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UVODEM
Vazeni pratelé,

vitéame Vas jiz ve 29. ro¢niku bulletinu Biotechnologic-
ké spolecnosti. Véfime, Ze jste si nas ctvrtletnik oblibili
a nachazite tam alespori nékteré ¢lanky, které Vas zaji-
maji. Snazime se, aby obsah jednotlivych cisel byl te-
maticky co nejpestiejsi. Zalezi, viak predevsim na pfis-
pévatelich do jaké miry nam v této snaze pomohou.
Obracime se tedy na Vas, abyste nevahali a téma, kte-
ra Vas oslovila, jste zpracovali do pfehledného ¢lanku
a podélili se s nami o Vas zazitek, pfipadné doporudili
namét k dalsi védecké praci ¢i orientaci k novym bio-
technologickych pfistuptim ¢i k pfipadné vyrobé zaji-
mavych produktd.

Tento rok také uplyne 20 let od navézani blizsi spo-
luprace mezi ceskymi a Svycarskymi biotechnology,
a to jak na drovni akademické, spolkové i industri-
alni. zakladem bylo 1. Cesko-3vycarské symposium,
které se konalo v budové A VSCHT v Praze ve dnech
4. — 7. 9. 1999. Spole¢né cesko-Svycarské akce jsou
uvedeny v tabulce pod Gvodnikem. Tato spole¢na se-
tkani pofadana ve triletych intervalech byla postupné
transformovana na mezinarodni setkéni. Informa-
ce o poslednim setkani konaném v Narodni tech-
nické knihovné Ize dosud nalézt na webové strance
www.biotech2017.cz. V podobném duchu piipravujeme
pro pfisti rok jiz 8. biotechnologické symposium, tento-
krat opét na ptidé VSCHT a sice v budové B ve dnech
17. - 19. 6. 2020 s obvyklou exkurzi planovanou na so-
botu 20. 6. 2020. Webové stranky www.biotech2020.
cz byly jiz otevieny a postupné budou aktualizovany.
Detailni program symposia, zejména zaméfeni sek-
ci, miZete jesté ovlivnit tak, aby Vam to konvenovalo,
a proto Véas zadame o spolupraci. Véfime, Ze vyuZijete
této piilezitosti, zUcastnite se a pozvete do Prahy své
zahranicni kolegy a pratele. Ubezpecujeme Vas, zZe ne-
jen védecky, ale i spolecensky program, vcetné plano-
vané exkurze, bude na vysoké trovni a tcastnici budou
na tuto akci rddi vzpominat. Zachovame i ostatni osvéd-
¢ené aktivity jako napf. vydani specialniho cisla nejvy-
gy Advances (Impact factor nyni cca 11) pod nazvem
«Biotechnology Novelties”. Vlydani tohoto ¢isla jiz bylo

odsouhlaseno hlavnim redaktorem a nakladatelstvim
Elsevier. TéSime se na Vase naméty a aktivni spolupraci
pfi organizaci, pokud projevite zajem.

V kazdém nasem uvodniku se vidy vénujeme nékte-
rému vyznamnému vyroci. Tentokrdt nemizZeme za-
pomenout na vyroci, které zasadnim zplsobem ovliv-
nilo rozvoj chemie a vSech disciplin na ni navazujich,
a to jsou prakticky vsechny pfirodni védy, vcéetné vsech
mediciny a farmacie. Byl to vyznamny objev zejmé-
na s pfihlédnutim k drovni tehdejsich znalosti. Pfed
150 lety (6. biezna 1869) Dmitrij Ivanovi¢ Mendélejev
publikoval v ¢asopise Ruské chemické spole¢nosti pfi-
spévek ,Vztah vlastnosti prvkd k atomovym hmotnos-
tem”. Mendélejev zde definoval znamy periodicky za-
kon, Ze vlastnosti chemickych prvkl jsou periodickou
funkci jejich atomovych hmotnosti. V té dobé bylo zna-
mo pouze 64 chemickych prvkd. V roce 1870 Mendéle-
jev tabulku doplnil o nové objevené prvky a publikoval
praci s nazvem ,Pfirozena soustava prvk( a jeji pouziti
k udani vlastnosti prvkdi dosud neobjevenych”. Men-
délejovovi se dostalo celosvétového uznani s vyjimkou
udéleni Nobelovy ceny, piestoze na ni byl nominovan
v roce 1906 (nebyl schvalen udajné ,diky” jeho rivalovi
Svédovi Arheniovi) a nestal se ani ¢lenem Ruské aka-
demie véd (Gdajné proto, Ze se rozved| a byl podruhé
Zenat). V roce 1889 se v3ak stal ¢lenem American Aca-
demy of Arts and Sciences. K jeho dalSim pfipomenutim
resp. pozdéjsim ocenénim patfi po ném pojmenovany
krater na mésici, mineral mendelevit, ¢i prvek ¢. 101 na-
zvany mendelevium. Po cely svij Zivot byl Mendélejev
¢lovék skromny a pokorny, jehoz hlavnim krédem byla
pracovitost. Narodil se v sibifském Tobolsku jako nej-
mladsi ze 17 déti, ale od studii byl jeho Zivot spojen
s Petrohradem. Pfednasel také v Némecku a ve Francii.
Kamaradil se s ¢eskym chemikem Bohuslav Braune-
rem, kterého navstivil v Praze v roce 1900.

Mili ¢tenafi Bioprospectu piejeme Vam hezké jaro
a tésime se na dalsi spolupraci.

Se srde¢nymi pozdravy
Vasi
Jan Kas a Petra Lipovova

Piehled cesko-Svycarskych symposii
1st Czech-Swiss symposium, Prague, 4. — 7. 9. 1999
2nd Czech-Swiss symposium, Prague, 7. — 8. 11. 2002

3rd Swiss-Czech Symposium BioTech 2005 Advances in Yeast Biotechnology, Wadenswil, May 17 — 19, 2005
4st Swiss-Czech Symposium, BioTech 2008 Biopharmaceuticals: why use yeast, Wadenswil, May 22 — 23, 2008
5th Czech-Swiss Symposium BioTech 2011, Prague, June 15 — 17, 2011 Post-symposium: Plant Biotechnology:

Green for Good Olomouc, June 19 — 22, 2011 (Centrum regionu Hana). Toto post-symposium bylo transformo-
vano na samostatnou akci ve spolupraci s EFB (European Federation of Biotechnology)

e 6th Czech-Swiss Symposium Biotech 2014, Prague, June 11 - 14, 2014

e 7th Czech-Swiss Symposium BioTech 2017, Prague, June 13 - 17, 2017

o 8th Czech-Swiss Symposium BioTech 2020, Prague, June 17 - 20, 2020 (v pfipravé)
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ODBORNE PRISPEVKY

MOZNOST VYUZITi VINARSKEHO ODPADU JAKO ZDROJE
POLYFENOLOVYCH SLOUCENIN

Maria Vrublevskaya
VSCHT Praha, Ustav biotechnologie; vrublevm@vscht.cz

Uvod

Péstovani hrozn( je jedna z nejstarsich vyrobnich ¢in-
nosti ve svété a jejich velka cast je urcena k vyrobé vina.
Vino je tradi¢nim vyrobkem pro velky pocet zemi, jako
napfiklad jihozapadni evropské stéaty, obsahujici vinai-
ské regiony (Francie, Recko, Spanélsko, Italie a Portu-
galsko)'.

Produkce vina je spojena s nezanedbatelnym mnoz-
stvim vedlejSich produktl, které se skladaji pfevainé
z organickych odpad(, odpadnich vod (véetné vody
po sanitaci tanku a celych provozu) a anorganickych
zbytk%. Odpad tvofi pfi vyrobé vina skoro 22 hm. %
celkového mnozstvi vstupnich surovin. Mezi hlavni ved-
lejsi produkty zpracovani vinnych hroznd patii matoliny
(13 hm. %), tfapiny (3 hm. %) a vinné kaly (6 hm. %)3.
Ttapiny jsou odpad, vznikajici jiz na pocatku zpracovani
hroznt pfi jejich odzrnéni*. Vinné matoliny jsou zbytky
z lisovani rmutu, obsahujici semena, slupky a stopky,
které nebyly fadné odseparovany. Matoliny jsou rela-
tivné casto zpracovany na matolinovou palenku, ktera
se vyrabi ze zkvaSenych matolin. Dal$im vedlejSim pro-
duktem jsou vinné kaly, sediment vznikly po samotném
kvaseni a dokvaseni hroznového mostu, obsahujici
pfedevsim mikrobialni biomasu®. Po vylisovani hroznd,
se zbyvajici tfapiny a nevyuzité matoliny, které nejsou
povazovany za ekonomicky vynosné odpady spolu s lis-
ty a letorosty, pfidavaji do kompostu nebo se likviduji
na otevienych plochach, coz potencialné zvysuje eko-
logickou z&téz. To je déno tim, zZe vinafské odpady ob-
sahuji velky podil polyfenolovych latek snizujicich pH
pady®. Z toho dlvodu se zvySuje poptavka na rozvoj
inovativnich postupl recyklace a opétovnému pouzi-
ti odpadnich produktt. Tak napfiklad, mezi odpadni
produkty vinaistvi, které jiz naSly opétované vyuZiti,
patfi vinny kamen (hydrogenvinan draselny), ze které-
ho se vyrabi vinna kyselina. Ziskané z jinych vinaiskych
odpadu latky, jako polyfenolové slouceniny by mohly
pak najit uplatnéni v potravinaiském, farmaceutickém
a kosmetickém prdmyslu®-®. Druh produkovanych od-
padl Gzce zavisi na specifickych zplsobech vinifikace,
ktera je také ovlivnéna fyzikalné-chemickymi vlastnost-
mi zbytkovych latek. Tyto charakteristiky urcuji dalsi vy-
uziti ziskanych latek®.

Biologicke aktivni latky z vinaiskych
odpadu

Hlavni organické odpady vinaiského priimyslu pied-
stavuji matoliny, obsahujici semena, slupky, a ¢aste¢né
trapiny a listy®.

Biologicky aktivni latky pfitomné ve vedlejSich pro-
duktech vinafstvi vétSinou predstavuji polyfenolové
slouceniny. Jsou to latky, které se strukturné skladaji

z jednoho ¢i vice aromatickych kruhd, na nichz jsou
navazané rtizné funkéni skupiny. Tudiz, jejich chemické
struktury zahrnuji jak jednoduché molekuly jako feno-
lové kyseliny, tak i komplexni struktury®". Tyto slou-
¢eniny se podileji na senzorickych vlastnostech vina
(barva, viing, chut a horkost), proto jsou zajimavé jako
mozné zdroje pfidatnych a pomocnych latek™.

Fenolové slou¢eniny pfitomné ve vedlejsich produk-
tech vinné révy jsou soucasti rdznych metabolickych
drah zodpovédnych za ochranu rostlinnych bunék vici
biotickym i abiotickym stresovym G¢inkdim a plsobeni
patogen(®.

Tyto sekundarni metabolity patii k riznym skupinam
chemickych latek, véetné fenolovych kyselin, flavonoidd
a stilbend, které patfi mezi biologicky aktivni latky,
se Sirokym spektrem Gcink?'.

Fenolové kyseliny

Mezi fenolové kyseliny patfi derivaty kyseliny benzo-
ové a skoficové, pficemz vétsi podil ve vedlejSich pro-
duktech vinaiského pramyslu tvofi hydroxyskoficové
kyseliny. Tyto slouceniny se ¢asto vyskytuji ve formé
glykosylovanych derivat nebo esterti kyseliny chinoo-
vé a Sikimové.

Kyselina gallové je nejhojnéji se vyskytujici derivat
hydroxybenzoové kyseliny obsazeny ve stoncich, slup-
kach a semenech hroznd. Hydroxyskoficové kyseliny
jako kaftarova kyselina se nachazi ve viech ¢astech bo-
bule, pficemz jejich obsah klesa béhem procesu dozra-
vani'’>Te,

Flavonoidy

Flavonoidy jsou nizkomolekularni slouceniny, struk-
turné obsahujici 15 uhlikovych atom'. V odpadech
z primyslového zpracovani hroznl byly popsané fla-
vonoly, flavan-3-oly, flavony, antokyany a dalsi, které se
mezi sebou lisi oxida¢nim stupném v centralnim pyra-
novém kruhu.

Flavonoly jsou charakterizované pfitomnosti dvojné
vazby, mezi C2 a C3 uhlikem a hydroxylovou skupinou
v poloze C3. Na tyto slouceniny se mohou vazat i cukry,
za vzniku glykosid@, glukuronid( a diglykosid(. Dané
latky jsou také schopny reagovat s antokyany a tvofit
stabilnéjsi pigmenty”™. Nejcastéjsimi flavonoly, obsa-
Zenymi ve stoncich ervenych hrozn(, jsou derivaty
kvercetinu, které jsou vétsinou ve formé kvercetin-3-O-
-glukuronidu®?.

Flavan-3-oly jsou flavonoidy, které maji na C3 uhliku
hydroxylovou skupinu a nemaji karbonylovou skupinu
na C4. Tato skupina flavonoidl je zodpovédna za bar-
vu a organoleptické vlastnosti vina (hoikost, sviravost).
Hlavni slozkou ze skupiny flavanol(, ktera byla identifi-
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kovéana ve vinaiskych odpadech, je katechin. Jeho kon-
centrace ve stoncich je vy3si nez ve slupce a semenech
a jeho obsah je u bilych a ¢ervenych hrozni srovna-
telny?*22, Flavony jsou slouceniny, které maji dvojnou
vazbu mezi C2 a C3 uhlikem ale na rozdil od flavonolu
postradaji hydroxylovou skupinu na uhliku C3. Jejich
mnozstvi v hroznech je nevyznamné, az na vyjimku lu-
teolinu®.

Antokyany jsou dobfe ve vodé rozpustné flavonoidy,
které jsou zodpovédné za barvu slupek modrych hroz-
nd a cervenych vin. Tyto slouceniny se skladaji z agly-
konu antokyanidinu, na ktery je navazana cukerna
slozka. Antokyany jsou relativné nestabilni a rychle
oxiduji. Jsou citlivé vaci rdznym faktorm, jako je pH,
teplota a ultrafialové zafeni, které mohou ovliviiovat je-
jich stabilitu?*. Nejvice antokyand se nachazi ve slupce
bobuli, ze kterych pak barviva po nakvaseni pfechazeji

v

do mostu?. Nejhojnéjsimi zastupci antokyant v bobu-

waws

lich hroznt jsou malvidin-3-O-glykosid a peonidin-3-O-
-glykosid?e-2,

Stilbeny

Stilbeny jsou fenolové slouceniny, které z chemic-
kého hlediska obsahuji dvé aromatické jadra spojena
ethylenovym mastkem?3. Ve vinaiskych odpadech jsou
vétdinou obsazeny stilbeny v hroznovych slupkach,
ale také ve stoncich a semenech™?. Nejvyznamnéjsim
zastupcem ze skupiny stilben( je resveratrol, disponu-
jici antioxida¢ni a antimikrobialni aktivitou. Tato latka je
pfitomna jak v rlznych organickych zbytcich vinaiské-
ho primyslu, tak i ve viné**-32, Resveratrol se vyskytuje
ve formé dvou izomer( cis a trans, pficemz pievazuje
trans forma, ktera je vice stabilni a ma vétsi biodostup-
nost. Hrozny produkuiji stilbeny jako odpovéd na fadu
fyziologickych stresovych faktor( jako jsou napfiklad UV
zéfeni a mechanické poranéni.

7 o we

Tab. I. Pfehled nejvyznamnéjSich polyfenolii obsaZenych v révé vinné a jejich fyziologické ucinky.

Strukturni vzorec

Nazev

Fyziologické ucinky Reference

HO
HO @— COOH
HO

Gallova kyselina

Antioxidacni,
protirakovinny, 34,35,36
antimikrobialni

Kaftarova kyselina

Antioxida¢ni 35,37

Kvercetin-3-O-
-glukuronid

Antioxida¢ni,
kardioprotektivni,
antimikrobialni

38,35,39,40,41

Katechin

Antioxidacni,
kardioprotektivni,
protirakovinny,
protizanétlivy,
antimikrobialni

42,35,40,43,41,36,44

Luteolin

Antioxida¢ni,
protirakovinny

45,35,46

Malvidin-3-O-glykosid

Antioxida¢ni,
protirakovinny

47,35,48,49

O X

Peonidin-3-0-glykosid

Ant!Odea.(‘fnl',' 47,35,49
protirakovinny
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Tab. I. Pfehled nejvyznamnéjSich polyfenolii obsaienych v révé vinné a jejich fyziologické ucinky

(pokracovadni).

Strukturni vzorec

Nazev

Fyziologické ucinky Reference

OH
HO I N O

OH

trans-resveratrol

Antioxida¢ni,
kardioprotektivni,
protirakovinny,
antimikrobialni

50,35,40,41,51,52

Tab. I1. Obsah vybranych fenolovych latek ve vybranych castech révy vinné a viné.
(U ¢erveného a bilého vina je obsah vyjadien v mg/l, u ¢asti révy vinné je obsah vyjadien v mg/g).

Vybrané casti ; . idin-3- -
eryvimer | CooNh | Gt | Kotecin | MO | | Refernce
Cervené vino 812,01 339 7,88 87,33 3,1 33,5455
Bilé vino 290 = 70 1,24 £ 0,06 | 1,59 £ 0,01 - 0,19 = 0,03 36,57
Letorosty 26,96 - 283,7 - 371 58
Slupky - - 1,1 +£0,1 1,55 - 5
Semena 4,90 £ 0,08 - 304 = 0,7 - - 59,6055

Biologicka aktivita polyfenolovych latek
z vinaiskych opadii

Jak jiz bylo zminéno vyse, odpady z vinaistvi obsahuiji
vysoky podil sekundarnich metabolitd, véetné fenolo-
vych kyselin, flavan-3-ol(, flavonolQ, antokyant a stil-
benl®'. V soucasné dobé jsou jiz tyto latky znamy svy-
mi biologickymi G¢inky — antioxidacni, antimikrobialni,
protizanétlivé, protirakovinna aktivita a ochrana kardio-
vaskularniho systému. Tyto Gcinky polyfenolovych latek
nachazi uplatnéni ve farmaceutickém, potravinaiském
a kosmetickém primyslu®23,

Jednou z nejvyznamnéjsich aktivit pfipisovanych
fenolovym slouc¢enindm je zaloZena na jejich antioxi-
dac¢nich schopnostech. Zabranuji oxidaci frakce cho-
lesterolu oznacované jako LDL (z angl. ,low density
lipoproteins”), agregaci krevnich desticek a poskozeni
¢ervenych krvinek, prostfednictvim vychytavani volnych
radikal®*. Navic jsou fenolové latky chelatory kov(i®'635,
Polyfenolové latky v odpadech z vinaiskych procest pu-
sobi proti oxida¢nimu poskozeni biologickych systémt
a mohou zabranit rozvoji degenerativnich onemocnéni
spojenych s oxidativnim stresem?”*”. Napfiklad, zabra-
néni radikalové oxidace polynenasycenych mastnych
kyselin frakce cholesterolu oznacované jako LDL ma
pfimy dasledek na prevenci vyskytu kardiovaskularnich
onemocnéni®’. Tato schopnost byla prokazana snize-
nim vyskytu onemocnéni srdce u populace konzumujici
stravu bohatou na fenolové latky®®-"° s antioxida¢nimi
schopnostmi.

Antokyany se podileji na antioxida¢ni aktivité hroz-
nd vice nez flavonoly, flavan-3-oly a fenolové kyseliny™.
V této souvislosti je kladen velky ddraz na slupky bobu-

li, kvali vysokému obsahu antokyant a proantokyanidi-
nd'72. Extrakty z hroznovych semen mohou byt pouzity
tfeba i ke sniZeni absorpce a akumulace tukd v potravé,
kvtli schopnosti polyfenolovych latek plsobit inhibi¢né
na enzymy metabolizujici tuky (pankreatickou lipasu
a lipoprotein lipasu)?.

Antokyany z hroznovych matolin disponu;ji inhibic¢-
ni aktivitou vi¢i endotelidlni NADPH oxidase, enzymu
zodpovédnému za zvySeni produkce radikald kysliku
(ROS). Pasobenim antokyan( dochazi ke snizené pro-
dukci ROS jak na extra — tak i na intracelularni trovni’.

Nicméné polyfenolové latky z vinaiskych odpadi
maji dalsi vyznamnou aktivitu se zdravotnim benefi-
tem. Polyfenolové extrakty z hroznovych semen a ma-
tolin vykazuji efektivni antimikrobialni schopnosti. Jsou
Gc¢inné proti grampozitivnim bakterim jako Staphylo-
coccus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis a Ba-
cillus coagulans. Vy3si antimikrobidlni aktivitu vykazuji
polyfenolové latky vici zastupcim gramnegativnich
bakterii, naptiklad Escherichia coli nebo Pseudomonas
aeruginosa’. Také byla prokazana antifungalni aktivita
extraktG hroznovych matolin vici Botrytis cinerea. Na-
vic, bylo zjisténo, ze kyselina kavova, kvercetin a kver-
cetin-3-O-rutinosid pUsobi inhibi¢né na buriky Listeria
monocytogenes’. Jiné studie ukazuji, Ze extrakty ze
semen Cervenych a modrych hroznd inhibuji rast kva-
sinek Candida albicans a bakterii E. coli, Salmonella
typhimurium?>777s,

Kromé zminéné antioxida¢ni a antimikrobialni akti-
vity, polyfenolové latky vykazuji dalsi zajimavé aktivity.
Je to napiiklad jejich schopnost potlacovat cyklooxyge-
nasovou aktivitu a schopnost uvolnéni histaminu z bu-
nék (mastocytd a bazofill)"”. Vzhledem ke zminénym
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vlastnostem, polyfenolové latky ziskané z vinafskych
odpadt, by mohly slouzZit jako doplnék stravy ucinny
pro prevenci oxidativniho stresu a chronickych zanétli-
vych stav(®os!,

Zaver

Velky podil péstovanych hroznl je produkovan
velkymi vinaistvimi. Viyroba vina je spojend s produkci
velkého mnozstvi vinaiskych odpadi jako matoliny, tfa-
piny a vinohradnickych odpadi jako listy a letorosty.
Tyto odpadni produkty jsou zdrojem Siroké skaly poly-
fenolovych latek jako jsou fenolové kyseliny, flavonoidy
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Souhrn

Vrublevskaya M.: Moznost vyuZiti vinaiského odpadu jako zdroje polyfenolovych sloucenin

Vitis vinifera, neboli réva vinng, je ekonomicky vyznamna plodina. B€hem péstovani révy vinné dochazi k produkci bioodpadt, které
mohou byt zdrojem mnoha prospé3nych latek. Nejvétsi potencial piedstavuje vyufziti polyfenolovych latek obsazenych v stoncich, listech,
slupkach a semenech hroznt. Biologicka aktivita téchto latek spociva ptedeviim v jejich antioxida¢nich, antimikrobiélnich a protizanétli-
vych vlastnostech, které mohou byt vyuzity ve farmaceutickém, potravinaiském a kosmetickém primyslu.

Klicova slova: vinaisky pramysl, odpad, polyfenolové latky, biologicka aktivita

Summa

Vrublevslt!ya M.: Possibilities of reuse of winemaking industry waste as possible source of polyphenolic substances

Vitis vinifera, or grapevine, is economically significant crop. However, the winemaking industry is one of the major producers of bio-waste
that can be a source of many valuable substances. The greatest potential is represented by polyphenolic substances which are contained
in stems, leaves, peels and grape seeds. The biological activity of these substances is based on their antioxidant, antimicrobial and anti-
-inflammatory properties, which can be used in the pharmaceutical, food and cosmetic industries.

Keywords: winemaking, waste, polyphenolic substances, biological activity

Bioprospect ¢. 1/2019 6 Ro¢nik 29



ULCEROZNIi KOLITIDA - SOUCASNE POZNANI

Martin Zavrel

Oddéleni Biochemické farmakologie Ustav organické chemie a biochemie, AV CR, v. v. i.; zavrel@uochb.cas.cz

Uvod

Ulcerdzni kolitida, nebo téz idiopaticka proktokoliti-
da, je chronické onemocnéni stfevni sliznice tlustého
stfeva. V nékterych pfipadech muze byt poskozena az
hranice tlustého a tenkého stieva. Jedna se o vysledek
deregulovaného imunitniho systému ve stievni sliznici
u lidi s genetickou predispozici k tomuto onemocnéni.
Nemoc se projevuje zanétlivymi zménami ve sliznici,
¢asto provazenymi viedy. Imunitni systém v tomto pfi-
padé nespravné a precitlivéle reaguje na pfirozené anti-
geny pfitomné v tlustém stievé.

Ulcerozni kolitida

Ulcerdzni kolitida je chronickym zanétlivym onemoc-
nénim tlustého stieva a konecniku s typickym stiida-
nim bezpfiznakového obdobi (remise) s akutnimi faze-
mi aktivni nemoci (ataka). Nemoc mize propuknout
v rliznych stupnich intenzity. Je ponékud ve stinu zna-
méjs$iho onemocnéni — Crohnovy choroby, postihujici
tenké stfevo, pfestoze projevy a farmakologické lé¢ba
obou onemocnéni jsou si velmi podobné. Na zékladé
dat z popula¢ni studie ve Spojenych Statech byla v roce
2008 cetnost onemocnéni zjiSténa u 34 déti a v dospé-
Ié populaci 263 osob z 100 000 s pomalu se zvySujici
tendenci'. Cetnost onemocnéni je vy33i v rozvinutych
zemich, coZ je ziejmé spjato s vlivem prostiedi piimo
souvisejicim s industrializaci. Nemoc je také castéjsi
v severnéjsich zemépisnych Sitkach? Zajimavosti je, ze
odstranéni slepého stieva pied 20. rokem véku plsobi
jako ¢aste¢na prevence pred ulcerozni kolitidou, ackoli
je mechanismus neznamy?. Tento ¢lanek si bere za cil
pfedstavit sou¢asné poznani ve vyzkumu pfi¢in nemoci
a mechanism jeji Iécby, nikoli suplovat popis priibéhu
nemoci ¢i lécby z lékaiského hlediska.

Prubéh nemoci

Nemoc se projevuje zénétem a viedy v mukoze,
fid¢eji v submukoze tlustého stieva. Pfiznaky nemoci
se nejastéji objevuji mezi 15 a 30 rokem Zivota, pfi-
¢emzi muzi i Zeny jsou postiZeni stejné casto*. Nemoc
muZe mit rGznou intenzitu od lehké, pies stfedni, az po
tézkou formu. Zanétlivé procesy v tlustém stievé mo-
hou zpUsobovat bolesti, ¢astéjsi vyprazdnovani (az 15x
za den) a prjem. Casto jsou pfidruzené symptomy
s rlznou intenzitou, jako je hlen a krev ve stolici, ve-
douci v téz3ich pfipadech az k anémii, ztrata chuti k jid-
lu, horecka a nevolnost. Toto onemocnéni navic zvySuje
i riziko karcinomu tlustého stieva, nema ale jinak vliv
na pfedpokladanou délku Zivota. Zhruba pétina pacien-
td za svdj Zivot potfebuje akutni hospitalizaci spojenou
s aktivni fazi nemoci (relaps)®. Dle americké studie®,
az 15 % pfipadd vede do 20 let od propuknuti nemoci
k chirurgickému odstranéni bud ¢asti, nebo celého tlus-
tého stieva. Presto se diky i novym léciviim a postupim
Cetnost tohoto chirurgického zasahu postupné snizuje’.

PFiciny vzniku a rizikové faktory

Vznik ulcerozni kolitidy ziejmé souvisi s kombinaci
nékolika faktor(i, jakymi jsou vrozena dédi¢nost, vliv
prostiedi a slozeni stfevniho mikrobiomu.

Dosud bylo nalezeno 99 genovych lokust pfedstavu-
jicich rizikovy faktor pro rozvoj zanétlivého onemocnéni
stfev, z toho 47 je vazanych pfimo na ulcerézni kolitidu.
Ulcerdzni kolitida a Crohnova choroba sdili 28 z cel-
kovych 99 ve studii identifikovanych lokust?®. Vétsina
gen( podezielych z podilu na etiopatogenezi ulcerézni
kolitidy je spojena s vrozenou imunitou, regulaci imu-
nitniho systému, imunitnich signélnich drah, eliminaci
bakterialni infekce a funkci epitelu jakozto bariéry. Se-
kvenaci a porovnanim genomu pacientd se zdravymi
lidmi byly identifikovany variace v genech pro interleu-
kiny (IL2, IL10, IL12B, IL19, IL21, IL26), jejich receptory
(ILTR2, IL7R, IL8RA, IL8RB, IL17REL, IL23R), interferon
y (IFNG), geny pro TNF a jejich receptory (TNFRSF6B,
TNFRSF8, TNFRSF9, TNFRSF14, TNFRSF15) transkrip¢ni
faktory (JAK2, SMAD3, STAT3, ZFP90, IKZF3, PRDM1,
IRF5, ZBTB46, ZGPAT), geny ovliviiujici integritu stievni-
ho epitelu (GSDML, EXOC3, GNA12, HNF4A a LAMBT),
dale geny podilejici se na aktivaci makrofagt (MSTT)
¢i mobilité neutrofild (LSPT), ¢leny apoptotickych drah
(DAP, CARD9), receptor prostaglandinti (PTGER4)
a dalsi geny vcetné clend signalnich drah (INPP5E,
SDCCAG3, PIM3) a geny podilejici se na vrozené
a adaptivni imunité (/COSLG)®°. Nezda se, ze by za one-
mocnéni byl zodpovédny jen jeden gen, ale spise jejich
kombinace.

Jako dalsi rizikovy faktor pro rozvoj ulcerdzni kolitidy
byla popsana téz nizka hladina vitaminu D, respektive
abnormality v signalni draze ¢i nizkd exprese recepto-
ru pro vitamin D (VDR; Vitamine D Receptor)®. Jeho
efekt je nejspise zapfic¢inén pfimym vlivem na integritu
stfevniho epitelu, stfevni imunitu (sekrece a a B defen-
zind a catheliciding; sniZeni aktivace NF-kB v epitelu
pii infekci) a nasledné druhové slozeni stievni mikro-
flory™.

Biologické modely a vyzkum

Bylo vyvinuto nékolik mysich modeld, uzite¢nych jak
pro studium vzniku ulcerdzni kolitidy (vétSinou gene-
ticky modifikované modely), tak pro hledani a charak-
terizaci novych potencionélnich léciv (vétSinou modely
indukované chemicky). Experimentalnim model&im ul-
cerozni kolitidy se podrobné vénuje piehledny ¢lanek™.

Jednim z prvnich mysich modeld byla indukce kolitidy
rektdlnim podavanim kyseliny dinitrobenzensulfono-
vé (DNBS) nebo trinitrobenzensulfonové (TNBS) roz-
pusténé v alkoholu. Tento model Ize pouzit jak u mysi,
tak u potkant. Tyto latky zpGsobuji akutni poskozeni
sliznice a lokalni hypersenzitivitu imunitniho systému.
Nicméné toto poskozeni je vysoce lokalizované, akutni
a kratkodobé. U mysi se poskozeni stfeva velmi rych-
le hoji, a bez podani latek zplsobuijici dalsi poskoze-
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ni, rychle mizi. Typické pro tento model je typ imunitni
odpovédi T,1, zatimco u pfirozené kolitidy se predpo-
klada spise lehce dominantni T,2'2. Tento jednoduchy
model byl postupné nahrazen novéjsimi, s delsim pra-
béhem onemocnéni, které se vice blizi klinickému ob-
razu u lidi.

Casto vyuzivanym modelem chemicky indukované
kolitidy u mysi, pfipadné potkand, ptedstavuji jedinci,
kterym je v piti podavéan dextransulfat sodny (DSS), lat-
ka toxicka pro stfevni epitel. Cast epitelu je touto latkou
poskozena, je narusena stievni bariéra a vznika zanét'.
Tento model je vhodny pro studium léciv a faktord,
které se podileji bud na lé¢bé nemoci, nebo jeji pro-
gresi.

Tretim chemicky indukovanym modelem je kolitida
navozena rektalnim podavanim oxazolonu (4-ethoxy-
metylen-2-fenyl-2-oxazolin-5-on)™. Projevy této kolitidy
se lisi od té vyvolané kyselinou trinitrobenzensulfono-
vou pfitomnosti IL-13, produkovaného NK T-burikami,
coz vede k poskozovani stievniho epitelu. Tento model
se svymi projevy vice bliZi lidskému onemocnéni nez
vySe uvedené.

Defekty v signalizaci IL-10 u lidi vedou casto k za-
nétlivym onemocnénim stfev®™. | u mysi kmeny s de-
fekty v produkci IL-10 ¢i jeho receptoru maji tendenci
k vyvoji chronické kolitidy, i kdyz se vyviji spiSe vzacné.
Proto pro vyssi pravdépodobnost vyvoje nemoci jsou
témto mysim kmendm podavéany nesteroidni protiza-
nétliva léciva k naruseni syntézy protektivnich metabo-
litd kyseliny arachidonové v mukdze'™. Tento pfistup je
v souladu s poznatkem, Ze podéavani nékterych druht
nesteroidnich protizanétlivych léciv kolitickym pacien-
tdm vede ke zhorseni pfiznakd ulcerozni kolitidy pro-
stfednictvim inhibice obou izoforem cyklooxygenasy
COX-1 a COX-2".

DalSim genetickym modelem je my$ Rag (kmen
s nefunkénimi B — a T-lymfocyty) s transplantovanymi
T-bunkami z IL-10 defektni mysi®. Po indukci nesteroid-
kolitidu. Obdobné funguje i model mysi Rag s transplan-
tovanymi burikami sleziny CD25 — nebo CD45'" z mysi
divokého kmene®™. Kolitida se opét vyvine s vy$si prav-
léciv. Stfevni mukdza v téchto modelech produkuje
ve zvysené mife IFNy a IL-17, coz je dileZité, nebot se
zda, Ze se tyto faktory podili i na rozvoji nemoci u lidi*™.
Tyto modely jsou vhodné pro studium pfi¢in nemoci
a vlivu imunitniho systému.

Dal3imi biologickymi modely jsou kolitida u mysi in-
dukovana patogenem Citrobacter rodentium?°, model
mysi s T-burikami iresponzivnimi k TGFB?, mysi s ne-
gativné ovlivnénou funkci adhezivni molekuly cadhe-
rinu E a s tim souvisejici naruseni soudrznosti epitelu
a pronikdnim bakterii do stény stfeva??, mysi s deleci
NOD1 a NOD2, receptor(i bakterialniho peptidoglykanu
(povrchovy NOD1) a lipopolysacharidu (intracelularni
NOD2), jez se podileji na imunitni odpovédi?®, mysi
s defektem NLRP6, proteinu inflamazomu?*, modely
mysi s defekty v tvorbé mucinu?, v genu MDR1?, na-
ruseni NF-kB drahy v epitelu?’, defektu STAT3 v makro-
fazich a neutrofilech? ¢i epitelu?® a mysi s nadprodukci
IL-73°.

Imunologické projevy nemoci

Mnoho informaci o ulcerozni kolitidé bylo ziskano
pravé z mysich modeld. Pro kolitidu je typicka spise
imunitni odpovéd typu T,2 a zvySend produkce IL-13
a IL-9 s infiltraci NK T-bunék (producenti IL-13) v lamina
propria®.

Hlavni pfi¢inou onemocnéni je podle soucasného
poznani diferenciace naivnich T-bunék pod vlivem IL-
23 v typ T,17, které nasledné produkuji IL-17 (IL-17A
a IL-17F) a dalsi cytokiny jako IL-21, IL-22 a IL-23 - ty
jsou pric¢inou dalsi rozvoje nemoci®. Pfedpoklada se, ze
bunky T,17 daji svou konverzi vzniknout subpopulaci
bunék T,1, produkujicim IFNy, ktery ma téz sv(j podil
na rozvoji nemoci®. Tyto bunky typu T,1 vsak vznikaji
vlivem IL-23 z T,;17, na rozdil od klasickych T,1 diferen-
covanych pod vlivem IL-12. Ve stfevni tkani pfitomné
buriky T,,17 pGvodné vznikaji vlivem IL-1B3, IL-6 a TGF,
zatimco IL-23 vstupuje do hry az pozdéji a Ucastni se
dalsi propagace této populace®. Takto pfes IL-23 sti-
mulované T,17 se zdaji mit vétsi prozanétlivy ucinek
a nizsi expresi IL-10**. VSechny vySe popsané déje
vedou i k narlstu GM-CSF (granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor)® a IL-5 ve tkani'2. Dalsi bu-
né¢na populace, NK T-buriky typu Il, mohou byt do
mista zanétu pfitahovany pfitomnosti sulfatidovanych
glykolipid@ (sulfatide glycolipids) uvolnénych z posko-
zeného epitelu®®. Pfitomnost IL-3 v zanétu stimuluje
lymfoidni bunky vrozené imunity, které déle tvofi IL-17,
IL-22 a IFNy a dale rozviji zanét”.

Na zklidnéni zénétu, jako antagonisté efektorovych
T-bunék ve stfevé, jsou naopak dulezité buriky Treg
Foxp3* s imunosupresivnimi Gcinky, produkujici IL-10,
TGFB a IL-35%. Tyto bunky jsou v misté kolitidy dale
stimulovany IL-33, ktery je produkovan poskozenym
epitelem. Opacny efekt na Treg v misté zanétu ma jiz
zminovany IL-23%. Treg jsou proto v misté zanétu in-
verzné regulovany hladinami IL-23 a IL-33. DalSi sou-
¢ast zanétu, makrofagy, maji téz pozitivni vliv na obno-
vu stievniho epitelu po jejich stimulaci IL-10%.

Obecné je proto u ulcerézni kolitidy zajem na ovliv-
néni vazby IL-23 k jeho receptoru IL23R farmaky blo-
kujicimi podjednotky IL-12p40 a IL-23p19. U Crohnovy
choroby se pozitivni Gcinek anti-IL-12p40 (ustekinu-
mab) jiz prokazal®.

Klasicka lécba chemoterapeutiky

Pro chemoterapeutika cilici na ulcerézni kolitidu
je typické jejich vyuziti i pro lé¢bu Crohnovy choroby
a revmatoidni artritidy. Prvni skupinou léciv jsou ami-
nosalicylaty. Nejbéznéjsi lécbou tohoto chronického
onemocnéni je podavani kyseliny 5-aminosalicylové
(mesalazin) ¢i jejiho derivatu, sulfasalazinu. Sulfasala-
zin patii mezi sulfonamidy a byl plivodné vyvinut jako
lé¢ivo pro revmatoidni artritidu. Cast |é¢iva se vstfebava
v tenkém stievé, ale vétsina ho doputuje do tlustého
stfeva, kde je stfevni mikroflorou metabolizovan na ky-
selinu 5-aminosalicylovou a antibakterialni sulfapyridin,
ktery je zodpovédny i za vétSinu jeho nezadoucich Gcin-
kd. Mesalazin a sulfasalazin jsou v G¢inku srovnatelné,
pfesto je mesalazin preferovan diky absenci mnoha
nezadoucich G¢inkd pfitomnych u sulfasalazinu. Nevy-
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hodou samotné kyseliny 5-aminosalicylové je jeji vstie-
bavani v tenkém stfevé, proto jsou k dosaZeni tlusté-
ho stfeva nutné jeji vhodné formulace. Ty jsou dobie
popsané v piehledném ¢lanku®. Lé¢ba mesalazinem
prokazala pozitivni G¢inek u 80 % pacientd, prodluzu-
je se doba remise*t. Obvykla davka je 2 — 4 g denné.
U pacient s castéjsimi relapsy a silnéjSimi projevy ne-
moci se zvysuje ucinnost s rostouci davkou®. Dal$im
prolé¢ivem mesalazinu je balsalazid, ktery podobné
jako sulfasalazin, uvoliiuje mesalazin az v tlustém stre-
vé. Mechanismus u¢inku aminosalicylatd neni dosud
znam, ale jsou to obecné |éciva protizanétliva. Tyto léky
se kromé perorélniho podani mohou téz podavat jako
¢ipky, ¢i ve formé klyzmatu (klystyru).

Pii relapsu onemocnéni jsou pouzivany kortikoste-
roidy jako metylprednizon, prednizon, hydrokortizon
a kortizon, které se ale nepouzivaji k prodlouzeni re-
mise. Mechanismus jejich G¢inku neni také piesné
znam, ale predpoklada se vliv na inhibici drahy NF-«kB
v imunitnich bunkach*. Mohou se podavat oralné, in-
travendzné i topicky. Pouzivaji se ¢asto v nemocnicich
pro zvladnuti akutnich zanétd jako prvni lé¢ba s Gspés-
nosti mezi 60 — 70 %. Pfi jejich selhani se dale nasazuje
lé¢ba infliximabem (protilatka proti TNF-a) nebo cyk-
losporinem?, které se zdaji byt v G¢inku ekvivalentni*’.

Cyklosporin (Cyklosporin A) je imunosupresivum po-
uzivajici se ke zklidnéni akutni faze nemoci po netcin-
né lé¢bé kortikosteroidy. Jeho ucinnost je az v 80 %
pfipad(*®. Hrozi u ného ale nefrotoxicita a dalsi vedlejsi
acinky. Casto je pro naslednou lé¢bu nahrazen tacroli-
mem ¢i thiopuriny. Jedna se o cyklicky peptid slozeny
z 11 aminokyselin, pasobici jako inhibitor signalni mo-
lekuly kalcineurinu. Nasledkem je snizeni transkripce
cytokinl jako IL-2 a TNFo*. Kromé cyklosporinu Ize
pouZit i se stejnym Gcinkem i imunosupresivum tacro-
limus (FK-506) se zhruba 50 % ucinnosti*®. Stejné jako
u cyklosporinu se jedna o inhibitor kalcineurinu.

Imunosupresivni thiopuriny 6-merkaptopurin a aza-
thioprin (antimetabolit, purinovy analog, v tkani neen-
zymaticky konvertovan na 6-merkaptopurin) jsou casto
nasazovany jako nastupci cyklosporinu a kortikoste-
roidd. 6-merkaptopurin je pfes enzymy thiopurin-S-
-methyltransferasu a hypoxantin-guanin-fosforibosyl-
transferasu konvertovan pifes 6-methylmerkaptopurin
na aktivni 6-thioguanin. Xantinoxidasa méze preménit
6-methylmerkaptopurin na neaktivni thiourét. Tato lé-
¢iva narusuji syntézu DNA a RNA a tim proliferaci T -
a B-lymfocytd. Pfimy mechanismus jejich G¢inku na
ulcerézni kolitidu také neni znam. Obé léciva se po-
uzivaji k udrzeni remise s ucinnosti zhruba 60 - 70
%. Nepouzivaji se ale u akutnich projevd, protoze maji
pomaly nastup ucinku trvajici 3 — 6 mésict*®. Navic se
pfi nasazeni thiopurin musi vzit v Gvahu moznost dé-

di¢ného defektu v thiopurin-S-methyltransferase, bud

zplsobené mutaci genu nebo nizsi expresi enzymu®'. U
takto postizenych osob snizena aktivita tohoto enzymu
vede ke zvySené toxicité thiopurin(i pro kostni dfen, a
z toho plynouci poruse krvetvorby, projevujici se napfi-
klad anémii, zvy3enou krvécivosti, ¢i vy$si nachylnosti k
infekcim. U téchto pacientl jsou budto thiopuriny z lé¢-
by zcela vynechény, nebo je vyrazné snizena jejich dav-
ka. Nizsi aktivita enzymu se tykd zhruba 10 % populace,

a u 1z 300 jedincd je thiopurin-S-methyltransferasa
zcela inaktivni.

Tofacitinib je nové lécivo prochazejici klinickymi stu-
diemi, v soucasné dobé je ve tieti fazi. Jedna se o inhi-
bitor kinas JAK1 a JAK3. Podava se peroralné a jeho uci-
nek se zvysuje s davkou®2. Lék uz je schvélen pro lécbu
revmatoidni artritidy.

Nedévno se prokazal i efekt antihistaminika fexo-
fenadinu s nizkou gastrointestinalni absorpci®. Zda
se vhodny spiSe v kombinované terapii s ostatnimi
1&Civy.

Biologicka lécba

Pouziti antagonistd TNFa (tumor necrosis factor a)
pfineslo feseni stfednich a vaznéjsich forem ulcerdzni
kolitidy. Mezi tyto antagonisty patii infliximab, adalimu-
mab, golimumab a certolizumab pegol. Jsou vhodné
pro indukci a udrzeni remise onemocnéni. Infliximab
je monoklonalni protilatka vétSinou nasazovana po
selhani kortikosteroid(**. Podavanim se zvysuje riziko
propuknuti tuberkuldzy pfi latentni infekci ¢i reaktivace
hepatitidy B*.

Dal3i skupinou jsou anti-integriny vedolizumab (anta-
gonista a4B7) a etrolizumab (antagonista o437 a aER7),
natalizumab (antagonista a4). Vedolizumab je humani-
zovana monoklonalni protilatka 1gG1 vazajici integrin
0437, a zabrariujici vazbé leukocytd k tomuto protei-
nu pies povrchovou molekulu MADCAM-1 vyhradné
v gastrointestindlnim traktu. Je podavéan intravenozné.
V klinickych testech byla Gcinnost prokézéna u 47 %
pacient(i®. Zvysila se Cetnost remise a obnova mukozy.
Casto je vedolizumab pro zvy$eni u¢inku kombinovan
s kortikosteroidy>®. Etrolizumab je druhd humanizovana
protilatka cilici na B7 podjednotku v integrinech a4p7
a aEP7, podava se subkutanné a soucasné prochazi tie-
ti fazi klinickych studii®”.

Dal3im testovanym lécivem je ustekinumab, protilat-
ka anti-IL-12p40 vhodna pro indukci remise onemoc-
néni blokaci tohoto prozénétlivého cytokinu®®.

Poslednim pfipravkem testovanym na ulcerdzni koli-
tidu je alicaforsen, antisense oligonukleotid ke snizeni
exprese ICAM-1 — adhezivni molekuly a chemoatrak-
tantu v zanétu, s asi 50 % uc¢innosti*®.

Casto je biologick4 lé¢ba kombinovéna s chemote-
rapeutiky pro zvyseni Uc¢inku®¢®. Mnoho dalSich léciv
cilicich na specifické signalni drahy imunitniho systému
je v soucasnosti zkouméno a hodnoceno v klinickych
studiich.

Podpiirna lécba

Jedna se Upravu Zivotniho stylu ¢i konzumaci potra-
vinovych dopliikd u pacientl s chronickym onemocné-
nim, ktefi vétSinou maji starost ohledné vedlejsich tG¢in-
kd konvencni lécby, ¢i jiné dlvody jako zdravy Zivotni
styl.

Jednou z latek pouzivajicich se k podptrné lécbé
ulcerozni kolitidy je kurkumin. Jedna se o piirodni latku
nachézejici se v oddencich réznych druh rostlin rodu
kurkuma a z nich pochazejiciho kofeni téhoz nazvu.
Jeho ucinnost se prokazala i odbornou studii v kombi-
naci s mesalazinem®'. Mechanismus G¢inku neni znam,
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ale kurkumin je obecné povaziovan za antisepticky
a protizanétlivy. Podobné ucinky ma i konzumace od-
denku zézvoru ¢i z ného pfipravenych extraktd, coz bylo
téz dolozeno studii na potkanech®. Obecné se zazvor
povazuje za protizanétlivy.

Rybi olej je dalsi z latek, u které bylo prokazéano zlep-
Seni stavu®®. Pfijem 4,2 g w-3 mastnych kyselin denné
ved| ke zlep3eni stavu u 56 % pacientd a u nékterych
pacient ved| aZ ke snizeni medikace. U¢inek se pted-
poklada na sniZeni syntézy prozanétlivého leukotrienu
B4 ve stievni mukoéze, typicky zvyseného u lidi trpicich
ulcerdzni kolitidou. Navic rybi olej obsahuje i vitamin
D, ktery je u pacientd s ulcerézni kolitidou pfitomen
v nizsi hladiné®. Vitamin D se navic podili i na slozeni
stfevni mikroflory a imunitni odpovédi ve stievé™.

Pfijem vlakniny v potravé ma rovnéz pozitivni vlive.
Stejné tak se prokazal pozitivni vliv pfijmu B-glukanu,
vedouciho ke snizeni zanétlivych marker( a prozanétli-
vych cytokinl u pacientd®. Stejné pozitivni Gicinek ma
i vlaknina z jitrocele vej¢itého (Plantago ovata), znamé
také pod nazvem Psyllium®’. Celkové byl vliv polysacha-
ridd na prabéh zanétlivych onemocnéni stfev sumari-
zovan jinde®®.

Dalsi latkou ovliviujici pribéh nemoci je nikotin.
Bylo vypozorovano, Ze ulcerdzni kolitida se u kufakd
vyskytuje v asi 0 40 % niZ3i mife nez u nekufakd. Bylo
zjisténo, Ze podavani nikotinu v transdermalnich na-
plastech ma pozitivni Gcinek u leh¢ich a stredné vaz-
nych forem nemoci asi u 40 % pacient®. Dalsi studie
naopak ukazala, ze nikotin neni schopen prodlouzit
remisi onemocnéni”. Nicméné do celkového efektu
mohou byt zapojeny i jiné slozky cigaretového koufe.
Navic pfedchozi koufeni zvysuje riziko vzniku ulcerézni
kolitidy zhruba dvojnasobné a koreluje s mnoZstvim vy-
koufenych cigaret”'.

Vliv mikrobiomu

Pfi zanétlivych onemocnénich stfev — ulcerézni koli-
tidé a Crohnové chorobé, dochazi k nespravné ¢i nad-
mérné stimulaci imunitniho systému ve stfevé pfitom-
nou mikroflérou, ktera nemusi byt sama o sobé pato-
genni. Nasledny zanét maze byt zplsoben dédi¢nymi
defekty ¢i abnormalitami ve stfevni sliznici, pfirozenou
bariérou mezi vnittkem traviciho traktu a zbytkem téla.
Rozdily ve stfevni mikrofléfe mohou ovlivnit zvySenou
stimulaci imunitniho systému, spravnou funkci epitelu
¢i jeho permeabilitu. Pfestoze se nezd4, Ze by ulcerézni
kolitida byla pfimo vyvolana pfitomnosti néjakého pa-
togenniho organismu, bakterialni kmeny s vy3si adhe-
zivitou k epitelu, invazivitou a intracelularni perzistenci
variabilita, jakozto hostitele, poté u nékterych jedinc
muze vést k nadmérné stimulaci imunitniho systému
a chronickému poskozovani stfevni sliznice. Vzhledem
k velikému poctu organismi a variabilité slozeni mik-
robiomu u jednotlivych osob, je velice obtizné identifi-
kovat jednotlivé mikroorganismy ¢i pfimo jejich kmeny,
které jsou za rozvoj ulcerdzni kolitidy zodpovédné. Ne-
zda se, ze by byl néjaky organismus zpUsobuijici koliti-
du. Spise je to populace organism, ktera pfi poskozeni
stfevni sliznice za¢ne pronikat do tkané.

Na rozdil od tenkého stfeva s jednou vrstvou ma tlu-
sté stfevo dvé vrstvy hlenu. Vnitini sterilni denzni vrstvu
tésné piiléhajici k epitelu, o tloustce do 50 pm, a vné;jsi
latky typu IgA, kterd je prostiedim pro komenzaélni bak-
terie”. V dlsledku pfitomnosti hlenu je kontakt stievni
mikroflory se stfevnim epitelem zna¢né omezen, a to i
diky rGznym epitelem sekretovanym antimikrobidlnim
peptidim, hlavné ze skupiny defenzin.

Ve stfevech zdravych lidi jsou ¢tyfi hlavni taxonomické
kmeny mikroorganismu: Bacteroidetes (gramnegativni
bakterie tvofici vétSinu stfevni mikroflory), Firmicutes
(grampozitivni bakterie hlavnich rod@ Bacillus a Clostri-
dium), Actinobacteria a Proteobacteria™.

Faecalibacterium prausnitzii je grampozitivni anae-
robni bakterie a jeden z nejbéznéjsich strevnich mik-
roorganismu s frekvenci vyskytu obvykle 6 — 8 %. Je to
jeden z hlavnich producentt kyseliny méselné a dalSich
mastnych kyselin s kratkym fetézcem ve stievé™. Kyseli-
na maselna ma protizanétlivé ucinky na lokalni imunit-
ni systém, stimuluje bunék Treg’. U pacientl s ulcer6z-
ni kolitidou je tato bakterie ¢asto zastoupena v mensim
poctu” a jeji ubyvajici mnozstvi Ize pfimo korelovat se
zvySujici se intenzitou nemoci’®. Navic se ukazuji i sta-
tistické rozdily dvou taxonomickych podskupin tohoto
organismu u zdravych jedincG a lidi postizenych ulce-
rozni kolitidou, ackoli nejsou tyto podskupiny pfimo
vazany k nemocnym ¢i zdravym jedincm?™. Zda se,
zZe |écba mesalazinem a imunosupresivy nevede k zvy-
Seni poctu F. prausnitzii®®, ale biologicka lé¢ba pomoci
anti-TNFa ano®'.

Grampozitivni bakterie rodu Clostridium jsou dalsi
skupinou vyskytujici se ve stfevé. Existuji tfi druhy spo-
jované s ulcerozni kolitidou a to C. difficile, C. coccoides
a C. leptum. C. difficile je Castou pfi¢inou prdjmovych
onemocnéni po |é¢bé antibiotiky, negativné ovliviujici
ostatni komenzalni mikrobiom?®2. Sekretované toxiny C.
difficile poskozuji stievni mukdzu®. Kvali imunosupresi,
lécbé antibiotiky a zménam v mikrofléfe jsou pacienti
se zanétlivymi onemocnénimi stfev zhruba 5x nachyl-
néjsi k infekcim zptsobenymi C. difficile®*. Zda se, ze in-
fekce C. difficile je spiSe priivodce ulcerdzni kolitidy nez
jeji pfi¢inou. Na rozdil od C. difficile jsou dalsi dva druhy
C. coccoides a C. leptum spojovény s pribéhem nemo-
ci. Obé bakterie se podileji na tvorbé kyseliny maselné
a jejich zastoupeni u pacientd s ulcerdzni kolitidou je

Bacteroides je dalsi rod gramnegativnich obligatné
anaerobnich bakterii béZnych ve stfevech savci. B.
fragilis byla popsana jako jedna z bakterii, ktera mize
mit pozitivni efekt na pribéh ulcerézni kolitidy sekreci
imunomodulaé¢niho polysacharidu A®". Vliv této bakte-
rie nemusi byt jen pozitivni, v nékterych pfipadech byla
u této bakterie prokazana invazivita do stfeva, zpUso-
bujici jeho poskozovani®. U dalsich druhl B. vulgatus
a B. ovatus byla téz prokazana spojitost s priibéhem
ulcerdzni kolitidy, u B. vulgatus negativni®® a C. ovatus
pozitivni®.

Escherichia coli je komenzalni gramnegativni bakte-
rie nachazejici se v dolni ¢asti traviciho traktu teplokrev-
nych ZivoCich(i. U pacientl trpicich ulcerézni kolitidou
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byl zjistén jeji vyssi podil®'. Nevi se ale, jestli se nejedna
jen o pravodni jev nemoci. Byla ovSem prokazana vétsi
biodiverzita kmen( E. coli u zdravych lidi nez u paci-
entd trpicich ulcerdzni kolitidou®2. Prestoze jsou kmeny
E. coli s vyssi adhezivitou a invazivitou ¢astéji nachaze-
ny u pacientd s Crohnovou chorobou, u ulcerézni koli-
tidy to prokézano nebylo®.

DalSim vyznamnym rodem anaerobnich gramne-
gativnich bakterii ve stfevé je Bifidobacterium. Bakte-
rie tohoto rodu jsou hojné vyuzivany jako probiotika,
a i v |écbé ulcerdzni kolitidy maji sv(j vyznam. U mys-
iho modelu byl prokazan jejich pozitivni protizanétlivy
uc¢inek®4, stejné tak i na lidskych imunitnich bunkach®>,
podrobnéjsi studie na lidech ale chybi.

Nékteré druhy anaerobniho gramnegativniho rodu
Fusobacterium jako F. varium a F. nucleatum byly téz
nalezeny u pacientl s ulcerdzni kolitidou®®. Jednalo se
vétsinou o kmeny se zvySenou adhezivitou, invazivitou
a prozanétlivymi ucinky. Vétsinou jsou to bakterie vy-
skytujici se normalné v ustech a v travicim traktu.

DalSimi druhy mikroorganism lisici se v poctu u pa-
cientl s ulcerdzni kolitidou jsou Roseburia hominis,
Eubacterium rectale®, Listeria monocytogenes®” a Can-
dida albicans®®. R. hominis je bakterii ze skupiny Firmi-
cutes, ktera produkuje kyselinu maselnou a u pacien-
td s ulcerozni kolitidou se vyskytuje v nizsich poctech.
Stejné tak je u pacientl zastoupena méné i E. rectale.
Grampozitivni bakterie L. monocytogenes je intracelu-
larni patogen, ktery mlze zhorsit pribéh nemoci, ale
je spise privodnim jevem neZ pfiCinou. Stejné tak C.
albicans ptedstavuje komplikaci v 1é¢bé.

Je obecné piijimano, ze stfevni mikroflora ma svoji
roli v patogenezi a postupu ulcerdzni kolitidy. Bylo po-
psano, ze jednotlivé mikrobialni druhy ¢i jejich kombi-
nace se podili jako jedna z pfi¢in na vzniku a pribé-
hu ulcerozni kolitidy. Nicméné, nase poznani je stale
omezené. Dosud se nepodafilo prokazat, ze by néjaky
z vySe popsanych mikroorganism0 byl pfimou pfic¢inou
tohoto onemocnéni. | nase védomosti o vlivu jednot-
livych mikroorganismi na imunitu ¢ prabéh nemoci
je znacné limitované. Je nesporné, Zze obnoveni stfev-
ni mikroflory do urcité rovnovéahy s hostitelem ma svdj
terapeuticky ucinek. Podéavani probiotické E. coli ane-
bo smési probiotickych organism@ spolu s konven¢ni
l[é¢bou ma také pozitivni Gc¢inek®. Rovnéz podavani
antibiotik (ciprofloxacin) k omezeni stievni mikroflo-
ry mdze mit pozitivni Ucinek ve spojeni s klasickou
lé¢bou'®, coz je nejspis spjato s redukci patogennich
mikroorganism@ komplikujicich |é¢bu. Obecné dieta
zvysSujici pravdépodobnost rozvinuti choroby ¢&i relapsu
zahrnuje velky pfijem nenasycenych tukd, vitaminu B6,
masa, alkoholu™,

Jednou z dalSich moznosti Iécby, poukazujici na bak-
terialni pdvod nemoci, je vyména bakterialni populace
ve stievé za populaci z jiného jedince pies klyzma (kly-
styr), tzv. 1é¢ba transplantovanou stolici. Pro tuto lé¢bu
v soucasné dobé existuje jen jedina oficialni indikace,
kterou jsou obtizné zvladnutelné infekce zplsobené
bakterii C. difficile. Vyzkumy ale naznacuji potencialni
pfinos i pro pacienty s ulcerézni kolitidou, pfestoze je

zfejmé nutné transplantaci provést opakované. U této
metody byl popsan pozitivni vysledek u 92 % pacientt
a kompletni remise az u 67 % pacient?'®

Helminti

Jednim z vysvétleni vy3siho vyskytu nemoci v rozvinu-
tych zemich muze byt i vy33i sterilita industrializované-
ho prostiedi a nepfitomnost parazitd, ktefi regulovali
nas imunitni systém po celou dobu evoluce. Chronicka
infekce helminty (¢asto parazité patfici do kmen0 plos-
ténci, hlistice a vrtejsi) vede k trvalé aktivaci imunitniho
systému a zvySeni hladiny stimull k jeho aktivaci (de-
senzitizaci)'*. Takto sniZena citlivost imunitniho systé-
mu muZe sniZit predispozice k rozvoji ulcerézni kolitidy.
Helminti vyvolavaji imunitni odpovéd typu T2, pfesto
dalsi alergické autoimunni odpovédi tohoto typu u in-
festovaného ¢lovéka mirni. Helminti jsou znami sekreci
mnoha latek ovliviiujici imunitni systém, coz je pred-
métem mnoha studii. Zdé se, Ze protektivni ucinek
helmintd je zavisly na stimulaci produkce IL-10 a TGFB
a inhibici IL-17% Navic pfitomnost helmintd mdze
ovlivnit i stfevni mikrobiom, coz bylo prokazano u my-
§|’105.

Jednim z parazitd, u kterych se zkouma vliv na priibéh
ulcerdzni kolitidy je tenkohlavec praseci (Trichuris suis).
Clovék je k infekci tenkohlavcem prase¢im vnimavy, ale
parazit v nas preziva jen kratce, nedospiv4, nemigruje
tkanémi a infekce se neprojevuje zadnymi klinickymi
pfiznaky. U 43 % pacienti vedlo pozieni vajicek tohoto
parazita k zlepseni stavu'. Mnoho podobnych studii
bylo provedeno na mysich, coz je shrnuto v piehled-
ném ¢lanku véetné imunitnich mechanism@'*.

Zaver

Ulcerdzni kolitida je jednou z civilizatnich nemo-
ci, kterd se projevuje zanétlivymi zménami ve sténé
tlustého stfeva. Dle sou¢asného poznani je zplsobena
genetickymi vlivy ovliviujicimi integritu stievniho epi-
telu ¢i odchylkami ve fungovani imunitniho systému
ve stfevé. Pfi nadmérné ¢i nespravné imunitni odpové-
di na pfirozenou strevni mikrofléru ve stievé vznika za-
nét, ktery neni imunitni systém schopny utlumit. Castgj-
$i vyskyt této nemoci v rozvinutych zemich je spojovén
s vyssi sterilitou prostiedi a absenci parazitQ, ktefi nas
provazeli evoluci, a tlumili nadmérné imunitni odpové-
di. Vedle klasické lécby protizanétlivymi latkami a ne-
specifickymi imunosupresivy, znamé nékolik desetileti,
se nyni zacinaji objevovat biologicka léc¢iva zaloZena
na protilatkach specificky tlumici jednotlivé oblasti imu-
nitni odpovédi spojenou se zanétem ve strevni sliznici.
Kromé klasické lécby se zda ucinna i podptrna lécba
ve formé upravy jidelnicku a pouzivani probiotik a pre-
biotik. Jednou z nadéjnych a ekonomicky nenaro¢nych
terapii mlze byt ,vyména” stfevni mikrofléry, ackoli je
k této oblasti Iécby zatim malo klinickych dat.

Podékovani

Tento ¢lanek vznikl za podpory projektu MSMT NPU
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Souhrn

Zaviel M.: Ulcerézni kolitida - soucasné poznani
Ulcerdzni kolitida je chronické onemocnéni strevni sliznice tlustého stfeva. Nemoc se projevuje zanétlivymi zménami ve sliznici, ¢asto
provazenymi viedy. Jedna se o vysledek deregulovaného imunitniho systému ve stievni sliznici u lidi s genetickou predispozici k tomuto
onemocnéni. Imunitni systém v tomto pfipadé nespravné a piecitlivéle reaguje na pfirozené antigeny pfitomné v tlustém stievé. Tento
referatovy ¢lanek shrnuje soucasné poznani tykajici se pficin onemocnéni, jeho pribéhu a pfipadné lécby.

Klicova slova: Ulcerdzni kolitida, stfevni sliznice, zanét, mesalazin, sulfasalazin

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94,

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

Vermeiren J, Van Den Abbeele P et al.. FEMS
Microbiol Ecol 79(3), 685 (2012).

Mazmanian SK, Liu CH, et al.: Cell 122(1), 107
(2005).

Kuwahara T, Yamashita A, et al.: Proc Nat! Acad Sci
U S A 101(41), 14919 (2004).

Bamba T, Matsuda H, et al.: J Gastroenterol 30
Suppl 8, 45 (1995).

Hudcovic T, Kozakova H, et al.: Physiol Res 58(1),
101 (2009).

Lupp C, Robertson ML, et al.: Cell Host Microbe
2(3), 204 (2007).

Pilarczyk-Zurek M, Chmielarczyk A, et al.: BMC
Gastroenterol 13(61 (2013).

Sokol H, Lepage P et al.: J Clin Microbiol 44(9),
3172 (2006).

Darfeuille-Michaud A, Boudeau J, et al.: Gastroen-
terology 127(2), 412 (2004).

Jeon SG, Kayama H, et al.: PLoS Pathog 8(5),
€1002714 (2012).

Imaoka A, Shima T, et al.: World J Gastroenterol
14(16), 2511 (2008).

Ohkusa T, Yoshida T, et al.: / Med Microbiol 58

(Pt 5), 535 (2009).

Ohkusa T, Sato N, et al.: J Gastroenterol Hepatol
17(8), 849 (2002).

Strauss J, Kaplan GG, et al.: Inflamm Bowel Dis
17(9), 1971 (201).

Lidar M, Langevitz P, et al.: Isr Med Assoc J 11(9),
558 (2009).

Zwolinska-Wecislo M, Brzozowski T, et al.: J Physiol
Pharmacol 60(1), 107 (2009).

Tursi A: J Clin Gastroenterol 42 Suppl 3 Pt 1, S119
(2008).

Zocco MA, Dal Verme LZ, et al.: Aliment Pharma-
col Ther 23(11), 1567 (2006).

Turunen UM, Farkkila MA, et al.: Gastroenterology
115(5), 1072 (1998).

Geerling BJ, Dagnelie PC, et al.: Am J Gastroente-
rol 95(4), 1008 (2000).

Jowett SL, Seal CJ, et al.: Gut 53(10), 1479
(2004).

Borody TJ, Brandt LJ, et al.: Curr Opin Gastroente-
rol 30(1), 97 (2013).

Borkow G, Leng Q, et al.: J Clin Invest 106(8), 1053
(2000).

Weinstock JV and Elliott DE: Int J Parasitol 43(3-4),
245 (2013).

Walk ST, Blum AM, et al.: Inflamm Bowel Dis 16(11),
1841 (2010).

Summers RW, Elliott DE, et al.: Gastroenterology
128(4), 825 (2005).

Ro¢nik 29

Bioprospect ¢. 1/2019



Summary
Zaviel M.: Ulcerative colitis - current understanding

The disease known as ulcerative colitis represents chronic inflammation of the mucosa in colon and rectum. The inflammation in mucosa
often results in ulcers. According to the current understanding it is the result of dysregulated immune system in people with genetic
predispositions to this illness. As it is generally understood, the immune system in this case improperly overreacts to the stimuli natu-
rally occurring in large intestine. This review article summarizes the current understanding about its cause, manifestation and treatment.
Key Words: Ulcerative colitis, gut mucosa, inflammation, mesalazine, sulfasalazine

OPRAVA POSKOZENE DNA POMOCIi NEIL3 GLYKOSYLASY

Barbora Landova, Evien Boufa

Ustav organické chemie a biochemie AV CR; barbora.landova@uochb.cas.cz

Uvod

Poskozeni DNA vznikd pGsobenim chemickych vliv(,
chybami pifi replikaci nebo béznym ptsobenim celular-
niho metabolismu. Je dileZité je odstranit a zachovat
originalni genetickou informaci, protoze nedokonalos-
ti pfi opravé vedou ke genomové nestabilité, rakoviné
nebo smrti buriky'.

Eukaryotické DNA polymerasa, jejiz chybovost je
1 chyba na 107 syntetizovanych bézi, je schopna opra-
vovat chyby vzniklé pfi replikaci z 99 %2

DNA je ve vodném prostiedi relativné nestabilni mo-
lekula, ve které neustale dochazi ke vzniku rdznych
chyb a poskozeni a to jak spontanné, tak vlivem puso-
beni rdznych faktord. Za vyzkum spontéannich jevd se
zaslouzil lauredt Nobelovy ceny z roku 2015 prof. T. R.
Lindahl. Z jeho prace vyplyv4, ze spontanni odstranéni
purinovych bézi nezévisi na sekvenci DNA3.

V molekule DNA dochazi ke spontanni deaminaci cy-
tosylu, vznikly uracil je mutagenni, jelikoZ neni zacho-
vana origindlni geneticka informace. Reakcemi DNA
s hydroxylovymi radikaly vznikaji vedlejsi produkty nor-
malniho oxida¢niho metabolismu, které mohou mit za
nésledek intramolekularni kovalentni prokiizeni DNA
ICL (z angl. Interstrand cross-link). Plsobenim malych
metabolitd a koenzym@ mohou vsak vznikat rozmanita
poskozeni DNA*.

Mechanismus opravy DNA je duleZity pro odstranéni
poskozenych bazi, zplsobenych napf. buné¢nym meta-
bolismem'. DNA v pfipadé poskozené baze je opravo-
vana drahou BER (z angl. Base excission repair), ktera
probiha ve tiech krocich. V prvnim kroku je rozpozna-
no poskozeni a rozstépena glykosidova vazba pomoci
specifického enzymu v zavislosti na typu poskozeni
za vzniku mezery nazyvajici se abazické misto Ap
(z angl. Apurinic/apyrimidinic site). Ve druhém kroku je
Ap misto opraveno pomoci DNA polymerasy. Ve tietim
kroku je fetézec spojen DNA ligasou®.

Intermolekularni kovalentni prok¥izeni
DNA

ICL je vysoce cytotoxické poskozeni DNA. Vznika
pUsobenim rdznych exogenm’ch ¢inidel zahrnujici du-
sikaty hoici¢ny plyn yperit, cis-platinu, mitomycin C
a psolaren®. Tento typ poskozeni vznika také vlivem en-
dogennich ¢inidel, mezi ktera patfi napft. formaldehyd,
acetaldehyd a malondialdehyd’.

Plsobenim exogennich ¢inidel se vyrazné zvysuje
¢etnost vzniku ICL, coz vede ke zvySujicimu se poctu

bunék podstupujicich apoptézud. Po 4 hodinach inku-
bace ovarialnich bunék s cis-platinou (Cis-Pt) bylo do-
sazeno IC,,, kdy koncentrace potifebna k usmrceni 50%
téchto bunék je 2,5 pg Cis-Pt/ 1 pg buné¢né DNA®. To-
hoto faktu je vyuzivano pfi chemoterapii, kdy uvedené
¢inidlo plsobi na buriky a zptsobuije jejich odumirani®™.

Apurinace/apyrimidinace jsou pravdépodobné nej-
Castéjsi endogenni poskozeni buné¢né DNA. Vznikaji
spontannim odstranénim purinovych a pyrimidino-
vych bézi, a rovnéz jako disledek opravné drahy BER".
Odhaduje se, Ze kazda savéi bunka v ustdleném stavu
obsahuje okolo 100000 Ap mist™2. Nedavno bylo obje-
veno, Ze jedna z forem ICL je tvofena mezi Ap mistem
a bazi na protilehlém fetézci, viz obr. 1. Kovalentni spo-
jeni protilehlych fetézc DNA mezi Ap mistem a adeni-
nem vznikd spontanné®. In vitro je vyuzivano vzniku Ap
mista plsobenim BER, konkrétné Uracil-DNA glykosy-

lasy (obr. 2).
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Obr. 1: Tvorba ICL mezi Ap a adeninem (dA). Struktur-
ni schéma navézani dA na Ap misto pfes 2 intermediaty
za vzniku kone¢ného produktu — Ap-ICL. Zobrazeno je pouze
Ap misto a nukleotid, které jsou soucasti fetézci DNA.
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Obr. 2: Schéma tvorby Ap-ICL in vitro. V prvnim kroku
komplementérni Gseky DNA hybridizuji. Nésledné je vysté-
pena béaze - uracil pomoci uracil-DNA glykosylasy (UDG)
za vzniku Ap mista. Kovalentni spojeni mezi opacnym fetézci
vznikd spontanné v prabéhu inkubace pfi 37 °C.

Optimalizace vytézku reakce tvorby ICL byla prove-
dena in vitro podle schématu na obr. 2, kdy hybridizo-
vané Useky DNA byly inkubovény s UDG a po ¢asovych
intervalech byly odebirany vzorky reakce. Pro ukon¢eni
reakce byl vyuzit formamid a jednotlivé vzorky byly vi-
zualizovany na denaturujicim gelu (obr. 3). Maximalni
vytéZek byl zjistén po sedmi dnech probihajici reakce
(obr. 4).

Doba inkubace (hod)
0 1 2 5 8

24 48 168 192 216

ICL
Ap

Produkt
rozpadu

Obr. 3: Odebirané vzorky probihajici reakce vzniku ICL
v casovych intervalech vizualizované na 20 % dena-
turujicim akrylamidovém gelu. Po odebrani vzorku byla
reakce zastavena formamidem a zamraZena. Pozorujeme ne-
stabilitu vznikajiciho ICL. Maximalniho vytézku je dosazeno
po 7 dnech. Pii delsi inkubaci se vytézek ICL sniZuje, naopak
mnoZstvi produktu rozpadu se zvysuje.

Oprava intermolekularniho

je rozstépeni nativni N-glykosidové vazby adenosinu
za vzniku abazického mista. Uvolnény adenosyl zdstava
vazan nepfirozenou N-glykosidovou vazbou na pavod-
ni abazické misto. Druhd moznost opravy je rozstépe-
ni N-glykosidové vazby ICL za vzniku neposkozeného
ptvodniho adenosinu i plvodniho abazického mista.
Abazické misto je opravovano pomoci specifickych en-
zymd, které jej vyStépi, avsak vystépeny zbytek zlstava
spojen kovalentni vazbou na komplementarnim fe-
tézci. Poté dochézi k syntéze nového opraveného vlak-
na homologni rekombinaci. Zbytek abazického mista
na komplementarnim fetézci je odstranén pomoci
BER®.

20
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0 50 100 150 200
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Obr. 4: Zavislost vytézku ICL na case byla zjiSténa pie-
ruSovanou metodou studia stacionarni kinetiky. Analyza
gelu obr. 3 v programu GelAnalyzer.

NEIL3 glykosylasa

Relativni molekulova hmotnost NEIL3 (Endonukleasa
VliI-like 111) je 68 kDa. Gen pro lidsky NEIL3 se nacha-
zi v lokusu 4q34.3 a sestava se z 10 exond obsahuji-
cich 1818 part bazi v kodujici sekvenci, sklada se z 605
aminokyselin. NEIL3 se vyskytuje pfedevsim v jadru
bunék™. Obsahuje celkové ¢tyfi zinkové prsty, coz jsou
domény vazajici DNA, které se casto vyskytuji u DNA
vazebnych proteind. Jeden zinkovy prst, specificky pro
Fpg/Nei rodinu, obsahuje zine¢naty ion ukotven ctyi-
mi cysteinovymi zbytky. C-terminalni doména se sklada
z RanBP zinkového prstu a dvou GRF zinkovych prstd.
Oproti dalSim ¢lendm Fpg/Nei rodiny je prodlouze-
nd. Vyznam tohoto prodlouzeni neni znam. Na N-ter-
minalnim konci v pozici 2 se nachazi valinovy zbytek
na misto prolinového, ktery je typicky pro ostatni ¢leny

WT K60A

prokrizeni DNA

0 200 400 800 16002000 0 200 400 8001600 2000 XNEIL3

1 1 1 1 1 1 1 3

koncentrace (nM)

Oprava ICL probihd v S-fazi bu- !

nééného cyklu a u nékterych typl ICL-{ M o -

jako je napf. Ap-ICL je mechanis-
mus neznamy'. Za rozstépeni N-gly-
kosidové vazby je zodpovédna DNA

Produkt

e e e w—

b . &

glykosylasa NEIL3. Mechanismus
opravy pomoci NEIL3 je neznamy.

Predpoklada se, zZe existuji dvé ne-
zavislé moznosti této opravy. Prvni

Obr. 5: In vitro reakce nativni a mutantni varianty xNEIL3 s ICL. Separace re-
akce na 20% denaturujicim gelu po zastaveni reakce pomoci formamidu. Absence
produktu v pfipadé mutantni varianty potvrzuje jeji neaktivitu.
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Fpg/Nei rodiny. Tento aminokyselinovy zbytek je vyuzi-
van k tvorbé Schiffovy baze.

Interakce xNEIL3 glykosylasy s ICL

XxNEIL3 je jedna z 11 anotovanych glykosylas v geno-
mu Drapatky vodni (Xenopus leavis). Lysinovy zbytek
v pozici 60 pfedstavuje jeden z aminokyselinovych
zbytkl aktivniho centra. Nativni i mutantni varianta
K60A xNEIL3 glykosylasy je schopna vazat poskozenou
DNA - ICL. Nativni xNEIL3 Stépi ICL za vzniku neznamé-
ho produktu (Obr. 5).

Zaver
Ap-ICL je casté poskozeni DNA vznikajici spontanné
in vivo, které brani replikaci a je vysoce cytotoxickeé.
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Landova B., Boufa E.: Oprava poskozené DNA pomoci NEIL3 glykosylasy

DNA glykosylasy jsou dtlezité enzymy slouzici k rozpoznani a odstranéni poskozeni DNA, vzniklého samovolné nebo plisobenim envi-
ronmentélnich ¢inidel. Do Fpg/Nei rodiny patii proteiny schopny rozpoznavat a pfispét k opravé oxidované baze, abazického mista nebo
kovalentniho pfi¢ného spojeni fetézc DNA pomoci zatim neobjasnéné opravné drahy. Bez opravy tohoto poskozeni nemize docha-
zet k replikaci a mize vést k mutacim a rakoviné. Tato prace se snaZi pfispét k objasnéni molekularnich mechanismd interakce NEIL3
(Endonukleasa VIl - like 3) z rodiny proteini Fpg/Nei se substratem — kovalentni spojeni opa¢nych fetézcti DNA.

Klicova slova: poskozena DNA, oprava DNA, Nei glykosylasa

Summary

Landova B., Bouia E.: DNA damage repair by NEIL3 glycosylase

DNA glycosylases are important enzymes responsible for the recognition and removal of base DNA damage. These DNA lesions are
formed spontaneously or as an effect of environmental agents. NEIL3 (Endonuklease VIII - like 3) enzyme belongs to a Fpg/Nei family
of glycosylases implicated in the DNA repair of oxidative bases, abasic sites. Recently, it has been shown that these enzymes are capable
of removal of one type of interstrand crosslink by so unknown repair pathway. Unrepaired DNA crosslinks block DNA replication and
may lead to cell death or sever chromosomal damage and later even cancer. This thesis is focused on revealing molecular mechanisms
of the interstrand DNA-DNA cross-link repair by NEIL3 glycosylase.

Keywords: spontaneous DNA damage, DNA repair, excision repair

BIOSENZORY PRO MONITOROVANiIi BUNECNEHO CYKLU
V ZIVYCH BUNKACH
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Uvod

pického snimani zivych bunék v redlném case pfinesl

Posloupnost udalosti vedouci k buné¢nému déleni
se oznacuje jako bunécny cyklus. Obvyklou metodu
pouzivanou k charakterizaci a lokalizaci specifickych
komponent buné¢ného cyklu predstavuje u fixovanych
bunék nepfima imunofluorescence. Rozvoj mikrosko-

az objev a rozvoj technologie spojené s vyuZitim GFP
(.green fluorescent protein”, zeleny fluorescen¢ni pro-
tein) a dalSich fluorescen¢nich proteind, které je mozno
geneticky kddovat a diky tomu flzovat s témér jakym-
koliv buné¢nym proteinem. Diky rozvoji mikroskopie
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a designu novych fluorescen¢nich proteint se neustale
zlepSuji moznosti snimani pochodd bunéc¢ného cyklu
v redlném case v Zivych bunkach.

Bunécny cyklus

Bunécny cyklus se sklada ze ctyf odlisnych fazi: G1,
S, G2 a mitozy. Béhem S-faze dochazi k replikaci DNA
(S z angl. DNA synthesis — syntéza DNA), béhem M-fa-
ze (M z angl. mitosis — mitéza) nastava vlastni buné¢né
déleni. G1-faze (G z angl. gap — mezera) je pfipravou
na S-fazi a G2-faze je pfipravou na mitozu. Faze G1,
S a G2 se spole¢né oznacuji jako interfaze. Patou fazi
Ize nazvat fazi GO, ve které burika tzv. vystoupi z buné¢-
ného cyklu a nedéli se. Tato faze je typicka napi. pro
plné diferencované bunky. Cyklin-dependentni kinasy
(CDK) ptedstavuji hlavni regulatory priichodu buné¢-
nym cyklem. CDK jsou regulovany inhibi¢ni fosforylaci
kinasami Wee1 a Myt1, proti které plsobi aktiva¢ni de-
fosforylace fosfatasami z rodiny CDC25'. CDK musi byt
také fosforylovany kinasou aktivujici kinasy CDK (CDK-
-activating kinase, CAK) a dale je nezbytna pfitomnost
cyklinu jakozto aktiva¢niho kofaktoru. Vazba cyklinu
na kinasy CDK je regulovana nejen vzajemnou afinitou
ke konkrétni kinase, ale také expresi a degradaci cykli-
nu v urcity ¢as na ur¢itém misté. CDK mohou byt také
inhibovany vazbou malych proteind oznacovanych jako
inhibitory cyklin dependentnich kinas. Priichod buné¢-
nym cyklem je pfevazné zajistén kinasami CDK1, CDK2,
CDK4 a CDK6 v kombinaci s cykliny A, B a D a jejich
variantami (obr. 1). Kromé vyse zminénych regulacnich
mechanismi jsou CDK regulovany zménou své loka-
lizace (pfevainé translokace mezi jaddrem a cytoplaz-
mou), coz vede k prostorovému a ¢asovému oddéleni
nebo pfiblizeni reakénim partner?. Pravé translokace
proteint v pribéhu buné¢ného cyklu je ¢asto vyuzivana
pfi konstrukci fluorescen¢nich biosenzort monitoruji-
cich priichod bunéé¢nym cyklem.

------ 1
1
-

Obr. 1: Schématické znazornéni regulace priibéhu bu-
nécného cyklu u eukaryot. Aktivni kinasy CDK s podjed-
notkami cykliny umoziuji burice pfechody mezi jednotlivymi
bunéénymi fazemi. Upraveno z3.

Monitorovani bunécného cyklu
v zivych bunkach

Pfelomovym néstrojem pro monitorovani bunééného
cyklu v Zivych bunkach je jiz zmifiovany objev fluores-
cencnich protein( a jejich vyuziti pro konstrukci gene-

ticky kodovanych reportérovych systému. Pfi konstruk-
ci fluorescen¢nich biosenzor(i jsou vytvofeny kodujici
sekvence obsahujici bunéény protein nebo jeho funk¢-
ni element. K sekvenci tohoto proteinu je pfipojena
sekvence kodujici fluorescencni protein. Vysledkem je
exprese navrZeného proteinu — biosenzoru. Pro kon-
strukci fluorescencnich biosenzorli pro monitorovani
buné¢ného cyklu v Zivych burikach jsou vybirany tako-
vé bunécné proteiny, které hraji roli v préichodu bunéc-
nym cyklem a zéroven vykazuji definované charakteri-
stické chovani v jednotlivych fazich buné¢ného cyklu.

Biosenzor zalozeny na detekci replikace

Prvnim pfikladem geneticky kdédovaného fluores-
cencniho biosenzoru je dobfe prozkoumany replikaéni
protein PCNA (proliferating-cell nuclear antigen, proli-
fera¢ni bunécny jaderny antigen) fazovany s proteinem
GFP (PCNA-GFP). PCNA je kofaktorem DNA polymera-
zy delta a pii replikaci tvofi zietelné replikac¢ni fokusy?®,
diky ¢emuz je mozné odlisit vSechny ctyfi faze bunécné-
ho cyklu. Ve fazi G1 je senzor rovnomérné difundovany
v jadre, i kdyZz nevstupuje do jadérek. Béhem faze S je
senzor diky PCNA rekrutovan k ohniskdim replikace,
kde tvofi viditelné body (obr. 3a). Tyto fokusy se pohy-
buji a méni svoji velikost béhem replikace. Zmizeni fo-
kust a homogenizace signalu PCNA-GFP na konci faze
S je znakem pocinajici faze G2°. Na zacatku mitozy pfi
rozpadu jaderné membrany se signal stavda homogenni
v ramci celé bunky®. PCNA-GFP byla pouzita k rozlise-
ni jednotlivych fazi bunééného cyklu nejen v lidskych
a mysich Zivych bunkach’®, ale i u embryi jezovky a C.
elegans™.

Biosenzor zaloZeny na translokaci mezi
bunécnymi kompartmenty

Dalsi geneticky kodovany fluorescen¢ni biosenzor
pfedstavuje lidskd DNA helikasa B (DHB) flzovana
s proteinem GFP (DHB-GFP). Senzor DHB-GFP translo-
kuje pfi pfechodu z faze G1 do S z jadra do cytoplazmy,
kde zlstava béhem fazi S a G2". DHB-GFP umoziuje
rozlisit faze G1 (jaderny signal), S a G2 (cytoplazmatic-
ky signal) a fazi M, protoze pfi rozpadu jaderné mem-
brany senzor difunduje skrze celou buriku (obr. 3 b)e.

Hahn a kol. pouiili k zobrazeni buné¢ného cyklu
kombinaci upraveného fragmentu DHB fuzovaného
s ¢ervenym fluorescen¢nim proteinem (red fluorescent
protein, RFP) (DHB-RFP) a PCNA se zesilenym Zlutym
fluorescen¢nim proteinem (enhanced yellow fluo-
rescent protein, EYFP) (PCNA-EYFP) v zivych bunkach
(obr. 3c). Autofi poutzili fragment z C-konce DHB pro-
teinu, ktery byl postacujici k tspésné translokaci mezi
kompartmenty (obr. 2). Nevyhodu DHB-GFP senzoru
predstavuje neschopnost rozlisit ze signélu v cytoplaz-
mé fazi S a G2 a zéroven difuzni signal v jadfe u PCNA-
-GFP senzoru mUze predstavovat G1 i G2 fazi. Kom-
binace DHB-RFP a PCNA-EYFP biosenzorli umoziiuje
urcit fazi bunééného cyklu presné ve kterémkoliv oka-
mziku, a je tedy vhodna pro pouZiti ve fixovanych i Zi-
vych bunkache. Pfi dlouhodobém sledovani Zivych bu-
nék v redlném case ovsem staci vyuzit samotny PCNA-
-GFP senzor vzhledem k pfidané ¢asové informaci, kdy
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je ziejmé, Ze po probéhlé S-fazi musi nastat G2-faze
a po probéhlé M-fazi musi nastat G1-faze.

inhibitor Cdt1 a je exprimovan ve fazich S a G2. Cdt1
a geminin tak dohromady zajistuji, ze k licencovani
replika¢nich pocatkd (ij. k jedi-
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ne¢nému oznaceni replika¢nich
pocatkti, aby burka zabranila
opakovanému zacatku replika-
ce ze stejného pocatku béhem
S-faze) dojde pouze jednou
za bunécny cyklus, a to v G1-fa-
zi?°. Polyubikvitinaci Cdt1, jez je
nezbytna pro naslednou prote-
olytickou degradaci Cdt1, zajis-
tuji E3 ubikvitin ligasy CUL4P®!
a SCF**2, Polyubikvitinaci gemi-
ninu zajistuje E3 ubikvitin ligasa
APC/C. Aktivity téchto E3 ubikvi-
tin ligas osciluji béhem buné¢-
ného cyklu?. CUL4>®' je aktivni
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Obr. 2: Zobrazeni priichodu bunéénym cyklem pomoci fluorescenéniho biosenzoru
DHB-RFP zaloZeném na translokaci mezi bunécnymi kompartmenty. Upraveno z°.

Spencer er al. upravili fragment DHB, aby kvantita-
tivné reagoval na aktivitu kinasy CDK2. Tento upraveny
fragment obsahuje ¢tyii fosforylaéni mista pro kinasu
CDK2, jaderny lokaliza¢ni signal (nuclear localisation
sequence, NLS), jaderny exportni signél (nuclear ex-
port signal, NES) a je navic fazovany se zlutym fluores-
cen¢nim proteinem mVenus (DHB-Ven) derivovanym
z GFP. Aktivovany signal NLS umoznuje vstup proteind
do jadra, aktivovany signal NES umoziiuje vystup pro-
teind z jadra. Po fosforylaci senzoru DHB-Ven kinasou
CDK2 se aktivuje signal NES a deaktivuje signal NLS™.
Nasledné je senzor DHB-Ven translokovan do cytoplaz-
my. Pravé na zékladé translokace z jadra do cytoplaz-
my dokaze DHB-Ven rozlisit G1, S a G2 fazi. Fazi M Ize
urdit podle difuzniho signalu, obarveni DNA, pfipadné
bunécné morfologie. Pfi vzristani aktivity kinasy CDK2
na pocatku faze S vzrlstd i pomér signalu v cytoplaz-
mé v porovnani s jadrem. Ve fazi G1 je senzor prevai-
né v jadie (pomér signélu je cca 0,5 - 0,8), ve fazi S je
senzor v jadfe i cytoplazmé (pomér signélu je cca
(0,8 - 1,2) a v G2-fazi je senzor pfevazné v cytoplazmé
(pomér signalu je cca 1,2 a vyssi)™. Senzor DHB-Ven
byl poutzit pro zjisténi pribéhu bunééného cyklu a akti-
vity kindzy CDK2 v lidskych buné¢nych liniich-'®. V jiné
studii byl fragment DHB flzovén s EGFP pro monitoro-
vani priichodu bunéénym cyklem u C. elegans™.

Systém biosenzorii zaloZeny na fizené
destrukci proteinii v ramci bunécného
cyklu

Dal3im zajimavym systémem rozliSujicim jednotlivé
faze bunééného cyklu je tzv. FUCCI systém (fluorescent
ubiquitination-based cell cycle indicator, fluorescen¢ni
indikator buné¢ného cyklu zaloZzeny na ubikvitinaci).
Tento systém je zaloZeny na expresi a nasledné pro-
teolytické degradaci proteinG Cdt1 a gemininu v rlz-
nych fazich bunééného cyklu. Cdt1 pisobi jako licen¢ni
faktor pro DNA replikaci a je aktivni v G1. Geminin je

pouze v S-fazi, SCF*? je aktivni
ve fazich S, G2 a M, avsak v G1
fazi je vypnut. APC/C je aktiv-
ni v mitéze a v G1. Geminin je
exprimovan a je aktivni béhem
fazi S a G2, kdy inhibuje faktor Cdt1. AvSak na konci
mitozy (od anafaze) a v G1-fazi je posilan do degradace
APC/C komplexem. Cdt1 je tak aktivni béhem faze G1,
kdy zajistuje licencovani DNA pro naslednou replikaci.
Béhem S-faze je vsak inhibovan vazbou gemininu a na-
vic posilan do degradace pomoci CUL4P®'" a CSFske2,
Béhem G2 faze a mitozy je pak jeho destrukce induko-
vana jiz jen pomoci CSF+?2,

Sakaue-Sawano et al. vyuzili oscilace hladin Cdt1
a gemininu k rozliseni jednotlivych fazi bunéc¢ného
cyklu. k V tzv. FUCCI(SA) systému vyuZili monitorovani
prabéhu bunéénym cyklem zmény v aktivitdch SCFse2
a APC/C. Fragment proteinu Cdt1, ktery obsahuje sek-
venci pouze pro SCF*2 zavislou polyubikvitinaci, fuzo-
vali s ¢ervenym proteinem mKO2 (Cdt1-mKO?2) a frag-
ment gemininu, ktery je polyubikvitinovan pomoci
APC/C fuzovali se zelenym proteinem mAG (geminin-
-mAG). Ve fazi G1 je zietelny pouze signal Cdt1-mKO2,
na pfechodu fazi G1 a S je patrny signal Cdt1-mKO2
i geminin-mAG a béhem fazi S, G2 a M je viditelny
pouze signal geminin-mAG (obr. 3f). Béhem faze M
vykazuje geminin-mAG difuzni signal v celé burice a od
anafaze dochazi k jeho poklesu®. Vyhodou FUCCI(SA)
systému je, Ze dokaze rozlisit pfechod mezi fazemi G1
a S s vysokou piesnosti. Nevyhodou této verze FUCCI
systému je, Ze nedokaze rozliSit mezi fazemi S a G2.
Recentné publikovana varianta systému FUCCI(CA)
tuto nevyhodu odstranuje. U FUCCI(CA) je vyuzit mu-
tovany fragment Cdt1, ktery je polyubikvitinovan vy-
hradné pomoci CUL4P®' ktery je viak aktivni pouze
v S-fazi. To vede k tomu, Ze fragment Cdt1 je destruovén
na pfechodu G1/S a zacind se opétovné akumulovat
od zacéatku G222. FUCCI systém s jinymi fluorescen¢nimi
proteiny (Cdt1-mCherry, geminin-mVenus) byl vyuzit
pro sledovani buné¢ného cyklu u bunéénych linii?>24.
Nezanedbatelnou prfednosti FUCCI systému je i fakt,
ze autofi vytvofili i mysi transgenni linii, u které je moz-
né sledovéani buné¢ného cyklu u embryi?, u bunék v or-
ganovych explantatech?® nebo u buné¢nych kultur?-2°,
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Chromobodies

JakoZto slibna technologie vypada pouziti tzv. ,nano-
bodies” pro sledovani nejriiznéjsich bunécnych pocho-
dd v redlném case. Nanobodies jsou protilatky o veli-
kosti jednotek nanometr(i. BéZné protilatky se skladaji
z dvou tézkych (heavy, H) a dvou lehkych (light, L) fe-
tézcl. Oba fetézce maji na N-konci variabilni doménu
(Vy nebo V), kteréa obsahuje vazebné misto pro anti-
gen>*, Konvencni protilatky vykazuji vyborné vlastnosti
pfi studiu fixovanych bunék, aviak nelze je poutzit pro
snimani bunécnych pochodd v redlném case. Davo-
dem je jejich malé prostupnost dovniti bunky a také
reduk¢ni prostiedi v cytoplazmé, které zredukuje disul-
fidické mustky a zméni jejich konformaci®'. Alternativou
je poutziti protilatek produkovanych zvitaty z ¢eledi vel-
bloudovitych (rod velbloudt a lam). Tato zvifata pro-
dukuji protilatky rozpoznavajici epitop pouze variabilni
doménou na tézkém fetézci (,variable heavy chain of
a heavy chain antibody”, V,;H). Diky velikosti V,H o roz-

mérech 2 nm x 4 nm (13 kDa) se pro tyto fragmenty
vzZil nazev nanobodies*2. Jejich vyhodou je relativné jed-
noducha pfiprava, stabilita, mala velikost a silna afinita
k cilovému antigenu*®. Nezanedbatelnou vyhodou na-
nobodies je diky jejich malé velikosti mozZnost pouZiti
pfi superrozliSovaci mikroskopii. Nanobodies fizované
s fluorescen¢nim proteinem (chromobodies) kombinu-
ji vyhody klasickych protilatek (rozpoznavéani endogen-
nich protein, mozZnost rozpoznani posttranslacnich
modifikaci) s vyhodami geneticky kédovanych biosen-
zorl (moznost aplikace v Zivych bunkach)®. V porovna-
ni s klasickymi geneticky kédovanymi biosenzory je vy-
znamnou vyhodou pouZiti chromobodies detekce en-
dogenniho proteinu. Prvni chromobodies byly popséany
pro detekci chromatinu (histon H2B-chromobody),
cytoskeletu (B-aktin — chromobody), jaderné obalky
(lamin B1-chromobody) a replikace a pribéhu bunéc-
nych cyklem (PCNA-chromobody). Pro uréeni bunécné
faze bylo PCNA-chromobody pouZito v liskych buné¢-
nych liniich3-3,
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Obr. 3: Piehled geneticky kédovanych biosenzorii pro zobrazeni bunééného cyklu v Zivych buiikach. a) PCNA-GFP tvofi
jaderné fokusy ve fazi S>7 . b) Fragment lidské DNA helikasy B fuizovany s proteinem GFP (DHB-GFP) translokuje pfi pfechodu
z G1 do S faze z jadra do cytoplazmy, kde zGstdva béhem S a G2 faze". ¢) Kombinace fragmentu DHB fuzovaného s RFP a PCNA
fuzovaného s EYFP byla uplatnéna k zobrazeni viech fazi buné¢ného cyklu®. d) DNA ligasa | fuzovana s DsRed1 (DsRed1-DNA
ligdza I) v kombinaci s DNA methyltransferasou Dnmt | fizovanou s GFP (Dnmt-GFP) byly poufzita k rozliSeni vSech fazi bunécéné-
ho cyklu®. e) Protein YFP fizovany s doménou vazajici se na cytoplazmatickou membranu (CM) CM-YFP byl vyuZit k pozorovani
rozpadu jaderné membrény a jejiho slozeni béhem mitozy?’. f) FUCCI systém je zaloZzen na kombinaci exprese a degradace
gemininu-mAG (akumuluje se béhem fazi S, G2 a M a je degradovan ve fazi G1) a Cdt1-mKO2 (akumuluje se ve fazi G1 a poté
je degradovéan)?. g) Fragment cyklinu B fuzovany s GFP je exprimovan v pribéhu faze S, translokovan do jadra a degradovan

béhem mitdzy3e. Upraveno z°.
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Dalsi fluorescencni biosenzory

Dalsim systémem vhodnym pro rozliseni jednotlivych
fazi buné¢ného cyklu ve fixovanych i zivych bunkach je
pouziti DNA ligasy | fuzované s DsRed1 (DsRed1-DNA
ligasa I) v kombinaci s DNA methyltransferasou Dnmt
| fuzovanou s GFP (Dnmt-GFP) (obr. 3d). DsRed1-DNA
ligasa | vykazuje ve fazi G1 difuzni signél v jadfe, béhem
faze S tvofi vyrazné fokusy a béhem G2 faze se projevu-
je opét difuznim signalem. Priibéh faze M lze odvodit
z typické bunécné morfologie. Dnmt-GFP se v priibéhu
G1 i S faze projevuje obdobné jako DsRed1-DNA ligasa
I, avdak béhem faze G2 tvofi vyrazné fokusy**. Kombina-
ci obou senzorll je mozné zjistit jakoukoliv fazi bunéc-
ného cyklu béhem kteréhokoliv okamziku.

Geneticky kodovany YFP flzovany s doménou vaza-
jici se na cytoplazmatickou membréanu (CM-YFP) a ja-
dernou lokaliza¢ni sekvenci NLS byl pouZit k pozorova-
ni rozpadu jaderné membrany a jejiho slozeni béhem
mitézy (obr. 3e). Senzor CM-YFP z(stava v pribéhu in-
terfaze v jadre, avSsak béhem mitdézy po rozpadu jader-
né membrany difunduje do cytoplazmy a pfednostné
se vaze na cytoplazmatickou membréanu. Po obnoveni
jaderné membrany je senzor opét transportovan do cy-
toplazmy?”.

Thomas a kol. poutzili k rozliseni faze S, pfechodu
mezi fazemi G2/M a mitézou fragment cyklinu B s cy-
toplazmatickym reten¢nim signélem (CRS) a destruk¢-
nim boxem, fGzovany s GFP (obr. 3 g). Cyklin B je totiZ
exprimovan v pribéhu S-faze, po fosforylaci CRS ele-
mentu nasledné translokovan do jadra a na konci mito-
zy je degradovan?.

Zaver
Pfestoze nase porozuméni pochodi zajistujicich pra-
béh bunééného cyklu jiz velmi pokrocilo, pofad zde jes-

té neni dostatek nastrojd, které bychom mohli pouzit
v Zivych burikach. Milnikem bylo zavedeni technologie
spojené s proteinem GFP a dalSimi fluorescen¢nimi
proteiny, které jako prvni umoznilo sledovani konkrét-
nich molekul v Zivych bunkéch v realnim case. DalSim
zlepseni podminek pro pieziti bunék predstavuje vyu-
ziti fluorescen¢nich proteinl s excitatnim a emisnim
spektrem v infraervené nebo blizce infraervené ob-
lasti. Nevyhodou geneticky koédovanych fluorescenc-
nich biosenzorld jsou oviem moiné artefakty spojené
s jejich nepfirozené vysokou expresi a také zména
konformace ptvodni molekuly po fazi s GFP. Pfi pouzi-
ti kazdého biosenzoru by mélo byt peclivé zkoumano,
zda dany biosenzor sam o sobé neovliviiuje parametry
a pribéh priichodu bunéénych cyklem. V neposled-
ni fadé je tfeba dbat na velikost znaceného proteinu,
protoze pokud je znaceny protein maly, mze faze
s fluorescen¢nim proteinem zcela zménit chovani pi-
vodniho proteinu v burice. Zarovern bychom méli mit
na paméti, ze geneticky kddované fluorescencni bio-
senzory neukazuji chovéni endogennich molekul, nybrz
vytvofenych konstruktd. Moznost sledovat chovéni en-
dogennich molekul pfinasi technologie chromobodies,
jejichz vyhodou je i moznost aplikace v zivych burikach
a také pfipadné sledovani posttransla¢nich modifika-
ci. Nevyhodou této technologie oviem zatim zlstava
vysoka vyrobni cena novych chromobodies a komer¢-
ni dostupnost pouze omezeného mnoistvi. | pres své
nékteré nevyhody predstavuji fluorescen¢ni biosenzory
vynikajici néastroj pro sledovani buné¢ného cyklu v zi-
vych bunkach.

Podékovani:
Tento referatovy ¢lanek byl podpofen MSMT progra-
mem narodni udrZitelnosti (NPU) reg.c. LO1609.
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Souhrn

Knoblochova L., Solc P: Biosenzory pro monitorovani bunééného cyklu v zivych buiikach

Sledovéni bunééného cyklu v Zivych burikéch je klicové pro lepsi pochopeni molekularnich mechanismi regulujicich bunééné déleni. Vy-
znamnym milnikem v monitorovani bunééného cyklu v Zivych buiikach pfedstavuje objev fluorescenénich proteint. Pfipojenim sekvence
kodujici fluorescenéni protein k vybranému bunéénému proteinu se vytvofi tzv. fluorescen¢ni biosenzor. Mezi nejvyznamnéjsi senzory
v této oblasti patfi senzor PCNA-GFP (proliferating-cell nuclear antigen, prolifera¢ni bunéény jaderny antigen) nebo DHB-mVenus (DNA
helikasa B) a FUCCI systém (fluorescent ubiquitination-based cell cycle indicator, fluorescen¢ni indikator buné¢ného cyklu zalozeny
na ubikvitinaci). PCNA je replika¢ni faktor, ktery pii DNA replikaci tvofi v jadie zietelna replika¢ni ohniska. DHB-GFP nebo -mVenus byl
poutzit na rozlideni faze bunééného cyklu diky translokaci z jadra do cytoplazmy. FUCCI systém je zaloZeny na detekci exprese a nasledné
degradace proteind Cdt1 a gemininu, které hraji roli v licencovani replika¢nich po¢atkd. Zminéné biosenzory jsou schopné rozlisit viech-
ny faze bunééného cyklu. Vhodnym néstrojem k sledovéani bunééného cyklu v Zivych bunkéch jsou také tzv. chromobodies, coz jsou malé
fragmenty protilatek spojenych s chromoforem. Vyuzit Ize napfiklad PCNA-chromobody. Pfestoze fluorescenéni biosenzory vykazuiji i jisté
nevyhody, jsou zatim nejlep$im nastrojem pro monitorovéni bunééného cyklu v Zivych burikéach.

Klicova slova: bunécny cyklus, fluorescenéni proteiny, fluorescen¢ni biosenzory

Summary

Knoblochova L., Solc P: Biosensors for monitoring the cell cycle in live cells

Cell cycle monitoring in live cells is crucial for better understanding of molecular mechanisms regulating cell cycle. Important achie-
vement in cell cycle monitoring in live cells represents discovery of fluorescent proteins. Fluorescent biosensor is created by attaching
coding sequence of a fluorescent protein to the protein of interest. Among most important fluorescent biosensors in cell cycle mo-
nitoring are PCNA-GFP sensor (proliferating-cell nuclear antigen) or DHB-mVenus (DNA helicase B) and FUCCI system (fluorescent
ubiquitination-based cell cycle indicator). PCNA is replication factor, which creates distinct replication foci during ongoing replication.
DHB-GFP or mVenus was used for monitoring of cell cycle phases because of its translocation from the nucleus to the cytoplasm. FUCCI
system is based on the detection of expression and following degradation of Cdt1 and geminin proteins that play an important role in
licensing of replication origins. Above mentioned biosensors are able to distinguish all cell cycle phases. A suitable tool for cell cycle
monitoring in live cells are also chromobodies (small antibodies fragments with an attached fluorophore). As an example, there is PCNA-
-chromobody on market. Although fluorescent biosensors show also certain disadvantages, they are now the best solution for cell cycle
monitoring in live cells.

Keywords: cell cycle, fluorescent proteins, fluorescent biosensors

ALARMON (p)ppGpp: KLiCOVA SIGNALNi MOLEKULA
REGULUJICi STRESOVOU OBRANU BAKTERIi

Ondfiej Bulvas, Iva Pichova .
Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v. v. i.; bulvas@uochb.cas.cz

Uvod

Zéstupci bakterii se v prabéhu evoluce naucili ko-
lonizovat snad vsechny myslitelné ekosystémy. Od
vSestrannych ptdnich saprofytll po vysoce specializo-
vané parazitické druhy, bakterie musi byt schopné rea-
govat na celou fadou nepfiznivych a rychle se ménicich

$i stimuly zpUsobuji zmény koncentrace intracelularni
signalni molekuly (alarmonu) guanosintetrafosfatu
a guanosinpentafosfatu, souhrnné oznacovaného zkrat-
kou (p)ppGpp (Obr. 1). Pii béZném exponencialnim
ristu je (p)ppGpp pfitomen pouze v nizkych bazalnich
koncentracich a funguje jako modulator bakterialniho

vnéjsich podminek. Pro tyto ucely maji bakterie celé
spektrum stresovych adaptacnich mechanismd, véetné
klicové stringentni odpovédi.

Stringentni odpovéd

Stringentni odpovéd je stresovy obranny mechanis-
mus, ktery je konzervovany u vétsiny bakterii a reaguje
zejména na limitaci Zivinami (dusikem, uhlikem, fos-
fatem) nebo na tepelny ¢i oxidativni stres. Tyto vnéj-

rstu, buné¢ného cyklu a obecného metabolismu'.
V pfipadé limitace zivinami mdze hladina tohoto alar-
monu skokové vzrist, coz ma ve vysledku zasadni do-
pad na aktivaci specializovanych stresovych odpovédi,
ale zaroven zpusobuje inhibici produkce rRNA, rdstu
a déleni bakterii. Tento efekt mulze byt vysvétlen pu-
sobenim (p)ppGpp na nékolika trovnich, od regulace
transkripce konkrétnich gent jeho vazbou na RNA poly-
merasu, pies zmény poméru koncentrace jednotlivych
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purinovych nukleotidd, az po vazbu na konkrétni me-
tabolické enzymy spojenou s regulaci jejich aktivity2.
U modelového kmene E. coli mize stringentni odpo-
véd ovlivnit transkripci vice nez 30 % veskerych gend,
pfi¢emz pfiblizné polovina z nich je indukovana, zatim-
co druha je naopak potlacena3.

@)
0 o) o] N
[ e ¢ b
HO—P—{0—P—0—P—0 e
| | | N N NH
HO OH OH o 2
(|) OH
HO—P=0
7
HO—F[’=O
OH
Obr. 1: Struktura alarmonu stringentni odpovédi

(P)PPGPP- Oznaceni (p)ppGpp souhrnné oznacuje molekuly
guanosintetrafosfatu a guanosinpentafosfatu (naznaceno
zévorkou ve schématu molekuly) fungujici jako signalni mo-
lekuly u stringentni odpovédi.

RSH proteiny

Klicovymi regulatory hladiny alarmonu (p)ppGpp
v bakterialni buiice jsou enzymy z rodiny RSH protein
(z angl. RelA/SpoT Homologue), které mohou kataly-
zovat reversibilni reakci syntézy (p)ppGpp z ATP a GDP/
/GTP piidanim pyrofosfatového zbytku do 3’ pozice
molekuly GDP nebo GTP, a hydrolyzy (p)ppGpp zpét
na GDP/GTP a pyrofosfat. Konverzi pppGpp na ppGpp
muzZe specificky katalyzovat enzym guanosinpentafos-
fatfosfohydrolasa (GppA) nebo nespecificky cela fada
bunécnych GTPas?. Cely systém zalozeny na RSH pro-
teinech je schopen jemné regulovat stabilni hladinu
(p)ppGpp, a zaroveri také vyvolat jeji skokové zvyseni
(shrnuto na Obr. 2). S vyjimkou bakterii ze skupiny PVC
(kmeny Planctomycetes, Verrucomicrobia a Chlamy-
diae) a nékterych patogent s redukovanym genomem
(napriklad fad Rickettsiales, rod Mycoplasma nebo pu-
vodce syfilis Treponema pallidum) jsou geny pro RSH
mezi bakteriemi vysoce konzervované. RSH proteiny Ize

rozdélit na ,dlouhé” multidoménové a ,kratké” jedno-
doménové enzymy. Vétsina bakterii ma jeden bifunk¢-
ni protein Rel slozeny z Sesti domén rozdélenych mezi
katalytickou N-koncovou ¢ast (NTD) a regula¢ni C-kon-
covou ¢ast (CTD). V NTD ¢asti se nachazeji oblasti pro
hydrolyzu (HD) a syntézu (p)ppGpp. Odlisna situace
je u tfid B-/y-proteobacterium (do kterych patii pfede-
vsim dobfe prozkoumany model E. coli), u kterych do-
Slo k duplikaci genu Rel za vzniku dvou paralogti RelA
a SpoT. ,Kréatké” RSH proteiny tvofi skupiny pfibuznych
jednodoménovych enzymi s (p)ppGpp hydrolasovou
(SAH - z angl. Small Alarmone Hydrolases) nebo syn-
tetasovou (SAS - z angl. Small Alarmone Synthases)
doménou'“,

Nejlépe prozkoumany mechanismus stringentni od-
povédi zprostiedkované soucasné proteiny RelA a SpoT
je u modelového organismu E. coli. RelA ma pouze (p)
ppGpp syntetasovou aktivitu indukovanou nedostat-
kem aminokyselin nebo tepelnym Sokem?®. Pfestoze si
RelA zachovava patrny pozlstatek HD domény, jeji hyd-
rolasova aktivita byla v priibéhu evoluce ztracena®. RelA
v burice funguje pfedevsim jako senzor jeji transla¢ni
aktivity s pfimou vazbou na ribozomy. Za normalnich
podminek jsou pfi translaci nové aminokyseliny do-
pravovany do akceptorového mista (A-mista) na ribo-
zomu ve formé aminoacyl-tRNA konjugatu. V pfipadé
nedostatku ,volnych” aminokyselin se v burice za¢nou
akumulovat deaminoacylované tRNA, které se mohou
vazat do volného A-mista, a tim zastavi posun ribo-
zomu. RelA navédzany na zastaveny ribozomalni kom-
plex je nasledné aktivovan pfimou interakci mezi jeho
C-koncovou regulacni ¢asti a 3'-OH skupinou deacy-
lované tRNA®. Po této interakci, indukujici syntézu (p)
ppGpp, dochéazi k uvolnéni RelA z ribozomu a docas-
nému zachovani jeho aktivované formy mechanismem
+molekulové paméti” (Obr. 3). Tento fenomén zatim
nebyl uspokojivé vysvétlen, ale je pravdépodobné za-
visly na autoinhibi¢nich vlastnostech CTD ¢asti’. RelA
je dale alostericky aktivovan vlastnim produktem (p)
ppGpp a tato pozitivni zpétna vazba néasledné napo-
maha ke skokové akumulaci tohoto alarmonu a ke
spusténi stringentni odpovédie.

Zatimco RelA z E. coli reaguje velmi specificky na kon-
krétni signal v podobé nedostatku aminokyselin, druhy
bifunkéni RSH protein SpoT funguje se svou (p)ppGpp
hydrolasovou aktivitou jako regula¢ni uzel stringentni
odpovédi a déle jako kfiZzovatka signald pro dalsi streso-

vé udalosti, jako je limitace zdroji

AMP GppA a GTPasy uhliku nebo Zeleza®. Bakterialni

®)prpGpp » ppGpp kmeny s Uplné vyfazenou schop-

\V. nosti produkovat (p)ppGpp jsou

P1 i pres rGzné fenotypové defekty

stale Zivotaschopné, zatimco vyfa-

RelA | { SpoT SpoT PP SpoT PPi zeni genu SpoT zabrafujiciho ne-
kontrolovatelnému vzrlstu hladi-

i Ndk ny (p)ppGpp je pro bakterii letal-

GDP/GTP< v ~— GDP ni'°. Regulace aktivity SpoT probi-

ATP NDP NTP ha pravdépodobné prostiednic-

Obr. 2: Schéma funkce a struktury RSH proteinii. V modelové bakterii E. coli je
(p)ppGpp syntetizovan z GDP/GTP RSH enzymy RelA/SpoT, pficemz je zpétné hydroly-
zovan bifunkénim enzymem SpoT. Hydrolyzu pppGpp na ppGpp zprostiedkovavaji GT-
-Pasy jako GppA, zatimco pfeménu GDP na GTP zajistuje nukleotiddifosfat kinasa (Ndk).

tvim interakce s dalSimi proteino-
vymi partnery, schopnymi reago-
vat na stav Zivin v burice. Jednim
z téchto pfipadt je represe synte-

Bioprospect ¢. 1/2019

22

Ro¢nik 29



deaminoacylovana tRNA
polypeptid

ATP + GDP/GTP  AMP +(p)ppGpp

i funkce se u rlznych bakterial-
nich druht dramaticky lisi a neni
jasné, do jaké miry se na celém
procesu podili.

Mechanismus acinku (p)
PPGPP

Po prudkém zvyseni koncen-
trace (p)ppGpp v burnice plso-
benim nékterého z RSH protei-
nd dojde k aktivaci stringentni

Obr. 3: Schéma aktivace stringentni odpovédi proteinem RelA. Po vazbé deaminoa- odpovédi, kterd je spojena ze-

cylované tRNA do A-mista ribozomu se indukuje (p)ppGpp syntetasova aktivita proteinu
RelA, ktery se uvolni z ribozomu a pokracuje v syntéze molekul alarmonu (p)ppGpp.

tasové aktivity SpoT GTPasou CgtA" pfi dostatku Zivin.
Dalsim pfikladem aktivace stringentni odpovédi je inte-
rakce SpoT s kofaktorem lipidového metabolismu ACP
(z angl. Acyl Carrier Protein), ktery se pravdépodobné
vaze do oblasti CTD ve SpoT™. Pfesné mechanismy
téchto interakci zatim nebyly dosud objasneny, coz je
do zna¢né miry zptsobeno nedspésnymi pokusy o pu-
rifikaci a nasledné urceni prostorové struktury SpoT.
Vétsina bakterii ma intracelulérni hladinu (p)ppGpp
regulovanou jedinym bifunkénim enzymem oznaco-
vanym jako Rel, ktery velmi pravdépodobné piebira
funkce obou proteint RelA a SpoT u E. coli. Na rozdil
od modelu E. coli nejsou vlastnosti a mechanismy re-
gulace proteinu Rel tak dobfe popséany. U Mycobacte-
rium tuberculosis je syntéza (p)ppGpp silné induko-
vana interakci Rel s ribozomy a deaminoacylovanou
tRNA®, coz pfipomind mechanismus odpovédi RelA
na nedostatek aminokyselin u E. coli. Na druhou stranu
se zda, Ze Rel potiebuje pro aktivaci stringentni odpové-
di u nékterych bakterii dodatecny signal ve formé limi-
tace ostatnimi Zivinami. To plati napfiklad pravé pro M.
tuberculosis'* nebo Helicobacter pylori®®, zatimco pro
jiné bakterie jako Enterococcus faecalis je limitace ami-
nokyselinami ke spusténi stringentni odpovédi dosta-
te¢na'™. Mezi dalsi netradi¢ni spoustéce stringentni od-
povédi mohou patfit i zmény vnéjsich podminek, jako
je hodnota pH nebo koncentrace CO, u H. pylori'” nebo
pfechod ze svétla do tmy u Rhodopseudomonas sphe-
roides’. Vsechny tyto rozdily naznacuji, ze i pfes univer-
zalni konzervovanost samotného fenoménu stringentni
odpovédi se mohou jeho spoustéci mechanismy mezi
jednotlivymi druhy znacné lisit, coz pravdépodobné
odrézi jejich adaptaci na rozdilné Zivotni styly™. Kon-
krétni molekularni mechanismy regulace téchto déja
zatim nebyly dostate¢né popsany a ani nékteré principy
znamé z modelu E. coli se neukéazaly u jinych bakteri-
alnich druhd funkéni. Na rozdil od SpoT neni aktivita
Rel u téchto bakterii patrné regulovana kofaktorem li-
pidového metabolismu ACP™. Podobné jako u protei-
nu SpoT se ukézalo problematické uréeni prostorové
struktury Rel, ale nedavné vyfeseni struktury katalytic-
ky aktivni N-koncové domény Rel u M. tuberculosis by
mohlo v budoucnu napomoci pochopeni molekularni-
ho mechanismu jeho funkce?. Cely model stringentni
odpovédi, nehledé na pocet multidoménovych RSH,
jesté navic komplikuje soucasna pfitomnost ,kratkych”
jednodoménovych SAS a SAH proteind, jejichz vyskyt

jména s pozitivni ¢ negativni
regulaci transkripce celé fady
genl. Dochézi predevsim k na-
ristu transkripce genl pro biosyntézu aminokyselin,
stresovych faktorl nebo samotného genu Rel, a to
na Ukor inhibice produkce rRNA a ribozomalnich pro-
teinG. Jednim z mechanismd, popsanych piedevsim
u E. coli, je pfima interakce molekuly (p)ppGpp s RNA
polymerasou (RNAP) vedouci k iniciaci transkripce
na vybranych promotorech. Molekula (p)ppGpp se
mUzZe vazat na dvé odlisna mista v RNAP a alostericky
tak ovliviiuje jeji aktivitu. Prvni vazebné misto se na-
chazi mimo aminokyselinové zbytky zapojené pfimo do
katalyzy syntézy RNA, stejné jako mimo DNA vazebnou
doménu. Tato vazba pravdépodobné slouZi k regulaci
transkripce pfi bazalnich hladinach (p)ppGpp za nor-
malnich rdstovych podminek?. Druhé vazebné misto
pro (p)ppGpp v molekule RNAP je v oblasti sekundar-
niho kanalu, kde se vaze také transkrip¢ni faktor DksA
(supresor DnakK). Pravé tento mechanismus je patrné
dulezity za podminek stringentni odpovédi?>. Nékteré
promotory vytvéieji s RNAP nestabilni oteviené kom-
plexy (napiiklad rRNA promotor), které jsou vlivem
vazby (p)ppGpp/DksA destabilizovany, coz vede k po-
tlaceni transkripce. Naopak jiné promotory, které tvofi
s RNAP stabilni oteviené komplexy, mohou byt touto
vazbou aktivovany?.

Kromé pfimé vazby na RNAP muze (p)ppGpp ovliv-
novat transkripci i nepfimo procesem kompetice mezi
o-faktory. Za normalnich podminek faktor 67 (RpoD)
navadi RNAP k iniciaci transkripce z promotor(i gend
dualezitych pro logaritmicky rdst (syntéza proteind, li-
pidd, replikace DNA). Pii stringentni odpovédi vysoka
hladina (p)ppGpp inhibuje vazbu 67 na RNAP, a umoz-
nuje tak vazbu alternativnich stresovych o-faktord?+.
Tyto alternativni faktory mohou byt déle regulovany po-
moci (p)ppGpp na rtznych drovnich. Napfiklad faktor
o5 (RpoS) je specificky pro stacionarni fazi, ktera hraje
klicovou roli pfi rezistenci na stres a expresi faktord vi-
rulence u celé fady patogennich druht. Stabilita RpoS
je komplexné regulovana pomoci adaptorového pro-
teinu RssB, ktery sméruje konstitutivné exprimovany
o’k degradaci v proteazomu. (p)ppGpp vsak mize in-
dukovat expresi antiadaptorovych proteint IraP a IraD
vyvazujicich RssB, a tim stabilizuje faktor oS v burice?.
Dalsim pfikladem regulace transkripce pomoci o-fakto-
rii je pfima stimulace iniciace transkripce z promotord
regulovanych stresovym faktorem of (RpoE) na zékladé
jeho interakce s (p)ppGpp a proteinem DksA?,
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Jinym nepfimym mechanismem regulace transkripce
u G* modelového organismu Bacillus subtilis je zmé-
na ucinnosti iniciace transkripce na zakladé zmén po-
méru bunéénych koncentraci dostupnych nukleotidd
GTP:ATP. Uginnost transkripce je u nékterych promotord
zdvisla na druhu béaze na transkripénim startu a maze
se dramaticky ménit s aktualni hladinou odpovidajici-
ho nukleotidu. Skokové zvy3eni biosyntézy (p)ppGpp
proteinem Rel vede ke snizeni buné¢né hladiny GTP,
protoZe tento nukleotid slouzi jako jeho reakéni sub-
strat?’. Zvysuijici se hladina alarmonu muze dale ovlivnit
dostupnost GTP v burice pfimou regulaci jeho biosynté-
zy, jejiz nékteré klicové enzymy jsou s rliznou Gcinnosti
pfimo inhibovéany (p)ppGpp%.

Mimo vySe popsané regulace exprese na Urovni tran-
skripce byly popsany mechanismy, kdy (p)ppGpp za-
sahuje také na urovni translace. CsrA je RNA vazebny
protein, ktery se vaze na vedouci sekvence a ribozomal-
ni vazebna mista nékterych mRNA, a tim je oznacuje
k degradaci. Tato regula¢ni aktivita CsrA maze byt in-
hibovéna vazbou nekddujicich RNA, jejichZ exprese je
indukovana pomoci (p)ppGpp?. Dalsi moznosti regu-
lace translace je interakce (p)ppGpp piimo s elonga¢-
nimi nebo inicia¢nimi faktory vedouci k inhibici jejich
aktivity. Napfiklad vazba (p)ppGpp na inicia¢ni faktor
GTPasu IF2 vede k destabilizaci tvorby 30S inicia¢niho
ribosomalniho komplexu3.

Kromé RNAP mize (p)ppGpp pfimo regulovat aktivi-
tu i dalSich enzyma. (p)ppGpp vznikajici katalyzou pro-
teinem Rel se muze za urcitych podminek vazat do jeho
regula¢ni domény a mize touto zpétnou vazbou regu-
lovat jeho enzymovou aktivitu®'. DalSimi pfiklady jsou
inhibice replikace interakci (p)ppGpp s DNA primasou
(DnaG), regulace metabolismu fosfatu interakci s enzy-
mem exopolyfosfatasou nebo modulace stresové od-
povédi na zmény pH interakci s lysin-dekaroboxylasou
(Ldcl/CadA)*2. Zajimavou oblasti je role (p)ppGpp
v metabolismu dalSich nukleotidovych signalnich mo-
lekul — cyklickych purinovych dinukleotidd. Nékteré vy-
sledky ukazuji, Zze by jejich syntéza mohla byt pfi strin-
gentni odpovédi ¢aste¢né regulovana pomoci vazby (p)
ppGpp na enzymy Ucastnici se jejich biosyntesy3233.

S pfihlédnutim ke vSem vySe popsanym mecha-
nismdm je ziejmé, Ze (p)ppGpp muize globalné regu-
lovat celou fadu procest probihajicich v bakterialnich
burikach a je pravdépodobné jednou z centralnich sig-
nélnich molekul bakterii nejen pfi stresu, ale i za béz-
nych ristovych podminek.

(P)ppGpp a patogeneze

Rostouci pocet studii ukazuje na klicovou roli
(p)ppGpp pro virulenci mnoha patogennich druh( bak-
terii*4. Pro Gspésnou kolonizaci tkani hostitele a preko-
nani jeho obrany potiebuje bakterie celou fadu spe-
cifickych faktord zajistujicich napfiklad adhezi, vstup
do bunék a tkédni nebo modulaci imunitniho systému.
Regulace téchto velmi specifickych funkci je ¢asto pro-
vazana s obecnymi stresovymi odpovédmi. To se déje
pomoci integrace individudlnich regulator( virulence
s globalnimi signalnimi drahami, jako je pravé systém
zavisly na (p)ppGpp. Bakterie mize timto zpGsobem

efektivné fidit komplexni zmény ve své fyziologii. Tako-
vym piipadem je diferenciace replikativni a transmisiv-
ni formy fakultativnich intracelularnich parazitd, jako je
Legionella pneumophila®> nebo pfechod mezi riistem
v biofilmu a ve volné planktonni formé u Pseudomonas
aeruginosa*®. U rodu Salmonella je aktivace produkce
virulentnich faktor( z ostrévkd patogenity SPI 1 a SPI 2
zcela zavisla na signalizaci pomoci (p)ppGpp akumulo-
vaného ve stacionarni fazi>’. Defekty ve virulenci mno-
ha patogennich bakterii jsou tak zasadni, Ze se pracuje
na vyvoji atenuovanych vakcin zaloZzenych na kmenech
deficientnich na schopnost syntézy (p)ppGpp. Vakciny
tohoto typu jsou v soucasnosti ve vyvoji napfiklad proti
infekcim Salmonella typhimurium3.

Mezi obecné mechanismy obrany bakterii proti plso-
beni antimikrobialnich latek je vyvoj jejich perzistent-
ni formy. V bakteridlnich populacich ¢asto dochazi ke
stochastickému vzniku odolnych pomalu rostoucich
bunék, které pfi ndhlé zméné podminek slouzi jako ,za-
chranna sit” celé populace. Tento fenotyp je spojovan
s regulaci metabolismu mechanismem stringentni od-
povédi. U E. coli bylo ukézéano, Ze stochastickou variaci
v aktivité enzym0 RelA/SpoT muze dojit ke zvy3eni hla-
diny (p)ppGpp, ktera vede pies akumulaci polyfosfatu
k aktivaci Lon proteasy. Ta nasledné $tépi antitoxiny 10
systém toxin-antitoxin (TA systémy; vétSinou pary spe-
cifické mRNasy s vlastnim inhibitorem), které nasled-
né aktivuji geny nutné pro perzistenci. Zpétna smycka
je zajisténa dalSim TA systémem HipAB, ktery zpUsobi
pies inhibici glutamyl tRNA syntetasy akumulaci deami-
noacylovanych tRNA a kanonickou aktivaci stringentni
odpovédi. Tento elegantni systém je schopen jemné
regulace vzniku perzistentnich bunék jak vzacnym na-
hodnym mechanismem, tak cilenou aktivaci pfi nepfiz-
nivych podminkach?.

Zaver

Pochopeni vyznamu alarmonu (p)ppGpp v bakterial-
ni fyziologii proslo za posledni dekady vyznamnym vy-
vojem. Pdvodné byla stringentni odpovéd definovana
jako adaptacni mechanismus na nedostatek aminoky-
selin, ktery je specificky fizen enzymem RelA, reaguiji-
cim na pfitomnost deaminoacylovanych tRNA. Tento
pohled se postupné rozsifuje na integralni funkci (p)
ppGpp Vv regulaci celé fady dalsich stresovych odpovédi
i vzniku perzistence. Ukazuje se, Ze kromé toho, Ze (p)
ppGpp ovliviiuje fadu fyziologickych procest v bakte-
riich, jako napf. bunééného déleni nebo metabolismu
aminokyselin a purind, sehrava kli¢ovou roli i ve viru-
lenci patogennich bakterii. Jednotlivé procesy, které
jsou (p)ppGpp regulovény a proteiny, se kterymi (p)
ppGpp interaguje, pfedstavuji velmi zajimavé cile pro
vyvoj novych léciv proti patogennim bakteriim. Diky
tomu, Ze stringentni odpovéd regulovana (p)ppGpp je
specifickd pro bakterie, by nové inhibitory mohly byt
vysoce selektivni a pouzitelné pro problematické bak-
terialni infekce.

Podékovani

Tato prace byla podpofena projektem NPU LO 1302
od MSMT.
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Souhrn

Bulvas 0., Pichova I.: Alarmon (p)ppGpp: Klicova signalni molekula regulujici stresovou obranu bakterii

Pro pieziti vykyv( vnéjsich podminek bakterie vyvinuly stresové adaptaéni mechanismy, ke kterym patii i stringentni odpovéd, ktera je fi-
zena hladinou nukleotidové signalni molekuly (p)ppGpp. Kli¢covymi regulatory tohoto procesu jsou multifunkéni enzymy Rel a RelA/SpoT
z rodiny proteind RSH. PfestoZe jsou komponenty a funkce stringentni odpovédi u bakterii vysoce konzervované, mohou se u nékterych
bakterii konkrétni molekularni mechanismy regulace zna¢né lisit. Stringentni odpovéd a jeji komponenty ovliviuji celou fadu bunéénych
pochodti a pfedstavuji tak potencialni cile pro vyvoj novych typt Ié¢iv proti infekcim zplsobenych rezistentnimi bakterialnimi patogeny.
Klicova slova: stringentni odpovéd, (p)ppGpp, RelA/SpoT, Rel, RSH proteiny, stresova odpovéd bakterii

Summary

Bulvas 0., Pichova I.: Alarmon (p)ppGpp: Key signal molecule regulating stress response in bacteria

To survive fluctuations of the environmental conditions, the bacteria have evolved stress response mechanisms, such as the stringent
response, which is controlled by the changes of intracellular signal molecule (p)ppGpp levels. The key regulators of this process are the
multifunctional enzymes Rel and RelA/SpoT of the RSH protein family. Components and functions of the stringent response are highly
conserved throughout the bacterial domain, yet the particular molecular mechanisms of its regulation can differ strongly between spe-
cies. Stringent response and its components play a role in the whole spectrum of cellular functions and represent a potential target for
development of novel drugs against infections caused by resistant bacterial pathogens.

Keywords: stringent response, (p)ppGpp, RelA/SpoT, Rel, RSH proteins, bacterial stress response

Rocnik 29 25 Bioprospect ¢. 1/2019



VYUZITI A@TIMIKROBIALNiCH NANOVLAKENNYCH
MATERIALU PRI LECBE KOZNICH PORANENI

Sjmona Lencova, Kamila Zdei’lkovvé, Hana Stiborova, Katefina Demnerova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha;, lencovas@vscht.cz

Uvod

Infekce kize a mékkych tkani jsou celosvétové nej-
castéjsim typem infekci. | pfes vyznamné pokroky me-
diciny mohou vést v krajnich pfipadech k zévaznym
komplikacim s fatalnimi nasledky. Navzdory uspésné
lé¢bé nékterych povrchovych koznich infekci midze do-
chazet k napadeni podkozni tkané, ke zpomaleni pro-
cesu hojeni a k pfimému ohrozeni Zivota. Je proto po-
tieba hledat efektivni zplsoby, jak pfedchézet takovym
patologickym situacim'. V soucasné dobé je v tomto
sméru pozornost vénovana aplikacim nanotechnologii,
zejména funkcionalizovanych nanovlékennych materi-
ald. Jejich hlavni vyhodou pro medicinské aplikace je
podobnost s pfirozenou morfologii tkéni, diky ¢emuz
mohou stimulovat bunéény rlst v mistech poskoze-
né tkané. VyuZiti nanomateridld pro hojeni akutnich
a chronickych koznich defektl je vhodné i diky volitel-
né dobé biodegradability bez nasledného jizveni2.

Pro zajisténi efektivni Ié¢by koznich zranéni je nezbyt-
né kontrolovat vnéjsi podminky v misté zranéni tak, aby
byla zajisténa optimalni bunécna aktivita béhem proce-
su hojeni. Jedna se zejména o kyslik, teplotu, dostup-
nost potiebnych nutri¢nich latek a naopak zabranéni
pfistupu nezadoucich element®?. Pravé vyuZiti nanovla-
kennych struktur mize vyrazné pfispét k zajisténi téch-
to podminek, zejména krytim rany za dostate¢ného
pfistupu vzduchu. Mimo to je moZné do struktur téchto
materiald inkorporovat latky s antimikrobialni aktivitou,
které brani bakterialni kolonizaci a infekci rany.

V soucasné dobé se testuji nanomaterialy rtzného
slozeni se zabudovanymi antimikrobialnimi ¢inidly, kte-
ra maji za cil spolehlivé chréanit poranéni pied infekci.

Patofyziologie a proces hojeni ran

Poskozeni kdze se projevuje porusenim celistvos-
ti integrity tkané v dlsledku mechanickych, fyzickych
nebo metabolickych problémd“. Rény jsou klasifikova-
ny podle délky trvani a povahy hojivého procesu, jako
akutni nebo chronické. Akutni rany se objevuji nahle
v disledku odfenin, popalenin, fez(, roztrhnuti a pro-
pichnuti a v pfipadé leh¢ich poranéni za normalnich

Epidermis—[ g

Dermis {
Hypodermis—[ R

KoZnf poranéni

fyziologickych podminek byva regenerace epidermalni
struktury vysoce G¢inn&>®. V pfipadé chronickych pora-
néni je proces regenerace poskozen a k hojeni pokozky
nedochazi. Tato poranéni jsou obecné délena do Ctyf
kategorii, a to na tlakova, diabetickd, viedy vznikajici Zil-
ni a arterialni insuficienci’.

Hojivy proces koznich zranéni je sledem synchronizo-
vanych udalosti od hemostéazy pies zanét, migraci bu-
nék, proliferaci az po remodelaci nové tkanés. B€hem
hemostazy je vytvaiena fibrinova srazenina, kterad za-
branuje ztraté krve a mikrobialni kontaminaci. Zanétliva
faze pak zahrnuje tvorbu neutrofilG, které nici pfitom-
né bakterie a dekontaminuji poranéni sekreci proteas
a antimikrobialnich peptidd. V migracni a proliferacni
fazi pak do mista poranéni migruji fibroblasty a dochazi
k diferenciaci do myofibroblastii za vzniku komponentt
extracelularni matrice — fibronektinu, kyseliny hyaluro-
nové, kolagenu a proteoglykanu, které se poté podileji
na tvorbé extracelularni matrice, novych krevnich cév
a na epitelizaci®. Poslednim krokem je pak pfestavba
tkané, ¢imz jsou viechny regeneracni procesy aktivova-
né po urazu ukonceny.

PfestoZe proces hojeni ran je velmi komplexni, imu-
nitni systém pacienta nékdy nemusi dostate¢né za-
reagovat na pfitomnost patogend v rané a mdze dojit
k infekci. Mnoha studiemi bylo zjisténo, ze béhem pro-
cesu infekce dochazi ke zménam mikroflory pfitomné
v rané. V pocatecni fazi infekéniho procesu jsou hlavni-
mi zdc¢astnénymi mikroorganismy grampozitivni bakte-
rie Staphylococcus aureus a Streptococcus pyogenes,
zatimco gramnegativni bakterie, zejména Escherichia
coli a Pseudomonas aeruginosa, jsou detekovany az
v pozdni fazi infekci. Fakultativné anaerobni gramnega-
tivni bakterie napadaji hlubsi vrstvy klize, kde specificky
poskozuji tkané. Velmi casto se v koznich poranénich
nachazeji grampozitivni koky zastupci rodd Staphylo-
coccus a Streptococcus™.

Antimikrobialni aktivita materialu

Bakterialni kontaminace koznich ran vedouci k zané-
tdm mohou pfi nedostate¢ném a rychlém osetieni vést

Ptirodni produkty
Nanoléstice
Antimikrobialni

¢inidla ‘

Antibiotika

bakterie

PFekryti rdny antimikrobidlnfm
nanovlikennym materidlem

Infekce

Obr. 1: Princip plsobeni antimikrobialnich ¢inidel v materidlech pouZivanych ke kryti koZnich ran.
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i k amrti pacienta. V sou¢asné dobé se fada vyzkumnych materidlu, musi byt prodysné. Samy o sobé nevykazuiji

pracovist zabyva vyvojem obvazovych materiald s anti- schopnost inhibovat rdst mikroorganismd, plni funk-
mikrobialnimi vlastnostmi, které mohou v praxi zabranit ci nosice latek s prokazanym antibakteridlnim ucin-
rozvoji nezaddoucich mikroorganismi v rané. Testuje se kem (Obr. 1)'. Skupinu téchto cinidel tvofi pfedevsim
fada rliznych materialQ liSicich se fyzikalnimi vlastnost- antibiotika, nanocastice a pfirodni produkty. Piehled
mi, které je pfedurcuji pro dana konkrétni vyuziti v praxi. konkrétnich aplikaci vybranych materialG i cinidel je
Materialy, které se pouZivaji pro vyrobu obvazového uveden v Tab. I.

Tabulka I: Piehled antimikrobidlnich ¢inidel a materialt pouzitych pro tcel vyvoje kryti koznich ran.

Antimikrobialni ‘x Priprava Testované , .
latka Materidl matlt’eriélu mikroorganismy Vysledky studie
. . Zvlaknéni Testovano na mysich,
P°'(¥“;'r"‘g\!g{2’n°r!'.‘j°“ homogenniho _ B vyborné vlastnosti
Ciprofloxacin kom ozitni*’}‘l roztoku E. coli, B. subtilis materidlG pfi hojeni
mapteriél) polyvinylpyrrolidonu ~ ran".
a ciprofloxacinu (in vivo studie)
Imobilizace Postupnté uvolfiovani
Chitosan gentamycinu E. coli, h_gten amycm(tjj b
Gentamycin (nanovlédkenny enkapsulovaného P. aeruginosa, 22(:4 lhc;s;rrl]u Rgorcr)léu
kompozitni material) do lipozomt na S. aureus antibiotiLkQ’a%éinkyB
povrch chitosanu (in vitro studie)
Excelentni
Smaceni zvldknéné . antibakterialni aktivita
Tetracyklin Celuléza celulézy v roztoku E Cgl"sibz.'il'.;eus’ vzniklych kompozitd,
(kompozitni material) tetracyklinu po C albicans vysoka biokompatibilita
dobu 24 h : materialu'.
(in vitro studie)
Nanokompozit
. Zvldknéni mél vyborné
] o p oly\fil::;?;ya::)/li don homogenniho E. coli, S. aureus, vysledky inhibice
TiO, nanocastice (nanokompozitni*** roztoku chitosanu, B. SUbl:I/IS, penetrace bakterii
material) polyvinylpyrolidonu P. aeruginosa a protizanétlivého
aTio, efektu?.
(in vivo studie)
Hojivy ucinek
prokazan pfi nizkych
koncentracich
nanocastic na ovcich
fibroblastech. Vysoké
z algli'lnyédt:log‘e,:lyného Pfidavek ZnO _ koncentrace samotnych
ZnO nanoéastice | a akaciové gumy nanocastic do P. aeruginosa, nanocastic ZnO byly
(kompozitni materiél) roztoku alginatu B. cereus toxické pro buriky, ale
a akaciové gumy hydrogely vyznamné
sniZily jejich toxicitu
a zachovaly prospésny
antibakterialni
a lé¢ebny ucinek?.
(in vitro studie)
Vyborna antimikrobialni
Zvlaknéni aktivita materialu, se
Polykaprolakton homogenniho zvysujici se koncentraci
Ag nanocastice (nanovlakenny roztoku S. aureus, E. coli nanocastic rostly
kompozitni material) polykaprolaktonu i antibakterialni
a Ag nanocastic ucinky?.
(in vitro studie)
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Tabulka I: Piehled antimikrobialnich ¢inidel a materialG pouzitych pro Gcel vyvoje kryti koznich ran (pokracovani).

Antimikrobialni iy v e Testované , .
latka Material Priprava materialu mikroorganismy Vysledky studie
Membrana s Ag
NPs inhibovala rist
vSech testovanych
bakterii, samotna
Smaceni zvldknéné celuloza bez Ag NPs
Celuldza celulézy v roztoku E coli vliv neméla. Pro
Ag nanocastice (nanovlakenny [Ag(NH;),]* +P aeruainosa porovnani byl vyuzit
kompozitni material) po dobu ’ g komer¢né dostupny
24 h obvaz Coloplast®

Ag, vysledky obou
materiala byly
srovnatelné.

(in vitro studie)

Ag nanocastice
a hyaluronova
kyselina

Chitosan
(porézni kompozitni
material)

ZmraZeny a nasledné
lyofilizovany
homogenni roztok
chitosanu, Ag
nanocastic a kyseliny
hyaluronové

E. coli,
P. aeruginosa,

S. aureus,
methicillin-resistant
S. aureus (MRSA),

K. pneumoniae

Viyvoj obvaz(
na rany - diabetické
viedy na nohou
infikované
bakteriemi
rezistentnimi na
béziné léky; vysoka
antimikrobialni
aktivita proti
vsem MO, vyssi
koncentrace Ag NPS
(0,005%, 0,01%
a 0,02%) aktivni
i proti MRSA3'".
(in vitro studie)

Trezalka
teckovana

Chitosan
(kompozitni material)

Enkapsulace oleje
tiezalky teckované
do chitosanu

S. aureus, E. coli

Antimikrobialni testy
provedeny diskovou
difuzni metodou,
inhibice rdstu MO
testovana pfi rliznych
koncentracich oleje.
Nejvyssi Gcinek:
0,25 % obsahu oleje
v chitosanovych
filmech32.

(in vitro studie)

Kurkumin

Polyvinylalkohol
(nanokompozitni
material)

Nanokompozit
(homogenni roztok
polyvinylalkoholu
a kurkuminu)
nanesen na bavinéné
tkaniny metodou
spin-coating

S. aureus, E. coli,
B. subtilis,
P. vulgaris, E.
faecalis,

S. epidermidis,
K. pneumoniae,
E. aerogenes,
P. mendocina

BavInéna
tkanina pokryta
nanokompozitem
vykazovala vyssi
absorpci vody, delsi
dobu schnuti a silné
antibakterialni
Gcinky?’.

(in vitro studie)

*Nanovlakenné materialy jsou materialy s primérem vldken do 1000 nm.
**Kompozitni materialy jsou sloZzeny ze dvou nebo vice substanci.

***Nanokompozitni materialy jsou sloZzeny ze dvou nebo vice substanci, z nichz alespori jedna se v materialu vyskytuje ve formé
¢astic o velikosti jednotek az desitek nm.
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Antibiotika

Objev antibiotik byl pfelomem v |é¢bé onemocnéni
zpUsobenych pievazné bakteriemi. Dnes jsou znamy ti-
sice latek s antimikrobialni aktivitou, avSak pouze malé
procento z nich Ize vyuZit v bézné praxi z dlivodu jejich
toxicity pro nékteré tkané nebo nedostate¢né absorpce
hostitelskymi burikami. Antibiotika pouzivana v human-
ni mediciné pUsobi proti bakteriim na zakladé nékolika
hlavnich principt. B-laktamova antibiotika a glykopepti-
dy inhibuji syntézu buné¢né stény, sulfonamidy blokuji
klicové metabolické cesty, aminoglykosidy a tetracykli-
ny inhibuji syntézu proteind a chinolony inhibuji syn-
tézu nukleovych kyselin. V piipadé aplikaci antibiotik
do materiall pro lé¢bu koZnich ran byly ispésné vyuzity
mimo jiné ciprofloxacin™', gentamicin®, sulfadiazin'®
nebo tetracyklin™. Napf. ciprofloxacin byl inkorporovan
do polyvinylpyrollidonu. U¢inek byl nejprve ovéfen v la-
boratofi na bakteriich Escherichia coli a Bacillus subti-
lis, a poté probéhlo Uispésné testovani in vivo na pora-
nénych mysich. Vysledky studie tak ukazaly potencial
vyroby obvaz( nové generace s antibiotiky™.

Cetnost lé¢by pomoci antibiotik se za posledni de-
setileti zvysila natolik, Ze si mnoho bakterii dokazalo
vyvinout rezistenci k jejich Gcinkdim. Nékteré bakteri-
alni kmeny jsou tak proti jejich pisobeni odolné a je
potieba hledat nové zplsoby, jak zabranit Sifeni téchto
rezistentnich bakterii. Nadéjnym pfistupem je vyuZiti
nanocastic.

Nanocastice

Ukazuje se, Ze nanocastice kovl (Ag, Au) jsou vedle
pouzivanych antibiotik jejich slibnou alternativou. Viyka-
zuji baktericidni aktivitu vici Sirokému spektru bakteri-
alnich kmen( a zéroveri predstavuji nizké riziko vzniku
mikrobialni rezistence. Problematika mozné rezistence
mikroorganismi na pUsobeni nanocastic byla poprvé
studovana na stfibrnych nanocasticich ve studii Panacek
a kol,, 2017, v niz byly vyuzity kmeny gramnegativnich
bakterii Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa.
Po opakované expozici subinhibi¢nim davkam nano-
castic skute¢né doslo ke vzniku rezistence testovanych
bakterii, a to bez genetickych zmén'. PfestoZe studie
poukézala na mozna rizika, neni v sou¢asné dobé po-
tieba se tohoto problému obévat. Vysledky mohou
prispét k objasnéni principd vzniku bakterialni rezisten-
ce na antibiotika. Nanocastice, zejména stiibrné, jsou
stale G¢innym nastrojem pro potlaceni bakteridlniho
ristu.

Obecné pro nanocastice plati, Ze jejich baktericidni
ucinek je zaloZzen na schopnosti pronikat do bakterial-
nich struktur a narusovat funkce organismu, coz poté
vede k usmrceni bunék. Nanocastice oxidu zine¢naté-
ho, hoi¢iku, Zeleza a dalSich prvk( ¢i oxidd prvkd jsou
schopny narusit funkce buné¢nych membran a ovlivnit
tak jejich permeabilitu, narusit membranovy potencial,
pfipadné poskodit genetickou informaci.

Nejvice prostudovanymi jsou jiz zminéné nanocastice
stfibra. Baktericidni efekt stfibrnych nanocastic je zalo-
Zen na nékterém z nasledujicich principl. Prvnim je pfi-

pojeni nanocastic k povrchu buné¢né membrany a na-
ruseni jeji spravné funkce, tedy propustnosti a schop-
nosti respirace. Druhym je proniknuti nanocastic do
bakterii a jejich poskozeni interakci se slou¢eninami
obsahujicimi siru a fosfor, tedy zejména s DNA. Tretim
je pak uvolnéni stiibrnych iontl z nanocastic, které pfi-
spivaji k baktericidnimu G¢inku nanocastic svou vazbou
na proteiny a poskozenim jejich funkce. VSechny tyto
interakce vedou k usmrceni bakterii. Je logické, Ze uci-
nek nanocastic je zavisly na velikosti davky a téz bylo
prokazéno, ze gramnegativni bakterie jsou citlivéjsi
ve srovnani s bakteriemi grampozitivnimi'.

V oblasti vyzkumu nanovldkennych materialG per-
spektivné vyuZitelnych pro hojeni koznich ran, jsou nej-
Castéji vyuzivany pravé stfibrné nanodastice. Na trhu je
jiz dostupnych nékolik vyrobk( na principu stfibrnych
nanodastic, napf. Actiocat®, Aquacel Ag® Silvasorb®,
Silverlon® nebo Simpurity®®. Kromé jmenovanych pfi-
pravk( se vyuZivaji i jiné, obsahujici napf. nanocastice
oxidu Zelezitého?, oxidu titani¢itého? nebo oxidu zi-
necnatého? %,

Piestoze antibakterialni Gi¢inky nanocastic byly studo-
vany do hloubky, o jejich mozné cytotoxicité se zatim
pfes snahu védcl po celém svété to samé fici neda.
U vétsiny studii jsou zaroven s testy na inhibici bakte-
ridlniho rGstu provadény i experimenty na cytotoxicitu
pro lidské buriky, avsak toto téma stale neni dostate¢né
prozkoumano. Panuji tedy obavy z moznych rizik, ktera
by bézné pouZiti nanocastic v praxi mohlo pro lidské
zdravi pfinést. Jednou ze soucasnych strategii, jak sni-
Zit potencialni toxicitu nanocastic a zarovern zvysit jejich
biokompatibilitu, je jejich kombinace s pfirodnimi lat-
kami.

Ptirodni latky

Materialy obohacené o pfidavek pfirodnich latek
nebo rostlinnych extraktd jsou vefejnosti obecné lépe
pfijimany neZ materialy s antibiotiky ¢i nanocasticemi.
Pfirodni latky jsou povazovany za méné rizikové a do-
sud nejsou relevantni informace o bakterialni rezistenci
k jejich acinkdm.

V nékterych studiich byly pfirodni latky inkorporova-
ny do struktur material& samostatné, v jinych spole¢né
s nanocasticemi?® 3% 3. Za zminku jisté stoji antimikro-
bialni aktivita medu, ktery je pro své zdravi prospésné
uc¢inky pouzivan jiz od nepaméti. Med je pouZivan pro
vyrobu obvazl na koini rany' nejen diky svym antimi-
krobialnim G¢inkdm, ale i schopnosti vyZivy rany, od-
stranéni necistot z rany, minimalizaci tvorby zanétd,
stimulaci angiogeneze, granulace a epitelizace'??.
Na trhu jsou jiz k dispozici komer¢ni vyrobky s obsa-
hem medu, napi. MediHoney®, Activon Tulle®, Algivon®
a Actilite®' 2,

Kromé medu se ¢asto pouzivaji esencialni oleje extra-
hované z rGznych druh rostlin. Jedna se o sekundarni
metabolity s antioxida¢nimi, protizanétlivymi, antimik-
robidlnimi nebo protirakovinnymi Gcinky. V souvislosti
s hojenim koznich ran se nej¢astéji pouzivaji slouce-
niny esencialnich olejd, napf. thymol obsazeny v silici
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tymianu obecného (Thymus vulgaris), karvakrol obsa-
zeny v esencialnim oleji dobromysli obecné (Origanum
vulgare), menthol a peprmint obsazené v silici maty
peprné (Mentha piperita), cinnamaldehyd extrahovany
ze skofice (Cinnamomum), eukalyptovy olej (Eucalyp-
tus), olej z levandule lékafské (Lavandula angustifolia),
silice z vonatky citronové (Cymbopogon citratus) a cit-
ronovy olej (Citrus limon) .

Dalsi latkou, jejiz vlastnosti jsou vhodné pro vyvoj
obvazovych materiald, je kurkumin. Jedna se poly-
-fenolickou slouceninu s Sirokym spektrem biologic-
kych funkci izolovanou z kofend kurkumovniku (Cur-
cuma longa). Ma protirakovinné, antioxidacni a proti-
zanétlivé Gcinky. Jeho nizka biologicka dostupnost a in
vivo stabilita jej zéroven ptedurCuje byti nosi¢em pro
jiné molekuly. Mnoho studii popisuje schopnost kur-
kuminu snizit uvolfiovani zanétlivych cytokin z mono-
cytl a makrofagll a inhibovat enzymy podilejici se na
zanétlivych procesech. Antioxida¢ni Gc¢inky kurkuminu
pak chrani fibroblasty a keratinocyty proti poskozenim
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Souhrn

Lencova S., Zdeiikova K., Stiborova H., Demnerova K.: VyuZiti antimikrobialnich nanovlakennych materialii pfi lécbé koiznich
poranéni

K tspésné lécbé koznich poranéni a infekci je potfeba hledat Gicinné obvazové materialy, které by predstavovaly nejen spolehlivou barié-
ru mezi ranou a vnéjsim prostfedim, ale zaroveri byly obohaceny o antimikrobiélni latky chranici rdnu pfed patogennimi mikroorganismy.
V soucasné dobé jsou za timto Gi¢elem testovany rtizné druhy nanomateriadli obohacené o antibiotika, nano¢astice nebo pfirodni latky.
V této praci jsou shrnuty aktudlni aplikace téchto materiald a antimikrobidlnich ¢inidel vyuzivanych pro vyvoj obvazovych materiald.
Klicova slova: Nanovlakenné textilie, antimikrobialni latky, tkafiové inzenyrstvi, hojeni koznich ran

Summary

Lencova S., Zdeiikova K., Stiborova H., Demnerova K.: Use of antimicrobial nanofibrous materials in the treatment of skin
injuries

For a successfull treatment of skin injuries and infections, it is necessary to look for effective dressing materials that would not only
represent a reliable barrier between the wound and the external environment, but also shoudl be enriched with antimicrobial agents to
protect the wound from pathogenic microorganisms. Different types of nanomaterials enriched with antibiotics, nanoparticles or natural
substances are currently being tested for this purpose. This paper summarizes the current applications of the materials and antimicrobial
agents used for the development of dressing materials.

Keywords: Nanofibrous fabrics, antimicrobial substances, tissue engineering, skin wound healing
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