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SUMMARY

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

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

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

For more information contact the editorial
board or directly:

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

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

e-mail: fukall@vscht.cz

http://bts.vscht.cz



UVODEM

VdzZeni prdtelé,

jako vZdy jsme se pro Vds snaZili pripravit pfehledné
¢ldnky, které by Vds informovaly o nejriznéjsich
aktudlnich tématech. V tomto Cisle budete mit moz-
nost se sezndmit s ideou moznosti vyuZziti DNA ke kon-
strukci pocitaci i s perspektivami aplikace pro-
tildtkovych ciplG v diagnostice. Zobrazovaci techniky
dosdhly vysoké urovné a stdle se rychlym tempem
vylepsuji, ale k jejich plnému praktickému vyufZiti je
treba zvlddnout metody analyzy obrazu. Dalsi ¢ldnek
je tedy prispévkem k objasnéni tohoto tématu. Vyskyt
Idtek simulujicich hormondini aktivitu je velmi aktudl-
nim diskutovanym problémem, a proto jsme mu také
vénovali pozornost. Posledni pfehledny ¢ldnek v tomto
Cisle Vds informuje o regulaénich mechanismech
u bakterii, jejichz pochopeni umozni pfipravu novych
antimikrobidlnich Iékd, které by mohly byt alternativou
k lécbé antibiotiky. Predpoklddd se i minimalizace
rozvoje rezistence bakterii k témto nové vyvinutym
lékam.

Kromé prehlednych c¢ldnkid Vdm v nasem Bio-
prospectu pfindsime i informace o riznych uddlostech.
Tentokrdt to bude struénd zprdva o prdvé probéh-
lém 13. Evropském biotechnologickém kongresu
v Barceloné (17. — 19. 9. 2007). V této souvislosti Vdm
doporucujeme obcas navstivit webové strdnky Evrop-
ské federace biotechnologickych spolec¢nosti (EFB,
www.efb-central.org), kde najdete fadu zajimavych
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informaci. Pokud budete mit zdjem muiZeme Vdm
posilat i mési¢ni elektronicky bulletin EFB.

Z dalsich vyznamnych biotechnologickych akci si
Vdm dovolujeme znovu pfipomenout 13 Internatio-
nal Biotechnology Symposium - IBS 2008, sponzoro-
vané IUPACem, které se kond 12. - 17. Fijna 2008
(druhy cirkuldf) na www.ibs2008.org. Nezapomerite,
Ze abstrakta maji byt zasldna jiZ do 30. listopadu 2007.
Srde¢né Vds zveme na jiZ tradicni 4% Swiss-Czech
Symposium, které se bude organizovdno nasimi
svycarskymi kolegy 22. - 23. 5. 2008 ve Wadenswill.
Blizsi informace lze ziskat na webové strdnce
http.//www.swiss-czech.net/about /scope/.

Nezapoménte, Ze aktudini informace publikujeme
téZ na webu nasi spole¢nosti http.//bts.vscht.cz a také
na biotechnologickém portdlu www.gate2biotech.cz.
Upozorfiuji téZ na fadu zajimavych akci pofddanych
Ceskou védeckotechnickou spole¢nosti (CSVTS) a ses-
terskymi organizacemi, které jsou rovnéz ¢leny CSVTS
(viz www.csvts.cz).

Tésime se na Vase pfispévky i komentdre, jak
nasemu bulletinu Bioprospect, tak i k webovym
strdnkdm.

Vads
Jan Kas



EVROPSKY BIOTECHNOLOGICKY KONGRES V BARCELONE

Ve dnech 16. aZ 19. zéfi se v katalanské Barceloné pfi
piilezitosti konference ,13th European Congress on
Biotechnology” seslo v pfivétivém prostiedi Fira de
Barcelona-Montjuic vice néz 1200 Gcastnikd ze 65
zemi. ,European Congress on Biotechnology” pofada
kazdé dva roky ,European Federation of Biotechno-
logy” (http://www.efb-central.org), letos navic za pod-
pory Evropské komise (European Commission DG
Research). Centrélni téma konference, ,Symbiosis”,
pfipravilo v 6 tematickych okruzich (,Global Food Sup-
ply”, .Global Health”, ,Global Water Supply”, Bioenergy
& Bioeconomy”, ,Ethical Issues in Biotechnology”
a ,Chronic Diseases in the Developing World”) platfor-
mu pro odbornou debatu o tlohach a perspektivach
modernich biotechnogii pfi feSeni potieb rozvinutych
zemi a zemi tfetiho svéta se zvlastnim zietelem na
oblasti mediciny, produkce potravin a vyuZiti obnovitel-
nych zdrojd energie. Integralni soucasti vedenych
diskusi bylo i feSeni politickych, ekonomickych a etick-
ych otazek souvisejicich s rozvojem biotechnologick-
ého vyzkumu a se zavadénim biotechnologii do reélné
praxe. Cisté¢ védecky program konference probihal
ve 4 paralelnich okruzich - ,Health and Medicine”,
«Functional Genomics and System Biology”, ,Industrial
(White) Biotechnology” a ,Green Biotechnology”. Orga-
nizatordm se podafilo zajistit pro plenarni pfednasky
a jednotlivé tematické okruhy vedouci kapacity jed-
notlivych oborl a postavili tak ucastniky pfed opravdu
nelehké rozhodovani, kterych pfednasek se ucastnit.

V réamci okruhu ,Health and Medicine” byl pred-
staven podnik iniciativy pro inovativni lé¢iva (,Innova-
tive Medicines Initiative”; http://www.imi-europe.org),
ktery si klade za cil posileni postaveni Evropy ve farma-
ceutickém vyzkumu, oziveni evropského farmaceutické
odvétvi, zatraktivnéni Evropy pro investice do vyzkumu
a v dlouhodobém vyhledu poskytnout evropskym
obcanlm rychlejsi pfistup k lepsim é¢ivym pfipravkim.
Za tento neziskovy podnik s ramcovym rozpoctem
2 miliardy EUR budou spole¢né zodpovédny Evropska
komise a Evropska federace farmaceutického priimyslu
a asociaci (,European Federation of Pharmaceutical
Industries and Association”, EFPIA), pficemz se pied-
pokldda, Ze podnik bude schvélen Evropskou komisi
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v roce 2008. Odborné piispévky pak byly prezentovany
v 5 blocich: ,Antibody-based Therapeutics”, ,System
Biology & Biosimulation”, ,Biomarkers, Including Diag-
nostics & Imaging”, ,Advanced Drug & Gene Delivery
Systems” a ,Nanotechnology in Medicine”.

Uvodni blok okruhu ,Functional Genomics and
Technology”, ,EC FP6 Proteome Binders: Alternatives
to Antibodies”, byl uveden prezentaci projektu ,Pro-
teomeBinders” (http://www.proteomebinders.org),
ktery od r. 2006 spojuje 26 instituci Evropské unie
a 2 partnery z USA. Tento projekt, podporovany 1,8 mil-
iony EUR z prostiedkd 6. ramcového programu,
si klade za cil vytvofit soubor dobfe charakterizovanych
a spolehlivych ligand(, nejen charakteru protilétek,
pro analyzu lidského proteomu primarné s vyuzitim
microarray technologii, ktery by nalezl iroké uplatnéni
v diagnostice, vyvoji léCiv a monitorovani |écby.
Zvlastni blok byl vénovan projektu ,Human Atlas Pro-
ject” (http://www.proteinatlas.org/org.php) a dalsi
piispévky byly prezentovany v blocich ,Genome Tech-
nologies”, ,Comparative Genomics”, ,Nanobiotechnol-
ogy a Systems & Syntetic Biology".

Okruh ,Industrial Biotechnology” byl rozdélen
do 6 ,tradi¢nich” blokd (,Novel Enzymes & Microorgan-
isms”, ,Biocatalyst Function & Optimization”, ,Biocat-
alytic Process Design”, ,Innovative Downstream
Process”, ,Metabolic Engineering & Applied System
Biology” a ,Fermentation Science & Engineering”).
Stejny pocet blokd byl v programu vyhrazen i okruhu
Green Biotechnology (Biomass to Biofuels & Biomate-
rials, Plant-based Pharmaceuticals, Molecular Plant
Breeding, Plant System Biology, 20 Years of Insect
Control With Bt Technology a Novel Perspectives
of GM Plants). Vice informaci o programu konfe-
rence a dalSich doprovodnych akcich Ize nalézt
na http://www.ecb13.eu. Soucasti konference byla
i prezentace vice nei 600 plakdtovych sdéleni
(25 z CR), jejichz abstrakta byla publikovana ve zvlast-
nim C¢isle 2S ze 131. svazku casopisu Journal of
Biotechnology.

Pavel Kotrba, VSCHT Praha



ODBORNE PRiSPEVKY

BUDEME MIT DNA POCITACE

Martin Meluzin
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Uvod

DNA pocita¢ je zafizeni vyuzivajici molekuly DNA
pro provadéni vypocetnich operaci. DNA v téchto poci-
tac¢ich mlze nahrazovat bud piimo vlastni polovodice,
nebo funguje jako soucést vypoctové jednotky, tedy
jakéhosi analogu polovodic¢ového cipu. Zvlastni aplika-
ci pouziti DNA ve vypocetni technice je pak vyuziti
nukleovych kyselin pro ukladani dat!"2.

V prvnim pfipadé se nejedna o klasicky pocita¢, pro-
toze dvouvldknovd DNA zde nahrazuje pouze funkci
béinych polovodi¢i. Bylo experimentalné zjisténo,
7e kratka asi 30ti nukleotidovd dvouvldknova DNA,
obsahujici pouze cytosin a guanin, vykazuje za urcitych
podminek stejné vlastnosti jako kiemik nebo galium.
Tato technologie by mohla byt bezpochyby dalSim
krokem ve stavajicimu trendu miniaturizace pocitaco-
vych soucéstek®l.

V druhém piipadé tvoii molekuly DNA vlastni
vypoctovy systém, pficemz feSeni daného problému
ziskame bud' sekvenovanim vysledné DNA, pfipadné
na zakladé jinych vlastnosti tohoto systému. Hlavnim
rozhodujicim parametrem je potom pdérovani dvou
komplementarnich fetézci DNA, pficemz dvéma
sparovanym fetézcim muzeme pfifadit logickou hod-
notu 1, nesparovanym O, pfipadné obracené, coz je
analogie béiného algoritmu pouzivaného pfi progra-
movani. V této praci se budeme zabyvat pfevazné témi-
to vypocetnimi aplikacemill,

Za zakladatele oboru vypocetni techniky vyuzivajici
DNA je povazovan Leonard Max Adleman. Je spoluau-
torem Sifrovaciho systému RSA, jez je vyuZivan v sou-
Casné dobé jako standard pfi Sifrovani dat v komeréni
sféfe. Je drzitelem Turingovy ceny za prace z oblasti
kryptografie, znamé jsou i jeho prace z oblasti kombi-
natoriky, vypoctovych simulaci a teorie pravdépo-
dobnosti. Adleman prvni prokazal moznost vyuziti DNA
za pouziti béinych poznatkd molekularni biologie
a genetiky k fesSeni slozitych vypocetnich ukold.
Je autorem prvniho fungujiciho vypoctového algoritmu
vyuZivajictho DNA a prvniho vypoctového DNA
pocitacel’l.

Fungovani DNA pocitact

V zavislosti na konstrukci mGzeme zaradit stavajici
experimentalni modely DNA po¢ita¢t do dvou skupin.
Provedeni na pevné fézi, kdy je pouZitd DNA imobilizo-
vana na povrch polymerniho nosice, pfipadné na tenké
vrstvé inertniho kovu, prevadiné zlata nebo platiny.
Vice vyuZivanou variantou je vsak klasické provedeni
v roztokul®. Pro spravnou funkci DNA pocitate musi

vvvvvv

?

35

nou, jsou zédkladni funkéni piedpoklady, zahrnujici
obecné vlastnosti nukleovych kyselin. NejdilezitéjSim
z nich je pfedpoklad parovani jednotlivych basi dle
jejich vzajemné komplementarity, pficemz pfedpokla-
dédme, Ze mnozstvi chyb vzniklych pfi parovani je nulo-
vé. Tato podminka je vsak pfi velkém mnozstvi reakci
nesplnitelnd a je hlavnim zdrojem chyb pfi provadéni
vypoctl. Druhym nezbytnym piedpokladem je vratnost
tepelné denaturace dvoufetézcové DNA, pficemz
za danych podminek musi byt stabilni obé jednofretéz-
cova vldkna DNAB! 711101,

Matematickym pfedpokladem spravného fungovani
DNA pocitace je pak predpoklad paralelni existence
mnoha feSeni dané ulohy, pficemz v daném systému
jsou pfitomna vidy vsechna mozna fedeni. Cetnost
vyskytu jednotlivych vysledkli odpovidd Poissonovu
rozdéleni. Zalezi pak uz jen na vybéru vhodného fese-
ni vyhovujiciho podminkdm zadani dlohy. Resenim
vypoctu je v piipadé DNA pocitace konkrétni sekvence
nukleotid (Usek dvoufetézcové DNA) vznikla kombi-
naci a komplementaci usek jednotlivych oligonukleo-
tid, pripadné zjisténi, zda jsou dvé dana vlakna
jednofetézcové DNA k sobé komplementarni3i'ol,
Velké néroky jsou v pfipadé DNA pocitacd kladeny
na technické vybaveni. Jak jiz bylo nastinéno, pfi para-
lelnim pribéhu vsech operaci je vysledkem vypoctu
obrovské mnozstvi kombinaci jednotlivych sekvenci.
Velké naroky jsou kladeny na separaci hledaného
vysledku, pficemz se predevsim vychazi z konkrétnich
vlastnosti, které u takového feSeni ocekdvame. V prin-
cipu se vychazi ze dvou zékladnich metod®.

Prvni metoda je zalozena na rtizné pohyblivosti vznik-
lych usekli DNA v elektrickém poli v polymernim,
nejcastéji agarosovém, gelu a jejich déleni dle moleku-
lové hmotnosti. Druhou metodou jsou pak afinitni
separace, kdy se vyuziva interakce znacenych primerd,
navdzanych na hledanou DNA, s jejich partnery.
Prikladem jsou napfiklad systém - streptavidin-avidin,
kdy vyuzivdme DNA primer o znamé sekvenci oznace-
ny avidinem a imobilizovany streptavidin, pfipadné bio-
tinylované DNA primery. Nejcastéji je ale vyuZivéna
separace v magnetickém poli, pficemz pouzivame pri-
mery ukotvené na povrchu Zeleznych kulicek velkych
jen nékolik mikrometrd®?. VSechny tyto separace musi
poskytovat pii déleni pokud mozno co nejvétsi rozlise-
ni a nesmi pfi nich dojit ke kontaminaci separované
smési vnéjsimi faktory, napfiklad bakterialnimi nuklea-
sami. Separace feseni je hlavnim faktorem ovliviiujicim
délku trvani celého vypoctu. VétSina navrhovanych
optimaliza¢nich parametr(i pro zkraceni délky vypoctu
je soustiedéna pravé na tuto fazil“l.



Dalsim ddlezitym krokem je amplifikace ziskané DNA
pomoci polymerasové fetézové reakce (PCR) na poza-
dované mnozstvi, aby bylo mozno provést jeji sekvena-
ci, pfipadné testovat jeji dalsi vlastnosti. PCR vSak muize
pusobit jako zdroj chyb pfi nasledné analyze fesenil.
je mnozstvi DNA. Vlychézi se pfedevsim z pozadavkd
na feSeni konkrétni tlohy. V bézném pfipadé vychazi-
me z mnozZstvi odpovidajiciho feSeni tlohy o 70 pro-
ménnych (M) s binarni konektivitou 1000. Bindrni
konektivita udava celkovy pocet vztahi mezi jednotlivy-
mi proménnymi. Kazda z proménnych je reprezentova-
na fetézcem o délce 10 nukleotidd a mize nabyvat
pouze dvou hodnot - pravda (T), pokud se fetézce
paruji, pfipadné pokud je konkrétni proménnéa modifi-
kovana (1) - nepravda (F), pokud se neparuji nebo
pokud je proménna v pidvodnim stavu (0). Ve smési
jsou dale piitomny 10ti nukleotidové Useky pro poca-
tek (0,) a konec sekvence (O,). Celkové je tedy

ve smési obsazeno 27 rlznych feSeni o obecném
slozeni O, M\M,...M_ O, kazdé o délce 720 nukleoti-
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dd, coz pfi primérné hmotnosti 300 Da na jeden nuk-
leotid odpovida pfiblizné 425 g DNAE!. Pfi pouziti zmi-
néného mnozstvi DNA dosahuje za definovanych pod-
minek pocita¢ vykonu pfiblizné kolem 1,2x10' operaci
za sekundu. V tomto piipadé bylo pouzito vSech 140
separacnich krok odpovidajicich zvlast kazdému stavu
vsech proménnych. Pfi pouZiti Liptonova optimali-
za¢niho algoritmu dosahuje tento pocitac rychlosti az
1,6x10% operaci za sekundu. Principem algoritmu je
selekce vhodnych feseni pfi pouziti nékolika paramet-
r najednou, ¢imz je mozné zefektivnit proces sepa-
race jednotlivych feSeni Ulohy a urychlit tak vypocet!“.

Aplikace

Hlavnim problémem pfi sestavovéni vypocetni tlohy
pro DNA pocitac je pfevod plivodniho zadéni tlohy do
.1eci” nukleotid(i a nasledné zpétné prevedeni ziskané-
ho feSeni do jazyka plvodni ulohy. Vhodnym pfikla-
dem tohoto procesu je Adlemanovo feseni tzv. ,Hamil-
tonovy cesty”. Tato kombinatorickd uloha je znama
spise pod nazvem ,Problém obchodniho cestujiciho”
a jde o prvni tlohu vypocitanou pomoci DNA pocita-
¢ell. Cilem vypoctu je najit idealni cestu mezi zvole-
nym poc¢tem bodl za pouziti pfedem definovanych
zadanych jednosmérnych spojnic, pficemz zadnym
bodem se nesmi projit dvakrat. Startovni a koncovy
bod je rovnéz pevné zadan. V této prvni uloze bylo
pouzito ¢ty bodl s celkem Sesti spojkami. Jen pro
srovnani, lidsky mozek je schopen vyfesit tuto tlohu
béhem asi 2 vtefin, jeji prvni vypocet na DNA pocitaci
trval 8 dni. Pfi stoupajicim poctu bodl se vsak uloha
stdva pro clovéka nefesitelnou, zatimco pomoci DNA
pocitace Ize vysledek ziskat relativné rychlelI1'3],

Pii feSeni ulohy byla kazdému bodu pfifazena identi-
fika¢ni sekvence o délce osmi nukleotidl, napfiklad
pro bod 1 ACTTGCAG (komplementéarni fetézec
TGAACGTC) a pro bod 2 TCGGACTG (komplementarni
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fetézec AGCCTGAC). Kazidé spojnici byla pfifazena
sekvence rovnéz osmi nukleotidli obsahujici v prvni
Ctvefici nukleotidd vidy koéd pfisluSejici koncové
sekvenci vychoziho bodu, ve druhé ¢tvefici pak kod pi-
slusejici pocatecni sekvenci koncového bodu. Spojnici
z bodu 1 do bodu 2 by tedy byla pfifazena sekvence
GCAGTCGG. Vzidjemna kombinace sekvenci vsech
pozadovanych spojnic a fetézcl komplementarnich
s kddem pro jednotlivé body pak poskytne jednotliva
feSeni ulohy. Podle zadani pak musime pouze vybrat
ta feseni, ve kterych se vyskytuji vSechny pouzité body
pravé jen jednou a pocatecni a koncovy bod cesty
odpovida zadani. Tato uloha je obecné poutzitelnd
napfiklad pfi hledani optimalni nejkratsi cesty mezi
velkym poctem bodl, tedy feSeni ulohy nazyvané
»Problém obchodniho cestujiciho”. Zde je ovsem nutné
poutzit jiné kddovani spojnic, pficemz délka jednotlivé
spojnice je vidy umérnd skute¢né srovnavané vzdale-
nosti. Pii selekci feseni pak vybirdme nejkratsi sekven-
ci obsahujici vsechny pozadované body jen jednoul"l2.

Z uvedeného pfikladu je dobfe patrné, ze DNA poci-
ta¢ je velice dobfe poutzitelny pfi feSeni uloh, kde je
potiebné srovnavat velké mnozstvi parametrli najed-
nou. Podobnymi tlohami jsou napiiklad ,Vybér auto-
mobild”, kde srovndvame velké mnozstvi parametrd
u velkého mnozstvi jednotlivych znac¢ek nebo ,Problém
tii barev”, kde se hleda feseni, zda je mozno definova-
nou plochu rozdélenou na definovany pocet sektord
vybarvit pfi pouZziti tii barev aniz by mezi sebou pfimo
sousedily 2 sektory stejné barvy!'!l.

Praktické vyuziti

Vétsina uloh feSenych pomoci DNA pocitacd spada
do oblasti kombinatoriky a teorie grafd. Jednim z hlav-
nich odvétvi, kde bude pravdépodobné jednou tato
technologie pIné a efektivné vyuzitelnd, je kryptografie.
Diky velkému paralelismu vsech probihajicich déjt
a velkému vypocetnimu vykonu by bylo timto zpUso-
bem mozné lustit slozité kody v kratkém case. Napfi-
klad 64bitovy kéd s 56bitovym klicem by bylo dle pro-
poctd mozno rozlustit pfiblizné béhem dvou mésicd,
zatimco pii poutziti nejvykonnéjsich nynéjsich pocitact
by desifrovéni trvalo dle odhadu necelych 130 let.
Zde se vsak nabizi otdzka, zda tato technologie nebude
v tomto ohledu zneuZitelnd. V idedlnim pfipadé by
naopak mohlo jeji pouziti vést k vytvofeni novych
ritm@lein21ns],

Hlavni moZnost vyuZiti DNA pocitacl se nabizi pfi
analyze genll a identifikaci genomovych mutaci.
V soucasné dobé je ve zkusebnim provozu DNA poci-
tac slouzici pravé k prizkumu a identifikaci gent. Zafi-
zeni bylo vyvinuto spole¢nosti Olympus Optical ve spo-
lupraci s Novousgene, piicemz prozatim se pouziva
pouze pro vyzkumné a testovaci Ulohy. Nicméné v bliz-
ké budoucnosti se pravdépodobné pocitd s komerénim
vyuzitim®PIel,

Zvlastni odvétvi aplikaci DNA pocitach pak tvofi DNA
¢ipy. Vyuzivaji se jako velice citlivé detektory v mnoha



oblastech vyzkumu i ve zdravotnictvi. V soucasnosti je
k dispozici velké mnozstvi komer¢né dodéavanych sen-
zorl pro rGzné ucely, pfevdzné se jich vyuziva pro iden-
tifikaci mutaci gen(, pfipadné nékterych dédi¢nych
onemocnéni. Jednou z velice nadéjnych soucasné
testovanych aplikaci, je pouZiti DNA pro ukladéni dat.
Na 1 gram suché DNA by mohlo jit ulozit dle pfedbéz-
nych propoctl az 7x10'° MB. Modifikaci jednotlivych
basi je moino fadové zvysit jiz tak velkou kapacitu
tohoto media. Zatim vSak nebyly pIné vyfeSeny problé-
my spojené s vlastnim uloZenim dat a jejich opétov-
nym ziskdnim. Hlavnim nedostatkem je zde chybovost
modifikacnich reakci, stejné jako mozny vznik chyb pfi
komplementaci fetézc DNA. V takovém pfiipadé by
doslo k nevratné ztraté datf?.

Zavér

DNA pocitace jsou velmi perspektivni technologii,
vyuZitelnou v budoucnu v mnoha oborech. Hlavni
vyhodou DNA pocitact je jejich velmi vysoky vypocetni
vykon, dale pak rychlost a velmi malé rozméry v porov-
nani se souc¢asnymi superpocitaci. Hlavnim zdporem je
relativni jednoucelovost téchto zafizeni. Sou¢asné DNA
pocitace jsou zatim schopny fesit pouze jednu konkrét-
ni Ulohu, pfipadné kombinovat vice jednoduchych
uloh, nicméné v porovnani se soucasnou vypocetni
technikou neni tato aplikace pouzitelnd pro globalni
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vyuZiti jakozto ndhrada stévajicich pocitacd. Vétsina zde
popisovanych fesenych problémi mé pouze vyzkumny
charakter a prozatim je neni mozné aplikovat do praxe.
Kazdopadné vsak maji vsechny velky vyznam pro blizsi
pochopeni a realizaci nékterych driive nefesitelnych
teoretickych pocetnich uloh. DalS$im problémem, se
kterym se toto odvétvi potykd, je nezanedbatelnd
pravdépodobnost vzniku chyb v feSeni at uz béhem
separace feSeni, komplementace fetézcl, nebo pfi
amplifikaci vlastni DNA. Pfi objeveni mutace je pracné
hledané feSeni vétsinou ztraceno a pokus se musi opa-
kovat, coz pfi pomérné vysokém mnoizstvi potiebné
DNA plsobi nezanedbatelné financni ztraty. Rovnéz
velké néroky jsou kladeny na pouzité enzymy pro praci
s DNA.

Problém(, se kterymi se prozatim toto odvétvi poty-
ka, je skute¢né mnoho. Kromé vyuziti DNA pocitacd pfi
analyze gent a pouziti DNA Cip0 jsou vSechny vySe zmi-
néné aplikace stéle v experimentdlni, pfipadné teore-
tické fazi. | tak Ize pfedpokladat, ze jednou budou
komer¢né vyuzitelné, nicméné konkrétni ¢asovy hori-
zont realizace téchto projektl je tézko odhadnutelny.
Minimalné viak v fadu deseti a vice let. Stejné tak tech-
nologie nahrazujici béziné polovodi¢e by mohla byt
v budoucnu realizovatelng, zde je vsak ¢asovy horizont
globdalniho vyuZiti jesté vzdalenéjsi, nebot tento
vyzkum je teprve v pocatkulIBIEIN3],

.http://www.scienceworld.cz/sw.nsf/I1D/
S8E3DD9FDD2FB883FC1256E9700489ACD?
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EA3B8E753865C105C1256E9700489BAA?
OpenDocument (2003)
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PERSPEKTIVY VYUZITi PROTILATKOVYCH CIPU

V DIAGNOSTICE
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Uvod

V poslednich letech doslo k velkému rozvoji ¢ipovych
technologii, a to nejen v oblasti DNA ¢ip(, ale také
v oblasti proteinovych ¢ipd. Hlavni vyhodou téchto
technologii je moznost simultanni analyzy tisic mole-
kul v jednom jediném rozboru, coz piinasi moznost
komplexniho pohledu na feSenou problematiku. Dalsi
vyhodou je miniaturizace ¢ipd, kterd umozriuje analyzu
i malého mnozstvi sledovaného vzorku. To je dilezité
hlavné v medicinskych aplikacich, kde casto neni
mozné vétsi vzorek odebrat. Na rozdil od DNA ¢ipt,
kde jsou na pevném nosici imobilizovany oligonukleo-
tidy, PCR produkty ¢i cDNA, jsou proteinové cipy tvoie-
ny nosicem s ukotvenymi proteiny (purifikovanymi
rekombinantnimi proteiny, protildtkami nebo proteiny
ziskanymi z celych nebo frakcionovanych bunéénych
lyzat(). | piesto, ze proteinové Cipy jsou technologii
mladsi nez DNA cipy, maji velkou perspektivu stat se
vedouci technikou v analyze exprese protein(, diagnos-
tice chorob ¢i kvantitativni analyze. Jestli se této role
zhosti Uspésné ukaze teprve budoucnost.

Co jsou to protilatkové cipy?

Protildtkové cCipy (antibody microarrays) jsou jednim
z typl proteinovych ¢ipU. Proteinové Cipy totiz mi-Zeme,
podle typu imobilizovanych molekul, délit na ,standard-
ni” proteinové cipy s purifikovanymi rekombinantnimi
proteiny, protilatkové ¢ipy s protilatkami a reversni pro-
teinové Cipy s imobilizovanymi celymi ¢i frakcionovany-
mi bunéc¢nymi lyzaty. Ackoliv se jejich aplikace mohou
lisit, jejich spole¢nym cilem je detekce interak¢nich part-
nerd, kterymi mohou byt jak proteiny, tak protilatky
a dalsi diagnosticky zajimavé molekuly [1].

Protilatkové ¢Cipy maji dvé zakladni pouziti. Prvni je
pouziti ¢ipu k analyze proteomu, kdy jsou na nosici
imobilizovany protilatky se znamou interakci k uréitym
proteinlim. Takto vytvoifené cipy slouzi k porovnavéni
biologickych vzorkd, s cilem urcit relativni rozdily
v expresi protein(. Nejcastéji jde o porovnavani expre-
se proteind ve zdravé a nemocné (¢i jinym zplGsobem
ovlivnéné) tkani nebo porovnavani exprese protein
v rdznych orgédnech v rdmci jednoho organismu.
Déle Ize tyto Cipy pouZit napf. k detekci rlznych dia-
gnosticky zajimavych proteind. Druhé vyuZiti je
v charakterizaci protildtek, kdy jsou na cipu ukotveny
protilatky, které jsou charakterizovany interakci se zna-
mymi purifikovanymi proteiny.

Protilatky jako senzorové molekuly

Idedlnim nastrojem pro analyzu proteomu by byl
takovy cip, ktery by obsahoval ligandy s vysokou afini-
tou a specifitou pro kaidy protein ve zkoumaném
proteomu. Pro lidsky proteom by to znamenalo nut-
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nost isolace vice nez 100 000 ligandd, aby bylo mozno
detekovat viechny proteiny i s jejich rlznymi posttrans-
la¢nimi modifikacemi [2].

Jako ligandy se ¢asto pouzivaji monoklonalni protilat-
ky, které maji soucasné vysokou afinitu i specifitu. Limi-
taci jejich poutiti je jejich komercni dostupnost, jelikoz
mnozstvi na trhu dostupnych monoklonalnich protila-
tek je nedostate¢né pro analyzu celych proteomd. Zis-
kani desitek tisic monoklonalnich protilatek potfebnych
pro protilatkové Cipy by bylo velmi nakladné a ¢asové
narocné, a proto byly vyvinuty nové postupy k ziskava-
ni rekombinantnich protilatek [3].

Rekombinantni protildtky jsou ziskdvany z DNA expres-
nich knihoven a nejcastéji jsou produkovany jako scFv
(single chain antibody fragment) nebo Fab fragmenty [4].
Zavedenim tzv. display technologii (fagovy display, ribozo-
malni display nebo mRNA display), které zprostiedkovava-
ji fyzické propojeni kodujiciho genotypu s fenotypem,
umoznilo velmi efektivni praci s velkymi expresnimi kni-
hovnami. Z téchto technologii je pro protilatkové ¢ipy nej-
vice pouzivan fagovy display, ktery umoznuje expresi celé
knihovny protilatek ve fdzi s povrchové vystavenym obalo-
vym proteinem vlaknitého faga (napf. s proteiny gplil
nebo gpVIll u vldknitého faga M13) [5]. Vyhodou tohoto
systému je velké mnozstvi klon a moznost randomni
mutageneze a nasledné selekce nejlépe interaguijicich
partnerdl, coz umoziiuje pfipravit protilatky s co nejvyssi
afinitou a specifitou. Navic je v tomto systému k dispozici
odpovidajici gen, ktery je mozno déle klonovat do libovol-
ného expresniho vektoru. Dalsi vyhodou rekombinantnich
protilatek je jejich mensi molekulérni hmotnost a moz-
nost orientovaného ukotveni k nosici.

Pevné nosice pro protilatkové Cipy

Klicovym krokem pro pfipravu protildtkového cipu je
ukotveni protilatek k povrchu pevného nosice v biologic-
ky aktivni formé. Vybér nosice ovliviiuje nejen zptsob
imobilizace protilatek a jejich biologickou aktivitu, ale
i kvalitu vlastni analyzy, protoze odpovida za vznik poza-
di vzniklého nespecifickou vazbou proteint k nosici.

Jako pevné nosice byly navrzeny napi. nosice plasto-
vé (polystyrenové), sklenéné ¢i membrénové (nitroce-
lulosové, nylonové) nebo nosice s gelovym povrchem.
Nékteré nosi¢e maji schopnost pasivni adsorpce proti-
latek (polystyrenové, membranové nosice), jiné musi
byt pro vazbu protilatek modifikovany.

Nejbéznéji pouzivanym nosi¢em pro protilatkové Cipy
jsou sklenéné nosice, oblibené pro jejich snadnou apli-
kovatelnost, stalost a optické vlastnosti. Protoze sklené-
né povrchy nejsou vhodné pro pasivni adsorpci protila-
tek, byly navrieny rdzné zpusoby jejich modifikace,
z nichz se jako nejvhodnéjsi pro vazbu protilatek jevi
modifikace pomoci glycidoxypropyltrimethoxysilanu



(GPTS). Jinou casto pouzivanou modifikaci je modifika-
ce poly-L-lysinem (PLL).

Zajimavé jsou protilatkové Cipy se sklenénym nosi¢em
s vrstvou porozniho gelu. Tyto vysoce porozni gely maji
vysokou kapacitu pro vazbu protildtky a diky homogen-
nimu vodnému prostiedi zabrariuji denaturaci proteind.
Nevyhodou je jejich komplikovana vyroba.

Pfi imobilizaci protilatek na povrch Cipu nespecifickou
adsorpci ¢i kovalentnim pfipojenim dochazi k navazani
protildtek v ndhodné orientaci a zvySuje se pravdépo-
dobnost konformacnich zmén a denaturace. | pfi dosta-
tecné hustoté ukotvenych protilatek muze jejich ndhod-
na orientace zpUsobit snizeni pfistupnosti volnych
vazebnych mist. Proto je vyvoj zaméfen na produkci ¢ipl
s uniformé orientovanymi protildtkami, s cilem zajistit co
nejlepsi dostupnost jejich vazebnych mist [3].

Orientovana imobilizace pfirodnich protilatek
Protilatky mohou byt orientované imobilizovény k povr-
chu ¢ipu napfiklad pomoci karboxylovych skupin na jejich
Fc regionu. Takto ukotvené protilatky vykazuji lepsi vazeb-
nou kinetiku nez jsou-li ukotveny ndhodné. Tato metoda
vsak vyZaduje aktivaci protildtek kratce pfed imobilizaci
a nasledné precistovaci kroky. Dalsi alternativou je pomo-
ci pepsinu odstépit Fc doménu a rozstépit pomoci slabé-
ho redukéniho cinidla disulfidové mdastky, které vazi
dohromady Fab domény. Uvolnéné cysteinové thioly pak
mohou byt vyuZity k vazbé Fab domén protilatky na
povrch ¢ipu [6]. Protilatky Ize orientované imobilizovat
také prostiednictvim proteinu, ktery véze Fc doménu pro-
tilatek. Timto proteinem muze byt protein A, protein G
nebo protilatka specifickd pro Fc doménu. Nevyhodou
této metody je nutnost dvou imobiliza¢nich krokd (imobi-
lizace vazebného proteinu a nasledné imobilizace protilat-
ky), coz mivé za nésledek nizsi hustotu ukotvené protilat-
ky. Dalsi moznosti mize byt ukotveni biotinylovanych
protilatek k streptavidinem modifikovanému povrchu [3].

Strategie pro ukotveni rekombinantnich protilatek

Rekombinantni protilatky nabizeji, na rozdil od pfirod-
nich protildtek, moznost fuze s kotvicim proteinem.
Tento protein musi byt ve fazi s protildtkou tak,
aby umoznil orientovanou imobilizaci a zéroveri nezhor-
Sil vazebné schopnosti protilatky, coz muze byt klicovym
problémem. Jako kotvici proteiny byly pouzity napf.
B-galaktosidasa, vazebny protein pro maltosu (MBP)
z E. coli a proteiny vazajici kalmodulin a celulosu [3].

Detekcni systémy

Detekéni systémy pro proteinové Cipy se déli na dvé
zékladni skupiny, systémy vyuZivajici znaceni protein
a tzv. bezznackové systémy. Mezi systémy vyuZivajici zna-
Ceni proteind patfi i nejéastéji pouzivany systém znaceni
protein pomoci fluoroforl. VétSina dosud popsanych
protilatkovych ¢ipt je zaloZzena pravé na fluorescencnich ¢i
chemiluminiscen¢nich detekénich metodéch. Whodou je
moznost vyhodnocovéni téchto ¢ipl na cteckach navrze-
nych ptivodné pro DNA ¢ipy. Nevyhodou muze byt nedo-
state¢na sensitivita této metody pro proteiny vyskytujici se
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ve velmi nizkych koncentracich, jako napf. cytokiny a che-
mokiny. Moznosti k zvy3eni senzitivity je znaceni pomoci
nové tfidy fluorescencnich prob tzv. kvantovych tecek
(QDs-qantum dots), kde QDs jsou enkapsulované
nanokrystaly polovodich. Tyto nové fluorescenéni proby
jsou dostupné pro mnoho réznych vinovych délek a maji
velky potencidl pro multiplexni analyzy mnoha rliznych
vzorki na jediném cipu [1]. Zesileni signdlu je mozno
dosadhnout prostfednictvim metody RCA (rolling circle
amplification) nebo metody TSA (tyramide signal amplifi-
cation). Obé tyto metody znacné zvy3uji sensitivitu detek-
ce, jejich nevyhodou vsak je jejich casova nérocnost
a potieba dvou specifickych protildtek pro kazdy méfeny
protein (obé metody totiz vyuzivaji sendviCovy model,
nejde zde o piimé znaceni méfenych proteind) [3]. Hlav-
ni nevyhodou piimého znaceni je nizsi senzitivita detekce
a také skutecnost, ze nékteré proteiny jsou znaceny efek-
tivnéji nez jiné proteiny. K vyhodnoceni signélu tedy potie-
bujeme kalibra¢ni kiivky vytvofené pomoci dobfe charak-
terizovanych standardd; bez nichz by byly hodnoty signa-
lu bezcenné. Z tohoto dlvodu se pii expresnich analyzach
¢asto pouziva porovnavani testovaného vzorku se vzor-
kem standardnim. K bezznackovym systémim detekce
patii napf. hmotnostni spektrometrie (MALDI-TOF; matrix-
assisted laser desorption/ionisation coupled with
time-of-flight analyser, SELDI; surface-enhanced laser des-
orption/ionisation) nebo metoda vyuZivajici optického
fenoménu povrchové plasmonové resonance (SPR)).
Posledni jmenovana metoda umozriuje méfeni biospeci-
fickych interakci v redlném case [7].

Protilatkové cipy versus DNA cipy

Exprese proteinl Ize studovat jak pomoci DNA ¢ipt
tak pomoci protilatkovych ¢ipG. Hlavni problém DNA
¢ipd je ten, ze mnoistvi mMRNA ne vidy koreluje
s mnozstvim sledovaného proteinu. Po objevu uRNAs
bylo nutno vysledky, do té doby ziskané pomoci DNA
¢ipt, prehodnotit. V pfipadech, kdy mnoZstvim mRNA
a proteinu prece jen koreluje, existuje ¢asovy posun.
Tento ¢asovy posun je rtzny pro kazdy par mRNA-pro-
tein. Vyhodou protildtkovych ¢ipt je to, ze detekujeme
pfimo studované proteiny. To nam umoziiuje napf. roz-
liseni jednotlivych posttransla¢nich modifikaci, coz neni
pomoci DNA ¢ipd mozné. Jejich nevyhodou je stéle
jesté nedostate¢nd standardizace a reprodukovatelnost
a také kratsi zivotnost proteinovych ¢ip pfi skladovéni.

VyuZiti protilatkovych ¢ipti v diagnostice

V soucasné dobé nejsou stale jesté proteinové
a protilatkové cipy pouzivany v rutinni diagnostice
jako bézné analytické metody. Jsou spiSe povazovany za
nastroje pro studium proteomu a ne pro rutinni praxi [3].
Aby mohly byt proteinové Cipy zavedeny ve vétsi mife do
praxe, je potieba zvysit jejich senzitivitu, jelikoz diagnos-
tikované vzorky byvaji ¢asto dostupné jen ve velmi ma-
Iém mnozstvi. Vétsina publikovanych systém s protilat-
kovymi cipy pracuje s detekénim limitem v fadu jedno-
tek az stovek nanogram( na mililitr, ale tato sensitivita
neni dostate¢na napi. pro mnohé klinicky zajimavé pro-



teiny [8]. Dulezitymi pfedpoklady pro zvySeni senzitivity
protildtkovych ¢ipl jsou dostate¢né mnozstvi protilatek
s vysokou afinitou a specifitou a citlivé detekéeni systémy.
Rekombinantni protildtkové Cipy jsou velmi slibnou tech-
nologii, ale jsou zatim stéle ve stadiu vyvoje. Prakticky
vsechny protildtkové cipy existujici v rutinni diagnostice
jsou zatim zalozeny na tradi¢nich monoklonalnich
a polyklondlnich protilatkach. Dilezitym pfedpokladem
je také aplikovatelnost Cipt na vzorky pouzivané v dia-
gnostice (télni tekutiny, tkariové vzorky a biopsie v klinic-
ké praxi) a zlepSeni kvantifikace, standardizace [9] a opa-
kovatelnosti experimentt. K oblastem s moznosti vyuziti
¢ipll v klinické diagnostice patfi zejména detekce bio-
marker( chorob z krevniho séra (napf. rakovinové bio-
markery, cytokiny) a dale hodnoceni priibéhu Iécby a jeji
optimalizace. Mimo klinickou praxi maji protilatkové Cipy
velkou perspektivu v oblasti kontroly Zivotniho prostiedi
a kontroly kvality (napf. v potravinaiském prdimyslu).
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Uvod

Lidsky jedinec vyuZiva primarné pro vnimani svého
okoli zrak. A také se jiz od nepaméti snazi vérné
napodobit objekty vyskytujici se v jeho okoli. Nejprve
k tomuto Gc¢elu vyuzival kresby, pozdéji fotografie
a pocatkem 20. stoleti byla vyvinuta technologie,
ktera umoznila vytvéfet obrazy pomoci matice velkého
poctu svétlo generujicich elementl rdzné svételné
intenzity a barvy. Touto pfevratnou technologii je
televize, jejiz princip byl pfevzat i monitory pocitact.
V nasledujicim obdobi doslo k prudkému roz-
voji a hlavné zlevnéni osobnich pocitacd, coz umoz-
nilo jejich rozsifeni mezi Sirokou vefejnost, a tedy
i do vyzkumnych laboratofi. Bouilivy rozvoj zafizeni
slouzicich k digitalnimu zéznamu v poslednim
desetileti vedl k rozvoji metody analyzy obrazu a jejimu
zavedeni do novych oblasti. Metoda analyzy obrazu
v fadé aplikaci usnadnila a zrychlila cely proces
ziskavani dat, popf. dovolila rozvoj novych metodickych
postupt.

Tento stru¢ny piehled by mél c¢tenafi poskyt-
nout zakladni informace o metodé analyzy obrazu
a jejim vyuziti v oblastech mikrobiologie a potravi-
narstvi.
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Co je obraz

Obraz chdpeme jako vjem pfedmétu na sitnici lids-
kého oka nebo obraz sejmuty TV kamerou. Mdzeme jej
matematicky popsat pomoci spojité skalarni funkce
dvou soufadnic v roviné f(x,y) nebo tfi proménnych
f(x,y,t) pokud se plosny obraz méni v ¢ase nebo f(x,y,z)
v pfipadé objemovych obrazll. V pocitaci pracujeme
s digitalizovanymi obrazy, kde je funkce f(xy)
nahrazena matici. Prvky matice jsou obrazové ele-
menty nazyvané pixely.

Porozuméni obrazovym datiim
Clovék k vyhodnocovéni obrazovych vjem( (dat) vyu-
ziva mozek, ale k jejich sprdvnému pochopeni potiebu-
je i pfedchozi zkuSenosti. Inteligence umoiriuje vyuzit
dlouho nabyvané znalosti a zkusenosti o okolnim svété
a jejich vyuziti k feSeni novych uloh. Pocitacova
interpretace obrazll se snaZi napodobit tento proces
lidského vnimani a také na rozdil od lidského vnimani
musi piekonat fadu piekézek:
m pievodem trojrozmérné scény do dvojrozmérné
dochazi ke ztraté informace,
m mezi jasem méfenym kamerou a tvarem povrchu
objektl neplati jednoznacny vztah, jas bodu zavisi



na odrazivosti povrchu, poloze, vlastnostech zdroja
svétla, na orientaci povrchu pfedmétu vzhledem
k pozorovateli,

m pii pocitatovém zpracovani obrazu musime pocitat
se Sumem.

Metoda analyzy obrazu

V literatufe se setkdme se dvéma metodami zabyva-
jicimi se zpracovanim obrazu. Jednd se o metody
~mage processing” a obrazovou analyzu (,image ana-
lysis”). Podstatou obou metod je ziskani nové informa-
ce z obrazu, rozdil mezi metodami je uréen charakte-
rem této nové informace. V pfipadé metody ,image
processing” je predstavitelem nové informace obraz
nesouci novou informaci, ktera nebyla patrna pied
Upravou obrazu. V pfipadé metody analyzy obrazu
(,image analysis"”) je touto novou informaci soubor dat,
charakterizujici objekty v obraze, napf. jejich velikost,
vzdéalenost mezi nimi apod.

V této praci se podrobnéji zaméfime na metodu ana-
lyzy obrazu a jeji aplikaci v mikrobiologii a potravinaf-
ském pramyslu. Tato metoda se sklddé z nékolika
krokd, jejichz stru¢ny prehled je uveden na nasleduji-
cim diagramu (Obr. 1).

ZiISKAVANI OBRAZU
DIGITALIZACE
UPRAVA OBRAZU

SEGMENTACE

UPRAVA BINARNIHO OBRAZU

MERENI

Obr. 1. Schéma metody analyzy obrazu

1. Zdznam obrazovych dat

K zdznamu se pouZivaji rlizna zafizeni:

m skenery-pro stacionarni predlohy (tisky, diapozitivy,
negativy),

m digitalni fotoaparaty- mikro a makro snimky,

m digitdIni kamery-zdznam sekvenci.

U vsSech téchto aplikaci mlizeme najit spole¢ny
zaznamovy prvek (CCD nebo CMOS senzor). Princip
zéznamu spocivd v konverzi svételného zéfeni dopada-
jiciho na jednotlivé obrazové elementy svétloc¢ivného
senzoru na elektricky néboj. Pocet lokdlné generova-
nych elektrond piitom odpovida intenzité dopadajiciho
svétla.
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2. Digitalizace

Pii procesu digitalizace dochazi ke vzorkovani obrazu
v matici M x N bodd a v kvantovani spojité jasové
urovné kazdého vzorku do K intervalG. Diky kvan-
tovani nabyva jasova funkce v digitalizovanych
obrazech celociselnych hodnot. Plati, Ze ¢&im
mensi je vzorkovani (vétsi M X N) a kvantovani,
tim lépe je aproximovan plvodni spojity obrazo-
vy signal. Ze skute¢nosti, Ze pixely maji konec-
nou velikost vyplyvd, Ze pomoci matice pixell
nelze zobrazit vétsi detaily nez je polovina vzdale-
nosti pixeld. Tato podminka se nazyva Shannoniv
vzorkovaci teorém.

3. Uprava obrazu pfed vlastni analyzou
Ve vétsiné piipadd je nutno obraz pied vlastni

analyzou pfedzpracovat. K tomuto ucelu se vyuziva

fada funkci:

m rozklad na barevné slozky: na jednotlivé slozky RGB,
do skaly Sedych odstinli apod.,

m bitové operace: jednoduché aritmetické, logické
a podminéné operace mezi barevnymi slozkami
jednotlivych pixell obrazu,

mvyuziti filtrG: vyhlazovaci, hranové, derivacni
nebo integracné derivacni; podstata filtrace
spoCiva v modifikaci obsahu pixelu, tedy

jeho barevné informace, s ohledem na nejblizsi
okoli; k upravé se nejcastéji pouziva ctvercova
matice.

4. Segmentace

Jednim z kli¢covych krok( zpracovani obrazu je seg-
mentace, tj. rozdéleni obrazu na regiony, které pravdé-
podobné odpovidaji objektim naseho zdjmu. O seg-
mentaci se ¢asto mluvi jako o procesu, kdy dochazi
k separaci obrazu na pozadi a popiedi. Segmentace
obrazu se provadi pomoci funkce prahovani (threshol-
ding), kterou definujeme rozmezi hodnot jasu, vie
uvniti tohoto rozmezi je definovano jako popiedi
(objekty), vie mimo tento interval jako pozadi.
Timto procesem vznika obraz, ktery nazyvame bindrni
(Obr. 2).

Obr. 2. Bindrni obraz: objekty jsou definovdny bilou barvou,
pozadi je ¢erné



5. Uprava bindrniho obrazu

Binarni obrazy vytvofené procesem prahovani jsou
jen mélokdy pouZitelné pro dalsi zpracovani a je nutna
jejich nasledna uprava. K tomuto ucelu se nejcastéji
vyuZivaji metody matematické morfologie k nimz patii:
m erose
m dilatace
m jejich kombinace-napf. uzavieni, otevieni.

Tyto operace miZeme popsat jako pfidéani nebo
odstranéni pixeld z binarniho obrazu na zakladé urdi-
tych pravidel. Pfi erosi dochazi k ,vypnuti” pixeld, které
byly pfed touto operaci ,zapnuty”. Touto operaci tedy
odstranime pixely, které jiz nadéle v obraze nechceme.
Dilatace je opakem erose. Pouziva se tam, kde je nutno
piidat dal3i pixely, které byly po procesu prahovéni sou-
¢asti pozadi (napfi. pfidani pixeld v okoli hranic objek-
tu). Je nutné si uvédomit, Ze obé tyto operace zvétsi,
popi. zmensi plochu objekt.

Dal3i operace matematické morfologie jsou jiz kom-
binaci eroze a dilatace. Jedna se napf. o funkce otevie-
ni a uzavieni. V pfipadé otevieni se jednd o erosi nésle-
dovanou dilataci, vysledkem této operace je rozdéleni
dotykajicich se objektl. Uzavieni pfedstavuje naopak
dilataci nasledovanou erosi, funkci pouzivame k uza-
vieni objektl nebo k propojeni objektd nachazejicich
se tésné vedle sebe.

6. Méfeni

Az dosud popsané kroky jsou spolecné pro obé
metody: ,image processing” i metodu obrazové analy-
zy. Nasledujici krok méreni jiz spada pouze do metody
analyzy obrazu. Rozezndvame dva druhy méfeni: mefe-
ni objektd a méfeni pole. Méfeni pole se uplatiiuje
pfi studiu trojrozmérnych objekt( zobrazenych v podo-
bé planérnich fezli, metodu vyuzivdme napf. pfi studiu
porosity materidlu nebo pfi sledovani tvorby mikro-
bidlniho biofilmu. Druhy typ méfeni se zabyvd po-
pisem jednotlivych objektd zobrazenych v plose,
tedy urcenim velikosti objektdl a vzdalenosti mezi
nimi.

Oblasti vyuZiti obrazové analyzy v mikrobiologii

Metoda analyzy obrazu ma celou fadu uplatnéni
v oblastech mikrobiologie a potravinéfstvi. Uvedme si
stru¢ny prehled oblasti aplikace této metody.

Kvantifikace rdstu a bunééné viability

Pro svou znacnou rychlost, efektivnost a piesnost je
metoda vyuzivana ke stanoveni poctu a rychlosti ristu
kolonii na pevné ptdé, ke stanoveni poctu, velikosti
a viability jednotlivych bunék.

Stanoveni koncentrace biomasy

Rada autor( popsala vyuZiti metody analyzy obrazu
pro stanoveni biomasy, kterd byla uréena na zékladé
odhadu objemu bunék. Objem bunék byl vypocitan
z hodnot namérené plochy a obvodu bunék. Pozdéjsi
experimenty vsak ukazaly, ze tento odhad biomasy je
nesprdvny a ze pii stanoveni koncentrace biomasy
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je nutno pfihlizet k trojrozmérné strukture bunék.
Vlyznamny potencial metody Ize spatfovat v on-line
stanoveni koncentrace biomasy v priibéhu bioprocesu.
Toto ovSsem vyzaduje navrzeni on-line vzorkovani
a uplatnéni rychlého zafizeni pro ziskavani a archivaci
dat.

Sledovdni citlivosti k antibiotikiim

S uspéchem je metoda obrazové analyzy vyuzivana
ke stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace antibio-
tik. Ze viech vyuZivanych metod je tato nejrychlejsi,
protoze poskytuje vysledky jiz béhem 4h.

Sledovdni vazby bunék na povrch

Technika dovoluje sledovat pribéh tvorby biofilmu
a kvantitativni analyzu prostorové distribuce organisma
v pribéhu adsorpce.

Modelovdni morfologie mycelia a jeho metabolismu

Vldknité houby a bakterie rostou v submersnich
populacich nebo mohou tvofit rizné pelety rozlicnych
velikosti a hustoty. Schopnost tvofit pelety je déna
geneticky, ale je podminéna také kultiva¢nimi podmin-
kami. Mikroskopické techniky a naslednd obrazova
analyza muize pfispét k uréeni mista produkce a exkre-
ce barevnych produktl (antibiotik), coz dovoluje
pochopeni optimalni morfologie pro produkci dané
latky. Obdobné, vliv rlstovych podminek a slozeni
média na morfologii a s ni spojenou produkci mize byt
sledovan za vyuziti klasickych kolorimetrickych metod,
nebo moderni metody analyzy obrazu.

VyuZiti obrazové analyzy v oblasti potravinafstvi
a studia biomaterialt

Potravindrstvi

Existuje cela rfada aplikaci obrazové analyzy v potravi-
naiském prmyslu, jednd se napf. o pocitani mikrob-
nich bunék, zhodnoceni Gcinnosti isténi povrch(, ana-
lyzu surovin, urceni velikosti ¢astic praskovych potravin,
popis emulgace, perforace cajovych sackd apod.Bio-
materidly

V oblasti studia struktury materiali je metoda analy-
zy obrazu vyuzZivdna k ureni struktury makropor
v dievéném uhli, ultrafiltrd a dalsich membran,
ke sledovani procesu zandseni membraén.

Biotechniky

Metoda je vyuzivdna pro automatické vyhodno-
ceni gelt po elektroforetické analyze, membréan
a filmd. Maze byt pouZita ke kvantifikaci separace latek
na HPTLC. VWyhodou vyufziti této metody je vyznamné
zrychleni celého procesu, naopak nevyhodou je celko-
va cena zafizeni.

Zavér

Z uvedeného vyctu je patrné, Ze moznosti uplatnéni
metody analyzy obrazu jsou nepfeberné. Zavedeni této
metody do praxe ma oproti klasickym analyzéam fadu
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tizace procesu analyzy, moznost archivace dat pro doda-
te¢na méfeni a moznost kontroly vystupnich dat. Nevy-
hodami jsou vyssi pofizovaci naklady a vy$si naroky
na znalosti z oblasti ziskéni a zpracovani digitalniho sig-

Literatura: na vyzadani u autorky.

nélu. Oviem kazdou metodu se musime naucit a ziskat
urcité zkuSenosti s jejim vyuzivdnim. Metoda analyzy
obrazu bude ze zacatku vyZadovat vice Usili, ale urcité se
to vyplati. Zavedenim metody analyzy obrazu do praxe
se nam otevie fada novych moznosti.

BAKTERIALNI BIOFILM A REZISTENCE K ANTIBIOTIKUM

Olga Schreiberova
Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi, VSCHT v Praze

Biofilmy jsou mikrobidlni spolecenstvi vazana na
pevny povrch s charakteristickou strukturou a bioche-
mickymi vlastnostmi, odliSnymi od volné rostoucich
bunék'. Podle nékterych studii je az 65 % vsech
bakteridlnich onemocnéni u lidi spojeno s biofilmem?2.
Antibiotickd rezistence bakteridlnich bunék rostoucich
ve formé biofilmu zna¢nou mérou piispiva k chronic-
kym onemocnénim, kterd se ¢asto vyskytuji ve spojitos-
ti s implantaty. Mechanismy rezistence spojené s biofil-
mem se lis$i od mechanismd popsanych u volné rostou-
cich bunék, coz zplsobuje problémy pii léceni.
V biofilmu je rezistence zavisld na organizaci bunék
a komunikaci mezi nimi3.

| u pacientll s plné funkénim imunitnim systémem
jsou infekce spojené s biofilmem maélokdy zcela odstra-
nény pomoci klasickych terapii pomoci antibiotik.
In vitro testy prokazaly schopnost bunék rostoucich
v biofilmu tolerovat az tisickrat vyssi koncentrace anti-
biotik nez byly minimalni inhibi¢ni koncentrace
u bunék rostoucich v suspenzni kultufe. Pfi aplikaci
antibiotik in vivo dojde k potlac¢eni symptom0 infekce
zabitim volné rostoucich bunék, nicméné buriky v bio-
filmu zdstanou nedotcené. Po skonceni terapie zbyva-
jici buriky v biofilmu funguji jako loZisko, z néjz se
infekce znovu rozsifi. Nezbytnym feSenim byva nékdy
i vyjmuti infikovaného implantatu z pacienta. Vétsina
téchto infekci je spojena s oportunnimi patogeny
jako je Pseudomonas aeruginosa ¢&i Staphylococcus
epidermidis*.

Mechanismy rezistence

Mechanismy rezistence zndmé u suspenzné rostou-
cich bunék, jako je efflux antibiotika pomoci pump,
enzymové modifikace ¢i cilené mutace, se nezdaji
byt hlavnim mechanismem rezistence biofilmu.
Ani u bakterii, u nichz dosud nebyl objeven Zadny ze
znamych mechanism( rezistence, jako napiiklad u -
laktamasa-negativniho mutantu bakterie Klebsiella
pneumoniae, byla pozorovana snizend citlivost k anti-
biotikiim v pfipadé rdstu v biofilmu. V suspenzni
populaci rostouci buriky vykazovaly minimalni ihnibi¢ni
koncentraci 2 ug/ml ampicilinu, zatimco buriky v biofil-
mu byly jen mirné ovlivnény (66 % zlstalo Zivota-
schopnych) pfitomnosti tohoto antibiotika o koncent-
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raci 5000 pg/ml po 4 hodiny, coz je davka, ktera spo-
lehlivé usmrti 100 % volné rostoucich bunék®. Skute¢-
nost, ze buriky uvolnéné z biofilmu jsou stejné citlivé
k antibiotikm jako buriky volné rostouci naznacuje,
Ze mechanismus odolnosti bunék v biofilmu nesouvisi
s mutacemi. Studie zabyvajici se expresi gend koduji-
cich efluxni pumpy pro antibiotika neprokazaly aktivaci
téchto genl béhem rdstu biofilmu, coz bylo potvrzeno
konstrukci mutantd s deaktivovanymi pumpami.
Prestoze klasické mechanismy rezistence nepochybné
pfispivaji k rezistenci bunék v biofilmu, hlavni davody
je nutno hledat jinde®. Jednou z prvnich teorii mecha-
nismu rezistence byla pomald ¢i nedokonalé penetrace
antibiotik matrici obklopujici buriky v biofilmu. Tato
teorie byla v3ak prokdzana pouze ve spojitosti se sou-
¢asnou inaktivaci antibiotika, kdy bylo antibiotikum
pronikajici do biofilmu inaktivovano ve vrchnich
vrstvach rychleji nez do néj pronikalo. Rovnéz adsorpce
antibiotika na matrix biofilmu mdze zplsobit zpomale-
ny prinik a tedy i snizenou Gcinnost, coz je pfipad
aminoglykosidovych antibiotik, kterd se pravdépodob-
né vazi na negativné nabité skupiny exopolymernich
latek v biofilmu* .

Dal$im moznym vysvétlenim rezistence biofilmu je
tvorba koncentra¢nich mikrogradientd, coz je charakte-
risticky rys biofilmu. Lokalni akumulace kyselych
produktd metabolismu miuze vést k rozdilu az jedné
jednotky pH mezi vnitinim prostfedim biofilmu a vnéj-
$i kapalinou a muze zplsobit zménu plsobeni antibio-
tika. Spotfebovani rozpusténého kysliku ve vnéjsich
vrstvach biofilmu vede k vytvafeni anaerobnich zén,
coz rovnéz vede ke snizeni Gcinnosti nékterych antibi-
otik, napi. aminoglykosidovych. Rozdily mezi koncent-
racemi substrat(l a inhibi¢nich produktd metabolismu
mohou zplsobit pfechod bakterii do klidového,
nerGstového stavu, v némz jsou proti uc¢inklim antibio-
tik chranény. Napfiklad peniciliny, které pusobi
na vystavbu bunécné stény, tyto buriky neeliminuji.
Tato moinost byla potvrzena experimenty, pfi nichz
byly pozorovany metabolicky inaktivni zény uvniti
rostouciho biofilmu®.

Tretim moznym mechanismem je vytvéieni speciali-
zovanych bunék s odlisnym, vysoce specializovanym
fenotypem. Pro tuto teorii mluvi skutecnost, ze re-



zistence je pozorovéna i u nové zformovanych biofilm,
které jsou piilis tenké na to, aby vytvofily bariéru
pro prinik antibiotika. Byly objeveny intracelularni latky
produkované pouze pfi rlstu v biofilmu, které bréni
antibiotikiim doséhnout cilového mista. U bakterie
Pseudomonas aeruginosa byly identifikovany geny
zodpovédné za tvorbu cyklickych glukand produkova-
nych do periplasmatického prostoru, které jsou
schopné vézat a tak inaktivovat néktera antibiotika,
napf. tobramycin’.

Spole¢nym rysem vsech mechanism0 rezistence je
mnohobunéc¢néd organizace biofilmu. Antimikrobialni
latky neproniknou biofilmem, pokud buriky nevytvofi
agregaty. Lokélni zmény v koncentraci substratt a pro-
duktd mikrobialniho metabolismu vzniknou pouze
za situace, kdyz shluk bunék dosahne urcité kritické
velikosti a mikroorganismy svoji metabolickou aktivitu
koordinuji*. Je znamo, Ze produkty urcitych gen( jsou
potiebné pfi prvnim kontaktu s povrchem, pfi pocatec-
nim pfichyceni. Mnoho gen je zapojeno nebo naopak
potlaceno v souvislosti s zachycenim bakterie na povr-
chu a bakterie pfechazi do pfisedlého zplsobu ristu.
Motilita se zda byt kritickym bodem tvorby raného
biofilmu. Koordinovdny pomoci dosud vétSinou nezna-
mych signalnich molekul, bakterie se pomoci bicikd,
pild ¢i jinych organG pohybu pfichytavaji k povrchu
a k sobé navzajem. Dalsi organizace rdstu biofilmu je
regulovana vyménou chemickych signdld - proces
zndmy jako quorum sensing. Bylo pozorovano,
Ze u quorum-sensing deficientnich mutantl Pseudo-
monas aeruginosa byl biofilm tvofen pomaleji, obsa-
hoval méné extraceluldarniho materidlu a byl snadnéji
eliminovan za pouziti kanamycinu’. Tento rys — komu-
nikace a kooperace mezi burikami je nutné vzit v ivahu
pfi hledéani moznosti lé¢ebnych postupli vedoucich
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Moznosti terapie
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BAKTERIALNIi QUORUM SENSING A JEHO INTERFERENCE

Filip Lukas
Ustav Zivocisné fyziologie a genetiky AV CR

Quorum sensing

Béhem poslednich tficeti let se nas pohled na bak-
terie vyrazné zménil. Zatimco dfive byly bakterie
studovany jako populace bunék, které se chovaji
navzajem nezavisle, nyni je ziejmé, zZe jednotlivé bak-
terie mohou béhem ristu komunikovat nejen mezi
sebou, ale také s hostitelskym organizmem. V posled-
nich letech byla popsédna skupina sekundarnich
metabolitl, které hraji klicovou roli v regulaci genové
exprese v zavislosti na hustoté bakterialni populace.
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Toto chovéni bylo pojmenovéano jako quorum sensing
(QS) a u bakterii pfedstavuje jeden z nejzajimavéj-
Sich mechanizm mezibuné¢né komunikace. V nej-
jednodussi formé mdlzeme quorum sensing popsat
jako produkci a hromadéni malych signalnich molekul
nazyvanych autoinduktory (Al) v okolnim prostiedi
bakterie. Koncentrace téchto molekul se v prostiedi
pfimo umérné zvysuje se zvysujici se hustotou popu-
lace dané bakterie. Po dosazeni kritické koncentrace se
autoinduktory vazi na receptory na povrchu ¢i uvnitf



bakterialni buriky a to vede ke zméné exprese fady
genl. QS tak obecné muizeme definovat jako mecha-
nizmus koordinujici chovani bakterii v zavislosti
na hustoté bakterialni populace. Z dosavadnich vysled-
ka vyplyva, ze QS je klicovym mechanizmem pifi
adaptaci bakterie na urcité prostiedi a reguluje fadu
fenotypovych projevd, které jsou nezbytné pro tspés-
nou kolonizaci a rozvoj symbiotickych ¢i patogennich
vztah@ mezi bakteriemi a hostitelem. V mnoha pfi-
padech tak QS reguluje tvorbu biofilmu, pohyb,
expresi faktor( virulence, sekreci toxind, antibakterial-
nich latek a enzym@ (Miller a Bassler, 2001; Waters
a Bassler, 2005).

Quorum sensing gram negativnich bakterii

Rada gram negativnich bakterii ze skupin alfa, beta
a gama proteobakterii pouziva jako autoinduktory
acylované homoserin laktony. Tento systém byl poprvé
popsan u luminiscentni mofiské bakterie Vibrio fischeri
(dfive Photobacterium fischeri). Tato bakterie Zije bud
volné v mofské vodé, nebo jako symbiont ve svétel-
nych orgdnech moiskych ZivocichG. V roce 1970
K. H. Nealson a J. W. Hastings (Nealson a kol., 1970)
z Harvardské univerzity pozorovali, Ze tato bakte-
rie neprodukuje svétlo, pokud nedosdhne urcité
hustoty bunécné populace. Na zédkladé toho piedpo-
kladali, Ze bioluminiscence je u této bakterie regulova-
na molekuldrnim pfenasecem, ktery putuje mezi
burikami. Pozdéjsi vyzkumy tuto teorii potvrdily a bylo
zjisténo, Ze autoinduktor V. fischeri je N-(3-oxo0-)-hexa-
noyl-L-homoserin lakton (AHL). Ve volném mofi
je produkovéna bazélni hladina AHL AHL-syntazou
Luxl. AHL difunduje vné buriky a nasledné je vyfedén
v moii. Jakmile bakterie kolonizuje uzavieny prostor
svételnych organl hostitele, dosahuje vysoké hustoty
populace (az 10" bunék/ml). AHL se hromadi
pfimo Umérné s rostouci hustotou bakteridlni po-
pulace a po dosazeni kritické koncentrace se vazie
na cytoplazmaticky transkripéni faktor LuxR. Aktivo-
vany LuxR se poté vazie do specifickych sekvenci
DNA a to vede ke zvyseni transkripce gend luciferazy
a dalsich proteint zapojenych do bioluminiscence.
Zajimavosti tohoto uspofadani je zapojeni genu
AHL-syntazy mezi geny regulované LuxR. Aktivace QS
kaskady tak vede ke zvySeni exprese AHL-syntazy
a tim ke zvySené produkci AHL. Tato pozitivni zpétna
smycka vyznamné zesiluje quorum sensing efekt
(Stevens et al. 1994).

U ostatnich gram negativnich bakterii AHL-syntazy
produkuji AHL molekuly, které obsahuji konzervovany
homoserin laktonovy kruh a variabilni acylovy fetézec.
a substitucemi. Jako receptory AHL molekul slouzi
cytoplazmatické LuxR transkripéni faktory, které
vykazuji vysokou specifitu pro AHL urcité struktury. Bak-
terie tak mohou rozlidit a reagovat na urcitou AHL
molekulu i v prostfedi osidleném smiSenou bakterialni
populaci, kde je pfitomno vice AHL molekul (Shaw
a kol. 1997).
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Quorum sensing gram pozitivnich bakteri

Gram pozitivni bakterie vyuZivaji jako signalni
molekuly modifikované oligopeptidy, které jsou
detekovany membranovymi histidin kindzami. Pfenos
signédlu dale do buriky je pak zprostiedkovan fosfory-
la¢ni kaskadou a vede ke zméné aktivity DNA vazeb-
ného transkripéniho regula¢niho proteinu a nasledné
ke zméné exprese cilovych genl. Na rozdil od AHL
gram negativnich bakterii, signalni peptidy pfes mem-
branu volné nedifunduji, ale jsou aktivné trans-
portovany ABC transportérem (ATP binding cassette
transporter). Ve vétSiné pfipadli dochazi béhem
transportu signélniho peptidu k jeho tGpravé a modi-
fikaci. Funk¢ni signélni oligopeptid casto obsahuje
laktonovy, piipadné thiolaktonovy kruh a isoprenylové
skupiny (Ansaldi a kol 2002). Signélni peptid je
charakteristicky pro uréitou gram pozitivni bakterii
a tim je zajisténa specifita tohoto systému pro vnitro-
druhovou komunikaci.

Typicky piiklad QS mechanizmu gram pozitivnich
bakterii pfedstavuje Staphylococcus aureus. Tato
bakterie je v pfipadé penetrace do tkdni u osob
s oslabenym imunitnim systémem nebezpecnym
patogenem. Infekce, kterou vyvolavd, ma dvoufazovy
prabéh. Pii nizké hustoté populace S. aureus exprimu-
je proteiny napoméhajici adhezi a kolonizaci, zatimco
po dosazeni kritické hustoty populace jsou tyto pro-
teiny reprimovéany a dochézi namisto toho k sekreci
toxinG a proteolytickych enzymi. Tato zména je re-
gulovana Agr QS systémem. Na zékladé aminokyseli-
nové sekvence a struktury signdlniho peptidu mohou
byt kmeny S. aureus rozdéleny do 4 skupin.
Kmeny jedné skupiny aktivuji svymi signalnimi peptidy
receptory kmenl stejné skupiny a kompetitivné
inhibuji receptory kmenl ostatnich tfi skupin.
V piipadé koinfekce hostitele dvéma ¢i vice kmeny
S. aureus z rlznych skupin je QS vyuZivan pro vnitro-
druhovou kompetici a napomdahd rozvoji infekce
vyvolané pouze QS-pfibuznymi kmeny (Lyon a Novick,
2004).

Vedle téchto dvou obecnych QS systém( existuje
celd tada latek, zejména sekundarnich metabolit(,
které u nékterych bakterii maji roli signalnich mo-
lekul. Jednd se napiiklad o autoinduktor-2 (Al-2),
ktery je vyuzivan nékterymi bakteriemi pro mezi-
druhovou komunikaci, cyklické dipeptidy, bradyoxetin,
quinolony, atd.

Quorum quenching

Jak jiz bylo fe¢eno, QS bakterie vyuzZivaji zejména
ve smiSenych bakterialnich populacich, kde regulace
chovéni v zavislosti na hustoté populace mize byt
vyhodou. Na druhé srané, v prostiedi, kde bakterie
kompetuji o limitujici zdroje, mize byt dllezitym
faktorem pro pfeziti schopnost narusit komunikaci
jiné bakterie. Stejné tak muze byt pro hostitele vy-
hodné narusit QS komunikaci patogennich bakterii
a zabranit tak jejich adhezi a kolonizaci, pfipadné
expresi faktorG virulence. Proto je pfirozené, Ze se



vyvinuly mechanizmy schopné narusit QS komunikaci.
Souborné tyto mechanizmy byvaji oznacovany jako
quorum quenching (QQ).

Quorum quenching u prokaryot

Typickym pfiikladem QQ u prokaryotnich organizm
je vySe zmifiovana cross-inhibice jednotlivych skupin
S. aureus. Existuji také enzymy, které jsou schopné
degradovat signalni molekuly. U rodu Bacillus byla
popsédna produkce laktonazy AiiA, kterd hydrolyzuje
laktonovy kruh a inaktivuje tak AHL signalni molekuly
gram negativnich bakterii. Vlastni QS aparat bacilt
postaveny na signélnich oligopeptidech zlstava plné
funkeni. Homology AiiA laktonazy byly popsany napf.
u Pseudomonas aeruginosa, Arthrobacter sp., Varivo-
rax paradoxus a Klebsiella pneumoniae (McDougald
a kol., 2007).

Vedle laktondz byly u nékterych bakterii identi-
fikovany AHL-acylazy (AiiD), které rozstépuji bocni
acylovy retézec AHL molekul. AiiD homolog byl pop-
sany napi. u Ralstonia sp., Streptomyces sp., a Pseu-
domonas aeruginosa. Zajimavé je, Ze substrat pro AiiD
acyldzu P. aeruginosa pfedstavuje vlastni AHL signalni
molekula. Tento enzym tak mulze byt nastrojem pro
kontrolu a regulaci intracelularni hladiny AHL molekuly
a umoznuje P. aeruginosa piesnéji kontrolovat svij QS
mechanizmus v zavislosti na podminkach (Rasmussen
a Givskov, 2006).

Quorum quuenching u eukaryot

Bylo popsano nékolik pfipadl naruseni QS systému
bakterii eukaryotnimi organizmy. Australska cervena
fasa Delisea pulchra ma na svém povrchu smés
halogenovanych furanond, které jsou strukturné
podobné AHL molekulam. Transkrip¢ni faktor LuxR je
po navazani téchto furanond inaktivovdn a nasledné
degradovén. Tento mechanizmus brani kolonizaci
povrchu fasy bakteriemi a tvorbé bakteridlniho biofilmu
(Manefield a kol., 2002).

QQ byl prokazan také u epitelidlnich bunék
dychaciho traktu mysi a ¢lovéka. Epitelidlni buriky jsou
schopné inaktivovat AHL molekulu P. aeruginosa.
Ackoli presny popis tohoto mechanizmu chybi, zda se,

Literatura:
1. ANSALDI M., MAROLT D., et al.: Mol. Microbiol. 44,
1561 (2002).

GONZALEZ J.E., KESHAVAN N.D.: Microbiol. Mol.

Biol. Rev. 70, 859 (2006).

. CHUN C.K., OZER E.A,, et al.: Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 101, 3587 (2004).

. LYON G.J., NOVICK R.P.: Peptides 25, 1389 (2004).

. MANEFIELD M., RASMUSSEN T.B., et al.: Anal
Bioanal. Chem. 387, 445 (2007).

. MILLER M.B., BASSLER B.L.: Annu. Rev. Microbiol.
55, 165 (2001).

2.

46

ze je zprostiedkovéan AHL-laktondzou nebo AHL-acylé-
zou, pfiipadné soucinnosti obou téchto enzymd.
Tento mechanizmus je podrobné studovan jako
jedna z moznosti lécby infekce vyvolané P. aeru-
ginosa u pacientd s cystickou fibrozou (Chun a kol.
2004).

Zavér

VyuZiti téchto poznatkd v praxi je zjevné. Predstavuji
moznost novych antimikrobiélnich lékd. Byly jiz prove-
deny pokusy s nadprodukci AiiA laktondzy u tabaku
a brambor. Tyto rostliny poté vykazovaly rezistenci
k infekci vyvolané fytopatogenni bakterii Erwinia caro-
tovora, jejiz virulence je regulovana AHL signalni
molekulou. Podobné byla potlacena infekce u téchto
rostlin v pfipadé kokultivace Erwinia carotovora s Bacil-
lus thuringiensis produkujicim AiiD acylazu. U mysiho
modelu byl Uspésné vyzkousen piidavek synteticky
pfipraveného inhibitoru strukturné podobného signal-
nim oligopeptidim Staphylococcus aureus, ktery inhi-
boval rozvoj stafylokokalni infekce. Stejné tak pfidavek
halogenovanych furanon@ inhiboval rozvoj infekce
dychacich cest vyvolané gram negativni bakterii
Pseudomonas aeruginosa (McDougald a kol., 2007).
Tyto pokusy ukazuji, ze inhibice QS aparatu patogen-
nich bakterii pfedstavuje alternativni lécbu k lécbé
antibiotiky s minimalizovanymi UGcinky na hostitele
a s mi-nimalni moznosti rozvoje rezistence bakterii
k témto latkam.

Doposud byla vétSina praci zaméfena na popis QS
patogennich bakterii. V nasi laboratofi se zaméfujeme
na QS komunikaci komenzalnich bakterii osidlujicich
travici trakt clovéka a zvifat. Vyskedky ukazuji, Ze
i v tomto pfipadé hraje QS dulezitou roli v mezibu-
né¢né komunikaci a regulaci genové exprese. Ukazuje
se, Ze QS je jeden z dllezitych faktord podilejici se
na udrzeni stability intestinalni populace. Je také
pravdépodobné, Ze existuji mechanizmy, které v pfi-
padech kdy je to pro dany bakterialni druh ¢i hostitele
piinosné, podporuji QS urcitych bakterii a tim je
ve smiSenych bakteridlnich prostfedich zvyhodnuiji.
Potvrzeni této teorie jesté bude vyzadovat fadu dalSich
pokust (Gonzélez a Keshavan, 2006).
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HORMONALNE AKTIVNI LATKY KOLEM NAS

Eva Kohlerova
Ustav Zivocisné fyziologie a genetiky, AV CR

Uvod
V poslednich padeséti letech roste vyskyt hormo-
ndlné dependentnich nadorovych onemocnéni

aey

a poruch reprodukce u lidi a volné Zijicich zvifat.
Tato skutecnost je davéana do souvislosti se zvySujicim
se vyskytem pfirozenych a syntetickych hormonalné
aktivnich latek ve vnéjsim prostiedi a v potravinovém
fetézci. Vzhledem ke schopnosti téchto chemikalii
napodobovat nebo blokovat plsobeni endogennich
hormon jsou nazyvany endokrinnimi disruptory (ED).
Vysledkem pUsobeni téchto latek hlavné béhem peri-
natélniho obdobi je naruseni delikatni hormonalni
rovnovahy, které vede k abnormalni funkci hormonalné
dependentnich tkéni a organd a k riznym onemoc-
nénim v pozdéjsich stadiich ontogeneze a v dospé-
losti (Colborn a kol, 1993). ED mohou ovliviiovat
hormonalni systém organismu rdiznymi mechanismy.
V organismu interferuji se syntézou, sekreci, trans-
portem, vazbou, ptsobenim nebo eliminaci endogen-
nich hormonl odpovédnych za homeostdzu, repro-
dukci, vyvoj a chovani. Na konferenci ve Weybridge
v roce 1996 byly ED definovany jako exogenni latky,
které plisobenim na endokrinni systém narusuji zdravi
intaktniho organismu nebo jeho potomkd. Hilscherova
a kol. (2000) rozdélili ED nasledovné:

— fytoestrogeny (genistein, kumestrol, daidzein atd.)

— mykoestrogeny (napi. zearalenon)

— farmaceutické latky (napi. tamoxifen, flutamid,

nafoxidin)
- aditiva (napfi. parabeny, t-butylhydroxyanisol)

— pesticidy: — insekticidy (napi. DDT, kepon,
pyrethroidy)
— fungicidy (napf. vinklozolin, triadime-
fon)
— herbicidy (napf. atrazin, tributyltiny,
nonachlor)

— pramyslové vyrabéné latky: — ftalaty (napi. butyl-
benzylftalat, dibu-
tylftalat)

- alkylfenoly (napf. no-
nylfenol, bisfenol A)
— organické latky znecistujici vnéjsi prostiedi (napf.
polychlorované bifenyly, polycyklické aromatické
uhlovodiky)
— tézké kovy (napi. kadmium, olovo)

Mechanismus plisobeni ED

V poslednich letech bylo objasnéno nékolik moznych
mechanism@ plsobeni ED v organismu Zivocichd.
V prvé fadé jde o pfimou interakci ED s receptorem
endogenniho hormonu. Tato interakce muize vést
k agonistickému nebo k antagonistickému Gcinku ED.
Dalsim mechanismem puasobeni ED je nepfima
interakce s endokrinnim systémem. Tato interakce
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muzZe vést ke zméndm v koncentraci hormond nebo
receptord.

Vazba ED aktivuje receptor (agonisticky ucinek)

ED mize pUsobit jako ligand, ktery se vaze a aktivuje
receptor podobné jako endogenni hormon. Aktivace
receptoru vede ke stejnym zméndm exprese gend jako
aktivace endogennim hormonem. Potence exogenniho
agonisty zavisi na jeho afinité k receptoru a na jeho
schopnosti receptor aktivovat a spustit expresi celé
fady gen(. Je tfeba upozornit, Ze rlzné druhy zvifat
maji strukturdlné odlisné receptory, takie samotna
vazba ligandu na receptor automaticky neznamena,
Ze prislusna latka vykazuje stejnou afinitu pro stejny
receptor u jiného druhu zvifat. Pokud rdzné latky
vazajici se na ER pUsobi agonisticky je jejich tGcinek
obvykle aditivni (Soto a kol., 1995), nebo synergicky
(McLachlan, 1997).

Vazba ED blokuje nebo sniZuje piisobeni agonisty
(antagonisticky ucinek)

Antagonista je ligand, ktery blokuje nebo snizuje
odpovéd vyvolanou agonistou, protoze receptor
nem(ze byt plné aktivovan. Receptor mdze byt inhi-
bovédn bud kompetitivné (endogenni agonista a exo-
genni antagonista soutéZzi o stejné vazebné misto)
nebo nekompetitivné (inhibitor se vaze k receptoru
nebo hormon-receptorovému komplexu, mimo aktivni
vazebné misto). Kompetitivni inhibice mizie vést
k celkové deaktivaci receptoru; nekompetitivni inhibice
mé za nasledek pomalejsi nebo snizenou odpovéd
zprostiedkovanou receptorem.

Vliv ED na koncentraci hormont

Produkce hormonu muzZe byt narusena inhibici
reakce katalyzované enzymem. Xenobiotika mohou
napi. inhibovat aromatézu (katalyzuje pfeménu andro-
genl na estrogeny), coZ ma za nasledek zvySeni kon-
centrace androgen( a sniZeni koncentrace estrogent
(napi. atrazin) (Hayes, 2005). Pozorovany Uucinek
xenobiotika je mozno interpretovat jako antiestrogenni
nebo androgenni (Toppari a kol., 1996). Tento mecha-
nismus se pravdépodobné také uplatriuje pfi plisobeni
tributyltinG na aromatazu mofskych hlavonozct, kdy
samice maji typické pohlavni znaky samct (imposex).
Metabolismus hormond muze byt ovlivnén také
indukci enzym, které hormony metabolisuji jako je
skupina cytochromu P450 v jatrech. Tyto enzymy
hraji klicovou roli v degradaci, produkci nebo aktivité
steroidnich hormont a mohou byt ovlivnény réznymi
xenobiotiky jako jsou polychlorované bifenyly a dioxin
(Whitehead a Rice, 2006). Funkce endokrinniho systé-
mu muZe byt narusena i plisobenim ED na transport
hormon( v krevnim fecisti. Chemikalie, které soutézi



o vazebnd mista transportnich proteini, mohou zvysit
hladiny volnych hormon@ a tim zvysit jejich ucinek
(Lintelmann a kol., 2003).

Vliv ED na koncentraci hormonalnich receptorii

Pocet hormonalnich receptori v burice je kontro-
lovan slozitym mechanismem. Rzné chemikalie
mohou sniZit nebo zvysit pocet receptor( a tim ovlivnit
odpovéd na puasobeni endogennich hormond. ED
mohou také narusit procesy degradace (down-regula-
tion) a syntézy receptoru (up-regulation) (Safe a kol.,
1998).

Uvedené mechanismy interakci mezi xenobiotiky
a endokrinnim systémem jsou pouze malou ¢asti
moznych zplsobl plsobeni. Dalsi vyzkum v této
oblasti pfinese fadu dalSich a mnohem komplexnéjsich
vztahG mezi exponovanymi organismy, endokrinnim
systémem a xenobiotiky.

Stanoveni endokrinnich disruptoru

Vétsina ED byla identifikovana metodami in vitro.
Jde o postupy nejen vysoce citlivé a specifické, ale
i o postupy mnohem levnéjsi nez metody in vivo
(Fertuck, 2002). Nevyhodou je, Ze data ziskana in vitro
nezahrnuji komplexni mechanismus plsobeni latky
in vivo. Chybi i vliv metabolismu na testované latky,
coz muze vést jak k falesné negativnim tak k falesné
pozitivnim vysledk@im (Gray a kol., 2002). Vliv metabo-
lismu je velmi komplexni a zévisi na mnoha faktorech
jako je absorpce, vazba na bilkoviny, distribuce
v tkdnich a eliminace latky (Greenspan a Gordon,
1997). Razné latky, které nejsou estrogenni in vitro,
mohou byt metabolizovény na latky s estrogenni aktiv-
itou in vivo (Ankley a kol., 1998). Z toho je ziejmé,
Ze zadny test in vitro nemaze pfi stanoveni biologick-
ych ucinkd ED nahradit testy in vivo. Tento zavér je déle
podporovan existenci multi-hormonalnich/anti-hor-
monalnich nebo antagonistickych a parcialné agoni-
stickych aktivit ve stejné molekule. Vysledky testovani
latek in vivo mohou byt pouZity pro stanoveni jejich
nebezpedi (hazardu) a rizik a ddle mohou poskytnout
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podklady pro komplexni extrapolaci na lidskou popu-
laci (Ankley a kol., 1998). Pro testovéani environmental-
nich vzorkd, ve kterych se hormondlné aktivni latky
vyskytuji zpravidla ve smésich, je tfeba po stanoveni
biologické aktivity zafadit také kvalitativni a kvantita-
tivni stanoveni jednotlivych komponent smési pomoci
GC-MS analyzy.

Zavér

Agentura pro ochranu vnéjsiho prostiedi USA
(USEPA) a Organizace pro ekonomickou spolupréci
a rozvoj (OECD) vyvinuly dvoustupriovy postup hodno-
ceni latek s moznym uc¢inkem na endokrinni systém.
V prvém stupni (Tier I) jsou jak screeningové postupy
in vitro (receptorové vazebné reakce, hormon-depen-
dentni exprese genll a steroidogenese), tak postupy
in vivo (uterotropni a Hershbergerovo stanoveni,
stanoveni puberty u hlodavct, identifikace ED na
rybadch a Zabach zahrnujici agonisty, antagonisty
a inhibitory syntézy steroidnich hormont a hormon
stitné zlazy). Chemikalie s pozitivnim uGc¢inkem
v prvém stupni testovacich postupt jsou dale hodnoce-
ny ve stupni druhém (Tier Il). Testy pro Tier Il jsou
navrieny tak, aby determinovaly Gcinky chemikalii
na integritu a funkci reprodukéniho systému samcd
i samic ve dvou nebo multigeneracnich testech
a zaroven stanovily vztahy mezi déavkou latky a jejim
ucinkem (Clode, 2006). Vzhledem k tomu, Ze v soucas-
né dobé je v komerénim pouZiti zaregistrovano vice
nez 80 000 syntetickych chemikdlii je nezbytné urdit
vysoce prioritni chemikalie, které mohou byt do
screeningového programu zafazeny. Vybér takovych
chemikalii viak nemuze zahrnovat pokusy na Zivych
zvifatech a to jak z ekonomického, tak z etického
hlediska. Uvazuje se proto zaloZit odhad schopnosti
chemikalii interagovat s receptory steroidnich hormont
na kvantitativnim strukturné-aktivitnim modelovéni
nebo/a na vysoce uc¢inném prescreeningu zalozeném
na hormonalné dependentni expresi gent (Gray a kol.,
2002).
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