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ÚVODEM
Vážení přátelé,

	
vítáme Vás již ve 29. ročníku bulletinu Biotechnologic-

ké společnosti. Věříme, že jste si náš čtvrtletník oblíbili 
a nacházíte tam alespoň některé články, které Vás zají-
mají. Snažíme se, aby obsah jednotlivých čísel byl te-
maticky co nejpestřejší. Záleží, však především na přis- 
pěvatelích do jaké míry nám v  této snaze pomohou. 
Obracíme se tedy na Vás, abyste neváhali a téma, kte-
rá Vás oslovila, jste zpracovali do přehledného článku 
a podělili se s námi o Váš zážitek, případně doporučili 
námět k další vědecké práci či orientaci k novým bio-
technologických přístupům či k  případné výrobě zají-
mavých produktů.

Tento rok také uplyne 20 let od navázání bližší spo-
lupráce mezi českými a  švýcarskými biotechnology, 
a  to jak na úrovni akademické, spolkové i  industri-
ální. Základem bylo 1. Česko‑švýcarské symposium, 
které se konalo v budově A VŠCHT v Praze ve dnech 
4.  – 7.  9.  1999. Společné česko‑švýcarské akce jsou 
uvedeny v  tabulce pod úvodníkem. Tato společná se-
tkání pořádaná ve tříletých intervalech byla postupně 
transformována na mezinárodní setkání. Informa-
ce o  posledním setkání konaném v  Národní tech-
nické knihovně lze dosud nalézt na webové stránce  
www.biotech2017.cz. V podobném duchu připravujeme 
pro příští rok již 8. biotechnologické symposium, tento-
krát opět na půdě VŠCHT a sice v budově B ve dnech 
17. – 19. 6. 2020 s obvyklou exkurzí plánovanou na so-
botu 20. 6. 2020. Webové stránky www.biotech2020.
cz byly již otevřeny a  postupně budou aktualizovány.  
Detailní program symposia, zejména zaměření sek-
cí, můžete ještě ovlivnit tak, aby Vám to konvenovalo, 
a proto Vás žádáme o spolupráci. Věříme, že využijete 
této příležitosti, zúčastníte se a pozvete do Prahy své 
zahraniční kolegy a přátele. Ubezpečujeme Vás, že ne-
jen vědecký, ale i společenský program, včetně pláno-
vané exkurze, bude na vysoké úrovni a účastníci budou 
na tuto akci rádi vzpomínat. Zachováme i ostatní osvěd-
čené aktivity jako např. vydání speciálního čísla nejvý-
značnějšího biotechnologického časopisu Biotechnolo-
gy Advances (Impact factor nyní cca 11) pod názvem 
„Biotechnology Novelties“. Vydání tohoto čísla již bylo 

odsouhlaseno hlavním redaktorem a  nakladatelstvím 
Elsevier. Těšíme se na Vaše náměty a aktivní spolupráci 
při organizaci, pokud projevíte zájem.

V každém našem úvodníku se vždy věnujeme někte-
rému významnému výročí. Tentokrát nemůžeme za-
pomenout na výročí, které zásadním způsobem ovliv-
nilo rozvoj chemie a  všech disciplín na ni navazujích, 
a to jsou prakticky všechny přírodní vědy, včetně všech 
medicíny a  farmacie. Byl to významný objev zejmé-
na s  přihlédnutím k  úrovni tehdejších znalostí. Před 
150 lety (6. března 1869) Dmitrij Ivanovič Mendělejev  
publikoval v časopise Ruské chemické společnosti pří-
spěvek „Vztah vlastností prvků k atomovým hmotnos-
tem“. Mendělejev zde definoval známý periodický zá-
kon, že vlastnosti chemických prvků jsou periodickou 
funkcí jejich atomových hmotností. V té době bylo zná-
mo pouze 64 chemických prvků. V roce 1870 Menděle-
jev tabulku doplnil o nově objevené prvky a publikoval 
práci s názvem „Přirozená soustava prvků a její použití 
k  udání vlastností prvků dosud neobjevených“. Men-
dělejovovi se dostalo celosvětového uznání s výjimkou 
udělení Nobelovy ceny, přestože na ní byl nominován 
v roce 1906 (nebyl schválen údajně „díky“ jeho rivalovi 
Švédovi Arheniovi) a nestal se ani členem Ruské aka-
demie věd (údajně proto, že se rozvedl a byl podruhé  
ženat). V roce 1889 se však stal členem American Aca-
demy of Arts and Sciences. K jeho dalším připomenutím 
resp. pozdějším oceněním patří po něm pojmenovaný 
kráter na měsíci, minerál mendelevit, či prvek č. 101 na-
zvaný mendelevium. Po celý svůj život byl Mendělejev 
člověk skromný a pokorný, jehož hlavním krédem byla 
pracovitost. Narodil se v  sibiřském Tobolsku jako nej-
mladší ze 17 dětí, ale od studií byl jeho život spojen 
s Petrohradem. Přednášel také v Německu a ve Francii. 
Kamarádil se s  českým chemikem Bohuslav Braune-
rem, kterého navštívil v Praze v roce 1900.

Milí čtenáři Bioprospectu přejeme Vám hezké jaro 
a těšíme se na další spolupráci.

Se srdečnými pozdravy
Vaši
Jan Káš a Petra Lipovová

Přehled česko‑švýcarských symposií
·	 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 Haná). Toto post‑symposium bylo transformo-
váno na samostatnou akci ve spolupráci s EFB (European Federation of Biotechnology)

·	 6th Czech‑Swiss Symposium Biotech 2014, Prague, June 11 – 14, 2014
·	 7th Czech‑Swiss Symposium BioTech 2017, Prague, June 13 – 17, 2017
·	 8th Czech‑Swiss Symposium BioTech 2020, Prague, June 17 – 20, 2020 (v přípravě)
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ODBORNÉ PŘÍSPĚVKY

MOŽNOST VYUŽITÍ VINAŘSKÉHO ODPADU JAKO ZDROJE 
POLYFENOLOVÝCH SLOUČENIN
Maria Vrublevskaya
VŠCHT Praha, Ústav biotechnologie; vrublevm@vscht.cz

Úvod
Pěstování hroznů je jedna z nejstarších výrobních čin-

ností ve světě a jejich velká část je určena k výrobě vína. 
Víno je tradičním výrobkem pro velký počet zemí, jako 
například jihozápadní evropské státy, obsahující vinař-
ské regiony (Francie, Řecko, Španělsko, Italie a Portu-
galsko)1.

Produkce vína je spojena s nezanedbatelným množ-
stvím vedlejších produktů, které se skládají převážně 
z  organických odpadů, odpadních vod (včetně vody 
po sanitaci tanku a  celých provozu) a  anorganických 
zbytků2. Odpad tvoří při výrobě vína skoro 22 hm. % 
celkového množství vstupních surovin. Mezi hlavní ved-
lejší produkty zpracovaní vinných hroznů patří matoliny 
(13 hm. %), třapiny (3 hm. %) a vinné kaly (6 hm. %)3. 
Třapiny jsou odpad, vznikající již na počátku zpracovaní 
hroznů při jejích odzrnění4. Vinné matoliny jsou zbytky 
z  lisování rmutu, obsahující semena, slupky a  stopky, 
které nebyly řádně odseparovány. Matoliny jsou rela-
tivně často zpracovány na matolinovou pálenku, která 
se vyrábí ze zkvašených matolin. Dalším vedlejším pro-
duktem jsou vinné kaly, sediment vzniklý po samotném 
kvašení a  dokvašení hroznového moštu, obsahující  
především mikrobiální biomasu4. Po vylisování hroznů, 
se zbývající třapiny a nevyužité matoliny, které nejsou 
považovány za ekonomicky výnosné odpady spolu s lis-
ty a letorosty, přidávají do kompostu nebo se likvidují  
na otevřených plochách, což potenciálně zvyšuje eko-
logickou zátěž. To je dáno tím, že vinařské odpady ob-
sahují velký podíl polyfenolových látek snižujících pH 
půdy5. Z  toho důvodu se zvyšuje poptávka na rozvoj 
inovativních postupů recyklace a  opětovnému použi-
tí odpadních produktů. Tak například, mezi odpadní 
produkty vinařství, které již našly opětované využití,  
patří vinný kamen (hydrogenvínan draselný), ze které-
ho se vyrábí vinná kyselina. Získané z jiných vinařských 
odpadů látky, jako polyfenolové sloučeniny by mohly 
pak najít uplatnění v potravinářském, farmaceutickém 
a kosmetickém průmyslu6–8. Druh produkovaných od-
padů úzce závisí na specifických způsobech vinifikace, 
která je také ovlivněna fyzikálně‑chemickými vlastnost-
mi zbytkových látek. Tyto charakteristiky určují další vy-
užití získaných látek9.

Biologické aktivní látky z vinařských 
odpadů

Hlavní organické odpady vinařského průmyslu před-
stavují matoliny, obsahující semena, slupky, a částečně 
třapiny a listy9.

Biologicky aktivní látky přítomné ve vedlejších pro-
duktech vínařství většinou představují  polyfenolové 
sloučeniny. Jsou to látky, které se strukturně skládají 

z  jednoho či více aromatických kruhů, na nichž jsou 
navázané různé funkční skupiny. Tudíž, jejich chemické 
struktury zahrnují jak jednoduché molekuly jako feno-
lové kyseliny, tak i  komplexní struktury10,11. Tyto slou-
čeniny se podílejí na  senzorických vlastnostech vína 
(barva, vůně, chuť a hořkost), proto jsou zajímavé jako 
možné zdroje přídatných a pomocných látek12.

Fenolové sloučeniny přítomné ve vedlejších produk-
tech vinné révy jsou součástí různých metabolických 
drah zodpovědných za ochranu rostlinných buněk vůči 
biotickým i abiotickým stresovým účinkům a působení 
patogenů13.

Tyto sekundární metabolity patří k různým skupinám 
chemických látek, včetně fenolových kyselin, flavonoidů 
a  stilbenů, které patří mezi biologicky aktivní látky,  
se širokým spektrem účinků14.

Fenolové kyseliny
Mezi fenolové kyseliny patří deriváty kyseliny benzo-

ové a skořicové, přičemž větší podíl ve vedlejších pro-
duktech vinařského průmyslu tvoří hydroxyskořicové 
kyseliny. Tyto sloučeniny se často vyskytují ve formě 
glykosylovaných derivátů nebo esterů kyseliny chinoo-
vé a šikimové.

Kyselina gallová je nejhojněji se vyskytující derivát 
hydroxybenzoové kyseliny obsažený ve stoncích, slup-
kách a  semenech hroznů. Hydroxyskořicové kyseliny 
jako kaftarová kyselina se nachází ve všech částech bo-
bule, přičemž jejich obsah klesá během procesu dozrá-
vání15,16.

Flavonoidy
Flavonoidy jsou nizkomolekulární sloučeniny, struk-

turně obsahující 15 uhlíkových atomů17. V  odpadech 
z  průmyslového zpracování hroznů byly popsané fla-
vonoly, flavan-3-oly, flavony, antokyany a další, které se 
mezi sebou liší oxidačním stupněm v centrálním pyra-
novém kruhu18.

Flavonoly jsou charakterizované přítomností dvojné 
vazby, mezi C2 a C3 uhlíkem a hydroxylovou skupinou 
v poloze C3. Na tyto sloučeniny se mohou vázat i cukry, 
za vzniku glykosidů, glukuronidů a  diglykosidů. Dané 
látky jsou také schopny reagovat s  antokyany a  tvořit 
stabilnější pigmenty7,19. Nejčastějšími flavonoly, obsa-
ženými ve stoncích červených hroznů, jsou deriváty 
kvercetinu, které jsou většinou ve formě kvercetin-3-O
‑glukuronidu8,20.

Flavan-3-oly jsou flavonoidy, které mají na C3 uhlíku 
hydroxylovou skupinu a nemají karbonylovou skupinu 
na C4. Tato skupina flavonoidů je zodpovědná za bar-
vu a organoleptické vlastnosti vina (hořkost, svíravost). 
Hlavní složkou ze skupiny flavanolů, která byla identifi-
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kována ve vinařských odpadech, je katechin. Jeho kon-
centrace ve stoncích je vyšší než ve slupce a semenech 
a  jeho obsah je u  bílých a  červených hroznů srovna-
telný24,22. Flavony jsou sloučeniny, které mají dvojnou 
vazbu mezi C2 a C3 uhlíkem ale na rozdíl od flavonolu 
postrádají hydroxylovou skupinu na uhlíku C3. Jejich 
množství v hroznech je nevýznamné, až na výjimku lu-
teolinu23.

Antokyany jsou dobře ve vodě rozpustné flavonoidy, 
které jsou zodpovědné za barvu slupek modrých hroz-
nů a červených vín. Tyto sloučeniny se skládají z agly-
konu antokyanidinu, na který je navázána cukerná 
složka. Antokyany jsou relativně nestabilní a  rychle 
oxidují. Jsou citlivé vůči  různým faktorům, jako je pH, 
teplota a ultrafialové záření, které mohou ovlivňovat je-
jich stabilitu24. Nejvíce antokyanů se nachází ve slupce 
bobulí, ze kterých pak barviva po nakvašení přecházejí  
do moštu25. Nejhojnějšími zástupci antokyanů v bobu-

lích hroznů jsou malvidin-3-O‑glykosid a peonidin-3-O
‑glykosid26–28.

Stilbeny
Stilbeny jsou fenolové sloučeniny, které z  chemic-

kého hlediska obsahují dvě aromatická jádra spojená 
ethylenovým můstkem23. Ve vinařských odpadech jsou 
většinou obsaženy stilbeny v  hroznových slupkách,  
ale také ve stoncích a semenech11,29. Nejvýznamnějším 
zástupcem ze skupiny stilbenů je resveratrol, disponu-
jící antioxidační a antimikrobiální aktivitou. Tato látka je 
přítomna jak v  různých organických zbytcích vinařské-
ho průmyslu, tak i ve vině30–32. Resveratrol se vyskytuje 
ve formě dvou izomerů cis a trans, přičemž převažuje 
trans forma, která je více stabilní a má větší biodostup-
nost. Hrozny produkují stilbeny jako odpověď na řadu 
fyziologických stresových faktorů jako jsou například UV 
záření a mechanické poranění33.

Tab. I. Přehled nejvýznamnějších polyfenolů obsažených v révě vinné a jejích fyziologické účinky.

Strukturní vzorec Název Fyziologické učinky Reference

Gallová kyselina
Antioxidační, 

protirakovinný, 
antimikrobiální

34,35,36

Kaftarová kyselina Antioxidační 35,37

Kvercetin-3-O
‑glukuronid

Antioxidační, 
kardioprotektivní, 
antimikrobiální

38,35,39,40,41

Katechin

Antioxidační, 
kardioprotektivní, 

protirakovinný, 
protizanětlivý, 

antimikrobiální

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

Luteolin Antioxidační, 
protirakovinný

45,35,46

Malvidin-3-O‑glykosid Antioxidační, 
protirakovinný

47,35,48,49

Peonidin-3-O‑glykosid Antioxidační, 
protirakovinný

47,35,49
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Biologická aktivita polyfenolových látek 
z vinařských opadů

Jak již bylo zmíněno výše, odpady z vinařství obsahují 
vysoký podíl sekundárních metabolitů, včetně fenolo-
vých kyselin, flavan-3-olů, flavonolů, antokyanů a stil-
benů61. V současné době jsou již tyto látky známy svý-
mi biologickými účinky – antioxidační, antimikrobiální, 
protizánětlivé, protirakovinná aktivita a ochrana kardio-
vaskulárního systému. Tyto účinky polyfenolových látek 
nachází uplatnění ve farmaceutickém, potravinářském 
a kosmetickém průmyslu62,63.

Jednou z  nejvýznamnějších aktivit připisovaných 
fenolovým sloučeninám je založena na jejich antioxi-
dačních schopnostech. Zabraňují oxidaci frakce cho-
lesterolu označované jako LDL (z angl. „low density 
lipoproteins“), agregaci krevních destiček a poškození  
červených krvinek, prostřednictvím vychytávání volných 
radikálů64. Navíc jsou fenolové látky chelátory kovů61,63,65. 
Polyfenolové látky v odpadech z vinařských procesů pů-
sobí proti oxidačnímu poškození biologických systémů 
a mohou zabránit rozvoji degenerativních onemocnění 
spojených s oxidativním stresem27,37. Například, zabrá-
nění radikálové oxidace polynenasycených mastných 
kyselin frakce cholesterolu označované jako LDL má 
přímý důsledek na prevenci výskytu kardiovaskulárních 
onemocnění67. Tato schopnost byla prokázána sníže-
ním výskytu onemocnění srdce u populace konzumující 
stravu bohatou na fenolové látky68–70 s antioxidačními 
schopnostmi.

Antokyany se podílejí na antioxidační aktivitě hroz-
nů více než flavonoly, flavan-3-oly a fenolové kyseliny71. 
V této souvislosti je kladen velký důraz na slupky bobu-

lí, kvůli vysokému obsahu antokyanů a proantokyanidi-
nů1,72. Extrakty z hroznových semen mohou byt použity 
třeba i ke snížení absorpce a akumulace tuků v potravě, 
kvůli schopnosti polyfenolových látek působit inhibičně 
na enzymy metabolizující tuky (pankreatickou lipasu  
a lipoprotein lipasu)73.

Antokyany z  hroznových matolin disponují inhibič-
ní aktivitou vůči endoteliální NADPH oxidase, enzymu 
zodpovědnému za zvýšení produkce radikálů kyslíku 
(ROS). Působením antokyanů dochází ke snížené pro-
dukci ROS jak na extra – tak i na intracelulární úrovni74.

Nicméně polyfenolové látky z  vinařských odpadů 
mají další významnou aktivitu se zdravotním benefi-
tem. Polyfenolové extrakty z hroznových semen a ma-
tolín vykazují efektivní antimikrobiální schopnosti. Jsou 
účinné proti grampozitivním bakterím jako Staphylo‑
coccus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis a Ba‑
cillus coagulans. Vyšší antimikrobiální aktivitu vykazují 
polyfenolové látky vůči  zástupcům gramnegativních 
bakterií, například Escherichia coli nebo Pseudomonas 
aeruginosa75. Také byla prokázána antifungální aktivita 
extraktů hroznových matolin vůči Botrytis cinerea. Na-
víc, bylo zjištěno, že kyselina kávová, kvercetin a kver-
cetin-3-O-rutinosid působí inhibičně na buňky Listeria 
monocytogenes76. Jiné studie ukazují, že extrakty ze 
semen červených a modrých hroznů inhibují růst kva-
sinek Candida albicans a bakterií E. coli, Salmonella 
typhimurium75,77,78.

Kromě zmíněné antioxidační a antimikrobiální akti-
vity, polyfenolové látky vykazují další zajímavé aktivity. 
Je to například jejich schopnost potlačovat cyklooxyge-
nasovou aktivitu a schopnost uvolnění histaminu z bu-
něk (mastocytů a bazofilů)17. Vzhledem ke zmíněným 

Strukturní vzorec Název Fyziologické učinky Reference

trans‑resveratrol

Antioxidační, 
kardioprotektivní,

protirakovinný, 
antimikrobiální

50,35,40,41,51,52

Tab. I. Přehled nejvýznamnějších polyfenolů obsažených v révě vinné a jejích fyziologické účinky 
(pokračování).

Tab. II. Obsah vybraných fenolových látek ve vybraných částech révy vinné a víně.  
(U červeného a bílého vina je obsah vyjádřen v mg/l, u částí révy vinné je obsah vyjádřen v mg/g).

Vybrané části 
révy vinné/
produkty

Celkový obsah 
polyfenolů

Gallová 
kyselina Katechin Malvidin-3-

glukosid
Trans

‑resveratrol Reference

Červené vino 812,01 33,9 7,88 87,33 3,11 53,54,55

Bílé vino 290 ± 70 1,24 ± 0,06 1,59 ± 0,01 – 0,19 ± 0,03 56,57

Letorosty 26,96 – 283,7 – 37,1 58

Slupky – – 1,1 ± 0,1 1,55 – 55

Semena 4,90 ± 0,08 – 30,4 ± 0,7 – – 59,60,55
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vlastnostem, polyfenolové látky získané z  vinařských 
odpadů, by mohly sloužit jako doplněk stravy účinný 
pro prevenci oxidativního stresu a chronických zánětli-
vých stavů80,81.

Závěr
Velký podíl pěstovaných hroznů je produkován  

velkými vinařstvími. Výroba vina je spojená s produkci  
velkého množství vinařských odpadů jako matoliny, třa- 
piny a vinohradnických odpadů jako listy a letorosty. 
Tyto odpadní produkty jsou zdrojem široké škály poly-
fenolových látek jako jsou fenolové kyseliny, flavonoidy 

a stilbeny, které disponují biologickou aktivitou. Roz-
voj v  recyklaci odpadních produktů z vinařství a vino-
hradnictví by mohl poskytnout cenný materiál, který 
by mohl být využit jako doplněk stravy nebo k výrobě  
potravin fortifikovaných o polyfenoly82,83, což může při-
spět ke snížení nákladů a také dopadů na životní pro-
středí, spojených s likvidací vedlejších produktů ve vý-
robních oblastech. 

Poděkovaní
Tato práce byla podpořena projektem TH03030271 

Technologické agentury Česká republika (TAČR).

Literatura
  1. 	�Poudel PR, Tamura H, et al.: J. Food Compos. Anal. 

21, 622 (2008).
  2. 	��Musee N, Lorenzen L, Aldrich C: J. Clean. Prod. 15, 

417 (2007). 
  3. 	�Cviner P, Pádrová K, Kolouchová I: Chem. listy 111, 

103-108 (2017).
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Souhrn
Vrublevskaya M.: Možnost využití vinařského odpadu jako zdroje polyfenolových sloučenin
Vitis vinifera, neboli réva vinná, je ekonomicky významná plodina. Během pěstovaní révy vinné dochází k produkci bioodpadů, které 
mohou být zdrojem mnoha prospěšných látek. Největší potenciál představuje využití polyfenolových látek obsažených v stoncích, listech, 
slupkách a semenech hroznů. Biologická aktivita těchto látek spočívá především v jejich antioxidačních, antimikrobiálních a protizánětli-
vých vlastnostech, které mohou byt využity ve farmaceutickém, potravinářském a kosmetickém průmyslu.
Klíčová slova: vinařský průmysl, odpad, polyfenolové látky, biologická aktivita

Summary
Vrublevskaya 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
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ULCERÓZNÍ KOLITIDA – SOUČASNÉ POZNÁNÍ
Martin Zavřel
Oddělení Biochemické farmakologie Ústav organické chemie a biochemie, AV ČR, v. v. i.; zavrel@uochb.cas.cz

Úvod
Ulcerózní kolitida, nebo též idiopatická proktokoliti-

da, je chronické onemocnění střevní sliznice tlustého 
střeva. V některých případech může být poškozena až 
hranice tlustého a tenkého střeva. Jedná se o výsledek 
deregulovaného imunitního systému ve střevní sliznici 
u lidí s genetickou predispozicí k tomuto onemocnění. 
Nemoc se projevuje zánětlivými změnami ve sliznici, 
často provázenými vředy. Imunitní systém v tomto pří-
padě nesprávně a přecitlivěle reaguje na přirozené anti-
geny přítomné v tlustém střevě. 

Ulcerózní kolitida
Ulcerózní kolitida je chronickým zánětlivým onemoc-

něním tlustého střeva a konečníku s  typickým střídá-
ním bezpříznakového období (remise) s akutními fáze-
mi aktivní nemoci (ataka). Nemoc může propuknout 
v různých stupních intenzity. Je poněkud ve stínu zná-
mějšího onemocnění – Crohnovy choroby, postihující 
tenké střevo, přestože projevy a farmakologická léčba 
obou onemocnění jsou si velmi podobné. Na základě 
dat z populační studie ve Spojených Státech byla v roce 
2008 četnost onemocnění zjištěna u 34 dětí a v dospě-
lé populaci 263 osob z 100 000 s pomalu se zvyšující 
tendencí1. Četnost onemocnění je vyšší v  rozvinutých 
zemích, což je zřejmě spjato s vlivem prostředí přímo 
souvisejícím s  industrializací. Nemoc je také častější 
v severnějších zeměpisných šířkách2. Zajímavostí je, že 
odstranění slepého střeva před 20. rokem věku působí 
jako částečná prevence před ulcerózní kolitidou, ačkoli 
je mechanismus neznámý3. Tento článek si bere za cíl 
představit současné poznání ve výzkumu příčin nemoci 
a mechanismů její léčby, nikoli suplovat popis průběhu 
nemoci či léčby z lékařského hlediska.

Průběh nemoci
Nemoc se projevuje zánětem a vředy v  mukóze,  

řidčeji v  submukóze tlustého střeva. Příznaky nemoci 
se nejčastěji objevují mezi 15 a 30 rokem života, při-
čemž muži i ženy jsou postiženi stejně často4. Nemoc 
může mít různou intenzitu od lehké, přes střední, až po 
těžkou formu. Zánětlivé procesy v  tlustém střevě mo-
hou způsobovat bolesti, častější vyprazdňování (až 15x  
za den) a průjem. Často jsou přidružené symptomy 
s  různou intenzitou, jako je hlen a krev ve stolici, ve-
doucí v těžších případech až k anémii, ztráta chuti k jíd-
lu, horečka a nevolnost. Toto onemocnění navíc zvyšuje 
i riziko karcinomu tlustého střeva, nemá ale jinak vliv 
na předpokládanou délku života. Zhruba pětina pacien-
tů za svůj život potřebuje akutní hospitalizaci spojenou 
s  aktivní fází nemoci (relaps)5. Dle americké studie6,  
až 15 % případů vede do 20 let od propuknutí nemoci 
k chirurgickému odstranění buď části, nebo celého tlus-
tého střeva. Přesto se díky i novým léčivům a postupům 
četnost tohoto chirurgického zásahu postupně snižuje7. 

Příčiny vzniku a rizikové faktory
Vznik ulcerózní kolitidy zřejmě souvisí s  kombinací 

několika faktorů, jakými jsou vrozená dědičnost, vliv 
prostředí a složení střevního mikrobiomu. 

Dosud bylo nalezeno 99 genových lokusů představu-
jících rizikový faktor pro rozvoj zánětlivého onemocnění 
střev, z toho 47 je vázaných přímo na ulcerózní kolitidu. 
Ulcerózní kolitida a Crohnova choroba sdílí 28 z  cel-
kových 99 ve studii identifikovaných lokusů8. Většina 
genů podezřelých z podílu na etiopatogenezi ulcerózní 
kolitidy je spojena s vrozenou imunitou, regulací imu-
nitního systému, imunitních signálních drah, eliminací 
bakteriální infekce a funkcí epitelu jakožto bariéry. Se-
kvenací a porovnáním genomů pacientů se zdravými 
lidmi byly identifikovány variace v genech pro interleu-
kiny (IL2, IL10, IL12B, IL19, IL21, IL26), jejich receptory 
(IL1R2, IL7R, IL8RA, IL8RB, IL17REL, IL23R), interferon 
γ (IFNG), geny pro TNF a jejich receptory (TNFRSF6B, 
TNFRSF8, TNFRSF9, TNFRSF14, TNFRSF15) transkripční 
faktory (JAK2, SMAD3, STAT3, ZFP90, IKZF3, PRDM1, 
IRF5, ZBTB46, ZGPAT), geny ovlivňující integritu střevní-
ho epitelu (GSDML, EXOC3, GNA12, HNF4A a LAMB1), 
dále geny podílející se na aktivaci makrofágů (MST1) 
či mobilitě neutrofilů (LSP1), členy apoptotických drah 
(DAP, CARD9), receptor prostaglandinů (PTGER4)  
a další geny včetně členů signálních drah (INPP5E,  
SDCCAG3, PIM3) a geny podílející se na vrozené  
a adaptivní imunitě (ICOSLG)8,9. Nezdá se, že by za one-
mocnění byl zodpovědný jen jeden gen, ale spíše jejich 
kombinace.

Jako další rizikový faktor pro rozvoj ulcerózní kolitidy 
byla popsána též nízká hladina vitaminu D, respektive 
abnormality v signální dráze či nízká exprese recepto-
ru pro vitamin D (VDR; Vitamine D Receptor)10. Jeho 
efekt je nejspíše zapříčiněn přímým vlivem na integritu 
střevního epitelu, střevní imunitu (sekrece α a β defen-
zinů a cathelicidinů; snížení aktivace NF-κB v  epitelu  
při infekci) a následné druhové složení střevní mikro- 
flóry11.

Biologické modely a výzkum
Bylo vyvinuto několik myších modelů, užitečných jak 

pro studium vzniku ulcerózní kolitidy (většinou gene-
ticky modifikované modely), tak pro hledání a charak-
terizaci nových potencionálních léčiv (většinou modely 
indukované chemicky). Experimentálním modelům ul-
cerózní kolitidy se podrobně věnuje přehledný článek12.

Jedním z prvních myších modelů byla indukce kolitidy 
rektálním podáváním kyseliny dinitrobenzensulfono-
vé (DNBS) nebo trinitrobenzensulfonové (TNBS) roz-
puštěné v alkoholu. Tento model lze použít jak u myší, 
tak u potkanů. Tyto látky způsobují akutní poškození 
sliznice a lokální hypersenzitivitu imunitního systému. 
Nicméně toto poškození je vysoce lokalizované, akutní 
a krátkodobé. U myší se poškození střeva velmi rych-
le hojí, a bez podání látek způsobující další poškoze-
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ní, rychle mizí. Typické pro tento model je typ imunitní  
odpovědi TH1, zatímco u přirozené kolitidy se předpo-
kládá spíše lehce dominantní TH212. Tento jednoduchý 
model byl postupně nahrazen novějšími, s delším prů-
během onemocnění, které se více blíží klinickému ob-
razu u lidí.

Často využívaným modelem chemicky indukované 
kolitidy u myší, případně potkanů, představují jedinci, 
kterým je v pití podáván dextransulfát sodný (DSS), lát-
ka toxická pro střevní epitel. Část epitelu je touto látkou 
poškozena, je narušena střevní bariéra a vzniká zánět13. 
Tento model je vhodný pro studium léčiv a faktorů,  
které se podílejí buď na léčbě nemoci, nebo její pro-
gresi.

Třetím chemicky indukovaným modelem je kolitida 
navozená rektálním podáváním oxazolonu (4-ethoxy-
metylen-2-fenyl-2-oxazolin-5-on)14. Projevy této kolitidy 
se liší od té vyvolané kyselinou trinitrobenzensulfono-
vou přítomností IL-13, produkovaného NK T-buňkami, 
což vede k poškozování střevního epitelu. Tento model 
se svými projevy více blíží lidskému onemocnění než 
výše uvedené.

Defekty v  signalizaci IL-10 u lidí vedou často k  zá-
nětlivým onemocněním střev15. I u myší kmeny s de-
fekty v produkci IL-10 či jeho receptoru mají tendenci  
k vývoji chronické kolitidy, i když se vyvíjí spíše vzácně. 
Proto pro vyšší pravděpodobnost vývoje nemoci jsou 
těmto myším kmenům podávány nesteroidní protizá-
nětlivá léčiva k narušení syntézy protektivních metabo-
litů kyseliny arachidonové v mukóze16. Tento přístup je 
v souladu s poznatkem, že podávání některých druhů 
nesteroidních protizánětlivých léčiv kolitickým pacien-
tům vede ke zhoršení příznaků ulcerózní kolitidy pro-
střednictvím inhibice obou izoforem cyklooxygenasy 
COX-1 a COX-217. 

Dalším genetickým modelem je myš Rag (kmen 
s nefunkčními B – a T-lymfocyty) s transplantovanými 
T-buňkami z IL-10 defektní myši18. Po indukci nesteroid-
ními protizánětlivými léčivy i tento model myši vyvine 
kolitidu. Obdobně funguje i model myši Rag s transplan-
tovanými buňkami sleziny CD25 – nebo CD45low z myši 
divokého kmene19. Kolitida se opět vyvine s vyšší prav-
děpodobností po podání nesteroidních protizánětlivých 
léčiv. Střevní mukóza v  těchto modelech produkuje 
ve zvýšené míře IFNγ a IL-17, což je důležité, neboť se 
zdá, že se tyto faktory podílí i na rozvoji nemoci u lidí19. 
Tyto modely jsou vhodné pro studium příčin nemoci  
a vlivu imunitního systému. 

Dalšími biologickými modely jsou kolitida u myší in-
dukovaná patogenem Citrobacter rodentium20, model 
myši s T-buňkami iresponzivními k TGFβ21, myši s ne-
gativně ovlivněnou funkcí adhezivní molekuly cadhe-
rinu E a s  tím související narušení soudržnosti epitelu 
a pronikáním bakterií do stěny střeva22, myši s delecí 
NOD1 a NOD2, receptorů bakteriálního peptidoglykanu 
(povrchový NOD1) a lipopolysacharidu (intracelulární 
NOD2), jež se podílejí na imunitní odpovědi23, myši 
s  defektem NLRP6, proteinu inflamazómu24, modely 
myší s defekty v tvorbě mucinu25, v genu MDR126, na-
rušení NF-κB dráhy v epitelu27, defektu STAT3 v makro-
fázích a neutrofilech28 či epitelu29 a myši s nadprodukcí 
IL-730.

Imunologické projevy nemoci
Mnoho informací o ulcerózní kolitidě bylo získáno 

právě z  myších modelů. Pro kolitidu je typická spíše 
imunitní odpověď typu TH2 a zvýšená produkce IL-13  
a IL-9 s infiltrací NK T-buněk (producenti IL-13) v lamina 
propria31. 

Hlavní příčinou onemocnění je podle současného 
poznání diferenciace naivních T-buněk pod vlivem IL-
23 v typ  TH17, které následně produkují IL-17 (IL-17A 
a IL-17F) a další cytokiny jako IL-21, IL-22 a IL-23 – ty 
jsou příčinou další rozvoje nemoci12. Předpokládá se, že 
buňky TH17 dají svou konverzí vzniknout subpopulaci 
buněk TH1, produkujícím IFNγ, který má též svůj podíl 
na rozvoji nemoci32. Tyto buňky typu TH1 však vznikají 
vlivem IL-23 z TH17, na rozdíl od klasických TH1 diferen-
covaných pod vlivem IL-12. Ve střevní tkáni přítomné 
buňky TH17 původně vznikají vlivem IL-1β, IL-6 a TGFβ, 
zatímco IL-23 vstupuje do hry až později a účastní se 
další propagace této populace33. Takto přes IL-23 sti-
mulované TH17 se zdají mít větší prozánětlivý účinek  
a nižší expresi IL-1034. Všechny výše popsané děje  
vedou i k  nárůstu GM-CSF (granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor)35 a IL-5 ve tkáni12. Další bu-
něčná populace, NK T-buňky typu II, mohou být do 
místa zánětu přitahovány přítomností sulfatidovaných 
glykolipidů (sulfatide glycolipids) uvolněných z poško-
zeného epitelu36. Přítomnost IL-3 v zánětu stimuluje 
lymfoidní buňky vrozené imunity, které dále tvoří IL-17, 
IL-22 a IFNγ a dále rozvíjí zánět37. 

Na zklidnění zánětu, jako antagonisté efektorových 
T-buněk ve střevě, jsou naopak důležité buňky Treg 
Foxp3+ s  imunosupresivními účinky, produkující IL-10, 
TGFβ a IL-3538. Tyto buňky jsou v  místě kolitidy dále 
stimulovány IL-33, který je produkován poškozeným 
epitelem39. Opačný efekt na Treg v místě zánětu má již 
zmiňovaný IL-2340. Treg jsou proto v místě zánětu in-
verzně regulovány hladinami IL-23 a IL-33. Další sou-
část zánětu, makrofágy, mají též pozitivní vliv na obno-
vu střevního epitelu po jejich stimulaci IL-1041.

Obecně je proto u ulcerózní kolitidy zájem na ovliv-
nění vazby IL-23 k  jeho receptoru IL23R farmaky blo-
kujícími podjednotky IL-12p40 a IL-23p19. U Crohnovy 
choroby se pozitivní účinek anti-IL-12p40 (ustekinu-
mab) již prokázal42.

Klasická léčba chemoterapeutiky
Pro chemoterapeutika cílící na ulcerózní kolitidu 

je typické jejich využití i pro léčbu Crohnovy choroby  
a revmatoidní artritidy. První skupinou léčiv jsou ami-
nosalicyláty. Nejběžnější léčbou tohoto chronického 
onemocnění je podávání kyseliny 5-aminosalicylové 
(mesalazin) či jejího derivátu, sulfasalazinu. Sulfasala-
zin patří mezi sulfonamidy a byl původně vyvinut jako 
léčivo pro revmatoidní artritidu. Část léčiva se vstřebává 
v  tenkém střevě, ale většina ho doputuje do tlustého 
střeva, kde je střevní mikroflórou metabolizován na ky-
selinu 5-aminosalicylovou a antibakteriální sulfapyridin, 
který je zodpovědný i za většinu jeho nežádoucích účin-
ků. Mesalazin a sulfasalazin jsou v účinku srovnatelné, 
přesto je mesalazin preferován díky absenci mnoha 
nežádoucích účinků přítomných u sulfasalazinu. Nevý-
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hodou samotné kyseliny 5-aminosalicylové je její vstře-
bávání v  tenkém střevě, proto jsou k dosažení tlusté-
ho střeva nutné její vhodné formulace. Ty jsou dobře 
popsané v  přehledném článku43. Léčba mesalazinem 
prokázala pozitivní účinek u 80 % pacientů, prodlužu-
je se doba remise44. Obvyklá dávka je 2 – 4 g denně. 
U pacientů s častějšími relapsy a silnějšími projevy ne-
moci se zvyšuje účinnost s  rostoucí dávkou45. Dalším 
proléčivem mesalazinu je balsalazid, který podobně 
jako sulfasalazin, uvolňuje mesalazin až v tlustém stře-
vě. Mechanismus účinku aminosalicylátů není dosud 
znám, ale jsou to obecně léčiva protizánětlivá. Tyto léky 
se kromě perorálního podání mohou též podávat jako 
čípky, či ve formě klyzmatu (klystýru).

Při  relapsu onemocnění jsou používány kortikoste-
roidy jako metylprednizon, prednizon, hydrokortizon  
a kortizon, které se ale nepoužívají k prodloužení re-
mise. Mechanismus jejich účinku není také přesně 
znám, ale předpokládá se vliv na inhibici dráhy NF-κB 
v imunitních buňkách43. Mohou se podávat orálně, in-
travenózně i topicky. Používají se často v nemocnicích 
pro zvládnutí akutních zánětů jako první léčba s úspěš-
ností mezi 60 – 70 %. Při jejich selhání se dále nasazuje 
léčba infliximabem (protilátka proti TNF-α) nebo cyk-
losporinem46, které se zdají být v účinku ekvivalentní47. 

Cyklosporin (Cyklosporin A) je imunosupresivum po-
užívající se ke zklidnění akutní fáze nemoci po neúčin-
né léčbě kortikosteroidy. Jeho účinnost je až v  80 % 
případů48. Hrozí u něho ale nefrotoxicita a další vedlejší 
účinky. Často je pro následnou léčbu nahrazen tacroli-
mem či thiopuriny. Jedná se o cyklický peptid složený 
z 11 aminokyselin, působící jako inhibitor signální mo-
lekuly kalcineurinu. Následkem je snížení transkripce 
cytokinů jako IL-2 a TNFα49. Kromě cyklosporinu lze 
použít i se stejným účinkem i imunosupresivum tacro-
limus (FK-506) se zhruba 50 % účinností50. Stejně jako  
u cyklosporinu se jedná o inhibitor kalcineurinu.

Imunosupresivní thiopuriny 6-merkaptopurin a aza-
thioprin (antimetabolit, purinový analog, v tkáni neen-
zymaticky konvertován na 6-merkaptopurin) jsou často 
nasazovány jako nástupci cyklosporinu a kortikoste-
roidů. 6-merkaptopurin je přes enzymy thiopurin-S-
-methyltransferasu a hypoxantin-guanin-fosforibosyl-
transferasu konvertován přes 6-methylmerkaptopurin 
na aktivní 6-thioguanin. Xantinoxidasa může přeměnit 
6-methylmerkaptopurin na neaktivní thiourát. Tato lé-
čiva narušují syntézu DNA a RNA a tím proliferaci T –  
a B-lymfocytů. Přímý mechanismus jejich účinku na 
ulcerózní kolitidu také není znám. Obě léčiva se po-
užívají k udržení remise s  účinností zhruba 60  – 70 
%. Nepoužívají se ale u akutních projevů, protože mají 
pomalý nástup účinku trvající 3  – 6 měsíců43. Navíc se 
při nasazení thiopurinů musí vzít v úvahu možnost dě-
dičného defektu v  thiopurin-S-methyltransferase, buď 
způsobené mutací genu nebo nižší expresí enzymu51. U 
takto postižených osob snížená aktivita tohoto enzymu 
vede ke zvýšené toxicitě thiopurinů pro kostní dřeň, a 
z toho plynoucí poruše krvetvorby, projevující se napří-
klad anémií, zvýšenou krvácivostí, či vyšší náchylností k 
infekcím. U těchto pacientů jsou buďto thiopuriny z léč-
by zcela vynechány, nebo je výrazně snížena jejich dáv-
ka. Nižší aktivita enzymu se týká zhruba 10 % populace,  

a u 1 z  300 jedinců je thiopurin-S-methyltransferasa 
zcela inaktivní.

Tofacitinib je nové léčivo procházející klinickými stu-
diemi, v současné době je ve třetí fázi. Jedná se o inhi-
bitor kinas JAK1 a JAK3. Podává se perorálně a jeho úči-
nek se zvyšuje s dávkou52. Lék už je schválen pro léčbu 
revmatoidní artritidy.

Nedávno se prokázal i efekt antihistaminika fexo-
fenadinu s  nízkou gastrointestinální absorpcí53. Zdá  
se vhodný spíše v  kombinované terapii s  ostatními  
léčivy.

Biologická léčba
Použití antagonistů TNFα (tumor necrosis factor α) 

přineslo řešení středních a vážnějších forem ulcerózní 
kolitidy. Mezi tyto antagonisty patří infliximab, adalimu-
mab, golimumab a certolizumab pegol. Jsou vhodné 
pro indukci a udržení remise onemocnění. Infliximab 
je monoklonální protilátka většinou nasazovaná po 
selhání kortikosteroidů54. Podáváním se zvyšuje riziko 
propuknutí tuberkulózy při latentní infekci či reaktivace 
hepatitidy B43.

Další skupinou jsou anti-integriny vedolizumab (anta-
gonista α4β7) a etrolizumab (antagonista α4β7 a αEβ7), 
natalizumab (antagonista α4). Vedolizumab je humani-
zovaná monoklonální protilátka IgG1 vázající integrin 
α4β7, a zabraňující vazbě leukocytů k  tomuto protei-
nu přes povrchovou molekulu MADCAM-1 výhradně 
v gastrointestinálním traktu. Je podáván intravenózně. 
V  klinických testech byla účinnost prokázána u 47 % 
pacientů55. Zvýšila se četnost remise a obnova mukózy. 
Často je vedolizumab pro zvýšení účinku kombinován 
s kortikosteroidy56. Etrolizumab je druhá humanizovaná 
protilátka cílící na β7 podjednotku v integrinech α4β7  
a αEβ7, podává se subkutánně a současně prochází tře-
tí fází klinických studií57.

Dalším testovaným léčivem je ustekinumab, protilát-
ka anti-IL-12p40 vhodná pro indukci remise onemoc-
nění blokací tohoto prozánětlivého cytokinu58.

Posledním přípravkem testovaným na ulcerózní koli-
tidu je alicaforsen, antisense oligonukleotid ke snížení 
exprese ICAM-1 – adhezivní molekuly a chemoatrak-
tantu v zánětu, s asi 50 % účinností59.

Často je biologická léčba kombinována s  chemote-
rapeutiky pro zvýšení účinku56,60. Mnoho dalších léčiv 
cílících na specifické signální dráhy imunitního systému 
je v současnosti zkoumáno a hodnoceno v klinických 
studiích.

Podpůrná léčba
Jedná se úpravu životního stylu či konzumaci potra-

vinových doplňků u pacientů s chronickým onemocně-
ním, kteří většinou mají starost ohledně vedlejších účin-
ků konvenční léčby, či jiné důvody jako zdravý životní 
styl.

Jednou z  látek používajících se k  podpůrné léčbě  
ulcerózní kolitidy je kurkumin. Jedná se o přírodní látku 
nacházející se v oddencích různých druhů rostlin rodu 
kurkuma a z  nich pocházejícího koření téhož názvu. 
Jeho účinnost se prokázala i odbornou studií v kombi-
naci s mesalazinem61. Mechanismus účinku není znám, 
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ale kurkumin je obecně považován za antiseptický  
a protizánětlivý. Podobné účinky má i konzumace od-
denku zázvoru či z něho připravených extraktů, což bylo 
též doloženo studií na potkanech62. Obecně se zázvor 
považuje za protizánětlivý.

Rybí olej je další z látek, u které bylo prokázáno zlep-
šení stavu63. Příjem 4,2 g ω-3 mastných kyselin denně 
vedl ke zlepšení stavu u 56 % pacientů a u některých 
pacientů vedl až ke snížení medikace. Účinek se před-
pokládá na snížení syntézy prozánětlivého leukotrienu 
B4 ve střevní mukóze, typicky zvýšeného u lidí trpících 
ulcerózní kolitidou. Navíc rybí olej obsahuje i vitamin 
D, který je u pacientů s  ulcerózní kolitidou přítomen 
v nižší hladině64. Vitamin D se navíc podílí i na složení 
střevní mikroflóry a imunitní odpovědi ve střevě11.

Příjem vlákniny v potravě má rovněž pozitivní vliv65. 
Stejně tak se prokázal pozitivní vliv příjmu β-glukanu, 
vedoucího ke snížení zánětlivých markerů a prozánětli-
vých cytokinů u pacientů66. Stejně pozitivní účinek má 
i vláknina z jitrocele vejčitého (Plantago ovata), známé 
také pod názvem Psyllium67. Celkově byl vliv polysacha-
ridů na průběh zánětlivých onemocnění střev sumari-
zován jinde68.

Další látkou ovlivňující průběh nemoci je nikotin. 
Bylo vypozorováno, že ulcerózní kolitida se u kuřáků 
vyskytuje v asi o 40 % nižší míře než u nekuřáků. Bylo 
zjištěno, že podávání nikotinu v  transdermálních ná-
plastech má pozitivní účinek u lehčích a středně váž-
ných forem nemoci asi u 40 % pacientů69. Další studie 
naopak ukázala, že nikotin není schopen prodloužit 
remisi onemocnění70. Nicméně do celkového efektu 
mohou být zapojeny i jiné složky cigaretového kouře. 
Navíc předchozí kouření zvyšuje riziko vzniku ulcerózní 
kolitidy zhruba dvojnásobně a koreluje s množstvím vy-
kouřených cigaret71. 

Vliv mikrobiomu
Při zánětlivých onemocněních střev  – ulcerózní koli-

tidě a Crohnově chorobě, dochází k nesprávné či nad-
měrné stimulaci imunitního systému ve střevě přítom-
nou mikroflórou, která nemusí být sama o sobě pato-
genní. Následný zánět může být způsoben dědičnými 
defekty či abnormalitami ve střevní sliznici, přirozenou 
bariérou mezi vnitřkem trávicího traktu a zbytkem těla. 
Rozdíly ve střevní mikroflóře mohou ovlivnit zvýšenou 
stimulaci imunitního systému, správnou funkci epitelu 
či jeho permeabilitu. Přestože se nezdá, že by ulcerózní 
kolitida byla přímo vyvolána přítomností nějakého pa-
togenního organismu, bakteriální kmeny s vyšší adhe-
zivitou k epitelu, invazivitou a intracelulární perzistencí 
vyvolávají silnější imunitní odpověď72. Naše genetická 
variabilita, jakožto hostitele, poté u některých jedinců 
může vést k nadměrné stimulaci imunitního systému 
a chronickému poškozování střevní sliznice. Vzhledem 
k velikému počtu organismů a variabilitě složení mik-
robiomu u jednotlivých osob, je velice obtížné identifi-
kovat jednotlivé mikroorganismy či přímo jejich kmeny, 
které jsou za rozvoj ulcerózní kolitidy zodpovědné. Ne-
zdá se, že by byl nějaký organismus způsobující koliti-
du. Spíše je to populace organismů, která při poškození 
střevní sliznice začne pronikat do tkáně. 

Na rozdíl od tenkého střeva s jednou vrstvou má tlu-
sté střevo dvě vrstvy hlenu. Vnitřní sterilní denzní vrstvu 
těsně přiléhající k epitelu, o tloušťce do 50 μm, a vnější 
rozvolněnější vrstvu variabilní tloušťky, obsahující proti-
látky typu IgA, která je prostředím pro komenzální bak-
terie73. V důsledku přítomnosti hlenu je kontakt střevní 
mikroflóry se střevním epitelem značně omezen, a to i 
díky různým epitelem sekretovaným antimikrobiálním 
peptidům, hlavně ze skupiny defenzínů.

Ve střevech zdravých lidí jsou čtyři hlavní taxonomické 
kmeny mikroorganismů: Bacteroidetes (gramnegativní 
bakterie tvořící většinu střevní mikroflóry), Firmicutes 
(grampozitivní bakterie hlavních rodů Bacillus a Clostri‑
dium), Actinobacteria a Proteobacteria74.

Faecalibacterium prausnitzii je grampozitivní anae-
robní bakterie a jeden z nejběžnějších střevních mik-
roorganismů s frekvencí výskytu obvykle 6 – 8 %. Je to 
jeden z hlavních producentů kyseliny máselné a dalších 
mastných kyselin s krátkým řetězcem ve střevě75. Kyseli-
na máselná má protizánětlivé účinky na lokální imunit-
ní systém, stimuluje buněk Treg76. U pacientů s ulceróz-
ní kolitidou je tato bakterie často zastoupena v menším 
počtu77 a její ubývající množství lze přímo korelovat se 
zvyšující se intenzitou nemoci78. Navíc se ukazují i sta-
tistické rozdíly dvou taxonomických podskupin tohoto 
organismu u zdravých jedinců a lidí postižených ulce-
rózní kolitidou, ačkoli nejsou tyto podskupiny přímo 
vázány k  nemocným či zdravým jedincům79. Zdá se,  
že léčba mesalazinem a imunosupresivy nevede k zvý-
šení počtu F. prausnitzii80, ale biologická léčba pomocí 
anti-TNFα ano81.

Grampozitivní bakterie rodu Clostridium jsou další 
skupinou vyskytující se ve střevě. Existují tři druhy spo-
jované s ulcerózní kolitidou a to C. difficile, C. coccoides 
a C. leptum. C. difficile je častou příčinou průjmových 
onemocnění po léčbě antibiotiky, negativně ovlivňující 
ostatní komenzální mikrobiom82. Sekretované toxiny C. 
difficile poškozují střevní mukózu83. Kvůli imunosupresi, 
léčbě antibiotiky a změnám v mikroflóře jsou pacienti 
se zánětlivými onemocněními střev zhruba 5x náchyl-
nější k infekcím způsobenými C. difficile84. Zdá se, že in-
fekce C. difficile je spíše průvodce ulcerózní kolitidy než 
její příčinou. Na rozdíl od C. difficile jsou další dva druhy 
C. coccoides a C. leptum spojovány s průběhem nemo-
ci. Obě bakterie se podílejí na tvorbě kyseliny máselné 
a jejich zastoupení u pacientů s ulcerózní kolitidou je 
nižší jako v případě F. prausnitzii85,86.

Bacteroides je další rod gramnegativních obligátně 
anaerobních bakterií běžných ve střevech savců. B. 
fragilis byla popsána jako jedna z bakterií, která může 
mít pozitivní efekt na průběh ulcerózní kolitidy sekrecí 
imunomodulačního polysacharidu A87. Vliv této bakte-
rie nemusí být jen pozitivní, v některých případech byla 
u této bakterie prokázaná invazivita do střeva, způso-
bující jeho poškozování88. U dalších druhů B. vulgatus 
a B. ovatus byla též prokázána spojitost s  průběhem 
ulcerózní kolitidy, u B. vulgatus negativní89 a C. ovatus 
pozitivní90.

Escherichia coli je komenzální gramnegativní bakte-
rie nacházející se v dolní části trávicího traktu teplokrev-
ných živočichů. U pacientů trpících ulcerózní kolitidou 
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byl zjištěn její vyšší podíl91. Neví se ale, jestli se nejedná 
jen o průvodní jev nemoci. Byla ovšem prokázána větší 
biodiverzita kmenů E. coli u zdravých lidí než u paci-
entů trpících ulcerózní kolitidou92. Přestože jsou kmeny  
E. coli s vyšší adhezivitou a invazivitou častěji nacháze-
ny u pacientů s Crohnovou chorobou, u ulcerózní koli-
tidy to prokázáno nebylo93.

Dalším významným rodem anaerobních gramne-
gativních bakterií ve střevě je Bifidobacterium. Bakte-
rie tohoto rodu jsou hojně využívány jako probiotika,  
a i v léčbě ulcerózní kolitidy mají svůj význam. U myš-
ího modelu byl prokázán jejich pozitivní protizánětlivý 
účinek94, stejně tak i na lidských imunitních buňkách95, 
podrobnější studie na lidech ale chybí.

Některé druhy anaerobního gramnegativního rodu 
Fusobacterium jako F. varium a F. nucleatum byly též 
nalezeny u pacientů s ulcerózní kolitidou96. Jednalo se 
většinou o kmeny se zvýšenou adhezivitou, invazivitou 
a prozánětlivými účinky. Většinou jsou to bakterie vy-
skytující se normálně v ústech a v trávicím traktu. 

Dalšími druhy mikroorganismů lišící se v počtu u pa-
cientů s ulcerózní kolitidou jsou Roseburia hominis78, 
Eubacterium rectale86, Listeria monocytogenes97 a Can‑
dida albicans98. R. hominis je bakterií ze skupiny Firmi‑
cutes, která produkuje kyselinu máselnou a u pacien-
tů s ulcerózní kolitidou se vyskytuje v nižších počtech. 
Stejně tak je u pacientů zastoupena méně i E. rectale. 
Grampozitivní bakterie L. monocytogenes je intracelu-
lární patogen, který může zhoršit průběh nemoci, ale 
je spíše průvodním jevem než příčinou. Stejně tak C. 
albicans představuje komplikaci v léčbě. 

Je obecně přijímáno, že střevní mikroflóra má svoji 
roli v patogenezi a postupu ulcerózní kolitidy. Bylo po-
psáno, že jednotlivé mikrobiální druhy či jejich kombi-
nace se podílí jako jedna z příčin na vzniku a průbě-
hu ulcerózní kolitidy. Nicméně, naše poznání je stále 
omezené. Dosud se nepodařilo prokázat, že by nějaký 
z výše popsaných mikroorganismů byl přímou příčinou 
tohoto onemocnění. I naše vědomosti o vlivu jednot-
livých mikroorganismů na imunitu či průběh nemoci 
je značně limitované. Je nesporné, že obnovení střev-
ní mikroflóry do určité rovnováhy s hostitelem má svůj 
terapeutický účinek. Podávání probiotické E. coli ane-
bo směsi probiotických organismů spolu s  konvenční 
léčbou má také pozitivní účinek99. Rovněž podávání 
antibiotik (ciprofloxacin) k  omezení střevní mikrofló-
ry může mít pozitivní účinek ve spojení s  klasickou 
léčbou100, což je nejspíš spjato s redukcí patogenních 
mikroorganismů komplikujících léčbu. Obecně dieta 
zvyšující pravděpodobnost rozvinutí choroby či relapsu 
zahrnuje velký příjem nenasycených tuků, vitamínu B6, 
masa, alkoholu101.

Jednou z dalších možností léčby, poukazující na bak-
teriální původ nemoci, je výměna bakteriální populace 
ve střevě za populaci z jiného jedince přes klyzma (kly-
stýr), tzv. léčba transplantovanou stolicí. Pro tuto léčbu 
v současné době existuje jen jediná oficiální indikace, 
kterou jsou obtížně zvládnutelné infekce způsobené 
bakterií C. difficile. Výzkumy ale naznačují potenciální 
přínos i pro pacienty s ulcerózní kolitidou, přestože je 

zřejmě nutné transplantaci provést opakovaně. U této 
metody byl popsán pozitivní výsledek u 92 % pacientů 
a kompletní remise až u 67 % pacientů102.

Helminti
Jedním z vysvětlení vyššího výskytu nemoci v rozvinu-

tých zemích může být i vyšší sterilita industrializované-
ho prostředí a nepřítomnost parazitů, kteří regulovali 
náš imunitní systém po celou dobu evoluce. Chronická 
infekce helminty (často parazité patřící do kmenů ploš-
těnci, hlístice a vrtejši) vede k trvalé aktivaci imunitního 
systému a zvýšení hladiny stimulů k jeho aktivaci (de-
senzitizaci)103. Takto snížená citlivost imunitního systé-
mu může snížit predispozice k rozvoji ulcerózní kolitidy. 
Helminti vyvolávají imunitní odpověď typu TH2, přesto 
další alergické autoimunní odpovědi tohoto typu u in-
festovaného člověka mírní. Helminti jsou známí sekrecí 
mnoha látek ovlivňující imunitní systém, což je před-
mětem mnoha studií. Zdá se, že protektivní účinek 
helmintů je závislý na stimulaci produkce IL-10 a TGFβ  
a inhibici IL-17104. Navíc přítomnost helmintů může 
ovlivnit i střevní mikrobiom, což bylo prokázáno u my- 
ší105.

Jedním z parazitů, u kterých se zkoumá vliv na průběh 
ulcerózní kolitidy je tenkohlavec prasečí (Trichuris suis). 
Člověk je k infekci tenkohlavcem prasečím vnímavý, ale 
parazit v nás přežívá jen krátce, nedospívá, nemigruje 
tkáněmi a infekce se neprojevuje žádnými klinickými 
příznaky. U 43 % pacientů vedlo pozření vajíček tohoto 
parazita k  zlepšení stavu106. Mnoho podobných studií 
bylo provedeno na myších, což je shrnuto v přehled-
ném článku včetně imunitních mechanismů104.

Závěr
Ulcerózní kolitida je jednou z  civilizačních nemo-

cí, která se projevuje zánětlivými změnami ve stěně 
tlustého střeva. Dle současného poznání je způsobena 
genetickými vlivy ovlivňujícími integritu střevního epi-
telu či odchylkami ve fungování imunitního systému 
ve střevě. Při nadměrné či nesprávné imunitní odpově-
di na přirozenou střevní mikroflóru ve střevě vzniká zá-
nět, který není imunitní systém schopný utlumit. Častěj-
ší výskyt této nemoci v rozvinutých zemích je spojován 
s vyšší sterilitou prostředí a absencí parazitů, kteří nás 
provázeli evolucí, a tlumili nadměrné imunitní odpově-
di. Vedle klasické léčby protizánětlivými látkami a ne-
specifickými imunosupresivy, známé několik desetiletí, 
se nyní začínají objevovat biologická léčiva založená  
na protilátkách specificky tlumící jednotlivé oblasti imu-
nitní odpovědi spojenou se zánětem ve střevní sliznici. 
Kromě klasické léčby se zdá účinná i podpůrná léčba 
ve formě úpravy jídelníčku a používání probiotik a pre-
biotik. Jednou z nadějných a ekonomicky nenáročných 
terapií může být „výměna“ střevní mikroflóry, ačkoli je 
k této oblasti léčby zatím málo klinických dat.
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Souhrn
Zavřel M.: Ulcerózní kolitida – současné poznání
Ulcerózní kolitida je chronické onemocnění střevní sliznice tlustého střeva. Nemoc se projevuje zánětlivými změnami ve sliznici, často 
provázenými vředy. Jedná se o výsledek deregulovaného imunitního systému ve střevní sliznici u lidí s genetickou predispozicí k tomuto 
onemocnění. Imunitní systém v tomto případě nesprávně a přecitlivěle reaguje na přirozené antigeny přítomné v tlustém střevě. Tento 
referátový článek shrnuje současné poznání týkající se příčin onemocnění, jeho průběhu a případné léčby.
Klíčová slova: Ulcerózní kolitida, střevní sliznice, zánět, mesalazin, sulfasalazin
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Summary
Zavřel 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 POŠKOZENÉ DNA POMOCÍ NEIL3 GLYKOSYLASY
Barbora Landová, Evžen Bouřa
Ústav organické chemie a biochemie AV ČR; barbora.landova@uochb.cas.cz

Úvod
Poškození DNA vzniká působením chemických vlivů, 

chybami při replikaci nebo běžným působením celulár-
ního metabolismu. Je důležité je odstranit a zachovat 
originální genetickou informaci, protože nedokonalos-
ti při opravě vedou ke genomové nestabilitě, rakovině 
nebo smrti buňky1.

Eukaryotická DNA polymerasa, jejíž chybovost je  
1 chyba na 107 syntetizovaných bází, je schopna opra-
vovat chyby vzniklé při replikaci z 99 %2.

DNA je ve vodném prostředí relativně nestabilní mo-
lekula, ve které neustále dochází ke vzniku různých 
chyb a poškození a to jak spontánně, tak vlivem půso-
bení různých faktorů. Za výzkum spontánních jevů se 
zasloužil laureát Nobelovy ceny z roku 2015 prof. T. R. 
Lindahl. Z jeho práce vyplývá, že spontánní odstranění 
purinových bází nezávisí na sekvenci DNA3.

V molekule DNA dochází ke spontánní deaminaci cy-
tosylu, vzniklý uracil je mutagenní, jelikož není zacho-
vána originální genetická informace. Reakcemi DNA 
s hydroxylovými radikály vznikají vedlejší produkty nor-
málního oxidačního metabolismu, které mohou mít za 
následek intramolekulární kovalentní prokřížení DNA 
ICL (z angl. Interstrand cross‑link). Působením malých 
metabolitů a koenzymů mohou však vznikat rozmanitá 
poškození DNA4.

Mechanismus opravy DNA je důležitý pro odstranění 
poškozených bází, způsobených např. buněčným meta-
bolismem1. DNA v případě poškozené báze je opravo-
vána dráhou BER (z angl. Base excission repair), která 
probíhá ve třech krocích. V prvním kroku je rozpozná-
no poškození a rozštěpena glykosidová vazba pomocí 
specifického enzymu v  závislosti na typu poškození  
za vzniku mezery nazývající se abazické místo Ap 
(z angl. Apurinic/apyrimidinic site). Ve druhém kroku je 
Ap místo opraveno pomocí DNA polymerasy. Ve třetím 
kroku je řetězec spojen DNA ligasou5.

Intermolekulární kovalentní prokřížení 
DNA

ICL je vysoce cytotoxické poškození DNA. Vzniká 
působením různých exogenních činidel zahrnující du-
síkatý hořčičný plyn yperit, cis‑platinu, mitomycin C 
a psolaren6. Tento typ poškození vzniká také vlivem en-
dogenních činidel, mezi která patří např. formaldehyd, 
acetaldehyd a malondialdehyd7.

Působením exogenních činidel se výrazně zvyšuje 
četnost vzniku ICL, což vede ke zvyšujícímu se počtu 

buněk podstupujících apoptózu8. Po 4 hodinách inku-
bace ovariálních buněk s cis‑platinou (Cis‑Pt) bylo do-
saženo IC50, kdy koncentrace potřebná k usmrcení 50% 
těchto buněk je 2,5 pg Cis‑Pt/ 1 µg buněčné DNA9. To-
hoto faktu je využíváno při chemoterapii, kdy uvedené 
činidlo působí na buňky a způsobuje jejich odumírání10.

Apurinace/apyrimidinace jsou pravděpodobně nej-
častější endogenní poškození buněčné DNA. Vznikají 
spontánním odstraněním purinových a  pyrimidino-
vých bází, a rovněž jako důsledek opravné dráhy BER11. 
Odhaduje se, že každá savčí buňka v ustáleném stavu 
obsahuje okolo 100 000 Ap míst12. Nedávno bylo obje-
veno, že jedna z forem ICL je tvořena mezi Ap místem 
a bází na protilehlém řetězci, viz obr. 1. Kovalentní spo-
jení protilehlých řetězců DNA mezi Ap místem a adeni-
nem vzniká spontánně13. In vitro je využíváno vzniku Ap 
místa působením BER, konkrétně Uracil‑DNA glykosy-
lasy (obr. 2).

Obr.  1: Tvorba ICL mezi Ap a  adeninem (dA). Struktur-
ní schéma navázání dA na Ap místo přes 2 intermediáty  
za vzniku konečného produktu – Ap‑ICL. Zobrazeno je pouze 
Ap místo a nukleotid, které jsou součástí řetězců DNA.
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Optimalizace výtěžku reakce tvorby ICL byla prove-
dena in vitro podle schématu na obr. 2, kdy hybridizo-
vané úseky DNA byly inkubovány s UDG a po časových 
intervalech byly odebírány vzorky reakce. Pro ukončení 
reakce byl využit formamid a jednotlivé vzorky byly vi-
zualizovány na denaturujícím gelu (obr. 3). Maximální 
výtěžek byl zjištěn po sedmi dnech probíhající reakce 
(obr. 4).

Oprava intermolekulárního 
prokřížení DNA

Oprava ICL probíhá v  S‑fázi bu-
něčného cyklu a  u  některých typů 
jako je např.  Ap‑ICL je mechanis-
mus neznámý14. Za rozštěpení N‑gly-
kosidové vazby je zodpovědná DNA 
glykosylasa NEIL3. Mechanismus 
opravy pomocí NEIL3 je neznámý. 
Předpokládá se, že existují dvě ne-
závislé možnosti této opravy. První 

je rozštěpení nativní N‑glykosidové vazby adenosinu  
za vzniku abazického místa. Uvolněný adenosyl zůstává 
vázán nepřirozenou N‑glykosidovou vazbou na původ-
ní abazické místo. Druhá možnost opravy je rozštěpe-
ní N‑glykosidové vazby ICL za vzniku nepoškozeného 
původního adenosinu i  původního abazického místa. 
Abazické místo je opravováno pomocí specifických en-
zymů, které jej vyštěpí, avšak vyštěpený zbytek zůstává 
spojen kovalentní vazbou na komplementárním ře-
tězci. Poté dochází k syntéze nového opraveného vlák-
na homologní rekombinací. Zbytek abazického místa  
na komplementárním řetězci je odstraněn pomocí 
BER15.

NEIL3 glykosylasa
Relativní molekulová hmotnost NEIL3 (Endonukleasa 

VIII‑like III) je 68 kDa. Gen pro lidský NEIL3 se nachá-
zí v  lokusu 4q34.3 a sestává se z 10 exonů obsahují-
cích 1818 párů bází v kódující sekvenci, skládá se z 605 
aminokyselin. NEIL3 se vyskytuje především v  jádru 
buněk15. Obsahuje celkově čtyři zinkové prsty, což jsou 
domény vázající DNA, které se často vyskytují u DNA 
vazebných proteinů. Jeden zinkový prst, specifický pro 
Fpg/Nei rodinu, obsahuje zinečnatý ion ukotven čtyř-
mi cysteinovými zbytky. C‑terminální doména se skládá 
z RanBP zinkového prstu a dvou GRF zinkových prstů. 
Oproti dalším členům Fpg/Nei rodiny je prodlouže-
ná. Význam tohoto prodloužení není znám. Na N‑ter-
minálním konci v pozici 2 se nachází valinový zbytek  
na místo prolinového, který je typický pro ostatní členy  

Obr.  2: Schéma tvorby Ap‑ICL in vitro. V  prvním kroku 
komplementární úseky DNA hybridizují. Následně je vyště-
pena báze  – uracil pomocí uracil‑DNA glykosylasy (UDG)  
za vzniku Ap místa. Kovalentní spojení mezi opačným řetězci 
vzniká spontánně v průběhu inkubace při 37 °C.

Obr. 3: Odebírané vzorky probíhající reakce vzniku ICL 
v  časových intervalech vizualizované na 20 % dena‑
turujícím akrylamidovém gelu. Po odebrání vzorku byla  
reakce zastavena formamidem a zamražena. Pozorujeme ne-
stabilitu vznikajícího ICL. Maximálního výtěžku je dosaženo 
po 7 dnech. Při delší inkubaci se výtěžek ICL snižuje, naopak 
množství produktu rozpadu se zvyšuje.

Obr. 4: Závislost výtěžku ICL na čase byla zjištěna pře‑
rušovanou metodou studia stacionární kinetiky. Analýza 
gelu obr. 3 v programu GelAnalyzer.

Obr. 5: In vitro reakce nativní a mutantní varianty xNEIL3 s ICL. Separace re-
akce na 20% denaturujícím gelu po zastavení reakce pomocí formamidu. Absence 
produktu v případě mutantní varianty potvrzuje její neaktivitu.
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Fpg/Nei rodiny. Tento aminokyselinový zbytek je využí-
ván k tvorbě Schiffovy báze.

Interakce xNEIL3 glykosylasy s ICL
xNEIL3 je jedna z 11 anotovaných glykosylas v geno-

mu Drápatky vodní (Xenopus leavis). Lysinový zbytek 
v  pozici 60 představuje jeden z  aminokyselinových 
zbytků aktivního centra. Nativní i  mutantní varianta 
K60A xNEIL3 glykosylasy je schopna vázat poškozenou 
DNA – ICL. Nativní xNEIL3 štěpí ICL za vzniku neznámé-
ho produktu (Obr. 5).

Závěr
Ap‑ICL je časté poškození DNA vznikající spontánně 

in vivo, které brání replikaci a  je vysoce cytotoxické.  

In vitro pozorujeme nárůst vznikajícího poškození s ča-
sem a  jeho následné klesání v  závislosti na množství 
vznikajícího produktu degradace. Produkt degradace 
poukazuje na nestabilitu a  samovolný rozpad Ap‑ICL, 
degradační produkt je neznámý. Další charakterizace 
Ap‑ICL by napomohla zjištění potenciální sekvenční 
specifity vzniku tohoto poškození. NEIL3 glykosylasa je 
enzym schopný opravy Ap‑ICL. Valinový zbytek v pozi-
ci 2 a lysinový zbytek v pozici 60 se nachází v aktivním 
centru proteinu xNEIL3 glykosylasy a pro opravu jsou 
nezbytné.
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Souhrn
Landová B., Bouřa E.: Oprava poškozené DNA pomocí NEIL3 glykosylasy
DNA glykosylasy jsou důležité enzymy sloužící k rozpoznání a odstranění poškození DNA, vzniklého samovolně nebo působením envi-
ronmentálních činidel. Do Fpg/Nei rodiny patří proteiny schopny rozpoznávat a přispět k opravě oxidované báze, abazického místa nebo 
kovalentního příčného spojení řetězců DNA pomocí zatím neobjasněné opravné dráhy. Bez opravy tohoto poškození nemůže dochá-
zet k replikaci a může vést k mutacím a rakovině. Tato práce se snaží přispět k objasnění molekulárních mechanismů interakce NEIL3  
(Endonukleasa VIII – like 3) z rodiny proteinů Fpg/Nei se substrátem – kovalentní spojení opačných řetězců DNA.
Klíčová slova: poškozená DNA, oprava DNA, Nei glykosylasa

Summary
Landová B., Bouřa 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 MONITOROVÁNÍ BUNĚČNÉHO CYKLU 
V ŽIVÝCH BUŇKÁCH
Lucie Knoblochová, Petr Šolc
Ústav živočišné fyziologie a genetiky AV ČR, v.v.i, Laboratoř integrity DNA, Centrum PIGMOD, Liběchov; knoblocho‑
va@iapg.cas.cz

Úvod
Posloupnost událostí vedoucí k  buněčnému dělení 

se označuje jako buněčný cyklus. Obvyklou metodu 
používanou k  charakterizaci a  lokalizaci specifických 
komponent buněčného cyklu představuje u fixovaných 
buněk nepřímá imunofluorescence. Rozvoj mikrosko-

pického snímání živých buněk v  reálném čase přinesl 
až objev a  rozvoj technologie spojené s využitím GFP 
(„green fluorescent protein“, zelený fluorescenční pro-
tein) a dalších fluorescenčních proteinů, které je možno 
geneticky kódovat a díky tomu fúzovat s téměř jakým-
koliv buněčným proteinem. Díky rozvoji mikroskopie 
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a designu nových fluorescenčních proteinů se neustále 
zlepšují možnosti snímání pochodů buněčného cyklu 
v reálném čase v živých buňkách.

Buněčný cyklus
Buněčný cyklus se skládá ze čtyř odlišných fází: G1, 

S, G2 a mitózy. Během S‑fáze dochází k replikaci DNA 
(S z angl. DNA synthesis – syntéza DNA), během M‑fá-
ze (M z angl. mitosis – mitóza) nastává vlastní buněčné 
dělení. G1-fáze (G z angl. gap – mezera) je přípravou 
na S‑fázi a  G2-fáze je přípravou na mitózu. Fáze G1, 
S a G2 se společně označují jako interfáze. Pátou fází 
lze nazvat fázi G0, ve které buňka tzv. vystoupí z buněč-
ného cyklu a nedělí se. Tato fáze je typická např. pro 
plně diferencované buňky. Cyklin‑dependentní kinasy 
(CDK) představují hlavní regulátory průchodu buněč-
ným cyklem. CDK jsou regulovány inhibiční fosforylací 
kinasami Wee1 a Myt1, proti které působí aktivační de-
fosforylace fosfatasami z rodiny CDC251. CDK musí být 
také fosforylovány kinasou aktivující kinasy CDK (CDK
‑activating kinase, CAK) a dále je nezbytná přítomnost 
cyklinu jakožto aktivačního kofaktoru. Vazba cyklinu  
na kinasy CDK je regulována nejen vzájemnou afinitou 
ke konkrétní kinase, ale také expresí a degradací cykli-
nu v určitý čas na určitém místě. CDK mohou být také 
inhibovány vazbou malých proteinů označovaných jako 
inhibitory cyklin dependentních kinas. Průchod buněč-
ným cyklem je převážně zajištěn kinasami CDK1, CDK2, 
CDK4 a CDK6 v kombinaci s cykliny A, B a D a  jejich 
variantami (obr. 1). Kromě výše zmíněných regulačních 
mechanismů jsou CDK regulovány změnou své loka-
lizace (převážně translokace mezi jádrem a  cytoplaz-
mou), což vede k prostorovému a časovému oddělení 
nebo přiblížení reakčním partnerů2. Právě translokace 
proteinů v průběhu buněčného cyklu je často využívána 
při konstrukci fluorescenčních biosenzorů monitorují-
cích průchod buněčným cyklem.

Monitorování buněčného cyklu  
v živých buňkách

Přelomovým nástrojem pro monitorování buněčného 
cyklu v živých buňkách je již zmiňovaný objev fluores-
cenčních proteinů a jejich využití pro konstrukci gene-

ticky kódovaných reportérových systémů4. Při konstruk-
ci fluorescenčních biosenzorů jsou vytvořeny kódující 
sekvence obsahující buněčný protein nebo jeho funkč-
ní element. K  sekvenci tohoto proteinu je připojena 
sekvence kódující fluorescenční protein. Výsledkem je 
exprese navrženého proteinu  – biosenzoru. Pro kon-
strukci fluorescenčních biosenzorů pro monitorování 
buněčného cyklu v živých buňkách jsou vybírány tako-
vé buněčné proteiny, které hrají roli v průchodu buněč-
ným cyklem a zároveň vykazují definované charakteri-
stické chování v jednotlivých fázích buněčného cyklu.

Biosenzor založený na detekci replikace
Prvním příkladem geneticky kódovaného fluores-

cenčního biosenzoru je dobře prozkoumaný replikační 
protein PCNA (proliferating‑cell nuclear antigen, proli-
ferační buněčný jaderný antigen) fúzovaný s proteinem 
GFP (PCNA‑GFP). PCNA je kofaktorem DNA polymerá-
zy delta a při replikaci tvoří zřetelné replikační fokusy5, 
díky čemuž je možné odlišit všechny čtyři fáze buněčné-
ho cyklu. Ve fázi G1 je senzor rovnoměrně difundovaný 
v jádře, i když nevstupuje do jadérek. Během fáze S je 
senzor díky PCNA rekrutován k  ohniskům replikace, 
kde tvoří viditelné body (obr. 3a). Tyto fokusy se pohy-
bují a mění svoji velikost během replikace. Zmizení fo-
kusů a homogenizace signálu PCNA‑GFP na konci fáze 
S je znakem počínající fáze G25. Na začátku mitózy při 
rozpadu jaderné membrány se signál stává homogenní 
v rámci celé buňky6. PCNA‑GFP byla použita k rozliše-
ní jednotlivých fází buněčného cyklu nejen v  lidských 
a myších živých buňkách7–9, ale i u embryí ježovky a C. 
elegans10.

Biosenzor založený na translokaci mezi 
buněčnými kompartmenty

Další geneticky kódovaný fluorescenční biosenzor 
představuje lidská DNA helikasa B (DHB) fúzovaná 
s proteinem GFP (DHB‑GFP). Senzor DHB‑GFP translo-
kuje při přechodu z fáze G1 do S z jádra do cytoplazmy, 
kde zůstává během fází S a G211. DHB‑GFP umožňuje 
rozlišit fáze G1 (jaderný signál), S a G2 (cytoplazmatic-
ký signál) a fázi M, protože při rozpadu jaderné mem-
brány senzor difunduje skrze celou buňku (obr. 3 b)6.

Hahn a  kol. použili k  zobrazení buněčného cyklu 
kombinaci upraveného fragmentu DHB fúzovaného 
s červeným fluorescenčním proteinem (red fluorescent 
protein, RFP) (DHB‑RFP) a PCNA se zesíleným žlutým 
fluorescenčním proteinem (enhanced yellow fluo‑
rescent protein, EYFP) (PCNA‑EYFP) v  živých buňkách 
(obr. 3c). Autoři použili fragment z C‑konce DHB pro-
teinu, který byl postačující k úspěšné translokaci mezi 
kompartmenty (obr.  2). Nevýhodu DHB‑GFP senzoru 
představuje neschopnost rozlišit ze signálu v cytoplaz-
mě fázi S a G2 a zároveň difuzní signál v jádře u PCNA
‑GFP senzoru může představovat G1 i  G2 fázi. Kom-
binace DHB‑RFP a  PCNA‑EYFP biosenzorů umožňuje 
určit fázi buněčného cyklu přesně ve kterémkoliv oka-
mžiku, a je tedy vhodná pro použití ve fixovaných i ži-
vých buňkách6. Při dlouhodobém sledování živých bu-
něk v reálném čase ovšem stačí využít samotný PCNA
‑GFP senzor vzhledem k přidané časové informaci, kdy 

Obr.  1: Schématické znázornění regulace průběhu bu‑
něčného cyklu u  eukaryot. Aktivní kinasy CDK s  podjed-
notkami cykliny umožňují buňce přechody mezi jednotlivými 
buněčnými fázemi. Upraveno z3.
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je zřejmé, že po proběhlé S‑fázi musí nastat G2-fáze  
a po proběhlé M‑fázi musí nastat G1-fáze.

Spencer er al. upravili fragment DHB, aby kvantita-
tivně reagoval na aktivitu kinasy CDK2. Tento upravený 
fragment obsahuje čtyři fosforylační místa pro kinasu 
CDK2, jaderný lokalizační signál (nuclear localisation 
sequence, NLS), jaderný exportní signál (nuclear ex‑
port signal, NES) a je navíc fúzovaný se žlutým fluores-
cenčním proteinem mVenus (DHB‑Ven) derivovaným 
z GFP. Aktivovaný signál NLS umožňuje vstup proteinů 
do jádra, aktivovaný signál NES umožňuje výstup pro-
teinů z jádra. Po fosforylaci senzoru DHB‑Ven kinasou 
CDK2 se aktivuje signál NES a deaktivuje signál NLS12. 
Následně je senzor DHB‑Ven translokován do cytoplaz-
my. Právě na základě translokace z  jádra do cytoplaz-
my dokáže DHB‑Ven rozlišit G1, S a G2 fázi. Fázi M lze 
určit podle difuzního signálu, obarvení DNA, případně 
buněčné morfologie. Při vzrůstání aktivity kinasy CDK2 
na počátku fáze S vzrůstá i poměr signálu v cytoplaz-
mě v porovnání s jádrem. Ve fázi G1 je senzor převáž-
ně v jádře (poměr signálu je cca 0,5 – 0,8), ve fázi S je 
senzor v  jádře i  cytoplazmě (poměr signálu je cca  
(0,8 – 1,2) a v G2-fázi je senzor převážně v cytoplazmě 
(poměr signálu je cca 1,2 a  vyšší)13. Senzor DHB‑Ven 
byl použit pro zjištění průběhu buněčného cyklu a akti-
vity kinázy CDK2 v lidských buněčných liniích14–18. V jiné 
studii byl fragment DHB fúzován s EGFP pro monitoro-
vání průchodu buněčným cyklem u C. elegans19.

Systém biosenzorů založený na řízené 
destrukci proteinů v rámci buněčného 
cyklu

Dalším zajímavým systémem rozlišujícím jednotlivé 
fáze buněčného cyklu je tzv. FUCCI systém (fluorescent 
ubiquitination‑based cell cycle indicator, fluorescenční 
indikátor buněčného cyklu založený na ubikvitinaci). 
Tento systém je založený na expresi a  následné pro-
teolytické degradaci proteinů Cdt1 a  gemininu v  růz-
ných fázích buněčného cyklu. Cdt1 působí jako licenční 
faktor pro DNA replikaci a  je aktivní v G1. Geminin je 

inhibitor Cdt1 a je exprimován ve fázích S a G2. Cdt1 
a  geminin tak dohromady zajišťují, že k  licencování  

replikačních počátků (tj. k  jedi-
nečnému označení replikačních 
počátků, aby buňka zabránila 
opakovanému začátku replika-
ce ze stejného počátku během 
S‑fáze) dojde pouze jednou  
za buněčný cyklus, a to v G1-fá-
zi20. Polyubikvitinaci Cdt1, jež je 
nezbytná pro následnou prote-
olytickou degradaci Cdt1, zajiš-
tují E3 ubikvitin ligasy CUL4Ddb1 
a SCFSkp2. Polyubikvitinaci gemi-
ninu zajišťuje E3 ubikvitin ligasa 
APC/C. Aktivity těchto E3 ubikvi-
tin ligas oscilují během buněč-
ného cyklu21. CUL4Ddb1 je aktivní 
pouze v S‑fázi, SCFSkp2 je aktivní 
ve fázích S, G2 a M, avšak v G1 
fázi je vypnut. APC/C je aktiv-
ní v mitóze a v G1. Geminin je 
exprimován a je aktivní během 

fází S  a G2, kdy inhibuje faktor Cdt1. Avšak na konci 
mitózy (od anafáze) a v G1-fázi je posílán do degradace 
APC/C komplexem. Cdt1 je tak aktivní během fáze G1, 
kdy zajišťuje licencování DNA pro následnou replikaci. 
Během S‑fáze je však inhibován vazbou gemininu a na-
víc posílán do degradace pomocí CUL4Ddb1 a  CSFSkp2. 
Během G2 fáze a mitózy je pak jeho destrukce induko-
vána již jen pomocí CSFSkp2.

Sakaue‑Sawano  et  al. využili oscilace hladin Cdt1 
a  gemininu k  rozlišení jednotlivých fází buněčného 
cyklu. k V tzv. FUCCI(SA) systému využili monitorování 
průběhu buněčným cyklem změny v aktivitách SCFSkp2 

a APC/C. Fragment proteinu Cdt1, který obsahuje sek-
venci pouze pro SCFSkp2 závislou polyubikvitinaci, fúzo-
vali s červeným proteinem mKO2 (Cdt1-mKO2) a frag-
ment gemininu, který je polyubikvitinován pomocí 
APC/C fúzovali se zeleným proteinem mAG (geminin
‑mAG). Ve fázi G1 je zřetelný pouze signál Cdt1-mKO2, 
na přechodu fází G1 a S  je patrný signál Cdt1-mKO2 
i  geminin‑mAG a  během fází S, G2 a  M je viditelný 
pouze signál geminin‑mAG (obr.  3f). Během fáze M  
vykazuje geminin‑mAG difuzní signál v celé buňce a od 
anafáze dochází k jeho poklesu20. Výhodou FUCCI(SA) 
systému je, že dokáže rozlišit přechod mezi fázemi G1 
a S s vysokou přesností. Nevýhodou této verze FUCCI 
systému je, že nedokáže rozlišit mezi fázemi S  a G2.  
Recentně publikovaná varianta systému FUCCI(CA) 
tuto nevýhodu odstraňuje. U FUCCI(CA) je využit mu-
tovaný fragment Cdt1, který je polyubikvitinován vý-
hradně pomocí CUL4Ddb1, který je však aktivní pouze  
v S‑fázi. To vede k tomu, že fragment Cdt1 je destruován  
na přechodu G1/S  a  začíná se opětovně akumulovat 
od začátku G222. FUCCI systém s jinými fluorescenčními 
proteiny (Cdt1-mCherry, geminin‑mVenus) byl využit 
pro sledování buněčného cyklu u  buněčných linií23,24. 
Nezanedbatelnou předností FUCCI systému je i  fakt,  
že autoři vytvořili i myší transgenní linii, u které je mož-
né sledování buněčného cyklu u embryí25, u buněk v or-
gánových explantátech26 nebo u buněčných kultur27–29.

Obr. 2: Zobrazení průchodu buněčným cyklem pomocí fluorescenčního biosenzoru 
DHB‑RFP založeném na translokaci mezi buněčnými kompartmenty. Upraveno z6.
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Chromobodies
Jakožto slibná technologie vypadá použití tzv. „nano-

bodies“ pro sledování nejrůznějších buněčných pocho-
dů v reálném čase. Nanobodies jsou protilátky o veli-
kosti jednotek nanometrů. Běžné protilátky se skládají 
z dvou těžkých (heavy, H) a dvou lehkých (light, L) ře-
tězců. Oba řetězce mají na N‑konci variabilní doménu 
(VH nebo VL), která obsahuje vazebné místo pro anti-
gen5,30. Konvenční protilátky vykazují výborné vlastnosti 
při studiu fixovaných buněk, avšak nelze je použít pro 
snímání buněčných pochodů v  reálném čase. Důvo-
dem je jejich malá prostupnost dovnitř buňky a  také 
redukční prostředí v cytoplazmě, které zredukuje disul-
fidické můstky a změní jejich konformaci31. Alternativou 
je použití protilátek produkovaných zvířaty z čeledi vel-
bloudovitých (rod velbloudů a  lam). Tato zvířata pro-
dukují protilátky rozpoznávající epitop pouze variabilní 
doménou na těžkém řetězci („variable heavy chain of 
a heavy chain antibody“, VHH). Díky velikosti VHH o roz-

měrech 2 nm x 4 nm (13 kDa) se pro tyto fragmenty 
vžil název nanobodies32. Jejich výhodou je relativně jed-
noduchá příprava, stabilita, malá velikost a silná afinita 
k cílovému antigenu30. Nezanedbatelnou výhodou na-
nobodies je díky jejich malé velikosti možnost použití 
při superrozlišovací mikroskopii. Nanobodies fúzované 
s fluorescenčním proteinem (chromobodies) kombinu-
jí výhody klasických protilátek (rozpoznávání endogen-
ních proteinů, možnost rozpoznání posttranslačních 
modifikací) s výhodami geneticky kódovaných biosen-
zorů (možnost aplikace v živých buňkách)30. V porovná-
ní s klasickými geneticky kódovanými biosenzory je vý-
znamnou výhodou použití chromobodies detekce en-
dogenního proteinu. První chromobodies byly popsány 
pro detekci chromatinu (histon H2B‑chromobody), 
cytoskeletu (β‑aktin  – chromobody), jaderné obálky 
(lamin B1-chromobody) a replikace a průběhu buněč-
ných cyklem (PCNA‑chromobody). Pro určení buněčné 
fáze bylo PCNA‑chromobody použito v  liských buněč-
ných liniích33–35.

Obr. 3: Přehled geneticky kódovaných biosenzorů pro zobrazení buněčného cyklu v živých buňkách. a) PCNA‑GFP tvoří 
jaderné fokusy ve fázi S5, 7, 10. b) Fragment lidské DNA helikasy B fúzovaný s proteinem GFP (DHB‑GFP) translokuje při přechodu 
z G1 do S fáze z jádra do cytoplazmy, kde zůstává během S a G2 fáze11. c) Kombinace fragmentu DHB fúzovaného s RFP a PCNA 
fúzovaného s EYFP byla uplatněna k zobrazení všech fází buněčného cyklu6. d) DNA ligasa I fúzovaná s DsRed1 (DsRed1-DNA 
ligáza I) v kombinaci s DNA methyltransferasou Dnmt I fúzovanou s GFP (Dnmt‑GFP) byly použita k rozlišení všech fází buněčné-
ho cyklu36. e) Protein YFP fúzovaný s doménou vázající se na cytoplazmatickou membránu (CM) CM‑YFP byl využit k pozorování 
rozpadu jaderné membrány a  jejího složení během mitózy37. f) FUCCI systém je založen na kombinaci exprese a degradace 
gemininu‑mAG (akumuluje se během fází S, G2 a M a je degradován ve fázi G1) a Cdt1-mKO2 (akumuluje se ve fázi G1 a poté 
je degradován)20. g) Fragment cyklinu B fúzovaný s GFP je exprimován v průběhu fáze S, translokován do jádra a degradován 
během mitózy38. Upraveno z39.
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Další fluorescenční biosenzory
Dalším systémem vhodným pro rozlišení jednotlivých 

fází buněčného cyklu ve fixovaných i živých buňkách je 
použití DNA ligasy I fúzované s DsRed1 (DsRed1-DNA 
ligasa I) v kombinaci s DNA methyltransferasou Dnmt 
I fúzovanou s GFP (Dnmt‑GFP) (obr. 3d). DsRed1-DNA 
ligasa I vykazuje ve fázi G1 difuzní signál v jádře, během 
fáze S tvoří výrazné fokusy a během G2 fáze se projevu-
je opět difuzním signálem. Průběh fáze M lze odvodit 
z typické buněčné morfologie. Dnmt‑GFP se v průběhu 
G1 i S fáze projevuje obdobně jako DsRed1-DNA ligasa 
I, avšak během fáze G2 tvoří výrazné fokusy36. Kombina-
cí obou senzorů je možné zjistit jakoukoliv fázi buněč-
ného cyklu během kteréhokoliv okamžiku.

Geneticky kódovaný YFP fúzovaný s doménou váza-
jící se na cytoplazmatickou membránu (CM‑YFP) a ja-
dernou lokalizační sekvencí NLS byl použit k pozorová-
ní rozpadu jaderné membrány a jejího složení během 
mitózy (obr. 3e). Senzor CM‑YFP zůstává v průběhu in-
terfáze v jádře, avšak během mitózy po rozpadu jader-
né membrány difunduje do cytoplazmy a přednostně 
se váže na cytoplazmatickou membránu. Po obnovení 
jaderné membrány je senzor opět transportován do cy-
toplazmy37.

Thomas a  kol. použili k  rozlišení fáze S, přechodu 
mezi fázemi G2/M a mitózou fragment cyklinu B s cy-
toplazmatickým retenčním signálem (CRS) a destrukč-
ním boxem, fúzovaný s GFP (obr. 3 g). Cyklin B je totiž 
exprimován v průběhu S‑fáze, po fosforylaci CRS ele-
mentu následně translokován do jádra a na konci mitó-
zy je degradován38.

Závěr
Přestože naše porozumění pochodů zajišťujících prů-

běh buněčného cyklu již velmi pokročilo, pořád zde ješ-

tě není dostatek nástrojů, které bychom mohli použít 
v živých buňkách. Milníkem bylo zavedení technologie 
spojené s  proteinem GFP a  dalšími fluorescenčními 
proteiny, které jako první umožnilo sledování konkrét-
ních molekul v živých buňkách v reálním čase. Dalším 
zlepšení podmínek pro přežití buněk představuje vyu-
žití fluorescenčních proteinů s  excitačním a  emisním 
spektrem v  infračervené nebo blízce infračervené ob-
lasti. Nevýhodou geneticky kódovaných fluorescenč-
ních biosenzorů jsou ovšem možné artefakty spojené 
s  jejich nepřirozeně vysokou expresí a  také změna 
konformace původní molekuly po fúzi s GFP. Při použi-
tí každého biosenzoru by mělo být pečlivě zkoumáno, 
zda daný biosenzor sám o sobě neovlivňuje parametry 
a  průběh průchodu buněčných cyklem. V  neposled-
ní řadě je třeba dbát na velikost značeného proteinu, 
protože pokud je značený protein malý, může fúze 
s fluorescenčním proteinem zcela změnit chování pů-
vodního proteinu v  buňce. Zároveň bychom měli mít 
na paměti, že geneticky kódované fluorescenční bio-
senzory neukazují chování endogenních molekul, nýbrž 
vytvořených konstruktů. Možnost sledovat chování en-
dogenních molekul přináší technologie chromobodies, 
jejichž výhodou je i možnost aplikace v živých buňkách 
a  také případné sledování posttranslačních modifika-
cí. Nevýhodou této technologie ovšem zatím zůstává 
vysoká výrobní cena nových chromobodies a komerč-
ní dostupnost pouze omezeného množství. I přes své 
některé nevýhody představují fluorescenční biosenzory 
vynikající nástroj pro sledování buněčného cyklu v  ži-
vých buňkách.

Poděkování:
Tento referátový článek byl podpořen MŠMT progra-

mem národní udržitelnosti (NPU) reg.č. LO1609.
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Souhrn
Knoblochová L., Šolc P.: Biosenzory pro monitorování buněčného cyklu v živých buňkách
Sledování buněčného cyklu v živých buňkách je klíčové pro lepší pochopení molekulárních mechanismů regulujících buněčné dělení. Vý-
znamným milníkem v monitorování buněčného cyklu v živých buňkách představuje objev fluorescenčních proteinů. Připojením sekvence 
kódující fluorescenční protein k vybranému buněčnému proteinu se vytvoří tzv. fluorescenční biosenzor. Mezi nejvýznamnější senzory 
v této oblasti patří senzor PCNA‑GFP (proliferating‑cell nuclear antigen, proliferační buněčný jaderný antigen) nebo DHB‑mVenus (DNA 
helikasa B) a  FUCCI systém (fluorescent ubiquitination‑based cell cycle indicator, fluorescenční indikátor buněčného cyklu založený 
na ubikvitinaci). PCNA je replikační faktor, který při DNA replikaci tvoří v jádře zřetelná replikační ohniska. DHB‑GFP nebo -mVenus byl 
použit na rozlišení fáze buněčného cyklu díky translokaci z jádra do cytoplazmy. FUCCI systém je založený na detekci exprese a následné 
degradace proteinů Cdt1 a gemininu, které hrají roli v licencování replikačních počátků. Zmíněné biosenzory jsou schopné rozlišit všech-
ny fáze buněčného cyklu. Vhodným nástrojem k sledování buněčného cyklu v živých buňkách jsou také tzv. chromobodies, což jsou malé 
fragmenty protilátek spojených s chromoforem. Využít lze například PCNA‑chromobody. Přestože fluorescenční biosenzory vykazují i jisté 
nevýhody, jsou zatím nejlepším nástrojem pro monitorování buněčného cyklu v živých buňkách.
Klíčová slova: buněčný cyklus, fluorescenční proteiny, fluorescenční biosenzory

Summary
Knoblochová L., Šolc 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: KLÍČOVÁ SIGNÁLNÍ MOLEKULA 
REGULUJÍCÍ STRESOVOU OBRANU BAKTERIÍ
Ondřej Bulvas, Iva Pichová
Ústav organické chemie a biochemie AV ČR, v. v. i.; bulvas@uochb.cas.cz

Úvod
Zástupci bakterií se v  průběhu evoluce naučili ko-

lonizovat snad všechny myslitelné ekosystémy. Od 
všestranných půdních saprofytů po vysoce specializo-
vané parazitické druhy, bakterie musí být schopné rea-
govat na celou řadou nepříznivých a rychle se měnících 
vnějších podmínek. Pro tyto účely mají bakterie celé 
spektrum stresových adaptačních mechanismů, včetně 
klíčové stringentní odpovědi.

Stringentní odpověď
Stringentní odpověď je stresový obranný mechanis-

mus, který je konzervovaný u většiny bakterií a reaguje 
zejména na limitaci živinami (dusíkem, uhlíkem, fos-
fátem) nebo na tepelný či oxidativní stres. Tyto vněj-

ší stimuly způsobují změny koncentrace intracelulární 
signální molekuly (alarmonu) guanosintetrafosfátu  
a guanosinpentafosfátu, souhrnně označovaného zkrat- 
kou (p)ppGpp (Obr.  1). Při běžném exponenciálním 
růstu je (p)ppGpp přítomen pouze v nízkých bazálních 
koncentracích a  funguje jako modulátor bakteriálního 
růstu, buněčného cyklu a  obecného metabolismu1. 
V případě limitace živinami může hladina tohoto alar-
monu skokově vzrůst, což má ve výsledku zásadní do-
pad na aktivaci specializovaných stresových odpovědí, 
ale zároveň způsobuje inhibici produkce rRNA, růstu 
a  dělení bakterií. Tento efekt může být vysvětlen pů-
sobením (p)ppGpp na několika úrovních, od regulace 
transkripce konkrétních genů jeho vazbou na RNA poly-
merasu, přes změny poměru koncentrace jednotlivých 
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purinových nukleotidů, až po vazbu na konkrétní me-
tabolické enzymy spojenou s  regulací jejich aktivity2. 
U modelového kmene E. coli může stringentní odpo-
věď ovlivnit transkripci více než 30 % veškerých genů, 
přičemž přibližně polovina z nich je indukována, zatím-
co druhá je naopak potlačena3.

RSH proteiny
Klíčovými regulátory hladiny alarmonu (p)ppGpp 

v bakteriální buňce jsou enzymy z rodiny RSH proteinů 
(z angl. RelA/SpoT Homologue), které mohou kataly-
zovat reversibilní reakci syntézy (p)ppGpp z ATP a GDP/ 
/GTP přidáním pyrofosfátového zbytku do 3’ pozice 
molekuly GDP nebo GTP, a  hydrolýzy (p)ppGpp zpět 
na GDP/GTP a pyrofosfát. Konverzi pppGpp na ppGpp 
může specificky katalyzovat enzym guanosinpentafos-
fátfosfohydrolasa (GppA) nebo nespecificky celá řada 
buněčných GTPas2. Celý systém založený na RSH pro-
teinech je schopen jemně regulovat stabilní hladinu 
(p)ppGpp, a zároveň také vyvolat její skokové zvýšení 
(shrnuto na Obr. 2). S výjimkou bakterií ze skupiny PVC 
(kmeny Planctomycetes, Verrucomicrobia a  Chlamy‑
diae) a některých patogenů s redukovaným genomem 
(například řád Rickettsiales, rod Mycoplasma nebo pů-
vodce syfilis Treponema pallidum) jsou geny pro RSH 
mezi bakteriemi vysoce konzervované. RSH proteiny lze 

rozdělit na „dlouhé“ multidoménové a „krátké“ jedno-
doménové enzymy. Většina bakterií má jeden bifunkč-
ní protein Rel složený z šesti domén rozdělených mezi 
katalytickou N‑koncovou část (NTD) a regulační C‑kon-
covou část (CTD). V NTD části se nacházejí oblasti pro 
hydrolýzu (HD) a  syntézu (p)ppGpp. Odlišná situace 
je u tříd β-/γ‑proteobacterium (do kterých patří přede-
vším dobře prozkoumaný model E. coli), u kterých do-
šlo k duplikaci genu Rel za vzniku dvou paralogů RelA 
a SpoT. „Krátké“ RSH proteiny tvoří skupiny příbuzných 
jednodoménových enzymů s  (p)ppGpp hydrolasovou 
(SAH – z angl. Small Alarmone Hydrolases) nebo syn-
tetasovou (SAS  – z  angl. Small Alarmone Synthases) 
doménou1,4.

Nejlépe prozkoumaný mechanismus stringentní od-
povědi zprostředkované současně proteiny RelA a SpoT 
je u modelového organismu E. coli. RelA má pouze (p)
ppGpp syntetasovou aktivitu indukovanou nedostat-
kem aminokyselin nebo tepelným šokem5. Přestože si 
RelA zachovává patrný pozůstatek HD domény, její hyd-
rolasová aktivita byla v průběhu evoluce ztracena4. RelA 
v buňce funguje především jako senzor její translační 
aktivity s přímou vazbou na ribozomy. Za normálních 
podmínek jsou při translaci nové aminokyseliny do-
pravovány do akceptorového místa (A‑místa) na ribo-
zomu ve formě aminoacyl‑tRNA konjugátu. V případě 
nedostatku „volných“ aminokyselin se v buňce začnou 
akumulovat deaminoacylované tRNA, které se mohou 
vázat do volného A‑místa, a  tím zastaví posun ribo-
zomu. RelA navázaný na zastavený ribozomální kom-
plex je následně aktivován přímou interakcí mezi jeho  
C‑koncovou regulační částí a  3’-OH skupinou deacy-
lované tRNA6. Po této interakci, indukující syntézu (p)
ppGpp, dochází k uvolnění RelA z  ribozomu a dočas-
nému zachování jeho aktivované formy mechanismem 
„molekulové paměti“ (Obr.  3). Tento fenomén zatím 
nebyl uspokojivě vysvětlen, ale je pravděpodobně zá-
vislý na autoinhibičních vlastnostech CTD části7. RelA  
je dále alostericky aktivován vlastním produktem (p)
ppGpp a  tato pozitivní zpětná vazba následně napo- 
máhá ke skokové akumulaci tohoto alarmonu a  ke 
spuštění stringentní odpovědi8.

Zatímco RelA z E. coli reaguje velmi specificky na kon-
krétní signál v podobě nedostatku aminokyselin, druhý 
bifunkční RSH protein SpoT funguje se svou (p)ppGpp 
hydrolasovou aktivitou jako regulační uzel stringentní 
odpovědi a dále jako křižovatka signálů pro další streso-

vé události, jako je limitace zdroji 
uhlíku nebo železa9. Bakteriální 
kmeny s úplně vyřazenou schop-
ností produkovat (p)ppGpp jsou 
i  přes různé fenotypové defekty 
stále životaschopné, zatímco vyřa-
zení genu SpoT zabraňujícího ne-
kontrolovatelnému vzrůstu hladi-
ny (p)ppGpp je pro bakterii letál-
ní10. Regulace aktivity SpoT probí- 
há pravděpodobně prostřednic-
tvím interakce s dalšími proteino-
vými partnery, schopnými reago-
vat na stav živin v buňce. Jedním 
z těchto případů je represe synte-

Obr.  1: Struktura alarmonu stringentní odpovědi  
(p)ppGpp. Označení (p)ppGpp souhrnně označuje molekuly  
guanosintetrafosfátu a  guanosinpentafosfátu (naznačeno 
závorkou ve schématu molekuly) fungující jako signální mo-
lekuly u stringentní odpovědi.

Obr.  2: Schéma funkce a  struktury RSH proteinů. V  modelové bakterii E. coli je  
(p)ppGpp syntetizován z GDP/GTP RSH enzymy RelA/SpoT, přičemž je zpětně hydroly-
zován bifunkčním enzymem SpoT. Hydrolýzu pppGpp na ppGpp zprostředkovávají GT-
-Pasy jako GppA, zatímco přeměnu GDP na GTP zajišťuje nukleotiddifosfát kinasa (Ndk).
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tasové aktivity SpoT GTPasou CgtA11 při dostatku živin. 
Dalším příkladem aktivace stringentní odpovědi je inte-
rakce SpoT s kofaktorem lipidového metabolismu ACP 
(z angl. Acyl Carrier Protein), který se pravděpodobně 
váže do oblasti CTD ve SpoT12. Přesné mechanismy 
těchto interakcí zatím nebyly dosud objasněny, což je 
do značné míry způsobeno neúspěšnými pokusy o pu-
rifikaci a následné určení prostorové struktury SpoT.

Většina bakterií má intracelulární hladinu (p)ppGpp 
regulovanou jediným bifunkčním enzymem označo-
vaným jako Rel, který velmi pravděpodobně přebírá 
funkce obou proteinů RelA a SpoT u E. coli. Na rozdíl 
od modelu E. coli nejsou vlastnosti a mechanismy re-
gulace proteinu Rel tak dobře popsány. U Mycobacte- 
rium tuberculosis je syntéza (p)ppGpp silně induko-
vána interakcí Rel s  ribozomy a  deaminoacylovanou 
tRNA13, což připomíná mechanismus odpovědi RelA  
na nedostatek aminokyselin u E. coli. Na druhou stranu 
se zdá, že Rel potřebuje pro aktivaci stringentní odpově-
di u některých bakterií dodatečný signál ve formě limi-
tace ostatními živinami. To platí například právě pro M. 
tuberculosis14 nebo Helicobacter pylori15, zatímco pro 
jiné bakterie jako Enterococcus faecalis je limitace ami-
nokyselinami ke spuštění stringentní odpovědi dosta-
tečná16. Mezi další netradiční spouštěče stringentní od-
povědi mohou patřit i změny vnějších podmínek, jako 
je hodnota pH nebo koncentrace CO2 u H. pylori17 nebo 
přechod ze světla do tmy u Rhodopseudomonas sphe‑
roides18. Všechny tyto rozdíly naznačují, že i přes univer-
zální konzervovanost samotného fenoménu stringentní 
odpovědi se mohou jeho spouštěcí mechanismy mezi 
jednotlivými druhy značně lišit, což pravděpodobně 
odráží jejich adaptaci na rozdílné životní styly19. Kon-
krétní molekulární mechanismy regulace těchto dějů 
zatím nebyly dostatečně popsány a ani některé principy 
známé z modelu E. coli se neukázaly u jiných bakteri-
álních druhů funkční. Na rozdíl od SpoT není aktivita 
Rel u těchto bakterií patrně regulována kofaktorem li-
pidového metabolismu ACP12. Podobně jako u protei-
nu SpoT se ukázalo problematické určení prostorové 
struktury Rel, ale nedávné vyřešení struktury katalytic-
ky aktivní N‑koncové domény Rel u M. tuberculosis by 
mohlo v budoucnu napomoci pochopení molekulární-
ho mechanismu jeho funkce20. Celý model stringentní 
odpovědi, nehledě na počet multidoménových RSH, 
ještě navíc komplikuje současná přítomnost „krátkých“ 
jednodoménových SAS a  SAH proteinů, jejichž výskyt 

i  funkce se u různých bakteriál-
ních druhů dramaticky liší a není 
jasné, do jaké míry se na celém 
procesu podílí.

Mechanismus účinku (p)
ppGpp

Po prudkém zvýšení koncen-
trace (p)ppGpp v  buňce půso-
bením některého z RSH protei-
nů dojde k  aktivaci stringentní 
odpovědi, která je spojena ze-
jména s  pozitivní či negativní 
regulací transkripce celé řady 
genů. Dochází především k  ná-

růstu  transkripce genů pro biosyntézu aminokyselin, 
stresových faktorů nebo samotného genu Rel, a  to 
na úkor inhibice produkce rRNA a ribozomálních pro-
teinů. Jedním z  mechanismů, popsaných především 
u E. coli, je přímá interakce molekuly (p)ppGpp s RNA 
polymerasou (RNAP) vedoucí k  iniciaci transkripce  
na vybraných promotorech. Molekula (p)ppGpp se 
může vázat na dvě odlišná místa v RNAP a alostericky 
tak ovlivňuje její aktivitu. První vazebné místo se na-
chází mimo aminokyselinové zbytky zapojené přímo do 
katalýzy syntézy RNA, stejně jako mimo DNA vazebnou 
doménu. Tato vazba pravděpodobně slouží k  regulaci 
transkripce při bazálních hladinách (p)ppGpp za nor-
málních růstových podmínek21. Druhé vazebné místo 
pro (p)ppGpp v molekule RNAP je v oblasti sekundár-
ního kanálu, kde se váže také transkripční faktor DksA 
(supresor DnaK). Právě tento mechanismus je patrně 
důležitý za podmínek stringentní odpovědi22. Některé 
promotory vytvářejí s  RNAP nestabilní otevřené kom-
plexy (například rRNA promotor), které jsou vlivem 
vazby (p)ppGpp/DksA destabilizovány, což vede k po-
tlačení transkripce. Naopak jiné promotory, které tvoří 
s RNAP stabilní otevřené komplexy, mohou být touto 
vazbou aktivovány23.

Kromě přímé vazby na RNAP může (p)ppGpp ovliv-
ňovat transkripci i nepřímo procesem kompetice mezi 
σ‑faktory. Za normálních podmínek faktor σ70 (RpoD) 
navádí RNAP k  iniciaci transkripce z  promotorů genů 
důležitých pro logaritmický růst (syntéza proteinů, li-
pidů, replikace DNA). Při stringentní odpovědi vysoká 
hladina (p)ppGpp inhibuje vazbu σ70 na RNAP, a umož-
ňuje tak vazbu alternativních stresových σ‑faktorů24. 
Tyto alternativní faktory mohou být dále regulovány po-
mocí (p)ppGpp na různých úrovních. Například faktor 
σS (RpoS) je specifický pro stacionární fázi, která hraje 
klíčovou roli při rezistenci na stres a expresi faktorů vi-
rulence u celé řady patogenních druhů. Stabilita RpoS 
je komplexně regulována pomocí adaptorového pro-
teinu RssB, který směruje konstitutivně exprimovaný 
σS k degradaci v proteazomu. (p)ppGpp však může in-
dukovat expresi antiadaptorových proteinů IraP a IraD 
vyvazujících RssB, a tím stabilizuje faktor σS v buňce25. 
Dalším příkladem regulace transkripce pomocí σ‑fakto-
rů je přímá stimulace iniciace transkripce z promotorů 
regulovaných stresovým faktorem σE (RpoE) na základě 
jeho interakce s (p)ppGpp a proteinem DksA26.

Obr. 3: Schéma aktivace stringentní odpovědi proteinem RelA. Po vazbě deaminoa-
cylované tRNA do A‑místa ribozomu se indukuje (p)ppGpp syntetasová aktivita proteinu 
RelA, který se uvolní z ribozomu a pokračuje v syntéze molekul alarmonu (p)ppGpp.
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Jiným nepřímým mechanismem regulace transkripce 
u G+ modelového organismu Bacillus subtilis je změ-
na účinnosti iniciace transkripce na základě změn po-
měru buněčných koncentrací dostupných nukleotidů  
GTP:ATP. Účinnost transkripce je u některých promotorů 
závislá na druhu báze na transkripčním startu a může 
se dramaticky měnit s aktuální hladinou odpovídající-
ho nukleotidu. Skokové zvýšení biosyntézy (p)ppGpp 
proteinem Rel vede ke  snížení buněčné hladiny GTP, 
protože tento nukleotid slouží jako jeho reakční sub-
strát27. Zvyšující se hladina alarmonu může dále ovlivnit 
dostupnost GTP v buňce přímou regulací jeho biosynté-
zy, jejíž některé klíčové enzymy jsou s různou účinností 
přímo inhibovány (p)ppGpp28.

Mimo výše popsané regulace exprese na úrovni tran-
skripce byly popsány mechanismy, kdy (p)ppGpp za-
sahuje také na úrovni translace. CsrA je RNA vazebný 
protein, který se váže na vedoucí sekvence a ribozomál-
ní vazebná místa některých mRNA, a  tím je označuje 
k degradaci. Tato regulační aktivita CsrA může být in-
hibována vazbou nekódujících RNA, jejichž exprese je 
indukována pomocí (p)ppGpp29. Další možností regu-
lace translace je interakce (p)ppGpp přímo s elongač-
ními nebo iniciačními faktory vedoucí k  inhibici jejich 
aktivity. Například vazba (p)ppGpp na iniciační faktor 
GTPasu IF2 vede k destabilizaci tvorby 30S iniciačního 
ribosomálního komplexu30.

Kromě RNAP může (p)ppGpp přímo regulovat aktivi-
tu i dalších enzymů. (p)ppGpp vznikající katalýzou pro-
teinem Rel se může za určitých podmínek vázat do jeho 
regulační domény a může touto zpětnou vazbou regu-
lovat jeho enzymovou aktivitu31. Dalšími příklady jsou 
inhibice replikace interakcí (p)ppGpp s DNA primasou 
(DnaG), regulace metabolismu fosfátu interakcí s enzy-
mem exopolyfosfatasou nebo modulace stresové od-
povědi na změny pH interakcí s lysin‑dekaroboxylasou 
(Ldcl/CadA)32. Zajímavou oblastí je role (p)ppGpp 
v metabolismu dalších nukleotidových signálních mo-
lekul – cyklických purinových dinukleotidů. Některé vý-
sledky ukazují, že by jejich syntéza mohla být při strin-
gentní odpovědi částečně regulována pomocí vazby (p)
ppGpp na enzymy účastnící se jejich biosyntesy32,33.

S  přihlédnutím ke všem výše popsaným mecha-
nismům je zřejmé, že (p)ppGpp může globálně regu-
lovat celou řadu procesů probíhajících v bakteriálních 
buňkách a je pravděpodobně jednou z centrálních sig-
nálních molekul bakterií nejen při stresu, ale i za běž-
ných růstových podmínek.

(p)ppGpp a patogeneze
Rostoucí počet studií ukazuje na klíčovou roli  

(p)ppGpp pro virulenci mnoha patogenních druhů bak-
terií34. Pro úspěšnou kolonizaci tkání hostitele a překo-
nání jeho obrany potřebuje bakterie celou řadu spe-
cifických faktorů zajišťujících například adhezi, vstup 
do buněk a tkání nebo modulaci imunitního systému. 
Regulace těchto velmi specifických funkcí je často pro-
vázána s obecnými stresovými odpověďmi. To se děje 
pomocí integrace individuálních regulátorů virulence 
s globálními signálními dráhami, jako je právě systém 
závislý na (p)ppGpp. Bakterie může tímto způsobem 

efektivně řídit komplexní změny ve své fyziologii. Tako-
vým případem je diferenciace replikativní a transmisiv-
ní formy fakultativních intracelulárních parazitů, jako je 
Legionella pneumophila35 nebo přechod mezi růstem 
v biofilmu a ve volné planktonní formě u Pseudomonas 
aeruginosa36. U rodu Salmonella je aktivace produkce 
virulentních faktorů z ostrůvků patogenity SPI 1 a SPI 2 
zcela závislá na signalizaci pomocí (p)ppGpp akumulo-
vaného ve stacionární fázi37. Defekty ve virulenci mno-
ha patogenních bakterií jsou tak zásadní, že se pracuje 
na vývoji atenuovaných vakcín založených na kmenech 
deficientních na schopnost syntézy (p)ppGpp. Vakcíny 
tohoto typu jsou v současnosti ve vývoji například proti 
infekcím Salmonella typhimurium38.

Mezi obecné mechanismy obrany bakterií proti půso-
bení antimikrobiálních látek je vývoj jejich perzistent-
ní formy. V bakteriálních populacích často dochází ke 
stochastickému vzniku odolných pomalu rostoucích 
buněk, které při náhlé změně podmínek slouží jako „zá-
chranná síť“ celé populace. Tento fenotyp je spojován 
s regulací metabolismu mechanismem stringentní od-
povědi. U E. coli bylo ukázáno, že stochastickou variací 
v aktivitě enzymů RelA/SpoT může dojít ke zvýšení hla-
diny (p)ppGpp, která vede přes akumulaci polyfosfátu 
k aktivaci Lon proteasy. Ta následně štěpí antitoxiny 10 
systémů toxin‑antitoxin (TA systémy; většinou páry spe-
cifické mRNasy s  vlastním inhibitorem), které násled-
ně aktivují geny nutné pro perzistenci. Zpětná smyčka 
je zajištěna dalším TA systémem HipAB, který způsobí 
přes inhibici glutamyl tRNA syntetasy akumulaci deami-
noacylovaných tRNA a kanonickou aktivaci stringentní 
odpovědi. Tento elegantní systém je schopen jemné 
regulace vzniku perzistentních buněk jak vzácným ná-
hodným mechanismem, tak cílenou aktivací při nepříz-
nivých podmínkách39.

Závěr
Pochopení významu alarmonu (p)ppGpp v bakteriál-

ní fyziologii prošlo za poslední dekády významným vý-
vojem. Původně byla stringentní odpověď definována 
jako adaptační mechanismus na nedostatek aminoky-
selin, který je specificky řízen enzymem RelA, reagují-
cím na přítomnost deaminoacylovaných tRNA. Tento 
pohled se postupně rozšiřuje na integrální funkci (p)
ppGpp v regulaci celé řady dalších stresových odpovědí 
i vzniku perzistence. Ukazuje se, že kromě toho, že (p)
ppGpp ovlivňuje řadu fyziologických procesů v bakte-
riích, jako např. buněčného dělení nebo metabolismu 
aminokyselin a purinů, sehrává klíčovou roli i ve viru-
lenci patogenních bakterií. Jednotlivé procesy, které 
jsou (p)ppGpp regulovány a  proteiny, se kterými (p)
ppGpp interaguje, představují velmi zajímavé cíle pro 
vývoj nových léčiv proti patogenním bakteriím. Díky 
tomu, že stringentní odpověď regulovaná (p)ppGpp je 
specifická pro bakterie, by nové inhibitory mohly být 
vysoce selektivní a použitelné pro problematické bak-
teriální infekce.
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Souhrn
Bulvas O., Pichová I.: Alarmon (p)ppGpp: Klíčová signální molekula regulující stresovou obranu bakterií
Pro přežití výkyvů vnějších podmínek bakterie vyvinuly stresové adaptační mechanismy, ke kterým patří i stringentní odpověď, která je ří-
zena hladinou nukleotidové signální molekuly (p)ppGpp. Klíčovými regulátory tohoto procesu jsou multifunkční enzymy Rel a RelA/SpoT 
z rodiny proteinů RSH. Přestože jsou komponenty a funkce stringentní odpovědi u bakterií vysoce konzervované, mohou se u některých 
bakterií konkrétní molekulární mechanismy regulace značně lišit. Stringentní odpověď a její komponenty ovlivňují celou řadu buněčných 
pochodů a představují tak potenciální cíle pro vývoj nových typů léčiv proti infekcím způsobených rezistentními bakteriálními patogeny.
Klíčová slova: stringentní odpověď, (p)ppGpp, RelA/SpoT, Rel, RSH proteiny, stresová odpověď bakterií

Summary
Bulvas O., Pichová 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
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VYUŽITÍ ANTIMIKROBIÁLNÍCH NANOVLÁKENNÝCH 
MATERIÁLŮ PŘI LÉČBĚ KOŽNÍCH PORANĚNÍ
Simona Lencová, Kamila Zdeňková, Hana Stiborová, Kateřina Demnerová
Ústav biochemie a mikrobiologie, VŠCHT Praha; lencovas@vscht.cz

Úvod
Infekce kůže a měkkých tkání jsou celosvětově nej-

častějším typem infekcí. I přes významné pokroky me-
dicíny mohou vést v  krajních případech k  závažným 
komplikacím s  fatálními následky. Navzdory úspěšné 
léčbě některých povrchových kožních infekcí může do-
cházet k napadení podkožní tkáně, ke zpomalení pro-
cesu hojení a k přímému ohrožení života. Je proto po-
třeba hledat efektivní způsoby, jak předcházet takovým 
patologickým situacím1. V  současné době je v  tomto 
směru pozornost věnována aplikacím nanotechnologií, 
zejména funkcionalizovaných nanovlákenných materi-
álů. Jejich hlavní výhodou pro medicínské aplikace je 
podobnost s  přirozenou morfologií tkání, díky čemuž 
mohou stimulovat buněčný růst v  místech poškoze-
né tkáně. Využití nanomateriálů pro hojení akutních 
a chronických kožních defektů je vhodné i díky volitel-
né době biodegradability bez následného jizvení2.

Pro zajištění efektivní léčby kožních zranění je nezbyt-
né kontrolovat vnější podmínky v místě zranění tak, aby 
byla zajištěna optimální buněčná aktivita během proce-
su hojení. Jedná se zejména o kyslík, teplotu, dostup-
nost potřebných nutričních látek a  naopak zabránění 
přístupu nežádoucích elementů3. Právě využití nanovlá-
kenných struktur může výrazně přispět k zajištění těch-
to podmínek, zejména krytím rány za dostatečného 
přístupu vzduchu. Mimo to je možné do struktur těchto 
materiálů inkorporovat látky s antimikrobiální aktivitou, 
které brání bakteriální kolonizaci a infekci rány.

V  současné době se testují nanomateriály různého 
složení se zabudovanými antimikrobiálními činidly, kte-
rá mají za cíl spolehlivě chránit poranění před infekcí.

Patofyziologie a proces hojení ran
Poškození kůže se projevuje porušením celistvos-

ti integrity tkáně v  důsledku mechanických, fyzických 
nebo metabolických problémů4. Rány jsou klasifiková-
ny podle délky trvání a povahy hojivého procesu, jako 
akutní nebo chronické. Akutní rány se objevují náhle 
v důsledku odřenin, popálenin, řezů, roztrhnutí a pro-
píchnutí a  v  případě lehčích poranění za normálních 

fyziologických podmínek bývá regenerace epidermální 
struktury vysoce účinná5,6. V případě chronických pora-
nění je proces regenerace poškozen a k hojení pokožky 
nedochází. Tato poranění jsou obecně dělena do čtyř 
kategorií, a to na tlaková, diabetická, vředy vznikající žil-
ní a arteriální insuficiencí7.

Hojivý proces kožních zranění je sledem synchronizo-
vaných událostí od hemostázy přes zánět, migraci bu-
něk, proliferaci až po remodelaci nové tkáně8. Během 
hemostázy je vytvářena fibrinová sraženina, která za-
braňuje ztrátě krve a mikrobiální kontaminaci. Zánětlivá 
fáze pak zahrnuje tvorbu neutrofilů, které ničí přítom-
né bakterie a dekontaminují poranění sekrecí proteas 
a  antimikrobiálních peptidů. V migrační a proliferační 
fázi pak do místa poranění migrují fibroblasty a dochází 
k diferenciaci do myofibroblastů za vzniku komponentů 
extracelulární matrice – fibronektinu, kyseliny hyaluro-
nové, kolagenu a proteoglykanu, které se poté podílejí 
na tvorbě extracelulární matrice, nových krevních cév 
a  na epitelizaci9. Posledním krokem je pak přestavba 
tkáně, čímž jsou všechny regenerační procesy aktivova-
né po úrazu ukončeny.

Přestože proces hojení ran je velmi komplexní, imu-
nitní systém pacienta někdy nemusí dostatečně za- 
reagovat na přítomnost patogenů v ráně a může dojít 
k infekci. Mnoha studiemi bylo zjištěno, že během pro-
cesu infekce dochází ke změnám mikroflóry přítomné 
v ráně. V počáteční fázi infekčního procesu jsou hlavní-
mi zúčastněnými mikroorganismy grampozitivní bakte-
rie Staphylococcus aureus a Streptococcus pyogenes, 
zatímco gramnegativní bakterie, zejména Escherichia 
coli a  Pseudomonas aeruginosa, jsou detekovány až 
v pozdní fázi infekcí. Fakultativně anaerobní gramnega-
tivní bakterie napadají hlubší vrstvy kůže, kde specificky 
poškozují tkáně. Velmi často se v kožních poraněních 
nacházejí grampozitivní koky zástupci rodů Staphylo‑
coccus a Streptococcus10.

Antimikrobiální aktivita materiálů
Bakteriální kontaminace kožních ran vedoucí k záně-

tům mohou při nedostatečném a rychlém ošetření vést 

Obr. 1: Princip působení antimikrobiálních činidel v materiálech používaných ke krytí kožních ran.
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i k úmrtí pacienta. V současné době se řada výzkumných 
pracovišť zabývá vývojem obvazových materiálů s anti-
mikrobiálními vlastnostmi, které mohou v praxi zabránit 
rozvoji nežádoucích mikroorganismů v ráně. Testuje se 
řada různých materiálů lišících se fyzikálními vlastnost-
mi, které je předurčují pro daná konkrétní využití v praxi. 
Materiály, které se používají pro výrobu obvazového 

materiálu, musí být prodyšné. Samy o sobě nevykazují 
schopnost inhibovat růst mikroorganismů, plní funk-
ci nosiče látek s  prokázaným antibakteriálním účin-
kem (Obr. 1)1. Skupinu těchto činidel tvoří především  
antibiotika, nanočástice a  přírodní produkty. Přehled 
konkrétních aplikací vybraných materiálů i  činidel je 
uveden v Tab. I.

Tabulka I: Přehled antimikrobiálních činidel a materiálů použitých pro účel vývoje krytí kožních ran.

Antimikrobiální 
látka Materiál Příprava 

materiálu
Testované 

mikroorganismy Výsledky studie

Ciprofloxacin

Polyvinylpyrrolidon 
(nanovlákenný* 
kompozitní** 

materiál)

Zvláknění 
homogenního 

roztoku 
polyvinylpyrrolidonu 

a ciprofloxacinu

E. coli, B. subtilis

Testováno na myších, 
výborné vlastnosti 

materiálů při hojení 
ran11.  

(in vivo studie)

Gentamycin
Chitosan 

(nanovlákenný 
kompozitní materiál)

Imobilizace 
gentamycinu 

enkapsulovaného 
do lipozomů na 
povrch chitosanu

E. coli, 
P. aeruginosa, 

S. aureus

Postupné uvolňování 
gentamycinu 

z chitosanu po dobu 
24 hodin, výborné 

antibiotické účinky13.  
(in vitro studie)

Tetracyklin Celulóza 
(kompozitní materiál)

Smáčení zvlákněné 
celulózy v roztoku 

tetracyklinu po 
dobu 24 h

E. coli, S. aureus, 
B. subtilis,  
C. albicans

Excelentní 
antibakteriální aktivita 
vzniklých kompozitů, 

vysoká biokompatibilita 
materiálu16.  

(in vitro studie)

TiO2 nanočástice

Chitosan/ 
polyvinylpyrolidon 
(nanokompozitní*** 

materiál)

Zvláknění 
homogenního 

roztoku chitosanu, 
polyvinylpyrolidonu 

a TiO2

E. coli, S. aureus, 
B. subtilis, 

P. aeruginosa

Nanokompozit 
měl výborné 

výsledky inhibice 
penetrace bakterií 
a protizánětlivého 

efektu21.  
(in vivo studie)

ZnO nanočástice

Hydrogely 
z alginátu sodného 
a akáciové gumy 

(kompozitní materiál)

Přídavek ZnO 
nanočástic do 

roztoku alginátu 
a akáciové gumy

P. aeruginosa, 
B. cereus

Hojivý účinek 
prokázán při nízkých 

koncentracích 
nanočástic na ovčích 
fibroblastech. Vysoké 

koncentrace samotných 
nanočástic ZnO byly 

toxické pro buňky, ale 
hydrogely významně 
snížily jejich toxicitu 

a zachovaly prospěšný 
antibakteriální 

a léčebný účinek22.  
(in vitro studie)

Ag nanočástice
Polykaprolakton 

(nanovlákenný 
kompozitní materiál)

Zvláknění 
homogenního 

roztoku 
polykaprolaktonu 
a Ag nanočástic

S. aureus, E. coli

Výborná antimikrobiální 
aktivita materiálu, se 

zvyšující se koncentrací 
nanočástic rostly 
i antibakteriální 

účinky29.  
(in vitro studie)
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Tabulka I: Přehled antimikrobiálních činidel a materiálů použitých pro účel vývoje krytí kožních ran (pokračování).

Antimikrobiální 
látka Materiál Příprava materiálu Testované 

mikroorganismy Výsledky studie

Ag nanočástice
Celulóza 

(nanovlákenný 
kompozitní materiál)

Smáčení zvlákněné 
celulózy v roztoku 

[Ag(NH3)2]+  

po dobu 
24 h

E. coli, 
+P. aeruginosa

Membrána s Ag 
NPs inhibovala růst 
všech testovaných 
bakterií, samotná 

celulóza bez Ag NPs 
vliv neměla. Pro 

porovnání byl využit 
komerčně dostupný 
obvaz Coloplast® 
Ag, výsledky obou 

materiálů byly 
srovnatelné30.  

(in vitro studie)

Ag nanočástice 
a hyaluronová 

kyselina

Chitosan 
(porézní kompozitní 

materiál)

Zmražený a následně 
lyofilizovaný 

homogenní roztok 
chitosanu, Ag 

nanočástic a kyseliny 
hyaluronové

E. coli, 
P. aeruginosa, 

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

K. pneumoniae

Vývoj obvazů  
na rány – diabetické 

vředy na nohou 
infikované 
bakteriemi 

rezistentními na 
běžné léky; vysoká 

antimikrobiální 
aktivita proti 

všem MO, vyšší 
koncentrace Ag NPS 

(0,005%, 0,01% 
a 0,02%) aktivní 
i proti MRSA31.  
(in vitro studie)

Třezalka 
tečkovaná

Chitosan 
(kompozitní materiál)

Enkapsulace oleje 
třezalky tečkované 

do chitosanu
S. aureus, E. coli

Antimikrobiální testy 
provedeny diskovou 

difuzní metodou, 
inhibice růstu MO 

testována při různých 
koncentracích oleje. 

Nejvyšší účinek: 
0,25 % obsahu oleje 

v chitosanových 
filmech32.  

(in vitro studie)

Kurkumin
Polyvinylalkohol 
(nanokompozitní 

materiál)

Nanokompozit 
(homogenní roztok 
polyvinylalkoholu 

a kurkuminu) 
nanesen na bavlněné 

tkaniny metodou 
spin‑coating

S. aureus, E. coli, 
B. subtilis, 

P. vulgaris, E. 
faecalis, 

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

Bavlněná 
tkanina pokrytá 

nanokompozitem 
vykazovala vyšší 

absorpci vody, delší 
dobu schnutí a silné 

antibakteriální 
účinky27.  

(in vitro studie)

*Nanovlákenné materiály jsou materiály s průměrem vláken do 1000 nm.
**Kompozitní materiály jsou složeny ze dvou nebo více substancí.
***Nanokompozitní materiály jsou složeny ze dvou nebo vice substancí, z nichž alespoň jedna se v materiálu vyskytuje ve formě 
částic o velikosti jednotek až desítek nm.
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Antibiotika
Objev antibiotik byl přelomem v  léčbě onemocnění 

způsobených převážně bakteriemi. Dnes jsou známy ti-
síce látek s antimikrobiální aktivitou, avšak pouze malé 
procento z nich lze využít v běžné praxi z důvodu jejich 
toxicity pro některé tkáně nebo nedostatečné absorpce 
hostitelskými buňkami. Antibiotika používaná v humán-
ní medicíně působí proti bakteriím na základě několika 
hlavních principů. β‑laktamová antibiotika a glykopepti-
dy inhibují syntézu buněčné stěny, sulfonamidy blokují 
klíčové metabolické cesty, aminoglykosidy a tetracykli-
ny inhibují syntézu proteinů a chinolony inhibují syn-
tézu nukleových kyselin. V  případě aplikací antibiotik  
do materiálů pro léčbu kožních ran byly úspěšně využity 
mimo jiné ciprofloxacin11,12, gentamicin13, sulfadiazin14,15 

nebo tetracyklin16. Např. ciprofloxacin byl inkorporován 
do polyvinylpyrollidonu. Účinek byl nejprve ověřen v la-
boratoři na bakteriích Escherichia coli a Bacillus subti‑
lis, a poté proběhlo úspěšné testování in vivo na pora-
něných myších. Výsledky studie tak ukázaly potenciál 
výroby obvazů nové generace s antibiotiky11.

Četnost léčby pomocí antibiotik se za poslední de-
setiletí zvýšila natolik, že si mnoho bakterií dokázalo 
vyvinout rezistenci k  jejich účinkům. Některé bakteri-
ální kmeny jsou tak proti jejich působení odolné a  je 
potřeba hledat nové způsoby, jak zabránit šíření těchto 
rezistentních bakterií. Nadějným přístupem je využití 
nanočástic.

Nanočástice
Ukazuje se, že nanočástice kovů (Ag, Au) jsou vedle 

používaných antibiotik jejich slibnou alternativou. Vyka-
zují baktericidní aktivitu vůči širokému spektru bakteri-
álních kmenů a zároveň představují nízké riziko vzniku 
mikrobiální rezistence. Problematika možné rezistence 
mikroorganismů na působení nanočástic byla poprvé 
studována na stříbrných nanočásticích ve studii Panáček 
a kol., 2017, v níž byly využity kmeny gramnegativních 
bakterií Escherichia coli a  Pseudomonas aeruginosa. 
Po opakované expozici subinhibičním dávkám nano-
částic skutečně došlo ke vzniku rezistence testovaných 
bakterií, a  to bez genetických změn17. Přestože studie 
poukázala na možná rizika, není v současné době po-
třeba se tohoto problému obávat. Výsledky mohou  
přispět k objasnění principů vzniku bakteriální rezisten-
ce na antibiotika. Nanočástice, zejména stříbrné, jsou 
stále účinným nástrojem pro potlačení bakteriálního 
růstu.

Obecně pro nanočástice platí, že jejich baktericidní 
účinek je založen na schopnosti pronikat do bakteriál-
ních struktur a narušovat funkce organismu, což poté 
vede k usmrcení buněk. Nanočástice oxidu zinečnaté-
ho, hořčíku, železa a dalších prvků či oxidů prvků jsou 
schopny narušit funkce buněčných membrán a ovlivnit 
tak jejich permeabilitu, narušit membránový potenciál, 
případně poškodit genetickou informaci.

Nejvíce prostudovanými jsou již zmíněné nanočástice 
stříbra. Baktericidní efekt stříbrných nanočástic je zalo-
žen na některém z následujících principů. Prvním je při-

pojení nanočástic k povrchu buněčné membrány a na-
rušení její správné funkce, tedy propustnosti a schop-
nosti respirace. Druhým je proniknutí nanočástic do 
bakterií a  jejich poškození interakcí se sloučeninami 
obsahujícími síru a fosfor, tedy zejména s DNA. Třetím 
je pak uvolnění stříbrných iontů z nanočástic, které při-
spívají k baktericidnímu účinku nanočástic svou vazbou 
na proteiny a poškozením jejich funkce. Všechny tyto 
interakce vedou k usmrcení bakterií. Je logické, že úči-
nek nanočástic je závislý na velikosti dávky a též bylo 
prokázáno, že gramnegativní bakterie jsou citlivější  
ve srovnání s bakteriemi grampozitivními18.

V  oblasti výzkumu nanovlákenných materiálů per-
spektivně využitelných pro hojení kožních ran, jsou nej-
častěji využívány právě stříbrné nanočástice. Na trhu je 
již dostupných několik výrobků na principu stříbrných 
nanočástic, např.  Actiocat®, Aquacel Ag®, Silvasorb®, 
Silverlon® nebo Simpurity®19. Kromě jmenovaných pří-
pravků se využívají i  jiné, obsahující např. nanočástice 
oxidu železitého20, oxidu titaničitého21 nebo oxidu zi-
nečnatého22, 23.

Přestože antibakteriální účinky nanočástic byly studo-
vány do hloubky, o  jejich možné cytotoxicitě se zatím 
přes snahu vědců po celém světě to samé říci nedá. 
U většiny studií jsou zároveň s testy na inhibici bakte-
riálního růstu prováděny i experimenty na cytotoxicitu 
pro lidské buňky, avšak toto téma stále není dostatečně 
prozkoumáno. Panují tedy obavy z možných rizik, která 
by běžné použití nanočástic v praxi mohlo pro lidské 
zdraví přinést. Jednou ze současných strategií, jak sní-
žit potenciální toxicitu nanočástic a zároveň zvýšit jejich 
biokompatibilitu, je jejich kombinace s přírodními lát-
kami.

Přírodní látky
Materiály obohacené o  přídavek přírodních látek 

nebo rostlinných extraktů jsou veřejností obecně lépe 
přijímány než materiály s antibiotiky či nanočásticemi. 
Přírodní látky jsou považovány za méně rizikové a do-
sud nejsou relevantní informace o bakteriální rezistenci 
k jejich účinkům.

V některých studiích byly přírodní látky inkorporová-
ny do struktur materiálů samostatně, v jiných společně 
s nanočásticemi29, 30, 31. Za zmínku jistě stojí antimikro-
biální aktivita medu, který je pro své zdraví prospěšné 
účinky používán již od nepaměti. Med je používán pro 
výrobu obvazů na kožní rány1 nejen díky svým antimi-
krobiálním účinkům, ale i  schopnosti výživy rány, od-
stranění nečistot z  rány, minimalizaci tvorby zánětů, 
stimulaci angiogeneze, granulace a  epitelizace1,24,25. 
Na trhu jsou již k dispozici komerční výrobky s obsa-
hem medu, např. MediHoney®, Activon Tulle®, Algivon®  
a Actilite®1,25.

Kromě medu se často používají esenciální oleje extra-
hované z různých druhů rostlin. Jedná se o sekundární 
metabolity s antioxidačními, protizánětlivými, antimik-
robiálními nebo protirakovinnými účinky. V souvislosti 
s  hojením kožních ran se nejčastěji používají slouče-
niny esenciálních olejů, např.  thymol obsažený v silici 
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tymiánu obecného (Thymus vulgaris), karvakrol obsa-
žený v esenciálním oleji dobromysli obecné (Origanum 
vulgare), menthol a  peprmint obsažené v  silici máty 
peprné (Mentha piperita), cinnamaldehyd extrahovaný 
ze skořice (Cinnamomum), eukalyptový olej (Eucalyp‑
tus), olej z levandule lékařské (Lavandula angustifolia), 
silice z voňatky citronové (Cymbopogon citratus) a cit-
ronový olej (Citrus limon) 1.

Další látkou, jejíž vlastnosti jsou vhodné pro vývoj 
obvazových materiálů, je kurkumin. Jedná se poly
‑fenolickou sloučeninu s  širokým spektrem biologic-
kých funkcí izolovanou z  kořenů kurkumovníku (Cur‑
cuma longa). Má protirakovinné, antioxidační a proti-
zánětlivé účinky. Jeho nízká biologická dostupnost a in 
vivo stabilita jej zároveň předurčuje býti nosičem pro 
jiné molekuly. Mnoho studií popisuje schopnost kur-
kuminu snížit uvolňování zánětlivých cytokinů z mono-
cytů a makrofágů a  inhibovat enzymy podílející se na 
zánětlivých procesech. Antioxidační účinky kurkuminu 
pak chrání fibroblasty a keratinocyty proti poškozením 

způsobeným peroxidem vodíku26. Na základě těchto 
charakteristik byl kurkumin zvolen jako látka vhodná 
pro funkcionalizaci nanovlákenných materiálů a  ná-
sledně úspěšně využit v několika studiích zaměřených 
na vývoj materiálů pro účel hojení kožních poranění, 
např.  z  polykaprolaktonu26, polyvinylalkoholu27, nebo 
chitosanu28.

Závěr
V  současné době je využití nanovlákenných textilií 

pro účely krytí kožních ran perspektivní i díky možnosti 
jejich funkcionalizace pomocí různých látek s  antimi-
krobiální aktivitou. Dříve často používaná antibiotika 
začínají být nahrazována nanočásticemi a  přírodními 
látkami, případně jejich různými kombinacemi. Na trhu 
je již řada výrobků z biodegradabilních materiálů s pro-
kázaným antimikrobiálním účinkem. To však nebrání 
tomu zkoumat další nové materiály i aktivní látky, které 
budou cíleny na konkrétní praktické aplikace v humán-
ní medicíně.

Literatura
  1.	�Simoes D, Miguel SP, Riberio MP, et al.: European 

Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics 
127, 130-141 (2018).

  2.	�Krchová S, Dzan L, Lukáš D, et al.: Česká Dermato‑
venerologie 4, 234-240 (2014).

  3.	�Flanagan  M.: Journal of Wound Care 9, 299–300 
(2000).

  4.	�Chaudhari AA, Vig K, Baganizi DR, et al.: Internatio‑
nal Journal of Molecular Sciences 17, 1-31 (2016).

  5.	�Vig K, Chaudhari A, Tripathi S, et al.: International 
Journal of Molecular Sciences 18, 1-19 (2017).

  6.	�Dhivya S, Padma VV, Santhini E: BioMedicine 5,  
24–28 (2015).

  7.	�Eming SA, Martin P, Tomic‑Canic M: Science Tran‑
slational Medicine 6, 265-271 (2014).

  8.	�Morgado PI, Aguiar‑Ricardo A, Correia IJ: Journal of 
Membrane Science 490, 139–151 (2015).

  9.	�Thiruvoth FM, Mohapatra DP, Sivakumar D,  et  al.: 
Plastic and Aesthetic Research 2, 250–256 (2015).

10.	�Cardona AF, Wilson SE: Clinical Infectious Diseases 
61, 69–78 (2015).

11.	� Contardi M, Heredia‑Guerrero JA, Perotto G, et al.: 
European Journal of Pharmaceutical Sciences 104, 
133–144 (2017).

12.	�Unnithan AR, Barakat NA, Pichiah PT, et al.: Carbo‑
hydrate Polymers 90, 1786–1793 (2012).

13.	�Monteiro N, Martins M, Martins A, et al.: Acta Bio‑
materialia 18, 196–205 (2015).

14.	�Mohseni M, Shamloo A, Aghababaei Z, et al.: Artifi‑
cial Organs 40, 765–773 (2016).

15.	�Shao W, Wu J, Wang S, et al.: Carbohydrate Poly‑
mers 157, 1963–1970 (2017).

16.	�Shao W, Liu H, Wang S, et al.: Carbohydrate Poly‑
mers 145, 114–120 (2016).

17.	� Panáček A, Kvítek L, Smékalová M,  et  al.: Nature 
Nanotechnology 13, 65-71 (2018).

18.	�Dos Santos CA, Seckler MM, Ingle AP, et al.: Journal 
of Pharmaceutical Sciences 103, 1931-1944 (2014).

19.	�Leaper DJ: Internationa Wound Journal 3, 282–294 
(2006).

20.	�Cai N, Li C, Han C, et al.: Applied Surface Science 
369, 492–500 (2016).

21.	�Archana D, Singh BK, Dutta J, Dutta P: Carbohydra‑
te Polymers 95, 530–539 (2013).

22.	�Raguvaran R, Manuja BK, Chopra M,  et  al.: Inter‑
national Journal of Biological Macromolecules 96, 
185–191 (2017).

23.	�Khalid A, Khan R, Ul‑Islam M, et al: Carbohydrate 
Polymers 164, 214–221 (2017).

24.	�Packer JM, Irish J, Herbert BR, et al.: International 
Journal of Antimicrobial Agents 40, 43–50 (2012).

25.	�Scagnelli AM: Journal of Exotic Pet Medicine 25, 
168–171 (2016).

26.	�Merrell JG, McLaughlin SW, Tie L, et al.: Clinical and 
experimental pharmacology and physiology 36, 
1149-1156 (2009).

27.	�Venkatasubbu GD, Anusuya T: International Journal 
of Biological Macromolecules 98, 366–378 (2017).

28.	�Tsekova PB, Spasova MG, Manolova NE,  et  al.: 
Materials Science and Engineering 73, 206–214 
(2017).

29.	�Augustine R, Kalarikkal N, Thomas S: Applied  
Nanoscience 6, 337–344 (2016).

30.	�Wu J, Zheng Y, Song W, et al.: Carbohydrate Poly‑
mers 102, 762–771 (2014).

31.	�Anisha B, Biswas R, Chennazhi K, Jayakumar R:  
International Journal of Biological Macromolecules 
62, 310–320 (2013).

32.	�Günes S, Tihminlioglu FT: International Journal of 
Biological Macromolecules 102, 933–943 (2017).



31Ročník 29	 Bioprospect č. 1/2019

Souhrn
Lencová S., Zdeňková K., Stiborová H., Demnerová K.: Využití antimikrobiálních nanovlákenných materiálů při léčbě kožních 
poranění
K úspěšné léčbě kožních poranění a infekcí je potřeba hledat účinné obvazové materiály, které by představovaly nejen spolehlivou barié-
ru mezi ránou a vnějším prostředím, ale zároveň byly obohaceny o antimikrobiální látky chránící ránu před patogenními mikroorganismy. 
V současné době jsou za tímto účelem testovány různé druhy nanomateriálů obohacené o antibiotika, nanočástice nebo přírodní látky. 
V této práci jsou shrnuty aktuální aplikace těchto materiálů a antimikrobiálních činidel využívaných pro vývoj obvazových materiálů.
Klíčová slova: Nanovlákenné textilie, antimikrobiální látky, tkáňové inženýrství, hojení kožních ran

Summary
Lencová S., Zdeňková K., Stiborová H., Demnerová 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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