Ro¢nik 27 e Cislo 1/2017

zakladajiciho ¢lena
Ceského svazu

védeckotechnickych

spoleénosti (CSVTS)

a
¢lena ,European
Federation
of Biotechnology”
(EFB)




Bio prospect

Society address: Institute of Chemical Technology, Technicka 3, 166 28 Prague 6, Czech Republic.
Tel.: 420-220 443 151, fax: 420-233 334 769, e-mail: danka.pokorna@vscht.cz, ICO 00570397,
account No.: 19534-061/0100 Komer¢ni banka Praha 6, Dejvicka 52, SWIFT CODE: COMBCZTPP

Czech Republic Regional Branch Office as a bridge between European Federation of Biotechnology
and Czech Biotechnology Society is located in the Centre of the Region Hana for Biotechnological
and Agricultural Research, Slechtitelt 21, 783 71 Olomouc, Czech Republic

BULLETIN OF CZECH BIOTECHNOLOGY SOCIETY

founding member of the Czech Association of Scientific
and Technical Societies - http://en.csvts.cz
and
member of European Federation of Biotechnology
http://www.efb-central.org

Bioprospect, the bulletin of the Biotechno-
logy Society is a journal intended to inform
the society members about the most recent
developments in this field. The bulletin should
supply the vitally important knowledge directly
to those who need it and to those who are
able to use it properly. In accordance with the
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of further opening of the scissors, and we
hope the Bulletin will help in this struggle by
promoting both research and practice in our
biotechnology. The Bulletin should facili-
tate the exchange and targeted delivery
of information. The editorial board wel-
come advertisements of products such as
chemicals, diagnostics, equipment and
apparatus, which have already appeared

on the Czech market, or are projected,
enter it. Services, free R&D or production fa-
cilities can also be advertised. The editorial
board, together with the executive committee
of the Biotechnology Society, hope that may-
be some informat on published in the Bulletin,
or some new contacts based on it, will give
birth to new cooperation with domestic or
foreign research teams, to collaborations,
joint ventures or strategic alliances providing
access to expertise and financing in interna-
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UVODEM
Vazeni pratelé,

Uvodem bychom Vas radi opétovné pozva-
li k acasti na nasem symposiu BioTech 2017
(www.biotech2017.cz), které se bude konat ve dnech
13. — 17. ¢ervna 2017 v Narodni technické knihovné
v Praze. Pro ¢leny nasi Biotechnologické spole¢nosti,
ktefi se rozhodli Ucastnit pozdéji, nabizime moznost
registrace za registracni poplatek ,Early bird”. Mizeme
Vas ubezpecit, Ze organiza¢ni vybor udélal vse proto,
aby symposium mélo vysokou odbornou uroveri a za-
rover poskytlo ideélni prostfedi pro navazovani novych
kontaktt. Zastitu nad nasim symposiem pievzali misto-
piedseda vlady p. MVDr. Bélobradek, predsedkyné AV
CR pi. prof. Zazimalova a starosta Prahy 6 p. Mgr. Ko-
I&F. Mezi VIP hosty, ktefi potvrdili svou ucast, bychom
radi jmenovali také rektora VSCHT prof. Melzocha, rek-
tora partnerské Svycarské university ZHAW prof. Hilbera
a predsedu CSVTS doc. Hanuse. Jednani kazdého dne
oteviou plenarni prfednasky vyznamnych zahranicnich
host( na velmi aktualni témata soucasnych biotechno-
logii. Prof. Wilhelm Ansorge (ETH Lausanne, Svycarsko)
pfednese piehled o soucasném stavu sekvenacnich
technik a jejich vyznamu pro pokroky v genomice a me-
diciné. Prof. Ansorge osobné pfispél k rozvoji i aplikaci
téchto technik. Je autorem 30 patentd, které nalezly
praktické vyuZiti a fada z nich je vyuzivana vyznam-
nymi spole¢nostmi pfi produkci Uspésnych vyrobkd.
Méa ohromné zkusenosti s transferem technologii. Dru-
hy ptrednésejici je profesor Ed Bayer (The Weizmann
Institute of Science, Israel), ktery vyvinul ve vyzkumu
dnes velice vyuzivany systém avidin- a streptavidin-
-biotin systém, za ktery obdrzel v r. 1990 Sarstedtovu
cenu. Mezi jeho dalsi vyznamné védecké spéchy patii
vyzkum celulosomu a moznosti jeho biotechnologic-
kych aplikaci. Tyto uspéchy mu pfinesly fadu dalSich
ocenéni (napi. Ulitzkého cena, 1999). Ve své pied-
nasce predstavi uceleny piehled jeho nejvyznamnéjsich
védeckych uspéchu. Jako dalsi prednasejici pfijal nase
pozvani mlady Cesky védec prof. Martin Jinek puso-
bici na curisské université ve Svycarsku. Jeho pfednas-
ka bude zaméfena na nejaktuédlnéjsi téma soucasnych
biotechnologii, a to tzv. editaci gend (gene editing).
Jeho experimentalni prace vedla k objeveni bioche-

mické funkce RNA-endonukleasy CAS 9 a umoznila
vyvoj genomové editacni technologie CRIPS CAS 9.
Prof. Jinek je tedy tou nejvhodné;si osobou, které maze
tuto perspektivni technologii auditoriu symposia co
nejlépe vysvétlit. Prof. MooYong (University of Water-
loo, Kanada) se zGcastnil jiz nasich predchozich dvou
symposii. Jeho jméno je spojeno s nejrozsahlejsim
kompendiem o biotechnologiich, zaloZzenim nejpres-
Advances, biotechnologickou komisi IUPAC a mnoha
dalsimi institucemi. Jako profesor chemického inZenyr-
stvi vidy inklinoval k problematice Zivotniho prostiedi
a biopaliv. Jeho pfednaska bude zaméfena na proble-
matiku dilemat, které se v této oblasti vyskytuji.

Béhem symposia bude pfedneseno vice nez 80 pred-
nasek v 7 védeckych sekcich. V soucasné dobé pro-
biha stale registrace do posterové sekce, takze jejich
konecny pocet neni zatim uzavien. Kromé zajimavého
védeckého programu je pro Gcastniky pfipraven bohaty
spole¢ensky program. Symposium bude otevieno uvi-
taci recepci v Narodni technické knihovné, kde bude
jiz tradi¢né podavan bohaty raut a rozlévano bude
pivo jednoho z nasich sponzord, pivovaru Ferdinand.
Na dalSi vecer je pfipravena pivni party s mozZnosti
ochutnat pivo vyrobené v pivovaru VSCHT, ve &tvrtek se
hosté mohou tésit na gala vecefi v nadherném Kaiser-
stejnském palaci na Malé Strané a v patek bude orga-
nizovana prohlidka nejvyyznamnéjsich prazskych pama-
tek. Na sobotu je poté pfipravena exkurse do plzen-
ského Prazdroje, kde bude podavéan obéd nasledovany
prohlidkou Kladrubského klastera.

Program symposia obohati nékolik workshopt a sa-
moziejmé vystavky a informace dodavatel(i laboratorni
techniky.

Véfime, Ze vas nabidka pfednasek i spolecenského
programu zaujala natolik, Ze se rozhodnete této akce
zGcastnit a spolecné tak budeme mit moznost pro-
zit nékolik pfijemnych dni nabitych novymi poznatky
a dojmy.

Srdec¢né Vas zdravime a tésime se, Ze se na symposiu
setkame

Vasi
Jan K&s a Petra Lipovova

Vyznamna podpora mezinarodni konference BioTech2017 & 7t Czech-Swiss

Symposium with Exhibition

Dovolujeme si s hrdosti oznamit, ze zasti-
tu nad pfipravovanou mezinarodni konfe-
renci BioTech2017 & 7t" Czech-Swiss Sym-
posium with Exhibition, ktera se bude ko-
nat ve dnech 13. — 17. 6. 2017 v Narodni
technické knihovné v Praze 6, prevzali na-
sledujici vyznamné osobnosti: MVDr. Pa-
vel Bélobradek, Ph.D., MPA, mistopfed-
seda vlady pro védu, vyzkum a inovace,
prof. RNDr. Eva Zazimalov4, CSc., pfed-
sedkyné Akademie véd CR a Mgr. Ondrej
Kola¥, starosta méstské ¢asti Praha 6.

MVDr. Pavel Bélobradek, PhD

prof. RNDr. Eva Zazimalova, CSc

Mgr. Ondfej Kol

Ro¢nik 27

Bioprospect ¢. 1/2017



BioTech 2017

and 7™ czech-swiss symposium with Exhibition

Tt o

Il Republic Pragué =

Imporfant dates

February 28, 2017
May 18, 2017
June 13-17, 2017

Early bird registration deadline
Registration and payment deadline

Conference
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SWITZERLAND

Society

BioTech 2017 and 7" Czech-Swiss Symposium with
exhibition will cover all important aspects of advanced
biotechnologies. Attention will be paid to the key
technologies playing important role in bio-based
economies. Microorganisms such as bacteria, yeast, and

microalgae, and their enzymes, are wused for
manufacturing a wide range of products in sustainable,
forward-looking bioprocesses. These products represent
high-performance chemicals or ingredients in demand for
foodstuffs, animal feed, cosmetics and pharmaceuticals.

Lectures will be organized in following sessions:
* Medical and Pharmaceutical Biotechnology
* Microalgae Biotechnology
* Environmental Biotechnology
* Food and Agriculture Biotechnology
* Biorefinery
* Industrial Biotechnology

Selection criteria for oral and poster presentations will be
based on novelty, potential for practical application and
scientific merit. The official conference language will be
English.

Plenary lectures

Wilhelm Ansorge (ETH Lausanne):
PERSPECTIVES FOR DNA SEQUENCING TECHNIQUES,
APPLICATIONS IN GENOMICS and MEDICINE

Martin Jinek (University of Zurich):
MOLECULAR MECHANISM OF THE GENOME EDITOR
NUCLEASE CAS9

Participation in this event will help to promote your
company as a key player in the biotechnology sector, build
connections with new clients, and seek research partners
or future employees among the top students attending this
event.

For detailed offer for Exhibitors see the conference
website.

Hosted by

Zurich University
of Applied Sciences.

Life Sciences and
Facility Management

aw Institute of
Biotechnology

SWISSE:
SIOTECH

National Thematic Network
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SOTIO JE MEZINARODNI BIOTECHNOLOGICKA
SPOLECNOST ZAMERUIJICi SE NAVYZKUM A VYVOJ
NOVYCH LECEBNYCH POSTUPU V OBLASTI ONKOLOGIE
A AUTOIMUNITNICH ONEMOCNENI

SOTIO je soucasti skupiny PPF a v jejim ramci buduje diverzifikované portfolio v oblasti bio-
technologii zaloZzené na vlastnim vyzkumu a vyvoji, spolupréci s partnery, licen¢nich dohodach,
investicich, fuzich a akvizicich. Nejrozvinutéjsim projektem je vlastni platforma aktivni bunééné
imunoterapie (ACI) na bazi dendritickych bunék. SOTIO ovéfuje bezpecnost a Ucinnost svych

produktt DCVAC v ramci fady klinickych hodnoceni faze 1 az III.

Klicova mezinarodni studie faze Ill (VIABLE) zaméfena
na pacienty s nadorovym onemocnénim prostaty, byla
zahéjena v roce 2014. V moderni historii je to poprvé,
co do takovéto faze klinického vyvoje vstoupila firma
z Ceské republiky. SOTIO je rovnéZ prvni spole¢nosti
z regionu stfedni a vychodni Evropy, ktera zahgjila fazi
Il klinickych hodnoceni v oblasti buné¢né imunotera-
pie.

V roce 2016 v ramci SOTIO probihalo deset klinic-
kych studii v Evropé a USA, zaméfenych na pacienty
s nadorovym onemocnénim prostaty, vaje¢nikd a plic.
Nékolik dalsich klinickych studii je ve stadiu pfipravy.
Spole¢nost realizuje také nékolik vyzkumnych projektt
s pfednimi ¢inskymi nemocnicemi, dva kli¢cové projekty
byly zahajeny v roce 2016. StéZejni studie VIABLE v sou-
¢asnosti zafazuje pacienty z 21 evropskych zemi a USA.
Vétdina pacientll pochazi z USA, Ceské republiky, N&-
mecka ¢i Polska.

Klinicka studie faze I/1l zaméfena na vyuziti aktivni
autologni buné¢né imunoterapie pro pacienty s karci-
nomem plic (pfipravek DCVAC/LuCa) v listopadu 2016
aspésné dokontila zafazovani pacientt v Ceské repub-
lice a na Slovensku. V lofiském roce byl v souladu s pla-
nem zavrSen i nabor pacientl do klinickych studii faze
Il urcenych pro pacienty s nadorovym onemocnénim
vajecnikd.

SOTIO rovnéz hleda dalsi firmy ¢i instituce vyvijejici
nadéjné lé¢ebné onkologické postupy s cilem navézat
spolupraci. Ve spolupraci se sesterskou firmou Accord

Research rovnéz zastiesuje piedklinicky a klinicky vyvoj
pro dalsi biotechnologické firmy, které jsou majetkové
¢i smluvné navazany na skupinu PPF ¢i SOTIO. V sou-
Casnosti se jednad o francouzskou spole¢nost Cytu-
ne Pharma a 3Svycarské NBE-Therapeutics a Cellestia
Biotech. Ve spolupraci s témito partnerskymi firmami
a v ramci svého vlastniho védeckého vyzkumu SOTIO
piipravuje nékolik projektt v predklinickém stadiu s ci-
lem posunout jejich vyvoj do faze I klinického vyvoje.

Firma rozviji a financuje vlastni védecky vyzkum, své-
ho druhu nejvétsi v Ceské republice, a uvadi do praxe
objevy Ceskych védcq, ktefi nyni pracuji i na vyzkumu
novych metod lécby dalSich zévainych onkologickych
a autoimunitnich onemocnéni.

Spole¢nost SOTIO pasobi v Evropé, USA, Ciné a Rus-
ku a ma vlastni kapacity potiebné pro vyzkum, klinicky
vyvoj a uvedeni produkt na trh. V roce 2011 vybudo-
vala vlastni vyrobni a vyzkumné prostory v prazskych
HoleSovicich, které patfi k nejmodernéjsim a nejvét-
$im svého druhu v Evropé. Tyto supercisté laboratoie
spliiuji nejpiisnéjsi naroky na sterilni vyrobu lécivych
piipravk( pouzivanych v buné¢né terapii. Obdobné la-
boratofe spole¢nost oteviela v roce 2014 rovnéz v ¢in-
ském Pekingu.

Sidlo nejvétsi spole¢nosti — SOTIO, a. s. — je v Pra-
ze. Soucasti holdingu SOTIO jsou rovnéz firmy v USA,
Rusku a Cin&. Holding SOTIO zaméstnava okolo 340
odbornikl (k 31. 12. 2016).
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KRATKE SDELENI

CHEMICKA OXIDACE SULFIDU JAKO NEDILNA SOUCAST
BIOLOGICKE OXIDACE SULFIDU

Dana Pokorna

Ustav technologie vody a prostfedi, VSCHT Praha,; Danka.Pokorna@vscht.cz

Sira je po chemické strance asi nejzajimavéjsi, ale
siry spociva v tom, Ze se tento prvek nachazi ve vice
oxidacnich stupnich. Dokonce i jako elementarni sira
v oxida¢nim stupni O se nachazi v nékolika rGznych po-
dobach a muze vytvaret v podstaté neomezené dlouhé
fetézce nebo kruhy. Svoji nezanedbatelnou Glohu ma
tento prvek rovnéz v oblasti anaerobniho zpracovani
odpadnich vod, kali nebo odpadu. V pfipadé nékterych
pramyslovych odpadnich vod, které obsahuji vysoké
koncentrace siran( a sificitan(, dochazi k jejich reduk-
ci prostiednictvim sulfat-redukujicich bakterii (SRB),
které je dokazou redukovat na sulfidy za souc¢asného
vyuzivani pfitomnych organickych latek, ¢imz vyznam-
né konkuruji anaerobnim mikroorganismim v soutéZi
o pfitomny organicky substrét. Sulfidy vznikaji v anae-
robnim prostfedi rovnéz pii zpracovani odpadl obsa-
hujicich bilkoviny s inkorporovanou sirou jako vysledek
Stépeni téchto bilkovin anaerobnimi mikroorganismy
a naslednou redukci vznikajicich sirand SRB. Vznik-
Ié sulfidy potom podle podminek prostiedi pfechazi
do bioplynu jako sulfan, ¢imZ pomérné vyrazné ztézuje
energetické vyuziti bioplynu.

Zplsobl odstrafovani sulfanu z bioplynu je néko-
lik. Vedle chemickych a fyzikdlné-chemickych metod
jsou to v soucasné dobé hlavné metody biologickeé,
které vyuZivaji ¢innosti sirnych bakterii. Tyto biologické
metody nemaji vyznamné provozni naklady a nepro-
dukuji vedlejsi produkty, které by bylo tieba nasledné
likvidovat. Mikroorganismy, které se na této cinnosti
podileji, jsou tzv. sirné bakterie, v pfipadé technologic-
kého uspofadani odsifovani bioplynu hlavné bezbarvé
chemolitotrofni sirné bakterie (Thiobacillus, Sulfolobus,
Thermothrix, Beggiatoa a Thiothrix). Jako meziprodukty
oxidace sulfidi se v médiu mohou vyskytovat thiosira-
ny a polysulfidy, které jsou tvofeny za podminek vyso-
kého zatizeni a extrémnéjsich pH. Tyto dva vyznamné
meziprodukty se vsak tvofi v nejvétsi mife chemickou

Literatura

1. Steudel R: Ind. Eng. Chem. Res. 35, 1417 (1996).

2. Chen KY, Morris JC: Environ. Sci. Technol. 6, 529
(1972).

3. Nielseen A, Vollertsen J, Hvotved-Jacobsen T:
Environ. Sci. Technol. 37, 3853 (2003).

oxidaci (autooxidaci) sulfidl a polysulfidd za alkalic-
kych podminek' a dale pak mohou byt bakterialni ¢in-
nosti oxidovany az na sirany. Vlyznam chemické oxidace
sulfidd tedy spociva hlavné v tom, ze mize pozitivné
ovliviiovat biologickou aktivitu sirnych bakterii tim,
ze snizuje inhibi¢ni vliv pfitomnych sulfidt na mikroor-
ganismy. Je proto vitanad zejména pfi oxidaci vysokych
koncentraci sulfidd. Probihd ve vodném alkalickém
prostiedi spontanné v piitomnosti dodavaného kysliku
a vede k tvorbé elementarni siry, polysulfidd, sificitand
a thiosiranl. Mezi faktory, které ovliviiuji stechiometrii
a kinetiku chemické oxidace patfi molarni pomér sul-
fidy — kyslik, teplota, iontova sila a pfitomnost kataly-
zatorl pfip. inhibitor( a hlavné na pH?*“. V oblastech
pH < 6, kde pievazuje sulfan v nedisociované formé
jako H,S, je rychlost oxidace sulfidické siry velice mala.
Stoupa postupné s rostoucim pH, kdy byla potvrzena
dvé maxima specifické rychlosti oxidace sulfid@ — pfi
pH8all.

Sifi¢itany jsou v silné alkalickém prostiedi (pH > 10)
chemicky stabilni 1 den. Thiosirany jsou dale v aero-
vaném vodném abiotickém prostiedi pomérné stabil-
ni 2 — 3 dny. Jsou vsak energeticky velmi vyhodnym
substratem pro sirné bakterie, které jej dokazou pod-
le mnoZstvi dodaného oxidacniho ¢inidla zoxidovat az
na sirany. Jejich vymizeni ze systému je tedy zplsobeno
pravé jejich biologickou oxidaci.

Chemickou oxidaci sulfidi az na sirany je pfi pH > 9
mozno ocekavat az v delSim ¢asovém horizontu proto-
ze tvorba sirand potiebuje vyssi aktivacni energii z en-
zymatické reakce mikroorganisma. Za normalniho pri-
béhu chemické oxidace, tj. v casovém horizontu hodin,
je tedy mozno pfedpokladat pouze tvorbu thiosirant
a sificitand.

Je tedy ziejmé, Ze proces biologické oxidace sulfi-
dické siry neni v principu nikterak jednoduchy, protoze
je doprovazen i oxidaci chemickou, ktera zda se, hraje
v piipadé oxidace sulfidické siry nezanedbatelnou roli.

4, O’Brian DJ, Birkner FB: Environ. Sci. Technol. 11, 1114
(1977).
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ODBORNE PRISPEVKY

CHLADOVE AKTIVNi ENZYMY A JEJICH

BIOTECHNOLOGICKE VYUZITI

Patricie Buchtova

Ustav biochemie a mikrobiologie, Vysokd skola chemicko-technologickd v Praze; patricie.buchtova@vscht.cz

Uvod

vvvvvv

lota. Vyznamné se totiz podili na vyty¢eni podminek
vhodnych pro Zivot na nasi Zemi. Az 90 % biosféry tvofi
chladné oblasti, které jsou vystaveny teplotam nizsim
nez 10 °C. Dominuji jim zejména polérni regiony Ark-
tidy a Antarktidy, chladna voda v hloubkach ocean
a vysokohorské oblasti. Nejvétsi procento tvofi pravé
oceany, pokryvajici nasi planetu ze 71 %, v nichz je az
90 % vody o teploté nizsi nez 5 °C. Dale je to také snih,
pokryvajici asi tietinu zemského povrchu, permafrost,
pokryvajici pfiblizné ¢tvrtinu povrchu, ledovce a mofi-
sky led. Méné vyznamna jsou sladkovodni jezera, plida
v chladnych oblastech nebo jeskyné. Diky ¢innosti ¢lo-
véka Ize mezi chladna prostiedi zafadit i chladirenské
a mrazirenské vybaveni ¢i klimatizacni prvky'2.

Chladové adaptované organismy

Ackoliv by se na prvni pohled mohlo zdat, Ze jsou
jmenované oblasti bez Zivota, opak je pravdou. Mno-
ho Zivych organismi se nizkym teplotédm pfizplsobilo
a trvale kolonizovalo chladné oblasti. VétsSina chladové
adaptovanych organismu patii dle definice do skupiny
psychtrofd (jinak nazyvanych také psychrotolerantni),
jejichz optimalni ristova teplota se pohybuje okolo
20 °C. Druhou skupinou jsou psychrofilni organismy, je-
jichZ optimalni teplota rdstu se pohybuje nize — kolem
15 °C, pii teploté kolem 20 °C je jejich rdst jiz zna¢né
inhibovan (Obr. 1). Obé skupiny chladové aktivnich or-
ganism{ jsou nicméné schopny rdst za teplot blizkych
bodu mrazu, v nékterych ojedinélych ptipadech i pod
nim> 45, Adaptace organism{ na nizké teloty byva casto
spjata také s adaptaci na dalsi extrémni podminky pro-
stfedi, jako jsou vysoké koncentrace soli, vysoky tlak ci
krajni hodnoty pH®.
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>
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Obr. 1: Porovnani rychlosti rdstu jednotlivych skupin orga-
nismU v zavislosti na teploté prostiedi’.

Mezi organismy trvale pfizplisobené Zzivotu v chlad-
nych oblastech patfi zejména mikroorganismy — gram-
negativni bakterie (napfi. néktefi zastupci rodd Mora-
xella, Moritella, Polaribacter, Polaromonas, Pseudoal-
teromonas, Pseudomonas a Vibrio, zaroveri také nékte-
ré cyanobakterie — napf. Oscillatoria a Phormidium),
grampozitivni bakterie (Arthrobacter, Bacillus a Micro-
coccus), archea (Methanogenium, Methanococcoides
a Halorubrum), kvasinky (Candida a Cryptococcus),
plisné (Penicillium a Cladosporium) (D'’Amico et al.,
2006; Pulicherla et al., 2011). Nékteré adaptované or-
ganismy jsou i ze skupiny rostlin (napfiklad Chlamydo-
monas - zastupci zelenych fas) a Zivocicht (tzv. polarni
ryby 5,8, 9.

Vliv nizkych teplot

Obecné jsou zivé organismy nizkymi teplotami ovliv-
nény v mnoha smérech. Jde zejména o negativni vliv
na vytézky biochemickych reakci, fluiditu bunécnych
membran, viskozitu intracelularniho obsahu, dostup-
nost Zivin, zaroven i na procesy souvisejici s proteosyn-
tézou, se sbalovanim exprimovanych proteinti a s bu-
nécnou reprodukci. V ptipadé teplot okolo bodu mrazu
vznika také potieba ochrany proti tvoficim se krystaliim
Iedu5, 10, H.

V nésledujici ¢asti prace budou postupné popsany
jednotlivé mechanismy chladové adaptace organismd,
které zajistuji jejich komplexni a trvalé piizplisobeni
zivotu v chladnych oblastech.

Nejvyznamnéjsi mechanismy chladové
adaptace

Dulezitym pozadavkem pro existenci Zivota je dostup-
nost vody v kapalném skupenstvi, coz mize byt pro
organismy trvale Zijici pfi nizkych teplotach limitujicim
faktorem. Obecné je limitace Zivota definovana bodem,
pfi kterém intracelularni voda tuhne a nemze tak plnit
svou biologickou funkci. Za normalnich podminek je
v pfirodé touto hranici teplota 0 °C. Bylo v3ak zjisténo,
ze v piipadé nékterych organismi se jeji hodnota vy-
znamné sniZuje, a to az o nékolik stupril. Voda v jejich
burikach tak zdstava nadale kapalna a maze plnit mno-
hé, pro pieiziti nezbytné, funkce> .

U nemalého poctu druht chladové adaptovanych or-
ganismU byla nalezena skupina tzv. ,antifreeze” protei-
nd (AFPs), jejichZ funkce souvisi s ochranou pfed vzni-
kajicimi krystaly ledu za nizkych teplot. Mechanismus
uc¢inku téchto proteint neni zcela objasnén, nicméné
na zakladé experimentl rGznych védeckych skupin
bylo navrzeno nékolik hypotéz. Pravdépodobné nej-
rozsifenéjsi z nich mluvi o efektu termalni hystereze.
AFPs podle ni vykazuji vysokou afinitu ke krystalkim
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AFPs

AFPs adsorbované na povrchu
krystalu ledu inhibuiji jeho rast
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Obr. 2: Znéazornéni inhibi¢niho G¢inku AFPs na rast krystalu ledu'.

ledu tvoficim se v extracelularnim prostoru, na jejichz
povrch adheruji. Disledkem je vznik vyrazného roz-
dilu mezi hodnotami bodu tuhnuti a bodu tani. Diky
tomu je rlst ledovych krystalG inhibovan (Obr. 2).
AFPs tak pusobi jako prevence proti vzniku vétsich
krystal(, které by mohly narusit Zivotaschnopnost orga-
nismu'? 3 415 Alternativni teorie vysvétlujici jejich Gci-
nek hovofi o schopnosti interakce s tzv. ice-nucleating
agents (INAs), tedy s proteiny, které vytvati nukleacni
jadro tvoficiho se krystalu. AFPs maskuji aktivni mista
na povrchu INAs, jez slouzi k navazani molekul vody
a iniciaci tvorby pevné castice ledu™

Se snizujicimi se teplotami dochazi také k vyraznym
fyzikalnim zménam ve vlastnostech buné¢né membra-
ny vedoucim typicky k redukci fluidity. Pro zachovani
funkénosti membréany tak bylo nezbytné, aby se or-
ganismy zijiC| trvale za nizkych teplot prostfednictvim
zmén v jejim sloZeni na tyto podminky adaptovaly.
Za nejvyznamnéjsi z nich je povaZovano zvySeni mnoz-
stvi pfitomnych polynenasycenych mastnych kyselin na
dkor nasycenych. Casté byva také zaélenéni mastnych
kyselin s kratSimi fetézci Ci s fetézci vice rozvétvenymi.
Znamé jsou také zmény v zastoupeni jednotlivych typt
izomerd: pfitomno byva vice rozvétvenych mastnych
kyselin v konformaci anteiso- nez iso- a vice izome-
rd nenasycenych mastnych kyselin cis na ukor trans.
Ovsem adaptacni zmény se nemusi vidy tykat jen fe-
tézcl mastnych kyselin. Pozorovény byly v nékterych
piipadech také odliSnosti tykajici se polarnich hlavic
lipidd, proteinového zastoupeni v membrané ¢i kom-
pozice karotenoidd, které se zde mohou také vyskyto-
Vatﬂ, 17, 18_

V piipadé, kdy jsou organismy vystaveny teplotam
vymykajicim se rozmezi vhodnych rdstovych teplot,
dostavaji se do stresové situace, které se snazi pfi-
zpUsobit. V pribéhu evoluce tak vznikly dva systémy,
reagujici na pifili§ nizké, nebo vysoké teploty. Pro oba
je typicka syntéza specializovanych proteind, jejichz
tlohou je zajisténi preZiti bunék pfi nepfiznivych pod-
minkam. V prvnim pfipadé jde o proteiny chladového
$oku — cold shock proteins (CSPs) a v druhém o protei-

ny tepelného Soku — heat shock proteins (HSPs). Zjisté-
no bylo, Ze chladové adaptované organismy disponuiji
témito ochrannymi mechanismy stejné jako organismy
mezofilni. Rozdilem jsou ale teploty, o nichZ se d4 ho-
vofit jako o stresujicich™ 2°.

CSPs obsahuji specidlni doménu, prostiednictvim
které vazou molekuly nukleovych kyselin. V ramci chla-
dového Soku se Ucastni zejména proteosyntetickych
procest, jejichz pribéh je nizkymi teplotami omezen.
Konkrétnim pfikladem je regulace nékterych fazi tran-
skripce a translace nebo jejich tcast na degradaci mo-
lekul mRNA8 1. 1819, 21,

HSPs jsou chladové adaptovanymi organismy synteti-
zovany jak v rdmci teplotniho Soku, tak i v rdmci jinych
druhl stresujicich podminek. Vétsinu z nich fadime
mezi chaperony, jejichz tlohou v burikach je pomoc
exprimovanym proteindim spravné se svinout a nalézt
tak svou nativni konformaci. V pfipadé vzniku agregatt
denaturovanych proteinl zajistuji nékteré HSPs jejich
zpétny prechod na rozpustnou formu® ' 20,

Kromé zminénych dvou skupin proteinli syntetizuji
chladové adaptované organismy také dalsi typ speciali-
zovanych proteinli nazvané jako cold-acclimation pro-
teins. Na rozdil od CSPs, jejichZ syntéza je indukovatel-
na nizkymi teplotami, jde o trvalou expresi, ktera je ale
v ramci chladového Soku vyrazné zvySena® .

Chladova adaptace enzymil

Klicovou veli¢inou pro pribéh chemickych reakci je
teplota. Zavislost jejich rychlosti na teploté vyjadiuje
Arrheniova rovnice® 22

kde k je rychlostni konstanta, A je pfedexponencialni
faktor, jehoz hodnota zavisi na konkrétni podobé reak-
ce, E, je aktiva¢ni energie reakce, R je molarni plynova
konstanta a T je termodynamicka teplota.

Vlyplyva z ni, Ze se sniZujici se teplotou rekce do-
chézi k exponencialnimu snizeni i hodnoty rychlostni
konstanty. V pfipadé snizeni teploty o 10 °C Ize obvyk-
le pozorovat dvojnasobné a7 trojnasobné sniZeni re-
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akeni rychlosti. Teoreticky by tak v pfipadé, kdy se teplo-
ta pohybuje okolo bodu mrazu, nebyl umoznén priibéh
téméf zadné chemické reakce® 22,

V pfipadé biochemickych reakci, jejichz pribéh témér
vidy katalyzuje vhodny biokatalyzator, je jejich pribéh
popséan podle tohoto schématu vychazejiciho z teorie
tranzitniho stavu: E + S < ES < ES* < E + P kde E
oznacuje enzym, S substrat, P produkt, ES je stabil-
ni komplex enzymu se substradtem v zékladnim stavu,
ktery dle této teorie existuje v rovnovaze s komple-
xem enzymu a substrdtu v aktivovaném stavu ES*
(Obr. 3)2.23.24,

A

reakéni koordinata

Obr. 3: Tento diagram vychazejici z teorie tranzitniho stavu,
popisuje pribéh enzymové katalyzované reakce z hlediska
jeji energie. Aktiva¢ni energie reakce je zde znazornéna jako
Gibbsova aktiva¢ni energie AG* %,

Arrheniova rovnice mlze byt pfi uvazovani platnosti
této teorie prepsana také v tomto tvaru® 24 2;

kone = BT o(0G#/RT)

h
kde k.. je katalyticka konstanta vyjadfujici celkovou
rychlost reakce, « je transmisni koeficient, k, je Boltz-
manova konstanta, T je termodynamicka teplota, h je
Planckova konstanta, R je plynovd molarni konstanta
a AG* je Gibbsova aktiva¢ni energie.

Dilezitym parametrem rovnice je kromé teploty také
Gibbsova energie, vyjadiujici velikost aktiva¢ni energie
reakce, tedy rozdil mezi energii aktivovaného komplexu
ES* a energii komplexu v zékladim stavu ES. Lze fici, Ze
v pfipadé, kdy se hodnota Gibbsovy energie blizi nule,
je reakce na teploté téméf nezavisla. Tohoto faktu vyu-
zila evoluce praveé pii feSeni otazky chladové adaptace
organismd, jejichz enzymy ¢asto vykazuji nizkou hod-
notu aktivacni energie * ?°. V nasleduijici rovnici je vyja-
diena jeji zavislost na hodnoté aktiva¢ni entalpie AH#,
aktiva¢ni entropie AS* a na termodynamické teploté
T5°:

AGY = AHY — TASH

Z této rovnice vyplyva, ze snizeni hodnoty aktivac-
ni Gibbsovy energie se da teoreticky docilit snizenim
hodnoty aktiva¢ni entalpie nebo zvySenim hodnoty
aktivacni entropie. Oviem z experimentélné ziskanych
dat bylo zjisténo, Ze pro chladové aktivni enzymy je
charakteristické sniZzeni obou hodnot - aktiva¢ni en-
talpie i entropie. Chladova adaptace se totiz zaméfila
pouze na optimalizaci jednoho ze dvou parametrd.
Nizsi hodnota aktivacni entalpie pro reakce katalyzo-
vané chladové adaptovanymi enzymy byla dosazena
snizenim poctu nebo sily intramolekularnich entalpic-
ky fizenych interakci, které je nutné prerusit v pribéhu
aktivace béhem katalyzy. Tyto interakce pfimo souviseji
se stabilitou prostorového uspofadani molekuly enzy-
mu. Jejich oslabeni se projevi zvySenou flexibilitou té
¢asti molekuly, ktera se katalyzy pfimo ucastni, zejména
tedy aktivniho mista. Komplex enzymu se substratem
v zékladnim stavu ES tak vykazuje $irS$i moznosti, co se
tyka poc¢tu moznych konformacnich stavd. Po pfechodu
do tranzitniho stavu se ale komplex stava lépe orga-
nizovanym a kompaktnim. Disledkem toho je charak-
teristické snizeni hodnoty aktiva¢ni entropie chladové
adaptovanych enzym( v porovnani s jejich mezofilnimi
protéjsky® 2324,

U chladové adaptovanych enzym( je moZné pozoro-
vat optimalizaci nejen v hodnoté katalytické konstanty
k.. ale nékdy také v hodnoté Michaelisovy konstanty
Ky vyjadiujici afinitu vazby enzymu na substrat. Obcas
dochazi i k souc¢asné optimalizaci obou uvedenych pa-
rametra ki K, a to tak, aby byl jejich pomér k_/K,,
(oznacovany jako katalyticka Gcinnost) co nejvyssi. Zvy-
$eni hodnoty k. je typické pfedevsim pro extracelularni
enzymy, v jejichZ pfipadé jsou substraty ¢asto pfitomny
pfi satura¢nich koncentracich. Co se tyka K, jeji snizeni
bylo popsano jen u nékterych intracelularnich enzymd,
u nichz je charakteristickd nizka koncentrace substratu.
Obecné je totiz hodnota K;, u chladové aktivnich en-
zymU zvySena, a to diky evolu¢nimu tlaku na co nejvyssi
celkovy vytézek reakce a zaroven také diky slabsi inte-
rakci enzymu se substratem, vyplyvajici z vétsi flexibility
molekuly® 2% 2,

Jak jiz bylo zminéno, struktura chladové aktivnich
enzym( je celkové méné stabilni. Nicméné zjisténo
bylo, ze pfi teplotni denaturaci dochazi ke ztraté aktivity
enzym dfive, nez dojde k rozvolnéni celé jeho prosto-
rové struktury. Z toho vyplyva, ze aktivni misto enzymu
je vyrazné vice termolabilni v porovnani se zbyvajicimi
¢astmi molekuly. Pfi porovnani prostorovych struktur
chladové aktivnich enzym a jejich mezofilnich protéjs-
kd bylo zjisténo, ze podoba aktivniho mista je strikt-
né konzervovéna. Zvyseni jeho flexibility tak nebylo
dosazeno zaménou aminokyselinovych zbytkd, které
ho tvofi, nybrz vytvofenim vétSiho prostoru pro vstup
substratu do néj. Nalezeny byly tfi rizné moznosti,
kterymi bylo dosazeno prostornéjsiho aktivniho mista.
Prvni z nich zahrnuje nahrazeni aminokyselinovych
zbytkd@ s objemnymi postrannimi fetézci v jeho bliz-
kosti za méné objemné. Druha se tyka vzdaleni bliz-
kych smycek diky zménam v jejich konformaci a tieti
hovoii o deleci nékterych aminokyselin z téchto smy-
¢ek a tedy o celkovém zmenseni zminénych sekundar-
nich struktur® %,
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V porovnéani s mezofilnimi a termofilnimi analogy
maji chladové aktivni enzymy obecné nizsi hodnotu
teplotniho optima. Je tak logické, Ze vykazuji nizsi tep-
lotni stabilitu souvisejici s narGistem flexibility molekuly,
jak jiz bylo zminéno. Dilkazem jsou kalorimetricka mé-
feni chladové aktivnich, mezofilnich a termofilnich en-
zymU, pomoci kterych byly zméreny jednotlivé teploty
tani a hodnoty kalorimetrické entalpie, korespondujici
s mnozstvim absorbovaného tepla nezbytnym pro roz-
ruseni intramolekularnich interakci. Viysledkem bylo po-
tvrzeni platnosti zvySujiciho se trendu obou veli¢in se
zvysujici se teplotni aktivitou enzymd. Zjisténo bylo dale,
ze chladové aktivni enzymy vykazuji béhem teplotni de-
naturace reverzibilni rozvinuti prostorové struktury bez
vzniku jakykoliv stabilnich intermediatl. Tento fakt tak
poukazuje na vysokou kooperativitu celého procesu® 2.

Jakjiz bylo feceno, za nizsi rigiditou chladové aktivnich
enzym stoji sniZeni poctu stabilizujicich nevazebnych
interakci uvnitf molekuly. Jde zejména o elektrostatické
interakce (véetné solnych mustk() a hydrofobni efekt,
déle také o vodikové vazby a van der Waalsovy interak-
ce - zejména aromatické interakce. V jejich sekvenci je
mozné pozorovat obecné vétsi zastoupeni polarnich
aminokyselinovych zbytk(i na Ukor nepolarnich. Zaro-
ven dochazi také k zdméné hydrofébnich aminokyse-
lin s del$im postrannim fetézcem za ty, které maji teno
fetézec kratsi, a to z d@ivodu zmenseni povrchu dostup-
ného pro hydrofébni kontakt mezi atomy. Dasledkem
pfitomnosti méné hydrofébnich interakci v molekule
je snizeni hydrofébniho efektu v jejim jadie, hrajiciho
duleZitou roli ve stabilité struktury. Dale dochazi také
ke snizeni vyskytu zbytk( argininu, které jsou odpo-
védné zejména za tvorbu vodikovych vazeb a solnych
mustkd, a zbytkd prolinu, jez poskytuji vétsi flexibilitu
sekundarnim strukturdm. Naopak zde mizeme nalézt
vice glycylovych zbytkd, coz vede k vétsi lokalni mobi-
lité ve struktufe proteinu. Co se ale tyka povrchu mo-
lekuly, zde byl zaznamendan vyskyt vétsiho mnozstvi
nepoléarnich aminokyselinovych zbytkd. Spolu s redukci
poctu nabitych postrannich fetézc aminokyselin pfi-
spiva tento fakt ke zvySeni hydrofobicity povrchu a tedy
ke snizeni mnozstvi polarnich interakci s rozpous-
tédlem, coz zvysuje flexibilitu hydrata¢niho obalu enzy-
mu. Déle bylo zjisténo, ze chladové adaptované enzymy
vykazuji oslabeni interakci se stabilizujicimi ionty, jako
jsou napfiklad ionty vapenaté. Z nékterych studii vyply-
va, ze mnoistvi vyskytujicich se disulfidovych mastk
byva také snizeno? % 22 2426,27.28,

Nicméné ne vsechny zde jmenované mechanismy
chladové adaptace jsou vyuzivany vSemi chladové
adaptovanymi enzymy. U nékterych se uplatiuji i zmé-
ny individuélni, které souvisi s konkrétni podobou
struktury a funkce, vedouci k pozadovanym vlastnos-
tem molekuly®.

Vyuziti chladové aktivnich enzymii
v biotechnologiich

Chladové aktivni enzymy v porovnani se svymi me-
zofilnimi a termofilnimi protéjsky vykazuji nékteré
vyznamné charakteristiky, diky kterym nalezly v uply-
nulych letech Siroké uplatnéni v rliznych biotechnolo-

gickych procesech. Kli¢ovou vlastnosti této skupiny en-
zymuU je vysokd katalyticka ucinnost za nizkych teplot
a zaroven i vysoka termolabilita za vyssich teplot. Mezi
slu patfi finan¢ni a energetické Uspory, a to diky vét-
8i ucinnosti enzym(, ktera souvisi s moznosti pouzit
mensi mnoiZstvi katalyzatoru a také nizsi reakéni tep-
loty v porovnani s jejich mezofilnimi homology. Nizké
termostability téchto biokatalyzatord muze byt vyuzito
zejména pii jejich teplotni inaktivaci na konci procesu.
Dalsi vyhodou je také prevence rozpadu nestabilnich
termosenzitivnich slozek reakce a pfipadné i ztraty té-
kavych reaktantd. DuleZita je i moZnost jejich pouziti
v organickych rozpoustédlech, jejichz denaturacnim
Gcink&im obecné lépe odolavaji> 1 .

Jak jiz bylo zminéno, chladové aktivni enzymy jsou
pouzivany v Sirokém rozmezi biotechnologickych apli-
kaci. V nasledujicich odstavcich budou popséany nejda-
lezitéjsi priklady jejich vyuZiti v rGznych prdmyslovych
oblastech.

Praci prostredky

Nejvyznamnéjsi aplikaci chladové aktivnich enzym
z hlediska jejich celkové produkce je poutziti v podo-
bé aditiv do pracich praskd. Jde predevsim o proteasy,
lipasy, amylasy a celulasy. Z ekologického hlediska je
aktualné dulezita snaha snizit teplotu praciho procesu,
s ¢imzZ souvisi ale i jeho efektivita. To je diivodem, pro¢
se do pracich prostfedkd namisto mezofilnich enzyma
zacaly pfidavat enzymy chladové aktivni, jejichz kata-
lytickd acinnost je za nizich teplot vyssi. PouZziti této
skupiny enzym( je vyhodné také v pfipadé cisténi né-
kterych syntetickych materialQ, které nemohou byt vy-
staveny vyssim teplotam (50-60 °C). Problematickym
bodem byvaji nicméné teplotni podminky skladovéni
pracich praskd. Chladové aktivni enzymy v nich obsaze-
né mohou pfi vyssich skladovacich teplotach denaturo-
vat a ztratit tak svou aktivitu'® 27293031,

Potravinaisky primysl

V procesu piipravy ¢i Upravy potravin lze nalézt
mnoho pfiklad( vyuZiti biokatalyzatorl aktivnich za
nizkych teplot. Velmi vyznamné je pouZiti B-galaktosi-
dasy v procesu hydrolytického stépeni laktosy v mléce
a mlécnych vyrobcich za nizkych teplot, uréenych pro
konzumenty trpici laktézovou intoleranci. Casté je také
pouziti dalSich chladové aktivnich enzym: pektinas
pro zvy3eni vytéznosti extrakce ovocnych $tav, proteas
v procesu tenderizace masa, xylanas, amylas a proteas
v pekédrenském priimyslu za ucelem redukce ¢asu ky-
nuti tésta a zlepseni vlastnosti tésta i nasledného fi-
néalniho vyrobku. Za zminku stoji také poutziti proteas
ve fermentativnich procesech — napfiklad pfi vyrobé
sdjovych omacek, nebo jejich vyuziti spolu s lipasami
pro urychleni procesu zrani syrd (funkce syfidla). Chla-
dové aktivni enzymy jsou pouzivany také v pivovarnic-
tvi, vinaistvi ¢i pfi vyrobé krmiv pro zvifata'® M 273031,

Textilni pramysl
V textilnim pr@imyslu se nejvice uplatiiuji chladové

aktivni celulasy, a to pfi vyrobé bavinénych a upravé
denimovych vyrobkd. V prvnim pfipadé jsou enzymy
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pouZivany v procesu zvaném ,biopolishing”, kdy jsou
vylepSovany nékteré vlastnosti bavinénych odévd. Pri
jejich opakovaném prani je totiz redukovana hladkost
povrchu odévu. Pokud jsou ale textilie nejdfive en-
zymoveé osetieny (redukce vyc¢nivajicich koncl vlaken
baviny), je mozné piedejit vzniku Zzmolkd a docilit tak
vétsi jemnosti tkanin. V pfipadé denimovych tkanin
jsou enzymy pouzivany pii Upravé vzhledu finalnich
vyrobkdl v procesu zvaném ,stone-washing”, jehoZ
podstatou je béleni modrych ploch ¢i destrukce textury
materialu — vznik trhlin 1 1273031,

Molekularni biologie

V metodach molekulérni biologie je pouZivano re-
lativné velké mnozstvi chladové aktivnich enzymd,
u nichz je vyuzivana ptedevsim jejich nizka termosta-
bilita. Inaktivace takovych enzym( pro ukonceni reakce
pak mdze byt provedena jednoduse s pouzitim vysoké
teploty. Siroce komeréné pouzivana je alkalicka fosfa-
tasa, katalyzujici hydrolytické Stepni fosfatu z 5 konce
oligonukleotidd. DalSim pfikladem je pouziti chladové
aktivni DNA ligasy pro ligaci fragmentd nukleovych ky-
selin, proteasy pro selektivni inhibici vybranych enzyma
¢i uracil-DNA glykosylasy katalyzujici Stépeni uracilu
z molekuly DNA# 10.11.27.30,

Biokatalyza

Vyznamnym prdmyslovym odvétvim je syntéza bio-
logicky aktivnich latek jako jsou napfiklad estery mast-
nych kyselin, peptidy ¢i cukerné derivaty. Rozpustnost
jmenovanych latek je ale ve vodném prostiedi limi-
tovana. Co se tyka mechanismu jejich pfipravy, casto
je vyuZivana reverzni hydrolyza, jejiz vytéZinost zavisi
zejména na aktivité vody v systému. Z téchto divodu
je znevyhodnéno pouziti mezofilnich, pfipadné ter-
mofilnich biokatalyzator(, jejichz Gc¢innost rapidné
klesé se sniZujici se koncentraci vody v reakéni smé-
si. Vlysoka flexibilita chladové aktivnich enzymi jim
umoznuje byt aktivni i v prostfedi s vy33im obsahem
organickych rozpoustédel, proto mohou byt pouzi-
ty pro katalyzu s dosazenim uspokojivych vytézka re-
akCI’IO, 1, 27, 30.
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Souhrn

Buchtova P.: Chladové aktivni enzymy a jejich biotechnologickeé vyuziti

Chladné oblasti nasi planety jsou trvale osidleny nemalym mnozstvim rozli¢nych organismd, pro které bylo nezbytné se Zivotu zde
pfizplsobit. Adaptace na nizké teploty zahrnuje hned nékolik rdiznych molekularnich mechanismi. Jde napfiklad o zmény ve sloZeni bu-
nécnych membréan nebo syntéza specializovanych protein, jejichz Gicast je nezbytna v procesu proteosyntézy &i pii spravném sbalovéni
exprimovanych protein(. Tento ¢lanek vénuje ale nejvétsi pozornost biokatalyzatorim chladové adaptovanych organism, které jsou
nizkym teplotam také pfizptsobeny, a to pocinaje svym aminokyselinovym slozenim, pies stabilitu az po zvy3enou katalytickou tcinnost.
Unikétni vlastnosti chladové aktivnich enzym( pak vykazuji vysoky potencial pro jejich vyuziti v celé fadé biotechnologickych aplikaci.
Klicova slova: chladové aktivni enzymy, chladova adaptace, psychrofilni organismy

Summary

Buchtova P.: Cold-active enzymes and their biotechnological applications

Cold areas of our planet are permanently inhabited by a huge amount of various organisms which had to adapt to living here.
The adaptation to low temperatures involves several different molecular mechanisms. For example, it includes changes in a composition
of cell membrane and sythesis of specialized proteins, participation of which is essential for a process of proteosynthesis or for proper
folding of expressed proteins. However, this article is focused on biocatalysts of cold-adapted organisms that are well adapted to low
temperatures, starting from its amino acid composition, through increased stability leading to higher catalytic efficiency. Unique proper-

ties of cold-active enzymes exhibit a high potential for their use in a wide range of biotechnological applications.
Keywords: cold-active enzymes, cold adaptation, psychrophilic organisms

OBSAH A DISTRIBUCE FENOLOVYCH SLOUCENIN
S ANTIOXIDACNI AKTIVITOU V ROSTLINE VITIS VINIFERA

Lucia Gharwalova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha; gharwall@vscht.cz

Uvod

Nejrozsitenéjsimi sekundarnimi metabolity rostlin
jsou fenolové latky. Jde o pfirodni antioxidanty, které
jsou v révé vinné syntetizované jako odpovéd na bio-
ticky a abioticky stres, napf. nékteré infekce (pfedevsim
plisiiové)', expozice ultrafialovému (UV) zéfeni? 3, 0z6-
novy stres®* nebo mechanické poskozeni. Mezi nejvy-
znamnéjsi a nejprozkoumanéjsi fenolové slouceniny
patfi stilbenoid resveratrol a jeho analoga.

Fenolové antioxidanty maji schopnost eliminovat vol-
né radikaly, ¢imZ mohou zabranit peroxidaci lipidd. Vy-
sledky studii také dokazuiji, ze fenolové slouceniny, pie-
devsim kvercetin, epikatechin a resveratrol chrani DNA
proti oxidativnimu naruseni jeji struktury> ¢ Fenolické
latky jsou odpovédné za rGzné charakteristické vlast-
nosti vin, napfiklad chut, barva a antioxida¢ni Gcinky.

Obsah antioxidant(l v rlznych ¢astech révy vinné je
rozdilny, napfi. Casti, které byly vystaveny zivému, ci
neZivému stresu obsahuji vice antioxidantd. Antokya-

ny jsou pfedevsim obsazeny ve vakuolach a bunécné
sténé slupky bobuli a jsou zodpovédné za barvu hroz-
nd. Slupky obsahuji i dalsi antioxidanty z jinych skupin,
jako napfiklad resveratrol nebo kyselinu gallovou, které
se vyluhuji béhem macerace hroznt do vina’. Fenolové
slouceniny se nachazi napfiklad i v letorostech a listech.

Biosyntéza fenolovych sloucenin

Biosyntéza fenolickych latek zacina vznikem fenylpro-
panovych kyselin. Cesta vedouci k tvorbé téchto prekur-
zori se nazyvéa Sikimatova draha, jeji pribéh je zna-
zornén na Obr. 1. Nejprve je pfeménéna kyselina Siki-
mova (C,H,,05) na fenylalanin (C;H,;NO,) nebo tyrosin
(C,H;;NO5) a nasledné na kyselinu skoficovou (C,H;0,)
nebo kumarovou (C,;H,;0;), popfipadé jiné fenylpro-
panové kyseliny.

Vlastni kyselina Sikimova vznikéa pfi metabolismu
cukrd, kdy prvnim krokem jejiho vzniku je spojeni fos-
foenolpyruvatu s erytrosa-4-fosfatem. Ze vzniklych pre-
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Obr. 1: Sikimatova draha biosyntézy fenylpropanoid.

kurzorovych fenylpropanovych kyselin cestou Sikima-
tové drahy pak vznikaji dalSi meziprodukty, a to riz-
nymi reakcemi, napiiklad prodlouzenim propanového
fetézce substituci, prodlouzenim a cyklizaci, zkracenim
fetézce nebo redukci dvojné vazby fetézce®.

Syntéza flavonoidl a stilbenoidd, jakozto nevyznam-
néjsich pfedstavitelt fenolovych sloucenin, vznika bio-
syntézou tfi molekul malonyl-CoA vazanych na iniciator,
jimz je pravé jedna z jiz zminovanych prekurozorovych
fenylpropanovych kyselin v podobé CoA-esteru. Pre-
kurzorem flavonoidd je flavanon, vznikajici postupnymi
reakcemi pies chalkon. Z flavanonu poté vznikaji dalsi
flavonoidy. Takto vzniklé latky pak mohou poskytovat
riznymi modifikacemi velké mnozstvi dalSich flavo-
noid®® °. Prekurzorem stilbenoidd je resveratrol a jeho
biosyntéza vyzaduje aktivitu enzymu zvaného stilben-
syntaza (STS)™, ktery se fadi mezi polyketidické synta-
zy. Enzym vyuziva p-kumaryl-CoA a malonyl-CoA jako
substraty.

Vyskyt a distribuce fenolovych latek
ve Vitis vinifera

Vyskyt fenolovych latek s antioxidacni aktivitou v révé
vinné nemusi byt vidy totozny s mistem jejich synté-
zy, nebot tyto slouceniny byvaji transportovany z mista
zdroje do mist urcenych k jejich spotiebé ¢i akumulaci.
Tok asimilatt probiha ve specialnim vaskularnim pleti-
vu — floému. Fenolové latky mohou byt transportova-
ny prostrednictvim floému jak apikélnim tak bazalnim
smérem". Naproti tomu u xylému, tedy vodivém cév-
nim pletivu, ktery primarné rozvadi ziviny z kofenového
systému k nadzemnim ¢astem rostliny, byla prokazana
akumulace fenolovych latek™.

Sledovéanim distribuce STS u mladé rostliny Vitis vini-
fera bylo zjisténo, ze k biosyntéze stilbenoidd, prede-
v3im resveratrolu, dochazi v listech i v jinych orgénech
rostliny, a to zejména v bobulich. Lokalizace STS v rost-

linach révy vinné byly zkoumany pomoci standardnich
technik immunolokalizace. Obsah samotného resvera-
trolu se v rlznych orgénech rostliny pohyboval v roz-
mezi od 0,2 — 16,5 mg/kg plvodni hmoty rostliny,
pficemz maximalni obsah resveratrolu byl nalezen
ve floému letorost(, nasledovany pupeny, kofeny, xylé-
mem letorostd, vyhonky a fapiky; v minimalnim mnoz-
stvi byl nalezen v listech™.

V bobulich probiha syntéza stilbenoidd i flavonoidu
v tenkosténnych epidermalnich burikach slupky.
Mistem shromazdovaéni fenolovych latek v burikach je
vakuola, kde se kromé toho hromadi také cukry, orga-
nické kyseliny, ionty a voda'.

Vliv vnéjsich podminek na obsah
antioxidantu ve Vitis vinifera

Obsah fenolovych antioxidantd ve viné a rostliné Vitis
vinifera je zavisly nejen na odrdidé ale i na podminkach
pro rist rostliny, jako napfiklad intenzita slunecniho
zéfeni, teplota, obsah Zivin a minerélnich latek v ptdé
¢i mnozstvi vlahy v obdobi dozravani bobuli” .

Co se stilbenoid( tyce, jejich syntéza je podporova-
na nékolika abiotickymi faktory — UV zéfenim, ozonem
nebo anoxii (bezkyslikatym prostiedim)™. UV zateni
indukuje biosyntézu resveratrolu v bobulich hroznd
béhem zrani, pficemz konecny obsah je zavisly na vy-
vojové fazi rostliny™. Ve zralé hroznové bobuli se obsah
resveratrolu po vystaveni UV zéfeni sniZuje, pravdépo-
dobné z dlvodu konkurence mezi chalkon syntazou
a STS pro stejné substraty. Chalkon syntaza vyuziva
p-kumaryl-CoA a malonyl-CoA pro produkci chalkonu,
jakozto prekurzoru flavonoida'e.

Zkoumana byla i mozné zavislost vlivu nedostat-
ku vody na biosyntézu fenolovych latek. PfestoZe se
ve studiich objevuji vysledky potvrzujici nartst fenold
béhem vystaveni rostliny nedostatku vlahy v dobé jeji-
ho dozravani®, ne vSechny dostupné studie tento fakt
potvrzuji. Jedna ze studii tak poukazuje na pétinasobné
navy$eni mnoZstvi trans-piceidu (glykosylovane formy
trans-resveratrolu) v odriidé Cabernet Sauvignon pfi
vystaveni témto podminkéam, avSak u odrddy Char-
donnay tohoto navyseni docileno nebylo?. Také Krol
a kol pozorovali, ze dlouhodobé sucho zplsobilo
pokles fenolovych kyselin (kyselina kévova, p-kumaro-
va a kyselina ferulovd) v listech a kofenech révy vinné
odrldy Kiszmisz tuczistyj. To mlze souviset se speci-
ficnosti kontrolnich molekularnich mechanisma (ovliv-
nujicich biosyntézu stilbenoidt), ktera je déna odriido-
vym charakterem.

Naopak, aplikace rostlinnych hormond, giberelind,
na rostlinu révy vinné mize zvysit obsah fenolovych
latek a flavonoid® v listech, stoncich a tponcich Vitis
vinifera odriidy Muskat Hamburg, zatimco jejich obsah
ve slupkach bobuli sniZit?2. Gibereliny maji vliv na vyvoj
rostlin, mohou stimulovat rapidni rlst kofent a ston-
ka, vyvolat mitotické déleni v listech nékterych rost-
lin a zvysit rychlost kliceni semen?. Bylo pozorovano,
Ze kdyz je kyselina giberelova (GA;) aplikovéna na rost-
linu po pIném kvétu, nékteré odriidy Muskatu se seme-
ny, jako napfiklad Muskat Hamburg, nebudou obsaho-
vat semena v bobulich?.
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Nejen aplikace hormon@ ale i pesticidd mize ovliv-
nit obsah antioxidant(i ve slupkach bobuli a tim i an-
tioxidacni aktivitu vin. Hodnoty antioxidacni aktivity
ve vzorcich chorvatskych vin a biovin, hodnocené po-
moci metod ABTS a DPPH se prokazaly vyssi u biovin
ve srovnani s konven¢nimi viny?*. U metody ABTS je
vyuzivana schopnost antioxidantd pfitomnych ve viné
zhaset volné radikaly, konkrétné radikély chemické
slouceniny 2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazolin-6-sul-
fonatu) (ABTS). U DPPH metody se vyuziva schop-
nost antioxidant zhaset DPPH, aneb 1,1-difenyl-2-
-(2,4,6-trinitrofenyl) hydrazyl, coz je stabilni volny ra-
dikal. ZvySena antioxidacni aktivita u biovin mlze byt
zplsobena tim, Ze rostlina vytvéfi vlastni obranné latky,
kdyz neni chranéna pred skldci vnéjsim zasahem.

Vyssi koncentrace fenolovych sloucenin ve viné maze
byt také spjata s mirnou plisfiovou infekci bobuli. Roz-
sahla plisfiova infekce bobuli mize znicit fytoalexiny,

¢ili slouceniny produkované rostlinou jako odpovéd

na kontakt s parazitem. Takova infekce by oviem zni-
¢ila i urodu a nebylo by mozné z infikovanych bobuli
produkovat vino?.

Zména obsahu fenolovych latek béhem
vegetacniho obdobi

Pfedchézejici studie dokézaly, Ze obsah a distribuce
antioxidantd ve Vitis vinifera se méni béhem vyvoje
rostliny, v priibéhu vegeta¢niho obdobi. Béhem ve-
getacniho obdobi dochazi i k vyznamnému procesu
dozravani bobuli. Zralost hroznd se posuzuje zménou
barvy slupky, méknutim bobuli a zménou jejich chuti.
Zména a intenzita barvy bobuli u modrych odrid, zpG-
sobena navySenim antokyand, je jednim z charakteris-
tickych rozpoznévacich znakl zralosti bobuli?®. Stuperi
zralosti hroznt Ize bezpeéné zjistit podle obsahu cukru
ve vylisované stavé bobuli mostomérem nebo refrakto-
metrem™.
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Versari a kol.> sledovali obsah vybranych stilbenoid
ve slupkach hroznd béhem zrani. BEéhem tohoto obdo-
bi byl cis- piceid hlavnim stilbenem pfitomnym ve slup-
kach a byla pozorovana i mald akumulace STS mRNA
a s tim spojena slaba syntéza stilbenoidd.

Efekt zrani bobuli byl pozorovan u bobuli Vitis vinife-
ra odridy Kishmish Chornyi. Hrozny a stonky v poca-
tecni fazi zrani vykazovaly vysoky obsah celkovych feno-
lickych sloucenin (flavonoidd, flavonold, flavan- 3- ol()
a antioxidacni aktivity (FRAP — ferric reducing antioxi-
dant power”), pficemz béhem zrani byla zaznamenana
drastickd redukce fenolickych slozek a také hodnoty
FRAP. Hrozny, které byly ziskany na konci obdobi zrani,
mély vysoké hodnoty antokyan® a redukujicich cukrd,
ovsem nizsi hodnoty celkovych fenolickych slou¢enin
a souvisejici antioxidacni aktivity. SloZeni fenold a an-
tioxida¢ni potencial béhem zrani bobuli byly stanove-
né také ve stoncich, listech, fapicich a vyhoncich stejné
rostliny. Tyto vykazovaly (v daném pofadi) 8x; 3x; 2x;
a 1,5x nasobné vyssi hodnoty FRAP nez bobule?, ¢im
bylo dokazéano, ze kromé bobuli, mohou i rGzné ¢as-
ti révy vinné piedstavovat potencialné vyuZitelny zdroj
fenolovych latek.

Zavér

Obsah fenolovych sloucenin v révé vinné je zavisly
nejen na odridé ale i na vnéjsSim prostredi. Flavonoidy
a stilbenoidy patii mezi nejpocetné;jsi skupiny v pfiro-
dé se vyskytujicich fenolovych latek. Tyhle se nenachazi
jenom v bobulich Vitis vinifera, ale i v listech, stoncich,
letorostech ¢i kofenech a jejich obsah maze byt zvyse-
ny po vystaveni biotickému nebo nebiotickému stresu.
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Souhrn

Gharwalova L.: Obsah a distribuce fenolovych sloucenin s antioxidacni aktivitou v rostliné Vitis vinifera

Obsah fenoll v rostliné Vitis vinifera je zavisly na agrotechnickych a klimatickych faktorech, nicméné jenom malo je zndmo o tom,
kdy je akumulace antioxidantd v rostliné nejvyssi. Je dllezité znat, které faktory a jakym zplsobem ovliviuji obsah pfirodnich antioxi-
dant v rliznych &astech révy vinné pro jejich dalsi vyuZiti v potravinaistvi nebo farmacii.

Klicova slova: antioxidant, resveratrol, Vitis vinifera

Summary

Gharwalova L.: Content and distribution of phenolic compounds with antioxidant activity in plant Vitis vinifera

The phenol content in the plant Vitis vinifera depends on agrotechnic and climatic factors, however, only little is known about when
the accumulation of antioxidants in the plant is at its highest. It is necessary to understand which factors and in what way they influence
the natural antioxidant content in different parts of the grapevine for their further use in the food or pharmaceutical industry.
Keywords: antioxidant, resveratrol, Vitis vinifera

PRVNi VLNA OBRANY V ROSTLINACH VUCI NAPADENI
PATOGENY A MOZNOSTI JEJiHO SLEDOVANI

Lucie Lamparova**
“Laboratof biochemie rostlin, Vysokd Skola chemickotechnologickd v Praze, *Laboratof patofyziologie rostlin,
Ustav experimentdlni botaniky rostlin AV CR, v. v. i.; lucie.lamparova@vscht.cz

Uvod tidoglykan (PGN), tak MAMP sacharidové ¢i lipidové
povahy, napfiklad lipopolysacharidy (LPS), chitin ¢i
B-glukany. Tyto MAMP jsou rozpoznany receptory PRR
(receptor rozpoznavajici molekularni vzory, ,pattern
recognition receptor”), které jsou v drtivé vétsiné pfipa-
dd lokalizovany na plasmatické membrané. Nejcastéji
se jedna o receptory RLK (protein kinasy receptorového
typu, ,receptor-like kinases”) a RLP (receptory podobné
proteiniim, ,receptor-like proteins”). Oba druhy obsa-
huji extracelularni doménu, diky niz probiha rozpozna-
ni MAMP a transmembranovou doménu. RLK ma vni-
trobunécnou intracelularni kinasovou doménu, kdezto
RLP ma pouze kratkou cytosolickou doménu. Dilezité
je zminit, Ze ne ke vSem MAMP je zndmy rostlinny PRR,
stejné tak ne vSechny rostliny rozpoznavaji vSechny
druhy MAMP. Po rozpoznani MAMP pomoci PRR do-
R . chazi k indukci MTI, jejiz soucasti je produkce Ca?,

Slovnicek nejdulezitéjSich pojm: ROS (reaktivni formy kysliku, ,reactive oxygen species”),
MA“_’"’ — molekularni vzory mikrobli ,microbe- NO, zvyseni extracelularniho pH, aktivace MAPkinasové
-associated molecular pattern”; MTI - MAMP vyvolana  kaskady, produkce antimikrobialnich latek jako jsou fy-
imunita ,MAMP triggered immunity”; PRR — receptor  toalexiny (napt. kamalexin), syntéza PR protein(i (pro-

Rostliny jsou k velkému mnoistvi patogen( obvykle
rezistentni. Pro svou obranu pouzivaji, kromé vnéjsich
konstitutivnich bariér jako jsou kutikula ¢i vosk, velice
sofistikovanou imunitu. Spusténi rostlinné imunity je
zavislé na rozpoznani patogena. Rostlinné receptory
mohou rozpoznat molekularni vzory mikrobt (MAMP;
»microbe-associated molecular pattern”) triggered
immunity”), pak jde o MAMP vyvolanou imunitu (MTI;
MAMP triggered immunity”) nebo mohou byt rozpo-
znany patogenni efektory a takto vyvolana obrana se
nazyva efektory vyvolana imunita (ETI; ,effector trigge-
red immunity”). V tomto ¢lanku se budu zabyvat pouze
“prvni vinou” rostlinné imunity vyvolané molekularnimi
vzory mikrob(. Zaméfim se na charakteristické znaky
MTI a metody, jimiz je studovana.

rozpoznavajici molekularni vzory, ,pattern recogni-  tejny spojené s pathogenesi, ,pathogenesis related”),
tion receptor”; RLK — protein kinasy receptorového  aktivace fytohormonalnich drah & ukladéani kalosy
typu, ,receptor-like kinases”; RLP (receptory podobné  {o bunéené stény. Ke studiu odpovédi MTI vyvolanych
proteiniim, ,receptor-like proteins”); flg22 — rozpo- bakteriemi se pouZiva o3etfeni kratkymi syntetickymi
znavana sekvence 22 aminokyselin flagelinu; EF-Tu peptidy, jako jsou flg22 (epitop proteinu flagelinu) i
- elongadni faktor Tu; elf — rozpoznavana sekvence elf18 (epitop elongacniho faktoru Tu), nebo struktura-
EF-Tu; PGN - peptidoglykan; LPS - lipopolysacharidy;  mj bun&enych stén (LPS, PGN). MTI odpovédi vyvolané
PR proteiny - proteiny spojené s pathogenesi, ,patho- napadenim houbami se studuji pomoci o3etfeni chiti-
genesis related”. novymi oligomery'.

MTI MAMP

MAMP jsou vysoce konzervované struktury mikrobd,
v Castém pfipadé nezbytnymi pro jejich pieziti. Mezi Fig22
dosud popsané MAMP se fadi jak latky proteinového Protein flagelin je zakladnim stavebnim kamenem
charakteru flagellin (flg), elonga¢ni faktor (EF-Tu), pep- bakterialniho bi¢iku, ktery hraje zasadni roli v pohybu
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a zaroven v adhezi patogena na burky hostitele. Re-
ceptorem rostliny A. thaliana (husenicek rolni) rozpo-
znavajicim N- koncovou vysoce konzervovanou domé-
nu flagelinu pochazejici z Pseudomonas aeruginosa,
¢itajici dvaadvacet aminokyselin (flg22), je protein FLS2
(flagellin-sensing 2)2 Tento receptor se fadi do rodiny
RLK a nachazi se na povrchu plasmatické membrany?>.
Po navazani flg22 receptor FLS2 kooperuje s recepto-
rovou kinasou, ktera slouZi jako pozitivni regulator MTI.
Nasledné je FLS2 endocytovan a odbouran®. Na mutan-
tech fls2 A. thaliana bylo ukazéno, ze v nepfitom-
nosti FLS2 je rapidné snizena odpovéd rostliny zavisla
na flg22. Osetieni flg22 indukuje v rostliné A. thaliana
rezistenci k bakterii Pseudomonas syringae pv tomato
DC3000 a ¢astecné i k houbé Botrytis cinerea®®. Rostli-
na Solanum lycopersicum (rajce), rozpoznava sekvenci
15 aminokyselin z flagelinu bakterie E. coli”.

EF-Tu

EF-Tu patfi mezi elongacni faktory, které jsou nezbyt-
né béhem biosyntézy proteind, konkrétné ve fazi elon-
gace, kdy jsou asociované na ribozom. EF-Tu je jednim
z nejhojnéji se vyskytujicich proteint bakterialni bun-
ky, avSak jeho rozpoznavani bylo doposud pozorova-
no pouze u rostlin z rodu brukvovitych (Brassicaceae)®.
Sekvence, rozpoznavana receptorem A. thaliana EFR
(EF-Tu receptor), ktery se fadi také do rodiny RLK, ¢ita 18
¢i 26 aminokyselin umisténych na N-konci, tyto epitopy
jsou oznaceny v dalSim textu jako elf18 resp. elf26. Bylo
zjisténo, ze EFR nemUzZe byt nahrazen FLS2, prestoze
elf18 bakterie E. Coli ¢i elf26 bakterie Pseudomonas
syringae pv tomato DC3000 a flg22 vyvolavaji v rost-
linné burice velmi podobné (nékdy totozné) signalni
procesy a odpovédi, napfiklad spousti transientni
produkci ROS, aktivuji stejné kinasy, a to bez navyse-
ni efektu v pfipadé pouZziti obou elicitord najednou®.
Zajimavosti je, Ze mutant A. thaliana efr, se zablokova-
nym genem EFR, projevuje diky zhorSené schopnosti
rozpoznavani zvySenou nachylnost k Agrobacterium
tumefaciens, coz vede ke zvyseni efektivity T-DNA trans-
formace®.

Ax21

Ax21 je protein obsahujici 194 aminokyselin. Zajima-
vosti je, Ze jeho receptor LRR XA21 byl prvnim nale-
zenym rostlinnym PRR, a to v ryZi. Tehdy byl ale iden-
tifikovan jako PR-protein indukujici rezistenci vylu¢né
proti Xanthomonas oryzae pv oryzae. Dnes je zndmo,
Ze tento mimofadné silny receptor rozpoznava sulfato-
vany epitop proteinu Ax21, ktery je typicky pro rlizné
druhy bakterie Xanthomonas a nékolik malo pfibuz-
nych rod'™ ™.

PGN

PGN je nezbytnou a jedine¢nou stavebni slozkou
grampozitivnich i gramnegativnich bakterii. Jde o kom-
plex mnoha glykanovych fetézcd, slozenych z N-ace-
tylglukosaminu a N-acetylmuramové kyseliny, prokfi-
zenych pomoci kratkych peptidovych fetézci. PGN
rostlinnych patogent Agrobacterium a Xanthomonas
indukuje v rostlinach A. thaliana tvorbu ROS, zvy3eni

extracelularnich pH, transkripci genu PR1 a ukladani
kalosy do bunéc¢né stény™. Za rozpoznani PGN a na-
slednou signalizaci v rostlinach A. thaliana je zodpo-
védny receptor rozpoznavajici chitin CERK1 (kinasa 1
receptor chitinového elicitoru, ,chitin elicitor receptor
kinase 1”), ale také LYM1 z rodiny CEBIP (protein vazici
elicitor chitin, ,chitin elicitor-binding protein”)™. Hlavni
doména, zodpovédna za rozpoznani jak PGN, tak chiti-
nu, je LysM (lysinovy motiv, ,lysin motif*)*.

LPS

LPS, jez jsou slozeny z lipidové a oligosacharidové
¢asti, jsou hlavni slozkou vnéjsi membrany gramnega-
tivnich bakterii. Dfivéjsi studie vypovidaly, Ze LPS mo-
hou pfedchézet hypersenzitivni reakci (HR) vyvolané
bakterii. Mechanismus procesu potlaceni HR, béhem
které dochazi vlivem indukce tvorby ROS v misté na-
padeni patogenem k nekréze rostlinného pletiva hro-
madénim H,0,, je ale stale neznamy™. Efektivita potla-
¢eni HR je dana délkou oligosacharidového fetézce'.
Oligosacharidové jednotky také indukuji transkripci
obrannych gentl PR1 a PR2 v A. thaliana. Také u ryze
byla prokazana indukce tvorby ROS po o3etieni LPS.
Na zékladé téchto informaci jsou LPS fazeny mezi MAMP
u jednodéloznych i dvoudéloznych rostlin'. Zadny rost-
linny PRR rozpoznavajici LPS jesté nebyl identifikovan.

Chitin

Chitin je stavebnim polysacharidem hub. Reté&zce
slozené z jednotek N-acetyl-D-glukosaminu vzjemné
spojenych 1,4-B-glykosidovou vazbou jsou prokiizeny
pomoci B-glukanu. Obecné plati, Ze chitin ¢i chitino-
vé oligosacharidy jsou rozpoznavany pomoci receptort
RLK CERK1 a RLP CEBiP™ 2. Rozpoznani a nasledna
signalizace se odliSuje mezi jednodéloznymi a dvou-
déloznymi rostlinami. Napfiklad v ryzi, jez patfi mezi
jednodéloiné, jsou chitinové oligosacharidy vazany
na bunééném povrchu receptorem RLP CEBiP. CEBiP
pak tvofi tzv. sandwichovy typ receptoru s RLK CERK1
obsahujici LysM doménu. Tato interakce vede k dal-
8i signalizaci?’. Bylo prokazano, Ze ve dvoudélozinych
rostlinach A. thaliana je do rozpoznani chitinu zapo-
jen dimerizujici RLK CERK1 obsahujici doménu LysM.
Déle byly nalezeny proteiny podobné CEBiP oznacené
LYM1-3, které jsou na sebe schopny vézat chitinové oli-
gosacharidy??. Nasledné badani ukazalo, ze LYM2 mUze
byt také zodpovédny za rozpoznani chitinu u rostlin A.
thaliana™ 202,

MAMP vyvolané projevy MTI
a jejich detekce

Studium projeva MTI vyvolanych MAMP a k tomu ur-
¢ené metody byly zpocatku vyvijeny a optimalizovany
hlavné na modelové rostliné A. thaliana a jejich fyto-
patogenech. Nasledné v3ak byly metody k méreni od-
povédi spojenych s MTI modifikovany i pro ekonomicky
dulezité plodiny, jako jsou rostliny rodu Brassicaceae
(fepka), Solanaceae (rajce, brambory, paprika a tabék)
a dalsi. Zkoumaji se napfiklad zmény fenotypu spojené
s MTI, zmény v produkci Ca?* ¢ ROS, testy resistence,
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zmény v indukci obrannych gen(, ukladani kalosy ci
aktivace MAPKinasové kaskady (Obr. 1). Tyto odpovédi
se projevuji v riznych ¢asech a zéroven jsou rozdilné
napfi¢ rostlinnymi druhy?*. Nékteré metody jsou leh-

ce prenositelné na jiné rostlinné druhy, avsak k nutné
optimalizaci dochazi napfiklad kvl rozli¢né morfologii
listd. Metody se také lisi v zavislosti na véku a velikosti
rostlin ¢i podminkach, ve kterych jsou péstovany?:2s.
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Obr. 1: Typické projevy MTI vyvolané flg22

A) Relativni luminiscence méfena pomoci luminolu a kienové peroxidasy na discich 4tydennich rostlin A. thaliana v zavislosti
na case.

B) Levd cdst: Infekce na listech 4tydennich rostlin A. thaliana, infikovanych bakterii Pseudomonas pfedem oSetifenych/neoset-
fenych flg22.47
Pravd &ast: Inhibice rGstu semenack A. thaliana osetfovanych/neosetfovanych flg22 po dobu dvou tydnd.*

C) Mikroskopicka vizualizace kalosy pomoci anilinové modfi v listech 4tydennich rostlin A. thaliana.

D) Relativni transkripce RbohD zjisténa u bunék vinné révy po osetfeni TmM flg22.4

E) Vysledky imunochemické detekce aktivace MAPKinas vyvolané flg22.4

F) Metody detekce influxu vapenatych iont.
Nahore: Méfeni zmény pH extracelularniho prostiedi vyvolané rdiznymi koncentracemi flg22 pomoci kombinované sklenéné
elektrody.
Dole: Luminiscenc¢ni stanoveni komplexu Ca?* aequorin vznikajiciho v cytosolu po osetieni flg22 o rizné koncentraci.*®
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Zvyseni koncentrace Ca?*
v cytosolu bunky

Jednou z nejrychlejSich odpovédi rostliny reaguijici
na MAMP (30 s - 2 min) je influx extracelularniho Ca?*
do cytosolu za soucasné alkalizace extracelularniho
prostiedi'. To je pozitivné regulovano cytoplazmatickym
RLK BIK1 (Botrytis indukovana kinasa 1). ZvySeni kon-
centrace Ca?*v burice je nezbytné pro funkci nékterych
proteint, typicky CDPK (,calcium dependent protein-
-kinases”), NADPH oxidasy nebo také fosfolipasy D?'.
Zmény Ca?* po oSetfeni MAMP mohou byt detekova-
ny v Zivych rostlinnych burnkach produkujicich protein
aequorin, ktery byl objeven u medusy a ktery vaze Ca?*
za vzniku bioluminiscence. Emisni zéfeni lze méfit s uzi-
tim CCD kamery nebo luminometrem?”. Kromé zmény
koncentrace Ca?* Ize také konduktometricky stanovit
zménu pH extracelularniho prostiedi (Obr. 1 F)2.

Zvyseni produkce ROS

Po rozpoznani MAMP dochéazi béhem 2 — 3 minut
ke zvy3eni produkce ROS, nejvyssich hodnot je dosaze-
no béhem 10 - 14 minut. Tato produkce ROS je tran-
sientni'. Za tento proces je v A. thaliana zodpovédna
NADPH oxidasa RBOHD (,respiratory burst oxidase
homolog D”). RBOHD produkuje v apoplastu mem-
branou neprochazejici superoxidovy radikal O,", z néjz
pomoci superoxidismutasy vznika membranou procha-
zejici peroxid vodiku H,0,, ktery tak maze pronikat jak
do cytosolu, tak do organel. Jednou z nejcastéji pou-
zivanych variant stanoveni tvorby apoplastického H,0,
po oSetfeni nékterym z MAMP je chemiluminiscen¢ni
méfeni, a to pomoci kienové peroxidasy a luminolu
(Obr. 1 A)?. Velmi ¢asto se k tomuto stanoveni pouzi-
vaji disky o priméru kolem 3 - 5 mm vyfezané ze Ctyi-
tydennich rostlin nebo 10denni semenacky péstované
v tekutém mediu pfimo v 96-jamkové desti¢ce?®. Dal-
8i variantou je méfeni koncentrace H,O, vylou¢eného
do media zaloZzené na oxidaci Fe?* katalyzované pe-
roxidasou a naslednou reakci Fe** s xylenolovou oranii,
coz je extrémneé citliva metoda pouzivana k méfeni niz-
kych hodnot H,0, rozpusténého ve vodé. Absorbance
vzniklého komplexu Fe3*-xylenolova oranz se méfi pfi
560 nm. Tato metoda se nazyva FOX13°. H,0, Ize kvan-
tifikovat po histochemickém barveni pomoci diami-
nobenzidinu (DAB), kdy je H,O, kvantifikovan pomoci
obrazové analyzy®'.

ZvySeni produkce NO

Oxid dusny a jeho derivaty, které byvaji oznacovany
za RNS (,reactive nitrogen species”), jsou malé moleku-
ly G¢astnici se MTI, napfiklad tim, Ze mohou inhibovat
RBOHD, coz naznacuje tzky vztah mezi RNS a ROS*.
Indukce syntesy NO se zvy3uje po aktivaci calmodulinu,
coz je zplsobeno pravé influxem Ca?* indukovanym
MAMP33, Ke stanoveni plynného NO se pouziva che-
miluminiscen¢ni stanoveni, které je zalozeno na reakci
NO s O; produkujici fotony, pficemz délka emitované-
ho zafeni je kolem 600 nm. NO Ize stanovit také uvnitf
pletiva a to pomoci spektrofotometrického stanoveni
methhemoglobinu-.

Aktivace MAPkinas

Genom A. thaliana kdéduje 20 MAPK (,mitogen-
-activated protein kinase”), 10 MAPKK (mitogen-acti-
vated protein kinase-kinase) a 60 MAPKKK (mitogen-
-activated protein kinase-kinase-kinase). Piedstavuji
funkéni signalni moduly zprosttedkovavajici mimobu-
nécny signal do odpovidajicich bunéénych odpovédi.
Jsou hojné studovany pravé v souvislosti s interak-
ci rostlina-patogen. Po o3etfeni flg22 a elf18 dochazi
k aktivaci MPK3 a MPK6 béhem 1 — 2 minut, nejvyssi
aktivita byla naméfena mezi 10 — 15 minutou®. MAPK
kaskada aktivuje transkrip¢ni faktory, diky nimz dochazi
k transkripci ¢asnych obrannych gend. Bylo navrzeno
obsahlé schéma zapojeni MAPK do MTI, ackoli pro-
pojeni nékterych dil¢ich procest jsou stale nejasna™.
MAPK jsou aktivovany fosforylaci, takto aktivované
MAPK Ize detekovat pomoci protilatky, po rozdéleni
pomoci SDS-PAGE, imunochemickou metodou wes-
tern blot (Obr. 1E) %,

Aktivace fytohormonalnich signalnich drah

Mezi hlavni aktéry v obrannych procesech vyvola-
nych MAMP se fadi také fytohormony. Draha kyseliny
salicylové (SA) je obvykle spojovana s obranou po roz-
poznani biotrofnich patogend, Zijicich v Zivych burikéch
rostlin, zatimco kyselina jasmonova (JA) a etylén (ET)
jsou spojovény spiSe s obranou po rozpoznani nekrot-
rofnich patogen Zivicich se rozkladem mrtvych rostlin-
nych bunék®. V posledni dobé v3ak vyslo nékolik pu-
blikaci, které tomuto obecné pfijimanému ustanoveni
oponuji, respektive uvadéji i pfipady, kdy tomu neni
pfesné podle zabéhnutého dogmatu®’. U ¢tyftydennich
rostlin A. thaliana byla po infiltraci 10uM flg22 do listd
zvySend produkce SA jiz 3 h po o3etieni, ovSem nej-
vyssi hodnoty byly ziskany z méfeni 9 h po oSetreni®.
Produkce ET po osetfeni 0.2pM flg22 byla zkoumana
na dvoutydennich rostlinach A. thaliana, kdy zvySena
produkce byla zaznamenana 3 h po osetieni a nejvys-
Sich hodnot bylo dosazeno 4 h po oSetfeni*. Pomo-
ci ¢tyinasobného mutanta (dde2/ein2/pad4/sid2) se
zablokovanymi signalnimi drahami SA, JA a ET bylo
ukazano, ze vSechny tfi dréhy jsou pozitivné spojeny
s imunitou vyvolanou flg22 a Ze jimi vyvolana MTI z&-
visi na synergistickych interakcich téchto signaliza¢nich
drah*. Aktivaci fytohormonalnich drah je mozné sledo-
vat pomoci T-DNA inzerénich mutant( A. thaliana, kdy
vloZzenim T-DNA sekvence dojde ke snizeni produkce
vybraného enzymu sledované dréhy. Zda dany protein
(enzym, receptor) je ¢i neni opravdu zapojen v MTI Ize
zjistit dle toho, zda po o3etieni nékterym, respektive ur-
¢itym MAMP a nasledné inokulaci rostliny patogenem
je mutant méné rezistentni nezli WT ¢i naopak. K tomu
Ize pouzit rizné bakterialni biotesty (Obr. 1 B)> 2,

Zmény transkriptomu rostlin

Zmény na urovni transkripce jsou povazovany za pie-
dél mezi signalni transdukci (MAPkinasova kaskada)
a indukovanou obranou (produkce a sekrece antimik-
robialnich latek). Transkripce je vysoce dynamicky pro-
ces fizeny transkrip¢nimi faktory, chromatinovymi regu-
latory a interakci mnoha vyse zminénych signaliza¢nich
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komponent*. MAMP vyvolavaji masivni zmény v tran-
skripci/expresi rostlinného genomu (Obr. 1D). V rostli-
nach A. thaliana dochazi po osetieni flg22 ke zménam
v transkripci u nékolika tisic genll v zavislosti na dobé
po o3etieni*2. K pozorovani zmén transkriptomu se vyu-
ziva metody RT-PCR. Nejprve se z rostlinného materialu
izoluje RNA, ktera je nasledné pomoci enzymu reversni
transkriptasy prepsana do cDNA, tu Ize kvantifikovat po-
moci RT-PCR?.

Akumulace kalosy

Kalosa je amorfni, vysokomolekularni polymer sloze-
ny z jednotek B-(1,3)-glukanu. Buné¢na sténa obsahu-
jici kalosu je uc¢innou obrannou mechanickou bariérou
vznikajici v misté napadeni po rozpoznani MAMP. Tato
vrstva zaroven slouzi jako sit zachytavajici antimikro-
bialni slozky, jako jsou glukosinolaty. Ukladani kalosy
bylo zevrubné studovano napfiklad na hydroponickém
systému A. thaliana, kde doslo ke srovnani tohoto
jevu vyvolaného flg22 a chitosanem za réznych rdsto-
vych podminek. Bylo napfiklad zjisténo, Ze pfitomnost

antioxidant v mediu sniZuje tuto obrannou odpovéd

vyvolanou jak flg22, tak chitosanem®, coz koreluje
s diivéjsi studii, ktera ukazala, ze ukladani kalosy zavislé
na PMR4 (kalosasynthasa 12) je aktivovano ROS zavis-
lymi na RBOHD, jejichz vznik je stimulovan MAPK kas-
kddou*. K ukladani kalosy do buné¢né stény dochazi
napiiklad po rozpoznani flg22 ¢i chitosanu. Metodou,
kterou Ize vyuzit pro méfeni kalosy, je barveni pomoci
anilinové modfi, jemuz pfedchazi odbarveni chlorofylu.
Anilinovd modi se véze na jednotky B-(1,3)-glukanu,
nasleduje mikroskopickd analyza pomoci fluorescen¢-
niho mikroskopu (Obr. 1C)*.
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Zaver
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Lamparova L.: Prvni vina obrany v rostlinach vii¢éi napadeni patogeny a moznosti jejiho sledovani

V piirodé neustale probiha boj mezi rostlinou a patogenem. Patogenu je rostlina schopna se ve vétsiné pfipadt ubranit pomoci své vyvi-
nuté sofistikované imunity. Kli¢ovym bodem je rozpoznani patogennich vzord MAMP jeZ spousti obranné reakce. Tento ¢lanek byl zacilen
pravé na imunitu vyvolanou MAMP které jsou rozpoznany receptory. Pfedevsim na projevy vyvolané v rostlinné burice timto rozpoznanim
a soucasné se zaméfenim na typické metody testovani téchto projev(.

Klicova slova: imunita, MAMP, MTI, PRR

Summary

Lamparova L.: Plant MTI and its detection methods

There is a neverending fight between a plant and pathogens in nature. The plant is mostly able to resist due to developed sophisticated
immunity. The key point is MAMP recognition by a plant receptor, which triggers defence mechanisms. This article is focused on MAMP
triggered immunity, especially on the efects which are triggered in the plant cell after recognition of MAMP by it's receptor. Additionally
the article is focused on typical methods for detection of these effects.

Keywords: immunity, MAMP, MTI, PRR
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production of nutritional components (e.g. vitamins,
fatty acids, amino acids), therapeutic products (e.g.
edible vaccines, antibodies, enzymes, growth factors,
drugs), biodegradable plastics (e.g. starch-based pol-
ymers), and other industrial products. For the produc-
tion and storage of such produced materials, different
plant parts are being used. For example, crop grains
are ideal for the production and storage of different

Introduction

From very ancient times, plants have been a source
for food, textile and construction materials for mankind.
With the onset of modern technologies, plants have
become a source for chemicals in developing industry.
Plants are current object of fast developing biotechno-
logies.

Although plants naturally produce a broad range

of useful compounds, this can be further expanded
through appropriate genetic manipulations of plant
species. Additionally, the number of plant species
that can be used genetically engineered continuously
increases providing an ever-expanding genetic engi-
neering toolbox. Transgenic plants are now used for the

proteins because there is no pressure to process them
immediately after harvest, which is often a limiting fac-
tor for proteins produced in leaves or other vegetative
parts of plants. In ripe seeds, proteins are protected
against proteolysis and can be stored for a long time
before processing'.
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There are several in vitro techniques that can be used
to efficiently produce useful biological compounds in
plant model systems. Calli or suspension cultures con-
taining non- differentiated plant cells are widely used
for production of different compounds that are sec-
reted to the medium from the transgenic plant cells,
and the system can be used for the continuous pro-
duction of the desired compounds. In this way, mosses
with a humanized glycosylation pattern of proteins are
used to produce important glycoproteins’.

Very interesting modification of a transgenic approach
is the conversion of plastids, especially chloroplasts,
into bioreactors. This approach is beneficial in many
ways. Chloroplasts possess relatively small genomes
that can be easily regulated and exhibit a very low level
of gene silencing allowing for higher accumulation of
the product of interest. Finally, the maternal inheritance
of chloroplasts in most angiosperm plants limits un-
wanted spread of the transgene into the nature?.

Utilizing plants in biotechnology is not only focused
on compound production but also on the introduc-
tion of favourable traits including the plant resistance
against biotic and abiotic stress factors which are fre-
quently encountered by the plant. Plants as sessile or-
ganisms have to deal with different forms of external
abiotic and biotic factors. When the level of external
factor reaches certain level it becomes stressor for the
plant causing internal stress. Although plant responses
vary based on stress type, common aspects of these
stress responses are lower biomass production, re-
duced growth, and premature senescence. Stressors
can cause serious losses in agricultural production.
Some studies estimate that various stresses are respon-
sible for up to 50% decline in agricultural production of
major crops?.

Two basic mechanisms provide plants with resistance
against stress - avoidance and tolerance. The avoidance
mechanism is the ability of plants to avoid transmission
of an external stress into an internal stress by form-
ing protective barriers (e.g. the cuticle on the surface of
plant body protect the plant against water loss), move-
ments (e.g. thigmonasty), or by simply avoiding the
impact of periodic stress conditions by acceleration or
postponing of their important ontogenetic stages (usu-
ally germination or flowering). The tolerance mecha-
nism, on the other hand, involves the active recruitment
of defence and adaptation mechanisms at the cellular
level by adjusting the metabolism level, modifying the
internal structures (e.g. membrane composition), and
production of protective compounds, which can be
either proteins or low molecular chemicals®.

Any of the mentioned aspects of plant biotechnol-
ogies are connected with the vesicle transport inside
the cell. Production of transgenic proteins is often con-
nected to its transport to storage compartments or
secretion outside the cell, which requires functional
vesicle transport. Similarly, stress responses are con-
nected with membrane system reconstitution, transport
of different cargoes inside the cell, and cargo secretion
out of the cell. In all these cases, vesicle transport is
organized and regulated by very complicated protein
machinery as well as other factors. Our research topic

is RAB (Ras of Brain) GTPases, which are small GTP-
-hydrolysing proteins that work as organizers of vesicle
transport, thus we focus this mini-review on their po-
tential for employment in plant biotechnologies. The
authors remind readers from different scientific areas
that rules for writing protein names in plant literature
require full name in capital letters (RAB), while litera-
ture concerning other organisms only capitalize the first
letter (Rab). We follow these rules throughout the text.

Rab GTPases

Rab GTPases are small monomeric G-proteins that
belong to the Ras superfamily, which also includes Ras,
Ran, Rho and Arf families. All Ras-related GTPases are
characterized by conserved G regions that are respon-
sible for binding of guanosine triphosphate (GTP) and
harbour the GTPase activity. The mechanism of GTP/
GDP binding is very conserved. The GTP/GDP binding
site creates a pocket that is associated with two do-
mains, the Switch | domain and the Switch Il domain,
which undergo conformational changes upon GTP
binding or hydrolysis®.

Other region responsible for effectors binding
specificity is also conserved in Rab GTPases across eu-
karyotes. The Rab GTPase effector domain interacts
with GTPase-activating proteins (GAP) and is impor-
tant in determining the functional specificity of small
GTP-binding proteins®. Complementation studies have
shown that the Rab GTPase from Arabidopsis thalia-
na is able to complement a mutation in the yeast Rab
GTPase providing strong evidence for conserved effec-
tor and regulator recognition mechanisms across eu-
karyotic phyla’.

The third structural feature of Rab GTPases is a hy-
pervariable C-terminal region that is important for the
localization of Rab proteins to the specific membrane
compartments. Rab GTPases mostly occur as peripheral
membrane proteins, although their amino acid com-
position implies a hydrophilic nature. This localization
is achieved by their post-translational modification of
attachments with lipids moieties. Rab proteins typically
contain two C-terminal cysteine residues that undergo
post-translational modifications by the covalent attach-
ment of geranylgeranyl (C20 isoprenoid) groups via
thioether linkage. The geranylgeranylation facilitates
membrane association and in some cases also plays
a major role in specific protein-protein interactions®.

The geranylgeranylation reaction is mediated by the
protein prenyl transferase family that includes protein
farnesyl transferase (FT), protein geranylgeranyl trans-
ferase type | (GGT-I), and Rab geranylgeranyl trans-
ferase (RabGGT or GGT-II). All prenyl transferases are
heterodimers consisting of a- and B-subunits. Rab
GTPases are unique substrates of RabGGT because the
process of Rab GTPase geranylgeranylation requires
the presence of the Rab escort protein (REP). First,
REP binds a newly synthesized Rab protein and forms
a stable Rab-REP complex. Second, RabGGT is able to
recognize the Rab-REP complex as its protein substrate
and catalyses the transfer of geranylgeranyl moieties
to the relevant cysteine residues. After geranylgerany-
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Fig.1: Schematic view of Rab GTPase cycling between GTP- and GDP-bound forms and among different membrane compart-
ments. Rab GTPase is first activated by exchange of GDP for GTP through the action of GEF in a donor compartment (e.g.
secretory vesicle). It allows binding of effectors and membrane fusion with a acceptor compartment (e.g. plasma membrane).
Upon fusion, Rab GTPase is inactivated though the action of GAP and retrieved from the membrane by GDI. Back at the donor
compartment, GDF releases GDI from the complex with Rab GTPase and the Rab GTPase is localized to the membrane again.

lation, Rab GTPase is delivered to a donor membrane
compartment in the same manner as during its regular
cycling®.

Cycling of Rab GTPases

Rab GTPases enter cycling immediately after trans-
lation. The first cycle is represented by the switch-
ing between GDP- and GTP-bound forms while the
second cycle includes the translocation of the RAB GT-
Pase from a donor membrane compartment to a target
membrane compartment (Fig.1). Both RAB cycles are
tightly connected.

First, the GDP-bound form of Rab GTPase interacts
with a Guanine nucleotide exchange factor (GEF) that
facilitates release of the bound GDP and replaces it
with GTP, changing the conformation of Switch I and Il
domains. This allows the GTP-bound Rab protein to in-
teract with the effector proteins. Upon this interaction,
Rab GTPase is transported from the donor membrane
compartment to a target membrane compartment via
vesicle transport. To be able to continue in the cycle,
the Rab GTPase has to be converted back to the GDP-

-bound form as its internal hydrolytic activity is very
weak. This is achieved by an interaction with a Rab
GTPase activating protein (RabGAP) that catalyzes hydro-
lysis of GTP. The now GDP-bound Rab GTPase is then
extracted from the target membrane by a Rab GDP dis-
sociation inhibitor protein (RabGDI) that transports Rab
GTPase through the cytoplasm and back to the donor
membrane compartment to complete the cycle. A GDI
Displacement Factor (GDF) facilitates release of Rab
GTPase from RabGDI by ayet unknown mechanism.
Generally, substrate specificity of GEFs, GAPs and GDFs
is usually limited to few Rab GTPases, while GDlIs are
promiscuous®.

The function of Rab GTPases as vesicle trafficking
regulators is based on exchange of one type of Rab
GTPases on the vesicle surface for another type, which
is achieved through so called RabGEF and RabGAP cas-
cades. First, a Rab GTPase in the regulatory pathway is
activated by an appropriate RabGEF. Once activated, it
recruits other RabGEFs that activate a next Rab GTPase
in the cascade and simultaneously is inactivated by
a corresponding RabGAP. The whole process continues
until the vesicle reaches the target membrane™.

Bioprospect ¢. 1/2017

Ro¢nik 27



Classification of RAB GTPases in plants

Although it seems that Rab GTPases are present in
all eukaryotes, the number of paralogues significantly
differs among organisms. Generally, the number is low-
er in unicellular organisms and it increases with higher
organism complexity. In yeast Saccharomyces cerevi-
siae, there are eleven paralogues while mammalian
genomes encode about 60 Rab paralogues. In these
organisms, Rab GTPases are classified numerically (e.g.
Rab1) in order of when they were discovered.

In plants, the number of paralogues is similar to that
in animals but the overall structure of the group differs.
For instance, 57 RAB GTPases have been identified
in the Arabidopsis thaliana genome and they can be
grouped into eight subgroups related to only eight Rab
GTPases from animals (RAB-A to RAB-H subgroups),
each containing several paralogues’. Similar number
of Rab GTPases is encoded in other Angiosperm plant
genomes. On the other hand, there are only about ten
to twenty Rab GTPases in Bryophytes and green algae.

Structural homology also corresponds to functional
classification. The subgroup RAB-A (Rab11 homologue)
functions in the trans-Golgi network and in the vesicle
transport to the plasma membrane (PM), the RAB-B
subgroup (Rab2 homologue) organizes vesicular trans-
port between the Golgi apparatus (GA) and the endo-
plasmic reticulum (ER), the RAB-C subgroup (Rab18
homologue) associates with peroxisomes, the RAB-D
subgroup (Rab1 homologue) regulates vesicle trans-
port between ER and GA, the RAB-E subgroup (Rab8
homologue) participates in TGN to PM transport, the
subgroup RAB-F (Rab5 homologue) regulates endocy-
tosis, the subgroup RAB-G (Rab7 homologue) affects
vesicle transport to the vacuole, and the subgroup RAB-
-H (Rab6 homologue) is localized in GA". Further text
will focus on those subgroups involved in plant stress
responses and cell wall component deposition.

RAB GTPases and plant stress tolerance

Stress conditions put more demand on membrane
recycling. Maintaining integrity of the biological mem-
branes is the first priority during stress onset. At the
same time, a spectrum of membrane proteins changes
and endocytosis is the most effective way of recycling
them.

One of the endocytotic RAB GTPases, RAB-G3e, is
transcribed under oxidative stress. At the same time, its
transcription can be induced by salicylic acid treatment.
This implies its involvement in biotic stresses. Overex-
pression of this RAB results in acceleration of endocy-
tosis and the increased resistance of transgenic plants
to osmotic stresses. Transgenic plants grown on high
salinity media accumulate significantly more sodium
in shoots than WT (wild type) plants, indicating an
enhanced accumulation in vacuoles. Similarly, in-
creased tolerance occurs when these plants are culti-
vated on media containing high sorbitol concentration,
indicating that the primary effect is in osmotic tolerance
and not ion toxicity due to the salt stress™.

The subgroup RAB-F is also involved in the regulation
of endocytosis. Moreover, it includes a plant-specific

RAB GTPase RAB-F1 (known also as Ara6), which is not
geranylgeranylated in a canonical manner but instead
it is palmitoylated™. The structural difference is accom-
panied by a functional difference. Unlike the rest of
the family, RAB-F1 plays a role in recycling from endo-
somes to the plasma membrane®. In the same study,
it was shown to be involved in the proper response
to elevated salinity conditions. Overexpression of RAB-
-F1 significantly helped plants overcome root growth
arrest both on media with high sodium chloride and
sorbitol concentrations. Surprisingly, even such special-
ization does not make it unique in the plant cell. Knock-
-out mutants in this gene showed no phenotypic de-
viation from WT®. This illustrates how redundant RAB
GTPases are across subfamilies, making such research
more difficult. RAB-F1 was recently shown to be a part
of the extrahaustorial membrane, the membrane that
surrounds fungal haustorium, and protects plant cell
against invading fungus™.

The RAB-F subgroup is also important for salt stress
tolerance in rice (Oryza sativa). Transformed lines over-
-expressing OsRAB7 have significantly higher tolerance
to salt stress represented by faster shoot growth and
higher lateral root number. This effect was connected
to a 3.5 fold higher accumulation of proline, which is
known to play role in osmotic adjustment as well as an
antioxidant. However, the direct mechanism connect-
ing RAB GTPases and proline accumulation remains
unknown™.

Recent finding shows that some members of the
secretion-involved RAB-A1 subgroup are required for
tolerance to salinity stress, which implies that these
RAB GTPases might regulate the localization of proteins
integral to the plasmatic membrane, such as proton
pumps and ion channels®.

RAB GTPases involved in cell wall
biogenesis

Plant cell wall components are important materials
for many industrial branches and are therefore subjects
of research. The plant cell wall is a complex structure
composed typically of cellulose (1,4-B-D-glucan), hemi-
celluloses (xyloglucans, gluconoarabinoxylans, gluco-
mannans), and pectins (homogalacturonans, xyloga-
lacturonans, rhamnogalacturonans | and rhamnogalac-
turonans II). Cellulose combines with different types
of hemicelluloses and pectins depending on the plant
species and the tissue type. In special cases, cellulose
is substituted or supported by callose (1,3-B-D-glucan).
Synthesis of cellulose or callose occurs directly on the
plasma membrane where functional complexes of cel-
lulose synthase or callose synthase reside having been
delivered as cargoes of vesicle transport. Synthesis of
other cell wall components is generally localized to the
GA where products are then transported to the apoplast
via vesicle trafficking. There are a number of proteins
in the cell wall too (e.g. expansins, extensins, pectin-
-modifying enzymes etc.) that are delivered to the apo-
plast via vesicle transport. Biogenesis of the cell wall is
rather complex process that requires the orchestration
of many steps that are surprisingly plastic in respects to
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external manipulation. Experiments focused on investi-
gating the affects of specific cell wall properties through
knock-down of pectin modifying enzymes only had
very limited success. Only combining the knock-down
of multiple genes causes that the phenotypic deviation
can be observed, which shows how dynamic cell wall
structure and organization is".

RAB GTPases as organizers of vesicle trafficking are
also potential targets for biotechnology manipulations.
For years, the role of RAB GTPases in fruit ripening has
started to be studied. Fruit ripening is an economically
important process that is accompanied by significant
cell wall modification. The RAB GTPases in the two sub-
groups, RAB-A and RAB-D, were shown to play a role in
tomato (Lycopersicon esculentum) fruit ripening. Three
paralogues of LeRAB1 (RAB-D subgroup) were de-
tected depending on the stage of fruit development.
While LeRAB1a was expressed in green growing fruits,
the other two paralogues were highly expressed during
ripening®®. Moreover, they seemed to not be fully re-
dundant in their GTPase function. More interesting are
data obtained for LeRAB11a (RAB-A subgroup). Trans-
genic plants expressing antisense mRNA for LeRAB11a
under a constitutive promoter produced fruits that
changed colour properly upon ripening but remained
firm for a long time. The authors also observed reduced
activity of the pectinesterase and polygalacturonase in
the apoplast™.

Intensively growing pollen tube is an interesting
model for studying the relationship between secretory
events and cell wall biogenesis. Compromising Rab11b
(homologous to the RAB-A subgroup) function led to
the arrest of secretion and accumulation of soluble cell
wall protein, invertase, in the cytoplasm?°. Moreover,
this paper showed the potential of point mutations
in RAB GTPases that led to changes in the binding ca-
pacity of the guanine nucleotide. These mutants include
the constitutively active (CA) form that has compro-
mised hydrolytic activity, which leads to accumulation
of GTP-bound forms of the RABs. On the other hand,
the dominant negative form (DN) is unable to stabilize
binding of the third phosphate group in the nucleotide-
-binding pocket and is considered to be GDP-bound.
Some DN RAB GTPases tend to lose the guanine nucle-
otide and become nucleotideless®. Over-expression of
these forms in living cells is often lethal, requiring the
use of transient expression or inducible promoters to
express these GTPases in plants.

Another pollen-specific RAB GTPase from the RAB-
-A subgroup is RAB-A4d, which was shown to localize
to the growing tip of Arabidopsis pollen tubes. Knock-
-out mutations of the gene revealed it is required for
the proper development of the pollen tube and showed
a disturbed localization pectin in the cell wall?'.

Direct involvement of RAB GTPases in cell wall
biogenesis was tested in the pioneering work of Lunn
et al*2. They analyzed the proportion of basic cell wall
components in numerous Arabidopsis single knock-
-out RAB GTPases mutants belonging to different RAB-
-A subgroups. Their results show that cell cell walls of
RAB mutants in the RAB-A1 clade had a lower amount
of pectin, in mutants from the RAB-A2 subgroup had
a lower amount of cellulose, and mutants from the

RAB-A4 subgroup had a lower amount of hemicellu-
loses. This simple experiment suggests a specialization
of RAB GTPases for different vesicular cargoes.

Finally, RAB-A4c was connected to the defence
against fungal pathogens by showing an interaction
with its effector, PMR4. PMR4 is a callose synthase and
its enzymatic activity is activated after translocation to
a location on the plasma membrane where the fungal
pathogen forms an appressorium to penetrate the cell?.
The role of RAB-A4c is then seen in the translocation of
the callose synthase. This observation nicely connects
cell wall modification and biotic stress tolerance.

Conclusion

RAB GTPases are undoubtedly important regulators
of vesicle trafficking. On the other hand, their poten-
tial for biotechnologies is limited. To improve plant
responses to stress, the most promising subgroups
are RAB-F and RAB-G, which regulate the endocytotic
routes. Recycling proteins from the plasma membrane
and decision of whether these proteins should be de-
graded in vacuole or stored, is obviously very important
to the plant stress responses.

On the other hand, cell wall material travels through
the transport route controlled by the RAB-A subgroup.
Moreover, it seems that different components of the
cell wall use different routes to the cell surface. Expe-
rimental data implies there are ways to change or
affect composition of the cell wall by simply changing
the equilibrium among various RAB-A paralogues. Cell
wall biogenesis regulation is very complex and has high
plasticity to genetic manipulation. In this respect, RAB
GTPases offer very interesting tools represented in their
CA and DN mutant forms, and the expression of these
forms can shift the process out of equilibrium.

Not commented in this text but an important part of
RAB GTPase potential is their participation in the in-
teraction between plants and surrounding biosphere.
Roles of RAB GTPases in pathogen resistance were
already mentioned in the text, but as they become fo-
cus of many researchers, interesting discoveries can be
expected in the near future.

Moreover, RAB-A2 GTPase is crucial for legumes
nodulation in the presence of symbiotic bacteria (e.g.
genus Rhizobium), which is important for fixing atmos-
pheric nitrogen and its utilization by plant. As the first
step of the nodulation process, reorientation of the
root hair axis and induction of nodulation genes can
be observed. In bean plants with knocked-down levels
of a RAB-A homologue, the nodulation was disabled in
the first step of interaction?*.

Although we present many examples of how RAB
GTPases are involved in plant responses to stress or
during cell wall biogenesis, the main question is still
if or how RAB GTPases can be employed for plant
biotechnologies and it remains the topic for further re-
search.
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Summary

RuZickova M., Hala M.: RAB GTPases as potential targets in plant biotechnologies

Plants are not only a food resource but are also a valuable source of different materials. Plant biotechnologies help improve food
or material yield and increase the number of compounds obtained from plants. Affecting plant secretory machinery is one of the ways
we can modify plant bio-production. Rab GTPases are important organizers of vesicle transport through their cycling between GDP- and
GTP-bound forms as well as between membrane compartments. Here, we discuss whether RAB GTPases can be targets for biotechno-
logy research. We focus on the involvement of RAB GTPases in plant stress responses and cell wall biogenesis, which are two aspects
that highly influence plant development. We conclude is that the complexity of RAB GTPase families and their regulation make these
proteins difficult targets for biotechnologies.

Keywords: Plant biotechnology, RAB GTPases, plant stress, plant cell wall biogenesis

Souhrn

RuZickova M., Hala M.: Potencial RAB GTPas v rostlinnych biotechnologiich

Rostliny poskytuji lidstvu nejenom potravu, ale jsou i cennym zdrojem surovin pro rlizna odvétvi primyslu. Rostlinné biotechnologie po-
mahaji zlepSovat vynosy jak potravin, tak surovin ziskdvanych z rostlin a také rozsifovat jejich spektrum. Jednim z nastroja je ovliviiovani
buné¢ného sekre¢niho aparatu. Rab GTPasy maji dilezitou funkci pravé pfi organizaci va¢kového transportu, dilezité je zejména jejich
cyklovani mezi rlznymi formami s navazanym GDP ¢i GTP a také mezi rdznymi membranovymi kompartmenty. Jak nazev nasi prace
napovida, chceme zvézit mozné vyuZiti RAB GTPas v biotechnologiich. V nasi praci ukazujeme na vybranych piikladech z literatury dlohu
RAB GTPas v odpovédich rostlin na stres a ve tvorbé bunééné stény u rostlin, coz jsou procesy zasadné ovliviiujici rostlinnou produkci.
Nasim zavérem je, Ze vyuZiti RAB GTPas v biotechnologiich by bylo mozné, ale, vzhledem k dosud ne zcela probadané a velmi komplexni
siti regulaci, vyzaduje dalsi vyzkum.

Klicova slova: Rostlinné biotechnologie, RAB GTPasy, stresova odpovéd rostlin, tvorba buné¢né stény.
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