by, které maji spojitost se vznikem alergii a mohou byt
silnymi rizikovymi faktory pro vznik a rozvoj asmatu®.
Nejpodrobnéji zmapované alergeny jsou u zastupci
rodu Penicillium a Aspergillus, u kterych byly popséany
vice nez tfi desitky rdznych alergend. Mezi hlavni aler-
geny patii alkalické a vakuolarni serinové proteasy, kte-
ré porusuji epitelialni bariéru v plicnich sklipcich323334,
Dalsi skupinou alergennich proteas hub jsou aspartato-
vé proteasy. U druhu Rhizopus oryzae byla identifikova-
na proteasa Rhi o 1 vykazujici homologii s alergenem
Bla g 2. Na rozdil od enzymaticky neaktivniho alergenu
Svaba, je alergen Rhi o 1 aktivni enzym funkéni v kyse-
[ém pH*>. Podobné proteasa byla identifikovana také
u druhu Aspergillus fumigatus®

Potravinové alergeny

Dalsim zdrojem alergen( jsou potraviny. Nejcastéji se
jedna o alergeny proteinové povahy, u nichz k vyvolani
alergické reakce staci i stopové mnozstvi. Mezi potra-
vinovymi alergeny nalezneme dvé skupiny proteas®.
Prvni skupinou jsou cysteinové proteasy papainového
typu, které se nachazeji v nékolika druzich tropického
ovoce. Napfiklad v kiwi (Actinidia deliciosa) je hlavni
alergen aktinidin (Act d 1), ktery predstavuje 50 % roz-
pustného proteinu v plodech. Vice nez 90 % pacientd
alergickych na kiwi reaguje pravé na tento alergen®.
Dalsim enzymem ze stejné skupiny cysteinovych pro-
teas je bromelain z ananasu (Ananas comosus), ozna-
¢ovany jako Ana c 2. Zatim jedinym zndmym potravino-
vym alergenem ze skupiny serinovych proteas je kuku-
misin (Cuc m 1), alkalickd proteasa podobna subtilisinu
obsazena v melounu cukrovém (Cucumis melo)*.

Na zékladé podobnosti molekul alergenl ¢asto do-
chazi k tzv. zkfizené alergické reakci. Jeji podstatou je
sekven¢ni a strukturni homologie mezi alergeny z riiz-
nych organismd, kdy se IgE protilatky, ptivodné zvyse-
né proti jednomu alergenu, vézou na podobny alergen
jiného druhu a spusti alergickou reakci*®. Ke zkiize-
nym alergiim dochazi napi. mezi hlavnim proteaso-
vym alergenem v plodech kiwi Act d 1 a pylem bfizy*,
bojinku lu¢niho* nebo pelyiiku®. Alergen z kiwi zpU-
sobuje také zkiizenou reakci s latexem; tomuto jevu se
fika ,latexo-ovocny syndrom”44.

Alergeny hmyziho jedu
Hmyz z fadu blanokiidli (Hymenoptera) mize zptso-
bit zavazné az Zivot ohroZuijici alergické reakce. Alerge-

ny tohoto hmyzu jsou obsazeny v jeho jedu, ktery pri-
marné slouzi k obrané pfed nepfitelem nebo omraceni
kofisti. U néas z pohledu alergii patii k nejvyznamnéj-
$im blanokfidlym celedi vceloviti (Apidae) a sr3ioviti
(Vespidae). Jed, ktery je produkovén v tzv. jedovém
aparatu, obsahuje vice nez 60 rGznych komponent —
proteind, peptidd a malych molekul. Hlavni slozkou
jedu je peptid melitin, ktery porusuje strukturu bunéc-
nych membran, zplsobuje hemolyzu a navozuje zéanét-
livou reakci v misté vpichu. Dal$i vyznamnou slozkou
hmyziho jedu jsou enzymy.

Z pohledu alergent je nejvice prostudovany jed vce-
li. Mnozstvi jedu, které se dostane do organismu pfi
bodnuti, je u véely 50 az 140 pg. Bylo v ném identifi-
kovéno 12 rdznych alergen(; hlavni jsou enzymy fos-
folipasa A a hyaluronidasa. Mezi vyznamné alergeny
patii také tfi alergeny proteasové. Molekula alergenu
Api m 7 se sklada ze dvou domén - proteasové do-
mény, kterd je homologicka se serinovymi proteasami
trypsinového typu a tzv. CUB domény, ktera se ucastni
protein-proteinovych interakci*>“¢. Dalsi serinovou pro-
teasou je alergen Api m 9, enzym karboxypeptidasa,
ktery odstépuje aminokyseliny z C-terminalniho konce
proteinového fetézce. Tretim proteasovym alergenem
je lysosomalni serinova proteasa Api m 5, ktera vykazu-
je sekven¢ni homologii s lidskou dipeptidyl peptidasou
IV. Stejna alergenni proteasa byla nalezena také u vosy
obecné (Vespula vulgaris) a vosika francouzského (Po-
listes dominulus)?. Jed ¢meldka zemniho (Bombus
terrestris) obsahuje minimalné 4 alergeny, véetné pro-
teasy trypsinového typu®. U pacientd s alergii na latky
obsazené v jedu blanokfidlého hmyzu se casto vysky-
tuje zkiizena alergie mezi alergeny jedu vcely, ¢melaka
i vosy*.

Alergickou reakci na hmyzi jed mohou zpUsobit také
zastupci fadu dvoukfidlého hmyzu (Diptera). Mezi
identifikovanymi alergeny byla u koméra egyptského
(Aedes aegyti) nalezena proteasa, ktera byla charak-
terizovana jako lysosomalni aspartatové proteasa Aed
a 11°°,

Zaver

Tento ¢lanek shrnuje poznatky o proteolytickych en-
zymech, které pfispivaji k vyvolani alergickych reakci
a byly klasifikovany jako alergeny. Pocet lidi s hyper-
senzitivitou na néjaky typ alergenu stale narlsta a vy-
znam alergickych onemocnéni se zvySuje. Studium bio-
chemickych vlastnosti jednotlivych alergen umoziuje
pochopit komplexni plsobeni alergeni na imunitni
systém. Na zékladé téchto informaci budou vyvijeny
nové piistupy k l1é¢bé a prevenci alergickych onemoc-
néni.
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Souhrn

Pytelkova J.: Proteasy jako alergeny
Prevalence alergickych onemocnéni celosvétové dramaticky stoupa. Mezi nejvyznamnéjsi alergeny patfi proteolytické enzymy (proteasy).
Byly nalezeny jako alergeny hmyziho jedu, potravinové alergeny a velka skupina inhala¢nich alergend, které pochézeji z rozto¢t, hmyzu,
rostlinného pylu a spor hub. Proteasové alergeny patii do rdiznych tfid proteolytickych enzym, a to cysteinovych, serinovych a asparta-
tovych proteas. K jejich vysoké alergenicité pfispiva predevsim enzymova aktivita, ktera se icastni nékolika fazi patofyziologie hypersen-
zitivni reakce. Proteasy zaroveii naruuji buriky plicniho epitelu a umoziiuji prinik také ostatnim typiim alergend. V tomto piehledném
¢lanku jsou shrnuty dostupné poznatky o klasifikaci a funkci alergennich proteas.

Klicova slova: alergeny, alergie, proteolytické enzymy, proteasy
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Summary

Pytelkova J.: Proteases as allergens

The global prevalence of allergic diseases is dramatically increasing worldwide. Proteolytic enzymes (proteases) are among the most
important allergens. They have been identified as insect venom allergens, food allergens, and a large group of inhalant allergens from
mites, insects, plant pollen, and fungal spores. Protease allergens belong to different classes of proteolytic enzymes, including cysteine,
serine and aspartic proteases. The enzymatic activity contributes to the high allergenicity of proteases and participates in several phases
of pathophysiology of the hypersensitivity reaction. Proteases also play an important role in the disruption of the lung epithelial barrier
and allow penetration of other types of allergens. This review article summarizes current knowledge on classification and function of
allergenic proteases.

Keywords: allergens, allergy, proteolytic enzymes, proteases

STANDARD ,.BEZ GMO”

Anna Petrova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha; petrovaa@vscht.cz

Uvod Pokud chce spole¢nost pouzivat znacku ,,Bez GMO”,
Standard pro vjrobu a produkty ,bez genetické mo- je potieba, aby si zazddala o nezavisly audit certifikac-
difikace”, neboli Standard ,Bez GMO”, je dokument nim organem, ktery bude ovéfeny podle Standardu.

vydany Spolkem pro komodity a krmiva (SKK), ktery Spolec¢nost, ktera pema’ sotjhlas Vlastnika Standarc_iu
vznikl jako reakce na pozadavky trhu, predevéim pak ~ »Bez GMO™ a nositele znacky (Spolek pro komodity

na mlékarensky primysl'. Tento Standard by mél po- a krmi’va) a certifikace ,,B’eszM_O", tuto znacku nesmi
moci producenttim mléka nebo mlékarnam prodavat ~ Na svych produktech uvadét, tj. znacka je chranéna
své produkty do zemi mimo CR, a to pfedevsim do Né- autorskymi pravy. o
mecka?. Aby se producenti krmiv a potravin nemuseli _'—eg_'5|at‘V"'m' podklady pro Standard vyplyvaji z le-
pfizplsobovat odlisnym standard@im od riznych odbé- g'_SIat'VY Evro_pske:ho spolecenstvi a z na’rodni_har_mo-
ratel(, byl sepséan tento jednotny Standard, ktery uréuje nizované legislativy. V souladu s platnou legislativou
zasady a podminky pro zpracovani produkti, které ne-  je kazda spolecnost povinna oznacovat produkty obsa-
jsou geneticky modifikovanés. hujici GMO nebo potraviny z nich sestavajici. Produkty
Do rozsahu certifikace Standardu ,Bez GMO" spada- bez genetické modifikace byt oznacovany nemusi.
ji krmiva, zemé&délstvi a Zivocisna vyroba. Na produkty ~ Produkty, které neobsahuji GM slozky z vice nez 0,9 %,
ekologického zemédélstvi se tento Standard nevzta-  ato za pfedpokladuy, Ze pfitomnost tohoto materialu je
huje’. nahodna nebo ji nejde technicky zabranit, mohou téz

nést oznaceni ,Bez GMO" 4.
Pouzivani znacky ,,.Bez GMO”

Produkty, které nejsou vyrobeny z geneticky modifi- Certifikace
kovanych (GM) krmiv a jsou ovéfeny dle kritérii Stan- Zazada-li si spole¢nost o certifikaci, aby jeji vyrob-
dardu, mohou byt certifikovanou spole¢nosti oznaceny ky mohly nést zna¢ku ,Bez GMO”, probéhne v takové
znackou ,Bez GMO”. Znacky se vyuZivaji dvé, pro krmiva spole¢nosti audit. Audity hodnoceni a sledovani krmiv
a ostatni poutziti v potravinaiském fetézci**, viz Obr. 1, a potravin oznacenych jako ,Bez GMO” jsou provadény
a pro produkty Zivocisného pavodu, viz Obr. 2. certifika¢nimi organy, které maji platnou akreditaci pro

Obr. 1: Logo ,.Bez GMO” pro krmiva a ostatni pouZiti Obr. 2: Logo ..Bez GMO” pro produkty Zivoéisného pi-
v potravinaiském Fetézci® vodu®
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certifikaci produkt(®. V Ceské republice to jsou spole¢-
nosti BUREAU VERITAS CZECH REPUBLIC, spol,, s. 1. 0.,
TOV SUD Czech, s. r. 0. a Ceska spole¢nost pro jakost,
z.5.5. Vzhledem k tomu, Ze krmiva ,Bez GMOQO” dle Stan-
dardu podléhaji pfisnym kritériim a kontrolam, musi
producent provadét opatieni, aby krmiva ,Bez GMO"
nebyla kontaminovdna GM slozkou, a tedy je potfeba
peclivé vycistit vSe, co mlzZe s krmivy pfijit do styku,
jako napt. sklady, pfistroje a dopravni prostiedky.

Pokud je zivocisna slozka produktu oznacena jako
.Bez GMQ", je potieba, aby producent prokazal mini-
malni dobu krmeni hospodaiskych zvitat krmivy, které
nejsou geneticky modifikovany. Tuto minimalni dobu
udavé Standard. Napfiklad nejmensi minimalni doba
krmeni krmivy ,Bez GMO" je stanovena pro dribez
na produkci vajec (6 tydn(), naopak pro koné a skot
pro produkci masa je doba delSi (12 mésici a minimal-
né ¥ jejich Zivota). Urcitym ZivocisSnym druhlm museji
byt podavana krmiva ,Bez GMO” po cely jejich Zivot.

Pokud je pfi auditu zjisténo, ze produkty spole¢nos-
ti jsou kontaminovany GM materialem ve vysi, kdy je
mozné jesté udélat napravu a takovy material odstranit,
dostane spolecnost stanoveny ¢as na jeho odstranéni.
V pfipadé, Ze spole¢nost do stanovené doby své chyby
nenapravi, certifikani orgadn pozastavi platnost certifi-
katu nebo jej tuplné odebere.

Udéleny certifikat je platny maximalné po dobu jed-
noho roku a to ve viech tfech kategoriich rizik. Poté si
musi spole¢nost opét zazadat o audit, kde je zjisténo,
zda nejsou jejich produkty kontaminovany geneticky
modifikovanym materialem vic, nez dovoluje limit*.

Kategorizace podnikii dle rizikovosti
a odbér vzorku

Certifikacni organ zafazuje spolec¢nost do tfi kategorii,
podle toho, jak velké u nich hrozi riziko kontaminace
produkt GM materidlem. Cim vy33i riziko kontamina-
ce, tim vice vzorkd je odebirano a zaroven ve spole¢-
nosti dochazi k ¢astéjsim kontrolam produkt.

Kategorie rizika ,0" se vyznacuje Zadnym nebo ma-
lym rizikem kontaminace produktt ,Bez GMO”. V tako-
vém podniku nejsou pouzivany zadnd GM krmiva ani
suroviny. Dodavky rizikovych krmiv nebo surovin jsou
odebirany pouze v pfipadé, Ze jsou oznaceny znackou
.Bez GMOQ". V takovych podnicich je potfeba prova-
dét kontroly, zda nedoslo u zpracovavanych surovin
ke kontaminaci produktti néjakym geneticky modifiko-
vanym materialem alespon dvakrat do roka.

V kategorii rizika ,1” hrozi stfedni riziko kontami-
nace. Jedna se o podniky, které maji prostorové od-
déleny produkty s GM a bez GM. K pfepravé surovin
»Bez GMO"” maji ur¢ené dopravni prostiedky, ve kterych
se neprevazi suroviny s genetickou modifikaci. Kontrola
zpracovavanych surovin je zde provadéna alespon Sest-
krat do roka.

Ve tieti kategorii, kategorii rizika ,2“, je vysoka hrozba
kontaminace, protoZe takové podniky nemaji prosto-
rové oddéleny produkty s GM a bez GM, ale vyroba je
oddélena pouze casové. Krmiva odebirana podnikem
nejsou certifikovana dle Standardu, stejné tak jako ex-
terni mobilni zafizeni, ktera krmiva michaji. Kontroly

zpracovavanych produktli zde museji probihat mini-
malné patnactkrat do roka.

Laboratofe, které provadéji rozbory surovin jednotli-
vych podnik(, musi byt akreditované. Standard uvadi
seznam laboratofi, které k rozbor@im produkt uznava“.

Pozadavky systému ,.Bez GMO"”

Aby se co nejefektivnéji pfedeslo kontaminaci pro-
duktti ,Bez GMO" produkty s genetickou modifikaci, je
potifeba, aby podnik dodrioval pozadavky Standardu
.Bez GMO”. Nasledujici vycet udava piiklad takovych
pozadavka.

o Kazdy podnik musi mit zdokumentovany svtj aktualni
stav, tedy informace o tom, které suroviny a krmiva se
v podniku vyrabi, jsou tam skladovana a je s nimi ma-
nipulovano. Déle je potfeba mit uvedenou recepturu
a specifikace vyrabénych produktd ,Bez GMO" a mit
seznam dodavatell, subdodavatel(l a zpracovavateld.

o \/Sechny produkty, které jiz podnik opustily, museji byt
zpétné vysledovatelné béhem jednoho pracovniho
dne.

e Je potfeba mit plan odbéru vzorkd.

e Krmiva a suroviny ,Bez GMQ" pfijimana do podniku,
které jsou potencionalné rizikové, museji mit veskera
potfebna potvrzeni od dodavatele, jako napf. prohla-
Seni o nepfitomnosti GMO v dodavce.

e Kazdy rok musi byt v podniku proveden interni audit
a to pracovniky, které maji pozadovana skoleni“.

Diskuse

Z CR je kazdoroéné vyvezeno 680 milionG tun mlé-
ka, pficemz vice nez 75 % je vyvazeno na némecky
trh. Vzhledem k tomu, Ze se némecti spotfebitelé v po-
slednich letech ¢im dal vice poptavaji po potravinach
typu bio, eko a ,bez GMOQ", bylo potieba sepsat jed-
notny standard udavajici jasna pravidla pro zpracovani
produktt, které nejsou geneticky modifikované. Tato
poptdvka byla podtrzena pozadavkem nékterych né-
meckych mlékaren, které v roce 2016 zacaly pozadovat
certifikované dodavky mléka pochazejicich z dojnic, kte-
ré nebyly krmeny GM krmivem. Z toho dtivodu byl Spol-
kem pro komodity a krmiva vydan ke dni 18. zafi 2017
Standard pro vyrobu a produkty ,bez genetické modifi-
kace". I kdyz si je pfedseda pfedstavenstva SKK védom
iracionality takového oznacovani potravin, bylo z dGvo-
du tlaku okolnich statli potieba Standard vydat’. Na-
piiklad soju, ktera je podstatnym zdrojem bilkovin pro
dojnice, je do CR dovaZena ve velkém a je geneticky
modifikovana, bude potieba nahradit jinym krmivem,
které bude pravdépodobné drazsic.

V Némecku jsou spotiebitelé ochotni si za mléko
.bez GMO" pfiplatit?, pfitom pravdépodobné ani nevi,
ze mléko v EU neni geneticky modifikovano, protoze
neni povoleno k hospodaiskym tcelim chovat gene-
ticky upravenou kravu a z krmiva se genetickd modifi-
kace do zvifete dostat nemUze®. Jedna se tedy spise
o marketingovy trik, jak udrzet cenu mléka ve vyssich
hladinach, ktery tentokrat dosahl az do politické sféry.
Vzhledem k tomu, ze média hazi ¢asto negativni stin
na GMO, vyvolavaji tak v lidech dojem, Ze se jedna
o néco Spatného, mozna dokonce az toxického. U ta-
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kovych lidi upada tendence dohledévat si odborné ochotny podrobovat se nékolikrat do roka audit@im, pla-

¢lanky o dopadu GMO na zdravi a na Zivotni prostiedi. tit za rozbory svych produkt a kupovat drazsi krmivo
Uvidi-li lidé na svych potravinach certifikovanou zna¢ku pro své dojnice. Projit si pomérné sloZitou procedurou
Standardu ,Bez GMO*, m(ze to v nich vyvolat dojem, ziskani a obnovovani certifikatu se jim i pfes to vSechno
7e produkty, které jsou GM, jsou 3patné a tlak trhu na  nejspie stale vyplati, protoze mléko se znatkou ,Bez
produkty ,Bez GMO" se je3t& zvy3i. To pak miizes mit ~ GMO” jde jednoduse na odbyt, kviili malé informova-
nezadouci vliv na zhordeni Zivotniho prostiedi, protoze nosti spotfebitelli na trhu. Co se tedy praveho ucelu

Standardu ,Bez GMO” tyce, ten byl splnén. | kdyz se
objevuji odptrci GM plodin, ktefi tvrdi, Ze konzumace
GMO ma neblahy vliv na lidské zdravi, nejsou doposud
zadné studie, které by jednoznacné prokazaly negativni
vliv konzumace v EU schvalenych GMO na zdravi ¢lové-

bude opét potieba pouziti chemickych postiikl a na
vzrastajici mnozstvi obdélavanych ploch, protoze suro-
viny bez GM mohou byt méné vynosné.

Zaver ka. I tak se najdou lidé, ktefi radéji konzumuji potraviny
Aby mohly ¢eské mlékarny pfeprodavat do Némecka se znackou ,Bez GMO" s pocitem, Ze si radéji pfiplati

surové mléko o par desitek haléf za litr drazsi, jsou za potraviny, které povazuji za bezrizikové.
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Souhrn

Petrova A.: Standard ,,.Bez GMO”

Vizhledem k tomu, Ze se v mlékdrenském primyslu ze strany némeckych odbérateld vyrazné zvysila poptavka po surovinach, které
prokazatelné nejsou geneticky modifikované, sepsal Spolek pro komodity a krmiva ¢esky dobrovolny standard pro vyrobu a produkty
bez genetické modifikace, ktery svym obsahem koresponduje se zahrani¢nimi standardy. Produkty, ve kterych se prokazatelné nevy-
skytuji GMO, nesou oznaceni podléhajici tomuto standardu. Spole¢nosti, které si pfeji mit své potraviny oznatené logem ,Bez GMO”
musi splilovat urcité specifikace. Podniky produkujici suroviny, potraviny a krmiva bez genetickych modifikaci jsou kategorizovany podle
rizikovosti kontaminace produktl geneticky modifikovanym materidlem. Vydani Standardu ,Bez GMO” ma vliv nejen na spotiebitele,
ale i na ekonomiku a Zivotni prostiedi.

Klicova slova: Geneticky modifikované organismy, Spolek pro komodity a krmiva

Summary

Petrova A.: ,.Non-GMO" standard

As the demand from German milk industry buyers significantly increased for raw materials proven not to be genetically modified,
the Association for Commodities and Feeds wrote a voluntary Czech standard for production and products without genetic modification,
which corresponds to foreign standards. Products which can demonstrate that they are free from genetically modified organisms are
labelled with this standard. Companies that wish to have their food marked “Non GMO” must meet certain specifications. Undertakings
producing raw materials, food and feed without genetic modification are categorized according to the risk of contamination of products
with genetically modified material. The release of the Standard “Non GMO" has an impact not only on consumers, but also on the eco-
nomy and the environment.

Keywords: Genetically modified organisms, Association for Commaodities and Feeds
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VYUZITi PROTILATEK PROTI VYBRANYM PROTEINUM
TESTES A SPERMII K TgsrqvANi JEJICH KVALITY
A PATOLOGIE V PROSTREDI diabetes mellitus

Jana Péknicova', Hasmik Margaryan', Alena Kubatova', Pavla Dostalova', Simona Hylmarova'?,

Romana Bohuslavova?, Gabriela Pavlinkova?

'Laboratof reprodukéni biologie, 2Laboratof molekuldrni patogenetiky, Biotechnologicky dstav AV CR, BIOCEV,

Vestec; jana.peknicova@ibt.cas.cz

Uvod

Protilatky jsou uZitecnym nastrojem k detekci ex-
prese sledovanych proteinl a jejich presné lokalizaci
ve sledované tkani. Panel vybranych protilatek byl pouZzit
ke zjisténi zmén exprese proteinll v testes a spermi-
ich diabetickych savcl. Jak neplodnost, tak i diabetes
patii mezi tzv. civiliza¢ni choroby, kdy pocet jedinct po-
stizenych témito onemocnénimi stale nardsta. Vice jak
15 % par lidi v reprodukénim véku evropské populace
ma problém s reprodukci a muzsky faktor se na ne-
plodnosti podili vice nez v 60%'. Muzska neplodnost
je zplsobena celou fadou faktor (genetické, Zivotni
prostiedi, vaskularni onemocnéni, ale také metabolické
onemocnéni). Soucasny trend starsich rodic¢d je navic
spojen se zvySenym vyskytem neplodnosti a metabo-
lickych onemocnéni, kdy nejcastéjsi z nich je diabetes
mellitus (DM). Kombinace obou téchto faktor( zvysuje
riziko reprodukénich problémf, které se nasledné vy-
skytuji v centrech asistované reprodukce. Cilem této
prace je popis mozného vyuziti protilatek proti vybra-
nym protein(im, nasledna charakterizace patologickych
zmén v histologickém obrazu mysich testes a spermii
a identifikace patologickych zmén spermii u diabetic-
kych pacient.

Protilatky proti vybranym proteiniim
testes a spermii

V nasich pfedchozich studiich jsme vyvinuli nové cit-
livé metody s pouzitim pfipravenych monoklonalnich
protilatek k hodnoceni reproduké¢nich organt a kvality
mysich i lidskych spermii? 3 456,

Na mysim modelu jsme detegovali patologické zmé-
ny organismu plsobenim rdznych polutantd Zivotni-
ho prostiedi, napfiklad endokrinnimi disruptory, které
napodobu;ji funkci pfirozenych hormont a brani tak je-
jich funkci. Testovali jsme zmény v expresi a lokalizaci
vybranych proteint (a jinych reprodukénich markerd)
v organismech po plsobeni endokrinnich disrupto-
r, resveratrolu’, genisteinu a diethylstilbestrolu®, te-
trabrombisfenolu A°, zearalenonu™, anti androgenu
vinklozolinu™" a antibiotik™.

Z predchozich studii vime, ze faktory Zivotniho pro-
stfedi maji negativni vliv na reprodukéni parametry
u mysich samc@ (viz vyse). Klinicka data z center asisto-
vané reprodukce'*™ a experimentalnich pfistupd'™ pro-
kazuji, Zze diabetické prostiedi poskozuje spermie, coz
ma za nasledek jejich Spatnou kvalitu. Protildtky proti
vybranym proteinim jsou nastrojem k testovani kvality
mysich, ale i lidskych spermii* > 6 117,

Experimentalni model s indukovanym
diabetes mellitus a vzorky spermii

V ramci hodnoceni vlivu diabetes mellitus typu 1
(DMT1) na reproduk¢ni parametry samct byly porovna-
ny a) histologické zmény v testes na mysim modeluy,
b) kvalita spermii (mysi model a lidské spermie).

Ze zmén morfologie a imunodetekce vybranych
proteinll v testes mizZeme soudit na miru poskozeni
procesu spermatogeneze a spermiogeneze. Za stan-
dardnich podminek probihda spermatogenze v seme-
notvornych tubulech, které se skladaji z rdznych dru-
hid zarode¢nych bunék, které jsou obklopeny nosnymi
Sertoliho burikami. Intersticidlni prostor mezi jed-
notlivymi semenotvornymi tubuly se skladé z bunék
Leydigovych a myoidnich. VSechny tyto buriky poméha-
ji vytvofit prostiedi potfebné pro spravnou spermato-
genezi.

Proces spermatogeneze zacina fadou mitotickych
déleni prvotnich zarode¢nych bunék, které vedou ke
vzniku spermatogonii (typy A1 — A4). Spermatogonie
typu A si stale zachovévaji schopnost kmenovych bu-
nék, to znameng, Ze jsou schopné se rozdélit a zajistit
kontinuélni zdsobovani spermatogoniemi typu A nebo
diferencovat ve spermatogonie typu B. Spermatogonie
typu B jsou jiz urceny pro diferenciaci spermii. Tyto bun-
ky se mitoticky rozdéluji a davaji vznik primarnim sper-
matocytdim. Primarni spermatocyty vstupuji do prvniho
meiotického déleni a tvofi sekundarni spermatocyty,
které nasledné ukoncuji druhé meiotické déleni a pro-
dukuji haploidni kulaté spermatidy. Procesem zrani
spermie (spermiogenezi) vznikaji spermatické buriky,
které se nachazi uvnitf kanalki Obr. 1.

Pro testovani zmén byl vybran panel protilatek uvede-
nych v Tabulce I. Experimentalnim modelem byly mysi
inbredniho kmene FVB, které byly chovany za standard-
nich podminek a podle protokolu schvéleného Komisi
pro ochranu zvifat Ustavu molekularni genetiky AV CR.
U tohoto modelu byl diabetes mellitus 1 (DM1) na-
vozen streptozotocinem™. Lidské spermie byly ziskany
se souhlasem pacientd Fakultni nemocnice v Motole.
Vliv DM1 na testes byl hodnocen za poutziti histologic-
kych ezl mysich testes. Nejprve bylo provedeno his-
tologické barveni s pouzitim hematoxylinu a eosinu,
které slouzi k detekci morfologickych zmén. Pomoci
tohoto barveni byly identifikovany zmény morfologie
semenotvornych kanalkd testes diabetickych mysich
samcl. Pro dalsi posouzeni patologickych zmén se-
menotvornych kandlk( testes souvisejicich s diabe-
tem byly vybrany protilatky, které deteguji proteinové
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Obr. 1: Schéma semennych kanalkl s probihajici spermatogenezi a konkrétnimi typy

bunék pfitomnych v testikularnim tkéni (pfevzato a upraveno™®).

markery identifikujici  jednotliva
stadia spermatogeneze, mezibu-
nécné komunikace, meiosy a mi-
tosy. Kvalita spermii, jak u lidskych
pacientli, tak u experimentalniho
mysiho modelu byla hodnocena
za pouZiti nami pfipravenych mo-
noklonélnich protilatek proti intra-
-akrozomalnim proteinm, které
se nachazi v akrozomu hlavicky
spermie.

Morfologie a histologie
testes mysi, zmény
v pfitomnosti DM1

Morfologie testes u mysiho DM1
modelu prokézala jasné zmény ve
struktuie kanalkd a pribéhu/zasta-
veni spermatogeneze (Obr. 2).

Tabulka I: Vybrané protildtky k testovani zmén exprese proteinl v diabetickém prostiedi.

Protilatka Proteiny/marker

VEGE-A Vaskularni endotelialni ristovy faktor A ma fadu funkci (angiogeneze, neurogeneze, migrace,
inhibice apoptodzy). VEGF-A je marker pro spermatogonie typu B, primarnich spermatocyty
a spermatidy.

SCP3 Synaptonemalni komplexni protein 3 je slozkou pfi¢nych vlaken synaptonemalnich komplexd

(SCS), vytvotenych mezi homolognimi chromozomy béhem meiotické profaze. Ma esencialni
meiotickou funkci ve spermatogenezi a je dllezity pro vyvoj varlete. Je meiotickym markerem.

Connexin 43 (Cx43) - proteiny skupiny konexind jsou specializované domény buné¢né membrany
Cx43 a vytvéreji mezibunécné kanaly. Jsou dulezité pro metabolickou spolupraci mezi burikami, elektric-
kou vazbu, synchronizaci bunéénych fyziologickych aktivit, kontrolu rlistu a vyvojovou regulaci.

Antigen Ki-67 je nuklearni protein, ktery je exprimovan v proliferujicich burikach.

drive ,valosin containg protein” (VCP).

Ki-67 Je mitotickym markerem.

WT1 Wilms(v nadorovy protein. Jedna se o transkrip¢ni faktor, ktery hraje daleZitou roli
v bunééném vyvoji a pfeziti bunék. WT1 je exprimovan v Sertoliho burnkach.

Hs-8 Akrozomalni protein spermie. Spermaticka glyceraldehyd fosfat dehydrogenasa
(GAPDHS) - vazebny protein spermie Gcastnici se vazby spermie a vajicka.

Hs-14 Akrozomalni protein spermie. ATP-asa v endoplasmatickém retikulu (TERA),

Obr. 2: Morfologie testes. (A) Kontrola, barveni histologickych fezli hematoxylin & eosinem ukazuje normalni strukturu testes
s kanalky s probihajici spermatogenezi a spermiogenezi, kdy zralé spermie jsou uvoliiovany do stfedu kanalkd. (B) Patologické
zmény v testes vyvolané DM1, ukazuji zmény morfologie kanalkd, ztratu epitelu, navySeni mezibuné¢né hmoty a tiplné zastaveni

spermatogeneze v nékterych kanalcich.
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Imunohistochemické barveni testes
s anti-SCP3 a anti-Ki-67

Imunohistochemické barveni fezll testes s protilat-
kami detekujicimi meiotické (SCP3 pozitivni buriky)
a mitotické (Ki-67 pozitivni burky) v semenotvornych
kanalcich testes ukazuje na zfetelné rozdily v expre-
si téchto proteinl u kontrolnich a diabetickych samct
(Obr. 3). U diabetickych samcti jsme v nékterych kanal-
cich detekovali snizeny pocet meioticky se délicich bu-
nék a v nékterych kanalcich vznikl tzv. meioticky arest,
kdy kanalek byl vypInén meioticky se délicimi bunka-
mi bez nasledné spermatogeneze a spermiogeneze.
Imunohistologické barveni testes diabetickych samct
ukazuje tvorbu defektnich kanalkd, abnormalni uspo-
fadani prekurzord spermatid i poruchy ve spermatoge-
nezi (Obr. 3 B).

Obr. 3: Imunohistochemické barveni testes. Spermatotvorné
tubuly obsahuji spermatocyty a spermatidy délici se meioticky
detegované anti-SCP3 protiladtkou (zelena), a mitoticky se dé-
lici bunky vazajici protilatku Ki67 (¢ervend). Leydigovy buriky
jsou oznaceny Zluté. Kontrolni samec (A), diabeticky samec

(B).

Imunohistochemické barveni testes
s anti-VEGFA a anti-Cx43

Imunohistochemické barveni s protilatkami proti pro-
teinu VEGFA, ktery se specificky vaze na spermatogo-
nie typu B a spermatidy a proti proteinu CX43 ukazu-
je na patologické zmény v usporadani kanalkd testes
diabetickych samct ve srovnani se samci kontrolnimi.
NavySend exprese CX43 u diabetickych samcli muze
pfedstavovat snahu o kompenzaci mezibunécné ko-
munikace v dusledku silného poskozeni morfologie
semenotvornych kanalk( testes a dezorganizaci sper-
matogonii typu B (Obr. 4).

A B
Obr. 4: Imunohistochemické barveni testes. Spermatogonia
a spermatidy v semenotvornych kanalcich kanalcich exprimu-
ji VEGFA (zelend). CX 43 (¢ervena) je markerem mezibunécné
komunikace. Kontrolni samec (A), patologické zmény v kanal-
cich testes diabetického samce (B).

Pomoci imunohistologického barveni s protilatkami
proti VEGFA a CX43 jsme detegovali dezorganizaci sper-
matogonii semenotvornych kanalkd testes diabetickych
samct, Spatnou mezibunéénou komunikaci a poskoze-
nou spermatogenezi (Obr. 4 B).

Imunohistologické barveni testes pomoci
anti-VEGFA a anti-Wt1

Imunohistochemické barveni s protilatkami proti
proteinu VEGFA, ktery se specificky vaze na sperma-
togonie typu B a spermatidy a proti proteinu WT1, jez
je markerem Sertoliho bunék, jsme opét detegovali
zna¢né mnozstvi defektnich semenotvornych kanalku
u diabetickych mysich samct. Nepotvrdili jsme zmény
na drovni exprese proteinu WT1 a v uspofadani Serto-
liho bunék, které jsou burikami podptrnymi (Obr. 5).

> ¢

A B

Obr. 5: Imunohistochemické barveni testes. Anti-VEGFA proti-
latka se specificky vaze na spermatogonia typu B a spermatidy,
které odchazeji sttedem kanélku (zelend). Anti-WT1 se vaZe na
podpurné Sertoliho buriky, které jsou symetricky rozprostieny
po obvodu semenotvornych kanalk( testes (¢ervend). Kont-
rola (A), patologické zmény v kanélcich testes, narusena sper-
matogeneze u diabetického samce (5 B).

Kvalitativni zmény mysich spermii vlivem
DM1 detegované pomoci specifickych
protilatek

Imunodetekce mysich spermii

s protilatkou Hs-8, proti akrozomalnimu
proteinu glyceraldehyd fosfat
dehydrogenaze specifické pro spermie
(GAPDHS) a protilatkou Hs-14, ktera
znaci akrozomalni endoplazmatickou
retikularni ATPasu (TERA),

dfive ,,valosin containg protein” (VCP)

Imunodetekce s protilatkou proti GAPDHS, ktera de-
teguje protein popsany jako vazebny protein spermie
dalezity pro vazbu spermie na vajicko?, prokazuje nizsi
expresi GAPDHS u spermii diabetickych samcti, podob-
né imunodetekce s protildtkou proti TERA proteinuy,
ktery byl popsan jako protein dulezity pro metabolis-
mus a motilitu spermie’, ukazuje nizsi procento znace-
nych bunék u mysich samct s DM1 (llustrativni Obr. 6).

Spermie diabetického samce vykazuji snizenou ex-
presi GDPHS ktery je zodpovédny za Uspésnou vazbu
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Obr. 6: Imunodetekce GPDHS / TERA (Zluta) v mysi spermii, jadro (modra, DAPI).
Kontrola (A), Spermie od diabetického samce (B), fazovy kontrast, diabeticky samec (C).

Obr. 7: Imunodetekce GPDHS / TERA (zelena) v lidskych spermiich, jadro (modie, DAPI).
Kontrola (A), Spermie diabetického pacienta (B), fazovy kontrast, pacient s DM (C).

spermie na vajicko a TERA, ktery je zodpovédny za mo-
tilitu spermii a hraje dilezitou ulohu v metabolismu
spermii (Obr. 6 B).

Kvalita lidskych spermii hodnocena
pomoci specifickych protilatek proti
proteiniim spermie

Imunodetekce lidskych spermii

s protilatkou Hs-8, proti akrozomalnimu
proteinu glyceraldehyd fosfat
dehydrogenaze specifické pro spermie
(GAPDHS) a s protilatkou Hs-14, ktera
znaci akrozomalni endoplazmatickou
retikularni ATPasu (TERA), dfive
~valosin containg protein” (VCP)

Imunodetekce s protilatkou proti GAPDHS, ktery byl
popsan jako vazebny protein vazby spermie na vajic¢-
ko prokazuje nizsi expresi daného proteinu u pacientt
s DM a TERA, ktery byl popsan jako protein dulezity pro
metabolismus a motilitu bunky ukazuje nizsi procento
znacenych bunék u pacient s DM (llustrativni Obr. 7).

Spermie diabetického pacienta vykazuji sniZzenou
expresi GDPHS, ktery je zodpovédny za Gispésnou vaz-
bu spermie na vajicko a TERA, ktery je zodpovédny
za motilitu spermii a hraje dilezitou tlohu v metabo-
lismu spermii (Obr. 7 B).

Zaveér

V piedlozené praci jsme testovali mozZnost vyuzi-
ti vybraného panelu protilatek k detekci patologic-
kych zmén v testes a spermiich ovlivnénych diabe-
tem. U experimentadlniho mysiho modelu byl DM1
navozen streptozotocinem, ktery specificky poskozuje
beta-bunky pankreatu. U diabetickych mysich samca
jsme potvrdili pomoci imunohistochemického barve-
ni zmény v morfologii kanalk( testes a s nimi spojené
molekuldrni zmény ukazujici na strukturni a funkéni po-
Skozeni. Ukazali jsme zmény na Grovni mezibunécné
komunikace. Dale jsme ukézali, Ze poskozeni kanal-
kd testes v dlsledku DM1 vede ke zménam exprese
dilezitych proteind, které se Gcastni spermatogeneze
(mitdzy a meidzy).

Kvalita spermii mySich samc@ a pacientti s DM byla
testovana nami pfipravenymi monoklonalnimi protilat-
kami proti intra-akrozomalnim proteindim, z nichz je-
den protein (GPDHS) je kli¢ovym vazebnym proteinem
spermie na vajicko. Jeho nepfitomnost snizuje $anci
k oplozeni. Jak u spermii diabetickych mysich samct,
tak u spermii diabetickych pacientl jsme potvrdili sni-
Zenou expresi tohoto proteinu.

Ziskané vysledky prokazuiji, Ze pouZziti vybranych pro-
tildtek umoznuje detegovat patologické zmény v repro-
duk¢ni tkani testes a také kvalitu spermii u diabetickych
jedinct. Vysledky jasné dokumentuji negativni vliv dia-
betického prostiedi na morfologii kanalk( testes, sper-
matogenezi, spermiogenezi a kvalitu spermii.
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Péknicova J., Margaryan H., Kubatova A., Dostalova P, Hylmarova S., Bohuslavova R., Pavlinkova G: VyuZiti protilatek proti
vybranym proteiniim testes a spermii k testovani jejich kvality a patologie v prostiedi diabetes mellitus

Pro detekci molekularnich zmén vyvolanych diabetes mellitus jsme poutzili panel protilatek proti vybranym proteiniim testes a spermii.
Detegovali jsme zmény v morfologii a histologii varlat a zmény v expresi dllezitych protein(, které jsou zapojeny do spermatogeneze
a mezibunééné komunikace. Monoklonalni protilatky proti intra-akrozomalnim proteindim prokazaly zhor3enou kvalitu spermii u diabe-
tickych pacient( i spermii diabetickych mys3i. Panel vybranych protilatek Ize pouzit k testovani zmén v testes a kvalité spermii vyvolanych
diabetem. Tyto vysledky jasné dokumentuji vliv diabetického prostfedi na morfologii a histologii varlat a kvalitu spermii.

Klicova slova: Protildtky, diabetes mellitus, testes, spermie

Summa

Péknicov;yl., Margaryan H., Kubatova A., Dostalova P., Hylmarova S., Bohuslavova R., Pavlinkova G: Use of antibodies against
selected testes proteins and sperm to test their quality and pathology in diabetes mellitus

We used a panel of antibodies against selected testicular and sperm proteins to detect molecular changes induced by diabetes mellitus.
We detected changes in morphology and histology of the testes, and changes in the expression and distribution of proteins involved in
spermatogenesis and intercellular communication. Monoclonal antibodies against intra-acrosomal proteins demonstrated the impaired
quality of sperms from diabetic patients as well as sperms from diabetic mice. In conclusion, the panel of selected antibodies can be
used to test diabetes-induced changes in the testes and sperm quality. These results clearly document the effect of the diabetic envi-
ronment on the morphology and histology of the testes, and sperm quality.

Keywords: Antibodies, Diabetes mellitus, Testes, Sperm

SLOZENI, VYZNAM A MOZNOSTI KVANTIFIKACE
EXTRACELULARNI MATRIX BIOFILMU PODMINENE
PATOGENNiICH MIKROORGANISMU

Petra Kasparova
Ustav biotechnologie, Vysokd skola chemicko-technologicka v Praze; Kasparop@vscht.cz

Uvod

Biofilm je konsorcium mikroorganismi vytvofené
na fazovém rozhrani, kterym muze byt napfiklad pev-
ny povrch ve vodném prostiedi nebo hladina média
ve styku se vzduchem'. Jedna se o spolecenstvi bunék
obalené v jimi produkované mukdzni hmoté, nazyva-
né extracelularni matrix (ECM), ktera tvofi kompaktni
ve formé biofilmu je zména jejich fenotypu (zména
exprese genl aZ o 70 %)'3. Tato zména fenotypu vede

k mnohonasobné vy3si odolnosti biofilmu vici vli-
vim prostiedi (pH, stfizné sily kapaliny proudici okolo
biofilmu, nedostatek nutrient1)* 4. Extracelularni matrix
spolu s vysokou hustotou bunék zptlsobuje podstat-
né zpomaleni prostupu antimikrobialnich latek, coz
je jeden z dlGvodl znacné rezistence mikroorganism,
které se v biofilmu vyskytuji, vii¢i nékterym typdm an-
timikrobialnich latek?. Tyto latky mohou plsobit pouze
na bunky, které jsou v nejsvrchnéjSich vrstvach biofil-
mu, jelikoz nejsou schopny proniknout hloubéji (jed-
na se piedevsim o vysokomolekularni latky, které se
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v ECM zachytavaji a haie difunduji ke spodnéjsim bu-
nécnym vrstvam). ZvySend odolnost bunék v biofilmu
predstavuje téZ ochranu pfed predatory (napf. zastupci
rodu Protozoa), anebo umoznuje vznik novych mutu-
alistickych vztahd a bunécnou kooperaci v biofilmu®.
Tato kooperace je prevazné zprostfedkovana chemicky-
mi signély typu quorum sensing, které jsou dostatecné
amplifikovany pouze v prostiedi s vysokou bunécnou
hustotou®.

Rezistence v{ci antimikrobidlnim latkdm a mechanic-
kéd odolnost biofilmu vyznamné komplikuje jeho era-
dikaci, napf. z nemocnic¢nich nastrojd, implantati nebo
z otevienych kontaminovanych ran. Vyznamny je také
vyskyt nozokomidlnich infekci, jejichz znac¢na prevalen-
ce je zplsobena pravé tvorbou biofilmu, ktera zplso-
buje vysokou rezistenci bunék k antibiotikim a desin-
fekcim’.

Tvorba biofilmu proto pfedstavuje rozsahly problém
nejen v mediciné, kde jsou tato mikrobialni spolecen-
stvi pfi¢cinou mnoha zavaznych chronickych onemocné-
ni nebo komplikuji implantaci biomateriald, ale i v pra-
myslu, kde zplsobuje biologické koroze potrubi a dal-
Sich kovovych material@?.

Extracelularni matrix

Bunky biofilmu tvofi obvykle méné nez 10 % susiny
biofilmu, jelikoz nejvyssi podil (mimo vody, ktera pred-
stavuje 70 — 90 % celkového objemu biofilmu) zauji-
ma hmota matrix, kterd je obklopuje’. Matrix se sklada
z mnoha typu sloucenin, kterym se souhrnné fika ex-
tracelularni polymerni latky (EPS). VétSina téchto latek
(s vyjimkou enzym a toxin(, viz dale) maji podptrnou
funkci pro tfirozmérnou vystavbu biofilmu a napoma-
haji pfilnuti bunék v ranych fazich jeho tvorby’. Slozeni
EPS je zna¢né proménlivé a lisi se jak v rdmci jednot-
livych druhd, tak i kmenG Jedné se pievainé o poly-
sacharidy (homopolysacharidy, glykosaminoglykany,
peptidoglykany), extracelularni DNA (eDNA), nebo
nejriznéjsi extracelulédrni enzymy, amyloidni struktu-
ry a toxiny”". Extracelularni matrix imobilizuje bunky
biofilmu mezi sebou a udriuje je v blizkosti povrchu,
ke kterému je biofilm pfichycen. Kvili malé vzdalenosti
mezi burikami se nasobi signdly mezibunéc¢né komu-
nikace a mlzZe dochéazet také ke vzniku kooperativnich
mikrokolonii v souvislosti s lokalnimi zménami pod-
minek (napf. pH, koncentrace Zivin, teplota)’. K tomu-
to jevu dochazi predevsim ve smiSenych populacich,
kde spolu mohou koexistovat napft. aerobni druhy mi-
kroorganismu na povrchu biofilmu s druhy anaerobni-
mi v hlubsich vrstvach. V tomto pfipadé aerobni buri-
ky zcela vycerpaji kyslik, ktery tedy nem0ze limitovat
anaerobni niky hloubeji v biofilmu. V jiném piipadé
mohou produkty jedné skupiny mikroorganismi pied-
stavovat vhodny substrat pro jinou skupinu mikroorga-
nismd. V meznich situacich, jako je napfiklad limitace
zivin v okolnim prostiedi, midze dochézet i k degradaci
samotné EPS biofilmu jako zdroje energie’.

Matrix obklopujici buriky uzce souvisi s morfologii
biofilmu. Diky ni mize byt biofilm hladky a plochy, hru-
by, mukoézni ¢i vlaknity. Morfologie biofilmu se muze
liSit i rGznou porositou nebo se zde mohou vyskytovat
houbovité utvary obklopené vodnimi kanalky typické
pro rod Pseudomonas.

Dulezitou funkci extracelularni matrix je jeji schop-
nost vyznamné zpomalit prostup antimikrobialnich
latek, a tim posilit rezistenci bunék biofilmu k témto
latkam™. Singh a kol., (2010) sledovali prostup néko-

lika antibiotik do nitra biofilmu Staphylococcus aureus
a Staphylococcus epidermidis a zjistili, Ze prostup oxa-
cillinu, cefotaximu (B-laktamy) a vankomycinu (glyko-
peptid) byl diky ECM vyrazné snizen™. Podobny vysle-
dek nalezl i Anderl a kol., (2000) v pfipadé biofilmu
Klebsiella pneumonie, kde byl vyrazné snizen prostup
ampicilinu (B-laktam) a ciprofloxacinu (chinolon)™.
Zpomaleni prostupu téchto latek zna¢né zvyhodiiuje
a S. epidermidis, déle streptokoky nebo Pseudomo-
nas aeruginosa™.

EPS biofilmu prokaryot

Hlavni slozkou extracelularni matrix biofilmu bakte-
rii jsou vétSinou exopolysacharidy. Nejcastéji se jed-
na o dlouhé linearni ¢i vétvené molekuly o velikosti
50 — 200 kDa’. Nékterymi exopolysacharidy jsou ho-
mopolysacharidy, jako napfiklad glukany a fruktany,
které produkuji oralni streptokoky a néktefi zastupci
z teledi Enterobacteriaceae nebo Pseudomonadaceae.
Castéji se vsak v biofilmové matrix vyskytuji hetero-
polysacharidy, které se skladaji z riznych neutralnich
¢i nabitych monosacharidovych jednotek. V téchto bio-
polymerech jsou obvykle pfitomné uronové kyseliny,
nékdy pres kyslik vazany pyruvat ¢i méné casto sulfat.
Mezi zaporné nabité polysacharidy patii alginat, xantan
nebo kolanové kyselina, mezi kladné nabité napf. in-
tercelularni adhezin (PIA — z angl. polysaccharide inter-
cellular adhesin) vyskytujici se v biofilmech S. aureus
a S. epidermidis’.

Exopolysacharidy obou zminénych druhd rodu
Staphyloccocus maji vyznamnou funkci v jejich patoge-
nezi a odolnosti jejich biofilmd. To je mimo jiné zpu-
sobeno i pfitomnosti PIA", ktery pfedstavuje tc¢innou
ochranu pfed fagocytézou bilymi krvinkami hostite-
le'>>, PIA obsahuje fosfatové zbytky a esterové vazany
sukcinat, a ma proto zaporny naboj®™. Jinou dilezitou
sacharidovou slozkou biofilmu rodu Staphylococcus
je linearni homoglykan slozeny z minimalné stotficeti
2-deoxy-2-amino-p-glukopyranos spojenych vazbou
B(1-6), které jsou zhruba z 80 % N-acetylované™®.
Celd molekula tohoto expolysacharidu ma tedy kladny
naboj pfi fyziologickém pH 7%. Stafylokoky dale tvofi
glykokalyx, coz je soubor sacharidovych latek bohatych
na galaktosu, fosfat, glukosu, manosu a galaktosamin®.

Extracelularni polymerni latky maji nejriznéjsi funk-
ce. Napi. sacharidy produkované Vibrio cholerae nebo
kyselina kolanova u Escherichia coli maji vliv na mor-
fologii 3D struktury biofilmu". Bacillus subtilis produ-
kuje heteropolysacharid slozeny z galaktosy, fruktosy
a glukosy spolu s proteinem TasA, které jsou nezbyt-
né pro strukturni integritu matrix jeho biofilmu™®,
Exopolysacharidy hraji dulezitou roli i v biofilmech
P. aeruginosa. ECM tohoto mikroorganismu obsahuje
prevainé uronové kyseliny, které se nevyskytuji v cy-
tosolu P. aeruginosa, a daji se tak vyuzit jako marker
pfitomnosti extracelularni matrix tohoto mikroorgani-
smu. P. aeruginosa je krom toho schopen produkce
tfi rGznych exopolysacharid( — alginatu, Pel a Psl. Algi-
nat je dlleZitou soucasti biofilmt mukoidnich kmen
P. aeruginosa®. Netvofi sice hlavni slozku extracelularni
matrix P aeruginosa, ale ptesto muze pfispivat ke vzni-
ku rezistence bunék vi¢i celé tadé latek, tim, Ze G¢inné
zpomaluje jejich prostupu do hmoty biofilmu®™. Pel
(odvozeno od genu pel z angl. polysaccharide export
locus) je sacharid bohaty na glukosu, esencialni pro
vznik biofilmu na rozhrani vzduch-kapalina, zatimco
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Psl (odvozeno od genu ps/ z angl. polysaccharide
synthesis locus) je slozen z opakujicich se segment
D-manosy, D-glukosy a L-rhamnosy, a je duleZity pro ad-
hezi k pevnym povrchlim a udrzeni architektury biofil-
mu8,9,19.

Polysacharidy nejsou jedinou slozkou matrix biofil-
mu prokaryot. Déle se zde vyskytuje extracelularni DNA
nebo lipidy, lipopolysacharidy ¢i lipoproteiny. Lipidy jsou
esencialni pro adhezi bunék Thiobacillus ferroxidans
nebo Serratia marcescens, ktera produkuje povrchové
aktivni extracelularni lipoproteiny serrawetiny’. Dulezi-
tou skupinou extracelularnich latek jsou také glykoli-
pidy rhamnolipidy, coz jsou povrchové aktivnilatky, které
v biofilmu P. aeruginosa umoziiuji fragmentaci biofilmu
a unik jednotlivych bunék’. P aeruginosa tvofi biofilmy
v dychaci soustavé pacientl s cystickou fibrézou. Bylo
prokazano, Ze krom fragmentace bunék ze samotného
biofilmu je rhamnolipid B také ucinny proti fagocytoze
bunkami neutrofild v plicich pacientt s cystickou fibro-
zou tak, ze tyto bilé krvinky usmrcuje™.

Strukturni funkci maji v EPS i latky bilkovinné povahy,
mezi néz patii amyloidni struktury vytvafejici extrace-
lulérni vlakna vné bunék. Maji strukturni i funkéni po-
dobnost fimbriim E. coli, a byly detekovany u rdznych
druhl rodu Pseudomonas™. Poskytuji morfologickou
oporu extracelularni matrix a podili se na adhezi bunék
k pevnym povrch@im™. Tento typ fasinkovych struktur se
vyskytuje i u S. aureus. Jedné se o moduliny stafyloko-
kd, jejichz funkce jesté neni zcela zndma, ale piedpo-
klada se, ze maji pfedevsim strukturni vyznam. Vyznam-
nym proteinem v matrix biofilmu tohoto rodu je dale
bap (z angl. biofilm associated protein), vysokomo-
lekulérni protein kovalentné navazany k peptidoglyka-
nu v buné¢né sténé bunék. Jeho funkci je intercelularni
adheze bunék k sobé navzajem'™". Pfibuznymi latkami
jsou proteiny fibrinonektin nebo fibrinogen, které také
podporuji adhezi biofilmu S. aureus'™2.

EPS biofilmu eukaryot

Na rozdil od extracelularni matrix bakterialnich biofil-
mu, kterad je v poslednich letech velmi intenzivné stu-
dovéna, pfedevsim jako jeden z vyznamnych prostied-
kd vzniku rezistence vi¢i antibakterialnim latkdm téch-
to mikroorganismd, je jen velmi mélo informaci o fun-
galnich biofilmech a slozeni EPS v nich obsazenych.
Morfologie fungélnich biofilm( se obecné piilis nelisi
od biofilm bakterii. Velky rozdil oproti bakteriim je
viak u fenotypu biofilmu kvasinek a plisni?2.

EPS mohou v prostiedi fungélniho biofilmu u né-
kterych rodu slouzit, kromé ochrany bunék v biofilmu
pred predaci a prostupem cizorodych antimikrobialnich
latek, jako ddlezity pool uhliku, ktery mize byt dalsi-
mi mikroorganismy i samotnym producentem danych
EPS zpracovan?®. Exopolymery peptidové povahy jsou
v mnoha pfipadech nestraveny jinymi mikroorganismy
a zUstavaji tak v prostredi i po odumfeni ¢i fragmenta-
ci biofilmu. Mohou pak byt vyuzZiti napf. vyssimi orga-
nismy (napf. zooplankton, drobni korysi) jako mozna
potrava a tak pfispivaji k navraceni aminodusiku zpét
do pfirody, ¢imZz mohou vyznamné ovlivnit jeho kolo-
béh napi. v pelagickych moiskych ekosystémech. Je-
jich dalsi vyznamnou funkci je také schopnost chovat
se jako pufr nebo jako vhodné prostiedi pro plsobeni
extracelularnich enzymi,

Rada téchto polymer( ziskéva své rGznorodé vlast-
nosti diky jejich schopnosti absorbovat vodu. Voda tvofi
vyznamnou soucast fungélnich i bakterialnich biofilm.

V mukdznich koloniich Saccharomyces cerevisiae se
nachézi glykoprotein s molekulovou hmotnosti vétsi
nez 200 kDa, ktery se u hladkych kolonii stejného dru-
hu nevyskytuje. Tento glykoprotein je casto kovalent-
né vazan k bunécné sténé, ¢imz je komplikovano jeho
uvolnéni do volné hmoty ECM?. Biofilm S. cerevisiae
obsahuje také velké mnoistvi exopolysacharid(, ob-
sahujicich prevazné glukosu, manosu nebo galaktosu
a Casto se zde vyskytuji i uronové kyseliny, které jsou
typické hlavné pro ECM vyssich eukaryot, ale mohou se
vyskytovat i u prokaryot, jak je zminéno vySe?:.

Polysacharidy maji vysokou schopnost vazat na sebe
vodu, ¢imz dochazi k zvétSeni objemu extracelularni
matrix v disledku navazani vody na sacharidové slozky
matrix, jak bylo ukdzano u extracelularnich mannant
v biofilmu kvasinky Rhodotorula acheniorum?.

Exopolysacharidy, stejné jako v bakteridlnich biofil-
mech, tvofi nejvétsi, a rozhodné jednu z nejvyznam-
néjsich soucasti fungalnich biofilmd. V biofilmech
Candida albicans mohou tvofit az 80 % hmoty veske-
ré ECM?. U C. albicans je vzédjemna bunécna agregace
a adheze bunék k povrchu zprostiedkov na glykoprotei-
ny obsazenymi v buné¢né sténé Tento druh mikroorga-
nismu produkuje rozmanité glukany spolu s mannan-
-glukanovym komplexem, které jsou nezbytné pro udr-
zeni architektury biofilmu tohoto mikroorganismu?*?’.
Faria-Oliveira a kol. (2015) detekovali v biofilmu
C. albicans sacharidy slozené z p-glukosy, a-pD-manosy,
a-.-rhamnosy a N-acetylglukosaminu. Jednd se
o B-1,3-glukan, ktery se prevazné nachazi v bunécné
sténé, a je nejvice spjat s tvorbou biofilmu a se vzni-
kem rezistence k antimikrobidlnim latkdm u bunék
v biofilmu?’. Nejcastéjsimi polysacharidy, které se na-
chéazi v ECM C. albicans jsou vsak a-1,2-mannan ¢i
o-1,6-mannan (tvofici asi 85 % hmoty ECM), a kratsi
linearni B-1,6-glukany (asi 14 %). Oba tyto polysacha-
ridy jsou vétSinou koextrahovéany, a je tedy pravdé-
podobné, Ze vytvaieji mannan-glukanovy komplex?”.
Podileji se na zpomaleni prostupu antifungélnich latek
do nitra biofilmu a také chrani bunky pted rozpozna-
nim bilymi krvinkami hostitele, tzn. neutrofily?2.

Proteiny jsou téZz vyznamnou soucasti biofilmu
C. albicans, stejné jako eDNA?. Primérni adheze pomo-
ci glykoproteind je v pribéhu zrani biofilmu déle stabi-
lizovana tvorbou amyloidnich mustkd mezi Als (z angl.
agglutinin-like sequence) proteiny. Buriky biofilmu
tohoto mikroorganismu mohou déle produkovat vlak-
nité hyfy a pseudohyfy, které se také vyznamné podili
na stabilité vzniklych konsorcii tohoto druhu?”.

Mezi exopolysacharidy Aspergillus fumigatus, dal-
$iho vyznamného mikroorganismu, schopného tvofit
biofilm, patfi vzdjemné si strukturné podobné o-(1,3)-
-glukany, galaktomannan, a pfedevsim galaktosamino-
galaktan?®. Galaktomannan se skladd z mannanové-
ho skeletu, ke kterému je vazana B-1,5 glykosidickou
vazbou galaktofuranosa. Tento sacharid je dllezity pro
pocatec¢ni tvorbu biofilmu?” 26, Galaktosaminogalaktan
se sklada z heteropolysacharidu slozeného z galakto-
sy a Castecné deacetylovaného N-acetylgalaktosami-
nu, které jsou spojeny a-1,4 vazbou. Tato sloucenina
hraje vyznamnou roli ve stabilizaci extracelularni ma-
trix, @ navic se podili na schopnosti A. fumigatus pro-
nikat do hostitelskych organism@ a v podobé biofilmu
zplsobovat chronicka onemocnéni?’. Galaktosami-
noglykan rodu Aspergillus nebo galaktoxylomannan
druhu Cryptococcus neoformans?* predstavuji struk-
turni analogy hlavni slozky glykosaminoglykand, které
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se vyskytuji v extracelularni matrix mnohobunécnych
organismu (keratan sulfat, kyselina hyaluronova, hepa-
rinoidy).

V pfipadé A. fumigatus je v ECM vedle exopolysacha-
ridd obsazena i heterogenni smés extracelularni DNA,
proteind, lipidd, polyold a pigment( jako je napfi. mela-
nin?’28, \lyznamnou soucasti biofilmu rodu Aspergillus
a dalSich vlaknitych hub jsou také tzv. hydrofobiny,
malé hydrofébni proteiny (velikost mensi nez 20 kDa),
které napomahaji adhezi vlaknitych hub k povrchu?.

Moznosti kvantifikace EPS biofilmu

Existuje mnoho metod, které se zaméfuji na kvanti-
fikaci extracelularni matrix biofilmu. Jedna se o klasic-
ké analytické metody vyuzZivajici kapalinové ¢i plynové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii,
kterym oviem vidy nutné pfedchazi ucinna extrakce
EPS ze vzorku biofilmu®. Takova extrakce muze byt
znac¢né problematicka z divodu malého objemu biofil-
mu, ktery Ize v laboratornich podminkach ziskat. Pokud
se ovsem podaii ziskat jednotlivé slozky extracelular-
ni matrix biofilmu v dostate¢ném mnozstvi, vyuziti
HPLC s MS a jinych vysokovykonnych chromatogra-
fii (napf. HPAEC, high-performance anion exchange
chromatography nebo HPSEC, high-performance size
exclusion chromatography) muze byt velmivyhodné pro
pfesné stanoveni danych latek obsazenych v ECM?°%,
V kombinaci s chromatografickymi metodami se vyuzi-
va i elektroforetickych metod. VyuZiva se napf. klasicka
elektroforéza v agarosovém ¢i polyakrylamidovém gelu
pro stanoveni nukleovych kyselin resp. bilkovin ve vzor-
ku ¢i izotachoforéza3'. Takovych stanoveni se nicméné
vyuZiva hlavné pro kvalitativni uréeni slozeni EPS.

Dalsi skupinou metod pro stanoveni obsahu EPS
v biofilmu jsou metody vizualiza¢ni (svételna, epifluo-
rescen¢ni ¢i konfokalni skenovaci laserova mikrosko-
pie, CSLM), které se s pomoci vhodnych kvantifika¢nich
program( daji vyuzit i k popsani slozitych struktur EPS
a vyjadreni jejich zastoupeni a prostorového umisté-
ni?*32, Pomoci CSLM je mozné sledovat biofilm jako ce-
lek. Z pofizenych snimkd biofilmu Ize pomoci analyzy
obrazu stanovit tloustku, obsah biomasy, heterogenitu
¢i plochu osidlenou biofilmem33**4. Za timto ucelem se
vyuZivaji rdzné naro¢né kvantifikani programy, mezi
které patfi napi. Comsat, CMEIAS, Imaris, Amira, Arivis
a ImageJ*2.

Za pouziti fluorescencnich barviv, kterd maji schop-
nost se specificky vazat na jednotlivé slozky EPS, Ize pak
pomoci CSLM sledovat jednotlivé komponenty biofil-

mu, pfipadné sledovat jejich zastoupeni. Existuje fada
fluorescen¢nich barviv, které lze vyuzit. Pro sledo-
vani a stanoveni obsahu extracelularni DNA se vy-
uzivd barviv TOTO-1, TO-PRO 3, PicoGreen, DDAO,
nebo tzv. LIVE/DEAD kitu skladajictho se z propi-
dium jodidu a SYTO 9%235%, Pro barveni exopolysa-
charidd ¢ sacharidd pfipojenych k bunééné sténé
bunék se vyuzivd barviv Concavalinu A, fluorescein-
-isothiokyanatu, Cafluor White M2R, FUN-1 nebo zna-
¢enych lektinu?*323¢, Tyto latky jsou konjugovany s fluo-
rescen¢nimi znackami jako napf. AlexaFluor 488 nebo
GFP protein*. Pro stanoveni celkovych proteinl se
vyuziva barviv FilmTracer a SyPro. Dale se vyuziva fluo-
rescencné znacenych protilatek s FLAG tagy. Pro barve-
ni amyloidnich struktur v biofilmu se vyuziva thioflavinu
T, Kongo Cerveni a nebo také fluorescenc¢né znacenych
protilatek®2. Lze sledovat i hydrofobni regiony biofilmu
obsahujici vy$si mnozstvi lipidd, glykolipidd a lipopro-
teind. Za timto Ucelem se vyuZiva barviv fady BODIPY
a karbocyaninu DiD, které barvi lipidy a membrany. Pro
stanoveni lipoproteind a glykolipidd v EPS se pouziva
nilska cerveri®2.

Casto se vyuZivaji také pfistupy semi-kvantitativnich
metod vyuzivajicich kolorimetrickou analyzu jednot-
livych komponent v biofilmu v porovnani s uré¢enymi
standardy. Tyto metody jsou velmi rychlé, nenaro¢né
a umoziuji kvantifikaci velkého mnozstvi vzork( najed-
nou.

Z toho davodu jsou hojné vyuzivany pro hromadny
screening vlivu antimikrobidlnich latek na tvorbu biofil-
mu rtiznych mikroorganism. Tradi¢ni a nejvice pouziva-
nou semi-kvantitativni metodou je barveni krystalovou
violeti, které se vyuziva pro stanoveni celkového obsa-
hu biomasy biofilmu?’. Krystalova violet barvi nukleové
kyseliny, proteiny i sacharidy obsazené jak v ECM, tak
i v mikrobialni burice a barvenim touto latkou ziskame
informaci o kompletnim obsahu biomasy v narostlém
biofilmu v porovnani s kontrolnimi bunkami*. Vhod-
né vyhodnoceni takto ziskanych vysledkid je zavislé
na spravné volbé standardi a kontrol (napfi. volba
spravného standardu pro semi-kvantifikaci obsahu pro-
teind v daném vzorku (bovinni sérovy albumin nebo
kasein nemusi vidy splfiovat potfebné pozadavky)).
Mezi dal3i metody semi-kvantifikace patfi napf. barveni
sacharidi rutheniovou cerveni®®*, stanoveni kyselych
mukopolysachariddi pomoci barveni alcidnovou mod-
fi“°, metoda stanoveni vicinalnich diol( v polysacha-
ridech pomoci kombinace kyseliny jodisté se Schiffo-
vym ¢inidlem#, barveni protein Coomassie brilantni
modfii?, stanoveni koncentrace proteini pomoci Brad-

Tabulka 1. Stru¢ny pfehled nejdulezitéjsich vlastnosti popsanych metod. CSLM - konfokalni skenovaci laserova

mikroskopie, ECM — extracelularni matrix biofilmu

Vizualizace/ = . Mnozstvi Kvalita
iy Cena Cena Casova . . p .
Metoda Kvantifikace wr e Seo . P ziskanych | ziskanych
ECM pristroju reagencii narocnost dat dat
. . . . Stiedni .
CSLm Oboji Vlysoka Vlysoka Vlysoka a3 velké Vysoka
Svételna a fluores- Oboji (vice . og , L Malé Stfedni
cencni mikroskopie | vizualizace) Stfedni Vysoka Stfedni az stredni aZ vysoka
Semi-kvantifikace Kvantifikace Nizka ail\;ltzfléfj ni Nizka Velké Nizka
Analytické .o e
Y p. . Stiedni . Stiedni .
a pnr‘l(eeggaaycnl Kvantifikace Vysoka a2 vysokd Vysoka az velké Vysoka
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fordovy metody, Lowry/Folin-Ciocalteu metody*? ¢i po-
moci bicinchonové kyseliny'35.

Pfitomnost a slozeni EPS v biofilmu Ize stanovit
Sirokou Skalou metod. Rychlost téchto stanoveni je
vétsinou podminéna naro¢nosti provadénych tech-
nik a je tedy potieba najit rozumny kompromis mezi
naro¢nosti provadénych metod, mnozstvim sledova-
nych vzorkd a ziskanych dat, vysi naklad a vybérem
pouzitych standardd. V tabulce (Tab. 1) jsou kratce
shrnuty nejdulezitéjsi aspekty diskutovanych metod.
a preparace pomoci chromatografickych metod da-
vaji mnozstvi informaci o tvorbé biofilmu a ucinku
antimikrobialnich latek na néj, ale jsou velmi casové
i finan¢né naro¢né a mnohdy je vhodnéjsi pouzit jed-
nodussich semi-kvantitativnich metod.

Zaver

Extracelularni matrix je dilezitou komponentou bak-
teridlnich i fungélnich biofilmG. Vyznamné pfispiva
k persistenci téchto spolecenstvi na rliznych povrsich
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Souhrn

Kasparova, P.: SloZeni, vyznam a moinosti kvantifikace extracelularni matrix biofilmu podminéné patogennich mikroorga-
nismu

Biofilm je spolecenstvi mikroorganism, které vznika na fazovém rozhrani. Buriky adheruji k povrchu ¢&i k sobé navzajem pomoci mu-
kozni hmoty, ktera se nazyva extracelularni matrix biofilmu. Jedna se o komplexni smés slozenou ze sacharidd, proteind, extracelular-
nich enzym0, eDNA a dalSich latek. Extracelularni matrix vyznamné pfispiva k odolnosti biofilm& podminéné patogennich mikroorga-
nism{, pfedstavuje jeden z vyznamnych faktor(i patogeneze a zabrariuje prostupu mnohych antimikrobialnich latek do nitra biofilmu.
v3im konfokalni skenovaci laserovéa mikroskopie, dale semi-kvantitativni spektrofotometrické metody nebo standardni analytické identi-
fika¢ni a prepara¢ni metody kapalinové chromatografie spojené s hmotnostni spektrometrii.

Klicova slova: extracelularni matrix, exopolysacharidy, exoproteiny, eDNA, podminéné patogeny, biofilm, tvorba biofilmu, kvantifikace
biofilmu

Summa

Ka§parovréyP.: Composition, significance and options for quantification of extracellular matrix in biofilm of opportunistic
pathogens

The biofilm is a microbial community occurring on a phase interface. The cells adhere to solid surface or to each other due to viscous
matter called the extracellular matrix. The matrix is complex mixture which contains polysaccharides, proteins, extracellular enzymes,
eDNA and other compounds. Extracellular matrix significantly enhances biofilm persistence of opportunistic pathogens and acts as one
of the main virulence factors. It prevents various antimicrobials from penetration into biofilm, thus it increases resistance of cells in it.
In recent years there has been many quantification and identification methods developed. The most prevalent has been the confocal
scanning laser microscopy and semi-quantitative spectrophotometric methods. Classic analytic methods of liquid chromatography com-
bined with mass spectrometry are also often used.

Keywords: extracellular matrix, exopolysaccharides, exoproteins, eDNA, opportunistic pathogens, biofilm, biofilm formation, biofilm

quantification

ASPARTATOVE PROTEASY A JEJICH FUNKCE U PARAZITU

Radka Houstecka

Ustav organické chemie a biochemie, AV CR; houstecka@uochb.cas.cz

Uvod

Parazitarni onemocnéni predstavuji zavazny zdravot-
ni, socialni a ekonomicky problém. Infekce zpliisobené
parazitickymi prvoky a Cervy ¢i pienasené krevsajicimi
¢lenovci postihuji stovky miliond lidi po celém svété,
zejména v tropickych a subtropickych oblastech. Para-
zité také zpUsobuji zna¢né skody v chovech hospodai-
skych zvifat. Lé¢ba je v mnoha pfipadech neefektivni,
nékdy zcela chybi. Vznikaji rezistence na dosud zna-
ma léciva, u kterych navic ¢asto nejsou zndmy piesné
mechanismy jejich tGcinku'. Pochopeni biochemickych
pochodt a ulohy jednotlivych enzym v interakci mezi
parazitem a jeho hostitelem jsou nezbytné k navrhova-
ni novych strategii boje proti parazitdm a vyvoji antipa-
razitarnich léciv.

Proteolytické enzymy (proteasy, peptidasy) Sstépi
peptidovou vazbu v proteinech a peptidech. U parazitd
se Ucastni fady procestl spojenych s patogenezi, jako
jsou invaze hostitele a priinik tkanémi, larvalni migrace,
pfekonani imunitniho systému hostitele a modulace
zanétlivé odpovédi, traveni hostitelské krve nebo ovliv-
fovani koagulace?. Casto funguji v ramci multienzymo-
vého systému a jejich ¢innost je regulovana pfirozeny-
mi inhibitory.

Proteasy se rozdéluji dle katalytického mechanismu
na cysteinové, serinové, threoninové, aspartatové, glu-
tamatové a metalloproteasy, a déle do klantd a rodin
dle evolu¢ni pfibuznosti a podobnosti aminokyselinové
sekvence a prostorové struktury®. Aspartatové proteasy
dle modelové proteasy rovnéz rodina pepsinu. Kromé
pepsinu zahrnuje napf. katepsin D a E, renin i B-sekre-
tasu. Mezi dalsi vyznamné patii rodina A2, reprezen-
tovana virovou HIV proteasou, nebo rodina intramem-
branovych proteas A223. Tento piehledny ¢lanek se

zaméfuje na aspartatové proteasy rodiny A1 (dale jen
AP) u parazitQ. Z této rodiny bylo identifikovano a cha-
rakterizovano mnozstvi enzym, prevainé s homologii
k pepsinu a katepsinu D.

Obecna charakteristika aspartatovych
proteas rodiny pepsinu

AP jsou syntetizovany jako neaktivni zymogeny, které
jsou aktivovany na zralé funkéni enzymy bud autoka-
talyticky v kyselém prostfedi, nebo plsobenim jinych
proteas. Katalyticky mechanismus enzymové reakce je
zalozen na dvou zbytcich kyseliny asparagové, nacha-
zejicich se v aktivnim misté enzymu, které aktivuji mo-
lekulu vody k nukleofilnimu ataku Stépené peptidové
vazby substratu (acidobazicka katalyza). AP jsou endo-
peptidazy, tedy enzymy hydrolyzujici peptidovou vazbu
uvniti polypeptidového fetézce. Uptfednostiiuji stépna
mista obsahujici hydrofobni aminokyseliny (napf. feny-
lalanin a leucin). AP obvykle vykazuji nejvyssi aktivitu
v kyselém pH a jsou inhibovatelné pfirozenym inhibito-
rem pepstatinem z bakterii rodu Actinomyces®.

Prostorova struktura AP se sklada ze dvou domén,
N-koncové a C-koncové. Mezi nimi se nachazi velka
hydrofobni dutina tvofici aktivni misto enzymu. Kazda
z domén poskytuje jeden katalyticky zbytek kyseliny
asparagové, ktery je soucasti konzervovaného motivu
Asp-Thr-Gly. U zymogen( je aktivni misto blokovano
N-koncovym segmentem (tzv. propeptidem). V prd-
béhu aktivace dochézi k jeho odstépeni, coz je spo-
jeno s vyraznymi konformacnimi zménami vedoucimi
ke zpfistupnéni aktivniho mista. Na substratové spe-
cificité AP se podileji dva strukturni motivy, tyrosino-
va a polyprolinova smycka, nachazejici se u vstupu
do aktivniho mista enzymu®.

Ro¢nik 28

Bioprospect ¢. 4/2018



Aspartatové protasy endoparazitu
Mezi endoparazity, neboli vnitini parazity Zivocich(,
fadime prvoky a parazitické &ervy. Zivi se pievazné krvi

Tab. I: Strucny piehled aspartatovych proteas rodiny pepsinu u parazitii.

hostitele, méné casto obsahem traviciho traktu hos-
titele. U vétSiny endoparazitd byly identifikovany AP
na genové ¢i proteinové urovni (Tab. I).

Endoparazit Onemocnéni Proteasa ref.
prvoci
%232323213 ac;rlﬁ;lcka Chagasova choroba cruzipsiny (CZP-I, CZP-II) 10
Zimnicka tropicka malarie plasmepsiny (PfPM I-II, IV-X) 79,112
Plasmodium falciparum histoaspartatova peptidaza (HAP)
%)gﬁéi;%c';é ndii toxoplasmoza toxomepsiny (TgASP1-7) 13,14, 16
Ei(r)rlv(ecrlr?c;ete nella kokcididza eimepsiny 1-3 56
paratziticti Cervi - plosténci
Krevnicka jaterni . . 57
Schistosoma japonicum schistosoméza katepsin D (SjCD)
Krevnicka stievni . 57 58
Schistosoma mansoni katepsin D (SmCD)
Motolice thajska - - s
Opisthorchis viverrini opisthorchidza Ov-APR-1
paraziticti Cervi - hlistice
;\v/l:f:; \;e;nfgﬁ_:;%kgs nekatoriaza NaAPR 1 a2 25,28
XI:CC}DS;';C’?;D;' caninum ankylostomiaza AcASP 28
Vlasovec kozni onchocerkoza OV-APR 2
Onchocerca volvulus (fi¢ni slepota)
Vlasovka slezova hemonchéza PEP1 50
Haemonchus contortus
Ektoparazit Pfenasené patogeny Proteasa ref.
klistata
Z:}:kl;;oa;gll(zs microplus prvoci (Babesia) iBlrc?lft‘I:ovy katepsin (BYC) 37,38
picep P hem-vazajici proteasa (THAP)
rurx ) bakterie (Borrelia) .
Kisté obecné viry (v. iitové encefalitidy) | K2(<b=in,01°3 .
prvoci (Babesia, Ehrlichia)
Klist dlouhorohy \t;iar:fterle longepsin 60
Haemaphysalis longicornis pIVOCi
roztoci
Cmelik kufi bakterie DeASP s
Dermanyssus gallinae (Salmonella, Borrelia) g
é?,';?;';?ezvgggg}f; ptvodce svrabu SsAP 39
hmyz
Eg;n,eir;gg;;tl;y viry (Dengue, Zika) lysosomalni AP (LAP) 61
plostice katepsin D (TiCatD1, TiCatD2) "
Triatoma infestans ASP25
plostice . stievni AP 62, 63
Rhodnius prolixus prvok Trypanosoma cruzi Zloutkova AP
p|0§tice H 64
Dipetalogaster maxima katepsin D (DmCatD)
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Aspartatové proteasy prvoku

Prvoci tvofi riiznorodou skupinu jednobunéc¢nych he-
terotrofnich organism(, z nichZ naprosta vétsina jsou
volné Zijici organismy. Mala skupina prvokl se spe-
cializovala na parazitismus; maji zpravidla kompliko-
vany Zivotni cyklus zahrnuijici vice hostiteld, spojeny se
stfidanim pohlavniho a nepohlavniho rozmnozovani.
Radi se sem napfiklad zimni¢ky (Plasmodium), zp(iso-
néni dnesni doby, déle kokcidie (Toxoplasma) a trypa-
nosomy (Leishmania, Trypanosoma), zodpovédné
za toxoplasmozu, leishmaniézu, spavou nemoc nebo
Chagasovu chorobu.

Nejvice prostudovanymi jsou AP zimnicky tropické
(Plasmodium falciparum), hlavniho ptGvodce malarie.
V soucasné dobé je identifikovano deset AP, souhrnné
nazyvanych plasmepsiny, které vykonavaji rizné funk-
ce v pribéhu Zivotniho cyklu parazita. Vétsina z nich
se uplatiiuje v tzv. krevni fazi cyklu, probihajici uvnitf
¢ervenych krvinek lidského hostitele. Plasmepsiny I,
I, IV a histoaspartatova peptidasa (HAP také zvana
plasmepsin Ill) se Ucastni metabolismu hemoglobinu
uvniti potravni vakuoly parazita. Plasmepsin Il je navic
spojovan s degradaci cytoskeletu napadenych krvinek®.
Enzymy se liSi mirou exprese v jednotlivych vyvojovych
stadiich a c¢aste¢né také svou substratovou specificitou
a pH optimem®. Pfi traveni krve plasmepsiny pracuji
v soucinnosti s cysteinovymi proteasami (falcipainy)
a metaloproteasami (falcilysiny)’. Experimenty s né-
kolikandsobnym vypnutim gen0 travicich plasmepsint
prokazaly, Ze nejsou pro pfeziti parazita zcela esencial-
ni, i kdyZ maji vliv na rychlost jeho vyvoje a jsou dtlezi-
té pro spravnou vnitrobunéc¢nou degradaci®. Plasmep-
sin V zpracovava proteiny parazita obsahujici tzv. plas-
modiovy exportni element (PEXEL) s konzervovanou
aminokyselinovou sekvenci RXLXE/Q/D (x je libovolna
aminokyselina), a zajistuje tak jejich export do hosti-
telské buriky. Exportované proteiny pomahaji uzplso-
bit hostitelskou bunku pro potieby parazita. Dochazi
k tvorbé novych organel, povrchovych proteind i zmé-
nam v metabolickych drahach bunky®. Diky unikatni
substratové specificité je plasmepsin V intenzivné stu-
dovén jako kandidat pro vyvoj novych antimalarik®.
Teprve v nedavné dobé se podaiilo popsat také role
plasmepsind IX a X"2. Zatimco plasmepsin IX umoz-
nuje pranik parazita do hostitelské buriky, plasmepsin
X se uplatiiuje zejména pii uvolnéni namnoZenych
parazitl z hostitelské bunky (hepatocytu ¢i erytrocytu).
Plasmepsiny VI az VIII jsou exprimovany pouze v exo-
-erytrocytické fazi zivotniho cyklu parazita a jejich funk-
ce zatim nebyla zcela objasnéna.

Kokcidie Toxoplasma gondii, zplsobujici pomérné
rozsifenou infekci zvifat a lidi, také disponuji arzendlem
AP V jejich genomu bylo identifikovano sedm gen
koédujicich AP (TgASP1-7), pouze nékteré z téchto AP
viak byly detailné charakterizovany®™. TgASP5 je ho-
molog plasmepsinu V, ktery je soucasti sekre¢ni drahy
potiebné pro export protein(i parazita do napadené
hostitelské buriky'*™. Podobné TgASP3 je homologem
plasmepsind IX a X; stépi enzymové substraty zapojené
do procesu invaze parazita do bunék a uvolnéni z bu-

nék'. TgASP1 je intramembranovéa proteasa unikatni
pro T. gondii, u niz pravdépodobné plni funkci pfi ne-
pohlavnim rozmnoZovani. Vypnuti genu neprokazalo
nezbytnost TgASP1 pro pieZiti parazita®.

U prvokl z fadu Trypanosoma byla pomoci speci-
fickych substratl identifikovdna enzymové aktivita
aspartatové proteasy katepsinu D v homogenatech
parazitl®. U trypanosomy americké se navic podafilo
izolovat dva enzymy s AP aktivitou, nazvané cruzipsin
lall®.

Aspartatové proteasy parazitickych cervii

Paraziticti c¢ervi, neboli helminti, jsou velkou skupi-
nou mnohobuné¢nych endoparaziti. Diky schopnosti
modulovat imunitni systém casto pieZivaji v hostite-
li i mnoho let a zplsobuji chronickd onemocnéni®.
Infekce zplGsobené helminty jsou ve svété velmi rozsi-
fené, predevsim v rozvojovych zemich se snizenymi hy-
gienickymi standardy. Taxonomicky je mozné helminty
rozdélit do kmena plosténch (Platyhelminthes) a hlistic
(Nematoda).

AP jsou u krevsajicich helmintl spojovany vétsinou
s travenim proteint z krve hostitele slouzicich jako zdroj
zivin. Jako pfiklad Ize uvést AP krevni¢ek (Schistosoma
mansoni, Schistosoma japonicum), pGvodcti onemoc-
néni schistosomodzy. Dospéli Cervi Ziji v cévnim systé-
mu clovéka, kde se Zivi krevnimi proteiny, pfedevsim
hemoglobinem. Ten je ve stievé krevni¢ek degradovan
kaskadou travicich proteolytickych enzym(, zahrnujici
aspartatové proteasy, cysteinové proteasy a metallopro-
teasy?'. Aspartatova proteasa typu katepsinu D (SmCD
resp. SjCD) je jednim z kli¢ovych komponentt tohoto
multienzymového systému. Je zodpovédna za pocatec-
ni stépeni hemoglobinu na vétsi fragmenty, které jsou
postupné degradovany cysteinovymi proteasami az
na dipeptidy a aminokyseliny (Obr. 1), které krevnicka
dale vyuziva. Pfi vypnuti genu pro SmCD metodou RNA
interference dochazi k zastaveni rlstu parazitll a ztra-
té schopnosti travit hemoglobin?2. V soucasné dobé
se védci zaméfuji na vyvoj antischistosomalni vakciny
zaloZzené na SjCD a SmCD?*

Hemoglobin katepsin D
/ X + asparaginyl endopeptidiza
+ katepsin L
Hem Velké fragmenty

katepsin B
l 1 x + katep’s)in L

S

Malé fragmenty .
katepsin C a B

Hemo’vé +amino- a karboxypeptidazy
agregaty . Do \ V. PN

MG A 2L 4
Dipeptidy (a aminokyseliny)

Obr. 1: Kaskada proteolytickych enzymu zajistujicich
travici proces u krevnicky Schistosoma mansoni.

Z parazitickych hlistic jsou AP znédmé zejména u mé-
chovce amerického (Necator americanus), kde byly
charakterizovany dva enzymy, NaAPR-1 a NaAPR-2%>2,
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Oba se Ucastni katabolismu krevnich a sérovych pro-
teind, lisi se v3ak v pH optimu i ve $tépnych mistech.
NaAPR-1 stépi molekuly hemoglobinu a rozbaluje je,
aby byly pfistupné k dalSimu zpracovéni jinymi typy
proteas. Kromé toho hraje ulohu v degradaci tkani
hostitele, ¢imZ usnadiiuje larvam parazita proniknuti
do kaze?. Diky své imunogenicité je hlavni slozkou
vakciny proti nekatoriaze?”. Porovnani AP z méchovce
amerického a pfibuzného méchovce psiho (Ancylosto-
ma caninum) prokazalo, Ze enzymy preferen¢né Stépi
hemoglobin a sérové proteiny svého primarniho hos-
titele. Tato specificita mize byt pfikladem koevoluce
hostitele a parazita?®.

O AP jinych hlistic toho neni tolik zndmo. Ov-APR
z vlasovce Onchocerca volvulus je lysosomalni AP
s piredpokladanou travici funkci ve stfevé parazita®.
AP PEP1 je soucasti glykoproteinového komplexu stev-
ni membrany vlasovky slezové (Haemonchus contor-
tus) a uplatnuje se pfi degradaci hemoglobinu®.

Aspartatové proteasy ektoparaziti

Ektoparaziti Ziji na povrchu téla hostitele. ZUstavaji
pfichyceni nebo zanofeni do kize hostitele, kde saji
krev. Patfi mezi né ¢lenovci jako klistata, roztoci, blechy
a vsi, a také komafi, zakefnice a dalsi krevsajici hmyz>'.
Ackoli tito ¢lenovci mohou zplsobovat onemocné-
ni pfimo, nejvétsi hrozbu piedstavuji coby prenaseci
(vektory) patogen(. Pfi séni krve se do téla hostitele
dostavaji prvoci, bakterie nebo viry, zplsobujici zavaz-
nd onemocnéni. Ektoparazité pouzivaji Sirokou Skélu
proteolytickych enzymd, z nichz mnoho se uplatiiu-
je pfi sani a traveni krve®. Podobné jako u helmintd
je traveni klistat a plostic zaloZzeno na aspartatovych
a cysteinovych proteasach. Naproti tomu u komard
a dalsiho krevsajiciho hmyzu probiha traveni pomoci
vyvojové novéjsiho systému serinovych proteas®. Pie-
hled znamych AP ektoparazitt shrnuje Tab. I.

Aspartatové proteasy klistat a roztocu

Klisté obecné (Ixodes ricinus) je pfenasecem zavaz-
nych lidskych onemocnéni - lymské boreliozy a klis-
tové encefalitidy. V genomu klistéte byly identifikova-
ny 3 isoformy AP typu katepsinu D (IrCD1 az IrCD3)
produkované v rlznych vyvojovych stadiich a v odlis-
nych orgénech parazita, z nichz pouze IrCD1 byl de-
tailné charakterizovan. Role IrCD1 v hemoglobinolyze
byla potvrzena imunolokalizaci ve vaécich travicich bu-
nék a expresi ve stievé klistéte, ktera je silné zvySena
pfi sani krve**. Vedle hemoglobinu IrCD1 také poméha
rozkladat sérovy albumin®,.

U pijaka tropického (Rhipicephalus microplus), klis-
téte zpUsobujiciho devastaci chovd dobytka, byly iden-
tifikovany tfi rlzné AP Travici proteasa BmAP Stépi
hemoglobin za vzniku peptidd s antimikrobialni-
mi vlastnostmi (hemicidiny), které by mohly hrét roli
v imunitni odpovédi proti invazi patogent do stfeva
parazita®. Zloutkovy katepsin (BYC) a AP vazajici hem
(THAP) zajistuji pfi vyvoji vaji¢ek specifickou degradaci
Zloutkového hemoproteinu vitellinu3” 3.

Ackoli zdkozka svrabova nepfenasi patogeny, zpUso-
buje kozni onemocnéni svrab. Aspartatova proteasa
SsAP rozto¢e degraduje hemoglobin, sérovy albumin,

fibrinogen a fibronectin, ale ne kolagen IIl nebo lami-
nin, coz koreluje s vyskytem parazita ve vrchnich vrst-
vach kdze®.

Aspartatové proteasy plostic

Zaketnice Rhodnius prolixus a Triatoma infestans
jsou pienaseli prvoka Trypanosoma cruzi zpUsobuiji-
ciho v latinské Americe Chagasovu chorobu. U obou
byla detekovana AP aktivita zvySujici se pfi koloniza-
ci stteva prvokem*®#'. U T. infestans byly charakteri-
zovany dva katepsiny D (TiCatD1 a TiCatD) s funkci
v Casné resp. pozdni fazi traveni*2. Stejné jako klista-
ta vyuzivaji plostice AP k degradaci vitellinu pfi emb-
ryogenezi. Piikladem je katepsin D u R. prolixus®.

Regulace aspartatovych proteas
u parazitii

Endogenni inhibitory proteas jsou proteiny ¢i peptidy,
které se v organismu vyskytuji pfirozené a blokovanim
aktivity proteolytickych enzym0 reguluji jejich fyzio-
logické funkce. U parazitd je znamo mnoho pfiroze-
nych proteinovych inhibitor( pro serinové a cysteinové
proteasy, ale jen malo pro aspartatové proteasy
(tzv. aspiny).

Prvnim objevenym aspinem byl pepsinovy inhibitor
z parazitické Skrkavky Ascaris suum (P1-3) s inhibi¢ni
specificitou k pepsinu a katepsinu E. Jeho tGkolem je
chranit parazita pfed poskozenim hostitelskymi pro-
teasami v travicim traktu a potencialné se také podili
na modulaci imunitni odpovédi*. Vyfeseni jeho prosto-
rové struktury v komplexu s pepsinem umoznilo popsat
mechanismus blokovani aktivniho mista AP (Obr. 2)*.
Postupné byla identifikovana fada homolognich inhibi-
torl u rGznych druh( hlistic*®. Obecné jsou vysoce imu-
nogenni, a proto se testuje jejich diagnostické vyuziti
k detekci parazitarnich onemocnéni®e.

Na modelu parazitarniho katepsinu IrCD1 byl objeven
allostericky mechanismus regulace AP. Peptidovy inhi-
bitor odvozeny z propeptidu se vaze do tzv. exomista
na povrchu proteasy (Obr. 2), coz vyvold strukturni
zménu vedouci k blokovani vzdaleného aktivniho mis-
ta. Jev je zavisly na pH, coz pravdépodobné umoz-
nuje cilenou regulaci AP ve véccich stievnich bunék
klistéte®.

Aspartatové proteasy paraziti jako
potencialni terapeutickeé cile

Vyvoj léciv proti parazitarnim infekcim se ubira dvé-
ma sméry. Hledaji se nové proteinové antigeny parazi-
td vyuZitelné jako preventivni vakciny a soucasné jsou
pfipravovany nizkomolekularni inhibitory enzym jako
léciva.

AP jsou testovany jako vakcina¢ni kandidati proti riiz-
nym parazitickym ¢ervim. Rekombinantni katepsin D
(SjCD) z krevnitky S. japonicum a aspartatova protea-
sa Na-APR1 z méchovce N. americanus byly Gspésné
testovany na mysim modelu schistosomiazy? resp.
proti nekatoriaze?®. Slibné se jevi i vyvoj viceslozkovych
vakcin, jako napfiklad vakcina proti ¢ervim N. ame-
ricanus zaloZend na aspartdtové protease Na-APR1
a glutathion-S-transferase, kterd uz se dostala do faze
klinického testovani?’.
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Obr. 2: Regulace AP navazanim pfirozeného inhibitoru do aktivniho mista a exomista. Vlevo: Prostorova struktura
praseciho pepsinu (zobrazen 3edé jako stuzkovy model) v komplexu s inhibitorem PI-3 ze Skrkavky (¢erné jako stuzkovy model);
vpravo: Prostorova struktura katepsinu D klistéte (Sedé jako stuzkovy model) v komplexu s inhibitorem odvozenym z propeptidu
(¢erné jako tyc¢inkovy model). PDB kddy pro zobrazené struktury: 1F34, 5N70.

Vakcinace je také jedinym mozinym feSenim boje
proti ektoparazitim. Imunizace dobytka katepsinem
BYC klistéte R. microplus snizila dobu preZiti parazitd
i mnozstvi nakladenych vajec®, a kombinace katepsint
D a L rozto¢e Dermanyssus gallinae byla navrzena pro
vakcinaci driibeze®.

Aspartatové proteasy jsou jiz znamé jako molekular-
ni cile pro vyvoj inhibitort pro lé¢bu hypertenze (re-
nin), AIDS (HIV proteasa) nebo Alzheimerovy choro-
by (B- a y- sekretasa). Antiparaziticky efekt inhibitort
HIV proteasy pouZivanych pro Ié¢bu AIDS byl testovan
na rdznych stadiich zimnicek®'- 52 a trypanosom>3. Ackoli
inhibitory vykazovaly G¢innost v biologickych testech,
hypotéza, 7e se tak déje prostiednictvim inhibice AP,
je dnes spiSe vyvracena®*. Pozornost farmaceutickych
firem se soustfedi i na vyvoj novych specifickych inhi-
bitor(, jako jsou inhibitory jednotlivych plasmepsint
s potencialem pro lé¢bu malarie® '° %5, Déle lze oc¢ekavat
zahdjeni vyvoje inhibitord cilenych proti AP parazitic-
kych helmintt a jejich kombinovani s inhibitory dalsich
typl proteas®.
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Souhrn

Houstecka R.: Aspartatové proteasy a jejich funkce u parazita

Parazitarni onemocnéni postihuji stovky miliond lidi po celém svété, a piedstavuji tak zavazny zdravotni a socioekonomicky problém.
Proteolytické enzymy (proteasy) parazitli se Gcastni fady kli¢ovych procest spojenych s patogenezi, coz z nich &ini perspektivni cilové
molekuly pro vyvoj antiparazitarnich Ié¢iv. Aspartatové proteasy tvofi relativné malou, ale funkéné vyznamnou soucast proteolytické vy-
bavy parazitd. Maji nezastupitelnou roli v travicim systému pii degradaci krevnich proteind hostitele, které slouzi parazitim jako vyhradni
zdroj potravy. Kromé toho plni i dal3i zasadni Glohy v interakci parazita s hostitelem nebo pfi vyvoji vaji¢ek parazit(i. V tomto referatu jsou
shrnuty dostupné poznatky o aspartatovych proteasach parazitd, jejich regulaci a vyuZiti v biomediciné.

Klicova slova: parazité, proteolytické enzymy, aspartatové proteasy, proteasové inhibitory

Summary

Houstecka R.: Aspartic proteases and their function in parasites

Parasitic diseases affect hundreds of millions people around the world and represent a serious health and socioeconomic problem. Pro-
teolytic enzymes (proteases) of parasites are involved in many processes associated with pathogenesis, which makes them promising
molecular targets for the development of antiparasitic drugs. Aspartic proteases comprise a relatively small, but functionally significant
part of the proteolytic system of parasites. They play a critical role in the digestion of host blood proteins that serve as an ultimate source
of nutrients for blood-feeding parasites. Furthermore, they have essential functions in host-parasite interactions or parasite egg deve-
lopment. This review article summarizes current knowledge on aspartic proteases of parasites, their regulation and use in biomedicine.
Keywords: parasites, proteolytic enzymes, aspartic proteases, protease inhibitors
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IMOBILIZACE ENZYMU A MIKROORGANISMU
PRO BIOTECHNOLOGICKE UCELY

Klara Herkommerova, Iva Pichova

Ustav organické chemie a biochemie, Akademie véd CR, v. v. i,, Praha;, klara.herkommerova@uochb.cas.cz

Uvod

Biokatalyzatory (enzymy ¢ mikroorganismy) jsou
v dnesni dobé nedilnou soucasti mnoha biotechnolo-
gickych procest. Na rozdil od chemickych katalyzatord
disponuji biokatalyzétory celou fadou vyhod a napo-
mabhaji tak sniZovat néklady vyrobnich procest. Reakce
katalyzované enzymy jsou vysoce specifické, coz zaru-
Cuje produkci pozadované latky a minimalizuje vznik
vedlejSich produktd. Navic u téchto typl reakci neni
vétSinou zapotiebi extrémnich reakénich podminek
(pH a teplot) a také spotieba energie byva nizsi'. Po-
uziti biokatalyzatorG v primyslu je oviem limitovano
jejich stabilitou. Pfitomnost organickych rozpoustédel
nebo pouziti vysokych teplot béhem procesu negativné
ovliviiuje aktivitu enzym ¢i Zivotaschopnost produké-
nich mikroorganism(. Re$enim byva imobilizace t&chto
systém{.

Dle IUPAC? je imobilizace v biotechnologiich defino-
vana jako ,technika pouzivana pro fixaci bunék, orga-
nel, enzym@ nebo jinych proteind (napf. monoklonal-
nich protilatek) na pevny nosi¢, do pevné matrice nebo
na membrénu, za ucelem zvyseni jejich stability a moz-
nosti jejich opétovného nebo kontinualniho pouziti.”
Obecné lze fici, Ze imobilizace napomaha ke zvyseni
stability, aktivity a selektivity biokatalyzatord, zvysSuje
jejich odolnost viici potencionalnim inhibitorim, umoz-
nuje jejich jednoduchou separaci na konci produkéniho
procesu a jejich naslednou regeneraci pro dalsi pouziti.
Imobiliza¢ni techniky a nosice (materialy pro imobili-
zaci) se lisi v zavislosti na typu biotechnologického pro-
cesu. V soucasnosti se imobilizované biokatalyzatory
pouzivaji napf. v potravinaiském, papirenském a far-
maceutickém prdmyslu, pfi produkci biopaliv, ¢i degra-
daci xenobiotik v Zivotnim prostiedi.

V nasledujicich kapitolach jsou popsany zakladni
techniky imobilizace a nejcastéji pouzivané nosice jak
pro imobilizaci mikroorganisma, tak i samotnych en-
zymd. Déle jsou porovnéany vyhody a omezeni imobili-
zovanych systém( a aplikace volnych mikroorganisma
¢i enzym. V zavére¢né kapitole jsou pak uvedeny né-
které ze zajimavych aplikaci vyuZivajicich imobilizované
biokatalyzatory.

Zakladni typy nosicii a jejich vlastnosti

Material pro imobilizaci biokatalyzator& musi byt lev-
ny, inertni, mechanicky, chemicky a biologicky stabilni,
schopny regenerace, snadno oddélitelny od produktu/
/média a vhodny i pro produkci v bioreaktorech. Toxi-
cita materidlu se zkouma piedevsim pfi imobilizaci
biokatalyzétor pouzivanych v potravinaiském a farma-
ceutickém prmyslu.

Pro imobilizaci biokatalyzatord jsou vhodné nosice,
kterés#5:

- Maji dostate¢né velky povrch (>100 m?/g), ktery ob-
sahuje odpovidajici mnozZstvi reakénich skupin pro

interakci s enzymem. Interakce musi byt stabilni
a nesmi ovliviiovat vlastnosti enzymu. Vhodny nosic¢
zachovéva nebo dokonce i zvysuje aktivitu enzymu
a omezuje jeho nespecifickou adsorpci.

- Maji pozadovanou velikost portt umoziiujici prestup
substratq, zivin, kysliku a metabolitt k imobilizované-
mu biokatalyzéatoru. Diky spravné velikosti Ize ¢astec-
né sniZit inhibici enzymu produktem ¢i omezit mikro-
bialni kontaminaci.

— Jsou odolné vi¢i mikrobialni degradaci.

— Nemaji vliv na Zivotaschopnost bunék a jejich mobi-
litu v rdmci nosice.

Material pouzivany pro imobilizaci biokatalyzator( Ize

rozdélit do tfech zakladnich skupin> ¢:

1) anorganické nosice typu silikagel, porézni sklo, kovy
nebo jejich oxidy, magnetické castice atd. Tyto nosi-
¢e se vyznacuji dobrymi mechanickymi vlastnostmi,
chemickou stabilitou a odolnosti vici mikrobialni
degradaci. Porovitost a tuhost téchto materiald je
neménnd a neni tedy ovlivnéna napi. zménou pH
nebo teploty, coz predstavuje vyhodu oproti orga-
nickym nosi¢m. Na druhou stranu kovy se svym ne-
poréznim povrchem maji jen omezenou plochu pro
vazbu enzymd.

2) pfirodni organické materialy na bazi proteini nebo
polysacharidd jsou z hlediska ekonomického lev-
né;jsi variantou anorganickych nosict. Z téchto ma-
teriald se snadno vytvafi hydrogely, do jejichz po-
lymerni struktury Ize imobilizovat jak enzymy, tak
i bunky a to pomoci kovalentnich, elektrostatickych
nebo vodikovych vazeb mezi hydrofilnimi fetézci
polymeru a imobilizovanym biokatalyzatorem. Pravé
snadna tvorba hydrogell je hlavni vyhodou téchto
materiald. Na druhou stranu nejsou pfilis chemicky
a mechanicky stabilni. Z proteinl se pro imobiliza-
ce vyuziva zejména albumin, Zelatina, lepek a fibro-
in. Zvlasté pak imobilizace do fibroinovych matrici,
které mohou byt ve formé vldken, membran nebo
prasku, jsou nenaro¢né a pfinasi fadu vyhod oproti
ostatnim proteintim. Fibroin je netoxicky a obsahuje
fadu funk¢nich skupin (amino, karboxy, phenol) pro
navazani enzym0. Vétsi ¢ast pfirodnich organickych
materiald pro imobilizaci ale tvofi polysacharidy.
Jsou to jednak polyuronidy (pektiny a alginova ky-
selina), polymery galaktosy (agar, agarosa, karage-
nan) nebo polymery glukopyranosy (chitin, chitosan,
Skrob, celulosa a jejich karboxylové derivaty).

3) syntetické organické materidly se vyznacuji vyssi
chemickou stabilitou a jsou méné nachylné k opo-
tfebeni v porovnani s pfirodnimi materialy. Pfitom
spliiuji i ostatni poZadavky kladené na nosice urcené
pro imobilizaci (biologické stabilita, dobra propust-
nost atd.). Nejbézné;jsi jsou matrice z polyvinylalko-
holu (PVA) nebo polyakrylamidu. Vyjimkou nejsou
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ale ani nosi¢e z polyuretanu, polyethylenglykolu
(PEG) a polyamidu. Diky mechanické stabilité Ize
tyto materialy rizné modifikovat a vytvaret tzv. ,chyt-
ré” polymery. VétsSina z nich jsou N-substituované
akrylamidy, které se regeneruji napf. zménou pH
nebo teplot. Své zastoupeni v biotechnologiich si
nasly i vodivé syntetické materialy na bazi polypyrro-
lu, polyanilinu nebo polyindolu. Enzymy imobilizo-
vané do téchto matrici se vyuZivaji jako biosenzory’®.

Metody imobilizace

Zékladni rozdéleni imobilizac¢nich technik dle pozice
imobilizovaného biokatalyzatoru vici nosici a typu je-
jich interakci jsou znazornény na Obr. 1.

Obr. 1: Metody imobilizace biokatalyzatorii: a) zabudova-
ni do gelu polymerniho nosice, b) zabudovani do mikrokap-
suli z polopropustnych membran, c) imobilizace sitovanim
(cross-linking), d) nekovalentni navazani na nosi¢ (napi. po-
moci hydrofobnich nebo elektrostatickych interakci), e) kova-
lentni navazani na nosi¢. Pfevzato a upraveno?.

Imobilizace zabudovanim

Metoda zabudovani do gelu polymerniho nosice (en-
kapsulace) nebo do mikrokapsuli z polopropustnych
membrén (Obr. 1a, b) se vyuZiva jak pro imobilizaci
bunék, tak i pro samotné enzymy. DaleZitym faktorem
je zde propustnost matrice, ktera musi byt dostate¢na
pro piestup Zzivin/substratu a produktu. Zaroven ale
nesmi dochazet k uvolfiovani biokatalyzdtoru z dané
matrice. Z tohoto pohledu je tato metoda vhodna pie-
devsim pro imobilizaci bunék, i kdyz i zde dochazi k ur-
¢itym problémdm spojenym napi. se zanasenim pord
matrice rostoucimi burikami. U takto imobilizovanych
enzymt je hlavni nevyhodou jejich neschopnost kataly-
zovat vysokomolekularni substraty (nebot ty neprojdou
pifes pory matrice), a jejich vyuziti je tedy limitované
na preménu latek s nizkou molekulovou hmotnosti*®.
V poslednich letech se objevuji nové metody a nové
typy membran pro imobilizaci enzym, ¢imz se zvySuje
atraktivita téchto systém® a moznost jejich Castéjsiho
poutziti v bioreaktorech™". U gelovych polymernich no-
si¢Q, jejichz zékladem jsou polysacharidy nebo protei-
ny, je nejvétsi piekazkou jejich nizka stabilita®. V tomto
pfipadé se povrch dané matrice pokryva jesté dalSim
polymerem, ktery stabilizuje cely nosi¢'. Trend posledni
doby vsak predstavuje zabudovani biokatalyzatord do
organickych syntetickych polymerd. Jednou z technolo-
gii vyuZivajici pro imobilizaci biokatalyzator( polymerni
matrice z PVA je LentiKats® systém. Jedna se o meto-
du, béhem niz jsou biokatalyzatory imobilizovany do
Castic z PVA a PEG o priméru 3 — 4 mm a tloustky
200 — 400 pm. Pro pfipravu matrice neni zapotiebi

dalSich drahych ¢i toxickych chemikalii a imobiliza-
ce probihd za laboratornich podminek. Tvar, velikost
a porovitost téchto ¢astic umoznuje dostate¢nou difuzi
potiebnych latek. Céstice se daji jednoduse separovat
na konci produkéniho procesu a diky dobrym mecha-
nickym vlastnostem a stabilité PVA, je Ize pouzivat opa-
kované®.

Imobilizace sitovanim

Tato imobiliza¢ni technika (Obr. 1c) se vyuzZiva pro
imobilizaci enzym. Jejim principem je vytvoreni kova-
lentni vazby mezi aminoskupinou enzymu a bi- nebo
multifunkénim sitovacim ¢inidlem, napi. glutaralde-
hydem. VWhodou této metody je, Ze neni zapotiebi
zadny nosi¢, na ktery by bylo potfeba enzym kovalent-
né vazat, coz snizuje naklady na dany proces. Pfi této
imobilizaci vSak méze dochazet ke konformacnim zmé-
ndm enzymu, a tim i k ovlivnéni jeho aktivity'*™.

Imobilizace nekovalentnim navazanim
na nosic

Fyzikalni adsorpce (Obr. 1d) patii mezi ty nejjedno-
dussi, nejméné nakladné a nejcastéji pouzivané me-
tody imobilizace. Jsou zaloZeny na nekovalentnich
interakcich (van der Waalsovy vazby ¢i hydrofobni
a elektrostatické interakce) mezi enzymem a pevnym
nosi¢em. Toto navazani jen minimalné ovliviuje kataly-
tickou funkci enzymu a Ize jej snadno pferusit, ¢imz je
mozné dany nosi¢ regenerovat a pouzit ho opakované
pro navazani nového biokatalyzatoru. Na druhou stra-
nu diky t¢émto pomérné slabym vazbam muze dochazet
k uvolfiovani enzymu z nosice béhem biotechnologic-
kého procesu'®. Co se tyce bunék, tak ty mohou v ur¢ité
fazi svého rastu a za urcitych podminek flokulovat nebo
tvofit biofilm, ¢ehoz se v biotechnologiich také vyuzi-
va'”'®, Jedna se rovnéz o urcity druh imobilizace (pomo-
ci nekovalentnich interakci), byt vznika pfirozené.

Imobilizace kovalentnim navazanim
na nosic

Pro imobilizaci bunék neni tato metoda piilis vhodna.
Pro vytvofeni kovalentni vazby mezi burikami a nosi-
¢em (Obr. 1e) je nutné pouzit sitovaci ¢inidlo (gluta-
raldehyd, karboimidy), coz mlze mit negativni dopad
na Zivotaschopnost bunék™. Naopak pro imobiliza-
ci enzymi se tato technika pouZivd Casto. Enzym se
kovalentné vaze na povrch nosice prostrednictvim po-
strannich aminokyselinovych fetézct (histidin, arginin,
asparagova kyselina, atd.), pficemi reaktivita zavisi
na pfitomnosti funkénich skupin (-OH, -NH,, -COOH).
Podstatné ovsem je, aby funk¢ni skupiny enzymu, za-
pojené do vytvoreni kovalentni vazby, nebyly esencialni
pro jeho aktivitu. Metod pro kovalentni navézéani enzy-
mu na nosi¢ existuje vice. VétSinou dochazi k aktivaci
povrchu nosice, napf. pouzitim sitovaciho ¢inidla nebo
k pozménéni funkéni skupiny na povrchu nosice tak,
aby vznikla peptidovéa vazba mezi nosicem a enzymem.
VWhodou takovéto imobilizace enzym( je bezesporu
jejich vysoka stabilita a pfimy kontakt se substratem.
Rovnéz nedochazi k uvolfovani navazanych molekul
enzymU z nosi¢e béhem biotechnologického procesu.
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Nevyhodou mze byt ¢astecné omezeni mobility en-
zymU a tim sniZeni jejich aktivity a nemozZnost dany
nosi¢ regenerovat. V porovnani s fyzikalni adsorpci je
tento proces c¢asové naro¢néjsi, je pfi ném zapotiebi
vice reagencii a mnozstvi navdzaného enzymu muze
byt nizsi’s2,

O vhodnosti imobiliza¢ni techniky pro dany systém
a biokatalyzator rozhoduje rovnéz i provedeni samotné
imobilizace, které mdze byt bud nahodilé, nebo orien-
tované. V prvnim pfipadé dochazi k imobilizaci protei-
nu pomoci aminokyselinovych zbytki exponovanych
na jeho povrchu, napfi. prostfednictvim lysinG. Tento
zplsob imobilizace muze vést k ovlivnéni konforma-
ce proteinu a ke zméné jeho aktivity. Pfi orientované
imobilizaci, ktera se pouziva napi. pfi imobilizaci pro-
tilitek, dochazi ke specifické vazbé mezi modifikova-
nou matrici a protilatkami, které obsahuji napf. biotin,
His kotvu, GST kotvu a interaguji s vazebnou skupinou
na matrici?22,

Porovnani imobilizovanych
a neimobilizovanych systémii
v biotechnologickém procesu

Pouziti biokatalyzéator(l v biotechnologiich je obecné
nakladné. Kromé rlznych technik genového inzenyr-
stvi, které maji za cil vylepsit vlastnosti biokatalyzatord
(napi. aktivitu, specifitu)?, je imobilizace klicovym na-
strojem predevsim pro dosazeni jejich vyssi stability?*
a moznosti jejich opétovného pouziti?®. Diky témto me-
todam a jejich kombinacim lze zajistit efektivni a eko-
nomicky vyhodné aplikace biokatalyzatord v primyslu.

Vzhledem k tomu, Ze samotna imobilizace zvysu-
je néklady na dany proces, musi byt tato technologie

navrZena tak, aby nasledné pouZziti imobilizovanych sys-
téma bylo ve vysledku levnéjsi a/nebo G¢innéjsi, nez
pouziti neimobilizovanych systém0. Pfi ndvrhu metod
pro imobilizaci enzym( se hodnoti dva zakladni para-
metry: 1) vliv imobilizace na stabilitu enzymu a jeho
opétovné poutziti a 2) katalyticka funkce enzym, tedy
schopnost pfeménit substrat na produkt. Dlraz se kla-
de zejména na to, aby zvolena technika, respektive
material pouZity pro imobilizaci enzym@ neménil (nebo
jen v malé mite) jejich pozadované vlastnosti (stabili-
tu, kinetiku atd.). Podobné pozadavky rovnéz plati i pro
imobilizaci bunék. Ty Ize oproti imobilizovanym en-
zym0Um snadnéji separovat, |épe purifikovat a umoziiuji
kontinualni produkci pozadovaného enzymu pro dany
proces™.

Ucinnost  biotechnologického procesu za poufiti
biokatalyzatoru se vyjadiuje tzv. ¢islem pfemény (mnoz-
stvi ziskaného produktu vztazeného na mnozstvi po-
uzitého biokatalyzatoru). Stanovenim tohoto parametru
u neimobilizovanych a imobilizovanych systém( a jeho
porovnanim lze také zjistit, zda se pro dany proces
vyplati biokatalyzator imobilizovat ¢i nikoliv. Napf. po-
kud se jedna o produkt s vysokou pfidanou hodnotou
a/nebo samotny neimobilizovany systém disponuje
vy$sim cislem pfemény, neni imobilizace biokatalyzato-
ru potieba. Ta se doporucuje v pfipadech, pokud cislo
pfemény u ,volného” biokatalyzétoru je spise nizsi nez
vy$si?e. Védeckych praci, které testuji a porovnavaji ne-
imobilizované a imobilizované systémy pro nejrliznéj-
8i biotechnologické procesy je celd fada*?*?°. Obecné
porovnani jednotlivych parametri biotechnologického
procesu za pouZiti neimobilizovaného nebo imobilizo-
vaného systému je pak shrnuto v Tab. I.

Tab. I: Porovnani imobilizovaného a neimobilizovaného biokatalytického procesu. Pievzato a upraveno dle™.

Porovnavany parametr

Biokatalyticky proces

biotechnologického procesu

neimobilizovany

imobilizovany

Néklady na provedeni

7adné dodate¢né néklady

néaklady na imobiliza¢ni
technologii

Naklady x G¢innost

Casta ztrata biokatalyzatoru
v priibéhu procesu

biokatalyzétor Ize opétovné
pouzit

Pristup potfebnych latek
(Zivin, substratt)

limitovan typem bioreaktoru

limitovan typem bioreaktoru
a vlastnostmi nosic¢e

Nésledné zpracovani

obtizné oddéleni
biokatalyzatoru/produktu

snadné oddéleni
biokatalyzétoru/produktu

Kontaminace

riziko kontaminace

minimalni

Narlst biomasy (pro buriky)

vysoka koncentrace bunék za kratky
¢asovy usek

konstantni v pribéhu
procesu

limitovana vlastnostmi

Mobilita (pro buriky) vysoka noside
Regenerace a opétovné pouZziti minimalni efektivni
Stabilita biokatalyzatoru nizka vysokd/zvysena

Praimyslova aplikace

nutna optimalizace pro dany proces

nutna optimalizace také
imobiliza¢ni technologie
pro dany proces
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Néklady na biotechnologicky proces vyuzivajici imo-
bilizované biokatalyzatory se lisi v zavislosti na typu
produktu a jeho aplikaci. Napi. ve farmaceutickém
pramyslu, kde se pouzivaji biokatalyzatory s vysokou
specifitou, se naklady na 1 kg biokatalyzatoru odha-
duji na 1000 — 2000 €, pficemz vznikne pouze okolo
10 kg pozadovaného produktu. Oproti tomu produkce
béinych chemikalii (ethanol, aceton) je okolo
10000 kg/kg imobilizované biokatalyzdtoru a néaklady
se pohybuji do 500 €.

Piiklady prumyslového vyuZiti
imobilizovanych biokatalyzatori

Mezi hlavni odvétvi vyuZivajici imobilizované bioka-
talyzatory patfi pfedevsim potravinaisky, farmaceuticky,
papirensky a textilni pramysl. Mimoto se tyto katalyza-
tory vyuzivaji pfi organickych syntézach (biotransforma-
ce), pro produkci biopaliv, v procesech ¢isténi odpad-
nich vod a dekontaminace zeminy (biosorpce) nebo
mohou slouZit jako biosenzory'5'430332 \/ nasledu;ji-
cich odstavcich je uvedeno nékolik zajimavych pfikladu
z poslednich let testujici nové materialy nebo postupy
pro imobilizaci biokatalyzator ¢i nové moznosti jejich
vyuZiti.

Imobilizovanéd glukosaoxidasa se ¢asto vyuziva jako
biosenzor pro detekci hladiny/mnozstvi glukosy v bio-
logickém materidlu ¢i potravinovych vzorcich. Imobili-
zaci glukosaoxidasy na povrch elektrod pomoci uhliko-
vych nanotrubic se zvysila katalyticka ucinnost tohoto
enzymu, jeho stabilita viici inhibitorim a moznost jeho
opétovného pouziti:.

Enzym pullulanasa se pouzZiva v potravinaiském prd-
myslu pro Stépeni skrobu. Jeho imobilizaci na povrch
hybridnich magnetickych nanocastic (Fe;O,-karagenan)
pomoci elektrostatickych interakci se zvysila jeho sta-
bilita a tento imobilizovany systém bylo mozné pouzit
v deseti po sobé jdoucich procesech, aniz by aktivita
imobilizovaného enzymu klesla pod 60 %. Navic takto
imobilizovany enzym vykazoval vyssi aktivitu pfi nizSim
pH a nizsi ztratu aktivity pfi vyssi teploté v porovnani
s enzymem neimobilizovanym3+.

Bioprodukce vodiku pomoci imobilizovanych bakte-
ridlnich bunék je jedna z moznosti jak podpofit rozvoj
alternativnich zdroji energie a omezit tak pouzivani
fosilnich paliv. Primyslova produkce tohoto plynu neni
az tak ucinnd (vzhledem k naklad@m). Zatimco po-
uzitim bakterii rodu Clostridium, Enterobacter nebo
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smésnych kultur Ize dosahnout vysokych vytézkd. Pro
imobilizaci bunék Ize vyuzit nejriiznéjsi material (agar,
polyuretanova péna, lignocelulosa ¢i porovité sklo), kte-
ry zabrariuje uvolfiovani bunék béhem procesu, chrani
je pred vykyvy pH a teplot ¢i mdze dokonce podpofit
mikrobialni aktivitu béhem kontinualnich procesi*.

Mykotoxin patulin, ktery je produkovan houbami rodu
Penicillium a Aspergillus se mGze diky nahnilému ovoci
dostat do ovocnych $tav nebo détské vyZivy. Pro degra-
daci tohoto toxinu v jable¢ném dzusu byla testovana
imobilizovana (pomoci uhli¢itanu vapenatého) prase-
¢i pankreaticka lipasa. Mira degradace tohoto toxinu
byla vice nez 70 %. Obsah ostatnich Zivin v testovaném
vzorku pfitom nebyl néjak vyznamné ovlivnén3e.

Pro vysoce tcinnou analyzu proteomu pomoci hmot-
nostni spektrometrie byla testovana imobilizace trypsi-
nu do termosenzitivniho polymeru (N-akrylol glycina-
mid a undekanal). Vyhodou imobilizace je pfedevsim
ochrana samotné proteasy pfed hydrolyzou a moz-
nost jejiho opétovného pouziti. Urc¢itou nevyhodu ov-
Sem mUze pfedstavovat mechanicka bariéra (samotny
nosi¢) mezi proteasou a testovanym vzorkem (sub-
strdtem). Tento problém byl vyfeSen pouZitim termo-
senzitivniho materidlu a zménou jeho skupenstvi
pfi 37 °C (vznik rozpustné formy, ktera umozni reakci
enzymu se substratem). Rozdil oproti neimobilizova-
nému systému byl pfedeviim v rychlosti Stépeni
vzorku — 1 min x 12 h. V dalSim pfipadé bylo za pouZiti
takto imobilizovaného trypsinu dosazeno i lepsi identi-
fikace analyzovanych proteinG*’.

Zaver

Imobilizace biokatalyzatori je nedilnou soucasti
mnoha biotechnologickych procest. Spravné zvoleny
katalyzéator a stejné tak i vhodné zvolena imobiliza¢ni
technologie mohou vyznamné sniZit naklady na vyrobu
daného produktu a/nebo dokonce navysit jeho pro-
dukci. V souvislosti s tim, jak jsou neustédle vyvijeny
nové materidly a postupy imobilizace, je ziejmé, ze
biokatalyzatory a biotechnologie budou i nadéle zau-
jimat vyznamné misto v nejrliznéjSich odvétvich pra-
myslu.
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Souhrn

Herkommerova K., Pichova I.: Imobilizace enzymii a mikroorganismi pro biotechnologické ucely

Imobilizace enzym( a mikroorganism se stala nedilnou soucasti mnoha biotechnologickych procesd. V dnesni dobé je pro imobilizaci
k dispozici celéd fada anorganickych, organickych i syntetickych materialti a zptsob@ imobilizace, pomoci kterych je mozné zvysit stabi-
litu biokatalyzatord, zajistit moZnost jejich opétovného poutiti, a tim sniZit naklady vyrobniho procesu. Zda je pro dany proces vhodné
biokatalyzator imobilizovat ¢i nikoliv, zavisi na fadé parametr(i, mimo jiné na typu biokatalyzatoru, jeho vlastnostech a na aplikaci vysled-
ného produktu.

Klicova slova: biokatalyzatory, metody imobilizace, nosice, stabilita, biotechnologie

Summa

Herkomn:Zrové K., Pichova I.: Inmobilization of enzymes and microorganisms for biotechnological applications
Immobilization of enzymes and microorganisms has become an important part of many biotechnological processes. Different types
of inorganic, organic, and synthetic materials and immobilization methods are used for increasing the biocatalyst stability, reusability
and reduction of operating costs. Suitability of biocatalyst immobilization in the process depends on many parameters, such as biocata-
lyst properties, type of product and its application.

Keywords: biocatalysts, immobilization techniques, carriers, stability, biotechnology
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