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UVODEM
Vazeni pratelé,

radi bychom Vam pfipomnéli, ze UNESCO na svém
40. zasedani v minulém roce vyhlasilo 4. brezen své-
tovym inZenyrskym dnem. Ve dilezZité o tomto dni
se dozvite na webovych strankach http://worldengi-
neeringday.net. Viele doporucujeme si tyto stranky
oteviit a seznamit se s ddvody, které UNESCO vedly
k zavedeni tohoto vyznamného svatku viech inzenyrd.
V piedvecer svatku vsech inZzenyr( nasi planety uspofa-
dala nase stfesni organizace CSVTS setkani viech nasich
spolkd, na kterém byvaly pfedseda p. doc. Ing. Zdenék
Trojan, CSc. EUR ING pfednesl obséhlou pfednéasku
na téma ,Postaveni a Uloha inZenyrstvi a inZenyrd
a technikd v soucasné spole¢nosti” a pfipomnél i histo-
rii inZenyrskych spolkd v ¢eskych zemich. Setkani mélo
slavnosti charakter, vedeni CSVTS pfipravilo velmi vkus-
né informativni panely, vystavku publikaci spolkd svazu
i diskusi pfi ¢iSi vina.

V soucasnosti, jak vSichni dobfe vite, celime velikému
problému v celosvétovém Sifeni koronaroviru oznaco-
vanému jako COVID-19. Kone¢né dochazi k celosvé-
tové koordinaci opatieni proti jeho Sifeni a doufej-
me, Ze tato opatfeni pfinesou co nejdfive positivni vy-
sledky. Véfime proto, Ze nase symposium Biotech 2020
(www.biotech2020.cz) budeme moci realizovat v pla-
novaném terminu. Pokud se ukaze, Zze to nebude moz-
né, odloZzime jeho konani na leden 2021.

Jako vidy si vSimneme nékterych zajimavosti o kte-
rych se piSe v odborné literatufe. BéZné cigarety jsou
v posledni dobé nahrazovany ,elektronickymi cigare-
tami”, které jsou casto deklarovany jako méné Skodli-
vé nez béziné koureni. Bohuzel tak tomu rozhodné byt
nemusi. E-cigarety vytvareji aerosol, ktery kufak inhalu-
je. Tento aerosol obsahuje fadu substanci, které mohou
zplsobovat alergické a imunologické reakce a drai-
déni pfitomnymi chemikaliemi. V fadé pfipad( zpUso-
buji znac¢né potize v dychéni, bolesti na prsou vedouci
k hospitalizaci a dokonce i k umrti (v lllinois a Oregonu
v USA). Vznikla ,plicni nemoc” je nevratng, a proto je
mozné jen doporucit se elektronickym cigaretam vy-
hnout.

VSeobecné je znamo, Ze nadmérna konzumace al-
koholu mize zpUsobit tézké poskozeni jaterni tkané.
Od r. 1962 je znamo, Ze k poskozeni jater mGze dojit
i v pfipadé abstinenta. Ludvig a spol. v r. 1980 oznacili
chorobu jako nealkoholicka steatosa a v soucasnosti je
povazovana za soucast metabolického syndromu. V ne-
davné dobé byly publikovany informace, zZe pfic¢inou
této choroby mize byt i bakterie Klebsiella pneumo-
niae. Je to podminény pathogen. Zdravy ¢lovék muze
byt jejim nosicem a nema vibec Zadné problémy. Pri-
padné problémy se fesi podavanim antibiotik, ale pfi
nakazeni v ciziné byly zaznamenany i problémy s kme-
ny rezistentnimi vGci antibiotikim. Zde vSak chceme
ukézat na publikovany pfipad Cifana, ktery trpél opi-
losti, i kdyz zadny alkohol nepil. Alkohol mu vyrabély
stfevni bakterie v mnozstvi, které dosahlo az neuvéfi-
telnych 4 promile. Ukazalo se, ze doty¢ny pacient mél
ve stolici téméf 20 % bakterii Klebsielly ze viech bakte-
rii sttevni mikroflory. Ddvodem byla vysoka konzumace
cukr(i v pfijimané potrave.

Velké environmentalni nebezpedi je spatfovano ve
zvysujici se koncentraci CO, v atmosfére, které se pfi-
pisuji soucasné klimatické zmény predstavované pre-
devsim zvySovanim teplot ovzdusi. V tomto ohledu je
povzbuzujici prace védcl z izraelského Weizmannova
Institutu publikovana v casopise Cell 179(6), 1255-63,
2019. Autofi nejprve identifikovali geny odpovédné za
fixaci uhliku z CO, do organickych molekul, které vlozili
do E.coli a zaroven odstranili geny cukerného metaboli-
smu. Geneticky modifikované bakterie pak produkovaly
olej misto cukrl. Prace naznacila experimentalni pfi-
stup jak pfeménit plynny CO, na uzite¢nou ,biomasu”
a resit problém zvySovani teploty atmosféry (,zachranit
planetu”).

Mili ¢tenéfi, pfejeme Vam pfijemné protziti jara a bliz-
kych velikonoc¢nich svatkd bez hrozby koronaviru. Tési-
me se, Ze s dalSim cislem naseho Bioprospectu bude
hrozba onemocnéni nebezpe¢nym virem jiz minulosti.

Se srde¢nymi pozdravy se s Vami louci
Jan K&$ a Petra Lipovova
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4 March - the World Engineering Day
for Sustainable Development

Realizing the key role of engineering for humanity and its environment,
UNESCO, with support of all its member countries and more than

80 engineering organizations worldwide, decided to proclaim

the 4™ March every year as the World Engineering Day for Sustainable
Development, to engage with governments, industries, non-governmental
organizations and the public at large to address the need for engineering
capacity and the quality of engineers to solve the world’s most pressing

Be an Engineer and Create a Better Future for the World
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ODBORNE PRISPEVKY

KRYSTALOVANI JAKO CESTA K DUKAZU PROTEINOVE
POVAHY ENZYMU: HISTORICKY EXKURZ

Marek Sebela

Centrum regionu Hand pro biotechnologicky a zemédélsky vyzkum, Pfirodovédeckd fakulta, Univerzita Palackého

v Olomouci; marek.sebela@upol.cz
Uvod

V tomto stru¢ném piehledu jsou zminény osudy
a védecké uspéchy tii americkych biochemikd aktivnich
v prvnich desetiletich 20. stol. James B. Sumner', Mo-
ses Kunitz? a John H. Northrop? se zapsali do povédomi
predevsim UspéSnymi experimenty s krystalizaci en-
zymd, které tehdy jesté nebyly cestou k urCovani pros-
torové struktury, nicméné napomohly k definitivnimu
potvrzeni skutecnosti, Ze enzymy — biokatalyzatory che-
mickych reakci v Zivych organismech - jsou proteiny.

James Batcheller Sumner
(*19. 11. 1887 — 112. 8. 1955)

Obr. 1: James Batcheller Sumner. Fotografie z roku 1946
(Wikimedia Commons).

Sumner (obr. 1) byl prvnim biochemikem, ktery
krystaloval enzym. Slo tehdy o ureasu katalyzujici roz-
klad mocoviny na amoniak a oxid uhlicity. Vysledek,
ackoli prevratny, byl ve své dobé pfijat s neddvérou
¢i dokonce vysméchem'. Opakovanymi dikazy vsak
autor vehementné potvrzoval svoje zévéry. Prispél tak
ke kone¢nému pochopeni dnes samoziejmé pfijima-
ného faktu, Ze enzymy patfi mezi proteiny. Narodil se
v Cantonu u Bostonu, jeho pfedkové pfisli do Ameriky
z Anglie pfed polovinou 17. stol. Dédecek mél tovarnu
na zpracovani baviny a farmu, otec vlastnil venkovsky
statek. Uz jako dité proto mohl Sumner pozorovat par-
ni a pletaci stroje a zvifata na farmé. Na stfedni sko-
le si oblibil chemii a fyziku. Trpél v3ak vyraznym hen-
dikepem. Pfi lovecké vypravé ho postielil spole¢nik

do levé ruky, ktera byla amputovana nad loktem. Musel
se proto pfeucit na pravaka, aviak i se svym postizenim
sportoval, hral tenis, lyZzoval, plaval, bruslil, vénoval se
stielbé, nebo jezdil na kanoi'.

Od r. 1906 studoval na Harvardu elektrické inzenyr-
stvi, které brzy vyménil za studium chemie. JiZ jako stu-
dent publikoval jako spoluautor se svym profesorem
praci o syntéze alkaloidu papaverinu. Po ukonéeni stu-
dia v r. 1910 3el nejdfive pracovat do strycovy pfadelny.
Po ptl roce dostal nabidku ucit jeden semestr chemii
a fyziologii na Koleji Mt. Allison v Sackvillu, Novy Brun-
Svik (Kanada). Pak jesté kratce pusobil jako asistent
na Worcesterské polytechnice v Massachusettsu. Na-
sledné odesel na lékafskou fakultu Harvardu, kde do-
studoval biochemii u Otto Folina (1867 — 1934), chemi-
ka pochazejiciho ze Svédska, ktery se zabyval analytic-
kymi mikrometodami. Folin spolu s rumunskym stazis-
tou jménem Vintild Ciocélteu (1890 — 1940) vyvinuli
¢inidlo pro stanoveni fenolovych latek (,Folin-Ciocalteu
Reagent”, FCR). Absolvoval v r. 1913 a v r. 1914 zis-
kal doktorat, disertace se zabyvala tvorbou mocoviny
v téle Zivocichl, spolupracoval s Cyrusem H. Fiskem
(1890 - 1978)4, objevitelem kreatinfosfatu (1927).

Poté nastoupil na Cornellovu univerzitu v Ithace, stat
New York, kde plsobil na lékaiské fakulté. Byl docen-
tem a pozdéji profesorem na katedfe fyziologie a bio-
chemie. V r. 1938 piesel na zoologii na pfirodovédecké
fakulté. V r. 1945 pak zakotvil na zemédélské fakulté,
katedra biochemie a vyZivy. Byl zde od r. 1947 fedite-
lem laboratofe chemie enzym(. V I. 1920 - 21 absol-
voval postdoktorsky pobyt na Iékaiské fakulté Brusel-
ské univerzity v Belgii. V I. 1929 byl na stazi u nobelisty
Hanse von Eulera (1873 — 1964) na Stockholmské uni-
verzité a kone¢né v r. 1937 na univerzité v Uppsale. Na
Cornellu pfedevsim ucil biochemii s velkym tvazkem,
ku pomoci mél pouze jediného asistenta, pfilezitosti
k védecké praci mél malo. Publikoval na téma bioana-
lytickych metod, &mz se zabyval uz na Harvardu. Slo
o stanoveni amoniaku a mocoviny napf. ve svalu
a modi'.

Byl fascinovan problémem podstaty enzym a roz-
hodl se ziskat cisty enzym. Zvolil si ureasu z fazole
Canavalia ensiformis odkud predtim krystaloval i dva
globuliny. Cesta ke krystalickému enzymu trvala téméf
10 let, zkousel mnoho metod, nakonec vyuZil relativné
jednoduché procedury zalozené na extrakci fazolové
mouky zfedénym acetonem. Krystaly se objevily v chla-
zeném filtratu a byly vycistény promytim acetonem. Po
jejich rozpusténi ve vodé Slo naméfit vysokou aktivitu
a test na obsah proteind byl pozitivni. Prvni dokonce-
né vysledky s krystalizaci byly publikovany v Journal of
Biological Chemistry v r. 1926°¢. Publikace byla pfijata
s nedGvérou, zejména Richardem M. Wilstdtterem
(1872 - 1942) a jeho zaky v Némecku, ktefi pfedpokla-
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dali, Ze enzymy nejsou proteinové povahy a oponova-
li, Ze byl krystalovan pouhy proteinovy nosi¢ enzymu.
V nasledujicich letech Sumner podpofil svoji pfevrat-
nou préaci dalSimi publikovanymi daty (téméf 20 praci)'.

V r. 1929 John H. Northrop (1891 - 1987) z Rocke-
fellerova ustavu v Princetonu, New Jersey, uvefejnil
krystalizaci pepsinu’ a pozdéji s Mosesem Kunitzem
(1888 — 1978) popsali krystalizace trypsinu® a chymo-
trypsinu®. Jesté nékolik let ale trvalo, nez se vseo-
becné akceptovalo, Ze enzymy jsou proteiny. Sum-
ner rovnéz krystaloval katalasu, coz bylo publikovano
v 1. 1937 s Alexanderem L. Douncem (1909 — 1997)".
Ten pozdéji jako prvni vyslovil hypotézu, Ze DNA by moh-
la byt vzorem (templatem) pro tvorbu RNA a nasledné
proteinti, predpovédél geneticky kod (1952/1953)".
Objevil také sklenény homogenizator pojmenovany
po ném umozivujici izolaci malych organel, jako jsou
mitochondrie. Celkem Sumner pfipravil vice nez tucet
krystalickych enzym@. V r. 1946 ziskali James B. Sum-
ner, John H. Northrop a Wendell M. Stanley (1904 -
— 1971) Nobelovu cenu za chemii (krystalizace en-
zym(). Pii pfipravé ctyidilné knihy o enzymech
(1950 - 1952), do které pfispivalo 78 védcl a jez méla
2800 stran, Sumner nejen odborné posuzoval viech-
ny pfispévky, ale i osobné ovéfoval v laboratofi nékteré
metodiky'.

Moses Kunitz
(*19. 12. 1887 — 1 20. 4. 1978)

Kunitz (obr. 2) izoloval a krystaloval nékolik enzym
a jejich prekurzor(. Prispél tak vyznamnou mérou k po-
tvrzeni skutecnosti, Ze enzymy jsou proteiny. Krystalizaci
ribonukleasy a deoxyribonukleasy bylo mozné potvrdit

 1 [ }l h

jejich vysokou specifi¢nost, coz v experimentech jinych
védcl pomohlo vysvétlit funkci RNA a DNA2. Narodil se
v ruském mésté Slonim (pak 1921 — 1939 Polsko, nyni
Bélorusko) odkud odesel do USA. V r. 1909 se usadil
v New Yorku. Studoval chemii na vysoké skole Cooper
Union, v r. 1916 zde ziskal bakalafsky titul. Pokracoval
v oboru elektrické inZenyrstvi, v r. 1919 nastoupil na
Kolumbijskou univerzitu (1922 magisterské studium,
1924 doktorat v oboru biologicka chemie).

Jiz v dobé studii, jelikoz navstévoval vecerni kurzy,
pracoval Kunitz jako laborant na Rockefellerové usta-
vu pro lékarfsky vyzkum ve fyziologické laboratofi
u Jacquese Loeba (1859 - 1924). S ukoncenim doktor-
ského studia zde ziskal stalé misto. Jeho nadfizenym
byl od r. 1924 John H. Northrop (1891 - 1987), ktery
mél zéjem o pokracovani v praci na viskozité, bobtna-
ni a vlivu soli na vlastnosti proteind? Spoluprace Ku-
nitze s Northropem dohromady trvala vice nez 30 let.
V r. 1926s nim odeSel do pobocky Rockefellerova
Gstavu v Princetonu, kde se rozvinul vyzkum proteoly-
tickych enzyma. Northrop se vénoval pepsinu a Kunitz
trypsinu, protoze tyto proteiny uz tehdy byly dostup-
né komeréné a daly se docistit. V Princetonu se po-
dafilo krystalovat zymogeny a posléze i aktivni travici
enzymy. Krystaly trypsinu byly poprvé pfipraveny na
pocatku 30. leté. Zjistilo se, Ze konverze trypsinogenu
na trypsin je autokatalytickd? a pfeména chymotryp-
sinogenu na chymotrypsin pak v urcité analogii pro-
bihd plsobenim trypsinu®. Béhem skladovéni cistého
chymotrypsinu (a-chymotrypsin) si Kunitz povsiml, ze
vznikaji aktivni autolytické produkty, které pojmenoval
B- a y-chymotrypsin®. Zajimavé bylo jeho nahodné
zjisténi, Ze trypsinogen skladovany v roztoku HCl se
proti o¢ekavani aktivoval. Posléze v zésobni lahvi s ky-

"

i

Obr. 2: Moses Kunitz (vlevo) s kolegou N. Westem. Fotografie z roku 1924

(The Embryo Project Encyclopedia, https://embryo.asu.edu).
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selinou chlorovodikovou objevil jako necistotu pliser
Penicillium, ktera produkovala enzym efektivné stépi-
ci trypsinogen. Plisen izoloval, napéstoval a z ni ziskal
tuto proteasu, kterd mu umoznila pfipravu kvalitnéjsiho
trypsinu z trypsinogenu.

Dal3imi proteiny krystalovanymi Kunitzem byly in-
hibitory trypsinu z pankreatu a ze soje. Nalezenim
inhibitoru v pankreatu byla zodpovézena otazka, pro¢
je tam trypsinogen inaktivni, kdyz pH je optimalni
pro aktivaci2. Studoval i proces interakce s inhibitory.
V |. 1939-40 Kunitz izoloval a krystaloval ribonukleasu
(RNasu) z pankreatu®. Zjistil, Ze tento protein je extrém-
né stabilni a vydrzi byt aktivni i po povafeni. Pozdéji na-
sledovala deoxyribonukleasa (DNasa)'™. Mala mnoZzstvi
toho enzymu rozkladala DNA izolovanou z pneumoko-
ka (transformacni princip ze znamého pokusu Averyho,
MacLeoda a McCartyho z r. 1944), coz vedlo k potvrze-
ni DNA jako nositelky dédi¢né informace.

Kunitz také pfed valkou krystaloval hexokinasu a dal-
$i enzymy?2. Pro krystalizaci proteind mél velky talent
a kompetenci. Jiné oddéleni Rockefellerova ustavu vy-
vijelo snahu krystalovat jisty rostlinny protein (v zéjmu
amerického ministerstva obrany), avsak neuspésné.
Vzorek byl proto zaslan Kunitzovi s zadosti o pomoc
s krystalizaci?2. Obdrzel protein odpoledne, rozpustil
ve vodé, rozdélil na dily a ve zkumavkach pfidal po-
stupné rostouci mnozZstvi ziedéné HCl. V jedné z pro-
sttednich zkumavek se objevil precipitat. Do druhého
dne protein v lednici vykrystaloval. Po navratu do New
Yorku a pfeméné Rockefellerova Ustavu na univerzi-
tu se stal emeritnim profesorem. Jak o ném fekl jeho
nadfizeny John H. Northrop, byl napaditym a trpélivym
vyzkumnikem s teoretickymi znalostmi a technickym
nadanim. Byl schopen vyfesit kazdy problém, kterému
se v laboratofi vénoval.

John Howard Northrop
(*5. 7. 1891 - 127. 5. 1987)

Americky biochemik Northrop (obr. 3) prokazal, ze
pepsin a trypsin jsou proteiny®. DileZitost tohoto vy-
sledku byla ve videobecném pochopeni, Ze enzymy jsou
proteinové povahy. V. r. 1946 ziskal Nobelovu cenu
za chemii spolu s chemikem Jamesem B. Sumnerem
a biochemikem/virologem Wendellem B. Stanleyem.
Byl potomkem anglickych imigrantd ze 17. stol., v rodu
bylo nékolik vzdélanct a podnikatel(. Oba jeho rodice
byli zaméstnani na univerzité, otec vsak zahynul pfi po-
zaru jesté pred jeho narozenim. Matka syna vedla k pfi-
rodnim védam. Navstévoval Kolumbijskou univerzitu
v New Yorku a titul bakalafe ziskal v r. 1912. Magisterské
studium chemie ukondil v r. 1913, spolu s nim studoval
napf. George Scatchard (1892 - 1973), pozdéjsi odbor-
nik na enzymovou kinetiku. Jeho doktorské studium
bylo zaméteno na obsah fosforu ve skrobu, absolvoval
v 1. 1915. Jacques Loeb, biolog piivodem z Némecka,
ho pfijal na Rockefellerlv ustav pro lékarsky vyzkum.
Na Rockefellerové ustavu (v 50. letech pfeménén na
univerzitu), zGstal Northrop fadu let. V letnim obdobi
pracoval v laboratofi ve Woods Hole, Massachusetts.
V r. 1917 se oZenil, a protoze nerad dojizdél do New
Yorku, pfesel do pobo¢né laboratofe patologie Zivo-

¢ichl v Princetonu, New Jersey (1926). Northrop byl
fyzicky velmi zdatny?, provozoval kanoistiku, Sermoval,
stiilel, jezdil na koni, mél rad lov ryb i lov se psy (ale
vyzkum na zvifatech povazoval za nechutny). Mél viak
vyrazné problémy se sluchem a vyhybal se proto vé-
deckym konferencim. Byl vcelku podnikavy (farmafstvi,
vypravy na kénoi - sjizdéni pefeji). V redakci ¢asopisu
Journal of General Physiology plsobil t¢éméf 70 let jako
editor.

Obr. 3: John Howard Northrop. Fotografie z roku 1934
(The Embryo Project Encyclopedia, https://embryo.asu.edu).

S Loebem se nejdfive vénoval studiu environmental-
nich faktor( ovliviiujicich dédi¢nost3. Zjistil, Ze octomil-
ky Ziji déle pfi nizsi teploté navzdory vyssi energetické
spotiebé. Mouchy péstoval ve sterilnich podminkach
stovky generaci ve tmé, coz nemélo vliv na jejich Zi-
votni parametry. Béhem 1. svétové valky byla poptav-
ka po vyrobé nedostatkovych chemikalii?, studovala se
napf. mikrobialni produkce acetonu. Northrop vzpomi-
nal v této souvislosti pfipad Chaima Weizmana (1874 —
- 1952), pozdéji prvniho prezidenta lzraele, ktery pomo-
ci procesu acetonového-butanolového-ethanolového
kvaseni cukrt (Clostridium acetobutylicum) dokazal
nahradit vypadek acetonu pro vyrobu vybusniny kor-
dit v Anglii. Po skonceni valky se vrétil na Rockefellerdv
Gstav, s Loebem studoval napf. heliotropismus krabd
Limulus a Donnanovy rovnovahy. S Mosesem Kunitzem
sledoval micelarni vlastnosti zZelatiny, s jinymi kolegy
pak napf. aglutinaci baktérii a krvinek. Vyznamny byl
pfedevsim vyzkum kinetiky pepsinu a trypsinu vcetné
inhibi¢niho efektu nékterych produktt stépeni. Povsiml
si, Ze proteolytické enzymy neposkozuiji struktury zivych
organismd, zatimco mrtvé buriky jsou rychle rozkla-
dany.
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V Princetonu Northrop vytvofil skupinu s Mosesem
Kunitzem a Mortimerem (Timem) Louisem Anso-
nem (1901 - 1968). Dalsimi ¢leny byli zpocatku Al-
bert P Krueger (1902 — 1982) a pak Roger M. Herriott
(1908 - 1992)3. Northrop izoloval pepsin uz na pocat-
ku 20. let, ale nebyl schopen ho krystalovat. Sumnertv
Uspéch s krystalizaci ureasy (1926)>¢ znamenal povzbu-
zeni a navrat k pepsinu, ktery se nakonec podafilo zis-
kat v krystalickém stavu (1929)”. Jeho proteinové pova-
ha byla demonstrovana fadou experimentl (precipitac-
ni frakcionace). Dikazem byla nemoznost oddélit pro-
tein od enzymové aktivity. Pro dalsi dikaz proteinové
povahy se poufzil test rozpustnosti (Serensentv test),
kdy se u cisté latky po urcitém rozpousténém mnoz-
stvi dostavi saturace. Zménami pH a koncentrace soli
dostaval kiivky rozpustnosti, které odpovidaly teorii pro
jednu distou latku. V r. 1933 bylo v Evropé popsano,
e pepsinova aktivita se vaze na proteiny ze semen me-
lounu, coz se vysvétlovalo jako ,pfenos aktivni skupiny”
(proti proteinové podstaté)’®. Northrop opakovanim
postupu potvrdil tuto vazbu, ale po okyseleni roztoku
pepsin pfislusné proteiny rozstépil a bylo mozné jej
znovu ziskat nezménény v krystalickém stavu®™. V té
dobé Kunitz pracoval na izolaci krystalického trypsi-
nu. Northrop studoval reverzibilni tepelnou denaturaci
trypsinu a zjistil shodu mezi aktivitou a obsahem pro-
teinu béhem denaturace?®. To bylo jednim z dlkazl
(kromé testli rozpustnosti), Ze trypsin je protein.

Dal3im pfedmétem zdjmu byly viry. Zkouman byl vi-
rus mozaiky brambor a virus mozaiky tabaku (TMV)3.
Studovaly se bakteriofagy infikujici kolonie stafyloko-
kd. Poté co Wendell Stanley na Rockefellerové tstavu
krystaloval TMV, vénoval se Northrop od r. 1936 stafy-
lokokovému fagu?'. Ze stovek litrG lyzatu precipitoval
faga a prokézal v ném nukleovou kyselinu, v TMV byla
v té dobé jinymi potvrzena RNA. Role nukleovych ky-
selin nebyla jesté znama, predpokléadalo se, Ze fagy
vznikaji z prekurzorovych proteint. Nasledoval vyzkum
protilatek. Northrop pfipravil v krystalickém stavu proti-
latku (antitoxin) vazajici toxin zaskrtu?2. Béhem druhé
svétové valky se zabyval metodikou detekce toxickych
chemikalii. V r. 1946 byl ocenén Nobelovou cenou
za chemii, byla to prvni Nobelova cena za préci vykona-
nou na Rockefellerové ustavu.
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Na rok 1951 bylo ohlaseno zruseni laboratofe v Prin-
cetonu. Northrop tedy pfijal od r. 1949 misto profesora
na Kalifornské univerzité v Berkeley na zapadnim po-
biezi (bakteriologie a biofyzika), kde se vratil ke studiu
bakteriofaga®. Zajimal se o buné¢né zmény v lysogen-
nich bunkach Bacillus megatherium, které indukovaly
produkci fagd — fosfat ji inhiboval a hoicik zvySoval.
Northrop ve svych zavérech predpovédél pozdé;jsi vy-
sledky experiment( Hersheye a Chaseové (1952) o du-
lezitosti nukleové kyseliny jako transformacniho prin-
cipu?. Lysosensitivni bunky jsou ty, které mohou byt
infikované fagem; prezivsi infikované bunky mohou
nést virus v neinfekéni (lysogenni) formé. Northrop
prokazal, ze rychlost indukovani produkce fagd u lyso-
gennich bunék je srovnatelnd s rychlosti jejich mutace
na rezistenci vici antibiotikdim.

Zaver

Urcovani prostorové struktury proteind po jejich kry-
stalizaci a rentgenové difrak¢ni analyze krystal( je dnes
tématem ucebnic biochemie a povazuje se za zave-
deny postup v ramci rozvijejiciho se oboru strukturni
biologie. Databaze PDB (Protein Data Bank) aktualné
obsahuje 134409 struktur proteint uréenych rentge-
novou krystalografii (bfezen 2020). Jen prosté vyhle-
davani s klicovym slovem ,enzyme” zobrazuje 14572
databazovych odkazd. Lze tedy fici, Ze enzymy jiZ byly
krystalovany v poctu desitek tisic. Porovnani tohoto
¢isla s pouhymi nékolika enzymy krystalovanymi vyse
pfedstavenymi biochemiky prvni poloviny 20. stoleti je
méfitkem doby téméf 100 let, jez uplynula od publi-
kovani prvnich uspésnych krystalizaci enzym, a vyzdvi-
huje experimentalni moZnosti moderni védy. Na druhé
strané, tehdejsi zajem a invence biochemikd byly klico-
vé z nékolika ddvodi. Pfedevsim zvladli s minimalnim
vybavenim a béznym materialem vyfesit problém pro-
teinové povahy enzym, ktery mél vyrazny dopad na
vyvoj biochemie jako védni discipliny viibec, a k tomu
zavedli postupy, jejichz dalSim zdokonalovanim se do-
$lo aZ k dnesnim soupravam reagencii pro optimalizaci
podminek krystalizace. Zajimavé jsou v tomto ohledu
zejména Kunitzovy experimenty, kdy vystavoval protei-
ny plsobeni silnych kyselin nebo vyssich teplot, ¢emuz
se uZ jeho soucasnici s pfirozenymi obavami vyhybali.

12. Kunitz M, Northrop JH: Science 80, 190 (1934).

13. Kunitz M: J. gen. Physiol. 22, 207 (1938).

14. Kunitz M: J. gen. Physiol. 21, 601 (1938).

15. Kunitz M: J. gen. Physiol. 24, 15 (1940).

16. Kunitz M: Science 108, 19 (1948).

17. Avery OT, MacLeod CM, McCarty M: J. Exp. Med. 79,
137 (1944).

18. Waldschmidt-Leitz E, Kofranyi E: Naturwissenschaf-
ten 10, 206 (1933).

19. Northrop JH: J. Gen Physiol. 17, 165 (1933).

20. Northrop JH: J. Gen Physiol. 16, 323 (1932).

21. Northrop JH: J. Gen Physiol. 21, 335 (1938).

22. Northrop JH: J. Gen Physiol. 25, 465 (1942).

23. Hershey AD, Chase M: J. Gen Physiol. 36, 39 (1952).

Ro¢nik 30

Bioprospect ¢. 1/2020



CHARAKTERIZACE BAKTERIi RODU Kocuria

Anastasiia Vasyliuk

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

Uvod

Bakterie rodu Kocuria jsou morfologicky podobné
bakteriim rodG Staphylococcus a Micrococcus. Ten-
to rod byl plivodné fazen mezi bakterie rodu Micro-
coccus, pozdéji byl v roce 1995 na zékladé fylogenetic-
kych a chemotaxonomickych analyz za¢lenén do samo-
statného rodu Kocuria na zdkladé molekulérnich me-
tod zahrnujicich sekvenaci genu pro 16S rRNA'2. Jedna
se o gram-pozitivni, aerobni koky, které se vyskytuji
ve dvojicich, kratkych fetizcich i tetradach. Piirozené se
vyskytuji v piidé, vodé a jsou soucasti mikroflory kiize
a sliznic u ¢lovéka a zvifat'*. Bakterie rodu Kocuria
jsou zodpovédné za rlizné typy infekci, béiné pouzi-
vané fenotypové testy vSak Casto nespravné identifikuji
izolaty rodu Kocuria, které jsou pak zaménény za bak-
terie rodu Staphylococcus®.

Charakteristika

Rod Kocuria patii do tfidy Actinobacteria, fadu
Actinomycetales a Celedi Micrococcaceae. Tyto bakterie
byly poprvé identifikovany a popsany slovenskym mi-
krobiologem Milosem Kocurem?, dlouholetym sprév-
cem brnénské Ceskoslovenské sbirky mikroorganismd,
po némz byl nésledné tento rod, zavedeny v roce 19952,
pojmenovan. Tento rod patfi mezi gram-pozitivni, ne-
sporulujici, striktné aerobni mikroorganismy, s vyjim-
kou Kocuria kristinae, ktera je fakultativné anaerobni;
Kocuria marina, ktera je schopna rdst v pfitomnosti
5 % CO,; a kmene Kocuria rhizophila DC2201, ktery je
schopen anaerobniho metabolismu®®.

V roce 2003 rod Kocuria obsahoval pét druhd, kon-
krétné& Kocuria rosea, Kocuria varians, K. kristinae,
Kocuria palustris a K. rhizophila. Pozdéji Gundlapally
et. al. (2003) identifikovali Sesty druh, ktery pojme-
novali Kocuria polaris, protoze byl izolovany z antark-
tického vzorku®. V soucasné dobé je znamo 28 druht
Kocuria identifikovanych na zakladé studii genl pro
16S rRNA. Druhy Kocuria, které byly dosud popsény za-
hrnuji Kocuria aegyptia, Kocuria assamensis, Kocuria
arsenatis, Kocuria atrinae, Kocuria carniphila, Kocu-
ria dechangensis, Kocuria erythromyxa, Kocuria flava,
Kocuria gwangalliensis, Kocuria halotolerans, Kocu-
ria himachalensis, Kocuria indica, Kocuria koreensis,
Kocuria kristinae, Kocuria marina, Kocuria oceani,
Kocuria palustris, Kocuria pelophila (Obr. 1), Kocu-
ria polaris, Kocuria rhizophila, Kocuria rosea, Kocuria
salsicia, Kocuria salina, Kocuria sediminis, Kocuria soli,
Kocuria turfanensis, Kocuria tytonis, Kocuria varians?.

Od ostatnich zastupcll fadu Actinomycetales mze-
me rod Kocuria odlisit na zakladé pfitomnosti hlavnich
aminocukr galaktosaminu a glukosaminu v buné¢né
sténé. Mezi dalsi odliSnosti patfi pfitomnost peptidogly-
kanu typu L-Lys-Ala; , a polérnich lipid difosfoglycero-
lu a fosfoglycerolu. Bakterie rodu Kocuria mohou pro-
dukovat menachinony, které jsou hydrogenovany (do-
minantni je MK-7(H2) a MK-8(H2) nebo MK-9(H2)),

tedy menachinony s 7 az 9 isoprenoidnimi jednotkami.
Obsah guaninu a cytosinu v jejich DNA se pohybuje ko-
lem 60 — 75 mol% v zavislosti na druhu?.

Vyskyt

Bakterie rodu Kocuria jsou soucasti pfirozené mikro-
fléry kdze a sliznic u ¢lovéka a zvifat, dale jsou pfitom-
ny ve vodé ¢i v ptidé2. K. aegyptia byla izolovana z al-
kalického vzorku ptdy v Egypté™, dalsi studie prokazaly
pfitomnost bakterie K. marina v moiském sedimen-
tu ve vychodnim Sibifském mofié. V syrovém kufecim
mase byla zjisténa pfitomnost bakterie K. carniphila’.
K. polaris byla izolovana ze vzorku kyanobakterialni
matrice pochazejici z Antarktidy®. Bakterie K. rhizophi-
la a K. palustris byly izolovany z orobince Uzkolistého
(Typha angustifolia), ktery roste v fece Dunaj™. V Ko-
reji byly identifikovany dalsi dva druhy: K. koreensis
a K. salsicia, které byly izolovany z joetgalu, coz je tra-
di¢ni fermentovany moisky pokrm™. Yun et. al. (2011)

(@

®)

Obr. 1: Fotografie z elektronového rastrovaciho mikroskopu
bakterii Kocuria pelophila kultivované na médiu NBRC 802
po dobu 24 h, pfi teploté 28 °C (usec¢ka 2 ym (a), 1 pm (b)™.
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izolovali bakterii K. salsicia téz z pokrmu nazyvany
‘gajami-sikhae’, coz je slana fermentovana potravi-
na (napfiklad z platyse)™. Na pobiezi Gwangalli (Jizni
Korea) byl izolovéan druh K. gwangalliensis™, zatimco
druh K. halotolerans byl izolovan ze vzorku slané pldy
odebrané v lesni rezervaci v Cin&'. Bakterie K. flava
a K. turfanensis byly izolovény ze vzduchu v Sin-tiang,
Ujgurska autonomni oblast, Cina". Ve 4200 m nad hla-
dinou mofe v Himalgjich byla pod ledovcem izolovana
bakterie K. himachalensis™.

Biochemické a fyziologické vlastnosti

Jedna se o nezapouzdiené, nepohyblivé koky, které
netvoii endospory. Zastupci rodu Kocuria jsou mezo-
filni, katalasa pozitivni, obecné nehalofilni a chemoor-
ganotrofni mikroorganismy?.

Optimalni rastové podminky se pro jednotlivé druhy
li3i, vétsina roste v rozmezi teplot 20 — 37 °C a obecné
vyZaduji lehce zasadité pH.

Vétsina zastupcl vytvafi na pocatku 2 — 3 mm velké,
vyvysené, konvexni, kulaté kolonie. Kolonie mohou mit
barvu oranZovou, rdZovou, ¢ervenou, Zlutou nebo kré-
movou'.

Zastupci rodu Kocuria jsou ¢asto zaménovany v kli-
nickych mikrobiologickych laboratofi jako koagulaza-
-negativni Staphylococci (CoNS) na zakladé gramové
reakce, katalasa pozitivnich a koagulasa negativnich
vlastnosti'.

Klinicky profil rodu Kocuria

V roce 1974 byla poprvé identifikovana bakterie
K. kristinae jako ptvodce infekéniho onemocnéni mo-
Covych cest". Prestoze dfive nebylo znamo, ze bakte-
rie rodu Kocuria zpusobuji infekce, v posledni dobé
dochézi ke stale vysSimu vyskytu rdznych typt infekci
zplUsobenymi témito bakteriemi a to pravdépodobné
diky lepsim diagnostickym identifika¢nim metodam?.
Infekce zplsobené bakteriemi Kocuria napadaji osla-
bené jedince a jsou tedy spojeny s rliznymi nemocemi,
napfiklad s riznymi druhy rakoviny, akutni cholecystiti-
dou a dalSimi metabolickymi poruchami” 2'.

SniZena propustnost bunéc¢né stény a pfitomnost
efluxnich pump se podili na rezistenci rliznych druht
Kocuria vici l1é¢ivim. Kromé rezistence na nitrofuran-
toin/furazolidon byla také prokazana rezistence na
aminoglykosidové antibiotikum kanamycin. Variabilni
rezistence bakterii byla pozorovana k (-laktamovym,
chinolonovym, linkosamidovym a kotrimoxazolovym
antibiotikim. Naopak nebyla prokézana rezistence
ke glykopeptidiim, streptogramintim, kyseliné fusidové,
rifampicinu nebo linezolidu?2.

Zastupci rodu Kocuria

Kocuria kristinae je gram-pozitivni, fakultativné anae-
robni kok vyskytujici se v tetradach. Dfive tato bakterie
byla znéama pod nazvem Micrococcus kristinae a popr-
vé byla popsana v roce 19473, Tato bakterie se nachazi
na pokozce a sliznici jako soucast pfirozené mikroflory,
jen zfidka byla izolovana z klinickych vzorkd a je tedy
povaZovana za oportunniho patogena. MGze napf. zpU-
sobit infekce u pacientd, ktefi maji zavedené katétry?>.

Kocuria rosea je gram-pozitivni, striktné aerobni bak-
terie, kterd je schopna rlst na TSA (tryptonovy sojovy
agar) médiu, a piestoze ve vétsiné publikaci je charak-
terizovana jako nepatogenni kmen, ktery kolonizuje
kdzi a sliznici, v nékterych studii byla ozna¢ena za opor-
tunniho patogena?* 2. Altunas a kol. (2004) poprvé po-
psali infekci souvisejici s K. rosea u pacienta s central-
nim Zzilnim katétrem?s.

Kocuria polaris je gram-pozitivni, aerobni, nepohyb-
livy kok, ktery se vyskytuje ve dvojicich ¢i tetradach.
Bakterie na médium s peptonem a kvasni¢nym extrak-
tem vytvafi 1 az 2 mm velké, hladké, oranzové kolo-
nie. Teplotni rozmezi, pfi kterém K. polaris roste, je 5
az 30°C a teplotni optimum pro rdst je kolem 20 °C.
Bakterie toleruji 2 az 9 % NaCl v médiu. Gundla-
pally a kol. (2003) izolovali bakterii K. polaris ze vzorku
kyanobakteridlni matrice pochazejici z Antarktidy.
Studie prokazala, Ze buriky obsahuji Sest rGznych pig-
mentQ°.

Biotechnologické aplikace rodu Kocuria

Mikrobidlni produkce proteas

O mikrobialni proteasy je stale vétsi zéjem v mnoha
oblastech, jako jsou environmentalni védy, biomedicina
a biotechnologie. Mezi nerozpustné proteinové mak-
romolekuly patfi keratin a kolagen. Jejich mikrobialni
biodegradace zavisi na sekreci extracelularnich enzym(
se schopnosti plsobit na pevny substrat?’.

Strukturni protein keratin je odolny vG¢i aktivité Si-
roké skaly proteas. Nékteré druhy hub a bakterii mo-
hou degradovat keratin za predpokladu, Ze produkuiji
enzymy nazyvané keratinasy?® 2°.

Bernal a kol. (2006) identifikovali a izolovali gram-
-pozitivni bakterii K. rosea LPB-3 degraduijici pefi jako
zdroj uhliku, energie a dusiku. Dale byla u této bakterie
zjisténa keratinasova aktivita, kterd vykazovala mimo-
fadnou stabilitu pfi vysokych teplotach (70 — 90 °C).
Vlysoké tepelna odolnost umoznuje prdmyslovym pro-
cestim pracovat pfi vysoké teploté, ktera minimalizu-
je riziko mikrobialni kontaminace. Dale bylo zjisténo,
Ze keratinasa izolovana z K. rosea je stabilni v rozmezi
alkalického pH (10 — 11) a to umoziiuje zlepSeni proce-
st s extrémnimi pozadavky na pH, napfiklad v kozedél-
ném prdamyslu?.

Kolagen je ve vodé nerozpustna bilkovina, ktera tvofi
priblizné tfetinu v3ech proteind v téle savci. Kolagen je
produkovén rtiznymi burikami a diky tomu se i jednot-
livé typy od sebe lisi*. Murphy et. al. (1991) porovna-
vali schopnosti metaloproteinas degradovat kolagen
typu IV. V8echny studované enzymy degradovaly
kolagen tohoto typu°.

Mikrobidlni produkce bakteriocinii

Bakteriociny jsou pfirozené se vyskytujici antimikro-
bialni, ribosomalné syntetizované peptidy, které jsou
produkovany rlznymi bakteriemi®. Bakteriociny by
mohly pomoci chranit potraviny pfed kontaminaci,
problém je v3ak pochopeni interakci mezi potravino-
vymi pfisadami a bakteriociny. Mezi dalsi problematic-
ké podminky patfi pH, teplota skladovani a podminky
pfi zpracovani®> 33, Mezi bakteriociny patfi nisin, anti-
mikrobidlni peptid produkovany bakteriemi Lacto-
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coccuslactis**. Bakterie Kocuria varians NCC 1482 izolo-
vand ze salamu produkuje variacin, lantibiotikum stejné
tiidy antimikrobialnich peptidt jako je nisin. Variacin in-
hibuje rlst potravinovych bakteridlnich patogen, jako
je Staphylococcus aureus, Bacillus cereus a Clostridium
botulinum nebo bakterii zptsobujicich kazeni potravin
jako je rod Enterococcus®. Variacin vykazuje Siroké
inhibi¢ni G¢inky a je stabilni pfi vysokych teplotach
a neutralnim pH. Diky témto vlastnostem by mohl byt
vyuzit jako nové piirodni konzerva¢ni ¢inidlo®.

Mikrobidlni produkce biosurfaktanti

Biosurfaktanty patii mezi amfifilni latky, obsahuji to-
tiz hydrofilni a hydrofobni ¢ast. Diky témto vlastnostem
maji schopnost snizovat mezifazové povrchové napéti.
Vétsina surfaktant(l je v soucasné dobé syntetizovana
chemickou cestou, syntetické surfaktanty ale mohou
mit negativni vlivy na Zivotni prostfedi. Proto se vyzkum
v posledni dobé zaméiil na mikrobialni produkci bio-
surfaktantd®.

Mikroorganismy produkuji biosurfaktanty vétsinou
na povrchu bunék ¢i jako extracelularni metabolity?”.
Organismy produkujici biosurfaktanty jsou rliznorodé
a byly izolovany z nejriznéjsich prostiedi véetné pudy,
moiské vody, moiskych sediment( a z ropnych poli*.
Strukturni rozmanitost téchto metabolit( vede k Siroké-
mu spektru potenciélnich primyslovych aplikaci véetné
vyroby potravin, kosmetiky, farmaceutickych vyrobkd,
zemédélstvi, zlepSeni vyuziti ropy a mnoha dalSich®.
Produkce extrémofilnimi mikroorganismy ma obzvlast
slibny potencial uplatnéni a to diky vysoké stabilité
mikrobiélnich produkt(“.

Sarafin et. al. (2014) testovali osm halofilnich bakterii
na produkci povrchové aktivnich latek. Mezi testovany-
mi bakteriemi byla testovana bakterie Kocuria marina
BS-15, u které byla prokazana produkce biosurfaktan-
td. Biosurfaktanty pochazejici z Kocuria marina BS-15
emulgovaly vice nez 50 % ropy, kokosového oleje,
slune¢nicového oleje, olivového oleje a kerosenu
ve srovnani s ostatnimi testovanymi bakteridlnimi
kmeny?®.
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Mikrobialni produkce pigmentii

Vyuziti pfirodnich pigment( v potravinaiském, kos-
metickém a farmaceutickém préimyslu se v poslednich
letech zvySuje*. Vyhodou vyroby pigment( z mikroor-
ganism je jejich snadny a rychly rdst v levném kulti-
va¢nim mediu, nezdvislost na vnéjsich podminkach
a schopnost produktovat pigmenty réznych barev+2.

Karotenoidy se déli na dvé zakladni skupiny: karo-
teny a jejich okyslicené derivaty nazyvajici se xantofy-
ly. V rostlinach, fasach a fotosyntetickych bakterii hraji
pigmenty hlavni roli pfi fotosyntéze. Tyto pigmenty
se objevuji i u nékterych nefotosyntetickych bakterii
a kvasinek, kde slouzi k ochrané proti svétlu a kysliku.
Vora et. al. (2015) extrahovali oranzové a zluté pigmen-
ty bakterii izolovanych z pddy z oblasti Kharaghoda
(Indie). Halofilni, gram-pozitivni bakterie byly identifi-
kovany jako Kocuria spp. Nejvyssi extrakce téchto pig-
mentl byla ziskana pfi pouziti smési 85 % methanol:
aceton (2:1). Na zékladé absorp¢niho spektra byly tyto
pigmenty zafazeny mezi karotenoidy*.

Zaver

Bakterie rodu Kocuria patfi mezi gram-pozitivni, ne-
pohyblivé, aerobni bakterie, které se pfirozené vyskytuji
na kuzi ¢i sliznici savc(, v pidé a vodé. Pfitomnost bak-
terii rodu Kocuria byla také zjisténa v syrovém kufecim
mase, v orobinci tzkolistém ¢i v tradi¢nim fermentova-
nim moiském pokrmu (joethal). Onemocnéni zpUso-
bena témito bakteriemi jsou spiSe vzacna, piesto by se
neméla podceriovat a je potfeba nalézt vhodné iden-
tifikacni metody pro bakterie Kocuria. Bakterie rodu
Kocuria patfi mezi slibné mikroorganismy, které by se
mohly v budoucnu vyuZivat k produkci enzym, biosur-
faktantd ¢&i pigmentl v potravinaiském, kosmetickém
a farmaceutickém pramyslu.
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Souhrn

Vasyliuk A.: Charakteristika bakterii rodu Kocuria

Bakterie rodu Kocuria patii mezi gram-pozitivni, nesporulujici, pfevainé aerobni koky, které se vyskytuji ve dvojicich, kratkych fetizkach
¢i tetrddach. Drive byl tento rod fazen mezi bakterie rodu Micrococcus, ale na zakladé fylogenetickych a chemotaxonomickych analyz byl
zatlenén do samostatného rodu Kocuria. Bakterie rodu Kocuria jsou morfologicky podobné bakteriim Staphylococcus a Micrococcus.
S bakteriemi Staphylococcus jsou ¢asto zaméiovany pii béznych fenotypovych testech. V souc¢asné dobé je znamo 28 druhtl Kocuria,
které se vyskytuji v plidé, ve vodé, na kizi ¢i sliznici lidi a zvifat. Nékteré druhy Kocuria mohou zpisobovat zdravotni problémy, které jsou
spojeny s dal$imi nemocemi. Nékteré druhy se naopak mohou vyuzit k produkci enzym, biosurfaktantd ¢i pigment( v potravinaiském,
kosmetickém ¢i farmaceutickém pramyslu. Jejich produkce extrémofilnimi kmeny rodu Kocuria ma velky potencial diky zvy3ené stabilité
mikrobiélnich produkta.

Klicova slova: Kocuria, Micrococcaceae, identifika¢ni systém, gram-pozitivni koky, vyskyt, K. kristinae, K. rosea, K. polaris

Summary

Vasyliuk A.: Characteristic of the genus Kocuria

All of the recognize species of Kocuria are gram-positive coccoid, non-endospore-forming, aerobic, which are arranged in pairs, short
chains or tetrads. The genus Kocuria was previously belongs to the family Micrococcaceae. On the basis of the phylogenetic and chemo-
taxonomic analyses, it was incorporated into a separate genus Kocuria. Kocuria are morphologically similar to bacteria Staphylococcus
and Micrococcus. They are often confused with bacteria Staphylococcus by conventional phenotypic tests. At present, there are known 28
species of Kocuria, which occur in soil, water, skin or mucous membranes of humans and animals. Some species of Kocuria can cause
healthy problems that are associated with other diseases. On the other hand some species can be used to produce enzymes, biosur-
factants or pigments in the food, cosmetic or pharmaceutical industries. Their production of extremophilic strains of the genus Kocuria
has great potential due to the increased stability of microbial products.

Keywords: Kocuria, Micrococcaceae, identification system, gram-positive cocci, located, K. kristinae, K. rosea, K. polaris
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ANTIBAKTERIALNI UCINKY NANOCASTIC KOVU -

NANOCASTICE ZLATA

Anna Miskovska, Jana Michailidu, Alena Cejkova
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha, miskovsa@vscht.cz

Uvod

Nanocastice definujeme jako nanoobjekty, jejichz
vSechny tfi vnéjsi rozméry spadaji do intervalu 1 -
- 100 nm'. Tvoii jakysi most mezi makromaterialy
a atomarnimi ¢i molekularnimi strukturami? Jednim
z dasledkd miniaturizace je zména fyzikalni a chemické
charakteristiky daného materialu®. Diky jedine¢nym op-
tickym, elektrickym, magnetickym a katalytickym vlast-
nostem jsou kovové nanocastice velmi diskutovanym
tématem poslednich desetileti a v soucasnosti pred-
stavuji pro lidstvo obrovsky potencial v mnoha odvét-
vich, jako jsou medicina, chemie, biotechnologie, elek-
tronika a kosmetika*. Nanotechnologie vyuZivajici kovy
se dnes stavaji také nedilnou soucasti mnoha novych
biomedicinskych technik, kde jsou mimo jiné vyuzivany
pro svoje antimikrobidlni tcinky. Toto vyuziti maji pie-
devsim nanocastice zlata (Au), stiibra (Ag), platiny (Pt)
a médi (Cu)>.

Nanocastice kovii

Nanocastice kovi byly lidmi nevédomky vyuzivany jiz
ve starovéku. Jednu z nejznaméjsich historickych uka-
zek vyuZiti nanocastic kovl predstavuji Lykurgovy po-
hary, jejichz vznik datujeme do c¢tvrtého stoleti naseho
letopoctu. Tyto pohary obsahuji smés zlatych, stiibrnych
a médénych nanocastic ve specifickém poméru, ktery

pohariim propUjcuje velmi zvlastni optické vlastnosti.
Ty zplsobuji, ze se pohar pfi transmisi zéafeni jevi jako
vinové Cerveny a naopak pfi odrazu zateni jako zeleny
(tzv. dichroismus)*¢. Dalsim ddkazem vyuZivani kovo-
vych nanocastic nasimi pfedky je objeveni nanocastic
zlata v okennich mozaikach evropskych kosteld, kde
jsou to pravé nanocastice kovd, které propujcuji sklu
rozmanité barvy’. Kromé zajimavych optickych vlast-
nosti byly kovy ve starovéku vyuZivany také pro své
antibakteridlni ucinky. Zndmé je pfedevsim historické
vyuziti stfibra®. Starovéci Egyptané udajné hazeli stiibr-
né mince do studny s pitnou vodou ve snaze predejit
biologické kontaminaci‘.

V soucasnosti nalézaji kovové nanocastice uplatnéni
témér ve vsech technologickych odvétvich lidské ¢in-
nosti. Pfikladem mohou byt aplikace nanocastic kovt
v elektronice, kde se pouZivaji k povrchovym tpravém
elektronickych soucastek?. Nanocastice uslechtilych
kovi, zejména platiny, vykazuji zna¢nou katalytickou
aktivitu, a proto se uplatriuji jako katalyzatory chemic-
kych reakci®. DalSimi oblastmi, které jsou bezpochyby
ovlivnény nanotechnologiemi jsou medicina a biotech-
nologie (Obr. 1). Jako velmi prespektivni se jevi pouZiti
nanocastic kovli v kombinaci s antibiotiky. Synergic-
kym pulsobenim téchto dvou antibakterialnich Cinidel
je totiz mnohdy mozné piekonat stavajici rezistenci
mikroorganism@ k danému antibiotiku®. Déle se nano-

Znaceni DNA, biosenzory,
cilené dorucovani léciv,
terapie rakoviny,
antimikrobialni aplikace

Protirakovinné,
antimikrobialni
aplikace

Protirakovinné

aplikace
Protirakovinné
aplikace

antimikrobialni +
antivirové aplikace

Oxid zinecnaty

Biokatalyza

Antimikrobialni
aplikace

Terapie rakoviny,
zobrazovaci techniky

Kosmetika,

povlaky
Obr. 1: Aplikace nanocastic kovii v biotechnologiich (upravené podle Mittal, et al.2013).
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terpeny, kofaktory a dalsi)

v

Stabilizace

Obr. 2: Mechanismus vzniku nanoéastic kovii metodami bottom-up (M* - iont kovu) (upravené podle Mittal, et al.2013).

Castice kovi pouzivaji v oblastech mediciny jako jsou
zobrazovaci techniky a cileny transport léciv®™. Kon-
krétné nanocastice zlata jsou vyuzivany k vpravovani
molekul DNA do bunék (genové inzenyrstvi), cilenému
transportu léciv, detekci a zobrazovani intracelularnich
molekul, diagnostice ¢i k fototermalni terapii™ 2. Nano-
Castice vsak zaujimaji své misto také v mnoha dalSich
odvétvich, jako jsou napfiklad bioremediace, kosmetika
¢i elektrochemie?.

Moznosti pripravy kovovych nanocastic

S rostoucim zajmem o nanodastice je nutné se zaby-
vat zplsobem jejich vyroby. Neustaly rozvoj chemického
pramyslu s sebou nese fadu rizik pro Zivotni prostiedi.
Proto je duleZité zohlediiovat mozné disledky pfipravy
kovovych nanocastic pfi zvétSovani méfitka do priimy-
slovych objemd. Techniky pfipravy nanocastic se obec-
né déli do dvou skupin na tzv. top-down a bottom-up.
Metoda top-down je zaloZzena na zmen3ovani vétsich
¢astic do nanoméfitka, napfiklad mechanickym puso-
benim, ¢i prostfednictvim tepla. Naproti tomu metodou
bottom-up jsou k sobé skladany jednotlivé atomy (mo-
lekuly) a tvofi se tak vétsi nanocelky®.

Pro syntézu nanocastic kovl byla pouzita cela fada
experimentalnich pfistupl at uz chemickych, fyzikalnich
¢i biotechnologickych?. Ackoliv jsou fyzikalni a chemic-
ké pfistupy v soucasnosti vyuZivany, nesou s sebou i ce-
lou fadu problémd. Fyzikalni metody jsou velmi naro¢-
né na spotiebu energie, a tudiz jsou vétsSinou i velmi
nékladné. Vedle toho metody chemické byvaji mnohdy
ekonomicky vyhodnéjsi, nicméné k tvorbé nanocastic
timto zplsobem jsou casto vyuZivana toxickd cinidla,
nebo chemické latky zplsobujici vznik toxickych pro-
dukt”*. Rostouci zajem o Zivotni prostiedi motivoval

vyzkumniky k hledani novych, ekologicky SetrnéjSich
pfistupt pfipravy kovovych nanocastic’. Mezi takové
pristupy spadaji metody biologické, vyuzivajici k synté-
ze nanocastic biologické materidly jako jsou mikroor-
ganismy, rostliny a rostlinné extrakty? Vétsinu biologic-
kych metod pfipravy kovovych nanodastic fadime mezi
metody typu bottom-up (Obr. 2)®.

Velka pozornost je vénovana pfipravé nanocastic
pomoci rostlinnych extrakt(, jelikoz se jedna o meto-
dy jednoduché, rychlé, setrné a ekonomicky vyhodné,
které mivaji snadny scale up. Schopnost rostlinnych
extraktl redukovat soli kov(i je ndm znama jiz od pocat-
ku 20. stoleti. Bioredukce kovovych nanocastic v tomto
pfipadé probiha za pomoci biomolekul, jez jsou v rost-
linnych extraktech pfirozené pfitomné. Mezi tyto mo-
lekuly patfi zejména enzymy, aminokyseliny, proteiny,
vitaminy, polysacharidy ¢i organické kyseliny™. Obecné
jsou ale rostlinné extrakty pro biosyntézu nanocastic
dulezité nejen z hlediska redukce kovové soli za vzni-
ku pfislusnych nanocastic, ale také z hlediska jejich
nasledné stabilizace™. Typickym postupem pro syntézu
nanocastic pomoci rostlinného extraktu byva smichani
vodného extraktu s vodnym roztokem soli pfislusného
kovu. Smés se nejcastéji ponechava reagovat pfi po-
kojové teploté a cela reakce probiha v fadech nékolika
minut®.

Antibakterialni ucinky nanocastic kovii
Mikrobialni infekce jsou v dnedni dobé jednou z hlav-
nich pfi¢in vSech chronickych onemocnéni a imrti na
svété>. S nové piibyvajicimi rezistencemi patogennich
mikroorganism@ k dosavadnim antimikrobialnim lat-
kam roste zdjem o alternativni feseni". Jako velmi per-
spektivni se jevi vyuziti antimikrobialniho ptsobeni,
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kterym se vyznacuji nékteré nanocastice kovl. Antibak-
terialni ucinky kova jako jsou stfibro, zlato, méd, titan
¢i zinek jsou zndmy jiz po celd staleti®. Nizky pomér
objemu k plose povrchu, ktery je pro nanocastice cha-
rakteristicky, mGze antimikrobni Gcinky kovl jesté zvy-
Sit'®. | z téchto dlivodl se dnes vénuje tématu vyuziti
nanocastic ¢im dal vice pozornosti. Snahou vyzkumnikd
je odhalit rozsah antimikrobidlnich aplikaci nanocas-
tic a porozumét mechanismam, jakymi je vyslednych
efektli dosazeno. Velké nadéje se pfikladaji pfedevsim
kombinaci soucasnych antibakterialnich latek s nano-
¢asticemi kovi®.

V soucasné dobé se jiz nanocastice kov( aktivné po-
uZivaji za ucelem eliminace bakterialnich infekci. Jako
priklad Ize uvést poutziti stiibrnych nanocastic v obva-
zech na poranéni klze, kde stfibro prokazatelné inhibu-
je rlst bakterii, a podstatné tak sniZzuje dobu hojeni®.
Mezi dalsi medicinské aplikace nanocastic kovll patfi
antibakterialni povlaky implantatd, jako jsou umélé
srdec¢ni chlopné, katetry ¢i zubni nahrady, kde se na-
nocastice vyuzivaji taktéz k zamezeni vzniku bakterialni
infekce>.

Obrovskou vyhodou kovovych nanocastic je, Ze me-
chanismus vzniku rezistence k vétsiné antibiotik neni
v jejich pfipadé relevantni. Je tomu tak, protoZe na-
nocastice zpUsobuji mikrobidlni inhibici, aniz by bylo
nutné proniknout do buriky. Dosud jsou ndm znamy tfi

oy 4 :..': e
= e

o
-

mechanismy, kterymi nanocastice dosahuji antibakte-
ridlni aktivity. Prvnim ze zplsobl je zména povrchové-
ho naboje bunék, ktera vede ke zméné integrity a per-
meability membrény, coz muzZe zapficinit aZz buné¢nou
smrt®>. Ddle mohou nanocastice vyvolavat vznik reaktiv-
nich forem kysliku (ROS), a pusobit tak bufikdam oxi-
dacni stres. Pii interakci s bunéénymi strukturami jsou
ROS zodpovédné za zménu permeability membrény,
zvySeni exprese apoptickych protein(, potlaceni aktivity
nékterych periplazmatickych enzymi (proteint) a po-
$kozeni DNA. Poslednim z mechanisml je navozeni
intracelularnich zmén vyplyvajicich z interakci kovovych
nanocastic s vnitrobunéénymi molekulami (napi. DNA
a proteiny) (Obr. 3)°. Nékteré odborné studie se také
zmifuji o antibakteridlnich Gcincich zapfic¢inénych pfi-
mo ionty pfislusného kovu, které jsou uvoliiovany z po-
vrchu nanocastic?(Besinis a kol., 2014).

Kompletni mechanismus antibakterialniho plsobeni
viech nanocastic kovl vak prozatim neni plné znam?'.
Vlysledny efekt plsobeni nanocastic na mikroorganis-
my mimo jiné zavisi na jejich morfologii a fyzikalné-
-chemickych vlastnostech. Bylo napfiklad dokazano,
ze je rozsah antimikrobiélnich G¢inkd do zna¢né miry
ovlivnén velikosti a tvarem nanocastic (nanokuli¢ky,
nanotycinky a dalsi)?2%. Konkrétné u médénych nano-
¢astic bylo zjisténo, Ze ty s mensimi rozméry maji vyssi
antibakterialni aktivitu?®. Je tomu tak, protoze mensi

o TR T
el /. /

M
: ) >
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Obr. 3 Mechanismus plsobeni nanoc¢astic kovil na bakterialni buriku (upravené podle Wang, et al. 2017).
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nanocastice (s nizkou urovni aglomerace) maji vétsi
povrch dostupny k solubilizaci médénych iontd a k in-
terakci s bakterialni membranou, ¢imz se stavaji pro
bunky toxictéjsi'®. Co se tyka tvaru nanocastic, byla pro-
vedena studie zabyvajici se antibakteridlnimi tcinky na-
nocastic stfibra rlznych tvarG (trojuhelnikovych, sféric-
kych, ty¢kovitych) na bakterii Escherichia coli. Nejvyssi
antibakterialni aktivitu vykazovaly stfibrné nanocastice
s ptdorysem tvaru trojihelniku?.

Antibakterialni ucinky nanocastic zlata

Zlato je velmi vzacny kov, ktery sehrél dulezitou roli
v nasi historii a hraje ji bezpochyby dodnes. Pro své
vlastnosti, jako jsou relativni mékkost a inertnost, se
zlato vyuZivalo jiz v davnych dobach pro vyrobu Sperki
a pro razeni minci. Také zlaté nanocastice maji dlouhou
historii. Prvni zdznamy o jejich nevédomém pouzivani
se tykaji vyroby ¢ervené (rubinové) zabarveného skla?.
Teprve az o mnoho lez pozdéji bylo zjisténo, ze jsou to
pravé nanocastice, co propujcuje sklu rubinovou bar-
vu. Pfedpoklada se, Ze se cervené sklo pomoci zlata
vyrabélo jiz ve stredovéku, nicméné dolozitelné zminky
pochazeji az z konce sedmnactého stoleti?>. V soucasné
dobé maji zlaté nanocastice mnoho vyuziti (katalyza,
biomedicina, diagnostika, elektronika a dalsi).

V souvislosti s plsobenim na Zivé organismy jsou
nanocastice zlata oznacovany jako biologicky inertni?®.
Pfestoze pro zlaté nanocastice neni antibakterialni pG-
sobeni charakteristické, existuje na toto téma mnoho
odbornych studii. Dosavadni vysledky poukazuji na roz-
manitost jejich antibakterialni aktivity v souvislosti se
zplisobem vyroby a zplisobem modifikace jejich povr-
chu. Déle je rozsah antibakterialnich Gcinka zavisly také
na velikosti a koncentraci nanocéstic. Ze zminénych
faktor( se jako kli¢covy pro miru antibakteridlniho plso-
beni ukazuje pravé zplsob modifikace povrchu. Jelikoz
ma zlato vysokou afinitu k atomim siry, byvéa povrch
nanocastic ¢asto kovalentné upraven molekulami thio-
lu, popfipadé se pro vyssi rozmanitost funkcionalizace
poutzivaji organothioly.

Dalsi z moznosti je modifikace povrchu pomoci sorp-
ce ¢i elektrostatickych interakci?. Bylo prokazéano, Ze
nanocastice vyrobené chemickymi postupy, které jsou
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Souhrn

Miskovska A., Michailidu J., €ejkova A.: Antibakterialni acinky nanocastic kovii - nanocastice zlata

Technologie vyuZivajici nanocastice se v poslednich letech stavaji nedilnou sou¢asti mnoha odvétvi lidské ¢innosti. Konkrétné nanocas-
tice kov( jsou pro mnoho oblasti zajimavé predevsim diky unikatnim vlastnostem, kterych nabyvaji diky svému vysokému specifickému
povrchu. Jednou z oblasti bezpochyby zna¢né ovlivnénou nanotechnologiemi je biomedicina. Nanocastice kovd, jako je zlato ¢&i stfibro,
maji v souasnosti v biomediciné celou 3kalu vyuZiti. Konkrétné zlaté nanodastice se pouZivaji napfiklad v kontextu cileného transportu
lé¢iv, genového inZenyrstvi, diagnostiky, zobrazovacich technik ¢i fototermalni terapie. Jednou z vlastnosti, kterou kovové nanocastice
disponuji, je mimo jiné antimikrobialni aktivita. Tomuto tématu se vénuje velkd pozornost se snahou odhalit rozsah a mechanismus
antimikrobialniho plsobeni. Jako velmi perspektivni se jevi piedeviim poutziti kovovych nanocastic v boji proti rezistentnim bakteriim.
Zvlastni pozornost si diky své nizké toxicité pro zivocisné bunky zaslouzi nanocastice zlata, jejichz antibakterialni Gcinky byly prokazany
proti fadé podminéné patogennich bakterii. Nedilnou soucasti vyuZivani nanocéstic je pak také otazka jejich vyroby. Je velmi ddlezité
hodnotit postupy priimyslové produkce kovovych nanocastic s cilem nalézt metody Setrné, nezatézujici Zivotni prostiedi.

Klicova slova: Nanotechnologie, nanocastice kov(, antibakterialni Gi¢inky, biomedicina

Summa

Mi§kovskréyA., Michailidu J., €ejkova A.: Antibacterial effects of metal nanoparticles — gold nanoparticles

In recent years, nanotechnology has become increasingly important in many areas of human activity. Metal nanoparticles are interesting,
specifically, in many sectors due to their unique properties, resulting from a high specific surface area. One of the areas undoubtedly
affected by nanotechnologies is biomedicine. Metal nanoparticles such as gold or silver already have a variety of applications in bio-
medicine. Gold nanoparticles, in particular, are used for targeted drug delivery, genetic engineering, diagnostics, imaging techniques,
and photothermal therapy. Another feature of metal nanoparticles is, inter alia, antibacterial activity. A great attention is paid to the
understanding of mechanism and range of their antibacterial activity. The use of metal nanoparticles to combat resistant bacteria is par-
ticularly promising. Gold nanoparticles deserve special attention due to their low toxicity to animal cells. The antibacterial activity of gold
nanoparticles has also been demonstrated against a number of bacterial opportunistic pathogens. The increasing use of nanoparticles is
associated with an issue which is their production. It is very important to study the industrial production methods of metal nanoparticles
in order to find cost-effective and eco-friendly methods.

Keywords: Nananotechnology, metal nanoparticles, antibacterial effects, biomedicine
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LIDSKE MONOAMINOOXIDASY A JEJICH INHIBITORY

Dominik Marsik

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

Uvod

Lidské monoaminooxidasy (hMAOs) jsou enzymy
katalyzujici oxidativni deaminaci neurotransmiterd.
RozliSujeme dvé isoformy — hMAO A a hMAO B, které
maji i pfes vysokou podobnost nékteré odlisné funk-
ce, s kterymi souvisi i rozdily v jejich tkanové distribuci.
Téchto odlisnosti bylo jiz vyuZito v terapii deprese a Par-
kinsonovy choroby. V dnedni dobé je cilem nalézt nové
velmi specifické inhibitory, které by minimalizovaly ved-
lejsi Gcinky doposud pouzivanych terapeutik a obecné
zlepsily jejich farmakologické vlastnosti. Toho Ize efek-
tivnéji docilit porozuménim rozdil( ve struktufe a funkci
hMAOs. Strukturni studie umoznily vyvoj ireversibilnich
inhibitord. Nové objevené slouceniny by mohly rozsifit
indikace inhibitort hMAOs a zcela tak naplnit jejich te-
rapeuticky potencial.

Funkce a lokalizace hMAOs

Lidské monoaminooxidasy (hMAOs) jsou intracelu-
larni enzymy spojené s mitochondrialni membranou.
Vlyskytuji se téméf ve vSech tkéanich lidského organis-
mu, kde katalyzuji oxidativni deaminaci neurotrans-
miter(, exogennich amin® a xenobiotik. Produkty této
reakce jsou peroxid vodiku, pfislusny aldehyd a v zavis-
losti na povaze substratu amoniak nebo substituovany
amin (Obr. 1)'3,

Obé isoformy hMAGOs se lisi i substrato-

HO, O,

RCH,;NH, + hMAO gy————3= RCH=NH + hMAOred
RCH=0 + NH,4"

H,O

Obr. 1: Schéma katalytického puisobeni hMAOs. Substrat
je pomoci enzymu oxidovén na imin, ktery je dale hydrolyzo-
van na odpovidajici aldehyd a amoniak. Redukovany enzym
se za vzniku peroxidu vodiku opét oxiduje'.

S tkanovou distribuci Gzce souvisi funkce hMAOs,
které chrani organismus pfed nadmérnym mnozZstvim
biogennich aminlG. Aminy mohou byt degradovany
pfimou oxidaci z krve nebo je preventivné zabranéno
jejich vstupu do krevniho fecisté ¢i pfes hematoence-
falickou bariéru k mozkové tkani. V nervovém systému
chréni tkan pred poskozenim vlivem exogennich amind
a zasahuji do procesu neurotransmise, kde ukoncuji
plsobeni neurotransmiter( a reguluji jejich skladovani.
Pfi uvolnéni neurotransmiterd do synaptické Stérbiny
muizZe byt ¢ast degradovana vlivem extraneurondlnich
hMAOs obsazenych v gliovych burnkéach nebo astro-

vou specifitou. Serotonin je pfednostné
katalyzovan pisobenim hMAO A, zatimco
benzylamin a 2-fenylethylamin jsou pre-
feren¢né oxidovany hMAO B. Obé isofor-
my hMAOs Gcinné oxiduji katecholaminy
dopamin, noradrenalin a adrenalin??,
jejich tkanova distribuce vsak neni rov-
nomérna. V prenatalnim vyvoji prevazuje
v organismu hMAO A, kdeZto mnozZstvi
hMAO B velmi rychle nardstéa az po poro-
dud. V téle dospélého clovéka se ve vét-
Siné tkani jiz vyskytuji enzymy oba. Nej-
vyssi mnozstvi hMAO A je exprimovano
v jatrech, plicich, placenté a tenkém stie-
vé. Naopak ve sleziné je troveii exprese
velmi nizkd a lymfocyty s krevnimi des-
tickami hMAO A neobsahuji. Forma B je
lokalizovana pfedevsim v tenkém stieve,
jatrech a mozku, mensi mnozstvi obsa-

neuron

'

Presynapticky dopaminergni

Extraneuronéalni hMAOs

/Dopaminovy prenalec

Synapticky vacek

Postsynapticky
neuron

Dopaminové
receptory

Uvolnéni dopaminu do
synaptické $térbiny

huji plice, slinivka bfisni, kdze, slezina

a placenta hMAO B neobsahuje®. Kon-
krétné v mozku jsou hMAOs nejvice dis-
tribuovéany v basélnich gangliich a hypo-
thalamu. Basalni ganglia, serotoninergni
neurony a astrocyty obsahuji pfevainé
hMAO B, oproti tomu v katecholami-
nergnich neuronech prevysuje aktivita
hMAO As.

Obr. 2: Syntéza dopaminu a jeho degradace pomoci hMAOs. Prekurzorem
pro biosyntézu katecholamin( je L-tyrosin, ktery je plisobenim tyrosinhydroxy-
lasy (TH) hydroxylovéan na L-DOPA. Pro vznik dopaminu musi byt L-DOPA dekar-
boxylovédna L-DOPA-dekarboxylasou (DDC). Vznikly neurotransmiter je ukladan
do synaptickych vackd nebo mize byt degradovan plsobenim intraneuronal-
nich hMAOs. Po uvolnéni do synaptické Stérbiny mohou byt neurotransmitery
dale degradovény extraneuronalnimi hMAOs, které jsou umistény v astrocytech
nebo gliovych burikach. Zbyla ¢ast je po neurotransmisi mechanismem zpétné-
ho vychytavani odstranéna ze synaptické stérbiny>.
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cytech. VétSina neurotransmiterll je vsak zpétné vy-
chytana do presynaptického neuronu, kde jsou usklad-
nény do synaptickych vacka. Jejich ¢ast mize byt
degradovana ptlisobenim intraneuronalnich hMAOs
(Obr. 2)2.

Struktura hMAOs

Krystalografické studie hMAOs byly provadény ve
vazbé s inhibitorem®°. hMAO B krystalizuje jako di-
mer, zatimco hMAO A jako monomer. Za monomerni
stav hMAO A je pravdépodobné zodpovédna selektivni
mutace v Glu151—Lys, ktera nebyla nalezena u MAO
jiného obratlovce. Tato specifickd mutace na povrchu
proteinu zfejmé destabilizuje dimerni stav’.

Strukturné jsou si hMAOs velmi podobné. V primarni
struktufe proteinu se shoduiji pfiblizné ze 70 %, mo-
larni hmotnost maji okolo 60 kDa® a obsahuiji stejnou
prosthetickou skupinu FAD, kterd je absolutné nezbyt-
na pro katalytickou funkci. FAD je v proteinu umistény
naproti aktivnimu mistu enzymu a k proteinu se ko-
valentné véze thioetherovou vazbou mezi methylem
isoalloxazinového kruhu a Cys406 u hMAO A nebo
Cys397 u hMAO B (Obr. 3). Cely protein je zakotven
v mitochondridlni membrané prostiednictvim C-konco-
vého a-helixu®®.

Vyznamné strukturni rozdily nalézame pfi pohledu
do aktivnich mist obou enzyma. Aktivni misto hMAO
A obsahuje jednu substratovou dutinu, zatimco hMAO
B obsahuje dutiny dvé (Obr. 4 A)”®. Na stavbé dutin se
v hMAOs podili dvacet pfevainé aromatickych nebo
alifatickych aminokyselin zajistujicich hydrofobni pro-
stiedi. Celkem se dutiny hMAOs lisi v 7 aminokyseli-

nach, které fidi rozpoznavani substratl’. Za rozdéleni
dutin u hMAO B je konkrétné zodpovédny postranni
fetézec 11e199 (Obr. 5), ktery zaujima rdizné prostorové
konformace a slouzi jako ,brana” mezi dutinou vstupni
a vlastni substratovou dutinou® . Na odliSny tvar a ve-
likost dutin ma hlavni vliv rozdilnd konformace smycky
210-216 v hMAO A, ktera je del3i nez odpovidajici smy¢-
ka hMAO B (Obr. 4 B). Popsané strukturni rozdily maji
za nasledek, Ze rozdélena dutina aktivhiho mista hMAO
B je celkové kratsi a hlubsi nez dutina hMAO A’.

Obr. 4: Struktura hMAOs po krystalizaci proteinu ve
vazbé s inhibitorem. Na obrazku A je znazornéna struktu-
ra hMAO B. Cely protein je ukotven v mitochondrialni mem-
brdané pomoci C-koncového a-helixu®. Na obrazku B jsou
zakresleny oba enzymy v piekryvu — hMAO A (¢ernd), hMAO
B (Seda). V aktivnim misté je tu¢né znazornén rozdil v kon-
formaci smyc¢ky 210-216 hMAO A a v odpovidajici smycce
201-206 hMAO B’.

CHOH

CHOH
CHOH

CH»

Hz
Cys—s——cC N N o
j@( - T
= NH
CH3 4a
o

N
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Interakce inhibitoru
s hMAOs

Usp&sna rekombinantni exprese
a popis strukturnich rozdild hMAOs
| ) ve vazbé s inhibitory vyznamné na-
N pomohly k pochopeni mechanismu
inhibice a poskytly ddleZité informa-
ce pro navrh vysoce specifickych in-
hibitord. Ireversibilni inhibitory hMA-
Os se nejcastéji kovalentné pfipojuji
k enzymu pies N(5) flavinu. V pfipadé
hMAO B byl ale rovnéz popsan me-
chanismus, pfi kterém se konkrétné
tranylcypromin véaze do pozice C(4a)
(Obr. 3)8. 1,

Naopak reversibilni inhibitory za-
sahuji pfimo do dutin aktivnich mist
hMAOs a interaguji zde nekovalentné
s aminokyselinovymi zbytky® © 1215,
Pfi tomto typu inhibice je u hMAO B
dllezita konformace lle199 (Obr. 5).
Pokud inhibitor zasahuje do obou
dutin, 1le199 zaujima ,otevienou”
konformaci a dutiny jiz nejsou ni¢im
strukturné oddéleny. Inhibitory inte-
ragujici s obéma dutinami vykazuji

Obr. 3: Struktura a vazba kofaktoru FAD v hMAOs®.

vyssi specifitu k hMAO B nez k hMAO
A8 4 Rostouci afinitu potvrzuji studie
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na isatinu a kofeinu, které interaguji pouze s dutinou
pro substrat, zatimco jejich derivaty i s dutinou vstupni
v blizkosti flavinu®™. Trvalou fuzi dutin mohou zpisobit
také kovalentné vazané inhibitory, jako pfiklad muze
slouZit N-(2-aminoethyl)-p-chlorbenzamid®.

Inhibitor

Obr. 5: Strukturni p¥iklad inhibitoru zpusobujiciho fazi
dutin hMAO B. 1le199 je pii vazbé reversibilniho inhibitoru
1,4-difenyl-2-butenu v ,oteviené” konformaci a dutiny aktiv-
niho mista jiZ nejsou ni¢im oddéleny. 1le199 rozdélujici aktiv-
ni misto na dvé dutiny. Tuto ,uzavienou” konformaci zaujima
napfiklad ve vazbé s isatinem?.

Klinické vyuziti hMAOs inhibitora

Inhibitory hMAOs patii k nejdéle pouzivanym an-
tidepresiviim. Pozdéji se jejich klinické vyuZziti rozsifilo
o lécbu Parkinsonovy choroby?. Pacienti trpici depre-
semi maji nizké hladiny neurotransmiteri serotoninu
a noradrenalinu, které mohou byt zplsobeny mimo
jiné nadmérnou expresi hMAO A v mozku'-3. Pfi terapii
je vhodné vyuzivat selektivni inhibitory hMAO A, i pies-
toze v serotoninergnich neuronech pfevazuje mnozstvi
hMAO B. Po podani selektivnich inhibitord hMAO B
nedochazi ke zvyseni mnozstvi serotoninu. Hlavni Glo-
hou hMAO B v serotoninergnich neuronech je pravdé-
podobné degradace cizorodych amind, které by mohly
vstoupit do synaptickych vacka. V dasledku toho by
byla sniZena ¢istota serotoninu vyplaveného do synap-
tické stérbiny®. Koncentraci neurotransmiter(i Ize také
zvysit podanim inhibitor( zpétného vychytavani, které
brani jejich transportu ze synaptické stérbiny do presy-
naptického neuronu. Diky zvySenému mnozstvi neuro-
transmiterd mohou byt receptory na postsynaptickém
neuronu Gcinnéji stimulovény. Selektivni inhibitory
zpétného vychytavani jsou v dnesni dobé Iécivy prvni
volby v terapii deprese'.

Pfi lé¢bé Parkinsonovy choroby se naopak vyuziva in-
hibice hMAO B, ktera je pievladajici formou v mozku' 3.
Terapie je zaloZena na potlaceni vzniku neurotoxického
aldehydu po oxidativni deaminaci dopaminu® . Pa-

cienti trpici Parkinsonovou chorobou maji v substantia
nigra vyrazné snizené mnozstvi aldehyddehydrogena-
sy, kterd 3,4-dihydroxyfenylacetaldehyd (DOPAL) fy-
ziologicky degraduje. Doposud neoxidovany dopamin
kondenzuje s DOPAL za vzniku tetrahydropapaverolinu
(THP), ktery muize zplsobovat degradaci dopaminerg-
nich neuron® a podilet se na vzniku parkinsonského
syndromu®. Pfi Parkinsonové chorobé se inhibitory
hMAO B kombinuji s L-DOPA, které je prekurzorem do-
paminu (Obr. 2) a zvysuje jeho koncentraci v mozku.
Inhibici enzymu je navic zastavena jeho katalyticka akti-
vita, coZ napomaha udrzet terapeutickou hladinu dopa-
minu a snizovat davky L-DOPA potiebné pro navozeni
|é¢ebného efektu’.

Nasledujici moznosti vyuziti inhibitorl hMAOs jsou
ve fazi klinickych studii a sleduje se u nich terapeutic-
ky efekt, ktery neni pfimo spojen se zvySenym mnoz-
stvim neurotransmiterd, jako tomu je u léc¢by depre-
se' 324 Produkty oxidativni deaminace (Obr. 1) jsou
stale biologicky aktivni latky> 3 a ucastni se fady déju
v organismu, jako napfiklad pfi tvorbé paméti® nebo
regulaci spanku?. Amoniak a peroxid vodiku produ-
kovany v nadmérném mnoistvi plsobi neurotoxic-
ky' 25, Proto se sleduje Gcinek inhibitord hMAOs pfi
lécbé Alzheimerovy choroby, pfi které je zvySena aktivi-
ta hMAO B a v jejim disledku mnozZstvi peroxidu vodi-
ku a volnych oxidativnich radikald. Pfesna pficina dege-
nerace neurond pfi tomto onemocnéni viak neni zna-
ma. V urcitych oblastech mozku byly pfi Alzheimerové
chorobé stanoveny nizké koncentrace acetylcholinu,
ktery se ucastni uc¢eni a pamétovych funkci. Inhibitory
hMAO B v kombinaci s inhibitory acetylcholinesterasy
by mohly byt v budoucnu vhodnymi terapeutiky' 3.

Ke zvysené tvorbé peroxidu vodiku a volnych radikald
dochézi také v pfipadé, kdy buriky nejsou dostate¢né
zasobeny kyslikem rozpusténym v krvi. K takové situa-
ci dochézi pfi srde¢ni nebo mozkové ischémii. Reak-
tivni formy kysliku se hromadi v hypoxické tkani a po
opétovném uvolnéni krevniho pratoku neboli reperfu-
zi poskozuji okolni tkdné a vznika zénét. V klinickych
studiich bylo prokazano, Ze inhibitor hMAQO B snizoval
poskozeni periferni tkdné a podporoval zotaveni po in-
farktu® 2>

Negativni ucinky spojené s uzivanim
inhibitorii hMAOs

Jednim z hlavnich ddvodd, pro¢ byly ireversibilni
a neselektivni inhibitory hMAOs nahrazeny inhibitory
zpétného vychytavani nebo reversibilnimi latkami jsou
zédvaziné vedlejsi ucinky. Enzym inaktivovany ireversi-
bilnim inhibitorem je trvale nefunkéni a k obnoveni
funkce dochézi az po jeho syntéze. Pfi inhibici hMAOs
dochazi obecné k nardistu mnozstvi biogennich amind.
Obzvlast nebezpecna je zvysena koncentrace tyraminu,
ktery je ve stievech fyziologicky metabolizovan hMAO
A. Pii inhibici hMAO A piechazi exogenné pfijimany ty-
ramin do krve a ve vysokém mnozstvi indukuje uvol-
novani adrenalinu z perifernich adrenergnich neurong,
ktery zacne zesilovat aktivitu sympatiku. Stale zrychlu-
jici kardiovaskularni systém muze dospét az do stavu
oznacovaného jako hypertenzni krize. Popsana interak-
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ce mezi lé¢ivem a potravinou se nazyva ,cheese effect”,
protoZe tyramin je obsaZeny v fadé fermentovanych
potravin, zejména ale v syrech'. U selektivnich ireversi-
bilnich inhibitord hMAO B tento problém neni, protoZe
prevladajici formou ve stievech je hMAO A a tyramin je
stale uc¢inné degradovan. Reversibilni inhibitory hMAO
A také ,cheese effect” nezplsobuiji, protoZe tyramin je
schopny v travicim systému vytlacit inhibitor z aktivni-
ho mista enzymu a v centralni nervové soustavé hMAO
A ucinné inhibuje®.

Nezadouci ucinek zplisobi samoziejmé i pirilis vyso-
ka koncentrace neurotransmiteru v synaptické stérbing,
ktera hrozi pfi nespravném uzivani inhibitord hMAOs.
Pii tézkych depresich Ize kombinovat inhibitory hMAO
A se selektivnimi inhibitory zpétného vychytavani sero-
toninu. Nadmérné davky této kombinace zpUsobuji az
u 50 % lécenych tzv. ,serotoninovy syndrom”, ktery je
doprovazeny celou fadou zavaznych pfiznakd a ohro-
Zuje pacienta na Zivoté. Tento stav je pfedvidatelny
a pacient musi byt o riziku informovan. U pou¢eného
pacienta je v pfipadé vzniku syndromu vy$si Sance na
vcéasnou diagnostiku a lé¢bu. Serotoninovy syndrom
mohou vyvolat i volné prodejné léky, napfiklad sirup

proti kasli obsahujici dextromethorfan' 2.
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Souhrn

Marsik D.: Lidské monoaminooxidasy a jejich inhibitory

Lidské monoaminooxidasy (hMAOs) jsou mitochondrialni enzymy katalyzujici degradaci biogennich amind. Téméf ve vech tkanich
nalézame dvé isoformy — hMAO A a hMAO B. Inhibitory hMAO A patii mezi dlouhodobé nejpouzivanéjsi antidepresiva. Diky strukturnim
studiim, které odhalily rozdily mezi obéma isoformami, mohou byt efektivné navrhovéany velmi specifické reversibilni inhibitory. MoZnost
poutZiti inhibitord zacilenych pouze proti jednomu z enzym vyznamné zlep3uje jejich terapeuticky potencial. Dnes se inhibitory hMAO
B standardné pouzivaji k lé¢bé Parkinsonovy choroby a daldi moznosti aplikaci jsou ve féazi klinického testovani. Tento ¢lanek shrnuje
zékladni problematiku hMAOs a jejich inhibitord.

Klicova slova: lidské monoaminooxidasy, inhibitory monoaminooxidas, reversibilni inhibitory, ireversibilni inhibitory, deprese, Parkin-
sonova choroba

Summary

Marsik D.: Human monoamine oxidases and their inhibitors

Human monoamine oxidases (hMAOs) are mitochondrial enzymes that catalyze degradation of biogenic amines. In almost all tissues
are found two isoforms — hMAO A and hMAO B. Inhibitors of hMAO A belongs to one of the longest used antidepressants. Specific re-
versible inhibitors could be effectively designed due to structural studies that reveal differences between both isoforms. The possibility
of application of inhibitors targeting only one of the enzymes significantly improves their therapeutic potential. hMAO B inhibitors are
currently commonly used to treat Parkinson’s disease. Other applications of hMAO B inhibitorsare in the clinical trial phase. This article
summarizes basic issues of hMAOs and their inhibitors.

Keywords: human monoamine oxidases, monoamine oxidase inhibitors, reversible inhibitors”, irreversible inhibitors, depression, Par-
kinson’s disease
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