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UVODEM
Vazeni pratelé,

Uvodem bychom Vés radi opétovné pozvali k Géas-
ti na nasem symposiu Biotech 2017 (www.bio-
tech2017.cz), které se bude konat ve dnech 13. -
— 17. ¢ervna 2017 v Narodni technické knihovné v Pra-
ze. Znovu piipominame, Zze na tomto webu jiz byla
oteviena registrace. Pro pfipravu védeckého programu
je dulezité, abyste neotaleli se zaslanim abstrakt, a po-
kud uvazujete s publikaci pfehledného ¢lanku pro spe-
cialni cislo casopisu Biotechnology Advances, abyste
na ném zacali pracovat a poslali co nejdiive néavrh
v podobé abstraktu. Samoziejmé, ze kapacita toho-
to specialniho ¢isla je omezena. Prosime Vaés, abyste
k Geasti pozvali i své spolupracovniky a znamé z CR i ze
zahrani¢i a vyuZzili Gcasti na symposiu k setkani se svy-
mi partnery, se kterymi mate spole¢né projekty nebo je
pfipravujete. Stéle je oteviena moznost pofadat v ramci
symposia rtizné seminafe nebo workshopy. Pfipravili
jsme také velmi zajimavy socialni program, ktery jisté
zaujme piedevsim Vase zahrani¢ni soucasné ¢i poten-
cionalni spolupracovniky. TéSime se na Vasi Ucast a pie-
jeme Vam Gspésné prezentace, ziskani novych podnétt
pro Vasi dalSi praci a navazani novych kontaktt.

Radi bychom Vas také upozornili na novou knihu, kte-
ra letos vysla v nakladatelstvi Caister Academic Press.
O celkem mladé laboratorni technice MALDI-TOF a moz-
nostech jeji praktické aplikace jsme Vas jiz informo-
vali pred vice jak dvéma lety v ¢lanku R. Hynka ,Neni
hmotéak jako hmotak aneb porovnani MALDI-TOF/TOF
MS a LC-Q-TOF MS (Bioprospect 24, 6-8, 2014, ¢. 1).
Od té doby velmi vzrostl zajem o techniku MALDI-TOF
MS v mikrobiologii. Je Siroce vyuzivana pro nejriiznéj-
8i diagnostické ucely v klinické a veterinarni medicinég,
ve farmaceutické, potravinaiské i enviromentalni mikro-
biologii. Je to technika, kterd umoziiuje nahradit mno-
nismu, véetné biochemické, imunologické a dokonce
i sekvena¢ni metodologie. Zajemciim o tuto techniku
doporucujeme prostudovat si knihu ,MALDI-TOF Mass
Spectrometry in Microbiology”, kterou editovali Markus

PF 2017

KRASNE VANOCE

Biotechnologicka spole¢nost a redakce Bioprospectu

Kostrzeva a Séren Schubert, ISBN 978-1-910190-42-5,
Caister Academic Press.

Na letosni rok pfipada 20. vyroci komercializace ge-
neticky modifikovanych plodin. K tomuto vyro¢i pfi-
pravila mezinarodni organizace ISAAA (International
servis for Acquisition of Agri-Biotech Application -
- http://www.isaaa.org) velmi zajimavé a prehledné
video ,Global Status of Commercialized Biotech Crops
and 2015 Highlights”. Jeho shlédnutim muzete ziskat
stru¢ny informativni pfehled o nespornych uUspésich
této technologie. Jak jisté vite, vétSimu rozsiteni vyuzi-
ti geneticky modifikovanych plodin, zejména v Evropé,
brani pfisna legislativa a permanentni vytvareni nega-
tivnich postoji rGznych organizaci a sdélovacich pro-
stiedkd. Zda se, ze védecky pokrok v poslednich letech
pfinesl| urcité feseni tohoto sporu tim, Ze objevil nové
pfistupy umoznujici dosazeni obdobnych cild, o které
se snazily genetické modifikace. Positivni vlastnosti hos-
podaisky vyznamnych plodin lze zasadné ovlivnit ne-
jen vloZenim cizich gent (genetické modifikace), ale i
ovlivnénim fungovani plvodnich gent (,gene editing”).
Klicem k témto novym technologiim bylo stéle lep3i po-
rozuméni vzdjemného vztahu mezi genomem a jeho
fungovanim, tj. zejména pochopeni jak lze inhibovat
funkci gent a ménit jejich expresi. Za poslednich 20 let
byla vyvinuta fada technik umoznujicich ovlivnit funkci
gend, z nichz nejvétsi pozornost si zaslouzila techno-
logie CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats) (napf. www.genscript.com/
/CRISPR- handbook.html). Tato technologie nalezla po-
stupné uplatnéni v fadé védeckych disciplin (neurové-
dy, virologie, vakciny, vyzkum rakoviny, mikrobiologie,
imunologie, biologie aj.). V oblasti pfipravy hospodai-
skych plodin s novymi vlastnostmi byla Gspésna napf.
u ryze (Mikami M et al.: Comparison of crispr/cas9
expression constructs for efficient targeted mutage-
nesis in rice. Plant Mol Bio. 2015: 88(6); 561)

Koncem listopadu letosniho roku byla publikovana
studie naznacujici, Ze zvySené riziko onemocnéni dia-
betem druhého typu je spojeno se zvysenymi hladina-
mi rozvétvenych aminokyselin (isoleucinu, leucinu a va-
linu) v lidském metabolismu. Lé¢iva
odbouravajici tyto aminokyseliny by
popiipadé mohla snizit riziko vzniku
diabetu. Vyzkumy ukazaly, Ze exis-
tuje pét genetickych variant v lid-
ském genomu, které ovliviuji vyso-
ké hladiny uvedenych cirkulujicich
aminokyselin.

Doufame, ze i vtomto letosnim po-
slednim ¢isle naseho Bioprospectu
jsme pro Vas pfipravili zajimavé cte-
ni a tésime se na vzédjemny kontakt
pomoci naseho bulletinu i v pfistim
roce. Pfejeme Vam pfijemné proZi-
ti vanocnich svéatk( a po cely pristi
rok pevné zdravi, pohodu, mnoho
radosti a Uspéchd.

A

Srdec¢né Vas zdravi
Vasi
Jan Kas a Petra Lipovova
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b )
éﬁ' Gate2Biotech Vse o Ceskych biotechnologiich na jednom misté

GATE2BIOTECH - UNIKATNI PORTAL NEJEN O CESKYCH
BIOTECHNOLOGIICH

Gate2Biotech je portal spojujici biotechnologickou komunitu ve stfedni Evro-
pé, zaméfeny na oblast biotechnologii a jejich pouZziti. Diky portdlu mohou firmy
podnikajici v oboru biotechnologii vyhledévat vhodné partnery z fad vyzkumnych
i dalSich organizaci, nebo zde mohou prezentovat nabidku svych sluzeb a oslovit

tak potencialni partnery z celé Ceské republiky i ze zahraniéi.

Portal Gate2Biotech slouzi jako most spojujici védecky
a komer¢ni sektor zahrnujici kromé firem i organizace
podporujici pfenos inovativnich technologii. Je uréen
zdjemctm o moderni biotechnologie a jejich aplikace.

Cinnost portalu byla zahajena v roce 2005 Jihomo-
ravskym inova¢nim centrem v Brné. V roce 2011 pie-
vzala spravu portalu Jihoceska agentura pro podporu
inovaéniho podnikéni, o. p. s. se sidlem v Ceskych Bu-
déjovicich. Ta se kromé spravy portalu zabyva podpo-
rou a rozvojem inovaci v Jiho¢eském kraji, uplatnénim
vysledkd vyzkumu a vyvoje v praxi a podporou inovativ-
nich podnikatelskych subjektt. Zaroveii spravuje I. eta-
pu védeckotechnického parku v Ceskych Budgjovicich.

Portal existuje ve dvou na sobé nezavislych jazy-
kovych verzich: ¢eské, ktera je ur¢ena domacim na-
vitévnikdim (www.gate2biotech.cz) a anglické, uréené
navstévnikim ze zahrani¢i (www.gate2biotech.com).
Obé verze portélu jsou rozdéleny do nékolika sekci,
v nichzZ si navstévnici mohou najit potfebné informace.

Z ceské verze portélu stoji za zminku pfedevsim na-
sledujici sekce:

Autorskeé ¢lanky a zajimavosti ze svéta biotechnologii
- ¢lanky na aktuélni téma zpracované od vybranych vé-
deckych pracovnik, zpravidla vychézeji ze zahranicnich
zdroj.

Zpravodajstvi — odborné ¢lanky na riizna biotechno-
logicka témata prevzaté ze zahrani¢niho tisku.

Zaméstnani — pracovni nabidky i poptévky v oblasti
biotechnologii.

Akce a konference — pfehled o planovanych biotech-
nologickych konferencich, seminafich, workshopech
a dalsich odbornych akcich z CR i ze zahraniéi.

Informujeme Vaés, doporuc¢ujeme — aktuality z oblasti
biotechnologii, blizici se akce uréené pro Sirokou vefej-
nost.

Katalog firem — unikatni databaze vyzkumnych praco-
vist a biotechnologickych firem v CR.

Nabidky ke spolupraci — (bio)technologické nabidky
a poptavky spoluprace od potenciélnich partnert ze za-
hranici, partnerem této sekce je sit Enterprise Europe
Network.

Zéjemci, ktefi chtéji byt pravidelné informovani o no-
vinkach z portélu, maji moznost se zaregistrovat k ode-
birani newsletteru. Zpravodaj je rozesilan na registrova-
né kontakty vidy za¢atkem mésice a shrnuje viechny
nové uvefejnéné clanky za predchozi mésic. Biotech-
nologické aktuality nejen z portélu Ize sledovat také
na Facebooku Gate2Biotech.

Portal spolupracuje s celou fadou zajimavych partne-
rG (napf. Biotrin, Bioprospect, Nasdaq GlobeNewswi-
re, Jihomoravské inovacni centrum, aj.) a je medialnim
partnerem vybranych biotechnologicky zamétenych
akai.

V piipadé zajmu o spolupraci ¢i navazani partnerstvi je mozné kontaktovat Terezu PiSovou na emailu
pisova@jaip.cz.

www.Gate2Biotech.cz

- Biotechnologicky portal

- Vse o biotechnologiich na jednom misté.

© 2006 - 2016 Jihoceska agentura pro podporu
inovaéniho podnikéni o.p.s.
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TECHNOLOGIE PRODUKCE OMEGA-3 MASTNYCH KYSELIN
POMOCi MIKRORASY JAPONOCHYTRIUM SP.
ZiSKALA CENU VIZIONARI 2016

Petr Kastanek'?, Tomas Branyik?

'EcoFuel Laboratories s.r.o., Praha, 2Ustav biotechnologie, VSCHT Praha;, kastanek@ecofuel.cz

Z nutri¢niho hlediska jsou vysoce cenéné nenasyce-
né mastné kyseliny s dlouhymi fetézci (s obsahem C >
> 18), které nejsou vyssi rostliny schopné syntetizo-
vat, jako jsou kyseliny ARA (struktura 20:4 omega 6, 9,
12, 15), DHA (struktura 22:6 omega 3, 6, 9, 12, 15, 18)
a EPA (struktura 22:5 omega 3, 6, 9, 12, 15), které
jsou nepostradatelné jako korektory vyvoje mozku
a oCi u déti, resp. jako doplitky pro kardiovaskularni
pééi u dospélych. Klinické studie potvrzuji téZ Géinky
pfi l1écbé aterosklerdzy, rakoviny, revmatoidni artritidy
a degenerativnich onemocnéni spojenych s vékem,
jako makulérni degenerace ¢i Alzhaimerovy choroby
(Simopoulos, A. P, R. R. Kifer, R. E. Martin, and S. M. Bar-
law (eds.), Health Effects of w —3 Polyunsaturated Fatty
Acids, S. Karger AG, Basel, Switzerland, 1991; Nettleton,
A. ). (ed.), Omega-3 Fatty Acids and Health, Chapman
and Hall, New York, 1995; Drevon, C. A, |. Baksaas,
and H. E. Krokan (eds.), Omega-3 Fatty Acids: Meta-
bolism and Biological Effects, Birkhauser Verlag, Basel,
Switzerland, 1993). Primyslové vyuZivanym zdrojem
omega-3 mastnych kyselin je rybi olej, obsahujici aZ
30 % EPA a DHA (Galli, C., and A. P. Simopoulos (eds.),
Dietary w3 and w6 Fatty Acids: Biological Effects and
Nutritional Essentiality, Plenum Press, New York, 1989).
VyuZiti rybiho oleje je v8ak spojeno s fadou problé-
mul, zejména nepfijemnou chuti a vani, problémy
se stabilitou produktu, vysokymi naklady na izolaci
ze smési s jinymi mastnymi kyselinami. V neposled-
ni fadé hraji vyznamnou roli faktory environmentalni,
riziko kontaminace rybich tukd toxickymi latkami,
napf. PCB a sniZovani stavu populaci mofskych ryb.

Tyto faktory, spolu s faktem, Ze ryby ziskéavaji nena-
sycené mastné kyseliny konzumaci primarnich produ-
centli — zooplanktonu — vedly k intenzivnimu vyzkumu
moznosti produkce nenasycenych mastnych kyselin po-
moci moiskych mikroorganisma, zejména jednobunéé-
nych fas (Yongmanitchai, W., and O. P. Ward, Omega-3
Fatty Acids: Alternative Sources of Production, Process
Biochem. 24:117-125 (1989).

Tym vyzkumnikd spole¢nosti EcoFuel Laborato-
ries s.ro. a Vysoké 3koly chemicko-technologické
v Praze pod vedenim Ing. Petra Kastanka PhD. se pro-
to vypravil do hlubin oceand pétrat po alternativnim
zdroji téchto, pro lidsky organismus nezbytnych, la-
tek. Nalezli jej v fasam podobnym mikroorganismech
rodu Japonochytrium, které izolovali z listd mangrov-
nikd spadlych na moiské dno a posléze identifikova-
li jako Japonochitrium marinum kmen AN4 z rodu
Thraustochytriales (zastupci fadu Thraustochitriace),
coz jsou saprofytické druhy vyskytujici se ve slanych
vodach na povrchu fas, organickém detritu ¢i cévna-

tych rostlinach. Produké¢ni kmen byl nasledné pfipra-
ven mutagenezi pfirodniho izolatu — ozafenim bunék
v exponencialni fazi rstu UV zéfenim a naslednou
selekci klonl s vysokou ristovou rychlosti a produk-
tivitou DHA, kdy obsah DHA miuze za vhodnych kulti-
vacnich podminek a limitace klicovymi nutrienty dosa-
hovat az 16 — 25 hm % susiny biomasy.

Produkce kmene se m@zZe provadét napt. vsadkovym
postupem, fed-batch ¢i kontinualné, v médiu o vhod-
né salinité odpovidajici cca 50 — 100 % moiské soli.
Produkéni kmen se kultivuje v kapalném médiu obsa-
hujicim organicky uhlik, natez po kultivaci se oddéli
biomasa obsahujici kyselinu dokosahexaenovou. Jako
zdroj organického uhliku maze kapalné médium obsa-
hovat glukoézu, glycerol, kyselinu octovou ¢i jeji estery
nebo etanol. Vypéstovanou biomasu je mozZno vyuZit
pfimo vlhkou (napf. jako krmné aditivum pro ryby, drd-
bez ¢i hospodaiska zvifata), popt. po odvodnéni (nap.
vysusenim na sprejové susarné). \lyroba kyseliny do-
kosahexaenové dale muze pokracovat separaci lipida
obsahujicich DHA ¢i volné DHA z kultiva¢niho média
nebo vlhké ¢i suché biomasy pomoci fyzikélné-che-
mickych separagnich metod, jako je lisovani, extrakce
rozpoustédly, superkriticka extrakce CO2, plsobeni
ultrazvuku a/nebo mikrovinného zéfeni, extrakce spo-
jenad s chemickou reakci atd. Takto extrahované lipidy
& frakce lipid mohou byt dale rafinovany s cilem od-
déleni jinych mastnych kyselin a ziskani DHA o vy3si
&istoté. Takovyto produkt pak maze byt vyuzit jako su-
rovina ve speciélnich potravinaiskych, farmaceutickych
a kosmetickych aplikacich.

Obr. 1: Mikroskopicka fotografie bunék Japonochytrium sp.
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Produkéni kmen i postup jeho kultivace jsou chrané-
ny nékolika ¢eskymi i mezinarodnimi patenty. Vyvinuty
biotechnologicky postup je unikatni mimo jiné vyuzitim
necisténé glycerinové frakce z enzymatické trans esteri-
fikace odpadnich olejl na bio diesel (dalsi technologie
vyvijend v rdmci centra BIORAF) jako substratu pro rist
mikroorganismu, déle pak pouzitim odpadniho solné-
ho roztoku z demineralizace sladké mlécné syrovatky
jakozto soucasti kultiva¢niho media k Gcelu produkce
biomasy, kdy tento odpadni solny roztok muze tvofit
50 az 95 % obj. kultiva¢niho média. To déle umoziiu-
je efektivné vyuzit problematicky odpad z mlé¢ného
prdmyslu (Humhal, T, Kastanek, P. et al. Use of saline
waste water from demineralization of cheese whey for
cultivation of Schizochytrium limacinum PA-968 and
Japonochytrium marinum AN-4. Bioprocess Biosyst
Eng (2016)).

Technologie byla vyvinuta v ramci Centra kompe-
tence pro vyzkum biorafinaci BIORAF, ve spolupra-

PRIHLASTE St

ci firmy EcoFuel Laboratories a VSCHT Praha. Na vy-
voji technologie se za VSCHT Praha déle podileji
prof. Ing. Katefina Demnerovd, CSc., prof. Ing. Tomas
Branyik, Ph.D., Ing. Dana Savicka, Ing. Tomas Humhal
a Ing. Olga Kronusovéd. Vyzkum finan¢né podpoiila
Technologicka agentura Ceské republiky TA CR a vznikl
tak jedine¢ny produkt, ktery pfedstavuje ekologickou
alternativu k rybimu tuku, Setrnou k Zivotnimu pro-
stfedi a vhodnou i pro vegetariany. Dne 8. 12. 2016 byla
technologii produkce Omega-3 mastnych kyselin z mik-
rofasy Japonochytrium za jeji technologicky a spole-
Censky pfinos v oblasti potravinafstvi, zdravotnictvi
a farmacie udélena cena Vizionéfi 2016 spolecnosti
Czechlnno, kterd v ramci projektu Vizionéfi ocenuje
vyjimecné inovacni pociny v ¢eském podnikéni s vy-
znamnym technologickym, socialnim a/nebo ekono-
mickym pfinosem.
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VZPOMINKA NA PANI

PROF. RNDR. DANUSI SOFROVOU, CSC.

V pondéli 15. srpna 2016 odesla po dlouhém boji
se zakefnou chorobou ve véku 78 let pani profesorka

v prostorach katedry biochemie, s jejim jakoby ,stéle
trvajicim” dsmévem.

Profesorka Sofrova (roz. Bartkovd) pochézela z Pisku,
kde se narodila 25. dubna 1938, a kam se také rada
vracela, a to nejen ve svych vzpominkach. Po studiu
na jedenactileté stiedni Skole v rodném mésté byla
v roce 1956 pfijata ke studiu na katedru biochemie,
tehdy spadajici pod Fakultu matematicko-fyzikalni UK.
Po ukonceni svého studia na této katedre, ktera po re-
organizaci v roce 1959 pfislusela jiz pod Pfirodovédec-
kou fakultu UK (kde pod vedenim prof. RNDr. PhMr.
Sylvy Leblové, CSc. v roce 1961 obhdjila diplomovou
praci ,Studie enzymovych aktivit spojenych s tvorbou
alkaloidd v durmanu®), byla na tomtéz pracovisti také
zaméstnana. Od ledna 1961 nejprve jako asistentka,
déle jako pedagogicka asistentka, od roku 1964 jako
odborna asistentka, od roku 1991 jako docentka a od
roku 1994 jako profesorka biochemie. A svou praci zi-
stala katedie biochemie vérna az do roku 2012, kdy ji jiz
jeji zhorujici se zdravotni stav neumoznil pokrac¢ovani
v praci ani na ¢astecny uvazek. Pfesto jsme se s ni radi
setkavali i v dalSich letech. Bylo od ni milé, Ze i pfes své
zdravotni komplikace udrzovala staly kontakt s pracov-
niky katedry biochemie a katedru také rada navstévo-
vala.

Vice neZ padesatileta pedagogicka prace pani profe-
sorky zahrnovala nejen vedeni fady praktickych kurzd
a vyuku biochemie (napf. praktickd cviceni z bioche-
mie, pfednaska Biochemie pro ucitelské kombinace
nebo prednaska Bioenergetika), ale nepiehlédnutel-
nou stopou je také pfiprava u¢ebnich text( pro studen-
ty (napf. skripta Biochemie — Zékladni kurz, D. Sofro-
va a kolektiv autor(i, 2009, Nakladatelstvi Karolinum).
Nedilnou soucasti jeji ¢innosti na katedfe biochemie
bylo uvedeni fady studentd do oboru biochemie jako
védni discipliny, tedy Skoleni zavére¢nych studentskych
diplomovych a diserta¢nich praci. Z velkého zéstupu
37 obhajenych diplomovych praci skolenych od konce
60. let (prvni obhajena diplomova prace v roce 1967,
R. Miksanova), Ize jmenovat J. Hladika, J. Komendu,
F. Vachu, V. Vilima, J. Wilhelma a fadu dalSich. Nejenze
pani profesorka stala na startovni ¢afe védecké drahy
fady odbornikd, ale zajimala se také o jejich dalsi vé-
deckou kariéru a udrzovala s nimi stale kontakt a pia-
telské vztahy. To byl také jeden z nepiehlédnutelnych
ryst pani profesorky.

Ackoli se katedra biochemie stala klicovym pracovis-
tém také pro védeckou cinnost pani profesorky, a to
pfedevsim na poli procesu fotosynthesy, respirace, stav-
by fotosynthetického aparatu autotrofnich organism,
vlivu mineralt ¢i tézkych kova pfi jeho tvorbé a funkci,
spolupracovala s fadou éeskych laboratofi (napt. VSZ -
— Praha, VU obilnaisky — Kromé&fiz, MFF UK, MBU -
— Trebori). Kromé toho v letech 1969 — 1970 uspés-
né representovala katedru pfi svém védeckém poby-
tu na université v Cambridge (ro¢ni stdZ podpofena
Britskou biochemickou spole¢nosti stipendiem Unilever
European Fellowship). V roce 1980 pracovné pobyvala
v Aténach a v roce 1988 v Regensburgu (dvoumési¢ni
staz). Kromé toho byla v letech 1976 - 1986 zapojena
do mezinarodniho védeckého projektu ,Pfeména slu-
necni energie a fotosynthetickd produktivita” podporo-
vaného v ramci zemi RVHP. Pani profesorka byla i ¢len-
kou fady odbornych spoleénosti: napt. Ceskoslovenské
spoleénosti biochemické (dnes CSBMB) a v 80. letech
Americké spolecnosti pro fotobiologii. Kromé pedago-
gické a védecké cinnosti se vénovala i redakéni praci
v tematice svého odborného zajmu. Od roku 1991 byla
¢lenkou redakéni rady ¢asopisu Photosynthetica, a to
az do minulého roku, kdy ze zdravotnich ddvodd byla
nucena i tuto svou aktivitu ukoncit.

Kdykoli si vzpomeneme na pani profesorku v jakém-
koli zminéném pohledu, at osobnim (milovala vaznou
hudbu a operu), tak pracovnim (jako lektorku ¢i skoli-
telku), necht je tato vzpominka provazena jejim ismé-
vem.

Za pracovniky katedry biochemie,

Miroslav Sulc a Marie Stiborova
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ODBORNE PRISPEVKY

MOOiNOSTI VYUZITi ODPADU Z POTRAVINARSKEHO
PRUMYSLU A ZEMEDELSTVi V BIOTECHNOLOGIICH

Lucia Gharwalova
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha; gharwall@vscht.cz

Uvod

U levnych produktd biotechnologické vyroby je
zadouci hledat levné substraty pro jejich produkci.
U téchto materialu je dulezita fada charakteristik, jako
je nizka cena, vysoka rychlost utilizace substratu, vysoka
vytéznost produktu, malé nebo Zadna tvorba vedlejsich
produktli a dostupnost substratu po cely rok.

Celosvétové, je kazdoro¢né vyprodukovano 140 mi-

liard metrickych tun biomasy jako vedlejsiho produktu
zemédélské a potravinaiské vyroby. Hlavni zdroje bio-
masy lze rozdélit do nékolika kategorii':

o zemédélsky odpad: zemédélska biomasa obecné
zahrnujici zbytky po separaci zrna, jako napfiklad
stonky, slama, listy, kofeny, lusky ¢i skofapky.

e Zivocisny zemédélsky odpad z chovu hospodai-
skych zvifat

e odpad ze zpracovani potravin: vylisky z ovoce
(kara, seminka, duzina), kaly z odpadnich vod,
pivovarsky odpad (mlato, vystielky, odpadni kva-
sinky), odpady z vinaiské vyroby (vylisky, ston-
ky), odpady ze skrobérenského priimyslu, odpad
z mlékarenského pramyslu (syrovatka), odpad
ze zpracovani masa

¢ lesnicky odpad: stépky ze dreva, kira, piliny, tlom-
ky dieva

e meéstsky odpad: tuhy odpad z domacnosti, kal
z Cistiren odpadni vody, odpadni papir

e moiské odpady: odpad z primyslu zpracovani ryb
(Supiny, kdze, vnitini organy, hlavy, ploutve), sko-
fapky koryst, odpad z mékkysa (hlavy a krunyfe)

e odpad z biotechnologické vyroby: odpadni bio-
masa vlaknitych hub/bakterii/kvasinek/fas

e odpad z vyroby biopaliv: glycerol z vyroby bio-
dieselu

Pfesto, Ze utilizace téchto odpadnich materiald
na energii a jiné prmyslové produkty zaznamenava
rostouci trend, je biomasa nadale do velké miry nevy-
uZita, predevsim v rozvojovych zemich, které nema-
ji silné regula¢ni zékony. Castokrat se tak stava, Ze je
biomasa jenom spalena, coz ma za diisledek znecisté-
ni ovzdusi. Biomasa je obnovitelnym zdrojem energie,
avsak muze zplsobovat zna¢né ekologické problémy,
pokud neni vyuZita. Je tedy i vyzvou konvertovat bioma-
su na zdroj energie a dalsi produkty'.

Spravna strategie k vyuZiti odpadni biomasy je v zlep-
Seni ucinnosti konverze produktu, recirkulaci technolo-
gickych ztrat a optimalizaci tvorby vedlejsich produktd.
Navic je dilezité, aby pfeduprava vstupniho materidlu
nebyla pfilis ekonomicky naro¢na, ¢imz by se z relativné
levného materialu razem stal substrat drahy.

Lignocelulosové odpady

Lignocelulosa je hlavni strukturni slozka dfevna-
tych i nedfevnatych bylin. Velké mnozstvi lignoce-
lulotického odpadu je produkovéno pfi lesnickych
a zemédélskych postupech (sldma, oklasky, otruby),
¢i pfi vyrobé papiru?. Lignocelulosa je slozena z ligni-
nu, celulosy a hemicelulosy®. Vzhledem k obtiznosti
rozpusténi ligninu, aniz by byly nékteré z jeho pod-
jednotek zniceny, je jeho pfesna chemickd struktura
neznama. Obecné obsahuje lignin tii aromatické al-
koholy, a to koniferylalkohol, sinapyl, p-kumaryl alko-
hol. Pomér téchto tii slozek je variabilni podle zdroje,
z nichZ byl lignin izolovan*. Hemicelulotické makro-
molekuly jsou ¢asto polymery pentos, zejména xylosy
a arabinosy, hexos, vétSinou manosy, a nékolik cuker-
nych kyselin. Celulosa je homogenni polymer slozeny
z glukosovych jednotek. Po rozkladu jsou tyto materialy
zdrojem hexos i pentos2.

Lignocelulosové materialy je nutné pfed fermentaci
upravit, aby se narusily vazby mezi ligninem, celulosou
a hemicelulosou. Tento proces je dvoustupriovy, nejpr-
ve se rozrusi kompaktni struktura a pak se enzymové
rozlozi celulosa. Pfedtprava substratu predchazi jeho
enzymatické hydrolyze a samotné fermentaci. MGze byt
fyzikalni (zéfeni), chemicka (roztoky kyselin ¢i zasad)
nebo fyzikalné-chemicka (pfediprava pomoci zvysené
teploty, tlaku a chemickych ¢inidel) a napomaha roz-
pustnosti hemicelulosy a ligninu. Kromé toho zvysuje
dostupnost celulosy enzymm?.

Lignocelulosové hydrolyzaty, zejména hydrolyzaty
pfipravené kyselou hydrolyzou materialu, mohou ob-
sahovat i inhibitory jako furfural, fenoly a karboxylové
kyseliny. Tyto inhibitory se nachézeji vétsinou v kapal-
né fazi po kyselé hydrolyze. Pro enzymovy rozklad se
bere pevna faze obsahujici celulosu, kterd oviem muze
také obsahovat inhibitory. Jejich koncentrace se da sni-
zit promytim. Problémem jsou inhibitory ve chvili, kdy
se neseparuje kapalna a pevna frakce po predupravé.
Detoxifikace média pfed fermentaci je c¢asové i eko-
nomicky narocny proces. Je vyhodné, kdyz jsou mik-
roorganismy schopné rdst na hydrolyzatech s vysokym
obsahem susiny®.

Lignocelulosové médium musi obsahovat dostate¢né
mnozstvi uhliku, dusiku, fosfatu, siry a soli pro udrze-
ni rdstu mikroorganism a tvorbu produktd. Optimalni
koncentrace Zivin je zévisla na povaze substratu a vy-
béru produkéniho organismu. Mnohé z téchto Zivin se
pfirozené nevyskytuji v lignocelulosovych hydrolyzatech
a proto musi byt do média pfidany.
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Syrovatka

Syrovatka je vedlejsi produkt vyroby syru, kdy je od-
stranén tuk a kasein. V mlékarenském primyslu je
produkovéan v mnozstvi 9 kg na 1kg syru nebo 6 kg
na 1 kg tvarohu. Syrovétka je bohatym zdrojem mine-
rald, vapniku, fosforu, drasliku, sodiku a Zeleza. Zaro-
ven je zdrojem vitamind skupiny B — riboflavinu a ky-
seliny pantothenové. Syrovatkovy permeét je vyrabén
odstranénim 99 % proteint a téméf 100 % tukd pfi-
tomnych v syrovétce. Typické sloZeni syrovéatky a syro-
vatkového permeatu je v uvedeno v Tab. I".

Tab. I: SlozZeni syrovétky a syrovatkového permeatu

Syrovatka Sy};g:ﬂggtvy
pH 4,7- 6,1 6,1
Susina (%) 6,58 — 6,88 5,7
Laktosa (%) 45-6 5
Proteiny (%) 04-0,6 0,01
Tuk (%) 0,05 - 0,25 < 0,01
Laktat (%) 0,15 - 0,61 0,15
Popel (%) 0,05 -0,8
Mineraly (mg/100 g)
Vapnik 45 - 103 140
Fosfor 40 - 80 103
Hofi¢ik 8-10 -
Draslik 140 - 145 -
Zelezo 600 — 800 -
Sodik 40 - 60 50
Vitaminy (pg/100 g)
Vitamin C 850 - 950 -
Thiamin 30-40 -
Pentotenat 340 - 370 ~ 360
Riboflavin 140 - 150 -
Vitamin B, 40 - 50 -
Vitamin B, 240 - 250 -
Biotin 40 - 50 -
Kyselina listova 4 -

Nejcastéjsi druh syrovéatky pochazi z vyroby syru,
kde je zpracovani mléka zaloZeno na koagulaci kasei-
nu pomoci syfidla, obsahujiciho chymozin nebo jiny
kasein-koagulujici enzym. Syfidlem indukované srazeni
kaseinu nastéava pfi pfiblizném pH 6,5 a tento typ syro-
vatky se oznacuje jako sladka syrovatka. Druhym typem
syrovétky je takzvana kysela syrovatka vznikajici z pro-
cesU vyuzivajicich fermentaci nebo po pfidavku organic-
kych ¢i anorganickych kyselin. Kysela syrovatka ma pH
nizsi nez 5 a je vedlejSim produktem vyroby syrt jako
ricotta a cottage syr. Hlavni rozdil mezi obéma typy je
v obsahu mineralnich latek, kyselosti a slozeni frakce
syrovatkového proteinu. Pfi srazeni kaseinu syfidlem je
do syrovétky uvolfovan glykomakropeptid, ktery tvofi
20 % celkového obsahu proteind. Pfi nizkém pH (<5)

je koloidni vapnik obsazeny v micelach kaseinu rozpus-
tén a pfechazi do syrovatky’.

S odstrafiovanim nebo opétovnym vyuzivanim syro-
vatky je spojeno nékolik problému. Je neekonomické
transportovat syrovéatku na vétsi vzdalenosti kvali velké-
mu obsahu vody. Zaroven je tento material i nachylny
na bakteridlni kontaminaci a nemuze byt dlouhodobé
skladovan bez specidlnich opatieni. Zafizeni na suseni
syrovatky vyZzaduje velké vstupni investice, je naro¢né
na energii a je ¢asto neekonomické. I kdyz bylo zkou-
mano nékolik moznosti vyuZiti syrovéatky, hlavni ¢ast
svétové produkce syrovatky je nadale likvidovéna jako
odpadni voda. Jeji likvidace jako odpad piedstavuje
vazny problém znecisténi okolniho prostfedi, protoze
to ma vliv na fyzikélni a chemickou strukturu ptdy, coz
vede ke sniZeni vynosu plodin. Pfi uvolnéni do vodnich
nadrzi, ohroZuje vodni Zivot vy¢erpanim rozpusténého
kysliku. Vétsina primyslové rozvinutych zemi ma pfisné
predpisy upravujici likvidaci odpadnich vod. Biologické
Cisticky odpadnich vod mohou pomoct pfi likvidaci sy-
rovatky, tato je oviem casto finan¢né naro¢nd’.

Pfitomnost laktosy a jinych zakladnich zZivin pro rdst
mikroorganism0 je lakava z hlediska vyuZiti syrovatky
jako média v biotechnologickych procesech.

Lihovarské vypalky

Lihovarské vypalky vznikaji jako sekundarni produkt
destilace lihu. Vypalky jsou jednim z nejvyyznamnéjsich
odpadnich materidlG lihovarského primyslu. Béhem
procesu jich vznika velké mnoiZstvi, z procesu vyroby
tak ziskavame pfiblizné 13 hl vypalkd na 1 hl vyprodu-
kovaného etanolu®.

Jedna se o fidkou tekutinu s viditelnymi jemnymi
az hrubsimi casticemi. Jeji barva je zavisla na pouzité
suroving, podle ni se vypalky déli na bramborové, me-
lasové, obilné ¢i ovocné. Nejvyznamnéjsi slozkou vypal-
kd jsou dusikaté latky. Aminokyselinové a bilkovinné
slozeni vypalk( je zvySené obsahem kvasinek. K jejich
vyzivové hodnoté pfispiva i vysoky obsah vitamind,
a to zejména skupiny B, enzym( a rastovych latek, které
kvasinky béhem fermentacniho procesu syntetizovaly.
Lihovarské kvasinky lze vyuzit i samostatné jako krmné
drozdi nebo ve farmaceutickém prdmyslu jako doplnék
stravy®.

Pfesné slozeni vypalkd ovsem vzdy zavisi na vstupnim
materialu, a proto mohou byt koncentrace danych latek
proménlivé. Vypalky obsahuji malo vapniku, jsou vsak
bohatym zdrojem drasliku. U vypalkd z cukrové titiny je
hlavnim zdrojem uhliku a energie sacharosa (0,2 g/l),
u kukufi¢nych vypalkd je to pfedevsim glukosa. Obsah
zdrojG uhliku, predevsim zkvasitelnych cukrd, neni vy-
soky kvdli predchozi alkoholové fermentaci. Nicméné,
vypalky mohou byt dobrym zdrojem dusiku, vitamint
a mineralQ, které pochazeji jak ze samotné suroviny,
tak i z kvasinek. Podle konkrétniho slozeni vypalkl se
do média musi pfidavat kromé zdroja uhliku i zdroje
hof¢iku nebo manganu®.

Melasa je hlavnim vedlejs$im produktem vyroby cuk-
ru. Pfi vyrobé 3t rafinovaného cukru vznika pfibliz-
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né 1t melasy. Kvalita melasy je zavisla na vychozim
materidlu pouzitém pfi vyrobé (cukrova titina nebo
fepa), na metodé a efektivnosti extrakce cukru. Obecné
tvofi zkvasitelné cukry 48 — 50 %, av3ak se zlepSenim
rafinacnich technik se muze toto Cislo pohybovat i pod
42 %. Titinova melasa obsahuje zpravidla vice invert-
nich cukrd (glukosu a fruktosu), sodiku a véapniku. Oba
typy melasy obsahuji necistoty, které mohou inhibovat
fermentaci. Melasa se vyuziva jako médium pfi vyrobé
etanolu, kyseliny citrénové a drozdi™.

Glycerol

Glycerol, také nazyvany glycerin, je jednoduché po-
lyolova sloucenina. Jednd se o bezbarvou, viskosni
kapalinu bez zapachu, ktera se bézné pouziva ve farma-
ceutické ¢i kosmetické vyrobé™.

Glycerol je v posledni dobé levnym a bohatym
zdrojem uhliku proto, Ze vznika jako vedlejsi produkt
z vyroby bionafty, oleo-chemickych sloucenin a bio-
etanolu. Bionafta je odvozena z transesterifikacnich
reakci triglyceridu s alkoholem za vzniku esteru a gly-
cerolu. Produkce 10t bionafty vytvafi pfiblizné 1t
glycerolu™. Kromé toho, se nabizeji i moznosti pro jesté
vétsi mnozZstvi vyrobeného glycerolu vzhledem k syn-
téze a intracelularni akumulaci vysokych koncentraci
glycerolu v nékterych druzich fas.

Odpad z pivovaru

Pivovary se snaZi zaméfit se na recyklaci vsech
odpadnich materiald a vedlejsich produktd, které jsou
generovany béhem pivovarskych postupl. Tam, kde je
to mozné, mohou pivovary také prodavat tyto materialy
a vedlejsi produkty, a tim eliminuji potfebu likvidace.
Nakladani s odpady a vedlejSimi produkty muze byt
také pohanéno sekundarni trzni hodnotou vedlejsich
produktd®.

Vzhledem k velkému poctu krokl v procesu pfipravy
piva, a jeho vsadkovému charakteru, je vyprodukovano
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Zaver
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Souhrn

Gharwalova L.: Moinosti vyuZiti odpadii z potravinaiského primyslu a zemédélstvi v biotechnologiich

Odpadni suroviny maji velky potencial v biotechnologiich, kde mohou slouZit jako zdroj uhliku a energie nebo dusiku v produké¢nich
médiich. U odpadnich materiéld je dtleZité, aby spliiovaly nékolik podminek, jako je nizka cena, lehka utilizace substratu a tvorba co
nejméné vedlejsich produktd. | z ekologického hlediska je Zadouci konvertovat odpad z potravinaiského a zemédélského priimyslu
na zdroj energie nebo na jiné produkty.

Klicova slova: biomasa, odpadni produkty, lignocelulosa, syrovatka, mlato

Summa

Gharwalt:'vYa' L.: Possibilities of using waste from food industry and agriculture in biotechnologies

Waste materials have great potential in biotechnologies, as they can serve as a source of carbon and energy in production medium.
Waste materials have to meet several requirements such as low cost, easy substrate utilization, and creating of as little by- products
as possible. Even from an ecological perspective, it is desirable to convert waste from food and agricultural industry into energy source

or other products.
Keywords: biomass, waste products, lignocellulose, whey, draff

NANOMECHANICKE BIOSENSORY
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Uvod

Biosensory jsou analytickd zafizeni sestavajici z bio-
rekogni¢niho prvku v kombinaci s vhodnym fyzikalné-
-chemickym prevodnikem; poskytuji signal Uumérny
koncentraci stanovované latky ve vzorku. Historicky
prvni pfevodnikem byl kyslikovy sensor vynalezeny
L. C. Clarkem v roce 1956 a z néj pak vysel glukosovy
biosensor. Dnes nejcastéjsi jsou elektrochemické pre-
vodniky jako zaklad enzymovych elektrod. Dalsi pest-
rou skupinou jsou optické systémy od svétlovodnych
vldken az po sofistikované varianty na bazi povrchové
plasmonové resonance (SPR). Svou ulohu sehrévaji
také piezoelektrické (nékdy uvadény jako akustické)
a termistorové systémy. Historicky nejmladSim zastup-
cem jsou ziejmé nanomechanické pfevodniky vychaze-
jici z mikroskopie atomarnich sil (AFM) a reprezentujici
jednu z moznosti uplatnéni nanotechnologii na poli
biosensort'. Nanomechanické (nanometrové ohyby
raménka) ¢i mikromechanické (mikrometrové rozmé-
ry raménka) jsou alternativni nazvy. Tento pfispévek
shrnuje nase zkuSenosti s nanomechanickymi pfevod-
niky pfi konstrukci imunoafinitnich a bunécénych bio-
sensord.

Mikroraménko jako prevodnik

Mikroskopie na bazi atomarnich sil dnes mimo fyzi-
ku a materidlovy vyzkum slouzi jako nastroj v biologii
pro detailni studium topografie a dalSich vlastnosti

laserova LED
zaostreni

2-segmentovy
fotodetektor

" raménko

Obr. 1: Schématické znazornéni optického vyhodnocovani
vychylky mikroraménka pomoci dvousegmentové fotodiody.

biostruktur aZ zobrazovéni jednotlivych biomolekul.
Zkoumany vzorek je skenovan miniaturnim hrotem
na konci flexibilniho raménka (také nazyvano nosnik
¢i mikrokantilevr) a vyhodnocuje se ohyb raménka
v disledku ptsobeni meziatomovych sil vznikajicich
pii pfiblizeni atomi na konci hrotu s atomy na povr-
chu vzorku. Subnanometrové vychylky se vyhodnocu-
ji pomoci optického mechanismu na bazi vychyleni
laserového paprsku odrazeného povrchem raménka
na dvou- (nebo ¢tyi-) segmentovou fotodiodu (Obr. 1
vlevo); rozlieni vychylky je lepsi nez 0,1 nm.

Obr. 2: Nahofe diferencialni uspofadani pro sledovani afinit-
ni interakce (vazba protilatky na raménko s tmavé znazorné-
nym ligandem) a korekci na rusivé vlivy a nespecifickou vaz-
bu (raménko se svétle znazornénou inertni biomolekulou).
Signalem je rozdil prohybl mezi obéma raménky Az. Dole
mikroskopické znazornéni ¢ipu pro prdto¢né méfeni se 4 ne-
zavislymi raménky.
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Pokud se pouZije modifikovany hrot nesouci imobi-
lizované biomolekuly, Ize méfit velikost sil v komplexu
s komplementéarnim afinitnim partnerem pfitomnym
na povrchu vzorku?. Technika se nazyva silova spektro-
skopie, zméfené velikosti sily F pfi pfiblizovani a odda-
lovani hrotu (vzdalenost z) umozni charakterizovat jevy
jako konformaéni zmény proteint pfi deformaci nebo
roztrhavani slozek biokomplexu.

Avsak raménko samo o sobé (i bez hrotu) nabizi po-
uziti jako (bio)sensorovy prevodnik — jeho ohyb nasta-
va v disledku rozdilného povrchového napéti o (stres)
na rtizné modifikovanych stranach (Obr. 2)3% Novou
moznosti je pak pomoci raménka sledovat mechanické
zmény pohybujicich se biologickych struktur. Obé va-
rianty jsou dale podrobnéji popsany.

Sledovani afinitnich interakci

Obvykle se biorekogni¢ni element navaie pouze
na jednu stranu raménka. Diky miniaturnim rozmériim
se vyhodné pouZzivaji dvé rizné modifikované raménka
pro kompenzaci rusivych jevi (nespecifickd adsorbce
molekul, teplotni fluktuace, proudéni okolni kapaliny,
Obr. 2). Mnoistvi ramének na nosném c¢ipu je moz-
né zvysit (dnes az 10 neni problémem), imobilizovat
na kazdé rGizné biorekogni¢ni molekuly (protilatky, oli-
gonukleotidy) a tak zvysit pocet detekovanych analy-
td ve vzorku. Pro rozdil povrchovych napéti vyvolany
biointerakci — vznikem biokomplex(i na jedné strané
- pak prohnuti raménka (polomér prohybu R) zavisi
na tloustce raménka d, Youngové modulu pruznosti E
jeho materialu (kiemik, oxid kiemicity, nitrid kiemiku)
a Poissonovu poméru v:

I
R | Ed’

Pro pfedstavu, pfi saturaci imobilizovaného anti-
genu navazanim odpovidajici protilatky (IgG) bylo
na konci prohnuti kolem 100 nm (raménko délky L =
=190 pm, d = 600 nm, material Si;N,)'. Vychylku ramén-
ka na jeho konci Az Ize pfiblizné vyjadrit jako:

Alo,—0,)

Az:3L2(ﬂ Alo,~0,)

Ed®

Citlivost se tedy zlepSuje s pomérem délky raménka
k jeho tloustce L/d a obecné jsou vhodnéjsi mék¢i va-
rianty materialu raménka (nizka hodnota konstanty tu-
hosti K)>. Vyhodnocovéni je opét mozné opticky, alter-
nativni jsou raménka obsahujici piezoelektricky aktivni
vrstvu a nebo se sleduji kapacitni zmény; to je technicky
jednodussi, i kdyz c¢astecné na ukor citlivosti. Pfi op-
tickém sledovani vychylky raménka se v case sleduje
pfimo rozdilovy signal z dvousegmentové fotodiody
(Obr. 1); na Obr. 3 je pro ilustraci porovnan pribéh
vazby protilatky na specifickém (imobilizovany protein
A) a kontrolnim (modifikace albuminem) raménku.

Jinym zplsobem je vyuziti raménka jako rezonato-
ru (obdoba ladicky)®. Po rozkmitani raménko osciluje
s charakteristickou rezonan¢ni frekvenci f, (typicky 30
az 200 kHz), ta se snizi na f, po zatiZeni navazanim

1|-kontrola
(BSA)

eghal
2|-protein A

protilatka
1V

10 min

/

pufr

Obr. 3: Piiklad zaznamu z diferencidlniho méfeni - rozdil
signald z obou segmentl fotodiody (uspofadani dle Obr. 2).
Je znazornéna odezva na 1gG protilatku na raménku s protei-
nem A (¢erné) a kontrolnim raménku s albuminem (Sedé),
¢ip s raménky v prito¢né cele. U kontrolniho méfeni vazba
protilatky nenastava, je ale patrny staly drift raménka.

biomolekul — princip je obdobny piezoelektrickych
kiemennym mikrovazkam’. Zména hmotnosti Am také
zavisi na konstanté pruznosti K daného raménka, citli-
vost roste s tuhosti pouZitého materialu:

K(1_1

Am=—
am\f, fo

Bohuzel v kapaliné jsou oscilace raménka tlumeny
a mimo povrchovou hmotnost se uplatni také visko-
elastické zmény v tésném okoli a na povrchu a také
hustota okolniho prostiedi.

Nanomechanicky pfevodnik tedy umoziuje piimé
sledovani bioafinitnich interakci v redlném ¢ase a bez
potfeby znaceni?. Pro bioanalytické vyuZiti je podstat-
nou vyhodou moznost miniaturizace celého systému
a soucasné stanoveni mnoha analytt ve vzorku®. Pies
tyto nesporné perspektivy jsme mikroraménka kolem
roku 2005 jako pfevodniky opustili a soustfedili se pou-
ze na vyuZiti AFM pro zobrazovani a studium biomo-
lekul a bunék. Pro uzivatele z biochemického prostre-
di nebyly dostupné dostatec¢né robustni a v kapalném
prostredi spolehlivé fungujici komer¢ni mikroraménko-
vé systémy; tato situace se zlepsuje az v posledni dobé.

Spojeni s biomechanickymi systémy
Fungovani zivych systému je podminéno nejen struk-
turni komplementaritou pfi vzniku afinitnich komplexd,
ale v soucasnosti se ukazuje také duleZitost dynamiky
proteint a dalSich biologickych komponent, konfor-
macni zmény, realizace rotacnich a linearnich pohyb
od jednotlivych biomolekul az po bunéénou uroven?®.
Zde se tedy opét nabizi moznost spojeni s nanome-
chanickymi pfevodniky™. S pokrokem v oblasti AFM in-
strumentace a adaptaci méficich systém pro cisté bio-
logické problémy jsme se nedavno pokusili vyuzit mi-
kroraménko ke studiu bunécnych kultur. Byly zvoleny
kardiomyocyty, které vykonavaji tepavé pohyby a jsou
téméf idealnim bunéénym modelem", ¢asto studova-
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nym jak z hlediska topografického, tak biomechanic-
kého mapovani'2. Unikatni komplexni pohled na jejich
chovani je mozny v kombinaci s paralelnim sledovanim
elektrické aktivity pomoci nosic¢e s mikroelektrodovym
polem?®.

V téchto studiich funguje raménko jako ptevodnik
a jako kontrolni a zaznamovy systém se zatim vyuziva
standardni AFM sestava. Zcela unikatni moznosti je zde
pfimé a jednoduché sledovani sily staht tepajicich kar-
diomyocytd, coz je pomoci jinych technik velmi obtizné
realizovatelné. Ukazuje se, Ze to je duleZitd charakte-
ristika pro kardiomyocyty odvozené z pluripotentnich
kmenovych bunék ziskanych od pacientti postizenych
kardiomyopatickymi a dystrofickymi poruchami'#®,

Obr. 4: Mikrofotografie raménka (triangularni varianta, obrys
zdGraznén prerusovanou ¢arou) po jeho umisténi na shluk
bunék kardiomyocytti (tzv. ,embryonic body” odvozené z plu-
ripotentnich lidskych kmenovych bunék).

Pfi vlastnim pouZiti se mikroraménko pomoci AFM
skenovaciho systému nechéd nasednout nad jednotli-
vou bunku nebo klastr bunék (Obr. 4), nastavi se po-
zadovany pfitlak, ktery pak zpétna vazba AFM systému
automaticky udrzuje. Poté se vypne horizontalni skeno-
vaci ¢ast a sleduji se pouze vertikalni vychylky raménka,
na které pUsobi tepajici burnky. Vysledny zdznam -
mechanokardiogram - zaznamenava zménu sily pa-
sobici na raménko v ¢ase; jednoduse Ize samoziejmé
vyhodnotit i tepovou frekvenci (Obr. 5), viz také video
na webu.

Takto se ziska bunéény biosensor na bazi kardio-
myocytd”, umoznujici v redlném case studium efektd
regulacnich latek, existujicich nebo nové vyvijenych
IéCiv ¢i testovani kardiotoxicity. Z hlediska robustnosti
a funk¢nosti zafizeni jako biosensoru se ukazalo kli¢o-
vym neméfit s jednotlivymi burikami rozprostfenymi
na nosném povrchu (2D vrstva), ale pouzit shluk (klastr)
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mnoha set bunék (3D objekt). Kontakt s raménkem je
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zcela sterilnim prostifedi AFM zafizeni. Je nutné udrZo-
vani kultiva¢ni teploty a vlhkosti, vyména kultiva¢niho
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Zaver
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Souhrn

Skladal P, P¥ibyl J., PeSl M., Rotrekl V.: Nanomechanické biosensory

Mikroraménka, pouzivand jako flexibilni nosi¢ hrotu u AFM skenovacich technik, jsou pfedstavena jako nanomechanicky pfevod-
nik vhodny pro konstrukci biosensord. Pro afinitni reakce se vyuzivd ohyb raménka v dasledku zmény povrchového napéti po vazbé
komplementarnich biomolekul na jedné strané nesouci ligand; postup je demonstrovan na vazbé protilatky na protein A. Jinou moznosti
je pfimé kontaktni snimani pohybu biologickych systém(. Tento pfistup byl velmi efektivni ve spojeni s tepajicimi kardiomyocyty pro
vyvoj buné¢ného biosensoru vhodného pro testovani latek ovliviiujicich srde¢ni ¢innost.

Klicova slova: Mikromechanicky biosensor, Afinitni interakce, Kardiomyocyty, Mikroskopie atomarnich sil

Summary

Skladal P, P¥ibyl J., Pesl M., Rotrekl V.: Nanomechanical biosensors

Microcantilevers, used as flexible support for the scanning tip in AFM techniques, are introduced as nanomechanical transducer suitable
for construction of biosensors. For affinity interactions, the deflection of the cantilever due to the change of surface stress following
the binding of complementary biomolecules on one side with immobilised ligand; this approach is demonstrated on the interaction
of antibody with protein A. An alternative application is the direct contact monitoring of mechanically active biological systems. This
method was quite effectively linked with beating cardiomyocytes in order to develop cellular biosensor suitable for testing of drugs

modifying heart activity.

Keywords: Micromechanical biosensor, Affinity interaction, Cardiomyocytes, Atomic force microscopy

ANTIBIOFILMOVA AKTIVITA CHITOSANU
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Uvod

Tendence mikroorganism@ adherovat k biotickym i
abiotickym povrchiim a vytvaret na nich strukturované
a vysoce organizované spolecenstvi — biofilmy, je spoje-
na se zménou fenotypu jednotlivych bunék, jejich zvy-
Senou virulenci a rezistenci k antibiotikim'. Z tohoto
dtvodu je v soucasné dobé zna¢né mnozstvi pozornos-
ti vénovano nastrojtim, které mohou specificky ovlivnit
tvorbu biofilmu, jeho stability, ¢i strukturu.

Vyzkum zaméfeny na poutZiti pfirodnich latek zaujima
v této problematice jednu z piednich pfi¢ek?. Pfirodni
latky mohou ovliviiovat tvorbu biofilmu ve vSech jeho
fazich a mohou interagovat také se zralym biofilmem.
Jsou schopné ménit fyzikalné-chemické vlastnosti zi-
votniho prostiedi (napi. povrchové napéti), zasahovat
do struktur obalovych vrstev podilejicich se na adhezi
nebo modulovat tvorbu biofilmu na trovni regulacnich
mechanismd?.

Zivotidna Fise neni tak bohata na syntézu pfirodnich
produkt s anti-biofilmovou aktivitou, jako je tomu
u mikroorganism0 a rostlin. Pfesto takové slouceniny
nalezneme, napi. solenopsin A, alkaloid z mravence
Solenopsis invicta narusuje tvorbu biofilmu P. aerugi-
nosa*. Zivo&isnym produktem je i med z kastanovniku,
ktery ma schopnost degradovat N-acyl-homoserinové

laktony (signélni molekuly gram-negativnich bakterii)
a je zodpovédny za inhibici tvorby biofilmu u Erwi-
nia carotovora, Yersinia enterocolitica a Aeromonas
hydrophyla®.

Farmaceuticky velice zajimavym pfirodnim biopoly-
merem je chitosan, pro objasnéni jeho anti-biofilmové
aktivity bylo doposud publikovano jen velice omezené
mnoZstvi studii®.

Chitosan

Chitosan ((1—4)-2-amino-deoxy-B-D-glukan) je po-
lykationtovy polymer se specifickou strukturou a vlast-
nostmi. Obsahuje vice nez 5000 glukosaminovych
jednotek a komercné se ziskava alkalickou deacetylaci
chitinu (Obr. 1), obsazeného ve schrankach korysd’.
Deacetylace je vidy uskute¢néna jen do urcitého stup-
né (typicky stupen acetylace je mensi nez 0,35) a ve vy-
sledku se tedy jedné o kopolymer sloZeny z glukosami-
nu a N-acetylglukosaminu®.

Chitin, druhy nejrozsifené;jsi polysacharid hned po ce-
lulose, je strukturélni biopolymer, ktery m& obdobnou
funkci jako kolagen u vyssich Zivocich( a celul6za u su-
chozemskych rostlin. Buné¢né stény a septa ascomy-
cetnich, zygomycetnich, basidiomycotnich a deutero-
mycetnich hub také obsahuji chitin udrzujici tvar bunék
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a jejich integritu. Nedavné pokroky v oblasti fermentac-
nich technologii naznacuji, Ze kultivace nékterych plisni
napf. Aspergillus niger, mohou poskytnout alternativni
zdroje chitinu, respektive chitosanu™.
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NH» NH
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Obr. 1: Piiprava chitosanu z chitinu®

Chitosan je nerozpustny ve vétSiné rozpoustédel,
ale je rozpustny ve ziedénych organickych kyselinach
(napi. kyseliné mravendi, octové, jantarové, mlécné
nebo jable¢né). PouiZiti chitosanu je omezeno pravé
kvili jeho nerozpustnosti ve vodé, vysoké viskozité
a tendenci ke srazeni s proteiny pfi vysokém pH, proto
je nyni zna¢né Usili vénovano pfipravé jeho funkénich
derivéatt chemickou modifikaci®.

Vlyznacuje se jak vynikajicimi biologickymi vlastnost-
mi, tak svou netoxi¢nosti, biokompatibilitou a biode-
gradaci, moznosti cileného podavani léciva (aplikace
jako biodegradabilniho nosice lé¢iva), protinddorovymi
Gcinky a podporou absorpce vépniku a Zeleza. Jsou mu
pfisuzovany také hypocholesterolemické a hypolipi-
demické ucinky". Kvali jeho schopnosti odvadét tuky
ze zazivaciho traktu jesté pied jejich zpracovanim jsou
mu pfisuzovany redukéni ucinky, které dosud nebyly
védecky prokazany™.

Chitosan muze podstoupit mnoho reakci, jako je
esterifikace, etherifikace, zesitovani, kopolymeriza-
ce apod. Piitomné aminoskupiny podléhaji chemic-
kym reakcim jako je acetylace, kvarternizace, reakce
s aldehydy a ketony, alkylace, stépeni, chelatace kovi
a poskytuji celou fadu produktl®. Tyto derivaty chi-
tosanu a enzymatické produkty maji diky rozdilnym
fyzikalné-chemickym vlastnostem rtiznou bioaktivitu
a zadny z nich nevykazuje viechny vy3e uvedené biolo-
gické vlastnosti sou¢asné.

Farmaceutické aplikace chitosanu

Chitosan se ve farmaceutickém prdmyslu vyuziva
nebo vyuZival jako prostiedek pro pfimo lisované tab-
lety, dezintegracni Cinidlo, pojivo, granula¢ni prostiedek
nebo nosi¢ léCiv s retardovanym uvolfovanim.

Vzhledem k tomu, Ze ma schopnost vytvaret filmy byl
navrzen také jako biopolymer pro vyrobu kontaktnich
¢ocek slouzicich jako bandaz oka po chirurgickych za-
krocich®. Membrény vyrobené z chitosan-poly(ethylen
oxidu) maji vhodnou propustnost a vysokou pevnost
v tahu, proto se nabizi moznost jejich vyuZziti pfi hemo-
dialyze™. U chitosanu byly mimo jiné prokazany téZz mu-
koadhezivni vlastnosti v disledku molekularni pfitazlivé
sily vzniklé elektrostatickou interakci mezi pozitivné na-
bitou molekulou chitosanu a negativné nabitymi sliz-
ni¢nimi povrchy®.

Antimikrobialni aktivita chitosanu

Antibakterialni aktivitu chitosanu poprvé popsali
v roce 1979 Allan a Hadwinger®. Zavisi na molekulové
hmotnosti a rozpoustédle, a je nepfimo ovlivnéna pH,
antibakterialni ucinky chitosanu se projevi pfedevsim
v kyselém prostiedi z divodt jeho Spatné rozpustnosti
nad pH 6,5". Vzhledem k tomu, Ze molekula chitosanu
je pozitivné nabita disponuje vyssi antimikrobialni akti-
vitou nez chitin.

Mechanismus antimikrobidlniho ptsobeni doposud
nebyl podrobnéji popsan, ale predpoklada se, ze po-
zitivné nabity chitosan interaguje s bunéénymi mem-
branami, coz vede k jejich naruseni a Uniku intracelu-
larnich slozek z buriky. Chitosan také pUsobi jako che-
latacni Cinidlo, které selektivné vaze stopové mnozstvi
kovti (napf. Zn, Cu, Co, Mn, Ni, Cd, Pb, Cr) a inhibuje tak
produkci toxin (napf. aflatoxint) a mikrobialni rdst',
aktivuje obranné procesy v hostitelské tkani, vaze vodu
a interferuje se syntézou mRNA a proteind®.

Chitosan vykazuje vy3si antibakterialni aktivitu pro-
ti gram-pozitivnim bakteriim (Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus), nez proti bakteriim gram-negativnim
(P. fluorescens, Escherichia coli, Salmonella typhymu-
rium) v 0,1 % koncentraci. Minimalni inhibi¢ni koncen-
trace zjisténé na rGznych pracovistich se lisi v zavislosti
na pouzité metodé, typu chitosanu nebo pH". Nicméné
Zheng a Zhu (2003) studiem antimikrobialnich ucin-
kd chitosanG o rdznych molekulovych hmotnostech
zjistili, Ze chitosany s niz$i molekulovou hmotnosti
(<300 kDa) jsou vice ucinné pfi aplikaci na S. aureus,
zatimco jejich antimikrobialni G¢inek na E. coli je osla-
ben. E. coli je totiz schopna nizkomolekularni chitosan
utilizovat.

Chitosan je vyjimecny Sirokym spektrem svého pu-
sobeni, jelikoz vykazuje antimikrobialni aktivitu nejen
proti bakteriim ale také proti plisnim a kvasinkam.

Antibiofilmova aktivita chitosanu

Ve studii Martineze a kol. (2010)™ bylo prokézéno,
ze aplikace chitosanu na biofilm Cryptococcus neofor-
mans vyznamné snizuje metabolickou aktivitu bunék
a zabranuje jejich adhezi k polystyrenovému povrchu.
Mechanismus G¢inku chitosanu muze u této kvasinky
spocivat v efektivnim rozkladu melaninu, barviva kte-
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rym se kvasinky brani vici plsobeni Sirokého spektra
antimikrobialnich latek. Aplikaci chitosanu se tedy buri-
ky stanou k témto latkam vice citlivé.

Ve studii Silva-Dias a kol. (2014)° bylo po aplikaci chi-
tosanu, prokazano snizeni metabolické aktivity pfedem
pfipraveného biofilmu Candida spp. az o 90 %. SMIC
(minimalni inhibi¢ni koncentrace pfisedlych bunék)
Uzce koreluje s citlivosti planktonnich bunék, coz na-
znacuje identicky mechanismus plsobeni. Je mozné,
ze kladné nabité chitosanové castice interaguji s nega-
tivné nabitymi buné¢nymi membranami kvasinek. Sni-
zeni buné¢ného metabolismu kvasinek poté v kone¢-
ném disledku vede k bunééné smrti.

Citlivost kvasinek rodu Candida k chitosanu je v pfi-
mé korelaci s jejich povrchovym nabojem. Kupfikla-
du C. albicans a C. glabrata vykazuji mensi citlivost
k chitosanu vzhledem ke snizenému vyskytu negativ-
nich naboji na buné¢ném povrchu. Tuto teorii potvr-
zuji obrazy biofilmu o3etfenych chitosanem pofizené
rastrovaci elektronovou mikroskopii: kvasinky maji vras-
City povrch zhrouceny smérem dovnitf oproti hladkému
povrchu pozorovaného u kontrolnich kvasinek®.

Druha teorie mozného mechanismu ovlivnéni biofil-
mu chitosanem zahrnuje jeho pronikani do jadra kva-
sinky, jeho vazbu na DNA a inhibici syntézy RNA se
zjevnymi nasledky na bunéc¢ny metabolismus a roz-
pad biofilmu. Pfedpoklad zachyceni chitosanu v mat-
rici biofilmu vedouciho k zpomaleni penetrace, mlze
vysvétlit rozdily mezi SMIC, nicméné koncentrace
1000 mg/l nizkomolekularniho chitosanu vyrazné sni-
zuje pfilnavost C. albicans a C. parapsilosis k polystyre-

novému povrchu a narusuje biofilm®.
| . be
= | k. : bl

Obr. 2: Biofilm C. parapsilosis zobrazeny rastrovaci elekt-
rovnovou mikroskopii — povrch katétru 7. den po implantaci
in vivo. Snimek (A) zobrazuje katétr husté pokryty biofilmem
pfed expozici chitosanem, snimek (B) zobrazuje katétr expo-
novany nizkomolekularnim chitosanem, kde se na povrchu
katétru nevytvofil souvisly strukturovany biofilmé.

Nizkomolekularni chitosan je vaznym kandidatem pro
biomaterialové aplikace. Vrstvy chitosanového biopoly-
meru na lékaiskych zafizenich, ktera jsou dlouhodobé
zavedena do téla pacienta (katétry apod.) napomahaji
zabranéni nastupu nejen mykotické infekce®.
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Mu a kol. (2014) ve své studii demonstrovali pouziti
chitosanu v kombinaci s aminoglykosidovym antibioti-
kem amikacinem pfi inhibici biofilmu Listeria monocy-
togenes a dalSich druht rodu Listeria™:. Jak jiz bylo fe-
¢eno, antibiofilmovy tcinek chitosanu do zna¢né miry
zavisi na stupni deacetylace a molekulové hmotnosti.

Mu a kol. (2014) sledovali také vliv molekulové hmot-
nosti chitosanu na miru antibiofilmové aktivity v kom-
binaci s gentamicinem. Biofilmy L. monocytogenes byly
vystaveny pusobeni chitosanu o molekulové hmotnosti
3000, 13000 a 18000 Da. V3echny tfi smési chitosan-
-gentamicin Gc¢inné snizily obsah vytvofené biomasy
biofilmu bakterie, pficemz smés obsahujici chitosan
s molekulovou hmotnosti 13000 byla nejucinné;si.
Fyzikalné-chemické vlastnosti tohoto chitosanu umoz-
nuji lepsi prinik gentamicinu do biofilmu L. monocyto-
genes'®.

53400 10 OkV x10 Ok

Obr. 3: Bakterie Listeria monocytogenes zobrazena rastrovaci
elektrovnovou mikroskopii?°.

Zaver

Chitosan a jeho derivaty maji silné antimikrobialni
a antibiofilmové ucinky a skytaji tak moznost vy-
uziti nejen ve farmaceutickém pramyslu, ale také
v oblasti biomediciny a potravinaiském primys-
lu. Chitosan je vyjime¢ny nejen Sirokym spektrem
svého plsobeni, ale také komplexnim mecha-
nismem Ucinku, z nichz nejzédsadnéjsi dil¢i mecha-
nismus spociva ve schopnosti penetrace do biofilma
potencidlné patogennich mikroorganismd, jejich na-
ruseni a zpfistupnéni plsobeni dalSich antimikrobial-
nich latek.
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Paldrychova M., Gharwalova L.: Antibiofilmova aktivita chitosanu

V soucasnosti se zna¢na ¢ast vyzkumu vénuje nastrojim specificky ovliviiujicim tvorbu biofilmu, zejména poté aplikaci pfirodnich latek.
Zivoti$na fige neni nikterak bohata na pfirodni produkty s anti-biofilmovou aktivitou, pfesto takové latky nalezneme. Pirodni biopolymer
chitosan disponuje fadou zajimavych vlastnosti, mezi které patii také antimikrobialni a antibiofilmova aktivita. Mechanismus G¢inku
chitosanu spo¢iva v jeho interakci s negativné nabitymi buné¢nymi membranami, schopnosti jeho penetrace do mikrobiélnich biofilma
a jejich zpfistupnéni pasobeni jinym latkdm s antimikrobialni aktivitou, proto se nabizi také moznost jeho kombinace s antibiotiky.
Klicova slova: chitosan, chitin, antimikrobialni aktivita, antibiofilmova aktivita

Summary

Paldrychova M., Gharwalova L.: Antibiofilm activity of chitosan

Currently, a considerable part of research is devoted to tools which specifically influence biofilm formation, in particular the application
of natural substances. Animal kingdom is not too rich in natural products with anti-biofilm activity, but such substances can be found.
Natural biopolymer chitosan has a variety of interesting properties, which include also antimicrobial and anti-biofilm activity. Chitosan
mechanism of action is represented by interaction with negatively charged cell membranes, ability of penetration into microbial biofilms
and make them available to action of other substances with antimicrobial activity. Therefore the possible combination of chitosan with
antibiotics is also offered.

Keywords: chitosan, chitin, antimicrobial activity, anti-biofilm activity

BIOTECHNOLOGICKE ASPEKTY SVETLEM INICIOVANEHO
SIiTOVANI - PIXL

(Z ANGL. PHOTO-INDUCED CROSS-LINKING):

NOVE ALTERNATIVNI TECHNIKY PRO STUDIUM 3D
STRUKTURY PROTEINU €1 VZAJEMNYCH INTERAKCI

Miroslav Sulc, Renata Ptackova
Mikrobiologicky dstav AVCR, v. v. i.; msulc@biomed.cas.cz

procesem upravovan ¢i modifikovan, nebo potiebuje
pro tvorbu své 3D nativni a funk¢ni struktury pomocny
aparat. Pro fadu protein( je pro vznik nativni strukturu
postacujici primarni sekvence, a proto s pomoci béz-
nych molekularné genetickych metod a bakterialnich
expresnich systém lze ziskat DNA templét a nasledné
rekombinantni protein o pozadované aminokyselinové
sekvenci.

Uvod

V kazdém organismu hraji proteiny mnoho dtlezitych
a nezastupitelnych roli (napf. katalyza, buné¢na signa-
lizace, uskladnéni a transport Zivin, imunita, bunécny
skelet). Funkce téchto biologickych makromolekul
vzdy uzce koresponduje s jejich prostorovou (3D) struk-
turou, kterd je mimo jiné uréena sekvenci polypepti-
dového fetézce tvofeného z 20 standardnich proteino-

gennich aminokyselin a v jistych organismech rozsifena
o nékolik dalsich (napf. pyrolysin, selenocystein ¢i se-
lenomethionin)'. Transla¢ni aparat kazdého organismu
zabudovava pii proteosyntéze jednotlivé aminokyseli-
ny do fetézce proteinu podle pfedem daného pofradi
a nascentni protein mlze byt dalSim post-transla¢nim

Pro studium 3D struktury proteinu pomoci alterna-
tivnich metodik, napi. chemickych sitovacich technik,
nabizi 20 standardnich aminokyselin ve svych postran-
nich fetézcich pouze omezeny pocet chemicky kom-
patibilnich/aktivnich skupin/moznosti, které jsou na-
vic omezeny reakénimi podminkami (pH kompatibilni
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s aktivnim proteinem) pouzitych sitovacich technik, kte-
ré jsou Casto inkompatibilni s fyziologickymi podmin-
kami a stavem studovaného proteinu. Diky inkorporaci
strukturnich analog aminokyselin do sekvence rekom-
binantnich proteind je nejen mozné rozsifit spektrum
postrannich fetézcl a jejich pocet ve studovaném pro-
teinu, ale navrh a tvorba arteficialnich proteint pfina-
$i nové moznosti a vlastnosti témto proteinim (napf.
zvySeni stability, proteolytické odolnosti, modifikace
enzymové/katalytické aktivity, efektivni regulaci, vne-
seni biologicky aktivnich skupin, stabilisaci funkce,
vneseni novych proteolytickych mist, nebo moznosti
svétlem iniciovanych reakci). Mezi posledné zminéné
techniky studia 3D proteinové struktury a strukturné-
-funkénich stavl s vyuzitim vneseni strukturnich analogt
aminokyselin do proteinové sekvence patii napfi. svét-
lem iniciované sitovani — PIXL (z angl. Photo-Induced
Cross-Linking) nebo FRET (z angl. Fluorescence Reso-
nance Energy Transfer)?*4. Zminéna metodika PIXL je
v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (MS) experi-
mentalni technika schopna ufceni vzajemné orientace
proteinovych komplexd v nativnim stavu v dostate¢-
né kratkém case a s relativné nizkym mnozstvim pro-
teint. Cilem techniky je pfiprava studovaného proteinu
s inkorporovanym strukturnich analogti aminokyselin,
ktery po indukci UV-svétlem tvofi reaktivni interme-
diat schopny tvorby nové kovalentni vazby s interakénim
proteinem (kvantita tvofenych kovalentnich komplexd
statisticky odpovida pfitomnosti danych transientnich
interakci v reakéni smési). Po separaci komplexti od
monomerl (napf. SDS-PAGE elektroforesou) a proteo-
lyze sitovanych komplext (napf. trypsinem) analyzuje-

me smés peptidd pomoci LC-MS s vysokym rozliSenim
(umoznuje identifikaci unikatni kombinace dvou sito-
vanych peptid vyhovujicich reakénimu mechanismu
sitovaciho cCinidla a specifité pouzité proteasy). lden-
tifikaci dvou aminokyselinovych postrannich fetézcl
v kontaktu u nalezenych dvou sitovanych peptidi je
provedena naslednou fragmentac¢ni MS/MS analysou
(sekvenéni informace).

Funkce aminoacyl-tRNA-synthetas
Vv procesu proteosyntesy

Molekula deoxyribonukleové kyseliny (DNA) je no-
sitelkou genetické informace transkribované do infor-
macni ribonukleové kyseliny (mRNA), které dale slouzi
jako templat pro syntézu protein( v transla¢nim apara-
tu. Pfesnost sekvence rostouciho peptidového fetézce
je zarucena a kontrolovana pomoci dvou procest: (i)
esterifikace aminokyseliny pfi jeji aktivaci (dvoustup-
novy proces pies aminoacyladenylat) a nasledné vaz-
ba na odpovidajici molekulu transferové ribonukleové
kyseliny (tRNA) za vzniku aminoacyl-tRNA katalyzova-
né odpovidajici aminoacyl-tRNA-synthetasou (aatRS)?,
(ii) parovani tripletd kodond mezi mRNA a komple-
mentéarnimi antikodony pfislusnych molekul aminoa-
cyl-tRNA za katalysy ribosomaélnich komplextd (v pfipa-
dé stop kodonu interakce s termina¢nim faktorem)e.
Prvni krok je klicovym bodem inkorporace analogti (ne-
pfirozenych) aminokyselin do sekvence proteinu. Pro
kazdou proteinogenni aminokyselinu existuje ve vétsi-
né bunék jedinec¢na aatRS. Vsechny tyto aatRS mizeme
rozdélit do dvou jasné oddélenych strukturnich skupin:
(a) Skupina | — aminoacyluje 2’-OH skupinu koncové-

(a)
pMet

H,N H,N
N
NN ”
pLeu Leu
O 0]
H,N LOH H,N LOH
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Obr. 1: Chemické struktury aminokyselin (a): methioninu (Met), leucinu (Leu) a jejich strukturnich analogi pMet a pLeu
s diarizinovou skupinou. Mechanismus fotoaktivace UV svétlem pMet a néasledna tvorba vysoce reaktivniho karbéniového biradi-
kalu schopného tvofit novou kovalentni vazbu nebo terminacni produkt, ktery poskytuje v MS spektru m/z signal o 19.972 m.u.

nizsi hodnoty nez vlastni aminokyselina Met (b).
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ho adenosin nukleotidu na 2’-OH konci koresponduji-
ci tRNA, (b) Skupina Il - aminoacyluje korespondujici
3'-OH skupinu)’. Tyto aatRS obsahuiji: (i) vysoce selek-
tivni vazebné misto pro dany postranni fetézec, a (ii)
vétsi povrchovou strukturu zprostiedkovavajici unikatni
kontakt a interakci se souborem analogickych tRNA ko-
dujicich dané residuum (diky degeneraci genetického
kodu je vétsina aminokyselin kodovana vice jak jednim
kodonem)g. Chybovost dané reakce je pouze 1:10000.
Nékteré aatRS (napf. L-lle:tRNAlle-ligasa (AMP-tvofici)
maji kromé vlastni katalytické aktivity také kontrol-
ni schopnost s moznosti editace a odstranéni tRNA
v piipadé chybné acylace (napf. mensi aminokyseli-
novy postranni fetézec valinu je schopen vazby do ak-
tivniho centra a zplsobovat vysokou chybovost 1:150,
a proto druhé pfitomné aktivni centrum s hydrolytic-
kou aktivitou je mensi bez schopnosti vazat spravné
vazany izoleucin, ale schopné vézat a odstépovat chyb-
né vazany valin a mensi zbytky a tak provadét korekci
pfipadné Spatné acylace tRNA. Timto postupem je za-
jisténo snizeni miry chybovosti az k hodnoté 1:3000°.
Nékteré aatRS (napi. methionin-tRS) maji vice relaxo-
vané vazebné misto pro aminokyseliny, coz umozriuje
vazbu strukturné podobnych analogli aminokyseliny
na korespondujici tRNA™. V nasich experimentech jsme
vyuzivali dva fotoreaktivni analogy aminokyselin — foto-
-methionin (pMet, L-2-amino-5,5-azi-hexanova kyse-
lina, Pierce Biotechnology, USA) a foto-leucine (pLeu,
L-2-amino-4,4-azi-pentanova kyselina) (Obr. 1a) — po-
prvé syntetizované a pouZité pro studii interaktomu
v savcich bunkach™.

Postupy inkorporace analogii
aminokyselin do proteinové sekvence

Dosud byly vyvinuty dva hlavni pfistupy inkorpo-
race analogli aminokyselin do proteinové sekvence
s vyuzitim in vivo transla¢niho systému bunécnych sys-
tému: (i) s vyuzitim promiskuity transla¢niho systému
a pfidéleni analogu kodujicimu tripletu jedné ze stan-
dardnich aminokyselin (napi. Met, Pro, Tyr, Phe, Leu,
Val)'? externé poskytovanému analogu aminokyseliny,
ktery caste¢né nahrazuje piirozenou aminokyselinu
v proteinové sekvenci a je ji dostate¢né strukturné po-
dobny?®, (ii) vyuZiti extra kodonu pro pyrrolysin (vyskyt
u rodu Methanosarcina), a inkorporace analogu do sek-
vence proteinu pfes orthogonalni aatRS a korespon-
dujici tRNA jenZ je komplementarni k termina¢nimu
kodonu (UAG)™. Pro prvni pfistup je moiné pouzit
béiny expresni kmen E. coli, ale inhibice (pfidavkem
specifickych aminokyselin) nebo inaktivace (pouzitim
auxotrofniho kmene s deficienci) biosyntetické drahy
inkorporované aminokyseliny vyrazné snizuji aktualni
koncentrace pfirozené aminokyseliny v burice a zvysuiji
inkorporaci strukturniho analogu této aminokyseliny?
(obecné pfirozené aminokyseliny maji fadové vyssi
afinitu k pfirozenym aatRS). Proto se rekombinantni
exprese provadéji v limitnim mineralnim mediu (LM)
doplnénym strukturnim analogem. Diky tomu dochazi
k pomalejsimu rdstu a nizSimu vytézku exprimovaného
proteinu (cca 10-100 mg/L), naproti tomu je vy$3i mira
inkorporace strukturniho analogu aminokyseliny?'.

Dalsi nespornou vyhodou kromé vyssiho vytézku oproti
vyuZiti extrakodonu pro pyrrolisin je jednoduchost, kte-
rou Ize operativné pienést do exprese ve vétsim meé-
fitku s vy$si mirou inkorporace, kterou Ize dosahnout
Gpravou protokolu, slozeni limitniho media ¢i struktur-
niho analogu aminokyseliny' .

Strukturni biologie - vyuziti metody PIXL
(z angl. Photo-Induced Cross-Linking)

Jak jiz bylo fe¢eno, v minulosti byly syntetizovany
strukturni analogy dvou pfirozenych aminokyselin,
methioninu a leucinu, s pfitomnou diazirinovou skupi-
nou v postrannim fetézci (pMet a pLeu), kterd UV svét-
lem (350 nm, cca minuty) indukovanou aktivaci posky-
tuje reaktivni intermediaty s kratkym polo¢asem (vysoce
reaktivni karbénové biradikaly) a schopnosti sitovacich
reakci v blizkém okoli (tvorba nové kovalentni vazby
do vzdalenosti cca 5A) nebo v kratkém &ase tvofici termi-
nacni produkt (Obr. 1 b). Tyto analogy byly pouzity pro
komplexni kvalitativni studii fady protein-proteinovych
interakci v sav¢ich bunkéach™. Naproti tomu v nasi labo-
ratofi byla tato metodika adaptovéana pro rekombinant-
ni expresi v prokaryontnim systému E. coli a pouZita pro
strukturni in vitro studii protein-proteinovych interakci
savcich proteinl. Expresi proteinovych nanosond, které
ve své proteinové sekvenci mély inkorporovan struktur-
ni analog aminokyseliny (pMet nebo pLeu) umoznilo
tvorbu kovalentnich protein-proteinovych komplext
metodikou PIXL a po rozdéleni dle molekulové hmot-
nosti (napf. SDS-PAGE elektroforesou) hmotnosti spek-
trometrie (MS) bylo schopna po proteolytickém sté-
peni odpovidajiciho kovalentniho proteinového kom-
plexu identifikovat mista tvorby nové kovalentni vazby
pMet v interakénim rozhrani (interagujici peptidy ¢i
pfimo aminokyselinové zbytky). Timto zplisobem byla
Uspésné feSena nejen interakce v lipidické membrané
mezi cytochromem b, a cytochromem P-450 2B4, ale
i homodimerického solubilniho regula¢niho proteinu
14-3-371819,

Biotechnologické aspekty PIXL s vyuzitim
strukturnich analogii aminokyselin

Pokusme se srovnat nékolik dosud studovanych sys-
témU0 inkorporace pMet z biotechnologického pohle-
du: vyuzitého expresniho systému (E. coli BL-21 (DE3)
GOLD, auxotrofni kmeny), zvolenych podminek expre-
se (LM medium, LM medium s pfidavkem aminokyselin
E. coli) a pouzitého strukturniho analogu aminokyseli-
ny (pMet ¢i pLeu). Jako miru Uspésnosti mdzeme zvo-
lit pomér inkorporace strukturniho analogu ku vlastni
aminokyseliné, ktery Ize s uspéchem detekovat po pro-
teolytickém Stépeni na urovni peptidi pomoci MALDI-
-TOF MS analyzy (z angl. Matrix Assisted Laser Desorp-
tion/lonisation — Time Of Flight) jak ilustruje schéma
mechanismu fotoaktivace diazirinovych analogti ami-
nokyselin, ktera s ispéchem probiha kvantitativné po-
moci pouZitého laseru (N, laser o vinové délce 337 nm)
v iontovém zdroji MS za vzniku terminalniho produktu
(indukce svétlem probiha ve vysokém vakuu iontového
zdroje MALDI). Mira inkorporace je pak ur¢ena jako po-
mér ploch pod piky m/z v MS spektru korespondujicich
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peptidl (s Met ¢i terminacni produkt s pMet), jejichz
hodnota m/z se liSi 0 19.972 m.u. (z angl. mass unite).
V prvnim systému, cytochrom P-450 2B4:cytochrom
bs (studovaném v minulosti klasickym pfistupem che-
mického sitovani)?, byl pfipraven cytochrom b, s ¢as-
te¢né inkorporovanym pMet. Tento cytochrom b, obsa-
huje ¢tyfi Met residua v pozicich 1, 96, 126 a 131, kdy
pravé residua methioninu ve dvou posledné zminé-
nych pozicich se nachézeji v transmembranové domé-
né a tak poskytuji jedine¢nou moznost studia interakce
v lipidickém prostredi, které je pro béiné uzivana si-
tovaci Cinidla nepfistupna a pfipadna protein-proteino-
va interakce tedy ,neviditelna”. Heterologni expresi
v E. coli BL-21 (DE3) Gold poutzitim plasmidu pET22b
s pocatecnim rdstem v LB mediu pii 37°C do
Agoo ~ 0,6. Po dikladném promyti bunék a nasled-
ném pienosu do LM media s pfidavkem pMet (final-
ni koncentrace 0,5 — 2,0 mM) a pfidavkem kyseliny
5-aminolevulové (0,5 mM) pfed iniciaci exprese pro-
teinu induktorem isopropyl B-D-1-thiogalaktopyrano-
sid (1 mM) nebylo po dobu 4 hodin dosazeno vice jak
10 — 20 % inkorporace pMet. Pokud je do LM media
pfidano Sest aminokyselin, které jsou schopny inhi-
bovat biosyntetickou drahu Met (Leu, lle, Val, Thr, Lys,
Phe) vysledek MALDI-TOF méfeni inkorporace pMet
prekvapivé znacné vzroste (po 1 hodiné exprese je pfi-
blizné 70 %) a pak s ¢asem postupné klesa k hodnoté
30 — 40 % po 4 hodinach exprese jak ilustruje obrazek
¢asového prabéhu MALDI-TOF MS dvou monitorova-
nych peptid (Obr. 2a a 2 b). Pokles miry inkorporace
indikuje rdst celularni hladiny endogenniho Met schop-
ného soutézit s pMet o aktivni misto L-Met:tRNAMet

ligasy (AMP-tvofici) a pribéh tohoto poklesu casové
koresponduje s ¢asem aktivace biosyntetickych drah
(cca 1,5 hodiny), které jsou ,suprimovany” v nutri¢né
bohatém mediu?. Pficemz je mira inkorporace struk-
turniho analogu tmérna jeho koncentraci v LM mediu
(Obr. 2a odpovida koncentraci pMet 0,5 mM a Obr. 2 b
koncentraci 2,0 mM).

Druhym studovanym systémem byl lidsky regula¢ni
protein 14-3-3¢, ktery vytvaii homodimericky komplex
studovany fadou pfistupt v minulosti?2. Pii rekombi-
nantni expresi tohoto proteinu, ktery obsahuje 7 methi-
oninovych a 24 leucinovych residui ve své proteinové
sekvenci, bylo srovnano pouziti strukturnich analogt
pMet a plLeu, a také pouzité expresni systémy: E. coli
BL-21 (DE3) Gold a dvou auxotrofnich kmenl E. coli
B834 Amet a E. coli K-12 Aleu. Téméf 60 % inkorpora-
ce pMet bylo dosazeno v LM mediu s pfidavkem Sesti
aminokyselin (Ley, lle, Val, Thr, Lys, Phe) po dvouho-
dinové expresi, obdobné jako v pfipadé cytochromu
bs. Naproti tomu poutziti auxotrofniho kmene zajistilo
téméf kompletni inkorporaci pMet (Obr. 2c). Zdanlivé
prekvapivé vysledky byly ziskany pfi produkci 14-3-3
proteinu s inkorporaci pLeu v analogickych podmin-
kdch (produké¢ni organismus auxotrofni kmen E. coli
K-12 Aleu). Byly ziskany velice nizké vytézky exprimo-
vaného rekombinantniho proteinu a hodnota inkorpo-
race pLeu nedosahovala ani v jednom pfipadé vice jak
5 9%?. Tento vysledek mdze souviset pravdépodobné
s katalytickou podobnosti L-Leu:tRNALeu ligasy (AMP-
-tvofici) a popsanym chovanim L-lle:tRNAlle-ligasy
(AMP-tvorici), kde kromé katalytického mista existuje
i druhé aktivni misto s hydrolytickou opravnou aktivitou,
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Obr. 2: Hmotnostni spektrum chymotryptickych peptidii cytochromu b,, znazoriujici zavislost poméru intenzit peptidii
obsahujicich pMet/Met na dobé exprese proteinu 1-4 hodiny, p¥i koncentraci pMet v mediu 0.5 mM (a) a 2.0 mM (b).
Signaly peptidd Ser®>-Trp™ (al,b1) o hodnoté m/z 2081.9854 a lle®-Trp™ (a2,b2) o hodnoté m/z 3555.7794 cytochromu b,
obsahujici pMet nebo Met odpovidaji zobrazenym signaltim m/Z a jejich rozdil hodnot je 19.972 m.u. (o — peptid obsahujici pMet
a o — peptid obsahujici Met). Hmotnostni spektra tryptického peptidu Glu™-Arg'’ proteinu 14-3-3 o hodnoté m/z 1108.5568
(o — peptidy obsahujici pMet a o — peptidy obsahujici Met) pfed indukci (0 hodina) a po 2 hodinach exprese proteinu a jejich za-
vislost na pouzitém produkénim kmenu v LM mediu: E. coli BL-21 (DE3) Gold (c1) a auxotrofniho kmene E. coli B834 Amet (c2).
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ktera mGze byt zodpovédna za nizkou miru inkorporace
a tedy odliSnym chovanim a katalytickymi schopnostmi
nez methionyl-tRS°.

Zaveér

Presentované vysledky inkorporace strukturnich ana-
logh do proteinové sekvence béhem rekombinantni
exprese v prokaryontnim systému E. coli representuji
priklad uspésné aplikace biotechnologického postupuy,
ktery je schopny poskytnout optimalni nastroj pro stu-
dium proteinové struktury nebo protein-proteinovych
interakci pomoci metodiky PIXL. Tato unikatni a fado-
vé rychlejsi metodika je skvélou alternativou klasické-
mu chemickému sitovani, protoZe neni determinovéana
reakénim mechanismem a velikosti pouzitého sitova-
ciho ¢inidla, reakénimi podminkami sitovaci reakce,
reakce mize probihat i v prostfedi lipidické membra-
ny v kratkém case a v pfipadé Zéadné interakce reak-
tivni intermediat rychle terminuje na stabilni produkt.
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Sulc M., Pta¢kova R. : Biotechnologické aspekty UV-svétlem iniciovaného sitovani — PIXL (z angl. Photo-Induced Cross-Linking): nové
alternativni techniky pro studium 3D struktury protein@ ¢i vzajemnych interakci

Studium proteind a zvlasté jejich 3D struktury &i protein-proteinovych interakci hraje v dnesnim biochemickém vyzkumu nezanedbatel-
nou roli. Rada alternativnich metod tohoto vyzkumu (napt. PIXL, FRET) vyuZiva biotechnologické postupy pro zavedeni nepiirozenych
aminokyselin ¢i jejich strukturnich analogl do proteinové sekvence béhem jejich rekombinantni pfipravy. Pfedkladana prace uvadi
nékolik biotechnologickych pfistupt inkorporace foto-methioninu (pMet, L-2-amino-5,5-azi-hexanova kyselina) do sekvence dvou mo-
delovych sav¢ich protein(.

Klicova slova: svétlem iniciované sitovani, foto-methionin, diaziriny

Summa

Sulc M., Pgékové R. : Biotechnological aspects UV-light induced cross-linking — PIXL (Photo-Induced Cross-Linking): novel alternative
technique to study 3D protein structure or their mutual interactions

The study of proteins and especially their 3D structure or protein-protein interactions plays significant role in contemporary biochemical
research. Many alternative methods of the research (e.g. PIXL, FRET) employing different biotechnology techniques to introduce the
non-natural amino acids or their structural analogues within protein sequence during its recombinant expression. This study presents
several biotechnology approaches to introduce photo-methionine (pMet, L-2-amino-5,5-azi-hexanoic acid) into the sequence of two
model mammalian proteins.

Keywords: Photo-Induced Cross-Linking, photo-methionine, diazirines
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METABOLOMICKE MAPOVANI JAKO NASTROJ

K POROZUMENiIi MOLEKULARNI PODSTATY ZAVISLOSTI
A KE ZJISTENi ADIKTOLOGICKEHO

POTENCIALU NOVYCH SYNTETICKYCH DROG
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a Histologie, Lékaiska Fakulta, Univerzita ve Veroné, Verona, Petr.Kacer@vscht.cz

Uvod

Zprava Ceského narodniho monitorovaciho stiediska
pro drogy a zavislost (NMS) pro rok 2014 ukazuje, Ze
pocet uZivatel( drog je v rozmezi roku 2003 az 2014
stabilni'. Nicméné uzivani drog je spojeno s vainymi
zdravotnimi a socialnimi désledky a ¢asto byva spojeno
s navazujici trestnou cinnosti. Jen pfimé vydaje na pro-
tidrogovou politiku v Ceské republice’ &inily v roce 2014
1,25 mld K¢. Alarmuijici je fakt, Ze tato problematika se
netykd pouze aktivnich uZivatelG drog, ale v nékterych
pfipadech také déti, které byly vystaveny drogdm v pre-
natalnim obdobi.

V poslednich letech také dochazi na drogové scéné
ke zvysenému vyskytu novych syntetickych drog (NSD).
NarGst NSD je patrny od roku 2010 a vy3si mira zkuse-
nosti s témito latkami se objevuje predevsim u tcast-
nikd tanec¢nich “party” a problémovych uZivatelt. NSD
jsou latky, které napodobuji Gcinky béziné uzivanych
drog, nicméné maji odliSnou chemickou strukturu.
Jejich G¢inky mohou byt velmi rlizné, nicméné velmi
Casto se jedna o latky stimula¢ni ¢i halucinogenni, syn-
tetické kanabinoidy, ¢i latky se sedativnim Gcinkem.
Dle dostupnych informaci bylo v roce 2014 registrovano
22 rliznych NSD, z toho 13 latek se v CR objevilo viibec
poprvé a v pfipadé 2 latek Slo viibec o prvni zachyceni
v zemich EU".

Vyznamnym problémem provézejici narGst vyskytu
NSD je nedostate¢né znamy ucinek téchto latek, velmi
malé povédomi o moznych interakcich s dalSimi lat-
kami bézné uzivanymi spole¢né s NSD (alkohol, ma-
rihuana, extaze a dalsi), ¢i zhodnoceni jejich adiktivni-
ho potenciélu. Jako klicova oblast pro rozvoj zavislosti
je popsan mezolimbicky dopaminergni systém a to
predevsim nucleus accumbens?, kdy v ramci odmény
dochazi ke zvy3eni dopaminergni transmise (napf. pfi
sexualni aktivité ¢i pfi pfijmu potravy). Jako pfiklad ovliv-
néni dopaminergni transmise a jeji vliv na chovani Ize
uvést morfinem indukovany nérdist dopaminu v nucleus
accumbens®. Nicméné na systému odmén se mohou
¢astecné podilet také jiné drahy v CNS jako nigrostria-
talni a mesokortikalni*.

Z divodd jiz diive zminénych tedy vyplyva, Ze je nut-
né pokracovat ve vyzkumu s dlrazem na vyuziti citli-
vych metod, schopnych méfit rychlé zmény metabolit
v SirSim c¢asovém horizontu zahrnujicim jak akutni fazi
po podani drogy, tak i chronické zmény po chronickém
opakovaném uzivani a pfipadné i v pribéhu rozvoje za-
vislosti. Mimo jiné dlouhodobym cilem mé byt zdoko-

naleni metodickych pfistupl a rozsiteni poznatk( s vy-
uzitim animalnich model( drogové zavislosti, coz maze
vyrazné pfispét k pochopeni tc¢inku NSD na nasledné
strukturalni i funk¢éni zmény.

Experimentalni cast

Experimentdlni zvifata

Samice potkant Wistar (AnLab, Praha; stafi 4 mésice,
vaha 250-300 g) byly pfipustény na pocatku estrogen-
niho cyklu. Biezi samice byly rozdéleny do dvou skupin:
MA exponované skupiné byl po celou dobu gestace po-
davan MA (5 mg/kg/den); kontrolni skupiné byl stej-
nym zplGsobem podavan fyziologicky roztok. Z potom-
kd samic obou skupin byli vybrani jen samci a v 90. den
po narozeni byl zapocat mikrodialyza¢ni experiment.

Veskeré manipulace se zvifaty byly provadény podle
smérnice Evropské unie (86/609/EU) a Narodni komi-
se pro chov laboratornich zvifat. VSechny experimenty
byly schvéleny etickou komisi.

Mikrodialyza

Ve véku 90 dnl byli potkani uvedeni do celkové
anestezie injekci ketamin/xylazin (2 mg/kg; 0.5 mg/
/kg) a pomoci stereotaktického aparatu (o soufadnicich
AP-1.6, ML * 1.5, DV-7.3) jim byla chirurgicky imple-
mentovana mikrodialyza¢ni kanyla MAB 4.15 IC
(Agn Tho's AB, Svédsko). Po 7 dnech, kdyz se zahoji-
la rana na hlavé, byli potkani uvedeni do halotanové
anestezie a do kanyly byla zavedena mikrodialyza¢ni
sonda MAB 4. 15. 2.Cu s polopropustnou kuprofano-
vou membranou (délka membrany: 2 mm, propustnost
membrany: latky do velikosti 6 kDa). Sonda nachazeji-
ci se v NAc byla promyvana artificialni cerebrospinalni
tekutinou (ACSF) o prétoku 2 pl/min. Vzorky byly ode-
birany v 20 minutovych intervalech do mikrozkumavek
obsahujicich 15 pyl 0,1 M HCl a 10 pg vnitiniho standar-
du (deuterovany standard — DA.HCI-d,).

HPLC-ESI-MS/MS analyza

Odebrané vzorky byly primarné koncentrovany lyofi-
lizaci (Labconco Free Zone (USA)) po dobu 12 hodin
pfi teploté -47 °C a tlaku 9 kPa. Lyofilizovany vzorek byl
rozpustén v 10 yl methanolu.

Pro HPLC separaci latek byla pouZita kolona Gemi-
ni C18 (zrnitost stacionarni faze 5 ym, rozméry kolony
150 x 2 mm; Phenomenex USA) s piedkolonkou Ge-
mini C18 a gradientové sloZzeni mobilni faze (faze A -
vodny roztok kyseliny octové o pH 2; faze B — methanol)
o pratoku 150 pl/min. Gradient mél nasledujici prabéh:
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Tabulka I: Parametry hmotnostné spektrometrické analyzy pro dopamin a jeho metabolity

Analyt lonizace Kv:l,;i/rzurl;':)Ql Eneligi;a) cip Kv:;:l/rzurl;':)QS
DA.HCI ESI* 137 24 120
DA.HCl-d, ESI* 141 24 123
3-MT.HCI ESI* 168 21 151
HVA ESI- 181 17 122
DOPAC ESI 167 15 122

5 % B (3 min) — 30 % B (linearni nardst béhem 2 min)
— 30 % B (10 min) — 5 % B (linearni pokles béhem
1 min) — 5 % B (4 min). Objem vzorku nastfikovany na
kolonu byl 5 pl. Byla pouzita elektrosprejova ionizace
v positivnim (pro detekci DA a 3-MT) i negativnhim modu
(pro detekci HVA a DOPAC). Analyza latek’ byla pro-
vadéna v SRM modu (Selective Reaction Monitoring).
Kolizné indukované reakce (Tabulka 1) byly monitoro-
vany na hmotnostnim spektrometru TSQ Vantage. Pod-
minky hmotnostniho spektrometru byly optimalizovany
na nasledujici parametry: tlak kolizniho plynu (argon)
1 mTorr, napéti na sprejovaci jehle £3000V, teplota
nosného plynu (dusik — tlak 40 psi) 350 °C, tlak po-
mocného plynu (dusik) 20 arb, teplota vstupni kapilary
350 °C.

Diskuze

Mikrodialyza je fadu let Gispésné pouzivana v experi-
mentalnich studiich a také v klinické praxi pro monito-
rovani chemickych zmén v CNS i na periférii®. Potencial
této metody byl v poslednich letech vyrazné posilen®’
diky vysokoucinné kapalinové chromatografii s hmot-
nostni spektrometrii (HPLC-MS). V dusledku kombi-
nace uvedené analytické metody s MD je v soucasné
dobé mozné monitorovat i velmi dynamické procesy
v diskrétnich oblastech mozku a navic registrovat i mi-
nimalni zmény v koncentracich metabolitd.

Radu let je MD pouZivana pro mapovani neurotrans-
miter( ve vyzkumu zavislosti®®. Velkou vyhodou ziskani
vzork& pomoci MD je moznost mapovani téchto zmén
jak na anestezovaném zvifeti, tak i na volné pohybli-
vém>°. Nékolik experimentalnich studii?>*'"® ukazalo,
ze v dasledku podani drogy dochézi k markantnim
a velmi dynamickym zménam predevsim v hladinach
dopaminu a jeho metabolitd. Navic tyto neurochemic-
ké zmény byly asociované s vyraznou zménou v cho-
vani experimentalnich zvifat>".

Nicméné slabou strankou celé fady takovych experi-
mentalnich praci je jejich zaméfeni ¢asto jen na neuro-
transmitery a jejich primarni metabolity, zatimco me-
tabolity samotnych drog dost casto zdstavaji opome-
nuty. Toto zkresluje celkovou piedstavu o tcinku drog
na neuronalni metabolismus, a proto stale neni k dis-
pozici jasna predstava, co stoji za dlouhodobymi zmé-
nami funkci toho ¢i jiného neurotransmiterového systé-
mu*'® a jak by méla vypadat pfipadna terapie.

Dalsi vyzvou je moznost mapovani zmén spojenych
s perinatalni expozici drog. V pfedchozich letech byla
vyvinuta pfesnd metodika na stanoveni obsahu do-
paminu a jeho metabolitd (dopamin, kyselina homo-
vanilovd, 3-methoxytyramin, kyselina 3,4-dihydroxy-
fenyloctova) v mikrodialyzatu ziskaného z potkaniho
mozku™. Zde se nam podafilo pozorovat koncentra¢ni
zmény v ¢ase aZ na Urovni pikograma v mililitru mik-
rodialyzatu™ s vysokou pfesnosti. Potencial vyvinutého
analytického pfistupu byl dale vyuzit ve studii zabyvaji-
ci se vlivem prenatalni expozice metamfetaminu (MA)
u mladat potkana (in utero) na hladinu dopaminu
a jeho metaboliti v dospélosti pfimo v nucleus accum-
bens®. Na zékladé nasich poznatk(i metabolického ma-
povani v nezralém mozku® mizeme tvrdit, Ze perinatal-
ni expozici drog ma pietrvavajici vliv na dopaminergni
neurotransmisi a zvysenou citlivost v dospélosti™'* (Obr.
1). Vysledky ziskané jiz zmifiovanou metodikou dale
ukézaly zmény v hladinach neurotransmiterd v nucleus
accumbens u modelu deprese vyvolané ¢ichovou bul-
bektomii u potkana™. Oproti kontrolni skupiné zvifata
po prodélani bulbektomie vykazovala nizsi bazalni hla-
diny dopaminu a serotoninu, nicméné MA indukoval
silnéjsi odpovéd jak u dopaminu, tak i serotoninu™.

V rdmci vyzkumu NSD byla tato metodika pouzita pro
vyhodnoceni ucinku 4-brom-2,5-dimethoxyphenethy-
laminu (2C-B) na dopaminergni systém v nucleus ac-
cumbens u potkana®™. Podani 2C-B mélo za nasledek
zvyseni koncentrace dopaminu a snizeni 3,4-dihydroxy-
fenyloctové kyseliny'™, coz ukazuje podobny trend jako
u MA?®. Z naseho pohledu by mapovani metabolickych
zmén v pribéhu intoxikace mohlo vést k vytvofeni srov-
navaci databaze metabolickych odpovédi na podani
vybranych referen¢nich drog v rdznych koncentracich.
Tato databéaze by tak mohla vyrazné pfispét k predik-
ci ucinkd a adiktivniho potencialu NSD a tim urychlit
odpovéd na jejich vyskyt.

Zaver

Moznost vyuZiti citlivé metody schopné meéiit rychlé
zmény metabolitd a neurotransmiter v rGznych cilo-
vych strukturdch mozku v SirSim ¢asovém obdobi otvira
moznost ziskat velmi cenné poznatky ve vyzkumu drog
a zavislosti. Kombinace MD a HPLC-MS tedy mze po-
moci velmi vyrazné k objasnéni biochemickych zmén
probihajicich v tkani v prabéhu intoxikace, ale i v pfipa-
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Obr. 1: Hormi ¢ast: Dopamin a jeho zakladni metabolity a jejich HPLC chromatogram. Spodni ¢ast: Pribéh koncentrace DA a jeho
metabolitd v priibéhu experimentu po ablikaci MA. Koncentrace DA (A) a jeho metabolitd 3-MT (B), HVA (C) a DOPAC (D) v NAc
pied a po aplikaci akutni davky metamfetaminu. Primérné koncentrace naméfené u potkand, ktefi byli prenatalné exponovani
MA, jsou vyznacené jako svétlé c¢tverecky. Primérné hodnoty pro kontrolni skupinu potkand jsou v grafu znaceny jako tmavé

Ctverecky.

dé rozvoje zavislosti ¢i v pribéhu abstinenc¢nich pfizna-
kd. Predpokladéme tedy, ze na zdkladé metabolického
mapovani bude mozno dostate¢né predikovat Gcinky
NSD a jejich adiktivni potencial.

Zékladni zmapovéani zmén metabolitd v pribéhu roz-
voje zavislosti a v pribéhu odvykaci 1é¢by mize mit

i vyznamny klinicky potencidl pfi vyuZiti tzv. reverzni
mikrodialyzy. Kdy pomoci mikrodialyza¢ni sondy mo-
hou byt podavany velmi cilené do konkrétnich oblas-
ti mozku prabéziné léciva. Z hlediska zavislosti by se
mohlo jednat o mikrodéavky latek (napi. dopaminu)
s cilem postupné normalizovat metabolicky profil bé-
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hem odvykani ¢i v dalSich pfipadech u déti prenatalné
vystavenych MA.
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Uttl L., Vondrakova K., Zlamalova E., Tsenov G., Kacer P.: Metabolomické mapovani jako nastroj k porozuméni molekularni
podstaty zavislosti a ke zjisténi adiktologického potencialu novych syntetickych drog

Mikrodialyza (MD) v kombinaci s vysokot¢innou kapalinovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS) je Uspésné vyuzi-
vana k metabolomickému mapovéni dynamickych zmén v mozku. Potfeba vyuZiti téchto metod vzrlsté s rozvojem novych syntetickych
drog (NSD), kdy je nutné na jejich vyskyt velmi rychle reagovat a urcit jejich pfipadnou nebezpecnost a jejich adiktivni potencial. Z uve-
deného divodu by tato metodika mohla v budoucnu sloufzit jako prediktivni nastroj pro uréeni nebezpe¢nosti NSD na zakladé metabo-
lickych zmén v priibéhu intoxikace. Dovolujeme si odhadnout, Ze tato metoda ma vysoky potencial pro rozifeni znalosti nejen o G¢inku
novych syntetickych drog (NSD) a molekulérni podstaté rozvoje zavislosti, ale mtze také poslouzit k vyvoji novych lé¢ebnych postupt.
Klicova slova: mikrodialyza, HPLC-MS, zavislost, nové syntetické drogy, metabolomika

Summa

Uttl L., V:Zdrakova K., Zlamalova E., Tsenov G., Kacer P: Perspectives in the metabolomic mapping of addiction potential
of new synthetic drugs

In the past decades, the requirement for in vivo detection of diverse chemical substances has increased due to development of new
synthetic drugs with an unknown impact on brain metabolism. Microdialysis in combination with high-performance liquid chromato-
graphy and mass spectrometry (HPLC-MS) is an efficient tool for monitoring dynamic biochemical changes in the brain. Hence, it could
be used for dissecting the mechanism of action of newly appearing synthetic abusive drugs and processes involved in the development
of drug addiction. Moreover, it can be optimized for diverse compounds and biological tissues and utilized, for example, for testing
of novel therapeutical approaches.

Keywords: microdialysis, HPLC-MS, drug addiction, new synthetic drugs, metabolomic

PROLIN, V\'mMEEN{\ AMINOKYSELINA ANEB,
ZA CO VSECHNO MUZE PROLIN V EUKARYOTICKE BUNCE

Vladimira Hajna'?, Jan Martinec?, Zuzana Novotna'
"Wysoka skola chemicko-technologickd v Praze, 2Ustav experimentdlni botaniky AV CR, v. v. i.; hajna@ueb.cas.cz;
vladimirahajna@gmail.com

o vyzkum metabolismu prolinu a jeho zapojeni v ob-
lasti vyZivy a metabolickych poruch stale vétsi zajem.

Uvod

Prolin je jedine¢na aminokyselina. Je jedine¢na svoji

strukturou a ma velmi rozmanité funkce. Zajimavos-
ti napiiklad je, Ze je nejvyznamnéjsi aminokyselinou
obsazenou v medu. Jeho obsah je dileZity pro urce-
ni vyzralosti a pravosti medu. V poslednich letech je

Nové ziskané informace ukazuji, Ze se prolin zapojuje
do celé fady biochemickych a fyziologickych procest
u Zzivocicht i u rostlin. Tato vyjime¢na aminokyselina
muze napfiiklad fungovat jako signaliza¢ni molekula
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pfi stresu ¢i jako osmoprotektant, ktery pomaha rostli-
nam preckat obdobi sucha. Mize fungovat i jako senzor
buné¢ného energetického stavu ¢i zdroj pyrrolin-5-kar-
boxylatu (P5C) ucastniciho se redoxnich reakci u celé
Skaly organism('23. Rlzné role a zapojeni této amino-
kyseliny v metabolismu vyssich organismi se ctenafi
pokusime nastinit v nasledujicim textu.

Prolin - neobvykla aminokyselina

Jako prvni byla tato aminokyselina izolovéna v roce
1900 némeckym chemikem Richardem Willstatterem.
Jako jedna z méla aminokyselin byl prolin izolovan jesté
pfed jeho objevenim jako produkt hydrolyzy proteinG®.

Prolin, jehoZ systematicky nazev je pyrrolidin-2-kar-
boxylova kyselina, je kdédovana, neesencialni, hydro-
fobni aminokyselina s vyjimec¢nou konformacni sta-
bilitou. Diky jeho struktufe jsou jeho vlastnosti v po-
rovnani s ostatnimi aminokyselinami rozdilné. Prolin,
jako jedina proteinogenni aminokyselina, nema volnou
primarni aminoskupinu, ale obsahuje postranni fetézec
v podobé cyklu (Obr. 1)>.

N COOH

H

Obr. 1: Strukturni vzorec prolinu.

Diky své strukture je pfitomnost prolinu v bilkovinach
neslucitelnd s nékterymi sekundarnimi strukturami.
V a-helixu se nevyskytuje. Naopak tvofi specifické helixy
vyskytujici se v kolagenu a je ¢asty v B-ohybech. Diky
své iminoskupiné je totiz prolin schopny tyto struk-
tury stabilizovat v nevyhodné cis konfiguraci, ktera je
pro tyto struktury nezbytna“s.

Metabolismus prolinu v eukaryotnich
bunkach

Prolin vznika v organismech nékolika biosyntetic-
kymi drahami (Obr. 2). Jednou z vychozich latek je
glutamat, jehoz cyklizaci pomoci enzymu A’-pyrrolin-
-5-karboxylatsynthetasy (P5CS; EC 2.7.2.11/1.2.1.41)
a naslednou redukci pyrrolin-5-karboxylatreduktasou
(P5CR; EC 1.5.1.2) vznika L-prolin. Alternativné vznika
prolin z ornitinu, popfipadé argininu. V tomto pfipadé
je arginin enzymem arginasou (EC 3.5.3.1) pfeméno-
van na ornitin, ktery je nasledné konvertovan na pyr-
rolin-5-karboxylatovou kyselinu za plsobeni enzymu
ornitin-d-aminotransferasy (30AT; EC 2.6.1.13). Ta je
poté redukovana opét pomoci P5CR na prolin. Mira
zastoupeni jednotlivych syntetickych drah se u rGznych
organisma lisi. U vétsiny savcd jsou napfiklad drahy
vyuzivajici glutamat a arginin viceméné rovnocenné.
Vlyjimkou jsou nékteré Selmy (kocky, fretky), které po-
stradaji P5CS a mohou prolin syntetizovat pouze z ar-
gininu. Opakem jsou ptéci, ktefi maji jen velmi malou
aktivitu arginasy, a proto je u nich schopnost konver-
tovat arginin na prolin velmi mald. U vyssich rostlin se
za primarni metabolickou drédhu povazuje draha vy-
uzivajici jako substrat glutamate.

Glutamat

Kl \

P5CDH P5CS

/ v

Pyrolin-5-karboxylat '\

& /
\ / |
PDH P5CR BOAT
Prolin /

Ornitin €—— Arginasa — Arginin

Obr. 2: ZjednoduSeny model metabolismu prolinu. Pro-
lin midZe vznikat z glutamatu a ornitinu, popfipadé argininu.
V prvnim piipadé je glutamat pfeméfiovan na prolin enzymy
P5CS a P5CR. Meziproduktem této reakce je P5C, ktery je za-
roveri i spole¢nym meziproduktem pro drahu argininovou/or-
nitinovou. V této draze je arginin nejprve pfeménén na ornitin
pUsobenim arginasy a nasledné pomoci SOAT pak na jiz zmi-
nény P5C. Ten je poté pfeménén stejnou cestou pies enzym
P5CR na kone¢ny prolin. P5CS — A’-pyrrolin-5-karboxylat-
synthetasa (EC); P5CR - pyrrolin-5-karboxylatreduktasa (EC);
P5C - pyrrolin-5-karboxylovéa kyselina; PDH — prolindehyd-
rogenasa; PSCDH - A'-pyrrolin-5-karboxylatdehydrogenasa;
SOAT - ornitin-5-aminotransferasa.

V degradaci prolinu se organismy mezi sebou moc
nelisi. Vzhledem k tomu, Ze je primarni dusik prolinu
uzamcen v pyrrolidinovém kruhu, nemdze byt pro-
lin substrdtem pro béiné degradacni enzymy puso-
bici na ostatni aminokyseliny, jako jsou transaminasy,
dekarboxylasy ¢i racemasy. Misto toho je tento prvni
degradacni krok v metabolismu prolinu katalyzovén
specidlnim enzymem, prolindehydrogenasou (PDH;
EC 1.5.99.8), ktera dokaze oteviit pyrrolidinovy kruh.
Prolin je plisobenim PDH pfeménén zpét na pyrrolin-
-5-karboxylatovou kyselinu. BEhem tohoto degradacni-
ho kroku dochézi zéroven k tvorbé reaktivnich forem
kysliku (ROS), které se nasledné zapojuji do celé rady
buné¢nych procest. Prolindehydrogenasa musi byt
tedy ze vSech enzym( Gcastnicich se prolinového meta-
bolismu nejpfisnéji regulovana, a to jak na trovni genu
tak i na katalytické arovni. P5C, produkt vznikly z pro-
linu plisobenim PDH, je dale metabolizovan plsobe-
nim A'-pyrrolin-5-karboxylatdehydrogenasy (P5CDH;
EC 1.5.1.12) na plvodni glutamat'’.

Uloha prolinu v lidském téle

Asi nejvyznamnéjsi funkci v lidském téle zastava
prolin v kolagennich strukturach. Prolin pfitomny v ko-
lagenu mize byt plsobenim dvou enzymi prokola-
gen-prolin-dioxygenasou (EC 1.14.11.2) a prokolagen-
-prolin-3-dioxygenasou (EC 1.14.11.7) pfeménén na
3- popfipadé 4-hydroxyprolin. Pfitomnost hydroxypro-
linu kolagenové struktury jesté vice stabilizuje v poza-
dované konformaci. Hydroxyprolin je, stejné jako pro-
lin, chemicky i biochemicky jedine¢na aminokyselina.
Tyto dvé aminokyseliny predstavuji spole¢né asi jednu
tfetinu vSech aminokyselin tvoficich kolagenové protei-
ny, které tvofi pfiblizné 30 % vSech proteint ¢lovéka.
Vzhledem k tomu je syntéza prolinu mezi vSemi ami-
nokyselinami v lidském téle nejvyssi6. 8. Diky nezbytné
pfitomnosti prolinu a hydroxyprolinu v kolagenu jsou
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tyto dvé aminokyseliny Zivotné dulezité pro spravnou
funkci kloubi a $lach a tim i pro spravnou funkci celého
pohybového aparatu.

Kromé své role ve slozeni kolagenu ma prolin tlohu
v mnoha dalSich buné¢nych pochodech. Bylo zjisténo,
ze prolin a meziprodukt jeho syntézy P5C reguluji geno-
vou expresi a zasahuji do nékterych bunécnych signal-
nich drah. Prolin i hydroxyprolin funguji téz jako ,zha-
Seci” volnych radikald. Tato antioxida¢ni vlastnost maze
vysvétlovat, pro¢ se jejich koncentrace vyrazné zvysuje
béhem reakce na bunécény oxidacni stres. Dale prolin
napomaha spravné cinnosti srde¢niho svalu a do jisté
miry i zabraiuje ateroskleroze. Jeho pfitomnost v krvi
totiz ovliviuje lipoprotein (a). Lipoprotein (a) ,pfinasi”
pii reparaci a hojeni ran do poskozeného endotelu [i-
pidy jako substraty pfi hojeni. Ale tim paradoxné pfi-
spiva k ukladani dalsich a dalSich lipid( do ateroskle-
rotického plétu, ktery nasledné zpisobi aterosklerdzu.
Pokud je ale v krvi vy3si koncentrace volného prolinu
a daldi aminokyseliny lysinu, lipoprotein (a) se vaze
pfednostné na né a tim nedochazi k jeho nadmérnému
ukladani na sténu poskozenych cév>'"om,

V roce 2012 Liu et al. a Phang et al. ukazali, ze prolin
hraje ddlezitou roli v rakovinném bujeni. Byl zaveden
pojem ,parametabolickd regulace”, ktery pojednava
o ,preprogramovani” metabolismu rdznych neesen-
cialnich aminokyselin v nadorovych bunkach. Zjedno-
dusené feceno, pro tyto pochody nejsou jako hlavni
molekuly potfebné ,hotové” aminokyseliny. Vyznam-
né je hlavné jejich syntéza a degradace. Tyto procesy
poskytuji dilezité meziprodukty, které jsou nezbytné
pro optimalni funkci a regeneraci spfazenych meta-
bolickych drah. Vzajemné piemény prolinu, argininu
a glutamatu jsou v tomto sméru jednou z hlavnich
a do jisté miry modelovych drah, které maji vyznam
v rGiznych nutri¢né stresovych situacich. Napfiklad proto-
-onkogen c-MYC, ktery je vyznamné pfitomen v mnoha
typech lidskych nador(, vyrazné zvySuje mnozstvi en-
zymu prolinové syntézy z glutamatu. Objasnéni téchto
parametabolickych regulaci by mohlo vést k identifikaci
novych cild l1écby rakoviny'".

Z vyse uvedeného je ziejmé, ze prolin a jeho meta-
bolismus hraji v lidském téle i u dalSich Zivocich(i velice
vyznamnou roli. Nedostatek této aminokyseliny a cel-
kové naruseni prolinového metabolismu muze zpuso-
bit celou fadu problémd, jako je poskozeni mékkych
tkéni v dasledku malého mnozstvi kolagenu a s tim
spojené pomalejsi hojeni ran, vyssi riziko ateroskle-
rozy ¢i naruseni dalSich metabolickych drah, které jsou
s metabolismem prolinu propojené.

Rostliny a prolin

Rostliny, na rozdil od Zivocich(, kolagen neobsahuji.
Je tedy prolin pro rostliny néjak dulezity? Rostliny se
mezi sebou v obsahu této aminokyseliny za béinych
podminek pfilis nelisi. Hladina prolinu vSak neni u rost-
lin vzdy konstantni a stejné jako u Zivocichd, v prabé-
hu jejich vyvoje rtizné kolisa a méni se. Jiz na pocatku
80. let bylo zjisténo, Ze rostlina musi za ucelem své-
ho normalniho vyvoje akumulovat prolin. V porovnani
s vegetativnimi pletivy bylo velké mnozstvi prolinu na-
lezeno v reprodukénich orgénech rdiznych druhd rostlin.
Hladina této aminokyseliny vyznamné kolisé pfi tvorbé

listG. Zatimco ve zralych listech je prolinu v porovnani
s kofeny vice, béhem vyvoje listli je oproti tomu hladi-
na prolinu vyznamné nizsi. MnozZstvi prolinu ovliviiuje
i velikost listll. VSechna tato pozorovani vedla k zavéru,
Ze homeostaza prolinu musi byt u rostlin, stejné jako je
tomu u zivocichq, pfisné regulovana™.

Vedle vyse uvedené funkce ve vyvoji rostlin mé pro-
lin jesté jednu, neméné dulezitou funkci. Je molekulou,
ktera chrani rostliny pfed stresy a umoziuje jim ne-
pfiznivé podminky pfezit a vyrovnat se s nimi. Nejbéz-
néjsi stresovou situaci pro rostliny je nedostatek vody.
Ten je vyvolan vedle sucha také napfiklad mrazem ¢i pfi-
tomnosti soli v pidé. Béhem téchto nepfiznivych stavli
chréni prolin rostliny hned na nékolika trovnich. V prvé
fadé plni prolin funkci osmoprotektantu. Osmoprotek-
tivni funkce prolinu byla nejdfive objevena u bakterii®.
To vedlo k predpokladu, ze pozorovana akumulace pro-
linu u rostlin vystavenych nedostatku vody bude mit
stejnou ochranou funkci, coz bylo pozdéji i potvrzeno’.
Vyssi hladina volného prolinu v cytosolu snizuje v pro-
toplastech osmoticky potencial, tzn. zvySuje osmoticky
tlak, a tim napomaha rostliné lépe pfijimat vodu.

Zasoleni pdd a sucho vyvolava u rostlin sekundarni
oxidativni stres a prolin je do urcité miry schopen reak-
tivni formy kysliku vznikajici pfi tomto stresu vychytavat
a opét tak pomaha rostliné se s témito stresy vyrovnat'.
V neposledni fadé prolin chrani integritu proteind a tim
zaroven posiluje enzymatickou c¢innost. Prolin je scho-
pen v pfipadé nouze ¢aste¢né nahradit proteinovym
strukturdm vodu a posiluje tak jejich hydrata¢ni obal.
Proteiny jsou si diky tomu schopné udrzet svoji sprav-
nou a funkéni konformaci”'e".

Je ziejmé, Ze prolin zastava u rostlin, stejné jako u Zi-
vocicht, vyznamnou funkci hned v nékolika pfipadech.
Cilené zmény v metabolismu a regulaci syntézy prolinu
by tedy v budoucnosti mohly vést k rostlinam se zvyse-
nou toleranci vii¢i vodnimu stresu ¢i stresu zplsobené-
mu zasolenim, které jsou v soucasné dobé problémem
mnoha péstitelskych oblasti po celém svété.

Zavér

Jedine¢nd aminokyselina prolin ma v metabolismu
pfevainé vétsSiny organism( nezastupitelnou funkci.
U ZivocCicht a zejména u lidi se v prvé fadé jedna
o jeho vyznamnou funkci ve stavbé kolagenu a dale také
o nedavno objevenou funkci prolinu a hlavné mezipro-
duktti jeho metabolismu v nddorovych onemocnénich.
Na rozdil od Zivocichd, u rostlin nema prolin funkci ani
tak jako stavebni jednotka, ale hlavné jako molekula
vyznamné se podilejici na obranné reakci rostlin
na stres vyvolany nedostatkem vody a jako latka na-
pomahajici sprdvnému vyvoji rostliny. V3echny role
prolinu a pfesné mechanismy jeho plsobeni v orga-
nismech viak nejsou dosud zcela objasnéné. Nezbyva
nez zavérem fici, ze prolin je dileZitou soucasti vsech
zivocisnych organismt i rostlin, a proto je tfeba i nadéle
vénovat studiu jeho metabolismu a funkci v organis-
mech naleZity ¢as a zaslouZenou pozornost.

Podékovani
Financovéno z ucelové podpory na specificky vysoko-
$kolsky vyzkum (MSMT & 20-SVV/2016).
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Hajna V., Martinec J., Novotna Z.: Prolin, vyjime¢na aminokyselina aneb, za co vSechno miiZe prolin v eukaryotické buiice
Prolin ma jako jedina aminokyselina primarni dusik uvniti pyrrolidinového kruhu a z toho vyplyvaji jeho jedine¢né vlastnosti. Jeho bio-
syntéza v organismech probiha nékolika drahami. Substratem muze byt glutamat a arginin, popf. ornitin, zatimco v degradaci prolinu
se organismy mezi sebou nelisi. Prolin je velmi dlezitou aminokyselinou a jeho funkce se u Zivocicht a rostlin zasadné lisi. V piipadé
lidského organismu je prolin zésadni slozkou kolagenu a nové byla popsana jeho tcast v metabolismu nadorovych bunék. U rostlin
plni prolin pfedeviim tlohu osmoprotektantu, molekuly, kterd pomaha rostlinam pfekonat stres vyvolany nedostatkem vody. Prolin ma
viak v obou fidich eukaryot mnoho dal3ich funkci.

Klicova slova: Prolin, hydroxyprolin, metabolismus, kolagen, stres

Summa

Hajna V.,rlylartinec J., Novotna Z.: Proline, an exceptional amino acid and what can proline do in the eukaryotic cell

Proline is the only amino acid which has primary nitrogen inside of pyrrolidine ring and because of that proline has unique properties.
There are several different pathways of proline synthesis in eukaryotic organisms. Glutamate and arginine, respectively ornithine are
possible substrates for proline synthesis, while degradation is not different among eukaryotic organisms. Proline is an important
amino acid and its functions are fundamentally different in animals and plants. In the case of the human, proline is essential component
of collagen and its participation in the metabolism of cancer cells was newly described. In plants, proline functions mainly as osmopro-

tectant and helps to overcome water stress. However, proline has many other functions.

Keywords: Proline, hydroxyproline, metabolism, collagen, stress
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Introduction

Bronchial asthma is a pulmonary disease that is
usually characterized by attacks of dyspnoea. Asthma
is usually induced by bronchoconstriction and by an
increased production of mucus which is abnormally
viscous and dense'. Currently, there are approximately
350 millions of people who suffer from asthma. At the
same time, the prognosis show that this number will
keep increasing in the future. On the other hand, there
is a wide range of available asthma therapies, allowing
patients to return to their normal life. This might be
the reason for the relatively common presumption that
asthma is a disease with sufficiently resolved diagnos-
tics and applied therapies. This assumption, however,
may be the cause for a relatively reduced research and
public attention dedicated to asthma. Only the expert
part of society seems to perceive the increasing inci-
dence of asthma, the decreasing age of the first asthma

attack and the adverse prospects of its future develop-
ment. Furthermore, for a not negligible number of pa-
tients, the currently used pharmacotherapy is practica-
lly inefficient — the severe refractory asthmatics (SRA).
The SRA patients make up for approximately 3 %
of the total number of asthmatics worldwide, which
represents more than 10 million people expending
65 % of the total cost spend on asthma therapies?.

The presented work is engaged to the development
of a molecular-diagnostic method based on two groups
of biomarkers. The first encompasses cysteinyl leukot-
rienes (cys-LTs), functioning in the human organism as
mediators of inflammation?. To the contrary, the second
group contains lipoxines (LXs), i.e. biomarkers with an
anti-inflammatory function. The special attention has
been paid to the possibility to diagnostically separate
the group of SRA patients by means of the developed
molecular diagnostic method*.
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Exhaled breath condensate — a biological matrix for
molecular diagnostics

In order to render a correct diagnosis of a disease,
it is crucial to select an appropriate biological mate-
rial in which detection of various biomarkers is feasible
and applicable to reliable molecular diagnostics. Exha-
led breath condensate (EBC) is a matrix® particularly
specific for the lung and airways’ diseases. EBC com-
position corresponds to the composition of bronchoal-
veolar fluid which reflects all the processes that influen-
ce lungs and the respiratory ways®. The main compo-
nent of EBC is water vapor, where a number of inorga-
nic compounds (nitric oxide, oxygen, nitrogen, carbon
dioxide etc.) and many organic compounds (amino
acids, peptides, enzymes, prostanoids and cytokines,
etc.), contained in EBC in the form of an aerosol’, can
be detected.

The prominent potential of the withdrawal of EBC
lays mainly in a far less burdening of the patients by
this non-invasive method, compared to the common-
ly used invasive (bronchoalveolar lavage) and semi-
-invasive (induced sputum) diagnostic alternatives.
At the same time, the withdrawal of EBC is a method
easily repeatable in a relatively short period of time®
and thus applicable for a real-time monitoring of the
disease course.

Cysteinyl leukotrienes and lipoxines as biomarkers for
the diagnostics of bronchial asthma

The aim of the study was to determine the concen-
tration levels of biomarkers of the allergic reaction,
namely — cysteinyl leukotrienes (cys-LTs; specifically:
LTC,, LTD, a LTE,) and the substances with physiologi-
cally anti-inflammatory function in the organism - li-
poxines (LXs; specifically: LXA,, LXB,) in EBC. Both of
these groups of biomarkers are generated from ara-
chidonic acid by various enzymatic paths. Arachidonic
acid ((5Z,8Z,11Z,14Z)-Icosa-5,8,11,14-tetraenoic acid) is
a polyunsaturated omega-6 fatty acid 20:4(w-6), which
is present in the phospholipid cell membranes and also
enables the production of biomarkers that are able to
regulate the inflammatory response.

Leukotrienes (LTs) are inflammatory mediators, which
are divided into two groups based on their effect and
site of action. The first group includes leukotriene B,
(LTB,), which is produced in monocytes, neutrophils
and alveolar macrophages. Its autacoidal “mission” is
to activate a wide range of immune effector cells and
it is @ major participant in the pathogenesis of various
inflammatory diseases. The binding of LTB, to recep-
tors can lead to narrowing of the airways, an increased
mucus secretion and local oedema. Among significa-
nt cys-LTs can be included LTC,, LTD, and LTE,, which
are formed by eosinophils, basophils, mast cells and
macrophages. Their receptors (cys-LT receptors) are
mainly located on smooth muscle cells and tissues
of the airways and the binding of cys-LTs leads to air-
way hyper-responsiveness and bronchoconstriction®®.
Receptor cys-LT1 binds all cys-LTs and their binding
is demonstrated by airway obstruction (download
bronchitis, mucosal oedema, increased phlegm secre-
tions®"). Cys-LT2 receptor can be activated only by LTC,,

which causes vasoconstriction of pulmonary vessels.
It is proved that the level of cys-LTs in EBC is significant-
ly higher among asthma patients compared to healthy
subjects.

LTs are generally produced from arachidonic acid by
the reaction with the enzyme 5-lipoxygenase (5-LO),
where arachidonic acid is oxidized to 55-hydroperoxyei-
cosa-6,8,11,14-tetraenoic acid (5S-HPETE). 5 HPETE is
converted by LTA-synthetase to a highly reactive leu-
kotriene A, (LTA,), which is immediately metabolized
during inflammatory processes, producing additional
“family members of cys-LTs"” (LTC,, LTD,, LTE,, LTF,)™.

In contrast to cys-LTs, LXs and the epimers of 15-epi-
-lipoxins include exactly the opposite effects on the
organism, functioning as the anti-inflammatory me-
diators. They are also able to support the reconstruc-
tion processes that occur in the lungs immediately after
an asthma attack. LXs as well as cys-LTs are produced
metabolically from arachidonic acid, however, there
are three possible pathways of generation. The first of
these is mediated by 15-lipoxygenase (15-LO), present
in tissue cells of the airways, initiating the biosynthesis
of LXs. The second path is attributed to the oxidation
of LTA,, accompanied by12-lipoxygenase (12-LO). These
two syntheses not only allow the production of LXs,
but also reduce the production of LTs. The last route is
a subject to acetylsalicylic acid and occurs mainly
in patients suffering from a particular phenotype of
asthma, the so called aspirin-induced asthma.

Experimental

Chemicals

Standards: Leukotriene C, (= 97 %), leukotriene D,
(= 97 %), leukotriene E, (= 97 %), leukotriene C,-d;
(= 99 %), leukotriene D,-ds (= 99 %), leukotriene E,-d
(2 99 %), lipoxine A,-d; (2 95 %, Cayman Chemicals,
USA), serotonin hydrochloride (= 5-hydroxytryptamine
hydrochloride; = 5-HT.HCI; > 98.0 %; Sigma Aldrich,
USA);. Auxiliary chemicals: Acetonitrile (LC-MS, Fisher
Scientific, USA), water (LC-MS, Fisher Scientific, USA),
ammonium acetate (99,99 %, Sigma Aldrich, USA),
2-propanol (LC-MS, Acros Organics, USA), methanol
(LC-MS, Fisher Scientific, USA), formic acid (LC-MS,
Fisher Scientific, USA), acetic acid (= 99,8 %, Acros
Organics, USA), 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT)
(2 99 %, Sigma—Aldrich, USA). Gases: nitrogen (99,5 %,
nitrogen generator, Peak Scientificc, USA), helium
(5.5, SIAD, Czech Republic), argon (5.0, SIAD, Czech
Republic).

Analytical conditions — HPLC-MS

HPLC-MS analysis to determine cys-LTs, LXs and
5-HT were carried out using a mass spectrometer with
a triple quadrupole TSQ Vantage (Thermo Scientific,
USA) connected to a quaternary high pressure pump
Accela 600 Pump (Thermo Scientific, USA), an auto
sampler Open Accela AS (Thermo Scientific, USA) and
with column thermostat Ultimate 3000 (Dionex, USA).

Metabolic profiling was carried out under isocratic
separation of substances by HPLC". Hypercarb column
was used (100 x 2.1 mm, 5 m; Thermo Scientific, USA)
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and the mobile phase consisted of a mixture of 75 %
propan-2-ol with addition of formic acid (1% v/v)
and 25 % ammonium acetate (10 mmol/l aqueous
solution). The mobile phase flow was set at 150 pl/
/min and it was constant during the whole measure-
ment. The chromatographic column was thermostated
to 40 °C. Injection volume was 10 pl. The detection was
performed by tandem mass spectrometry (MS/MS)
operating in electrospray negative ionization mode
(ESI). ESI-MS analysis was performed in the SRM mode
(Selected Reaction Monitoring), monitoring the cha-
racteristic transitions (m/z — m/z, the collision ener-
gy (eV)): LTC, (624.1 — 351.2, 17 eV); LTD, (495.2 —
— 4773, 16 eV); LTE, (4382 — 333.1, 16 eV);
LXA, (351.2 — 115.0, 17 eV); LXB, (351.2 — 221.1
17 eV); 5-HT (177 — 160 eV) and quantification
using deuterium-labelled internal standards (LTC,-ds,
LTD,-ds, LTE,-d, LXA,-d;, LXB,-d, 5-HT-d,). Conditions on
the mass spectrometer were optimized for the following
values: Voltage of the needle (-2,500V), the pressure
of the carrier gas (nitrogen, 35 psi), the pressure
of the auxiliary gas (nitrogen, 10 arb), the temperature
of the capillary (300 °C). Data were measured and pro-
cessed using software Xcalibur 2.2 Sieve 2.1 (Thermo
Scientific, USA) XLSTAT 2015 (Addinsoft, USA). Profiling
of metabolites formed from arachidonic acid (LTC,,
LTD,, LTE,, LXA,, LXB,) and of 5-HT, was carried out and
graphical outputs were expressed using boxplots charts
and scatter diagrams of component scores.

EBC sample collection

The commercially available EcoScreen condenser
equipped with saliva trap (Jaeger, Germany) was used
for the EBC sample collection. The acquired EBC volu-
mes of samples ranged from 1 — 2 ml. Immediately after
the sample collection, 50 pg of each deuterium labelled
internal standard (LTC,-d, LTD,-d, and LTE,-d;) was ad-

of SRA, containing 60 people (35 women and 25
men), with the median of age 54 years. In next, a group
of patients, suffering from difficult asthma that con-
tained 50 people (27 women and 23 men) was in-
volved, with the median of age 56 years. The group
of patients with a moderate-persistent asthma consis-
ted of 42 people (23 women and 19 men) with the
median age 47 years. The last group were patients with
mild asthma where 33 people (18 women and 15
men) were involved with the median age 54 years.
The control group contained 30 healthy non-smokers
(16 women and 14 men), without any previous diagnosis
of asthma or allergy, with the median of age 43 years.

The results (Figure 1a, 1 b) show that EBC of asthma-
tics contained increased levels of the pro-inflammatory
cys-LTs, with the highest levels detected among the
SRA. To the contrary, the levels of the anti-inflammatory
LXs were significantly increased among the health cont-
rols and at the same time decreased among asthmatics
(EBC of SRA contained the lowest levels of LXs from
all the groups mentioned above).

According to the results, it is possible to use cys-
-LTs and LXs for the differential diagnostics of asthma.
The diagnosis can be founded on the fact that the con-
centration levels of cys-LTs and LXs are complementa-
ry and there exists a relation of dynamic equilibrium
(i. e. when the level of the pro-inflammatory LTs in-
creases, the level of the anti-inflammatory LXs co-
rrespondingly decreases). This phenomenon can be
attributed to the fact that biochemical synthesis in the
organism (mother molecule: LTA,) enabling the produ-
ction of LXs at the same time reduce the production
of LTs. The combination of these two groups of bio-
markers represents an interesting option for the mo-
lecular diagnostics applicable for asthma phenotyping.
In the Figures 1a and 1b is described the principle
of equilibrium between the pro-inflammatory LTs and

ded to 1 ml of EBC and the sample was
subsequently frozen to the temperature
of — 80 °C (stored for a period not exce-
eding 6 months). Pre-frozen EBC sam-
ples (- 80°C; 1 ml; labelled by deute-
rium labelled internal standards) were
introduced into a lyophilizer (Labconco
Free Zone, USA) for 6 hours. The spiral of
the lyophilizer was cooled to — 47 °C and
the pressure stabilised within one hour
at 9kPa. The lyophilized residue was
dissolved in the mobile phase (50 ml)
and immediately analysed by LC-ESI-
-MS/MS.

1201~

92 T

60 —

Concentration of LTs in EBC (pg/ml)

Results and discussion -

Separation of SRA from the other
asthma phenotypes
The above mentioned analytical

==
==

==

method" for determination of cys-
-LTs and LXs had been developed,

SRA

Difficult
asthma

Moderate persistent  Mild Controls

asthma asthma

validated and used in clinical study
of patients with different asthma phe-
notypes. The study engaged a group

Fig. 1a: Statistically evaluated clinical study: Levels of cys-LTs in different
asthma phenotypes

Bioprospect ¢. 4/2016

92

Ro¢nik 26



There are actually two sides of this
phenomenon. Firstly, the antidepres-
sants definitely influence the psycho-
logical state of the patients, so the im-
provement of their mental state is quite
a logical and expected consequence.
However, after the therapy are impro-
ving also the respiratory functions of the
patients. This allowed an assumption
that EBC of SRA will contain lower levels
of 5-HT which will provide a sufficient
explanation of the positive response
to the SSRI antidepressants therapy.
However, the results proved to be oppo-
site to the original assumption.

In the study was involved a group
of SRA that contained 52 people
(33 women and 19 men, the median
of age 51 years), group of 31 patients

150 =1~
=
$
& 120
=
-]
o
- 90 1T
s
=]
-]
=
o
|
S 60T
=}
=]
o
30 ——
SRA Difficult Moderate persistent Mild
asthma asthma asthma

diagnosed with moderate persistent
asthma (18 women and 13 men, me-
dian of age 49 years) and a control

Controls

Fig. 1 b: Statistically evaluate clinical study: Levels of LXs in different asthma

phenotypes

the anti-inflammatory LTs. Apparently, such tool has
a profound potential to significantly contribute to the
accuracy of the current diagnostics and it enables divi-
sion of the asthmatics into groups:

a/ difficult asthma

b/ moderate-persistent asthma

¢/ mild asthma

d/ severe refractory asthma

e/ non-asthmatics — health controls.

The developed method was implemented to several
studies that were aimed at different fields of molecular
diagnostics, especially at asthma phenotyping with the
option of separating SRA.

The method is completely non-invasive, and thus it
can be applied to a wide range of patients from children
to seniors. Another advantage is the fact that the
withdrawal of EBC can be repeated

group, where were involved 45 peop-
le (23 women and 22 women, median of
age 49 years). There were done LC-MS/
/MS analysis that showed that EBC
of SRA contained increased levels of 5-HT (Figure 2).
Surprisingly, the analysis also showed that EBC of
other asthma phenotypes (here represented by mo-
derate persistent asthma) and health controls con-
tained almost the same levels of 5-HT (Figure 2).

The interpretation of these results is quite compli-
cated. The study has shown that EBC of SRA contains
different (i. e. higher) levels of 5-HT than other asthma
phenotypes. There might be several explanations of
this phenomenon. One of them offers a hypothesis that
SRA could be a different disease that would be only de-
monstrated as asthma. This would be the reason why
SRA do not respond to any kind of anti-asthmatic phar-
macotherapy. Also, it has to be taken into consideration
that the detection of 5-HT has been done in EBC, so the

in short periods of time, which is cru-
cial for clinical studies that inves-
tigate the processes in respiratory tract
that occur as a response to specific
impulses (allergens, climate conditions,
air quality, air temperature, physical acti-
vity etc.).

Serotonin and SRA

Serotonin (5-hydroxytryptamin (5-HT))
is a neurotransmitter that is prima-
rily located in gastrointestinal tract
and in the central nerve system. Ac-
cording to the clinical experience
it seems that SRA patients positi-

125 =

100 =

75 -

50 <

Concentration of 5-HT in EBC (pg/ml)

25 =

T
1

vely respond to SSRI (Selective seroto-
nin re-uptake inhibitors) antidepres-

Controls Moderate persistent

asthma

sants therapy, although otherwise they
do not respond to any kind of anti-
-asthmatic pharmacotherapy.

Fig. 2: Statistically evaluated clinical study: Levels of 5-HT in SRA, moderate
persistent asthma and controls
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information about the levels of 5-HT behind the brain-
-blood barrier is still unknown, so it does not sufficiently
explain the positive response to SSRI antidepressants.

The analysis has only unrevealed interesting informa-
tion, but it is quite obvious that further research will
have to be held in the future, in order to provide a clea-
rer explanation and possible impacts of this phenome-
non.

Conclusion

The work has been engaged to enhancing molecular
diagnostics of asthma. The main objective of this stu-
dy was to do phenotyping of bronchial asthma with
the emphasis on SRA, i.e. patients who are irrespon-
sive to any sort of currently used pharmacotherapies.
The method was based on the detection of levels of
biomarkers in EBC, a highly specific matrix for the re-
spiratory system.

As a part of the work, an analytical method was de-
veloped, enabling a detection of the levels of the low-
-molecular substances generated from arachidonic acid
(LTs and LXs). The method was then tested in a clinical
study confirming its applicability for asthma phenoty-
ping. The quantification of known biomarkers demon-
strated that EBC of patients diagnosed with asthma
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consistently displayed both increased levels of cys-LTs
(the highest levels were present in EBC of SRA) and
decreased levels of anti-inflammatory LXs. With respect
to these biomarkers, the results and the diagnostic po-
tential were verified by monitoring EBC of health con-
trols, which showed unambiguously inverse values.
Efficient monitoring of the described phenomenon can
thus enable asthma phenotyping in clinical practise ba-
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There was also done an experiment that should have
explained why SRA positively respond to SSRI antide-
pressants therapy. In EBC off SRA was detected a sta-
tistically significant increase of 5-HT. This result does
not have an unequivocal explanation (for example the
blood-brain barrier must be taken into consideration),
but it also offers a hypothesis that SRA could be a dif-
ferent disease that would be only demonstrated as
asthma.
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Kacerova T., Kuzma M., Kacer P. : Severe refractory asthma, molecular aspects of diagnostics and therapy

The present work mainly deals with the issue of severe refractory asthma (SRA), i. e. an asthma phenotype that does not respond
to any kind of currently used pharmacotherapy. The work is patterned on a diagnostic method that is based on molecular diagnostics
of a highly specific matrix — exhaled breath condensate (EBC). The method works with two groups of biomarkers that are known as
cysteinyl leukotrienes and lipoxines. Cysteinyl leukotrienes are mediator of inflammation, however lipoxines have the anti-inflammatory
function. The combination of these two groups biomarkers can be used for accuracy of asthma phenotyping and it also allows sepa-
ration of SRA, which was confirmed in a clinical study. At the same time, the work tries to explain, why SRA positively respond to SSRI
antidepressants therapy. It has been detected that EBC of SRA contains increased levels of 5-HT (compered to controls and other asthma
phenotypes). This phenomenon has several possible explications. One of them offers a hypothesis that SRA could be a different disease
that would be only demonstrated as asthma. But this issue will definitely require further research in the future.

Keywords: Bronchial asthma, molecular diagnostics, high performance liquid chromatography, mass spectrometry, lipoxines, cysteinyl
leukotrienes, serotonin
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Souhrn

Kacerova T., Kuzma M., Kacer P. : Obtizné-lécitelné astma, molekularni aspekty diagnostiky a farmakoterapie

Pfedkladana prace se zejména zabyva problematikou obtizné lé¢itelného astmatu (OLA), tedy zvlastniho fenotypu, ktery nereaguje
na zadnou formu zatim zndmé antiastmatické farmakoterapie. Prace je zaloZena na diagnostické metodé, kdy molekulérni diagnostika
vychazi z vysoce specifické matrice — kondenzatu vydechovaného vzduchu (KVV). Metoda pracuje se dvéma skupinami biomarkerd, které
jsou znamé jako cysteinylované lukotrieny a lipoxiny. Cysteinylované leukotrieny jsou mediétory zanétu, naproti tomu lipoxiny maji funkci
protizanétlivou. Kombinace téchto dvou skupin biomarkerd pak velmi zptesruje fenotypizaci astmatu a zaroveri umoziiuje oddéleni OLA,
coz bylo potvrzeno v klinické studii. Zaroveri se prace snazi vysvétlit, pro¢ OLA pozitivné reaguji na terapii SSRI antidepresivy. Bylo zjis-
téno, Zze KVV OLA obsahuje zvy3ené hladiny 5-HT (v porovnani s kontrolni skupinou a ostatnimi fenotypy astmatu). Tato skute¢nost ma
mnoho moznych vysvétleni. Jedno z nich nabizi hypotézu, Ze OLA by mohlo byt jinym onemocnénim, které by se pouze demonstrovalo
podobné jako astma. Oviem tato problematika bude jisté v budoucnu jesté vyzadovat dalsi vyzkum.

Klicova slova: Bronchialni astma, molekularni diagnostika, vyoskotcinna kapalinova chromatografie, hmotnostni spektrometrie, lipoxi-
ny, cysteinylované leukotrieny, serotonin
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