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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:

Petra Lipovova, PhD. (editor in chief)
ICT, Technicka 3

166 10 Prague 6, Czech Republic
Phone +420 220 443 028

e-mail: petra.lipovova@vscht.cz

http://bts.vscht.cz



UVODEM
Vazeni pratelé,

vitime Vés letos jiz ve dvacdtém druhém cisle
naseho Bioprospectu a pevné véfime, ze nadéale bu-
dete spokojeni s jeho obsahem. Dékujeme Vam
za Vase komentéie a podnéty a samoziejmé se téSime
na Vase prispévky. | nadéle se vynasnazime, aby obsah
a pfinasel Vam informace i z oblasti, které nejsou sfé-
rou Vaseho béiného zdjmu. Aktualni informace Vam
budeme nadéle poskytovat v nasem e-mailovém
servisu, ale jen tém z Vas, ktefi o to projevi zajem.

Jako kazdoro¢né uspofddéme jiz tradi¢ni seminaf
.Novinky v oblasti genetickych modifikaci”, ktery se
uskute¢ni v utery 22. kvétna 2012 od 13 hod.
v poslucharné& Al VSCHT v Praze. Pfedbé&iny program
a dal3i podrobnosti naleznete na vlozené pozvance.

Radi bychom Vém piipomnéli, ze je Vam stéle
k disposici web naSeho loriského mezinarodniho
symposia (www.biotech2011.cz), kde si miuzete
prohlédnout fotografickou dokumentaci. V téchto
dnech se uzavird recenzni fizeni vybranych piehlednych
¢lankd pro casopis Biotechnology Advances. O jejich
publikaci Vas budeme informovat v dalSim ¢isle
Bioprospectu.

Jak jsme Vas jiz koncem roku informovali, probéh-
nou v letoSnim roce volby Rady a revizni komise
poprvé korespondencnim zplsobem (e-mailem nebo
pisemné). O organizaci voleb budou vsichni ¢lenové
uvédomeni dopisem. Vase nominace muzete posilat
na adresu: danka.pokorna@vscht.cz (resp. postou
na adresu Ing. Dana Pokornd, CSc, Ustav technologie
vody a prostfedi, VSCHT, Technicka 3, 166 28, Praha 6).
Na tyto adresy laskavé posilejte i veskeré zmény
postovni adresy (posilani Bioprospectu) i e-mailové
adresy (pro snadnéjsi komunikaci). Chcete-li byt zafa-
zeni do informacniho servisu, uvedte to vyslovné.

Pro Vasi informaci uvadime, ze prestizni cesky,
resp. Ceskoslovensky, chemicky casopis ,Collection
of Czechoslovak Chemical Communication” pfestal
vychdzet pod timto nazvem, ale byl ve spolupréci

s Chemistry Publishing Society Europe a s naklada-
telstvim Wiley-VCH (Verlag-Chemie) transformovan
do nového c¢asopisu, ktery od 1. 1. 2012 vychéazi pod
nazvem ChemPlusChem.

Malé a stfedni biotechnologické firmy by se mély
seznamit s projektem CzechAccelerator 2011 - 2014
organizovaném Czechlnvestem a Ministerstvem
prdmyslu a obchodu na internetovych strankach
http://www.czechaccelerator.cz.

Zajemci o XXIII. Biochemicky sjezd, ktery se bude
letos konat v Univerzitnim kampusu Masarykovy uni-
verzity v Brné-Bohunicich (26.-28.8.2012) naleznou
informace na webu www.csbmb2012.cz. Na témze
webu je mnoho zajimavych informaci o Brnu a jeho
historii.

Ve dnech 11. - 13. 9. 2012 bude Zahradnicka fa-
kulta v Lednici pofadat narodni konferenci Apliko-
vané rostlinné biotechnologie ke 100. vyro¢i zaloZeni
geneticko-Slechtitelského pracovisté Mendeleum
v Lednici. BlizSi podrobnosti naleznete na webu:
http://tilia.zf. mendelu.cz/ustavy/571/konference.

V tomto cisle Bioprospectu naleznete dal3i zajimavy
prispévek Prof. Dr. Jeana Daussanta o zajimavych vlast-
nostech protilatek z velbloudovitych (velbloudi, lamy)
a nékterych dalSich Zivocichl. Déle bychom radi obré-
tili Vasi pozornost na dalsi ¢lanky tykajici se lipido-
vych databasi, mikrobidlni produkce glukosaminu,
antimikrobidlnich peptidd, moZnosti odstrariovani
sulfanu z bioplynu a moznosti jak zefektivnit produkci
namelovych alkaloidd.

Zéroveri bychom Vés radi pozédali o uhrazeni ¢len-
skych pfispévkl, pokud jste tak dosud neucinili,
a pokusili se ziskat nové cleny nasi spole¢nosti, zej-
ména ¢leny institucionalni.

Tésime se na dalsi spolupraci a piejeme Vam krasné
proZiti svatkd jara — velikonoc.

S mnoha pozdravy Vasi
Jan K43 a Petra Lipovova



Fakulta potravinaiské a biochemické technologie VSCHT

Ustav biochemie a mikrobiologie VSCHT

si Vas dovoluji pozvat na tradi¢ni seminaf

NOVINKY V OBLASTI
GENETICKYCH MODIFIKACI

konany v utery 22. kvétna 2012 od 13 hod.

v poslucharné A 1 VSCHT v Praze
(pfimo proti vchodu do budovy),
Praha 6, Technickd 3 (budova A naproti NTK)
(pésky od stanice metra Dejvicka, vychod ve sméru pfijezdu vlaku)

Program:
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Uvodni slovo

Radek Sedlacek, UMG AV CR v.v.i.:
Transgenni my3i modely a encyklopedie funkce gent

Monika Baxa a Jan Motlik, UZFG AV CR v.v.i.:
Transgenni miniaturni prase jako model ke studiu Huntingtonovy choroby

Bohdan Schneider, Biotechnologicky tstav AV CR v.v.i.:
ZvySeni afinity vazby mezi proteiny racionalni mutaci

Zavér seminare
Vstup je volny.
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Prof. Ing. Jan K&s, DrSc. Prof. Ing. Tomas Ruml, CSc.
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ODBORNE PRISPEVKY

INCREASING INTEREST FOR THE HEAVY CHAIN ANTIBODIES
AND THEIR RECOMBINANT PROTEINS (NANOBODIES)

Jean Daussant, F. Xavier Desvaux
Department of Biochemistry and Microbiology, Institute of Chemicala Technology, Prague,
Université Pierre et Marie Curie, Paris, France, jean.daussant@akeonet.com, xavier.desvaux@upmc.fr

Antibodies composed of two heavy chains only, Concerning their polymorphism, Camelidae have
named “heavy chain antibodies” (hcAbs), were disco- indeed the V, D, J heavy chain gene system, but their
vered at first in llamas in 1993 by Hammers-Casterman genetic repertoire should be not nearly as large as the

et al' and found later on in
camels and dromedaries. These
hcAbs lack also the CH1-domain
so that a single domain linked
directly via a hinge region to the
Fc-domain forms the antigen-bin-
ding site. These hcAbs constitute,
in llamas, about 50% of the total
antibodies besides the conventio-
nal antibodies with heavy and
light chains.? 34 Heavy chain anti-
bodies raised great interest con-
cerning their applications, particu-
larly in the domain of therapy.
Indeed, hcAbs are now the object
of many scientific papers as well
as industrial development, e.g.
with the first biopharmaceutical
company, (Ablynx) created in
2001 in Belgium.

Such antibodies raised questi-
ons about their origin, structure
and function. Concerning their
origin, such antibodies already
existed in sharks (Fig. 1), but their
presence in Camelidae does not
seem to be the result of resuscita-
tion of dormant genes. They
seem, rather, to be derived from
the conventional antibodies
within the Camelidae lineage,
and are apparently the outcome
of more recent adaptations occur-
ring in the compartment of hete-
romeric antibodies®. In a more

recent paper, the authors® a“a'Yse Fig. 1. Antibodies during evolution® . From the beginning of their appearance, in carti-
the convergent causes resulting |aginous fishes like sharks, one class of Immunoglobulins (IgM) has been conserved
in the emergence and re-emer- during the evolution up to now with the same global structure (two heavy chains com-
gence of single—chain antibodies posed each of 5 domains and two light chains composed each of 2 domains). Besides,
as well as the constraints that in these fishes e.g. sharks, another Ig class (IgNAR) appeared, composed of two heavy
may have prevented their pre- chains only with each 6 domains. This class of Ig disappeared already in bony fishes but

. emerged again in a family of mammals (Camelidae) nevertheless with a reduced
sence (which nevertheless should number of domains (3). From Bony fishes on, several classes of Ig appeared and some-
be advantageous for the orga- times disappeared during evolution. They are all formed by two heavy and two light
nisms bearing these antibodies) chains and differ by the number of domains on the heavy chains, the light chains being
in all vertebrates. always composed of two domains.




one of the current antibodies, which results from
the combination of the numbers of combinations
of the gene numbers of each of the two (light and
heavy) chains. However, evidence was produced® for
considering that, on a structural level, humoral immu-
nity may rely more on well-developed maturation and
selection (involving mutations on v genes) than
on the acquisition of large primary repertoires.

From a functional viewpoint, paratopes of hcAbs
(constituted only by a single domain termed VHH)
have affinities comparable to those of current Abs. They
have in addition several advantages. One of these
advantages particularly concerns access to certain
epitopes that are not accessible to current antibodies
as cavities on protein surfaces e.g. the active site
crevice of enzymes®. These unusual characteristics
render hcAbs attractive for applications in the domains
of research, immunodiagnostic and immunotherapy.

From a technical viewpoint, VHHs are easily produ-
ced as recombinant proteins -named sdAb or nanobo-
dies- at higher levels than the recombinant conventio-
nal antibodies in E. coli or in other cells e.g. 1g/L of
yeast culture?. They have in addition several advanta-
ges reported in Table 1. One major advantage particu-
larly concerns the nanobody affinity, which remains
equivalent to the affinity of the hcAbs, one characteris-
tic which is not the case for the recombinant conven-

tional antibodies that have a weak affinity compared
to that of polyclonal or monoclonal antibodies.
Applications in immunotherapy include programmes
in oncology, pulmonary diseases, thrombosis,
Alzheimer's disease* '°. Although so far no such antibo-
dies have yet been validated for such applications,
nevertheless many such hcAbs or nanobodies are
presently developing, a few of them being already
in phase | and Il of assay. In 2010, Ablynx targeted
7 nanobodies in clinical assays for the year 2011.

Concerning their application for immunodiagnosis,
nanobodies would be also useful, although at present
to a lesser extent*: For instance, several reports
mention their usefulness for identifying prostate speci-
fic antigen (PSA) employing ELISA or Biosensors'" 12 13,
The sensitivities reported are similar to those obtained
with current antibodies, namely in the range of
subng/mL.

The functional characteristic of the hcAbs, similar and
even superior to the other mammal antibodies as well
as the preservation of the affinity of the nanobodies
compared to the hcAbs, together with the ease with
which nanobodies are produced, will probably pave
the way towards a great future for hcCAbs and
nanobodies in the domain of research, immuno-
therapy and immunodiagnostic as well as in other
fields e.g. food quality control.

Table 1. Advantages of nanobodies and their molecular basis>.

Advantage

Molecular basis

Facile genetic manipulation

Single-domain nature

Increased functional size of immune libraries

No decrease in library size because of reshuffling of VL and VH domains

Facile production of multivalent formats

More flexible linker design and no mispairing of VL and VH domains

Facile production of oligoclonal preparations
from single cells

No mispairing of VL and VH domains

High physicochemical stability

Efficient refolding due to increased hydrophilicity and single-domain nature

High solubility

Increased hydrophilicity

Recognition of hidden antigenic sites

Small size and extended flexible CDR3

Rapid tissue penetration, fast clearance Small size

Well expressed

Efficient folding due to increased hydrophilicity and single-domain nature
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Summary

Daussant J. and Desvaux F. X.: Increasing interest for the heavy chain antibodies and their recombinant proteins

Antibodies composed of two heavy chains only, named “heavy chain antibodies” (hcAbs), were discovered at first in llamas in 1993
and found later on in camels and dromedaries. The short review paper informs the readers about their origin and occurrence during
evolution, their advantages and application options in therapy, immunodiagnostics and research.

Keywords: heavy chain antibodies, nanobodies, Camelidae, recombinant proteins

Souhrn

Daussant J. a Desvaux F. X.: ZvySeny zajem o protilatky tvofené pouze dvéma tézkymi fetézci a jejich rekombinantni analoga
Protilatky obsahujici pouze dva tézké fetézce (hcAbs — “heavy chain antibodies”) byly objeveny u lam v r. 1993 a pozdéji u jednohrbych
i dvouhrbych velbloudt. Clanek informuje &tendfe o jejich vzniku a vyskytu b&hem evoluce, jejich pfednostech a aplikaénich moznos-

tech v terapii, imunodiagnostice a vyzkumu.

Kli¢ova slova: protilatky s tézkymi fetézci, nano¢astice, Camalidae, rekombinantni proteiny

LIPIDOVE DATABAZE A LIPIDOMIKA

Eva Jablonska

Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT v Praze, eva.jablonska@vscht.cz

Uvod

Lipidy hraji v Zivych organismech nezastupitelnou roli.
Tvofi biologické membrany, slouzi jako zdroj a zésoba
energie a jako tepelnd a mechanickéd izolace. Maji regu-
la¢ni funkce (nebot mezi lipidy patii steroidni hormony,
eikosanoidy a vitaminy rozpustné v tucich) a také signa-
liza¢ni funkci (napf. diacylglycerol patii mezi druhé posly
ovliviiujici vnitrobunécné déni). | pfesto v soucasné bio-
chemii dosud hrély prim proteiny. Databéaze jsou orien-
tovany na proteiny (UniProt sdruzujici tfi databéze:
trEMBL, SwisProt a PIR) a jejich prostorové struktury
(PDB, zalozeno 1971) a proteomika je vieobecné znamy
obor. Lipidy byly dlouho podceriovény pouze jako zdroj
energie a souc¢ast biomembrén. Od roku 2001, kdy byl
poprvé v odborném ¢lanku zminén termin lipidom’, se
lipidy kone¢né dostavaji z Ustranni na scénu, rozristaji
se on-line lipidové databaze a rozviji se obor zvany
lipidomika.

Lipidové databaze

Na internetu nalezneme vice lipidovych databazi
s rlznym zaméfenim a pouZivajici rtznou klasifikaci
lipidd. Klasifikace lipidl je totiz velmi nesnadny ukol,
nebot lipidy jsou heterogenni skupina latek, které
maji spole¢né pouze to, Ze jsou omezené rozpustné
ve vodé a dobie rozpustné v organickych rozpoustéd-
lech. Odbornici se snazi zavést presné;jsi definice lipidd,
napfiklad: ,Jednd se o malé hydrofobni ¢i amfipatické
molekuly, které jsou zcela ¢i ¢aste¢né tvoreny karbani-
ontovou kondenzaci thioester(i (mastné kyseliny, poly-
ketidy aj.) a/nebo karbaniontovou kondenzaci isopre-
novych jednotek (prenoly, steroly, aj.)”2. Komise IUPAC
pro biochemické nazvoslovi sice zavedla déleni lipid
do ctyf skupin (mastné kyseliny a neutralni lipidy,
fosfolipidy, glykolipidy a neuraminové kyseliny) a déle
na podskupiny?, jednotlivé databaze vsak zavadéji
vlastni modifikované systémy klasifikace vyhovujici
jejich konkrétnim uceldm. Nasledujici odstavce se

budou vénovat ctyfem hlavnim vefejné pfistupnym
databézim lipidd.

Lipidovéd banka (angl. Lipid Bank) je japonsky projekt
fungujici od roku 1996 a jednd se o obecnou databazi
sdruZujici na 7 tisic molekul pfirodnich lipida rostlinné-
ho, zivoc¢isného i mikrobidlniho pivodu. Obsahuje
molekulové struktury lipidd, spektralni data (MS, UV, IR,
NMR) a pfislusnou literaturu. Databdze umozriuje
jména, pfirodniho zdroje, biologické aktivity, ¢i moleku-
lové hmotnosti). Banka zavadi vlastni systém klasifi-
kace s roziazenim lipidd do 16 hlavnich skupin®.

LIPIDAT je databaze obsahujici informace o termo-
dynamice piirodnich i synthetickych lipidd, zejména
o jejich fazovych prechodech a misitelnosti (jsou zde
tabelovany napt. teploty fazovych prechodt, zmény ental-
pie a vliv pH ¢i iontd na termodynamické hodnoty). LIPI-
DAT funguje od devadesatych let minulého stoleti, sdru-
zuje vysledky publikované ve vice nez padesati védeckych
Casopisech a dnes zahrnuje pres 20 tisic zdznamd.
Klasifikace lipidG pro UGcely této databaze spociva
v rozliseni tii ¢asti molekuly lipidu — na nepolarni fetézec,
polérni hlavici a kostru nesouci obé skupiny>.

Lipidova knihovna (angl. Lipid Library) je internetova
stranka o lipidech zalozena a vedena Dr. W. W. Chris-
tiem, skotskym odbornikem na strukturni analyzu
lipida. Dr. Christie déli lipidy do ¢ty skupin: na mastné
kyseliny a eikosanoidy, na jednoduché glycerolipidy,
na slozené glycerolipidy a na sfingolipidy. U kazdé sku-
piny jsou uvedeny informace o biosynthese, metabo-
lismu, funkci i roli, jakou hraji pfi nékterych onemoc-
nénich. Déle jsou zde informace o analyze lipidQ
a technologii lipidd. Lipidova knihovna neumozriuje
interaktivni vyhledavani’.

Databaze struktur LIPID MAPS (angl. The LIPID MAPS
Structure Database) je orientovana na metabolis-
mus lipidG sav¢i buriky. Jedna se o databazi asociace
s nazvem LIPID Metabolites And Pathways Strategy
(zkr. LIPID MAPS). Tohoto projektu se ucastni vice



pracovist po celém svété a jedna se vlastné o nej-
rozsahlejsi lipidomicky projekt. Databaze zahrnuje
30 tisic biologicky ddlezitych lipidovych struktur,
coz z ni ¢ini nejvétsi svétovou verejné pristupnou cisté
lipidovou databazi. Asociace zalozena v roce 2003 ma
za cil lépe porozumét metabolismu lipid( ¢lovéka
s ohledem na mozné zlep3eni Ié¢by onemocnéni spo-
jenych s lipidy (jedna se napfiklad o Alzheimerovu cho-
robu, artritidu, mrtvici, rakovinu a diabetes). V databazi
se shromazduji data z experimentd v rdmci projektu
LIPID MAPS i relevantni data z jinych pfistupnych lipi-
dovych databazi. Databaze zavadi vlastni systém klasifi-
kace vhodny pro ucely lipidomiky, bioinformatiky
a zpracovani dat, ktery zéroven respektuje doporuceni
komise IUPAC pro biochemické nédzvoslovi. Lipidy jsou
rozdéleny do osmi kategorii — na mastné kyseliny,
glycerolipidy, glycerofosfolipidy, sfingolipidy, sterolové
lipidy, prenolové lipidy, sacharolipidy a polyketidy
s dalsim délenim na tfidy a podtfidy. Databaze LIPID
MAPS - na rozdil od jinych lipidovych databazi — obsa-
huje molekulové struktury v jednotném formatu. Kazda
lipidova struktura ma v databazi pfifazeny dvanacti-
mistny systematicky identifikator. Databaze umozriuje
vyhledavani podle rdznych kritérii vcéetné struktury.
Soucasti je téz databdze gen( a proteint zapojenych
v metabolickych drahach lipid@e?.

Lipidomika

Lipidomika je definovana jako ,studium metabolic-
kych drah v buné¢ném systému“® ¢i presnéji jako
LUplna charakterizace molekul raznych druht lipidd
a jejich biologickych funkci s ohledem na expresi
proteind zapojenych v metabolismu lipidd, véetné
regulace gend."
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Souhrn

Jablonska E.: Lipidové databaze a lipidomika

Hlavnim nastrojem lipidomiky je hmotnostni spektro-
metrie a dale pak chromatografické techniky. Asociace
LIPID MAPS se zabyvéd zejména urovanim kvantitativ-
nich lipidovych profild v dané burice. Jako modelové
buriky jim slouzi mysi makrofagy a hlavnim analytic-
kym nastrojem je hmotnostni spektrometrie. Vyho-
dou MS je, Ze rozsah spektrometrl vhodné koreluje
s molekulovou hmotnosti lipid(, kterd se pohybuje
do 1200 Da. Naopak problémem je jiz zminéna klasifi-
kace lipidd a lipidové standardy dtlezité pro zjisténi
vytézku a ioniza¢niho efektu. Asociace LIPID MAPS
vyvinula vice nez 500 izotopové znacenych standardd,
které jsou dnes i komer¢né dostupné. VétSinou se
pouziva jeden vnitini standard pro kazdou tfidu lipida
a kvantitativni analyza lipid( je tak mozna. V lipidomice
se podobné jako v proteomice pouzivaji dva pfistupy:
MS analyze bud pfedchazi kapalinova chromatografie,
nebo se analyzuje smés lipidi bez piedchoziho
rozdéleni (tzv. ,shotgun” lipidomika). Za Gcelem zjis-
téni presné lokalizace urcitych lipidd se pouziva
i hmotnostni mikroskopie (MS imaging), kterd pracuje
s tenkymi fezy tkané, jez jsou vystaveny ionizaci''.
Zavér

V dnesni dobé je jiz lipiddm vénovana pozornost, kte-
rou si zaslouzi s ohledem na dileZité funkce, které
v organismech zastavaji. Lipidomika je komplexnéjsi
nez proteomika, nebot se sleduje nejen zastoupeni
samotnych lipidd, ale také zastoupeni proteinG a gend
dulezitych pro metabolismus lipid(. Néstrojem lipi-
domiky jsou lipidové databaze sdruzujici komplexni
informace o pifirodnich lipidech. Clanek aktualizuje
informace podané v poslednim ¢isle Bioprospectu
v 1. 2009.2

7. http://lipidlibrary.aocs.org.
8. http://www.lipidmaps.org/data/structure/, staze-
no 20. ledna 2012.
9. Sud M, Fahy E, Cotter D, et al.: Nucleic Acids Res.
35, D527 (2007).
10. http://en.wikipedia.org/wiki/Lipidomics, stazeno
22. ledna 2012.
11. Arnaud CH. Chem. Eng. News. 89(41), 15 (2011).
12. Junkova P.: Bioprospect 19(3-4), 63 (2009).

V soucasné dobé se rozviji lipidomika a on-line databaze lipid(. Nejvyznamnéj3im lipidomickym projektem je dnes LIPID MAPS.
Asociace LIPID MAPS také spravuje nejvétsi lipidovou databazi. Mezi dalsi lipidové databéze patii japonska Lipid Bank a LIPIDAT.

Klicova slova: lipidomika, lipidové databaze, asociace LIPID MAPS

Summary
Jablonska E.: Lipid databases and lipidomics

Lipidomics and lipid databases are developing quickly. The most significant lipidomics project is LIPID MAPS consortium and its lipid
database. There are also other on-line lipid databases, e.g. Lipid Bank or LIPIDAT.

Keywords: lipidomic, lipid databases, LIPID MAPS consortium



MIKROBIALNiIi PRODUKCE GLUKOSAMINU

Zuzana Vapenikova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT v Praze

Glukosamin (2-amino-2-deoxy -D-glukosa) patfi
mezi monosacharidy, jejichz jedna hydroxylova skupina
je nahrazena skupinou aminovou'. Glukosamin sa-
motny i jeho acetylovand forma N-acetylglukosamin
(2-acetamido-2-deoxy-D-glukosa) jsou syntetizovény
ve viech organismech jako bakterie, kvasinky, vlaknité
houby, ale i v rostlinach a zivocisich. U ¢lovéka jsou glu-
kosamin a N-acetylglukosamin stavebnimi jednotkami
chitinu a mukopolysacharid (glykosaminoglykan).
Do skupiny glykosaminoglykant patfi napf. kyselina
hyaluronovd, chondroitin sulfat ¢i keratan sulfat?.
Tyto latky jsou nezbytné v pojivovych tkénich — kazi,
Slachdach, vazivu a chrupavkach.

Obr. 1: Strukturni vzorec glukosaminu a N-acetylglukosa-
minu?

Vyznam glukosaminu

Hlavni vyznam nachézi glukosamin pii lé¢bé osteo-
artritidy, kdy napomaha zmirriovat obtize s ni spojené.
Osteoartritida je onemocnéni zplisobené poskozenim
kloubni chrupavky. Chrupavka postupné ztraci svou
funkci a pohyb se pro pacienta stavd bolestivym®.
Nejcastéji byva postizen kolenni a kycelni kloub. Udéva
se, Ze v USA onemocnéni postihuje kazdého sedmého
¢lovéka. Riziko nemoci roste s vékem. Az jedna tietina
lidi starSich Sedeséti let trpi osteoartritidou. Pficinami
vzniku onemocnéni jsou genetické dispozice, obezita,
Urazy nebo napf. pfetézovani urcitych kloubnich sku-
pin>. Komeréné je glukosamin dostupny ve tfech for-
mach: N-acetylglukosamin, glukosamin hydrochlo-
rid a glukosamin sulfat. Podle dostupnych studii je glu-
kosamin bezpecny prostiedek bez vedlejsich ucinkd.
Ani u vysokych déavek nebyl prokézén nepfiznivy vliv
na glukézovy metabolismus®. Kromé glukosaminu byva
podavan jako chondroprotektivni latka, také MSM
(methylsulfonylmethan), Ribes nigrum (Cerny rybiz)
a silicon.

V soucasné dobé je glukosamin nejcastéji ziskavan
kyselou hydrolyzou chitinu (linearni polymer N-acetyl-
glukosaminu) z korys(, zejména krabli a garnatd’.
Koncentrovand kyselina chlorovodikovd rozrusi poly-
mer a naslednou deacetylaci je ziskdn glukosa-
min. Produkce glukosaminu z koryst je limitovana

mnozstvim dostupného materidlu. Dalsi nevyhodou
této metody je, ze néktefi lidé jsou na korySe aler-
gi¢ti a nemohou tak vyuzivat ani glukosamin ziskany
timto zplsobem’. Je tedy nutné zajistit i jiné mozné
zpUsoby ziskavani glukosaminu. Jak bylo zminéno vyse
glukosamin je produkovan velkou 3kalou organismd,
ktefi mohou byt vyufziti jako vhodny zdroj.

Bakterialni zdroj

Snaha ziskat kvalitni glukosamin, co mozna nejlev-
néjsi cestou a zdroven v dostate¢ném mnozstvi, vedla
k vyvoji vysoce ucinného bakteridlniho kmene, ktery
provadi kvasny proces, umoziiujici ziskani glukosami-
nu. Pfesna cesta syntézy a metabolismu glukosaminu
je podrobné prostudovéna u Escherichia coli. Proces
syntézy zacind pfeménou fruktosy-6-fostatu na gluko-
samin-6-fosfat (GIcN-6-P). Donorem amino skupiny
je glutamin a reakce je katalyzovéana glukosamin-
syntasou (glmS). Glukosamin-6-fosfat je konverto-
van na glukosamin-1-fosfat (GIcN-1-P) za pomoci
fosfoglukosamin mutasy (glmM). Bifunkéni enzym
GlcN-1-P N-acetyltransferasa/GIcNAc-1-P uridiltransfe-
rasa (glmU) pfeménuje GIcN-1-P na N-acetylglukosa-
min-1-P  (GIcNAc-1-P) a nasledné na UDP-GIcNACE.
Posledni produkt je prekursorem pro syntézu peptidog-
lykant a lipopolysacharidd, které jsou pro gramnega-
tivni bakterie esencialnimi slozkami.

E. coli byla modifikovana k akumulaci glukosaminu,
pomoci inaktivace genu ucastniciho se katabolismu
a transportu glukosaminu (manXYZ) a naslednou
nadexpresi genu dilezitého pro syntézu glukosaminu
(gImS). K vytvofeni mutantl genu gimS E. coli byla
vyuZito metody PCR, pfi které byly vnaseny ndhodné
mutace (error-prone PCR). K dalSimu poziti byly
vybrany pouze klony produkujici glukosamin ve vét$im
mnozstvi.

Bylo zjisténo, ze glmsS je citliva k inhibici produktem,
pfedevsim GlcN-6-P. Dalsim poznatkem bylo zjisténi,
ze na degradaci glukosaminu mé velky vliv pH.
Optimalni pH pro rist bunék je 6,5-7. Pokud dojde
ke snizeni pH na 5, dochézi k potlaceni metabolické
aktivity a tedy k potlaceni samotné degradace. Jako
jedna z moznych variant je feSeni vyuzit pro syntézu
kvasinky nebo mlécné bakterie, které rostou v kyselém
pH. U E. coli byl problém vyiesen tak, ze za vhodny
produkt kvasného procesu byl misto samotného glu-
kosaminu zvolen jiny produkt, N-acatylglukosamin.
Vyhodou je nejen jeho stabilita, ale také Ze nezplsobu-
je inhibici E. coli. Nasledna hydrolyza N-acytylglukosa-
minu na glukosamin je snadnd a probihd za mirné
kyselych podminek. Kmen 7107-18 byl proto upraven
na produkci N-acetylgluksaminu. Na rozdil od bakteri,
v kvasinkdch a jinych eukaryotickych organismech
GlcN-6-P N-acetyltransferasa (kddovana GNA1 genem)
katalyzuje tvorbu GIcNAc-6-P. Kvasinkové a rostlinné



s pracovnim objemem 50 ml, 30°C inkuba¢ni
teplota, tfepani pfi 200 rpm a pH 7. Za téchto
podminek bylo ziskdano nejvice biomasy
a koncentrace glukosaminu 7,05 g/l. Jako
vhodnd stimulujici latka byl vybran
metanol. Koncentrace ziskaného glukosaminu
vzrostla na 7,48 g/I8.

Uéinek glukosaminu v kvasinkach
Chondrocyty jsou buriky vyskytujici se
v chrupavkach. Energetické vlastnosti téchto
bunék jsou omezené. To ma za nasledek
snizenou mitotickou aktivitu a redukovanou
bunéénou syntézu. Jak vsichni vime,
ve vétsiné bunék je ATP obvykle produkovano
mitochondriemi (oxidativni fosforylaci) pfres
Krebstv cyklus. V chondrocytech je nizké
mnozstvi mitochondrii, coz vede i k niz8imu
mnozstvi ATP. Pii zanétu, ktery ¢asto osteoart-

ritidu doprovézi, jsou postizeny pravé mito-

Obr. 2: Schéma vzniku N-acetylglukosaminu u E. coli (modifikovano chondrie. Nasledkem je omezeni elektrono-
z lit. 8) Glc: glukosa, Glc-6-P: glukosa-6-fosfat, Fru-6-P: fruktosa-6-fosfat, vého transportu a syntézy ATP. Vhodny model
GlcN: glukosamin, GlcNAc: N-acetylglukosamin, PStG: glUkOSOVy transpor— ve svété kvasinek Pi-'edstavuje podrobné pro-
tér, manXYZ: manosovy transportér, nagk: GIcNAc transportér, pgi: fosfog- ¢t ;dovana Saccharomyces cerevisiae. Umo3-

lukoisomerasa, glmS. glukosamin syntasa, nagB: GlcN-6-P deaminasa,
nagA: GlcNAc-6-P dacetylasa, GNAT: GLcN-6-P N-acetyltransfeasa, gimM:
fosfoglucosamin mutasa, gimU: GlcN-1-P  acetyltransferasa/GIcNAc-1-P

uridyltransferasa

GNA1 geny byly vneseny do E. coli a to mélo
za nasledek zvySenou produkci N-acetylglukosaminu.
Nadexprese GNA1 genu méla vyznamny dopad na syn-
tézu aminocukrd v E. coli. Fosforylované aminocukry
totiz zpUsobuji inhibici rastu. K potlaceni inhibice byl
vyuZit protokol pro dvoufdzovou fermentaci (ristova
faze nasledovana fazi produkce.). Krok acetylace
katalyzovany GNA1 ved| ke sniZeni intracelularniho
GlcN-6-P a tedy ke zvySeni produkce N-acetlyglukosa-
minu (110 g/1), coz bylo cilem celé prace.

Vlaknité houby jako zdroj

Vldknité houby jsou Siroce vyuzivané pro produkci
prospésnych komer¢nich produktd, jakou jsou orga-
nické kyseliny, enzymy, antibiotika, statiny pro snizo-
vani hladiny cholesterolu a jinych. Jsou téz idealnim
zdrojem glukosaminu.

Vldknité houby maji schopnost tvoiit tzv. pelety
(morfologicky utvar). Byla provedena studie o vlivu
velikosti pelety na produkci glukosaminu. Ve velkych
peletéch je doba transportu latky delsi a dochazi v nich
k poklesu spotieby substratu. To vede k nizsi koncent-
raci biomasy, ve srovnani s peletami o mensim pri-
méru. Vlaknité houby obsahuji v bunééné sténé chitin
a chitosan, proto bylo nasnadé vyvinout metody
k ziskavani glukosaminu i z téchto organismu. Pro pro-
dukci glukosaminu byl pouzit napf. Aspergillus sp.
BCRC 31742. Kultivace probihala v tfepacich lahvich
(T-barikach). Vysledkem prace bylo zjisténi vhodnych
kultiva¢nich podminek pro co nejvyssi produkci
glukosaminu. Idedlni primér pelety 2,15 mm,

nuje napodobit podminky v chondrocytech
»n situ” a objasnit primarni metabolicky efekt
chondroprotektivnich latek. Byl testovan vliv
pfitomnosti glukosaminu v médiu na rast
bunék, bunéc¢nou odpovéd na metabolické stresy.
Bylo zjisténo, ze glukosamin ma positivni Gcinky
na rdst bunék na minimalnim mediu s glukosou
i na minimdlnim mediu s glycerolem. Dale byl po-
zorovan ochranny vliv obsahu bunék pfed kyselymi
podminkami. Glukosamin mél pfiznivy vliv na buné¢-
nou resistenci k rlznym stresim (etanol, tepelny
stres...)°.

Diskuse

Pokud se pro clovéka stane pohyb bolestivym,
je to velmi nepfijemné. Zna to asi kazdy z nas. Jednou
z moznych pficin je osteoartritida, degenerativni one-
mocnéni kloubni chrupavky. Jeden z mnoha preparatt,
které mohou byt pfi tomto onemocnéni podavany,
je pravé glukosamin. Jeho vyhodou je, Ze neni skodlivy
ani ve vysokych davkach a zérover jsou mu pficitany
pozitivni Gcinky pfi potlacovani bolesti, byva proto
¢asto doporucovan jako doplnék stravy.

Chrupavky jsou tvorfeny burikami zvanymi chondro-
cyty. Tyto buriky maji omezeny energeticky metabo-
lismus. Jako vhodny model pro studium chondrocytt
a vlivu glukosaminu na né byla zkoumana Saccha-
romyces cerevisiae.

Je zapotiebi zajistit dostate¢cné mnozstvi glukosami-
nu. K jeho ziskani vede nékolik zcela odlisnych cest.
Jednou je kyseld hydrolyza z moiskych korysd, ale
mnohem zajimavéjsi je napf. cesta vyuZivajici metabo-
lické inzenyrstvi. Pomoci této metody byl u E. coli inak-
tivovan gen Ucastnici se transportu a katabolismu glu-
kosaminu a nadexprimovan gen duleZity pro syntézu



(gImS). Tyto kroky vedly k 15-ti nasobnému zvyseni
produkce glukosaminu, ale stale pouze v jednotkach
miligramd. Problém s inhibici g/mS glukosamin-6-fos-
fatem se stal kritickym pfi regulaci syntézy. Jako ideélni
reSeni byl za vysledny produkt vybran N-acetylglukosa-
min, jehoz pfeména na pozadovany glukosamin je
jednoducha a jeho vytézek vysoky.
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Tretina lidi ve véku nad $edesét let trpi bolestmi kloubd, které jsou zplsobeny onemocnénim zvanym osteoartritida. Dochazi u nich
k degenerativnimu postizeni chrupavky a nasledkem je bolestivy pohyb. Jednim z mnoha chondroprotektivnich piipravkd, které si mize-
me koupit v [ékérné jako doplnék stravy, a méli by pomoci pii potiZich zplisobenych osteoartritidou, je glukosamin. Glukosamin muze
byt ziskdvan napf. z moiskych kory3i. Nevyhodou je, Ze ne vsichni pacienti mohou takto ziskany glukosamin uzivat. Je proto nutno najit
nové cesty pro ziskani glukosaminu v dostate¢né kvalité a mnozstvi. Vhodnym zdrojem mohou byt bakterie nebo vlaknité houby.
Klicova slova: glukosamin, N-acetylglukosamin, glukosaminsyntasa, osteoartritida

Summary

Vapenikova Z.: Microbial production of glucosamine

A third of people aged over sixty years are suffering from joint pain, caused by disease called osteoarthritis. By this people leads it to
degenerative cartilage involvement and resulting in painful movement. One of the many chondroprotective products you can buy in
pharmacies as a dietary supplement, and should help with symptoms caused by osteoarthritis, is glucosamine. Glucosamine can be
extracted from shellfish. The disadvantage is that not all patients can use the following derived glucosamine. It is therefore necessary

to find new ways to get glucosamine in sufficient quality and quantity. A good source can be bacteria or filamentous fungi.
Keywords: glucosamine, N-acetylglucosamine, glucosaminsyntase, osteoartritide

BIOLOGICKE ODSTRANOVANI SULFANU Z BIOPLYNU

Zabranska Jana*, Pokorna Dana*, Siglova Martina**, Minafik Miroslav**
*Ustav technologie vody a prostfedi, VSCHT Praha, **EPS biotechnologie, s.r.0., Kunovice

Sira v jakékoli formé je nezadouci slozkou zemédél-
skych a pramyslovych odpadd, kal a odpadnich vod
zvlasté v piipadé, kdy predpokladame jejich anaerobni
zpracovani, nebot z ni za téchto podminek vznikaji
¢innosti  sulfat-redukujicich bakterii (SRB) sulfidy
a vznikajici sulfan pfechazi do bioplynu. Vznikajici sulfidy
mohou v kapalné fazi ovliviiovat c¢innost acetogennich
a metanogennich mikroorganism@ v anaerobnim kon-
sorciu a zpUsobovat korozi betonovych a ocelovych
konstrukci a v plynné fézi snizovat Zivotnost casti koge-
neracni jednotky. Spalovanim bioplynu, ve kterém jsou
vy3si koncentrace sulfanu, navic vznikaji exhalace SO,

Proto je Zadouci sulfan z bioplynu pied jeho energetic-
kym vyuZitim odstranit. V sou¢asné dobé jsou pomérné

dost rozsitené a jiz dlouho uspésné aplikované che-
mické a fyzikadlné-chemické metody, jejichz nevyhodou
jsou vsak vysoké provozni naklady a produkce nezadou-
cich odpadnich latek, které je nutno nasledné likvidovat.
Proto je snaha nahradit tyto metody levnéjSimi bez
nezadoucich vedlejSich efektld. Dosavadni zkuSenosti
ukazuji, ze vhodnou alternativou k témto procestim
mohou byt biologické metody zaloZené na cinnosti
sirnych bakterii. ZkuSenosti s jejich aplikaci potvrzuji,
Ze tato metoda je redlnou a cistou alternativou klasic-
kych chemickych metod, vhodnou zejména pro nizsi
koncentrace sulfidické siry jak v plynech, tak v kapa-
lindch. V posledni dobé se objevuji i aplikace biologické-
ho odsifovéani na vy33i koncentrace sulfanu a je ziejmé,



Ze sirné bakterie maji vyznamny potencial ve schop-
nosti adaptovat se na vysoké koncentrace sulfidické siry.

Mikrobiologie oxidace redukovanych sloucenin siry

Biologické odstrafiovani sulfidd z kapalné nebo plyn-
né faze je zalozené na Cinnosti sirnych bakterii — foto-
autotrofnich nebo chemolitotrofnich, které jsou
schopné oxidovat redukované formy siry v Sirokém
koncentra¢nim rozmezi a takto ziskanou energii vyuzi-
vat pro svUj rdst.

Fototrofni sirné bakterie tvofené zastupci purpu-
rovych sirnych bakterii (Allochromatium, Chroma-
tium, Thioalkalicoccus, Thiorodococcus, Thiococcus,
Thiocystys, Thiospirillum,..) a zelenych sirnych bakterii
(Chlorobium,  Chloroherpeton,  Prosthecochloris,
Pelodictyon a Ancalochloris) nepftedstavuji vyznamny
potencidl pro jejich praktické vyuZziti.'

Pro technologické ucely biologického odstrafiovani
sulfid(i jsou nejvhodnéjsi chemolitotrofni sirné bakterie
(Thiobacillus, Sulfolobus, Thermothrix, Beggiatoa
a Thiothrix), znamé také jako bezbarvé sirné bakterie,
které jsou schopny rlst na redukovanych anorga-

H,S + 0,5 0, S° + H,0

S°+1,50,+H0—>S0,>+2H"

H,S+20,—S0,* +2H*

Meziprodukty oxidace sulfid( — thiosirany a polysulfidy
- jsou tvofeny za podminek vysokého zatizeni
a extrémnéjSich pH. Thiosirany se také mohou tvofit

5,0, + H,0—> 20, + 250, + 2 H*

Studium kinetiky odstrariovéni sulfidi v reaktoru
s fluidnim lozem s imobilizovanou kulturou Thiobacillus
denitrificans*> potvrdilo, Ze kone¢ny produkt oxidace
sulfidd zavisi na poméru rozpusténého kysliku
a koncentrace piitomné sulfidické siry. Mikrobiélni kon-
sorcium, ve kterém prevazoval Thiobacillus, oxidovalo
sulfidy ¢astecné na elementarni siru pfi poméru koncent-
race rozpusténého kysliku a sulfidd 0,5 - 1,5 a teprve
pomér obou koncentraci 1,5 — 2,0 zajistil jejich aplnou
oxidaci az na sirany. Oviem v praxi je udrZovéni stejného
poméru kyslik/sulfidy pomérné obtizné, protoze vétsinou
se koncentrace sulfidi v ¢ase méni. Mnohem piesnéji
muzZe fidit oxidaci sulfid( udrzovani optimalniho redox
potencialu®.

Produkovana elementarni sira

Bakterie typu Thiothrix nebo Beggiatoa akumuluji
elementarni siru v burikdch za podminek piebytku sul-
fidd nebo nedostatku kysliku, po vycerpani sulfidt
pokracujé v oxidaci elementéarni siry na siranovou.
Proto jsou tyto bakterie vhodné na pfiklad pro systémy,
kde je biologickd oxidace sulfidické siry spojena
s denitrifikaci a Zadanym oxida¢nim produktem jsou
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nickych sirnych slouceninach jako jsou sulfidy, sira

a thiosirany a v nékterych pfipadech i na organickych

sirnych slou¢eninach jako je methanethiol, dimethyl-

sulfid a dimethydisulfid." Maji nejvyssi rychlosti oxidace
sulfidd, skromné nutri¢ni pozadavky a extrémné
vysokou afinitu k sulfiddim a kysliku, coz jim dovoluje

Uspésné soutéZit s chemickou oxidaci sulfidd jak

v piirodnim prostiedi, tak v bioreaktorech s limito-

vanou dodavkou kysliku.?

Jednotlivé druhy bezbarvych sirnych bakterii maji
odlisné pozadavky na pH a teplotu:

e rozsah hodnot pH je pro tento typ sirnych bakterii
pomérné velky: pH 1 - 9 s optimem pro vétsinu
druhti 6,5 - 7,5.

e v piipadé teploty je moino fict, Ze vétdina sirnych
bakterii je mezofilnich, ale nékteré druhy rodu
Sulfolobus, Acidianus a Thermothrix mohou rlst
i za termofilnich podminek.?

Dalezité reakce chemolitotrofni oxidace sulfidd, siry
a thiosiran( predstavuji nasleduijici rovnice (rov. 1 - 4),
z nichz je patrné, Ze univerzalnim elektronovym akcep-
torem je pro bezbarvé sirné bakterie kyslik.

A G° = - 209,4 ki/reakci )
A G° = - 587,1 kJ/reakci )
A G° = - 798,2 kl/reakci 3)

chemickou oxidaci (autooxidaci) sulfidi a polysulfidt
za alkalickych podminek” a déle pak mohou byt bakte-
ridlni ¢innosti oxidovény az na sirany.

A G° = - 818,3 ki/reakci 4)

sirany, které pokracuji dale ve vodni lince Ccisténi
odpadni vody.®

Pokud chceme ze systému siru odstrariovat a dale ji
vyuzivat (napf. jako hnojivo) jsou nejvhodnéjsi bakterie
typu thiobacild, které vylucuji vyprodukovanou siru vné
buriky ve formé malych ¢astic, které se mohou shlukovat
do agregétt, dosahujicich velikosti az 3 mm. Biologicky
vytvorena sira vSak ma na rozdil od anorganické siry hyd-
rofilnéjsi charakter a muze byt dispergovana do vodniho
roztoku. To muze vést k tvorbé stabilni pény, jejiz vyska
se rychle zvySuje. Tato péna maze vzniknout v pfipadé
vyssi koncentrace siry a vyssi koncentrace dodavaného
kysliku, kdy se mistni koncent-race siry blizko povrchu
kapaliny blizi jeji kritické koncentraci, coz vede ke tvorbé
stabilni sitové struktury. Vznikd povrchovy film, ktery
zabranuje praskéni vzduchovych bublin, které se dostaly
k povrchu, ty se spojuji a pfispivaji ke zvySovani vysky
nestabilni pény. Tento problém se projevuje zvlasté
u bioreaktor(, které pracuji s biomasou v suspenzi.
Antipénici Gu¢inky mohou vykazovat polysulfidy a to tim,
ze dokazou zménit povrchové vlastnosti biologicky pro-
dukované siry, nebo tim, Ze chemickou oxidaci dokézou
tvofit hydrofobni elementarni siru.?



Nékteré druhy bezbarvych sirnych bakterii mohou
za anaerobnich podminek vyuzivat jako konecny
akceptor elektronli dusi¢nany, pfip. dusitany. Konec-

$*+04NO; +24H"—>S°+0,2N,+12H,0

$°+1,2NO, + 0,4 HO0— SO,> + 0,6 N, + 0,8 H*

$*+ 1,6 NO, + 1,6 H*— SO, + 0,8 N, + 0,8 H,0

S$* + 4 NO, — SO,> + 4 NO,

$* + NO, + 2 H* = S° + NO, + H,0

nymi produkty oxidace redukované siry v tomto pfi-
padé mohou byt sira a sirany na jedné strané
a dusitany a plynny dusik na strané druhé (rov. 5 - 9).

V piitomnosti dusi¢nan mize probihat za anaerobnich podminek rovnéz oxidace thiosirand (rov.10).™

5,0+ 1,6 NO; +02H,0—~>25S0,>+ 08N, + 0,4 H*

Technologicka feseni biologické oxidace sulfanu

Vzhledem k tomu, zZe se v bioplynu maze vyskytovat
sulfan i v koncentracich od 500 ppmv do 20 000 ppmv
(2%), je nutné hledat biologické metody, které jsou
schopné jej odstrariovat v jeho Sirokém koncentra¢nim
rozmezi. Dlouhodobé jsou pouzivany pro odstrariovani
sulfanu z plyna biofiltry, biopracky i biosprchy. Pro vy-
soké koncentrace sulfanu v plynech je vsak zatim vyvi-
nuto jen malo typl provozné aplikovatelnych zafizeni,
které byly vyvinuty specidlné pro odsifovani energetic-
kych, plynd jako jsou bioplyny nebo jiné topné plyny
— proces Thiopaq (Paques, Nizozemi) a Biopuric Proces
(Biothane, USA).

Pro uspofadani odsifovaciho zafizeni je rozhoduijici,
zda se sirné bakterie nachazi ve formé suspenzni
kultury nebo jako nardstovad kultura ve formé bio-
filmu na vhodném nosici. V obou pfipadech je nutné
vzit na zietel, Ze sirné bakterie jsou schopné fungo-
vat pouze ve vodném prostiedi, takze je nutné
i imobilizovanou kulturu, v pfipadé odstrariovéni sul-
fanu z bioplynu v biofiltru, zkrédpét.

Mikroaerace

V fadé zafizeni produkujicich bioplyn se zvySenou
koncentraci sulfanu se pouziva k jeho odstranéni
metoda mikroaerace, ktera spociva v fizeném davkovani
vzduchu pfimo do plynového prostoru anaerobniho
reaktoru tak, aby sirné bakterie oxidovaly sulfan
na elementarni siru, kterou je mozno odvést spolu
s digestdtem ze systemu." Dévka kysliku musi byt
regulovana tak, aby doslo k oxidaci sulfanu, ale aby
pfitomnost kysliku nesnizovala vytéZznost metanu.
Tato metoda je vzhledem k jednoduché realizovatelnosti
a nizkym provoznim a investi¢nim nakladdm vhodnou
alternativou chemickych metod, vhodnou zejména
pro nizsi koncentrace sulfidické siry v plynech, protoze
pfi vy33ich koncentracich sulfanu by nutnd vétsi davka
vzduchu mohla zpUsobit nafedéni bioplynu dusikem.
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A G°= - 191,0 ki/reakci (5)
A G°= - 5476 kl/reakci (6)
A G° = - 743,9 ki/reakci @
A G°= - 501,4 ki/reakci (8)
A G° = - 130,4 kJ/reakci )
A G°= -547,6 kl/reakci (10)

Externi odsifovani suspenzni kulturou sirnych
bakterii

Na rozdil od mikroaerace je v piipadé externiho
odsifovani oxidovén sulfan pfitomny v bioplynu vné
anaerobniho reaktoru, takze anaerobni prostiedi reak-
toru neni kontaminovano kyslikem a vznikajici bioplyn,
zvlasté v piipadé vyssich koncentraci sulfanu v bio-
plynu, ztedovan dusikem.

Prvnim krokem pfi externim odsifovani bioplynu
je absorpce sulfanu do alkalické vypiraci kapaliny
(rov. 11) a to nejen v pfipadé suspenzniho bioreakto-
ru, ale i v pfipadé biofiltrd. Absorp¢ni kapalina je vy-
soce pufrovana HCO,  a CO,* (rov. 12 a 13), a proto
nedochazi k vykyvim pH pfi spotiebé NaOH.

H,S + OH — HS + H,0 (1)
H,S + HCO,” = HS + CO, + H,0 (12)
H,S + CO,” — HS+ HCO," (13)

V druhém kroku se musi tato kapalina dostat do kon-
taktu s kulturou sirnych bakterii, kterd sulfidickou siry
v pfitomnosti limitované dodavky vzduchu oxiduje
na elementarni (rov. 14).

HS + 0,5 0,— S°+ OH" (14)

Pokud je v systému piebytek kysliku, nastavé tvorba
sirand a s tim spojena nezadouci acidifikace systému
(rov.15).

HS +2 0,— SO,2 + H* (15)

Potom je tfeba neutralizovat medium a vyrovnat
koncentraci Na* iontd. V provoznim méfitku se samo-
ziejmé nelze vyhnout oxidaci ¢ésti sulfidické siry az
na sirany spojené s acidifikaci, k ¢emuz dopomaha
i abiotickd oxidace, kterd vede k tvorbé thiosirand.



Proto musi byt ¢ast absorpcni kapaliny doplfiovana
NaOH.

Tyto dva stupné procesu, absorpce i oxidace, mohou
probihat simultéanné v jednom reaktoru nebo oddélené
ve dvou zafizenich - pracce plynu a bioreaktoru (obr. 1).

Obr. 1: Schéma technologické linky biologické oxidace
sulfida™

Pokud proces probiha v jednom zafizeni — absorpce
sulfanu z bioplynu i pfivod vzduchu nebo kyslikuy, je to
jednodussi na provedeni, tim i investi¢ni naklady jsou
mensi, ale systém je velice naro¢ny na fizeni. Je po-
tieba dodavat jen takové mnoistvi vzduchu, které by
bylo spotfebovano na oxidaci sulfidi, a eventudlni
prebytek neznecistoval bioplyn. V kazdém pfipadé je
ve vycisténém bioplynu vice dusiku. Konstrukce reakto-
ru musi byt uzplsobena udrzeni biomasy sirnych bak-
terii v reaktoru a prdto¢né rychlosti plynd musi vyhovo-
vat kinetice jak absorpce, tak rychlosti oxidace sulfidd.
Pii kolisavé koncentraci sulfidd v plynu je mozno pro-
voz reaktoru efektivné fidit pomoci ORP spojeného
s dodévkou vzduchu.

Rozdéleni technického feSeni do dvou stupril pii-nési
sice vy$si investi¢ni naklady, ale kazdé zafizeni je mozno
optimalizovat podle potieb pfislusného procesu,
absorpce jako fyzikdlné-chemicky a chemicky proces
maze probihat velmi rychle, zafizeni je mensi
a nedochazi ke kontaminaci cisténého plynu ani
kyslikem ani dusikem, navic je z néj v piipadé bio-
plynu vypiran CO,, coi je vyhodné pro energetické
vyuziti. Aktivita sirnych bakterii je zavisld na teploté
a rychleji probiha pii 30 az 40 °C, takie je mozno
bioreaktor ohfivat, zatimco zvySenad teplota sniZuje
schopnost absorpce.

Jeden z prvnich plnoprovoznich bioreaktori pro oxi-
daci siry byl realizovan v Industriewater Eerbeek B. V.
v Nizozemi, kde slouzil k odsifeni bioplynu. Schéma
technologické linky je na obr. 1. Prltok bioplynu byl
460 Nm3/h a koncentrace sulfanu v bioplynu kolisala
mezi 0,8 a 1,2 % v/v s koncentraci metanu kolem 80 %.

Externi odsifovani - zkrapéné biofiltry

Préce s biomasou v suspenzi muze vést k vyplavovani
mikroorganism@ z reaktoru, v nékterych pfipadech
i k tvorbé nezédouci pény. Proto je vhodné pouzivat
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imobilizovanou biomasu na rdznych typech nosice.
Tento zpUsob je mozno volit nejen v biofiltrech, ale
i v reaktorech s fluidnim lozem.

Bioplyn je veden spolu s kyslikem do ¢asti biofilt-
ru s imobilizovanou biomasou, kterd je zkrapéna ab-
sorp¢ni kapalinou s nutrienty. Tam dochazi k absorpci
sulfanu do kapaliny a nasledné biologické oxidaci
imobilizovanou kulturou.

Pro udrzeni dostate¢né koncentrace biomasy sirnych
bakterii v reaktoru se vétSinou pouziva néjaky material
jako nosi¢ a to jak v pfipadech simultdnni, tak
v oddélené biooxidaci. Nosi¢e biomasy mohou byt jak
ve fluidnich reaktorech tak v biofitrech, kde je napln
pevnd. Jako nosice biomasy byly zkouseny rézné
materidly, spole¢ny pozadavek na nosice je dostate¢na
poérovitost, aby dobie probihala imobilizace sirnych
bakterii, ale nevhodné jsou nosi¢e s tendenci
k ucpavéni. Vyprodukovana elementarni sira by se
méla jednoduchou manipulaci oddélit od kultury
a odstranit ze systému.

Popsané a vyzkousené materidly jsou na pfiklad
porézni lava. Cho a kol. zkouseli rdzné vzorky lavy
a dostali podle porozity nasledujici rychlosti odstra-
novani sulfidd: 396, 157 a 342 g/(m3.h) S*
s imobilizovanym Thiobacilus thiooxidans.' Dalsi
autofi zkouseli ctyfi typy anorganickych nosicd, po-
rézni keramiku, kalcinovany cristobalit a obsidian
a kalcinovanou a granulovanou zeminu. V mnoha pfi-
padech se mlzeme setkat s nosi¢em z polyuretanové
ka patent nebo individualné pfipravenych vzorkd pro
vyzkum. Casty materidl je také aktivni uhli v rdznych
formach', nékdy i poutzité v jinych procesech.

Tlakova ztréata a rychlost proudéni plynu jsou ddlezité
parametry v ureni provoznich naklad(d. Rychlost
plynu se zvy3ovala postupné od 20 do 200 h™' pfi kon-
stantni teploté 30°C. Tlakova ztrata vzrlstala linearné
od 11,9 do 452 mm vodniho sloupce. Reaktor
s granulovanym aktivnim uhlim vykazoval dobry stav
vzhledem ke zvySovani tlakové ztraty, protoze ma velky
objem péri a jednotny specificky povrch, takze zadna
vyznamnd akumulace biomasy, kterd by zpomalovala
rGst Thiobacillus denitrificans se neprojevila. Aktivni
uhli slouzi zaroven jako vyrovnavaci medium pfi néra-
zovém zvySeni zatizeni biofiltru, protoze dokaze
nasorbovat H_S a pii niz8im zatizeni ho uvolfovat
sirnym bakteriim k dispozici. Nérazové zmény
od 60 do 110 mg/l po dobu 3 hodin, potom znovu
na 60 mg/l, neovlivnily nizkou koncentraci vystupu
(10 - 20 mg/l). Doba zdrzeni plynu ma podstatny
vliv na Gcinnost pfi dosazeni limitni kapacity bioreak-
toru. Vysokd ucinnost byla dosazena pfi dobé zdrzeni
50 - 25 s, pfi dalsim zkracovani se snizovala.

Thiobacillus thioparus CH11 byl imobilizovéan
v Ca-algindtu a vykazoval uspokojivé vysledky
s ucinnosti 98 % a zatizenim 23 g/(m3.h) Sz
Podobnou techniku pouzili pfi imobilizaci v PVA ve
formé krychlicek, maximélni degradacni kapacitu



dosahli 8 g/(m3.h) pfi nezmensené ucinnosti 99 %.
V tomto pfipadé imobilizovali smésnou kulturu
z aktivovaného kalu selekéné obohacenou 30denni
predkultivaci v sulfidovém mediu.'®

Buisman et al."” zkouseli systém biologické oxidace
sulfidi ve tfech typech reaktori — CSTR, biorotor
s horizontalni kleci na nosi¢ a probubldvana vertikalni
kolona. Jako nosice do biorotoru zkouseli polyureta-
nové krychlicky 1,5 x 1,5 x 1,5 cm s 30ti pory na palec
a specifickym povrchem 1375 m?/m3. DalSim nosi¢em
byly Raschigovy krouzky — vélecky o priméru 5 cm
a vySce 3 cm. Povrch jednoho krouzku byl asi 180 cm?.
CSTR mél objem 8,3 | a 400 polyuretanovych
krychlicek, biorotor mél 3 | mokrého objemu a v kleci
z nerezové oceli bylo 640 polyuretanovych castic.
Klec byla ponofena z 50 %, plynovy prostor byl vzduch
pro oxidaci. Kolonovy reaktor mél objem 20 I, (20 cm
prdmér a vySka 87 cm) pracoval jako ponofeny filtr
s 2600 polyuretanovymi ¢asticemi. Hydraulika reaktord
byla stanovena s NaCl stopovatem s vodivostnim
méfenim na vystupu. Tok byl charakterizovdn poc¢tem
idedlné michanych reaktord v sérii, pro kolonu bylo
stanoveno n = 2,1, pro biorotor s polyuretanovou
pénou 3,7 a s Raschigovymi krouzky 2,5."® Kapacitu
v odstrafiovani sulfidd zjistili z koncentraci sulfidd
v piitoku a koncentraci sulfid@, sulfatd a thiosulfétd
v odtoku po ustaleni poméri po zméné zatizeni
sulfidy, coz bylo 6 dni. Doba zdrieni pro biorotor
a kolonu byla 13 minut, pro CSTR 22 minut. U kolony
a biorotoru existuje prato¢ny gradient v poloviné
prato¢ného profilu je koncentrace jiz jen kolem 10 %
vstupu, pocate¢ni koncentrace sulfidd byla 100 mg/I,
HRT 13 min a pH 8,5. Autofi jiz v pfedchozich pracich
uvadeéli, Ze vysoka koncentrace sulfidli inhibuje oxidaci
az na sirany. Kapacita jednotlivych reaktord byla 4,2,
4,6 a 5,1 mgS?/(¢astici nosi¢e.hod), objemova rychlost
203, 492 a 662 mgS?*/(l.hod), ucinnost byla 87, 96
a 95 %. Vyssi rychlost a vy33i ucinnost u reaktord
s postupnym tokem vysvétluji gradientem koncentrace
sulfidd, pfi vyssi je i rychlost oxidace vyssi.

Také je velice dilezitd biologickd aktivita kultury
sirnych bakterii a jeji nachylnost k inhibi¢nimu pulso-
beni vy3si koncentrace sulfidd. Pro vSechny organismy
se uvadi inhibi¢ni konstanta (koncentrace, pfi které
je specifickd rychlost ristu polovi¢ni nez maximalni)
60 — 120 mg/l S*. Dvé pouzité kultury v experimentu
Baspinara se velice lisily limitni koncentraci, kdy
zaala pUsobit inhibice, reaktor pracujici pfi nizsich
provoznich koncentracich sulfidd (7 mg/l) vykazoval
inhibi¢ni konstantu 100 mg/l, zatimco bakterie
v reaktoru pracujicim pfi 94 mg/l nevykazovaly zadny
inhibi¢ni efekt do koncentrace 600 mg/I S2.

Fluidni reaktor s nosicem biomasy

Dalsi moznosti, jak zafixovat biomasu uvniti reaktoru
je jeji imobilizace na drobny nosi¢ ve fluidnim reakto-
ru. Fluidni reaktor s interni cirkulaci, ve kterém byly jako
nosi¢ pouzity Tmm ¢astice extrudovaného nizkohustot-
niho polyetylenu (990 kg/m?) s porcelanovou hlinou
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s prevazujicim Thiobacillem denitrificans, v imobilizo-
vané biomase je na obr. 2.1

Obr. 2: Schéma fluidniho reaktoru s interni cirkulaci

(1 - reaktor, 2 — akumulaéni nadrz na siru, 3 — zasoba kyse-
liny, 4 — zasoba vstupni sulfidické kapaliny, 5 — vzduchovy
kompresor, 6 - fizeni ORP, 7 — sonda ORP, 8 - fizeni pH,
9 — sonda pH, 10 - déavkovaci cerpadlo, 11 — ¢erpadlo recyk-
luj, 12 - odtok)

Tubularni reaktor mél uvniti dalsi trubku, ke spodu
které byl pfivadén vzduch. Aeracni rezim vytvarel vze-
stupné proudéni ve vnitini trubici a sestupné v prostoru
mezi trubkami. Proudéni bylo dostate¢né na udrzeni
¢astic nosic¢e s biofilmem ve vznosu. Fluidni reaktor
s interni cirkulaci byl vybaven nosi¢em biofilmu, ktery
tvorily ¢astice extrudovaného nizkohustotniho polyety-
lenu s porceldnovou hlinou. Mély asi 1 mm v priméru
a hustotu 990 kg/m3. Vstup sulfidické kapaliny byl
svrchu reaktoru, vzduch byl dodavén jemnobublinnym
aeratorem na spodu reaktoru. Reaktor byl monitorovan
ORP sondou v recirkula¢nim proudu, pozadovany
redox potenciél byl udrzovén regulaci dodéavky kysliku
do reaktoru. PH bylo také regulovano, pfi zméné pH
dodévalo zafizeni 1N HCl. PH sonda byla pfimo
v reaktoru, aby byla odezva co nejkratsi. Produkovana
sira se usazovala u dna reaktoru a byla z usazovaci
nadoby odstranovana.

Konstrukce reaktoru umoznila udrzet aktivni biofilm
bez ucpavani a vyborny pfenos z plynu do kapaliny
a do biofilmu. Tubularni reaktor mél uvniti dalsi trubku,
ke spodu byl pfivadén jemnobublinnym aeratorem
vzduch. Aeracni rezim vytvarel vzestupné proudéni
ve vnitini trubici a sestupné v prostoru mezi trubkami.
Proudéni bylo dostate¢né na udrzeni ¢astic nosice
s biofilmem ve vznosu. Reaktor byl monitorovan
ORP (- 350 az — 400 mV) a pH sondou (pH 8).
Produkovana sira se usazovala u dna reaktoru a byla
z usazovaci nddoby odstrafiovana, coz snizovalo moz-
nosti jeji dalSi oxidace na sirany nebo tvorbu polysul-



fidQ. Pocatecni zatizeni sulfidy bylo postupné zvySova- se, Ze tento reaktor mize pracovat pfi mnohem vy3sim
no z 2,1 kg/(m3.d) az na 20,5 kg/(m3.d) regulaci rych- zatizeni, nez doposud zndmé reaktory, nebot produko-
losti piitoku za konstantni koncentrace dévkovanych vana sira je efektivné odstrariovdna ze systému a je
sulfidd. Do zatizeni sulfidy 19 kg/(m?3.d) byla uc¢innost vyhodny pro kumulaci sirnych bakterii v biofilmu.
téméf 100% a 80 % odstranéné siry se oxidovalo

na elementarni siru a pouze 3 % na sirany. Nad Zavér

zatizeni sulfidy 22 kg/(m3.d) se ucinnost snizovala, Biologické odsifovani je vhodnou alternativou
prav-dépodobné i vlivem toxicity sulfidd. Pfi zatizeni k bézné pouzivanym chemickym a fyzikalné-chemic-
30 kg/(m3.d) klesla Gcinnost na 90 %, zvysila se kon- kym metoddam, nebot je ekonomicky i ekologicky
centrace thiosiran( (na 15 — 8 %) a v médiu se zacaly vyhodnéjsi. Chemolitotrofni sirné bakterie, pomoci
objevovat polysulfidy. To znamend, Ze pfi nizkém jejichz metabolismu je sulfidickéd sira pfemérnovana
zatizeni biomasy sulfidy a nekontrolované dodavce na oxidovanou formu siry — elementérni siru resp.
vzduchu se pievazujici podil oxidované siry vyskytuje sirany, podle mnozZstvi dodédvaného oxida¢niho ¢inidla,
ve formé sirand, naopak pfi vysokém zatizeni biomasy maji vyznamny potencial adaptovat se na Siroké roz-
klesa biologicka aktivita sirnych bakterii, zvySuje se mezi koncentrace sulfidd.

podil chemické oxidace a tvorba thiosirand Zadoucim kone¢nym produktem biologické oxidace
a polysulfid@. T.denitrificans zvlddal adaptaci na vysoka je elementarni sira, kterou Ize ze systému odstranit
zatizeni sulfidy a je povaZovan za vynikajiciho kandi- a dale vyuzit napf. pfi vyrobé hnojiv nebo v chemickém
déata na bioreaktory pro odstrafiovéani sulfidd. Ukézalo prmyslu pfi vyrobé kyseliny sirové.

Tento prispévek vznikl v ramci feSeni grantu FR-TI1/327 Ministerstva primyslu a obchodu.
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Souhrn

Zabranska J., Pokorna D., Siglova M., Minafik M.: Biologické odstrafiovani sulfanu z bioplynu

Sulfan je nezédouci slozkou bioplynu z mnoha dlvodd - toxicita, inhibice mikrobialni kultury v anaerobnich reaktorech, korozivni
Gcinky a produkce SO, ve spalinéch. Je proto nutné jej pied energetickym vyuzitim bioplynu odstranit. Mezi vyznamné metody odsifo-
vani se v posledni dobé dostavaji stale vice metody biologické, u kterych na rozdil od konven¢nich metod chemickych a fyzikalné-
chemickych nevznikaji problematické vedlejsi produkty a jsou z hlediska investi¢nich a provoznich naklad vyhodnéjsi. Biologicky
zplsob odstraiiovani sulfanu z bioplynu je zaloZen na ¢innosti sirnych bakterii, které jsou schopné oxidovat sulfidickou siru a adaptovat
se i na vysoké koncentrace sulfanu. Technologickd uspofadéni biologické oxidace sulfanu se lisi hlavné ve formé pouzité biomasy - sus-
penzni nebo imobilizovana kultura. U¢innost procesu zéavisi na mnoha faktorech, jako je pomér sulfid a rozpusténého kysliku, teplota
¢i pH, proto je nutné pii fizeni procesu udrzovat technologické parametry v optimalnim rozmezi.

Kli¢ova slova: sulfan, bioplyn, biologické odsifovani, sirné bakterie
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Summary

Zabranska J., Pokorna D., Siglova M., Minafik M.: Biological removal of hydrogen-sulfide from biogas

Hydrogen-sulfide is an undesirable component of biogas for many reasons - toxicity, inhibition of microbial culture in anaerobic
digesters, corrosive effects and production of SO, in the flue gases. Its removal from biogas prior energetic utilization is therefore
required. Biological desulfurization methods demand lower investment and operation costs compare to conventional chemical and
physical-chemical processes. Methods of biological oxidation of hydrogen sulfide are based on the activity of sulfur bacteria that are
able to oxidize sulfides and adapt to high concentrations of them. Technological configurations of the process differ mainly in the form
of biomass used - bacterial culture in suspension or immobilized. The process efficiency depends on many factors such as the ratio
of sulfides and dissolved oxygen, temperature and pH, consequently it needs proper technological process control.

Keywords: hydrogen-sulfide, biogas, biological desulfurization, sulfur bacteria

ANTIMIKROBIALNI A IMUNITU OVLIVNUJICi PEPTIDY
V PROTEKCI INFEKCI

Michaela Hradecka
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT v Praze, HradeckM@vscht.cz

Uvod torovych domén. Extracelularni cast je zodpovédna
Prvni obranna bariéra, na kterou narazi patogen pii za vlastni specifickou vazbu ligandu na receptor, intra-

napadeni organismu, je vrozeny imunitni systém. Radi ~ celularni zajistuje pfenos signalu.*

se tak mezi zakladni homeostatické mechanismy orga- PAMPs jsou molekuly zcela nezbytné pro pfefiti

nismd. Je tvofen kizZi, epitelidlnimi vrstvami, sekrety dam'ého rpikroorganismu nebo pro J"_Eho patogenit.u.“
7laz, pohyby fasinek, kyselym pH v gastrointestinalnim ~ Mezi typické pfiklady PAMPs patfi lipopolysacharidy

traktu a samoziejmé téz vlastnimi mechanismy imunit- Gram-negativnich (G) bakterii, teichoové kyselina
niho systému.'? Je nespecificky a evolu¢né starsi nez a peptidoglykan Gram-positivnich (G*) bakterii nebo
adaptivni imunitni systém. Tvofi ho ¢&ast bunécna mannany kvasinek ¢ hub.*

(fagocytujici buriky, cytotoxické NK-buriky) a humoralni Mezi efektory vrozeného imunitniho patfi antimikro-
(komplementovy systém, interferony, lektiny a jiné  bialni peptidy (AMPs) a proteiny jako napfiklad cyto-
sérové proteiny). Imunitni odpovéd se dostavuje kiny. Ve zdravém organismu pracuje vrozeny imunitni
zpravidla do nékolika minut nebo hodin. Tento druh ~ systém na zakladni drovni a po praniku patogenu
imunitniho systému zprostfedkovéva produkci anti-  dochazi ke zvySené expresi latek podilejicich se na imu-
mikrobialnich peptidd.? nitni odpovédi.®

Naproti tomu adaptivni imunitni mechanismy jsou

vy v .. . o Antimikrobialni peptid
evolu¢né mladsi a dokonce zndmé az u obratlovc. peplidy

Representuji ho slozky buné&éné (zalozené predevsim Antimikrobialni peptidy (AMPs) jsou obecné male
na vybéru specifickjch B- a T-lymfocytii) a humoralni (20 — 60 aminokyselin), positivné nabite, a tedy polar-
(protilatky). Chréani organismus az po plném rozvinuti ni (diky piitomnosti lysinovych a/nebo argninovych
imunitni reakce, coz nastavé po nékolika dnech nebo residui), a amfipatické molekuly (obsahuiji jak hydrofil-
tydnech. Na rozdil od vrozeného imunitniho systému ni, tak i hydrofobni domeény).2®
disponuje adaptivni mechanismus imunologickou Prévé posledni vlastnost jim dovoluje dosahnout
paméti. vysoké koncentrace jak ve vodném prostiedi, tak
i na membrané. AMPs interaguji s negativné nabitymi
Vrozeny imunitni systém ¢astmi bunéenych membran mikrobdl a jsou schopné
Klicovym principem vzniku imunitni reakce vroze- je béhem nékolika vtefin znicit.*>
ného imunitniho systému je rozpoznani patogenniho Jsou produkovany fagocytickymi a vSemi epitelidInimi
mikroorganismu prostfednictvim vazby tzv. molekular- burikami, které se dostanou do kontaktu s patogenem.
nich vzor( spojenych s patogeny (PAMPs = pathoged- Nékteré AMPs jsou produkovany konstitutivné, jiné
associated molecular patterns) na receptory rozpozna- se exprimuji az po poranéni organismu nebo po set-
vajici patogen (PRRs = pathogen recognition recep- kani s mikroorganismem.>
tors), jako jsou napfiklad Toll-like receptory (TLRs). Cilové misto plGsobeni AMPs podléha jejich specifité
Zésadni je téz vlastni zajisténi mechanismu, jenz by vici jednotlivym mikrobdim a je déno rozdilem
mikroby nicil.4 v lipidovém slozeni mikrobidlnich a lidskych mem-
Lidské TLRs jsou strukturné pfibuzné Toll-like recep- bran.* Ddvodem je totiz skute¢nost, ze bakterie nebo
torGm octomilky, jedna se o sav¢i homology.* Clenové houby maji plasmatickou membrénu, kterd obsahuje
TLR rodiny jsou charakterizovany pfitomnosti extra- fosfolipidy s negativné nabitymi hlavicemi pfevainé
celularnich domén bohatych na leucin a vysoce konser- na vnéjsi strané. Naproti tomu buriky mnohobu-
vovanych intracelularnich Toll/Interleukin (IL)-1 recep- nécnych organism0 vcetné ¢lovéka jsou pokryté mem-
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branami s fosfolipidy, avsak polarni hlavice maji sklon
segregovat na vnitini stranu. Navic tato membrana
obsahuje i ur¢ité mnozstvi cholesterolu. Vazba AMPs
na bakteridlni nebo fungalni membrénu je tedy
na zékladé elektrostatickych a hydrofobnich interakci
silnéjsi nez hydrofobni vazba na membréanu mnohobu-
né¢nych organisma.>

Napiiklad AMPs vytvaiené na kazi poskytuji v rdmci
zabranéni vniku mikroorganism@ jakousi rozpustnou
bariéru. V pfipadé infekce, zdnétu nebo poranéni
dochazi ke zvySené produkci AMPs keratinocyty a jejich
ukladani vlivem degranulace neutrofil(.*

Struktura:

Antimikrobialni peptidy vznikaji jako tzv. prepropepti-
dy, které obsahuji specifickou N-koncovou ¢ést,
pro-segment a C-koncovou cast. N-terminalni cast je
zodpovédna za cileni preproteinu do endoplasmatické-
ho retikula. Naproti tomu C-koncova ¢ast ma po Stépe-
ni vlastni antimikrobidlni aktivitu. Pro-segment je casto
zdporné nabity a mé nékolik biologickych funkci — jed-
nak fidi spravné sbalovani C-termindlini ¢asti a ovliviiuje
jeji pohyb uvniti bunky, a jednak téz mdze inhibovat
aktivitu zralého peptidu. Propeptid je $tépen béhem
posledni faze intracelularnich Gprav nebo po uvolnéni
do extracelularniho prostoru.®

AMPs jsou skladovany jako propeptidy nebo jako
zralé kladné nabité C-koncové ¢asti propeptidu.® AMPs
se déli podle nékolika kritérii — dle velikosti, struktury
nebo dle aminokyselinové sekvence.

Podle 3D struktury je mizeme rozdélit do tii zaklad-
nich skupin: linearni a o-helikélni peptidy bez cystein(
(kam patii napfiklad cathelicidin LL-37/hCAP18), pepti-
dy s cysteiny a disulfidovymi mustky (kam bychom
mohli zafadit tfeba defensiny, porciny) a peptidy
s neobvykle velkym mnozstvim jedné nebo dvou
aminokyselin.® Dal3i kritérium déleni je na zékladé
jejich strukturnich motivi — defensiny, cathelicidiny,
histatiny®

Spektrum ucinku:

Na zékladé pokusti, béhem nichz byly antimikro-
bialni peptidy isolovany pfevaziné z vyssich organisma
a nasledné charakterizovany, bylo zjisténo jejich Siroké
spektrum ucinku v boji proti mikroorganismtim, mezi
néZz muazeme zahrnout Gram-positivni a Gram-nega-
tivni bakterie, houby, kvasinky a nékteré viry. Navic bylo
zjisténo, Ze nékteré AMPs vykazuji inhibi¢ni aktivitu
i proti nékterym obalenym virdm, ¢imZ se podporuje
teorie o afinité AMPs se slozkami membrany patogenu.
APMs uplatnuji svdj vliv i v dalSich krocich Zivotniho
cyklu vird, jako je vstup do buriky nebo replikace viro-
vého genomu.’

Kromé AMPs, které ni¢i mikroby prostiednict-
vim utoku na jejich membranu, byly objeveny
i nemembranové rozkladné peptidy, které se ucastni
vnitinich déjd od inhibice synthesy makromolekul
ke ztrété ATP z aktivné respirujicich bunék.’
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Antimikrobialni peptidy se nepodili jen na vlastnim
ni¢eni mikroorganismd, ale vykazuji i dalSi, mozna
piekvapivé, aktivity.

Protinddorovd aktivita: Obecné znama teorie
o mechanismu plsobeni AMPs je takov4, Ze interaguji
s negativné nabitymi ¢astmi membrén. Nadorové
buriky se mohou lisit co do slozeni od normalnich,
zdravych. Zjistilo se totiZ, Ze membrana melanomové
nebo karcinomové buriky obsahuje 3-7x vice fosfatidyl-
serinu nez normalni keratinocyt. Tyto rozdily pak
mohou vést k vyssi afinité AMPs k membrané tumo-
rové buriky a nésledné k jeji permeabilisaci. Byla obje-
vena skupina kationickych peptid(, tzv. magaininy, iso-
lovanych z kize obojzivelnikd, které byly schopny lyso-
vat nékolik typG bunék v koncentraci 5-10x nizsi, nez
jaka je vhodna pro normélni buné¢nou lysi. Magaininy
se dnes produkuiji i synteticky.?

Mitogeny: Prvni zminka o tom, Ze by antimikro-
bialni peptidy mohly mit i mitogenni aktivitu, se
objevila v roce 1993. Defensiny totiz mohou hrat
pii poranéni kiZze dvoji roli — kromé ochrany proti
mikrobtim se podili i na procesu hojeni tim, Ze podpo-
ruji rast fibroblastl a epitelidlnich bunék. Byly zkou-
many rdzné tkané, a to jak plicni (u nichz se zjistil vliv
defensint na proliferaci epitelialnich bunék), tak zdravé
ledvinné a dokonce i bunéc¢né linie karcinomu ledvin.
Na zékladé pokust in vitro bylo zjisténo, Ze o-defensiny
pravdépodobné hraji roli v proliferaci bud' normalnich
nebo tumorovych bunék ledvin.?

SigndlIni molekuly: Dalsi funkce antimikrobidlnich
peptidi je modulace a pfenos signalu. o-defensiny
jsou potencialni inhibitory PKC (protein kinasa C),
ale nemaji téméf zadny nebo vibec Zddny efekt
na aktivitu MYLK (myosin light-chain kinasa) a PKA.
Specifita inhibice kinasové aktivity tedy umoziiuje
pohlizet na AMPs jako na molekuly, které se zaclenuji
do cesty pfenosu signalu.?

Spojnik vrozené a adaptivni imunity: AMPs jsou téz
klasifikovany jako efektorové molekuly vrozeného
imunitniho systému, nebot kromé vlastni antimikro-
bialni aktivity dokazou modulovat dal$i komponenty
imunitniho systému. Defensiny a PR-39 napfiklad
pfimo zvysuji ¢innost vrozeného imunitniho systému,
nebot funguji jako chemoatraktanty pro monocyty
a neutrofily. Defensiny navic ovliviiuji produkci cytokind
— v monocytech se produkuje TNF-g, IL-1 a v plicich se
zvySuje produkce IL-8.2

Defensiny vyuzivaji svou chemotaktickou aktivitu
nejenom nespecificky vici fagocytiim, ale také speci-
ficky vici bunikéam adaptivniho imunitniho systému.
Indukuji totiz migraci nativnich T-bunék a nezralych
dendritickych bunék. Defensiny se téZz pouZivaji jako
adjuvanty, zvySuji tedy antigen-specifickou imunitni
odpovéd produkci lymfokin(.?

Mechanismus:
Pfesny mechanismus, jak AMPs ni¢i patogenni mikro-
organismy, jesté neni piesné znamy, ale predpoklada



se, ze AMPs umi tvofit pory v mikrobialnich membra-
nach, a zpUsobi tak jejich lysi.*

Navrzeny model zahrnuje nékolik fazi.

Atraktivita: Prvnim krokem je jakési vzajemné piita-
hovani obou komponent, které je dano nabojem
a amfipatickym charakterem peptid(. Pfedpoklada se,
7ze se AMPs v piipadé bakteridlni infekce navazou
na negativné nabité ¢asti membrany (jako jsou lipopo-
lysacharidy a anionické lipidy u G bakterii a kyselina
teichoovd u G* bakterii) s vyssi afinitou nez nativni
dvojmocné kationty Mg?* a Ca?*.!

Vazba: Predpokladem pro vlastni hydrofobni interak-
ci je rozmisténi poldrnich a nepolarnich residui.
Napfiklad posice argininu a tryptofanu hraje klicovou
roli v rozruseni membrany, protoze elektrostatické
interakce postranniho fetézce argininu s fosfatovymi
hlavicemi stabilizuji interakci peptid-membrana, ktera
je zvySovana pfitomnosti residui tryptofanu.’

Model vniknuti: PrincipG praniku antimikrobiélnich
peptidl do patogenni buriky je hned nékolik, zde jsou
vSak uvedeny dva hlavni mechanismy.

Prvnim je tzv. kobercovy model, ktery vysvétluje
prinik membrénou nésledovné. Peptidy se shlukuji
na povrchu membrany a pii dosazeni urcité koncent-
race se vmezefi do dvojvrstyy membrany. Ta se ohne
a vytvofi se micela s vodnim jadrem obklopenym jak
vniklymi peptidy, tak lipidovymi hlavicemi. Peptidy
uvnitf micely zahdji desintegraci bunécné stény a znici
cely mikroorganismus.'

Druhym typem je tzv. Barrel-stave model. Pfi ném
AMPs tvofi svazecky v membrané a pory v jejich stiedu.
Tim se zvySuje vazba AMPs na membranu, tvorba stéle
vétsiho mnoizstvi pord, ¢imz dochazi ke zniceni buriky.
Na tomto principu je zaloZzena aktivita napfiklad
magaininu-2.’

Mezi nejvyznamnéjsi lidské antimikrobidlni peptidy
patii defensiny a cathelicidiny. Sav¢i defensiny jsou
kationické, neglykosylované peptidy relativné bohaté
na arginin, s molekulovou hmotnosti kolem 3,5 —
4,5 kDa. Obsahuiji Sest cysteinovych zbytkd, které tvofi
tii charakteristické disulfidové mastky. Podle umisténi
disulfidovych vazeb, jejich uspofadani a celkové struk-
tury se defensiny déli do tfi skupin — a-defensiny,
B-defensiny a y-defensiny. Jsou obecné povazovéany
za lidské neutrofilni peptidy (HNP = human neutrophil
peptides) a exprimuji se predevsim v epitelidlnich
burikdch, Panethovych burnkach tenkého stieva
a v piipadé nékterych B-defensint také napfiklad
v zanicenych koznich burikach (napfiklad pfi psoriase)
nebo v mocovém ustroji zen.”®

o-defensiny, HNP1-HNP4 (human neutrophil
peptides), jsou pfitomné ve vysoké koncentraci
v neutrofilech a umozniuji jim vykondvat jejich neoxida-
tivni mikrobicidni aktivitu. Jiné o-defensiny, HD5
a HD6, jsou exprimovany v Panethovych burikéch ten-
kého stieva.®

B-defensiny jsou povazovény taktéz za lidské neutro-
filni peptidy a jsou produkovény jako HBD1-HBDA4.
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Je moiné je isolovat z epitelidlnich, stfevnich
a poskozenych koznich (infekci) bunék. Jejich ucinek
je tedy zaméien hlavné na patogeny napadajici kazi,
ale samoziejmé i dal3i typy epitel?.*

Naproti tomu byl u skupiny cathelicidind isolovan
pouze jeden jediny lidsky protein, a tim je o-helikalni
LL-37, ktery vzniké jako derivat proteolysy proteinu
CAP18 (cationic antimicrobial protein). Cathelicidin
LL-37 je exprimovan v leukocytarnich bunkach
(v neutrofilech, monocytech, NK-, T- i B-burikdch),
v epitelidlnich burikdch kize, gastrointestinalniho
traktu, dychaci soustavy a podobné. Antimikrobidlni
aktivita je zprostfedkovana vazbou na lipopolysacha-
ridy G* i G bakterii a kromé toho plsobi chemotak-
ticky na neutrofily, monocyty, NK- a T-buriky a stimuluje
obnovu epitelu.®

Cytokiny

Cytokiny, nebo také tkarové hormony, jsou proteiny
produkované piedevsim leukocytarnimi burikami (lym-
focyty, monocyty) a fadi se mezi zakladni regulatory
imunitniho systému.

Plsobeni cytokind je prfedevsim pleiotropii, coz zna-
mend, ze ma vliv na nékolik rdznych druhl bunék),
kaskadovité a casto jsou jednotlivé slozky celého
systému do urcité miry nahraditelné (tzn. je redun-
dantni). Tyto latky plsobi jak autokrinné, tak parak-
rinné a také endokrinné.

Cytokiny maji své specifické receptory a mechanis-
mus funguje na principu vazby ligandu (cytokinu)
na receptor. Tyto receptory se skladaji ze dvou az ftfi
podjednotek, piicemz jedna z nich je zodpovédna
za vlastni vazbu cytokinu a zbylé podjednotky zajistuji
pievod signalu specifickym intracelularnim molekulam.
Existuje néjakolik typ(, tzv. receptorovych rodin, které
maji podobnou strukturu (napfiklad receptory pro inter-
eleukiny, chemokiny, cytokiny podobné TNF.,...).3

Pfipojeni cytokinu zpisobi konformacni zménu
v celém receptoru, autofosforylaci JAK kinasy (Janusova
kinasa) a naslednou agregaci tzv. STAT molekul
(signal transducer and activator of transcription). STAT
molekuly jsou fosforylovany, disociuji od receptoru
a nasledné dimerisuji, ¢imz dochazi k jejich aktivaci.
Jiz aktivované STATs jsou déle translokovany do bu-
nécného jadra, kde se navaiou na DNA a spusti
transkripci urcitych gen(, které podléhaji pravé STAT
kontrole.™

Spektrum pusobeni je velice rdznorodé vzhledem
ke struktufe. Cytokiny se jesté nepodafilo jed-
notné rozdélit, tudiz se jednotlivé skupiny prolinaji
a nejsou jasné vytycené hranice. Zde je nastinéno, jakym
zplsobem by se mohly tyto molekuly klasifikovat.

Interleukiny napfiklad stimuluji nejraznéjsi typy
bunék, od hematopoetickych, pfes T- i B-lymfocyty,
jejich proliferaci, stimuluji téz rastové faktory a nékteré
prekursory, nékteré jsou chemotaktické, jiné zajistuji
indukci dalSich cytokin(, pfipadné plsobi protivirové
nebo jako inhibitory nador(.



Interferony zajistuji napfiklad protivirovou obranu,
nebot inhibuji replikaci napadené buriky a néktefi
zéstupci aktivuji makrofagy.3

Faktory stimulujici kolonie se podili na diferenciaci
krevnich bunék, a to jak monocytd, tak i granulocytt
nebo myeloidnich bunék.?

Cytokiny skupiny TNF jsou prozéanétlivé, aktivuji lym-
focyty, spousti angiogenesi a mohou napfiklad zpuso-
bit i apoptosu aktivovanych T- a nadorovych bunék.?

Chemokiny plsobi chemotakticky na granulocyty,
monocyty, fibroblasty, neutrofily a dalsi buriky
a nasledné je aktivuji, tudiz je patogen znicen dfive,
nez se zatne mnoZit.

Transformujici ristové faktory stimuluji nebo inhibuji

Podle struktury se mohou cytokiny délit na hemato-
poetiny (obsahuji ¢tyfi o-helikalni aseky), interferony
a rodinu IL-10 (pét a-helikalnich useki), skupinu IL-12
(které jsou tvofeny dvéma nekovalentnimi hetero-
dimery, pficemz jedna je podobna hematopoetin@im
a druha jednomu z receptorovych fragmentt), skupinu
TNF (tvofeny dvéma antiparalelnimi fetézci a vétSinou
se vyskytuji jako trimery), skupinu TGF-B (obsahujici
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Souhrn

tzv. cysteinovy uzel), chemokiny (stabilizovany disulfi-
dovymi mustky) a ostatni, které se strukturné nedaji
zafadit do zadné z predeslych skupin.?

Zavér:

Antimikrobialni peptidy jsou povazovény za multi-
funkéni efektorové molekuly, které slouzi nejenom
jako endogenni antibiotika, ale také jako prozanétliva
agens. Jsou schopny zni¢it mikrobidlni membrénu
a tim inhibovat jejich rlist, maji vliv na expresi adhesiv-
nich a imunomodula¢nich molekul, na angiogenesi
a reparaci klze. V kazdém pfipadé vsak jejich funkce
zélezi na koncentraci. V nizSich hladinach ovliviiuji
pfenos signdlu nebo proliferaci, zatimco ve vyssich
mohou zpUsobit bunéénou lysi.

StéZejni myslenkou vyuZiti antimikrobialnich
a imunomodulaénich peptidi je vyvoj inovativnich
antibiotik prostfednictvim biochemickych a biotech-
nologickych metod.® V této oblasti vyzkumu je po-
mérné velky potencidl, a to pfedeviim kvuli zvySu-
jici se rezistenci konvencnich antibiotik." Navic se
zjistilo, Ze AMPs pracuji synergicky s jiz existujicimi
antibiotiky.'

8. Jones DE, Bevins ChL: Journal of Biological
Chemistry 267, 23216 (1992).
9. Braff MH, Bardan A, Nizet V, et al.: Journal of the
Investigative Dermatology 125, 9 (2005).
10. Rawlings JS, Rosler KM, Harrison DA: Journal of Cell
Science 117, 1281 (2004).
11. Steinstraesser L, Koehler T, Jacobsen F et al.:
Molecular Medicine 14, 528 (2008).
12. http://database.portal. modwest.com/item.php?ta-
ble=strategy&id=1041, stazeno 8. 11. 2010.

Hradecka M.: Antimikrobialni a imunitu ovliviujici peptidy v protekci infekci
Antimikrobiélni peptidy mGzZeme charakterizovat jako endogenni peptidova antibiotika, ktera jsou produkovana vsemi organismy,

ké, maji vliv jak na vlastni zni¢eni patogend, tak i na mechanismy vrozeného imunitniho systému. Mohou totiz vystupovat jako chemo-
kiny, inhibitory proteas nebo jako neuropeptidy.

Tento ¢lanek slouzZi jen jako velice povrchni nahlédnuti do problematiky lidskych antimikrobidlnich a imunomodulaénich peptidi
a protein(i a podavé zékladni informace o struktufe, mechanismech a principech plsobeni.

Kli¢ova slova: antimikrobidlni peptidy, cytokininy

Summary

Hradecka M.: Antimicrobial and immunity affecting peptides in protection of infections

Antimicrobial peptides we can characterize like endogenous peptides antibiotics that they are produced by the all organisms, both
prokaryotes (bacterias) and eukaryotes (lower and higher plants, animals and also man). Their spectrum incidence is wide, they are
affective both on the own destruction of pathogens and on mechanisms of the innate immunity system. They may occure like chemo-
kins, protease inhibitors or like neuropeptides.

This article serves only as very superficial wiew into the problems of human antimicrobial and imunomodulatory peptides and
proteins and serves primary as objective informations on structure, mechanisms and action principles.

Keywords: Antimicrobial peptides, cytokinin
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GENETICKA MODIFIKACE Claviceps purpurea
JAKO MOZNOST ZEFEKTIVNENI PRODUKCE

NAMELOVYCH ALKALOIDU

Helena Hulvova

Univerzita Palackého v Olomouci, Centrum regionu Hand pro biotechnologicky a zemédélsky vyzkum, Oddéleni

molekuldrni biologie

Uvod

U¢inky namelovych, neboli také ergoidnich alkaloid(
obsazenych mimo jiné napf. v organismu Claviceps
purpurea a latek z nich odvozenych jsou lidstvu
po staleti dobfe zndmy. MGzeme je spojovat s ¢etnymi
pfipady jejich mylného uziti a néslednou otravou
potravinami vyrobenymi z obilnin napadenych touto
parazitickou houbou, s jejich zneuzZitim ve formé synte-
tického diethylamidu kyseliny lysergové, zndmého
pod zkratkou LSD, ale v prvni fadé je tfeba zminit
jejich vyuziti na poli farmaceutického primyslu pfi
vyrobé lékd.

Infekce Zita houbou C. purpurea se v pocéatecnim sta-
diu projevuje tvorbou medovice, viskozni tekutiny
bohaté na cukry a konidie C. purpurea (Obr. 1 A),
a vyusti tvorbou sklerocii, tedy rigidniho stadia
a produkéni formy C. purpurea (Obr. 1 B, C).

A B

Obr. 1: Infekce zita houbou C. purpurea: A) prvni makroskopicky viditelna
znamka infekce - tvorba medovice, tekutiny bohaté na cukry atraktivni
pro hmyz, obsahujici vysoké mnozstvi konidii houby (cca 7 dni po infekci);

B) a C) tvorba sklerocii, rigidnich stadii houby.

C
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Historie a vyuziti
Biologickd aktivita namelovych alkaloidll je zapfici-
néna strukturnimi podobnostmi s neurotransmitery
noradrenalinem, dopaminem a serotoninem. V historii
byla zaznamenana fada hromadnych otrav, majici
za nasledek umrti az desetitisict lidi. Nasledky into-
xikace ndmelovymi alkaloidy oznac¢ujeme jako ergotis-
mus a dle pfitomnych syndrom@ jej mlzeme délit
na ergotismus konvulsivni projevujici se svalovymi
kfe¢emi, halucinacemi, pocenim a horeckami a ergo-
tismus gangrénovy, dfive také oznacovan jako oher
sv. Antonina'. Intoxikace ergoidnimi alkaloidy a z ni
vyplyvajici halucinace byly pravdépodobné také pfici-
nou Salemskych ¢arodéjnickych procest v USA2. Léky,
zalozené na bazi namelovych alkaloidi slouzi napf.
k Ié¢bé migrény, v porodnictvi pii stimulaci déloznich
stahd, jako prevence a lécba poporodniho krvaceni, ale
také pfi lécbé neplodnosti jako inhibitory
prolaktinu, jako antiparkinsonika, ¢i jako
vasodilatatory pfi lé¢bé vysokého krevniho
tlaku.

Zpisoby produkce namelovych alkaloidu

V soucasné dobé je produkce namelovych
alkaloidi pfiblizné rovnomérné rozdélena
mezi produkci polni a produkci fermentaéni.
Oba zplsoby maji své vyhody i sva uskali.
Fermentac¢ni produkce zajistuje pomérné
pfesné vynosy dle momentalnich potieb
trhu, cena fermenta¢né vyprodukovanych
alkaloidd je v3ak zavisld na cenach energii
a nékteré ergopeptiny nejsou produkovany
dostupnymi kmeny schopnymi produkce
v axenické kultufe. Vynosy polni produkce
maji tendenci silné kolisat v rdmci jednotli-
vych sezon i lokalit v zavislosti na podmin-
kach pocasi. Problematickou soucasti polni
produkce je rovnéZ nutnost pouziti
pylové sterilniho Zita, jelikoz Claviceps pur-
purea napada neoplodnéna ovaria a pyl silné
kompetuje se sporami houby. V soucasné
dobé je na trhu fada hybridnich odrid Zita se
sam¢i sterilitou vazanou na mitochondrialni
DNA. Pii vhodnych povétrnostnich podmin-
kach maze ale i malé mnozstvi pylu pochaze-
jici z okolnich lokalit, ¢i rostlin fertilnich,
vnesenych mezi sterilni napf. zrny zanese-
nymi v zemédélskych strojich, oplodnit vel-
kou populaci sterilnich rostlin a dat tak vznik-



nout velkému mnoZstvi zrna, namisto pozadovanych drahy pro biosyntézu nebo regulaci produkce ndmelo-

sklerocii. vych alkaloidd. Uspé&snost tohoto postupu miZe viak

Také obsahy namelovych alkaloidi ve sklerociich byt omezena regula¢nimi mechanismy jako je zpétno-
nejsou konstantni a sezonné se liSi az o desetiny pro- vazebnd inhibice enzym@ drédhy produktem. Dal$im
cent. V Ceské republice je vyznamnym producentem pfistupem je nadexprese genli umoznujicich dekon-
namelovych alkaloidd firma TEVA Czech Industries, denzaci chromatinové struktury, jejiz heterochromati-
Opava. novd (kondenzovana) forma zabrariuje expresi poza-

dovanych genl. Vhodnym kandidatem pro tento
postup je gen laeA, tedy gen pro histon methyltransfe-
rasu, jejiz nadexprese v fadé hub druht Aspergillus

Moinosti uplatnéni molekularné genetickych
metod pii produkci namelovych alkaloidii

Jednou z moinosti zefektivnéni produkce namelo-  vedla ke zvysené expresi gend klastrG kodujicich enzy-
vych alkaloidi je pfiprava novych kmenli metodami my sekundarniho metabolismu a ke zvy$ené tvorbé
molekularni genetiky. Preferovanou metodou pro produktu®. Dal$imi kandidaty jsou geny pro proteiny
genetickou modifikaci tohoto organismu je transfor-  VeA a VelB, tvofici s LaeA komplex ovliviiujici strukturu
mace protoplastt (buriky zbavené bunéénych stén chromatinus.
lytickymi enzymy) za osmotického tlaku zvySeného .
pomoci polyethylenglykolu®. Geny spojené s drahou Zaver
biosyntézy namelovych alkaloidd jsou ulozeny Namelové alkaloidy jsou pocetnou skupinou sekun-
v klastru, a proto muze byt jejich exprese synergicky darnich metabolitd hub s farmakologickym vyuzitim.
regulovéana. Klastr gend pro syntézu ndmelovych alka- Hlavnimi producenty téchto latek jsou druhy rodu
loidd se pravdépodobné nachézi v oblasti hetero- Claviceps, pficemz je tfeba zminit nejvyyznamnéjsiho
chromatinu pobliz telomer chromosom stejné jako zastupce, tedy druh Claviceps purpurea. Geneticky
fada klastr(i pro sekundéarni metabolismus jinych hub®. modifikované kmeny C. purpurea se zvySenou schop-
Jednim z moznych pfistupd pfi pokusech o pfipravu nosti produkce namelovych alkaloidd nebo vys$si sus-
kmene se zvySenou produkci namelovych alkaloidd ceptibilitou vici svému hostiteli by mohly vyznamnym
je nadexprese (zvySeni miry pfepisu genu do RNA zpUsobem sniZit ndklady na vyrobu léku z téchto latek
a nasledné do cilového proteinu umisténim genu pfipravovanych.

pod kontrolu silného promoteru) vybranych gend
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Souhrn

Hulvova H.: Geneticka modifikace Claviceps purpurea jako moinost zefektivnéni produkce namelovych alkaloidii

Namelové alkaloidy, hojné vyuzivané ve farmaceutickém prdmyslu, jsou latky produkované piedevsim houbami rodu Claviceps
s hlavnim zastupcem, organismem Claviceps purpurea. K produkci dochézi béhem infekce hostitelské rostliny, nej¢astéji Zita, nebo
béhem fermentace mutovanych kmen(, schopnych produkce alkaloidi v axenické kultufe.

Geneticky modifikovana Claviceps purpurea se zvy$enou schopnosti tvorby ndmelovych alkaloidi je moznosti, jak sniZit naklady na vyro-
bu Iékt, obsahujicich ndmelové alkaloidy a jejich derivaty.

Klicova slova: Claviceps purpurea, namelové alkaloidy, genetickd modifikace

Summary

Hulvova H.: Genetic modification of Claviceps purpurea as a challenge to streamline the production of ergot alkaloids

Ergot alkaloids, widely used in the pharmaceutical industry, are substances produced by fungi of the genus Claviceps, with the main
representative, Claviceps purpurea. The production occurs during infection of host plants, most typically sterile variety of rye or during
fermentation of mutant strains capable to produce alkaloids in axenic culture. Genetically modified Claviceps purpurea with increased
ability to synthesize ergot alkaloids is a challenge to reduce production costs of drugs containing ergot alkaloids and their derivatives.

Keywords: Claviceps purpurea, ergot alkaloids, genetic modification
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