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UVODEM
Vazeni pratelé,

Jak jsme Vas jiz informovali, od 1. do 4. cCerven-
ce 2018 se uskuteénil ve 3vycarské Zenevé Evropsky
biotechnologicky kongres (www.ecb2018.com). Kon-
gres probihal v Zenevském konferen¢nim centru (CICG)
lokalizovaném nedaleko Namésti Nérodd s budovou
Organizace spojenych nérodd a blizko od historické-
ho centra Zenevy. Védecky program byl velmi bohaty.
Kromé kazdodennich plenarnich pfednasek méli tcast-
nici kongresu moznost si vybrat z 16 symposii zahrnu-
jicich Sirokou oblast biotechnologii. Tematicky rozsah
kongresu byl dale rozsifen v posterovych sekcich, kdy
presentované postery byly roztfidény do 36 tematic-
kych celkd. V programu samoziejmé nechybéla vystava
laboratornich pfistroji, obchodni presentace i zpro-
stredkovani zaméstnani (,job trade”), t,j. hledani a na-
bidka zaméstnaneckych pozic. Velmi zajimava byla pre-
sentace firmy Jennewein Biotechnologie GmgH, kter3,
jako prvni, nabizi dilezité oligosacharidy matefského
mléka (,human milk oligosaccharides” HMOs), vyrobe-
nych originalnim fermentacnim procesem. Jako dopInék
kojenecké vyZivy dodava 2'-fukosyllaktosu (300 mg)
a lakto-N-neotetraosu (150 mg) spolec¢né s laktosou
(1550 mg) do 250 ml mléka. Tyto oligosacharidy nahra-
zuji nejvyznamnéjsi slozky mateiského mléka. Klinické
studie prokazaly, Ze HMOs chrani kojence proti bakte-
ridlnim a virovym infekcim, stimuluji rist vhodné
intestinalni mikroflory, chrani pred zanétlivymi procesy
a déle podporuji vyvoj mozku a nervové soustavy.

Zatimco védecky program kongresu je moiné bez-
vyhradné pochvilit nelze v zadném piipadé pochva-
lit socialni program, ktery skfipal prakticky ve viech
smérech a dosahl absolutniho propadéku organizaci
«networking evening”, coZ organizétofi pfiznali, poku-
sili se omluvit véem ucastnikdm e-mailem, avsak ne-
dokazali z toho vyvodit disledky. Kongresové materialy
byly vydany v maximalni mife Uspornosti s tim, ze vie
Ize nalézt na internetu. Kromé utlé kongresové brozury
Ucastnici nedostali ani plan mésta ¢i informaci o mést-
ské hromadné dopravé. Ta je ostatné velmi zajimava,
nebot zahrnuje i dopravu lodi napfi¢ Zenevskym jeze-
rem. Na druhé strané je mozné organizatory kongresu
pochvilit za to, Ze vSechna abstrakta publikovali v ¢aso-
pise Journal of Biotechnology.

Pristi evropsky biotechnologicky kongres (European
Congress on Biotechnology) se uskutecni za 2 roky,
ato 28. 6. — 1. 7. 2020 v holandském Maastrichtu.

Na zévér naseho Gvodniku nam opét dovolte si vSim-
nout nékterych zajimavosti z aktudlni literatury. Vse-
obecné je zndmo, ze neandrtélci vyhynuli zhruba pfed
40000 lety, ale nékteré jejich genomové sekvence se
nachézeji v genomu nékterych soucasnych populaci.
Doposud nebyl objasnén jejich vyznam. Nedavno byl
v tomto sméru ucinén urcity pokrok (McCoy RC, Wake-
field J, Akey JM: Impactts of Neanderthal-Introgressed
Sequences on the Landscape of Human Gene Ex-
pression. Cell 2017, 16895¢, 916-927, doi: 10.1016/j.
cel.2017. 01. 038). Ukazuje se, ze neandrtalské geny
nejsou pouze ,spicimi zbytky vlozenych genetickych
informaci”, ale pfedstavuji méfitelny vliv na genovou
expresi, kterd ovlivituje fenotyp moderniho ¢lovéka.
Nizkéa exprese neandrtalskych alel vzhledem k ostat-
nim tkéanim byla prokézana ve varlatech a mozku. DNA
sekvence zdédéné po neandrtélcich jsou prokazatelné
spojeny s fadou nemoci, vzniklé mutace v genech sou-
¢asnych lidi jsou spojeny s fadou poruch neurologic-
kych a psychiatrickych. Déle s depresemi, poruchami
feci, sklonem k sebevrazdé, obezité, autismu a snad
i Alzheimerové chorobé, ¢i zavislosti na nikotinu.
Bohuzel autofi ¢lanku neuvadéji zadna pozitiva, ktera
by ném lidem styk s neandrtalci pfinesl.

Uplynulo jiz 15 let od Uspésného sekvenovani ce-
Iého lidského genomu, ale dosud nemame zcela jasno,
kolik gentl charakterizuje lidsky proteom. V soucasnosti
se domnivame, ze lidsky genom ma pouze cca 20000
genl kodujicich proteiny, ale u fady z nich nevime
pfesné, jakou maji funkci. Ukazalo se, Ze 4234 gend,
diive povazovanych za exony, patfi do oblasti nekdduiji-
ci DNA (Abascal F, Juan D, Fress ML et al.: Loose ends:
almost one in five human genes still have unresolved
coding status. Nucleic Acids Res, 2018 doi: 10.1093/
/nar/gky587).

Pfejeme Vam piijemné pocteni ¢lankd, které jsme
pro Vas v tomto cisle vybrali.

Se srde¢nymi pozdravy
Vasi
Jan Kas a Petra Lipovova
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REKREACNI GENETIKA

Lucie BeneSova

Genomac vyzkumny dstav, Praha 6; Ibenesova@genomac.cz

Uvod

Genetika neni jenom véda o vrozenych nemocech.
V dnesni dobé uz védci umi v DNA piecist oblasti,
ve kterych jsou zapsany nékteré vlohy ¢i talenty,
odkodovat mista pGvodu Vasich pradavnych predki
nebo dokonce vytvofit obraz nebo Sperk podle pfedlo-
hy Vaseho jedine¢ného genetického kddu zapsaného
v DNA.

Genograf aneb historie ukryta
ve Vasi DNA

Asi kazdy z nas se nékdy zamyslel nad svymi kofeny.
A néktefi dokonce sestavuji rodokmeny, patraji v mat-
rikach, hledaji potencionalni pfibuzné. Védéli jste ale,
ze informaci o tom, kde se nachazi misto Vaseho puU-
vodu a k jaké jazykové rodiné nélezite, nosite stéle
u sebe, ve Vasi DNA? Ano, skute¢né to tak je a test
Genograf Vam tuto informaci umi odhalit.

Jedna se o analyzu urcitych Gsekl DNA, které se
dédi v nezménéné formé z generace na generaci, a tak
je mozné, na zakladé vysledkd a jejich porovnani se
svétovymi databazemi a védeckymi publikacemi, ur-
¢it Vas geneticky plvod po otcovské nebo mateiské
linii nékolik stovek az tisicti let zpét. Podle kombinace
naméfenych usekd neboli genetického profilu se nej-
prve uréuje tzv. haploskupina (u otcovské linie) nebo
klan (u mateiské linie), ke kterym dany ¢lovék nalezi
a z nich se pak odvozuje pravdépodobné misto pu-
vodu a jazykova skupina. A tak se napfiklad dozvite,
ze jste vlastné germanského plvodu nebo Ze Vasi
pfedci pochazi z oblasti Francie. Navic je Vas geneticky
profil porovnan s ostatnimi sta tisici profild zadanymi
ve veiejnych svétovych databazich, a pokud je naleze-
na shoda, ziskate informaci o tom, kde se nachazi Vas
potencialni vzdaleny pfibuzny.

Vysledkem testu je unikatni certifikat s mapkou
zobrazujici pGvod a putovani Vasich piedkd, tabulkou
naméfenych DNA hodnot, podrobnym popisem Vasi

haploskupiny nebo klanu a vypisem poctu a lokalizace
lidi se shodnym genetickym profilem.

V souvislosti s testy Genograf vznikl pted 10 roky pro-
jekt Ceskd nérodni genografickd databaze, kam jsou
po souhlasu testovanych osob vkladany jejich genetic-
ké profily. V souc¢asné dobé je v databazi témér 8 000
profild po otcovské nebo mateiské linii od lidi z celé
Ceské republiky a tak davd pomérné reprezentativni
obraz genetického ptvodu Cech(i. Z analyzy dat otcov-
skych linii napfiklad vyplyva, ze nejpocetnéjsi ovsem
nikoliv pfevazujici haploskupinou v Ceské republice
je haploskupina R1a, coz je typicky slovanskéa skupi-
na vychodoevropského ptvodu. Vyskytuje se u vice
neZ jedné tretiny Cechl (37 %) a jeji nejstarsi plivod
(10 - 15 tisic let zpét) se uvadi v eurasijskych stepich
tedy na Gzemi dnesni jihovychodni Ukrajiny. Odsud
se pfedchidci, zejména Slované, Sifili na zépad a nyni
ji evidujeme zejména ve vychodni a severovychodni
Evropé, méné pak v jihovychodni Evropé.
Druhou nejzastoupenéjsi haploskupinou
je R1b (25 %). Tato typicky germanska,

eventualné romanska ¢i keltska haplosku-

pina zéapadoevropského plvodu ma nej-
starsi ptivod v jizni a jihozapadni Evropé,
zimovisti posledni doby ledové, a dnes
se nachazi pfevainé v jihozépadni a za-
padni Evropé a také v severni a jizni

Americe. Dale nasleduji, co do zastou-

peni v Ceské populaci, haploskupiny

12a (8 %), 11 (7 %) a E1b1b (6,5 %).
Vsechny tii maji nejstarsi pGvod na
Blizkém vychodé ¢i Balkanském po-
loostrové, ovsem zatimco predsta-
vitelé typicky jihoslovanské haplo-
skupiny 12a zde maji nejvyssi vyskyt

i v dnesni dobé, nositelé germanské haploskupiny I1
¢asem osidlili severni, severozapadni a zapadni Evropu
a nyni se nejvice vyskytuji v oblasti Skandinavie a haplo-
skupina E1b1b se z Blizkého vychodu rozsitila do Ste-
domofi a dnes je nejvice zastoupena v severni a vy-
chodni Africe a dale pak v jizni a jihovychodni Evropé.
Ostatni haploskupiny jsou v Ceské republice zastou-
peny jiz v méné nez 5 % a pokryvaji dalsi oblasti svéta.

U matefské linie prevlada v Ceské republice klan
Helena (cca 45 %), tak jako i v ostatnich ¢astech Evro-
pYy, zejména na jihozapadé, odkud plvodné pochazi.
Do tohoto klanu napfiklad nélezela i slavna kralovna
Marie Terezie. Déle nasleduje Urdula (17 %) s oblasti
plvodu ve Stredomofi, Tara (11 %) pochazejici ze se-
verni Itélie, Jasmina (9 %) majici svij ptivod na Blizkém
vychodé a Katefina (6 %), ktera vznikla v oblasti jizni
Evropy, konkrétné v dnesni severovychodni Italii, na
pobfiezZi Jaderského mofie a na jiznim Upati Alp, a ktera
se nejvice vyskytuje v populaci ASkenazské a evropské
zidovské populaci.
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Kazdopéadné se potvrzuje, ze Ceska republika je stfe-
dem a srdcem Evropy, a ze kromé typickych Slovan
zde mame také vyznamnou c¢ast Germand, Keltd ci
dokonce Vikingl. Tim se liSime od vétSiny ostatnich
zemi Evropy, kde vidy jedna haploskupina oproti ostat-
nim vyrazné pievlada. V Némecku, Velké Britanii, Ra-
kousku, Francii, Italii, Spanélsku, Portugalsku, Belgii,
Holandsku a Svycarsku je to R1b, v Polsku, na Sloven-
sku, v Rusku nebo na Ukrajiné zase R1a a ve Svédsku
a Norsku I1.

Vase geny Vam prozradi,
co je pro Vas to nejlepsi

Zatimco pomoci Genografu patrame ve Vasi minu-
losti, jinym testem se umime podivat pro zménu do
Vasi budoucnosti, respektive zjistit, jak mohou nékte-
ré geny ovlivnit aktivity Vasich déti nebo co muzete
udélat pro to, aby Vase snazeni o udrzeni Vaseho téla
v kondici a na spravné vaze bylo co nejicinnéjsi. Tako-
vou analyzu pfedstavuje test Genoskop, ktery zkouma
drobné odlisnosti v genech zodpovédnych za nékteré
nase vlastnosti a schopnosti. Jak celé nase télo funguje,
je totiz vysledek toho, co se v ném podle nasich gend
vyrobi, at uz je to napfiklad svalové vlakno urc¢ené pro
dlouhou vytrvalostni praci nebo pienase¢ tuku v krvi.
A v kazdém z téchto gent maGze byt drobna odchylka,
ktera zpUsobi, Ze sval ¢i prenasec funguje odlisné a né-
kdo ma pak diky tomu nadani na vytrvalostni sporty,
jiny zase zvySené ukladani tukd. Jak se ale tyto vlohy
zUro¢i je také zna¢né ovlivnéno psychikou a vnéjsimi
podminkami jako je vychova, trénink, Zivotni styl, strava
a podobné. Kdyz nékteré tyto geny pre¢teme napfiklad
v DNA Vasich déti, mize Vam to pomoci rozhodnout,
na ktery druh sportu je dét, zda u nich rozvijet vztah
k hudbé a cizim jazykdm jiz od Gtlého véku nebo do
jaké miry kontrolovat jejich aktivity ve volném case.

U dospélych osob Ize pak diky jejich znalosti Iépe na-
stavit vyzivovy a pohybovy rezim pfi redukci nebo udr-
Zovani vahy a to na zakladé urceni vrozenych dispo-
zic k hospodateni téla s pfijatymi tuky, vnimani horké
chuti, potfebé sladkého nebo ke zvladani riznych typt
sportd.

Vysledek testu pro déti, Genoskopu Junior, obsahuje
vedle samotné analyzy gend pro sport, absolutni hu-
debni sluch, cirkadianni rytmy a riziko vzniku zavislosti,
zejména konkrétni doporuceni pro vhodné sporty i
idealni denni dobu pro psychické i fyzické aktivity Vase-
ho ditéte. Vysledek testu Genoskop Linie zahrnuje navic
podrobny ,ndvod” na typ a sloZeni stravy a sportovni
aktivity, obecny jidelnicek a dalsi uZite¢né informace
pro efektivni, zdravé a hlavné télu pfirozené snizova-
ni vahy. Smyslem tohoto testu tedy je, aby ukazal, co
je télu podle jeho DNA to nejpfirozenéjsi a napomohl
tak spravné nasmérovat sportovni, psychicky i vyzivovy
rezim.

DNA jako jedinecna predloha pro obraz
nebo Sperk

DNA kazdého c¢lovéka je zcela unikatni a neopakova-
telny biologicky objekt, ktery kromé gen(, zodpovéd-
nych za vzhled a fungovani celého téla, obsahuje také
urcité variabilni oblasti, jejichz kombinace tvofi tzv. ge-
neticky profil ¢lovéka. Tento geneticky profil je néco
jako otisk prstu, ktery se pfimo nabizi jako pfedloha
pro tvorbu obrazu — Genoportrétu ¢i Sperku — Genokle-
notu. V téch se pak spojuji dva fenomény: jedine¢nost
vzorové DNA a moderni design. Genoklenot je Sperk
21. stoleti, ru¢né vyrabény naramek nebo nahrdelnik
ze stfibra a krystal( Swarovski, jehoz kone¢né barevna
podoba odrézi geneticky profil zakomponovany do po-
zic jednotlivych krystal(. Designovy obraz Genoportrét,
je stejné jako Genoklenot, odrazem genetického kodu
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prostfednictvim pozic barevnych linek. Navic ale umoz- Jak genetické testy probihaji?

fiuje spojit genetické profily od vice osob najednou, Celkem jednoduse, sta¢i doma specialnim kartackem
a tak mdzete mit doma sviij partnersky, sourozenecky odebrat sob& nebo svému ditéti z ust vzorek DNA
¢i rodinny obraz, ktery vyjadfuje nejen jedine¢nost kaz- a zaslat do laboratofe spolu s vyplnénymi dokumenty.
dé osoby, ale take jejich vzajemnou genetickou podob-  pg obdrieni Vasich vzorkt se pomoci nejmodernéjsich
nost zobrazenou barevnymi prekryvy. Vysledkem jsou pfistroji provede izolace a analyza DNA, nasleduje vy-
nad¢asové, ale zaroveri velice osobni obrazy a Sperky hodnocovéni a interpretace ziskanych dat a kone¢na
s dusi osoby, jejiz DNA slouZila jako pfedloha. Hodi se tvorba certifikatu, vysledkového protokolu, obrazu &
tedy zejména jako dar k mimofadnym pfilezitostem $perku, coz trva zpravidla 3 — 6 tydn(i. V3echny genetic-
(svatba, promoce, kiest, vyznamné narozeniny), pro- ké testy je mozno ziskat i ve formé darkovych poukazt
toze co vic mlzZete dat svym nejblizSim, nez kousek a piekvapit tak své blizké opravdu nevsednim a zcela
sebe. originalnim darkem.

Literatura:

1. www.rekreacnigenetika.cz
2. www.umeniDNA.cz
3. Zastera J, Roewer L, Willuweit S, Sekerka P, Benesova L, Minarik M: Forensic Sci. Int. Genet. 4(3), 75 (2010).

Souhrn

Benesova L.: Rekreacni genetika

Rekreaéni genetika je zcela nové odvétvi genetiky rozvijejici se zejména v poslednich deseti letech. Nezaméfuje se na zdravi ¢i identi-
fikaci osob, ale na takovou analyzu DNA, jejiz vysledky poskytuji testovanému jedinci zajimavé informace o jeho pradavnych kofenech
¢i vrozenych talentech a vlastnostech. Diky tomu Ize napfiklad urcit plvod matefské a otcovské linie, vypatrat vzdalené pfibuzné anebo
pomoci pii vybéru koni¢kd a sportd u déti ¢i volbé vhodného nastaveni redukéniho programu. V ramci Rekreaéni genetiky Ize také ziskat
zcela osobity a jedine¢ny obraz ¢i Sperk vytvoteny dle predlohy genetického kédu.

Klicova slova: rekrea¢ni genetika, Genograf, haploskupina, STR-markery, Genoskop, talenty a viohy, Genoportrét, Genoklenot

Summary

BenesSova L.: Recreational genetics

Recreational genetics is a completely new branch of genetics that has evolved over the last decade. It does not focus on the human
health or identification, but on analysis of such DNA regions which hide the interesting information about ancestral roots or innate
potential and skills of tested person. For example, it is possible to determine the origin of the maternal and paternal lines, to find distant
relatives, or to help with choosing hobbies and sports for children, or setting the appropriate weight reduction program. Within Recrea-
tional Genetics, you can also get a completely personal and unique art or jewel created according to your genetic code.

Keywords: Recreational genetics, Genograf, haplogroup, STR-markers, Genoskop, innate potential and skills, Genoportrait, Genojewel
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ODBORNE CLANKY

PREHLED LATEK S ANTIMIKROBIALNI
A ANTI-BIOFILMOVOU AKTIVITOU OBSAZENYCH

VE VINNE REVE

Jana Drbohlavova

Ustav Biotechnologie, VSCHT v Praze; drbohlaj@vscht.cz

Uvod

Negativni vlivy biofilmi jsou sou¢asnym problémem
v mediciné, kde mikroorganismy jsou zodpovédné
za Siroké spektrum mikrobidlnich infekci v lidském téle.
k rostouci rezistenci mikroorganism® k béiné pouzi-
vanym antibiotikim. To ukazuje na potiebu hledani
novych anti-biofilmovych latek, které by mohly pfispét
k odstranéni jiz vytvofeného biofilmu'. Jednou z moz-
nosti je vyuZiti pfirodnich latek, sekundarnich meta-
bolitGd rostlin, napfiklad polyfenold. Tyto metabolity
se pfirozené vyskytuji v ovoci, zeleniné, obilovinach,
ale také v rostlinnych produktech, jako je, vino, pivo,
¢aj a kakao?. Pozornost se pfesunula k rostlinnym poly-
fenoltim izolovanym z extraktu rostlin vinné révy (Vitis
vinifera). Vinna réva obsahuje velké mnozstvi polyfe-
nolovych latek, napf. resveratrolu, quercetinu ¢i polyda-
tinu, které vykazuji antimikrobialni a anti-biofilmovou
aktivitus.

Vitis vinifera

Pfi vyrobé vina zlstava 20 % hmotnosti hroznl jako
vylisky, zvané matoliny, které patfi mezi odpadni pro-
dukty a vyuZivaji se jako ptidni hnojivo. Z divodu 3Spat-
né stravitelnosti je nelze pouzit jako krmivo, ale jsou
zdrojem hydrokoloid(, dietni vldkniny a ze semen se
lisuje olej*>. V poslednich nékolika letech se objevil
rostouci zajem o vyuZiti vedlejSich vinaiskych produk-
td pro vyrobu pfirodnich antioxidant(i z dGivodu obsa-
hu polyfenolovych latek. Tyto slouceniny tvofi aroma-
tické sekundarni metabolity, které jsou syntetizovany
béhem metabolismu rostlin Sikimatovou cestou nebo
z fenylpropanoidu. Jejich biosyntéza nastavd béhem
normalniho vyvoje rostlin nebo jako reakce na stresové
podminky, jako je infekce, poranéni rostlin a pisobeni
UV zafeni®.

Meziprodukty a odpadni produkty pfi vyrobé vina
predstavuji nizkonakladové zdroje mnoha bioaktivnich
sloucenin pouzivanych v potravinaiském, kosmetickém
a farmaceutickém pramyslu® 77.

V semenech hroznd jsou pfitomny flavonolové a pro-
antokyanidinové slouceniny (kondenzované taniny).
Proantokyanidinové slouceniny patii mezi dilezité sen-
zorické latky, které dodavaji cervenému vinu na hof-
kosti a trpkosti. Také jsou odpovédné za antioxida¢ni
uc¢innost vinaiskych produktt®. Dalsi fenolové slouceni-
ny pfitomné v ¢erveném a bilém viné jsou hydroxyben-
zoové a hydroxyskoficové kyseliny, flavonoly a stilbeny.
Slupky bobuli piedstavuji bohaty zdroj antokyanidind,
hydroxyskoficovych kyselin a flavanold. Modré a bilé

odridy se lis$i v mnoZstvi antokyanidin(i, kde modré
odridy disponuji jejich vy3s$im mnozstvim®. Tfapiny
hrozni mohou tvofit az 25 % vsech zbytkd pochazeji-
cich z vinaiského praimyslu.

Tfapiny jsou odstranény na zacatku procesu vyroby
vina a mohou si zachovat Sirokou skélu fytochemickych
latek, jako jsou polyfenolové latky. Trapiny obsahuji az
20 % polyfenolovych latek, napf. proantokyanidinové
slou¢eniny a primérné mnozstvi kyselin®.

Resveratrol

Resveratrol neboli 3,4'5-trihydroxystilben (Obr. 1)
patii mezi nejznamé;jsi zastupce stilbend. Vyskytuje se
v rostlinach ve formé dvou izomer( cis a trans, pficemz
prevazujici izomer je trans forma®.

OH

HO

OH

Obr. 1: Chemicka struktura trans-resveratrolu.

Trans-resveratrol je syntetizovan jako odpovéd
na bioticky a abioticky stres, napi. na houbovou in-
fekci'. Trans-resveratrol a jeho glukosid trans-piceid
(polydatin) piedstavuji biosyntetické prekursory riz-
nych bioaktivnich polyfenold, jako jsou pterostilbeny
nebo a- a e-viniferin™ 2,

Resveratrol vykazuje protirakovinné, antioxida¢ni
a antimikrobialni Gcinky. V ¢erveném viné je koncen-
trace resveratrolu v rozmezi 1,5 az 8 mg/l. Antonio-
lli a kol. (2015) detekovali mnozstvi trans-resveratro-
lu v matolinach cerveného vina o koncentraci
36,0 + 4,9 mg/kg'™. Antimikrobialni Gcinky resveratrolu
jsou v posledni dobé studovany z hlediska mechanis-
mu antifungalni aktivity. Pfesny mechanismus je stale
do zna¢né miry neznamy, ale resveratrol by mohl pa-
sobit jako induktor apoptosy lidskych oportunné pa-
togennich kvasinek Candida albicans. \lysledky studie
Lee (2015) prokazaly, Ze resveratrol plsobi od pocat-
ku do pozdnich stadii apoptozy a podili se na aktivité
reaktivnich forem kysliku'. DalSi studie prokazaly an-
timikrobidlni ucinky resveratrolu proti bakteriim, jako
napf. Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis
a Pseudomonas aeruginosa®. Antimikrobidlni aktivita
byla také prokazana u Streptococcus mutants a Strep-
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tococcus sanguis, coz jsou bakterie ustni mikroflory
zodpovédné za tvorbu plaku, zubniho kazu a podileji-
ci se na vzniku paradontézy. Resveratrol by v budouc-
nu mohl slouzit jako alternativa k bézné pouzivanym
pfipravkiim v zubnim lékaistvi'™.

Resveratrol je prokdzanym inhibitorem tvorby biofil-
mu gram-negativni bakterie Vibrio cholerae. Trans-
-resveratrol obsaZeny v extraktu Carex dimorpholesis
inhiboval adhezi gram-negativni bakterie Escherichia
coli 0157:H7 k lidskych epitelidlnim bunkam. Pocet
adherovanych bunék se po aplikaci 100 mg/I resve-
ratrolu snizil az 3x™. Anti-biofilmovy ucinek byl také
prokazan u gram-pozitivni bakterie Propionibacterium
acnes®.

Polydatin

Polydatin (3,4',5-trihydroxystilben-3-B-D-glukosid) je
monokrystalicka slou¢enina a je jednim z nejcastéji
vyskytujicich se stilbenl v pfirodé (Obr. 2). Farmakolo-
gickymi studiemi bylo prokazano, Ze polydatin pozitiv-
né plsobi na kardiovaskularni systém?. Ve vinné révé
je pfitomnost polydatinu detekovéna napfiklad v mato-
linach, kde byla ur¢ena koncentrace 12,3 *+ 2,7 mg/kg"®.

OH

HO
HO OH

Obr. 2: Chemicka struktura polydatinu.

Schulze a kol. prokazali inhibi¢ni ucinky polydatinu
proti Venturia inaequalis, pGvodci strupovitosti listd
jabloné. Bylo zjisténo, Ze polydatin inhibuje kli¢eni spor
a pranik V. inaequalis ptes kutikularni membranu lis-
td. Experimenty ukézaly, Ze polydatin by mohl pfispét
ke zlepseni odolnosti listl jabloni vii¢i patogentim?'.

Quercetin

Quercetin neboli 3,5,7-trihydroxy-2-(3,4-dihydroxyfe-
nyl)-4-chromen-4-on je jednou z flavonoidnich slouce-
nin, které se pfirozené vyskytuji ve vyssich rostlinach
(Obr. 3)22,

OH O

Obr. 3: Chemicka struktura quercetinu.

V rostlinach je quercetin pfitomen v riznych gly-
kosidickych formach, nejastéji jako quercetin-3-ru-
tinosid (rutin), quercetin-3-glukosid (isoquercitrin)

a quercetin-3,4’-diglukosid®. Ve vinné révé je pfitomen
quercetin, mnozstvi je odliSné v rlznych ¢astech vinné
révy. Mnozstvi pfitomného quercetinu v matolinach
bylo detekovano odpovidajici hodnoté 0,16 + 0,01 mg/I,
ve slupkdch 0,26 +£0,02 mg/l. Obsah quercetin-3-ru-
tinosid v matolinach byl 0,17 £ 0,01 mg/l, ve slup-
kach 0,19 + 0,01 mg/l. Déle byl detekovan v tfapinach
(0,21 £ 0,07 mg/l) a v semenech (0,17 = 0,02 mg/l)*.

Quercetin ma mnoho biologickych a farmakolo-
gickych G¢inkG?. Byla zjisténa jeho antimikrobialni
a anti-biofilmova aktivita proti patogeniim prenase-
nym potravinami. U tfi testovanych bakterialnich kme-
nd (Yersinia enterocolitica, P. aeruginosa a Klebsiella
pneumoniae) quercetin inhiboval viditelny rést
a u vdech testovanych kmenl byl také prokazan
anti-biofilmovy ucinek?®. Antifungalni aktivita querceti-
nu (obsazeném v propolisu) proti kvasince C. albicans
byla prokézéana ve studii Herrera a kol. (2010)?".

Katechin

Katechiny patfi mezi flavanoly a jsou pfitomny v mno-
ha potravinaiskych produktech, rostlinach a ovoci. Mezi
hlavni katechiny pfitomné v zeleném caji patii (-) -
epigallokatechin gallat, (-) — epigallokatechin, (-) -
epikatechin gallat a (+) — katechin?®. Pozitivni ucinky
zeleného caje vyrabéného z listl Camellia sinensis,
jsou piipisovany témto katechintm, které jsou zde
hojné obsaZeny a zodpovidaji za jeho vysokou antioxi-
dacni a antimikrobidlni aktivitu proti rdstu oportunnich
patogend®.

(+) - katechin a (-) — epikatechin byly detekovany
v tfapinach vinné révy, v semenech, ve slupce ¢ v ma-
tolinach. Semena vinné révy obsahuji nejvétsi mnozstvi
(+) - katechinu (22,0 £ 0,1 mg/l) a (-) - epikatechinu
(20,1 £ 0,4 mg/l). Naopak v matolinach bylo (+) - ka-
techinu detekovéano pouze mnozstvi 8+ 1 mg/l a (-) -
epikatechinu 7,2 £ 0,3 mg/I~.

Studie ukézaly, ze kombinovana terapie prostred-
nictvim epigallokatechin gallatu a antimykotik zvySu-
je inhibi¢ni Ucinek amfotericinu B nebo flukonazolu
proti kvasince C. albicans*. Kombinovany antimikro-
bialni ucinek kyseliny gallové a katechinu byl prokazan
proti ristu bakterie E. coli *'.

Kaempferol
Kaempferol (Obr. 4) ma Sirokospektré antioxidac-

ferol je také pfitomen ve vinné révé, kde byl ve slup-
kach a v tfapinach detekovan ve stopovém mnoZstvi.
Naopak v matolinach vinné révy a v semenech nebyl
vlbec pfitomen?+.

U kaempferolu a jeho derivati (zejména kaempfe-
rol rhamnosidu) byly prokazany, antibakterialni a an-
tifungalni vlastnosti**343>36 V praci Shao a kol. (2016)
sledovali vliv kombinace kaempferolu a flukonazolu
na potlac¢eni exprese genl kddujicich efluxni pumpy
kvasinky C. albicans. Efluxni pumpy jsou membrano-
vé proteiny, které transportuji lé¢ivo ven z buriky®”.
Antifungalni aktivita samotného kaempferolu byla
slaba u deseti testovanych kmenl C. albicans. Byla
viak prokazéana synergicka antifungalni aktivita kaemp-

Bioprospect ¢. 3/2018

Ro¢nik 28



ferolu a flukonazolu na potlaceni exprese gent efluxni
pumpy u tfech klinickych kment. Synergicky Gcinek
kaempferolu a flukonazolu pravdépodobné zpusobil
inhibici exprese gen(l efluxni pumpy klinickych kment
C. albicans rezistentnich na flukonazol*®.

Obr. 4: Chemicka struktura kaempferolu.

Fenylmlécna kyselina

Kyselina 3-fenylmlé¢na neboli 2-hydroxy-3-fenylpro-
panova (Obr. 5) je organicka kyselina, ktera mize byt
produkovéana mnoha mikroorganismy, zejména bakte-
riemi mlé¢ného kvaseni®.

Jedna se o antimikrobiélni slou¢eninu s Sirokospek-
tralni aktivitou proti bakteriim, napf. Listeria monocy-
togenes*, Staphylococcus aureus a E. coli O157:H7%.

@)

Obr. 5: Chemicka struktura L-3-fenylmlécné kyseliny.
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Zavér
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Souhrn

Drbohlavova J.: Piehled latek s antimikrobialni a anti-biofilmovou aktivitou obsazenych ve vinné révé

Tvorba biofilmd a s ni souvisejici rostouci rezistence mikroorganismd ukazuje na potfebu hledani novych pfirodnich latek, které
pii sou¢asném podani s antibiotikem zvysi jejich biologickou aktivitu. Zaroveri je nutné zajistit netoxicitu téchto latek. Jednou z moznych
alternativ je pouZiti sekundarnich metabolit( rostlin, napfiklad polyfenold. Tyto metabolity se pfirozené vyskytuji v ovoci, zelening, obilo-
vinach, ofesich, ale také v rostlinnych produktech jako je vino, pivo, ¢aj a kakao. V sou¢asné dobé se piesunula pozornost k rostlinnym
polyfenolm pochazejicim z extraktu vinné révy. Vinna réva obsahuje velké mnozstvi polyfenolovych latek, napi. resveratrolu ¢i polyda-
tinu. Odpadni vinaiské produkty jsou bohaté na polyfenolové latky, které by mohly pfispét k feeni problému pfi rezistenci mikroorga-
nismG k bézné pouzivanym antibiotikdim, zaroveii by se tim vyfesil problém s nakladanim s vinaiskymi odpady.

Klicova slova: rezistence, polyfenolové latky, resveratrol, vinaiské odpadni produkty

Summa

Drbohlav:xa' J.: An overview of substances with antimicrobial and anti-biofilm activity contained in grapevine

The formation of biofilms and the associated increasing resistance of microorganisms shows the need to search for novel natural
substances that would increase the biological activity of antibiotics if used together. It is also necessary to ensure the non-toxicity
of these substanes. One of the possibilities could be the application of plant secondary metabolites. These metabolites naturally occur
in fruits, vegetables, cereals, nuts but also in plant products such as wine, beer, tea and cocoa. At present, attention has been paid to plant
polyphenols from the grapevine extracts. Grapevine contains a lot of polyphenols, such as resveratrol or polydatin. Waste wine products
are also rich in polyphenol substances that could help solve the problem of antibiotic resistance as well as the management of wine
waste.

Keywords: resistance, polyphenols, resveratrol, waste wine product

ANTIBIOFILMOVA AKTIVITA NANOCASTIC

ondrej Chlumsky, Katefina Demnerova

Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha; chlumsko@vscht.cz

Uvod

Mikroorganismy jsou schopné, za urcitych podminek,
tvofit biofilmy, které jsou, ve srovnéni s planktonni-
mi bunkami, odolnégjsi vici vnéjsim podminkam. Tato
mikrobialni konsorcia jsou rezistentni napf. vici plso-
beni antibiotik a dezinfek¢nich prostiedkl. V popftedi
z4jmu je tedy vyvoj novych postupl a metodik, jejichz
poutziti by sméfovalo k odstranéni biofilmd, ale i k za-
branéni (blokaci) jejich tvorby. Jednou z nadéjnych
moznosti je vyuZiti nanocastic pfipravovanych hlavné
z kovovych prvkd, které i samy o sobé maji antimikro-
bialni vlastnosti. Vyzkumy dosud provadéné v této ob-
lasti ukazuji, Ze nanocastice vhodnych rozmérd a kon-
centraci, se mohou na odstranéni biofilm@ a blokaci
jejich tvorby uc¢inné podilet napi. v mediciné (katetry,
intubace atd.)'2*#5. DalSim oborem, kde se tyto nové

postupy mohou vyuZivat, je potravinaisky pramysl.
V pribéhu technologického procesu dochazi k tvorbé
biofilm( prevazné na plochach, které pfichazeji do sty-
ku s vyrobkem.

V soucasné dobé, kdy komeréné dostupna antibioti-
ka postupné ztraceji svou ucinnost, se nanotechnologie
jevi jako jeden z nejslibnéjsich postupl k odstrafiovani
biofilmue.

Nanocastice jsou strukturované v nanometrickém
méfitku (do 100 nm), coz jim dovoluje snadno pene-
trovat do biofilmové matrice a buné¢nych membran’.
Pii své ,nano” velikosti poskytuji obrovsky povrch a jsou
vysoce reaktivni. Dosud bylo ovéfeno, Ze rdizné skupiny
nanocastic jsou ucinné pfi [é¢bé infekénich onemocné-
ni, a to i téch, které jsou zplGsobeny mikroby rezistent-
nimi k antibiotikGim.
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Nanocastice

Velikost nanocastic se obvykle pohybuje v rozme-
zich od 1 do 100 nm. Zmenseni rozmér na atomovou
troven vyrazné méni jejich fyzikalné-chemické, optic-
ké a biologické vlastnosti. V souc¢asné dobé existuje
nékolik metod vyuZivajici nanocastice pro zkoumani
antimikrobialnich vlastnosti. Nanostruktury s vnitini
antimikrobialni aktivitou, nanoc¢astice funkcionalizova-
né s antimikrobialnimi slou¢eninami (pouzivané hlav-
né jako léc¢iva) a nanomodifikované povrchy zafizeni,
které snizuji nanos a tvorbu biofilmu (Obr. T1)8°101,
Pro lé¢ebné ucely Ize vyuzit mnoho druhd nanodastic,
které jsou obecné rozdéleny do tii hlavnich kategorii:
organické, anorganické a smisené™. Jejich velkou plo-
chu Ize vyuzit pro navazani lékq, a tak rGzné slouceniny

(a)

ap,@ﬁc'

povrch s
nanocasticemi

odolnost vuci tvorbé biofilmu

Yooy 38 2, |
SIS S/

imobilizované na jejich povrchu mohou vést ke zvy3eni
jejich rozpustnosti a cilené transformace do mista pa-
sobeni®®™. Dale bylo prokazéano, ze kombinace nano-
Castic a antibiotik vykazuje zvySenou antibiofilmovou
aktivitu™. V odborné literatufe je popsano, ze nanocas-
tice narusuji integritu biofilmu interakci s extracelular-
nimi polymernimi latkami, extracelularni DNA, proteiny
a lipidy biofilm@. Pfi interakci nanocastic s mikroby
pravdépodobné dochazi k poskozeni jejich bunécné
stény, membrény, dalsich buné¢nych struktur a biomo-
lekul (Obr. 2)". Nanocastice jsou také vyuzivany pro
nanofunkcionalizaci povrchu biomedicinskych nastro-
ji jako jsou katetry, sklenéné povrchy apod.”® Mnoho
typd nanocastic vykazalo vyznamny antimikrobialni uci-
nek. Mezi tyto patfi napfiklad nanocéstice zlata, stfibra,

v v

zeleza, hoiciku, magnetitu a oxidu zine¢natého.

(b)

povrchy interagujici s mikroorganismy

O Py

SIS

povrch bez
nanocastic

mikrobialni biofilm

Obr. 1: llustrace inhibice tvorby biofilmu na povrsich pokrytych nanocasticemi (upraveno).
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Obr. 2: Obecné mechanismy tcinku nanocastic na bakterialni buiiku a jeji komponenty (upraveno)®.

Ro¢nik 28

Bioprospect ¢. 3/2018



Nanocastice zlata

Lécebné Gcinky zlata byly znamy jiz ve starovéku.
Navic diky své vysoké biologické kompatibilité a vlast-
nostem piedstavuje zlato jeden ze slibnych materiald
pro vyvoj alternativnich zptsobt eradikace biofilmu.
Pfestoze ne vSechny mechanismy ucinku jsou znamy,
ukazalo se, Ze nanodastice zlata maji antimikrobialni
vlastnosti vii¢i gramnegativnim i grampozitivnim bakte-
riim, zejména pokud jsou funkcionalizovéany s malym
mnozstvim dalSich antimikrobialnich slou¢enin (chito-
san, streptomycin, stfibro). Takto upravené nanocastice
jsou ucinné jak proti citlivym, tak i proti rezistentnim
mikrobialnim patogentm™. V sou¢asné dobé jsou na-
nocastice zlata pouzivany také jako nosice pfirodnich
a syntetickych antimikrobialnich sloucenin s lé¢ebnymi
vlastnostmi. Funkcionalizace nanocastic zlata se stfib-
rem prokazala slibné synergické antimikrobialni vlast-
nosti?°.

Nanocastice stribra

Nanocastice stiibra jsou schopné interagovat s mi-
kroorganismy, jak ve formé planktonnich bunék, tak
i s biofilmy, ¢ehoz se vyuziva k potlaceni infekci vyvo-
lanych grampozitivnimi, i gramnegativnimi bakteriemi
event. kvasinkami. Pfesny mechanismus antimikrobial-
ni aktivity stfibra nebyl jesté popsan. Stfibrné nanocas-
tice jsou schopny proniknout do bakterialni bunécné
stény, kde plsobi strukturalni zmény v buné¢né mem-
brané a tim i modifikovat membranovou permeabilitu,
¢imz indukuji smrt bunék. Navic se zda, Ze antimikrobi-
alni Gcinek stfibrnych nanodastic souvisi se schopnosti
téchto struktur interagovat s proteiny obsahujicimi
siru, které jsou velmi bohaté zastoupené v bakterial-
ni buné¢né membréané. Vazba téchto nanocastic na
membranu zvySuje propustnost a vede k tvorbé vel-
kych pérd?'. Dalsi vysvétleni antimikrobialniho Gcinku
stfibrnych nanocastic prostfednictvim poskozeni mem-
brany pfedstavuje tvorba volnych kyslikovych radikald.
Uvazuje se i o vazbé stfibrnych nanocéstic na DNA,
ktera vede k jejimu poskozeni s naslednou bunéc¢nou
smrti?2. Antimikrobialni tcinek stfibrnych nanocastic se
zda byt zavisly na davce a velikosti nanodastic, pficemz
nejucinnéjsi jsou castice o velikosti 10 — 15 nm?,

Nanocastice zeleza

Nanocastice zeleza byly jiz pouzity v primyslovych
i lékaiskych aplikacich. Feromagnetické nanocastice
poskozuji DNA a stépi proteiny pfitomné v biofilmech
za pfitomnosti peroxidu vodiku a spole¢né pusobi jako
katalyzatory degradujici biofilm?425. Bylo zjisténo, Ze su-
perparamagnetické nanocastice oxidu zZeleza (SPIONy)
vykazuji vyznamné vysokou antibakterialni aktivitu?e.
Indukce hypertermie pomoci SPIONG a stfidavého
magnetického pole pro inaktivaci bakterialnich biofilma
je zcela novy a efektivni pfistup. V studii Subbiahdoss
a spol. (2012) byly SPIONy modifikovany karboxyethyl-
silanetriolem a pouzity k usmrceni bakterii rezistent-
nich na gentamicin?. Tyto modifikované SPIONy vyka-
zovaly 8x vyssi antibakterialni i¢innost nez gentamicin.
SPIONy Ize tedy pouzit k fizené eradikaci biofilmda.
Tepelny ohfev vyvolany SPIONy muze poskodit tkané

pfitomné v blizkosti biofilmu, proto je potfeba vyvinout
specifické cilené SPIONy.

Nanocastice horciku

Nanocastice hof¢iku maji téZ schopnost proniknout
do bakterialnich bunék. Narusuji zde membranovy
potencial, déle dochazi k lipidové peroxidaci s nasled-
nou vazbou nanocastic na DNA. Tento zasah do funkce
bunék snizuje schopnost bakterii vytvaret biofilmy?©.
Bylo prokazano, Ze potazenim sklenénych povrch( hoi-
¢ikovymi nanocasticemi (tzv. nanofunkcionalizované
povrchy) dochézi k omezeni tvorby biofilmd zkouma-
nymi bakteriemi. Stejné vyzkumné skupiné se pozdé-
ji podafilo témito nanocasticemi modifikovat katetry.
Na jejich povrch vznikl tzv. stabilni antibiofilmové
aktivni povlak. Takto modifikované katetry omezovaly
tvorbu biofilmu. Cytotoxicita pro lidské buriky nebyla
prokazana.

Magnetické nanocastice

V poslednich nékolika letech byly vyvinuty magne-
tické nanostruktury urené zejména pro zlepSeni
antimikrobialni aktivity rdznych molekul a omezeni
mikrobialni kolonizace a vyvoje biofilmu?. Magnetické
nanocastice funkcionalizované s rdznymi pfirodnimi
a syntetickymi antimikrobidlnimi slou¢eninami zkracu-
ji [é¢bu a zlepsuji terapeutické vysledky tim, ze pisobi
synergicky. Funkcionalizované magnetické nanocastice
byly zkoumany v rlznych protiinfekénich pfistupech.
Jednalo se zejména o Gcinnou a rychlou lé¢bu tézkych
lokalizovanych a systémovych infekci. Déle pak byly
sledovany povrchové aktivni latky inhibujici mikrobialni
adhezi a tvorbu biofilmu. V neposledni fadé modifiko-
vané textilie jako jsou obvazy na rany nebo obleceni
s antimikrobidlnim Gcinkem; kosmetické prostiedky
s antibakterialnim ucinkem®. Textilni obvazy na rany
byly uspésné modifikovany povlakem funkcionalizo-
vanych magnetickych nanocastic a rostlinnych esen-
cialnich oleji. Takto modifikovana textilie prokazala
vyznamné antimikrobialni vlastnosti, coz znaci odol-
nost jak proti adhezi mikrobialnich bunék, tak rozvoji
biofilmu.

Nanocastice oxidu zinecnatého

Nanocastice oxidu zine¢natého maji zna¢nou anti-
biofilmovou aktivitu a v souc¢asné dobé jsou dob-
fe prozkoumany z hlediska jejich vyuziti k potlaceni
bakterialnich biofilmG. Nicméné jejich vysoka toxicita
a pomérné nizka stabilita omezuje jejich pouzitelnost
v mediciné. Nedavny vyzkum dosahl vyznamného po-
kroku snizeni toxicity nanocastic oxidu zinecnatého
na sav¢i hostitelské buriky se zachovanim vysoké
mikrobidlni aktivity. Studie uvadéji, Ze tyto nanocas-
tice jsou vysoce Uc¢inné proti mnoha potravinovym
patogentim, jako jsou Bacillus subtilis, Escherichia
coli, Pseudomonas fluorescens, Listeria monocytoge-
nes, Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis
a Staphylococcus aureus®'. Nanocastice oxidu zinec¢na-
tého jsou schopné degradovat buné¢nou membranu
a zvysit jeji propustnost?.
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Nanocastice funkcionalizované
prirodnimi latkami

Saviuc a spol. (2013) prokazali, Ze nékteré izolované
molekuly a esencialni oleje z pfirodnich latek mohou
interferovat s virulenci a quorum sensing signalizaci®.
Tento poznatek se dé& vyuZit pfi funkcionalizaci nano-
¢astic pfirodnimi latkami. Z vySe uvedeného stru¢ného
piehledu pouzivanych nanocéstic byly pfirodnimi
latkami funkcionalizované stfibrné a magnetické na-
nocastice. Stiibrné nanocastice byly funkcionalizované
flavonoidy a byla prokazana jejich antibiofilmova
aktivita vaci tenké vrstvé biofilmu3>. Dal3i latkou uziva-
nou pro fukcionalizaci nanodastic je kyselina usnova,
ktera byla izolovéna z lisejnikd, v malych mnozstvich
pusobi jako signaliza¢ni molekula a v urcitych kon-
centracich ma vyznamné antimikrobialni Gcinky. Bylo
prokdzano, Ze magnetické nanocastice funkcional-
izované pomoci kyseliny usnové zvySuji antimikro-
bialni aktivitu této slouceniny snizenim hodnot mi-
nimalni inhibi¢ni koncentrace nutnych jak pro destrukci
planktonnich bunék, tak i pro snizeni minimalni kon-
centrace eradikujici biofilm. Tento zvySeny antimikro-
bialni ucinek se projevuje vice u grampozitivnich nez
u gramnegativnich bakterii. Dalsi studie ukazaly, Ze
pfi funkcionalizaci nanomateriall kyselinou usnovou
jsou ziskany komplexnéjsi nanomateriély, které zajisti
zvySenou biokompatibilitu a kontrolu uvoliiovéani ak-
tivni slouceniny. Tyto komplexni nanomateridly byly
nanaseny pokrocilymi laserovymi technikami na povrch
nékterych zdravotnickych prostfedk( a prokazaly anti-
biofilmovou aktivitu proti S. aureus®. Pro funkcional-
izaci nanocdastic byla také pouzita rostlinna sloucenina
karvon, terpenoid, ktery se vyskytuje napf. ve fenyklu ¢i
kopru. Tato sloucenina prokézala zvysené antifungalni
Gcinky, ale i antibakterialni aktivitu. Magnetické nano-
Castice funkcionalizované s karvonem omezovaly tvor-
bu biofilmu u modelu Candida tropicalis in vitro'. Dalsi
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pfirodni latka, eugenol, byla také testovana s ohledem
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olejich napt. v hiebicku, muskatovém ofisku ¢i ve skof-
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ze materialy vyrobené z téchto funkcionalizovanych
nanocastic mohou omezit kolonizaci a naslednou tvor-
bu biofilmu nejen grampozitivnimi a gramnegativnimi
bakteriemi, ale i kvasinkami.

Zaver

Infekce spojené s tvorbou biofilmu jsou obtizné lé-
c¢itelné konvencnimi antibiotiky. Nanocastice oteviely
nové moznosti lécby, protoze rlizné skupiny nanocastic
maji nejen antimikrobialni, ale i antibiofilmovou aktivi-
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Chlumsky 0., Demnerova K.: Antibiofilmova aktivita nanocastic

Odstranéni mikrobialniho biofilmu a potlageni jeho tvorby jsou v sou¢asné dobé velkou vyzvou, ktera vyzaduje citlivéjsi a ucinnéjsi
strategie s ohledem k narGstu mikrobialnich rezistenci. Nano¢astice zaméfené na eradikaci biofilmu vyvolavaji v poslednich deseti letech
zéjem kvdli svym vlastnostem. Tyto nanocastice maji Siroké spektrum biologickych G¢inkGi a mezi nimiz je vyznamna antibiofilmova
aktivita. Dafi se jim proniknout do biofilmové matrice, ktera plsobi jako bariéra pro mnoho antibiotik a dezinfekénich prostiedk.
Kli¢ova slova: biofilm, antibiofilmova aktivita, nano¢astice

Summary

Chlumsky 0., Demnerova K.: Antibiofilm activity of nanoparticles

Eradication of microbial biofilm and prevention of its formation is currently a major challenge that requires more sensitive and effec-
tive strategies due to increasing resistence of microorganisms. Nanoparticles targeted on biofilm eradication have gained enormous
popularity over the last ten years due to their unique properties. These nanoparticles have a wide range of biological applications,
including a significant antibiofilm activity. They are able to penetrate into a biofilm matrix that serves as a barrier against many antibiotics

and disinfectants.
Keywords: biofilm, antibiofilm activity, nanoparticles

PUSOBENI NiZKOTEPLOTNiHO PLAZMATU

NA MIKROORGANISMY

Martina Paldrychova, Jana Michailidu

Ustav Biotechnologie, VSCHT v Praze; paldrycm@vscht.cz

Uvod

Infekéni onemocnéni jsou zévaznou pfi¢inou morbi-
dity a mortality po celém svété. S objevem antibiotik
lidé doufali v jejich vymizeni. Nikdo nemohl piedvidat
dopad, jaky bude jejich plosné pouzivani mit. V budou-
ci ,post-antibiotické éfe” budeme stéle ¢astéji konfron-
tovani s mikroorganismy, rezistentnimi k antibiotikm’.
Jednou z moznosti, jak docilit efektivniho a Setrného
antimikrobialniho G¢inku, je aplikace nizkoteplotniho
plazmatu (NTP)>2.

Plazma

Principidlné je plazma definovano jako neutrélni
ionizovany plyn skladajici se z ¢astic (fotond, elektro-
nd, kladné a zaporné nabitych iontd, volnych radikald
a excitovanych nebo neexcitovanych molekul)23. Pro-
stfednictvim pfitomnosti nabitych ¢astic vznika v da-
ném prostoru naboj (napi. oblak nabitych ¢astic
okolo Zhavé elektrody) a také elektrostatické pole,
jenz na Castice zpétné pusobi. Vysledkem je, Ze se
plazma navenek projevuje jako elektricky neutralni*.

V laboratornim prostiedi mizeme plazma genero-
vat vice zpUsoby. Jednim piikladem maze byt zahfati

neutrdlnich ¢astic na vysokou teplotu (okolo 20000 K),
¢imz dojde k jejich ionizaci; v tomto pfipadé se jedna
o vysokoteplotni neboli termalni plazma. K produkci
termélniho plazmatu je kromé vysoké teploty potieba
také vysoky tlak (vice nez 100000 Pa), cely proces je
tedy velmi energeticky naro¢ny (az 50 MW).

Dal3im zplsobem tvorby plazmatu je napfiklad vy-
uziti riznych typa elektrickych vybojd, u nichz je ioni-
za¢ni energie dodavana predevsim elektrondim, které
tak maji podstatné vyssi teplotu nez okolni tézsi ¢astice
plynu. Timto procesem vznikd tzv. netermalni plazma,
jehoz pouZiti je diky béznym podminkam, pfi nichz je
generovano, vhodné i v pfitomnosti termolabilnich la-
tek®. NTP je tvofeno proudénim plynu skrze relativné
silné elektrické pole. Toto elektrické pole akceleruje
pfirozené se vyskytujici volné elektrony, které nasledné
ionizuji atomy plynu a molekuly, tvofice tak vice a vice
volnych elektron?. Pravé netermalni plazma je tak
diky absenci potieby navozeni extrémnich podminek
ve stfedu zajmu védcl i primyslu®s.

NTP Ize pouiit za snizeného nebo atmosférického
tlaku. Vzhledem k jednodussi manipulaci a nizsi cené
je pfednost davana pouziti plazmatu za atmosférického
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tlaku. Jako plyn mohou byt pouzity napf. vzduch, dusik,
kyslik, argon, helium, vodik nebo jejich smési. Pfi po-
uziti vzduchu vznikaji predevsim reaktivni formy kysliku
a dusiku, jako je napfiklad ozén, hydroxylové radikaly,
singletovy kyslik, oxid dusnaty, dusitany a dusi¢nany.

V piitomnosti vihkosti se tvofi také peroxid vodiku
a hydroxylovy anion. SloZeni a mnoizstvi téchto latek
se lisi pouzitym typem zdroje nizkoteplotniho plazma-
tu. Vznikajici ¢astice mohou vyvolavat oxidativni stres
a jsou zodpovédné za poskozeni bunék mikroorga-
nismd, se kterymi interagujiz®.

Piedpokladané mechanismy pusobeni
NTP na mikroorganismy

NTP vyvijené za atmosférického tlaku se dostéva
do popiedi zajmu jako alternativni metoda dekon-
taminace (Obr. 1). Pfestoze byla prokdzana vysoka
G¢innost NTP, mechanismus pUsobeni stojici za jeho
Gc¢inkem zdstava nejasny. Existuji nicméné pfedpokla-
dané mechanismy ucinku vychazejici z teoretickych
znalosti vlastnosti plazmatu a interakci ¢astic v ném
vznikajicich s buné¢nymi strukturami mikroorganism.

Obr. 1: Viditelna inhibi¢ni zéna po 2 min plsobeni NTP
(pfistroj MicroPlaSter) na meticilin-rezistentni kmen Staphy-
lococcus aureus®.

Mezi klicové faktory ovliviiujici mikrobidlni buriky
patii UV zafeni (vinova délka 260 nm) pusobici na py-
rimidinové baze v DNA. Vznikajici pyrimidinové dimery
ovliviiuji parovani bazi a pfi replikaci DNA maji na své-
domi mutace. MnoiZstvi UV zéfeni obsazené v NTP se
liSi typem zdroje. Pouziti zdroj& produkujicich UV zafeni
pouze minoritné je Zadouci pfedevsim pro medicinské
aplikace’.

Reaktivni castice vznikajici generaci plazmatického
vyboje za atmosférického tlaku zahrnuji predevsim
peroxid vodiku, 0zon a oxidy dusiku®. Reaktivni ¢asti-
ce reaguji s buné¢nymi obaly, napi. oxidaci mastnych
kyselin v buné¢nych membranach dochazi ke zméné

jejich struktury a funkce. Peroxid vodiku, stejné jako
ozon ¢i hydroxylovy anion mohou narusit strukturni
vazby peptidoglykanu, coz vede k destrukci bakterialni
stény®. Peroxid vodiku v zavislosti na koncentraci bud
stimuluje, nebo inhibuje buné¢nou proliferaci, mize
ale také indukovat apoptézu bunék. Oxid dusnaty pa-
sobi pfi nizké koncentraci jako protizanétlivé cinidlo,
nicméné je-li generovan vysokou rychlosti, pfispiva
k poruseni bunék a tkani®.

Slozeni a mnozstvi jednotlivych reaktivnich ¢astic je
ovlivnéno také vlhkosti. Peroxykyseliny a kyselina dusi¢-
na jsou tvoreny pfi vy3si vlhkosti, ktera naopak snizuje
mnozstvi vznikajiciho ozénu. Vlivem vyssiho obsahu
kyselin dochézi ke snizeni pH, coi rovnéi ovliviiuje
inaktivaci bunék®.

Obecné je tedy mozné tvrdit, Zze nizkoteplotni plazma
pusobi na buriky jak biologicky (poskozeni DNA, pe-
roxidace lipid, zmény ve struktufe proteind, indukce
apoptozy) tak fyzikalné (naruseni bunécnych struktur
elektrostatickymi silami, elektroporace)’. Oproti se-
lektivnim mechanism@m plsobeni vétsiny tradi¢nich
antibiotik se tudiz u¢inek bakteriostatické, ¢i bakteri-
cidni terapie za poutziti NTP jevi jako systémové;si.

Vliv nizkoteplotniho plazmatu
na mikrobialni biofilmy a jiné faktory
virulence bakterii

Bylo prokézéno, Zze NTP je schopno inhibovat rist
grampozitivnich i gramnegativnich mikroorganismus.
K inaktivaci mikrobialnich biofilm( (vyznamny faktor
virulence) je vsak zapotiebi nezanedbatelné vyssiho
¢asu pusobeni NTP Komponenty extracelularni matrix
a trojrozmérna struktura bofilmu hraji ddlezitou Glohu
pfi zvySovani tolerance mikroorganismd k reaktivnim
¢asticim?. Bylo vSak zjisténo, ze vliv NTP a béiné po-
uzivaného antiseptika chlorhexidinu byl pfi eradikaci
biofilmu Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus
epidermidis srovnatelny™.

Prostfednictvim NTP Ize oslabit také dalsi faktory viru-
lence bakterie P. aeruginosa, konkrétné tvorbu pyocya-
ninu a elastasy B". Antimikrobialni aktivita NTP byla jiz
charakterizovana fadou studii, nicméné jeho interakce
se signalnimi molekulami produkovanymi bakteriemi
byla popséna teprve v roce 2016. Expozice signalnich
molekul (N-acyl-homoserinovych lakton() produkova-
nych P. aeruginosa NTP snizuje schopnost téchto mo-
lekul vyvolat u bakterie odpovéd nutnou pro spravné
fungovani mezibuné¢ného komunikacniho systému —
quorum sensing'>™. Analyza signalnich molekul ve spo-
jeni s chemickou charakterizaci NTP demonstrovala,
ze interakce reaktivnich ¢astic s témito molekulami vede
k oslabeni N-acyl-homoserin-lakton-dependetnich sys-
tému a nasledné (nutné) i k oslabeni virulence P aeru-
ginosa™.

Potencialni aplikace NTP

Moznosti aplikace NTP jsou dnes zkoumany stéle ¢as-
téji. Divodem jsou nizké investi¢ni a provozni naklady,
poutziti netoxickych plynd a absence trvalych skodlivych
produktd?. Mezi kladné vlastnosti se fadi i nizka provoz-
ni teplota; ta je rozhodujici pfi dekontaminaci tepelné
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labilnich materiald a surovin. Pfi vy3sich teplotach apli-
kovanych v potravinafstvi méze dochazet k denaturaci
proteind — NTP tak pfedstavuje alternativu pro mate-
ridly obsahuijici teplotné labilni latky, nebot denaturaci
nezpusobuje.

NTP Ize pouzit také pro mikrobiologické cisténi od-
padnich vod. Expozice pfecisténych odpadnich vod
NTP vede k redukci poc¢tu mikroorganism0. NTP by tak
v této oblasti mohlo nahradit ozon, ktery je obecné
povazovan za nebezpecny a ktery je dnes bézné pouzi-
vanym antimikrobialnim cinidlem®.

Pomérné novym tématem je aplikace NTP v medici-
né. Zdroje NTP zde pouzivané lze rozdélit do tfi sku-
pin. Pfimé zdroje NTP patfici do prvni skupiny vytva-
fi plazma s vy33i homogenitou a vyuzivaji pfedevsim
technologie dielektrického bariérového vyboje, kde
je stfidavy proud generovan mezi dvéma elektrodami
oddélenymi pevnym dielektrikem. Nevyhodou pouzi-
ti tohoto typu generace plazmatu je nutnost udrzeni
konstantni vzdalenosti zdroje od protielektrody
(povrchu téla), kterou vzhledem k nerovnostem nelze
dodrzet. Dalsi nevyhodu piedstavuje elektricky proud
prochazejici v tomto pfipadé pfimo pfes télo. Vyuzi-
ti tohoto uspofadéni tedy spocivd napf. v usnadnéni
prichodu léciv pies kozni bariéru.

Do druhé skupiny patfi nepfimé zdroje plazmatu,
ty generuji plazma mezi dvéma elektrodami (elektricky
proud tak neprochézi télnimi tkanémi). Smés aktivnich
slozek vytvofenych jeho prostiednictvim je vlivem nos-
ného plynu dopravena na osetfované misto®. K témto
Gceltm jsou ve studiich zaméfenych na lékarské pou-
ziti pouzivany rGizné nastroje (napf. plazmové jehly ¢i
ho‘lﬁéky 14,]5,16.

Pro medicinské tcely se zacinaji pouzivat také hybrid-
ni plazmové zdroje, které jsou konstrukéné jednodussi,
a lépe se s nimi manipuluje. Elektroda je zde uzemné-
na pomoci mfizky, ktera ma mensi elektricky odpor nez
télni tkan®"” NTP Ize diky jeho mikrobicidnim G¢inklm
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pouzit napfiklad k podpofeni hojeni ran a urychleni
Ié¢by koznich onemocnéni — bércovych viedd, ekzémd,
dermatomykoz a dermatitid® .

NTP muze byt vyuZito také v oblasti stomatologie,
napf. za ucelem preventivni ochrany pied tvorbou
biofilmu Streptococccus mutans, bakterie zptsobu-
jici zubni kaz, nebo k modifikaci povrchd zubnich
implantatd a ke zlepSeni adheznich vlastnosti pfi apli-
kaci zubnich vypIni™®?. Jako dalsi zajimavé potencial-
ni vyuziti netermalniho plazmatu se jevi preventivni
osetfeni endotrachealnich tubust, pouzivanych v me-
diciné pro zajisténi prichodnosti dychacich cest.
Pomoci NTP byla zvySena hydrofilita povrchu a znesnad-
néna adheze bakterie P aeruginosa na povrch tubusu.
Pfipadna kombinace NTP s antimikrobialnimi latkami
pfedpoklada dosazeni jesté lepsich vysledkd?'.

Zaver

V honbé za efektivnim a udrzitelnym feSenim pro-
blém@ zplsobenych rezistentnimi mikroorganismy
se jako nejvhodnéjsi feSeni jevi kombinace znamych
selektivnich metod s komplexnéji plsobicimi postu-
py, mezi néz se fadi mimo jiné i poutziti nizkoteplot-
niho plazmatu, plsobiciho diky generaci pestré skaly
latek rozdilnymi mechanismy Géinku. NTP plsobi nejen
na bunécné obaly a DNA, ale diky interakci se signalni-
mi molekulami ovliviiuje také produkci nékterych fak-
tor( virulence.

Vyuziti NTP je obecné dobfe snaseno dokonce
u pacientd s koznimi onemocnénimi. Nebyly u nich
pozorovany zadné vainé vedlejsi ucinky?. | pfesto je
pii biomedicinskych aplikacich vyzadovéna opatrnost
a provedeni dikladnych test( pro jednotlivé pfipady
mozného vyuziti.
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Souhrn

Paldrychova M., Michailidu J.: Piisobeni nizkoteplotniho plazmatu na mikroorganismy

Jednou z moznosti, jak efektivné a Setrné bojovat proti bakteriim rezistentnim k antibiotikdim je aplikace nizkoteplotniho plazmatu
(NTP). NTP pfedstavuje ¢aste¢né nebo uplné ionizovany plyn sloZeny z ¢astic vykazujicich tzv. kvazi-neutralitu. Mechanismus G¢inku
NTP zdstava nejasny. Vznikajici reaktivni ¢astice (ozon, hydroxylové radikaly, singletovy kyslik nebo oxidy dusiku) a UV zafeni mohou
vyvolavat oxidativni stres a jsou zodpovédné za poskozeni bunék mikroorganism, se kterymi interaguji. NTP plsobi nejen na bunééné
obaly a pyrimidinové baze v DNA, ale ovliviiuje také produkci nékterych faktort virulence: tvorbu biofilmu, pyocyaninu a elastasy B a to
pravdépodobné diky interakci se signalnimi molekulami. NTP Ize pouzit k dekontaminaci povrchi, k ¢isténi odpadnich vod a k prevenci
tvorby biofilmd napi. ve stomatologii.

Klicova slova: nizkoteplotni plazma, reaktivni ¢astice, faktory virulence

Summary

Paldrychova M., Michailidu J.: Effect of non-thermal plasma on microorganisms

Non-thermal plasma (NTP) application is one of the ways to effectively and gently fight against bacteria resistant to antibiotics. NTP is
partially or completely ionized gas composed of particles exhibiting quasi-neutrality. The NTP mechanism of action remains unclear.
Emerging reactive particles (ozone, hydroxyl radicals, singlet oxygen or nitrogen oxides) and UV radiation can cause oxidative stress and
are responsible for cell damage. NTP affect not only cell membrane or pyrimidine bases contained in DNA but also affect the production
of some virulence factors: biofilm, pyocyanin and elastase B, probably due to the interaction with signal molecules. NTP can be used for
surface decontamination, waste water treatment and for the prevention of biofilm formation, for example in dentistry.

Keywords: non-thermal plasma, reactive particles, virulence factors
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