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SUMMARY

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

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

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

For more information contact the editorial
board or directly:

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

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

e-mail: petra.lipovova@vscht.cz

http://bts.vscht.cz



UVODEM
Vazeni piatelé,

vitéame Vas jiz ve 21. ro¢niku bulletinu nasi spole¢-
nosti, ktery nas tedy vice jako 20 let spojuje a pfinasi
ndm aktudlni informace. Stal se také Gspésnym foérem,
kde publikuji své prispévky jak zacinajici, tak i zkuseni
autofi. Nejvyznaméjsi udalosti v Zivoté nasi spole¢nosti
bude v tomto roce mezindrodni biotechnologické
symposium Biotech 2011 spojené s jiz 5. Cesko-3vycar-
skym symposiem. Uvodni informaci publikovanou
v pfedchozim ¢isle doplriujeme nyni kompletnim pro-
gramem a podrobnymi informacemi. K permanentni
aktualizaci dochazi na webovych strédnkdch symposia
www.biotech2011.cz. Véfime, ze se v hojné mife to-
hoto symposia zucastnite a pom(zete nam ukazat,
ze biotechnologie maji v nasi zemi nejen dlouhole-
tou tradici, ale také UspéSnou soucasnost. TéSime se
na Vase posterové piispévky, které mohou byt i z jinych
biotechnologickych oblasti nez byly zafazeny do pred-
naskovych sekci. Nejlepsi postery budou vyhodnoceny
a na zavére¢ném zasedani odménény. Pocitdme také
s paralelnimi workshopy, o jejichz néplni Vas budeme
informovat na zminénych webovych strankach.
Vyzyvdme rlzné organizace, firmy a spole¢nosti, aby
vyuZily tohoto symposia k informaci o svych ¢innostech
a vyrobcich formou informac¢niho sténku, posteru,
distribuci informaci v registra¢nich materialech sympo-
sia, inserci v knize abstraktd, promitanim informacniho
Sotu ¢i presentaci pfi prestdvkach. Konkrétni formu
presentace Ize dohodnout s organizatory. K dotaziim
slouzi téz dotaznikovy formuldi na webové strance
symposia.

Dal3i zajimavou akci nasi spolecnosti je jiz tradi¢ni
seminaf ,Novinky v oblasti genetickych modifikaci”,
ktery se uskute¢ni v patek 22. dubna 2011 v Narodni
technické knihovné. Pozvanka k seminéfi je rovnéz
publikovéna v tomto cisle Bioprospectu. Jako obvykle
budou na seminafi pfedneseny c¢tyfi zajimavé prednas-
ky z rlznych oblasti praktickych aplikaci genového inze-
nyrstvi nasimi prfednimi odborniky. Vyuzijte proto této
vyjimec¢né pfilezitosti si doplnit znalosti i z té oblasti
biotechnologii, ve které nepracujete. Vsechna vybrana
témata se bezprostiedné dotykaji naseho soucasného
zZivota. Seminar téz viele doporu¢ujeme viem studen-
tdm z obord zahrnovanych do klastru ,véd o Zivoté”.
Pfistup na seminaf je volny (neplati se zédné vlozné).

Kromé pokroki v aplikaci genového inzenyrstvi
v oblastech, o kterych budeme na seminafi hovoit,
byly v minulém roce dosazeny i vyznamné uspéchy
v genové modifikaci mikroorganismd. Novinové ¢lanky,
trochu nadnesené, psaly o konstrukci umélé bakterie
v laboratofich Craiga Ventera. Uvidime, co v tomto
sméru pfinese tento rok a do programu seminafe
v . 2012 urcité zafadime néjakou pifednasku na toto
téma.

Koncem minulého roku jsme zaznamenali, ne tak
atraktivni, ale velmi vyznamné vyro¢i, které se bezpro-
stiedné dotyka nejen viech piirodnich véd, ale Zivota
viech ob¢anti v bézném dennim Zivoté. Uplynulo 50 let
od pfijeti mezinardni soustavy (systému) jednotek. The
International System of Units (Le Syst me International
d unités). Zndma S| soustava byla pfijata na konfe-
renci ,vah a mér” (CGPM, zkratka francouzskéh nazvu
Conferénce G n rale des Poids et Mesures) konané
ve dnech 11 — 20. 10.1960. Prace komise v3ak jiZ za-
¢ala v r. 1875 a v r. 1889 byla pfijata definice metru
a kilogramu na zékladé znamych prototypu-artefaktd
(tehdy vytvoienychn z cisté platiny). Definice jednotek
byly postupné s rozvojem védy ménény a do soustavy
zafrazovany dalsi jednotky. Tato historie bude vsak pied-
métem samostaného ¢lanku.

V letosnim roce také vstupujeme do druhé dekady
podrobnéjsiho poznévani lidského genomu. Officidlni
ozndmeni o nasi znalosti lidského genomu se udélo
za pfitomnosti amerického prezidenta Billa Clintona
v 1. 2000 a $lo o priinik dvoun konkuren¢nich projekt,
a to soukromého projektu Celery representovaného
Craigem Venterem a vefejnym projektem zastupova-
nym Francisem Collinsem. Za téchto 10 let se mnoho
zménilo v pfistupech k analyze genomu, v technikéach
sekvenovani i v pfistupech vyuzivani vlastnosti genomu
a jeho jednotlivych ¢asti. Stru¢né mizeme konstatovat,
Ze objevitelska cesta teprve zacala.

Letodni prvni ¢islo naseho Bioprospectu piinasi zaji-
mavy ¢lanecek naseho dlouholetého spolupracovnika
p. prof. Jeana Daussanta o nové imunochemické tech-
nice, informaci o geneticky modifikovaném lososu —
pravdépodobné prvnim geneticky modifikovaném Zivo-
¢ichovi, ur¢eném pro lidskou vyZivu na americkém trhu,
¢lanky o vyuzivani cyklickych peptidG v terapii, mikro-
bidlni produkci kyseliny hyaluronové, indukované
rezistenci jako alternativni ochrané rostlin, o biotechno-
logické vyrobé karotenoidl a syntetické biologii.

Zavérem bych Véas chtél vSechny pozadat, abyste
nezapomnéli zaplatit ¢lenské pfispévky za tento rok,
resp. se presvédcili, zda byl zaplacen institucionalni
pfispévek, pokud jste ¢leny instituciondlniho ¢lena.
Dékujeme Vam v tomto sméru za spolupraci a tésime
se, ze v nasem bulletinu naleznete zajimavé cteni
po cely rok.

S mnoha pozdravy se tési na dalsi spolupraci

Jan K43 a Petra Lipovova



Fakulta potravinaiské a biochemické technologie
VSCHT Praha
a
Biotechnologicka spolecnost

si Vas dovoluji pozvat na tradi¢ni seminafr

NOVINKY V OBLASTI
GENETICKYCH MODIFIKACI

konany v patek 22. dubna 2011
v Ballingové sale

Narodni technické knihovny
Praha 6 — Dejvice, Technicka 6
(naproti budové A VSCHT)

9:15 Registrace
9:30 J. Kas$, VSCHT Praha: Uvodni slovo
9:45 M. Minarik, Centrum aplikované genomiky solidnich nadort (CEGES) Genomac

International, Praha: Mutace, variace, odchylky a polymorfismy lidského genomu
aneb nase tajemstvi, znama i neznama

10:15 V. Vonka, Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha: Problémy genové terapie
10:45 Prestavka
11:00 J. Petr, Vyzkumny ustav Zivocisné vyroby v.v.i., Praha-Uhfinéves:

Geneticky modifikovana hospodafiska zvifata

11:30 F. Sehnal, Biologické centrum AV CR, Ceské Budéjovice:
Genetické modifikace hmyzu

12:00 Diskuse a zavér seminafe

Vstup je volny.
Pfednasky budou otistény v bulletinu Biotechnologické spole¢nosti ,Bioprospect”

ZA ORGANIZATORY SEMINARE:
Prof. Ing. Karel Melzoch, CSc. Prof. Ing. Jan Kas, DrSc.
FPBT VSCHT Praha FPBT VSCHT Praha




Biotech 2011 and 5™ Czech-Swiss Symposium

Prague, 15 - 17 June 2011
www.biotech.cz

Wednesday, June 15, 2011 afternoon

14:00 - 18:30
16:00 - 16:15
16:15 - 17:30
17:30 — 18:30
18:30 —

Registration

Symposium opening

Report on current state of Biotechnology in Switzerland and Czech Republic
Information about Swiss Biotech Association (Hans-Peter Meyer)

Information about Czech Biotechnology (Czechinvest, CzechBio and MedChemBio)
Opening Lecture: Marek Minarik (Genomac, CZ)

What can the analysis of the individual human genomes tell us

Welcome Party

Thursday, June 16, 2011 morning

Session: Biotechnology in Pharmacy
Chairpersons: Hans-Peter Meyer (Lonza, CH), Marek Mosa (Sevapharma, C2)

Lectures:

08:30 — 09:00
09:00 - 09:30
09:30 - 10:00
10:00 - 10:30
10:30 — 11:00
11:00 - 11:30
11:30 — 12:00
12:00 - 12:30
12:30 - 13:30

Sergio Schmid (HES-SO Valais, CH)

Recombinant peptide production

Reto Stocklin (Atheris Laboratories, Bernex-Geneva, CH)
Peptides from venomous marine snails for health

Pavel Trefil (RIBVD, C2)

Transgenic poultry as possible tool for drug production
Tomas Ruml (/CT Prague, C2)

Gene therapy — assembly and transport of retroviral particles
Break and company presentations

Hilmar Ebersbach (Novartis, Basel, CH)

Next generation protein therapeutics

Wilfried Weber (University of Freiburg, G)

Synthetic biology in mammalian cell technology and materials science
Karel Ulbrich (IMC AS CR, Prague, C2)

Targeted polymeric systems

Lunch

Thursday, June 16, 2011 afternoon

Session: Biotechnology in Nutrition
Chairpersons: Pavel Dostalek (/CT Prague, CZ), Hans Kocher (Novartis, CH)

Lectures:

13:30 — 14:00
14:00 - 14:30
14:30 — 15:00
15:00 — 15:30
15:30 — 16:00
16:00 - 16:30
16:30 — 20:00

Sarka Horatkova (ICT Prague, CZ)

Probiotics in dairy products

Jitka Ulrichova (Palacky University, Olomouc, C2)

Plant nutritional supplements

free for proposal

Break, company presentations

Leo Meile (ETH Zurich, CH)

Development of starter cultures for food fermentation: safety first, then function
Peter Niederberger (formerly Nestlé Research Centre, Lausanne, CH)
Status and perspectives for recombinant proteins in food industry
Poster session & Beer Party



Friday, June 17, 2011 morning

Session: Biotechnology for sustainable growth
Chairpersons: Mojmir Rychtera (ICT Prague, CZ), Tobias Merseburger (ZHAW, CH)

Lectures:

08:30 — 09:00
09:00 — 09:30
09:30 - 10:00
10:00 - 10:30
10:30 — 11:00
11:00 - 11:30
11:30 — 12:00
12:00 - 13:00

Murray Moo Young (University of Waterloo & ISEB, Canada)
Biomass-derived biofuels

Tomas Branyik (ICT Prague, CZ)

The use of flue gas CO, for starch rich biomass production:

An alternative source of bioethanol

Frantisek Kastanek (/ICPF AS CR, C2)

Recent advances in outdoor high-density cultivation of novelty
micro-alagae strain with high content of lipids

Break, company presentations

Petra Patakova (ICT Prague, CZ)

Evaluation of sustainable production of biobutanol as renewable fuel
Jifi Blazek (JOCB AS CR, C2)

Enzyme synthesis of prodrugs

Urs Baier (ZHAW, Wadenswill, CH)

Membrane bio-digesters for enhanced efficiency of biogas production
Lunch

Friday, June 17, 2011 afternoon

Session: Novel Approaches in Bioprocessing
Chairpersons: Rick Mommers (Lonza, CZ), Karin Kovar (ZHAW, CH)

Lectures:

13:00 - 13:30
13:30 — 14:00
14:00 - 14:30
14:30 - 15:00
15:00 - 15:30
15:30 - 16:00
16:00 - 16:30
16:30 — 17:00

Jiti Damborsky (Masaryk University, Brno, CZ)
Engineering robust and efficient protein catalysis
Miroslava Cikosova (Lonza, CZ)

High throughput manufacturing of proteins and enzymes
Jifi Vohradsky (IMG AS CR, C2)

Modeling of genetic networks

Break, company presentation

Alain D. Meyer (ROOTec Bioactives Ltd.,Witterswill, CH)
ROOQTec: High-value plant-derived compounds for human health and well-being
Erich Hochuli (formerly Roche/Genentech, Basel, CH)
Manufacturing of Avastin

Radek Stloukal (LentiKat’s, CZ)

Encapsulation of biologically active compounds

Closing, poster awards

Additional Program

Workshop on student exchange opportunities in Swiss and Czech Republic
Workshops on industry-academia relationships and job opportunities
The Journal Club — publishers-authors workshop (Dr. Anthony Newman, Elsevier)

Social Program

Prague sightseeing
Excursion to Lonza Biotec Koufim and Kutnd Hora sightseeing

Post-symposium program
Olomouc Biotech 2011 - Plant Biotechnology: Green for Good
June 19-21, 2011, Olomoucg, Info: http://www.cr-hana.eu/G4G



ODBORNE PRiSPEVKY

NEW CONCEPT OF ELISA - “DIGITAL ELISA”

Jean Daussant

Department of Biochemistry and Microbiology, Institute of Chemical Technology, Prague

jean.daussant@akeonet.com

In the current ELISA plate assay, sensitivity is limited
mainly by the large assay volume in which the final
enzyme reaction takes place (usually 100 pL). Thus,
large amounts of enzyme-labelled antibody are neces-
sary for observing a signal. This implies a minimum
amount of target antigen, hence a limit in sensitivity.
The new design overcomes that difficulty by isolating
and confining each immune complex in a small space
(50 fL) before adding the substrate which, further-
more, permits use of low concentrations of enzyme-
labelled antibody solutions, hence reducing the back-
ground.

ORIGINAL MEANS
b Array of 50,000 wells of 50 fL volume.

Formation of single
Immune complexes
on beads
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one bead scatter light differently than empty wells)

RESULTS

» 100 pg/mL for ELISA plate
P 0.006 pg/mL for digital ELISA

CHIP DIGITAL ELISA

Single-molecule enzyme-linked immunosorbent assay
D. M. Rissin et al. Nature Biotechnol, 28, (6), June 2010, 595-599

P Conditlons of Polsson Law: number of beads largely exceeds number of antigens. Thus, beads bind only 1 or 0 antigen.
b Wells recelving one bead are very small (50 fL) so that the fluorochrome produced by the enzyme actlon can be registered.

1. Enzyme substrate
2. Seal silicone gasket
3. Fluorescence imaging

c: White light Image for counting total bead number (wells contalning

d: Fluorescent Image for counting beads with Immune complexes

For measurement of prostate specific antigen (PSA) detection limits were:

Practically, the new concept named “digital ELISA”
makes use of a classical sandwich ELISA: Microscopic
magnetic beads coated with “capture” antibodies are
incubated in the mixture containing the antigen
(Fig. 1 a, 1). As the technique will count the beads pre-
senting an antigen, each bead should have captured
only one antigen or none. According to the Poisson law
distribution, this would be the case in extremely low
concentration of antigen where the number of beads
would greatly exceed the number of antigen molecu-
les. For instance, the authors indicate that, for 3000
molecules and 200 000 beads, 1.5 % of the beads wiill

3.25 um

* 100 pm

Fig 1: according to Rissin et al. 2010, somewhat modified



carry one molecule and 98.5 % will not carry any mole-
cule. On the other hand, the number of beads neces-
sary for ensuring high capture efficiency is discussed
(200 000 beads / 100 uL). After that first incubation,
the beads are submitted to a second one in a solution
of “signal” antibodies which are labelled with an enzy-
me (by means of the avidin-biotin system) for identi-
fying beads having captured one antigen molecule
(Fig. 1 a, 2, 3). Beads are then driven towards an array
—named “single-molecule array” — with 50 000 micro-
wells (Fig. 1, b) each designed to hold one bead only
(Fig 1 b"). A further incubation -in the micro-wells- with
the enzyme substrate will produce fluorescence in the
micro-wells containing beads marked with an enzyme-
immune complex. White light imaging (Fig. 1 c) is used
to identify wells with one bead (light being scattered
differently for empty wells than for bead-containing
wells). Fluorescence imaging is used to identify which
of those beads have an associated bound enzyme

References:
1. Rissin DM, et al.: Nat. Biotechnol. 28, 595 (2010).

Summary
Daussant J.: New concept of ELISA (“Digital ELISA”)

(Fig 1 d). The protein concentration in the test sample
is determined by counting the number of wells contai-
ning a fluorescent bead relative to the total number of
wells containing beads. Background is obtained the
same way but without antigen in the first incubation
solution (background being due to unspecific binding
of enzyme-antibody complexes with the beads).

Digital ELISA, indeed, considerably increases sensiti-
vity. For instance, comparison concerning detection of
the prostate specific antigen (PSA) indicates the detec-
tion limits for the current ELISA technique (100 pg) and
for the digital ELISA (0.006 pg). This remarkable incre-
ase in sensitivity will be of interest in certain domains
of medical diagnosis (cancer and neurodegenerative
diseases) as well as in a few domains of other fields
(e.g. life science research and perhaps food quality
control and environmental testing). Further develop-
ments for increasing sensitivity as well as for simpli-
fying the assay logistic are on-going.

New concept of ELISA allows the counting of antigen molecules present in a solution at very low concentration, e.g. while the de-
tection limits for the current ELISA technique is for the prostate specific antigen (PSA) 100 pg novel approach of the digital ELISA makes

possible to detect it in the concentration of 0.006 pg.

Souhrn
Daussant J.: Nova technika ELISA (,Digitalni ELISA")

Nova technika ELISA umoziiuje stanoveni velmi nizkych koncentraci antigenu pfitomného v roztoku. Napf. zatimco detekéni limit bézné
ELISA techniky umozriuje stanoveni specifického prostatického antigen v koncentraci 100 pg nova technika umozriuje sniZit limit stano-

veni na 0,006 pg.

BUDEME JIST GENETICKY MODIFIKOVANEHO LOSOSA?

Katefina Hlozkova

Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha, katerina.hlozkova@vscht.cz

Uvod

Ackoli jsou geneticky modifikované (GM) rostliny
béiné dostupné na trhu, s GM Zivocichy to je mnohem
slozitéjsi a dosud zadny z nich nebyl povolen k prodeji.
Nejblize potencidlné komeré¢nimu vyuZiti jsou trans-
genni ryby, protoze jejich genetickd modifikace je
jednodussi nez u jinych Zivocichd. Je to hlavné proto,
ze se cely jejich Zivot odehravé ve vodé a protoze maji
spoustu vajicek, ktera jsou snadno pfistupna’.

K transgennim rybam, které se uz podafilo vytvofit,
patfi ty, které maji zvy3eny a zrychleny rist, odolnost
vlci riznym nemocem, zménénou barvy, jinou stavbu
téla, které mohou piezit v chladu, plsobit jako bioindi-
katory pro znecisténi vody nebo produkovat farmaceu-
ticky vyznamné proteiny?2. Déle je zde snaha o vytvoieni
GM ryb, které budou sterilni>.

V dnesni dobé se nejvice mluvi o transgennich
rybach, které exprimuji rlstovy hormon (GH), a tudiz

maji zvySeny a zrychleny rlst (napi. losos, tilapie, kapr,
pstruh, sumec atd.). U mnohych z nich byl pozorovan
az 30nasobny narust hmotnosti oproti netransgenni
kontrole2. V USA byla podéna Zadost o uvedeni GM
lososa na trh a FDA (Food and Drug Administration) se
touto zélezitosti zabyvala'.

Chov lososa a proc jej geneticky modifikovat

Losos je po tundkovi druhou nejcastéji konzumova-
nou rybou. 90 % losost na nasich talifich pochazi
z chovu a uméle chovany losos tvofi 60 % ze vSech
chovanych ryb% Nejvyznamnéjsi svétovi producenti
lososa jsou: Norsko (460 t/rok), Chile (260 t/rok),
Velka Britanie (140 t/rok) a Kanada (110 t/rok). Tyto
4 zemé predstavuji vice nez 90 % produkce chova-
ného lososa na celém svété. Nejvyznamnéjsimi
chovnymi druhy lososa jsou losos obecny (Salmo
salar), losos cavyta (Oncorhynchus tshawytscha)



a losos kysu¢ (Oncorhynchus kisutch), pficemz nejcas-
téji chovanym druhem je losos obecny'.

Ve volné piirodé doséhl rist lososa svého maxima
(v zavislosti na podminkach), vylepseni jeho ristu je
viak pfedmétem mnoha vyzkumd, protoZe predsta-
vuje znacné vyhody pro umély chov®. Existuje mnoho
pristupl pro zvySeni rdstu: kfizeni, krmeni nebo napf.
exogenni dodavani ristovych faktord. Posledné jmeno-
vany byl docela uspésny ve zvyseni rlstu lososa, je zde
viak sloZitd aplikace rlstovych faktord (krmeni nebo
injekéné), Ze se nedé v primyslovém méfitku uplatnit.
Abychom doséhli co moznd nejvyssiho ristu lososa
v co nejkratsim case, je transgenni losos produkujici
GH dobrym fesenim. Je to v3ak geneticky modifikovany
organismus, a proto je tfeba zohlednit jeho vyhody
i nevyhody, zejména nebezpeci pro lidské zdravi nebo
Zivotni prostiedi.

Transgenni losos produkujici GH

Soucasny umély chov lososl je ¢asové velmi na-
ro¢ny, sestavd se z 12 — 18 mésici chovu ve sladké
vodé nésledovanymi dalSimi 12 — 24 mésici chovu
ve vodé slané. Z komer¢niho hlediska je vyhodné co
nejvice snizit ndklady na chov, a to zkracenim doby
rGstu losost pfi zachovani nebo dokonce zvyseni jejich
velikosti a hmotnosti. Toho Ize dosahnout pouzitim GM
lososa exprimujiciho GH.

Transgen se sestdva z kddujici sekvence pro GH,
promotoru a terminatoru. Mezi ¢asto pouzZivané
promotory patfi napf. promotor metallothioneinu-B®
nebo promotor ,antifreeze” proteinu’. Velmi casto
pochazi kodujici i promotorové sekvence transgenu
ze stejného rodu, ktery je pfibuzny hostitelskému
organismu®’. Pfipraveny transgen je vpraven mikroin-
jekci do oplozenych vaji¢ek, lososi jsou péstovani
ve sladké vodé az do smoltifikace a poté jsou transgen-
ni ryby detekovany pomoci PCR. Déle jsou transgenni
lososi nékolikrat zpétné kfizeni, a tim dojde ke stabilni
inkorporaci transgenu do genomu lososa®.

Vlastnosti transgenniho lososa

vvwvr

Transgenni losos je nékolikanasobné vétsi a tézsi
(2krat — 10krat) nez netransgenni kontrola a dosahne
toho v mnohem kratsi dobé®. Rozdily ve velikosti trans-
gennich ryb jsou pravdépodobné zplsobeny mistem
integrace transgenu do chromosomu, po¢tem integro-
vanych gen( v tandemu a typem a efektivitou pouzi-
tého promotoru’. U transgennich losost také dochazi
ke smoltifikaci uz v 6. — 12. mésici Zivota®, zatimco
u netransgennich k ni dochazi az ve 2. - 3. roce Zivota®.
Toto urychleni smoltifikace mdze pozitivné ovlivnit
umély chov losost, protoze zkrati ¢as potiebny k rlstu
ve sladké vodé®. Na obr. 1 Ize vidét rozdil ve velikosti
transgenniho a netransgenniho lososa.

Z hlediska délky Zivota Ziji transgenni lososi oproti
netransgenni kontrole krats$i dobu, neplati to v3ak vzdy.
Avsak, neprokazala se souvislost mezi hmotnosti
lososa a jeho délkou Zivota. Obsah latek a energie
v transgennim a netransgennim lososovi se také lisi.

Transgenni losos obsahuje vice vody a naopak méné
proteind, lipid(, anorganickych latek a energie. Jelikoz
transgenni losos obsahuje méné fosforu, Ize usuzovat,
ze u néj dochazi k netplné mineralizaci kosti’.

Obr. 1: Velikost transgenniho lososa. 1a) transgenni losos
(horni par) v porovnani s netransgenni kontrolou (spodni
par) v 10 mésicich véku. 1b) 21-mési¢ni transgenni losos
(horni) v porovnani s 33-mési¢ni netransgenni kontrolou
(spodni). Pfevzato z lit. ®.

Transgenni losos ma vétsi béznou spotiebu kysliku
oproti netransgenni kontrole. Tato vyssi spotfeba je
z&asti zplGsobena tim, Ze transgenni losos spotiebuje
vétsi mnozstvi potravy nez kontrolni ryby. Celkové spo-
tfeba kysliku az do doby dosazeni smoltifikace je ale
u transgennich losos( o 42 % niz3i nez u netransgenni

kontroly®.

Minimalizace vlivu na Zivotni prostiedi

Pfedpovédét, co se stane v piipadé uniku transgenni-
ho lososa do volné pfirody, je nadlidsky ukol. Od dob
Darwina je vSeobecné znamo, Ze jedina vlastnost mze
zménit celou populaci a dnes se také vi, ze existuje
nespocet interakci mezi organismy v ekosystému. Bylo
vypracovano nékolik teorii, které se pokouseji pfedpo-
védét konkrétni disledky Uniku GM organismG do
volné pfirody. Jelikoz nechceme ohrozit ani vyhubit
populaci divoce Zijicich losos, je tieba zabranit kfizeni
transgennich druhd s volné Zijicimi'.

Existuji 3 zakladni pfistupy, které mohou zabranit kfi-
zeni GM organism0 s volné Zijicimi. Prvni 2, fyzikalni
a fyzikélné-chemické omezeni, jsou zaloZzeny na zne-
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rody. Treti pfistup, biologické omezeni, neboli navozeni
sterility, zabrani rozmnozovéni v pfipadé uniku.
Nejucinnéjsi je samoziejmé kombinace téchto pfi-
stupt, pficemZ pro omezeni reprodukce se nejcastéji
pouzivd navozeni triploidie, a to zvySenym tlakem,
teplotou nebo elektrickym 3Sokem v urcité dobé
po oplozeni vajicek®.

Losos AquAdvantage (AAS)

AAS je geneticky modifikovany losos obecny, GH
z lososa jako transgen je stabilné intergrovany v jedné
kopii do genomu a tento transgenni losos vykazuje
vétsi rlst nez netransgenni kontrola. AAS byl vytvofen
pro komercni tcely a je uren ke konzumaci. Vyzkum
a vyvoj AAS trval pfiblizné 15 let a nyni sponzor celého
projektu (Aqua Bounty Technologies, Inc.) zada v USA
o povoleni k prodeji a komer¢nimu pouziti™.

AAS byl vytvofen vloZenim transgenu do genomu
lososa obecného, transgen obsahuje kodujici sekvenci
pro GH pochézejici z lososa ¢avyci, kterd je pod kontro-
lou promotoru ,antifreeze” proteinu ze slimule ame-
rické. Produktem uré¢enym k prodeji je populace tri-
ploidnich samic, coz zabrani rozsifeni transgenu mezi
volné zijici druhy v pfipadé tniku AAS z chovné sta-
nice. Pravdépodobnost tniku a rozsiteni AAS do volné
pfirody je vsak velmi mal4, protoZe byl vypracovén cely
systém omezeni, ktery zabréani tniku'.

K produkci oplozenych vaji¢ek a vyvoji AAS ve sladké
vodé bude dochazet v Kanadé, kolem této sladké vody
bude v3ude voda slang, kterd zabrani uniku mladého
lososa. Po dosazeni smoltifikace se rlst AAS piesune
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Souhrn
Hlozkova K.: Budeme jist geneticky modifikovaného lososa?

do slané vody v Panamé, kde se také bude zpracovavat,
a nakonec budou ryby dopraveny do USA. Prostiedi
okolo chovné stanice v Panamé je nevhodné pro Zivot
lososa kvtli vysoké teploté vody a fyzickym bariérdm,
takze by zde unikly AAS nemohl pfezit. Byla vypraco-
vana studie, ktera vyhodnotila mozna nebezpeci
plynouci z chovu a konzumace AAS. Vysledkem této
studie je, Ze pokud se cely proces produkce, ristu
a likvidace AAS bude drzet stanoveného postupu, je
jeho vliv na Zivotni prostfedi minimalni'®. FDA v zéfi
2010 pfedbéiné rozhodla, Ze AAS nepiedstavuje 7adné
nebezpedi pro lidskou populaci ani Zivotni prostiedi'.
Nicméné, samoziejmé existuji i odparci, ktefi napf.
tvrdi, Ze studie je neuplnd a dostatecné se nezabyva
bezpecnosti pro lidskou populaci®.
Zavér

Lososi urceni ke konzumaci pochézeji bud' z volné
pfirody nebo z umélych chovi. Vzhledem ke stéle vétsi
spotiebé se zvétSuje pocet chovnych stanic lososa.
Jelikoz jeho chov az do velikosti pro kone¢nou spotie-
bu trvé nékolik let, uvazuje se o vyuziti GM lososa
nadmérné produkujiciho rdstovy hormon. Takto modi-
fikovany losos roste a dospiva mnohem rychleji
a dosahuje vétsi hmotnosti nez volné Zijici. V souc¢asné
dobé cekd jeden konkrétni projekt GM lososa
(AquAdvantage losos), na povoleni k prodeji v USA
a jestli jej dostane, bude to prvni GM Zivocich urceny
ke konzumaci na svété. Povolenim tohoto projektu se
posunou hranice vyuZiti ZivoCichl, a to predstavuje
obrovsky potencial pro budoucnost.

8. http://hgf10.vsb.cz/546/Ekologicke%?20aspekty/
/loticky_system/migrace_ryb.htm, stazeno 20. pro-
since 2010.
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Alkoli jsou geneticky modifikované rostliny bézné dostupné na trhu, dosud Zadny geneticky modifikovany Zivocich nebyl povolen
k prodeji. Nejblize potencialné komerénimu vyufziti je projekt transgenniho lososa, AquAdvantage losos, v nadbytku produkujici riisto-

vy hormon. Takto geneticky modifikovany losos je nékolikandsobné vétsi a tézsi nez volné Zijici a dosahne toho v mnohem kratsi dobé.
U tohoto projektu byl také vypracovan cely systém rdznych omezeni tniku do volné pfirody, takze pravdépodobnost ovlivnéni Zivot-

niho prostiedi je velmi mala.

Klicova slova: transgenni ryby, losos, riistovy hormon, AquAdvantage



Summary
Hlozkova K.: Will we eat genetically modified salmon?

Even though genetically modified plants are commonly available on the market, so far none of the genetically modified organisms
received permission to be sold. Potentially nearest to be used commercially is project of transgenic salmon, AquAdvantage salmon,
which produces growth hormones. That way genetically modified salmon is several times heavier and bigger than wild one and archi-
ves that in much shorter time period. Regarding this project has as well been created a full system of limitations to prevent escape of
transgenic species into wild life, thus the possibility of having impact on environment is very small.

Keywords: transgenic fish, salmon, growth hormone, AquAdvantage

CYKLICKE PEPTIDY JAKO UCINNA ANTIBAKTERIALNI LECIVA
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Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha, anna.macurkova@vscht.cz

Uvod

VSechny Zivé organismy na nasi planeté jsou ne-
ustale vystaveny plsobeni patogennich organismd.
Tento evolu¢ni tlak vedl k vytvofeni efektivniho imunit-
niho systému Gc¢inného proti virlm, prokaryotnim
i eukaryotnim organismdm'. Imunitni systém tvofi dvé
slozky, konstitutivni a induktivni. Konstitutivni imunita
je vyvojové starsi, vidy pfitomna, ale nespecificka,
induktivni imunita je vyvojové mladsi, specifickd
a aktivuje se az po priniku patogenu do hostitelského
organismu. Soucasti konstitutivni imunity jsou kréatké
kationické peptidy, které vykazuji Sirokou antimikrobial-
ni specifitu. Antimikrobidlni peptidy tvofi v podstaté
druhou linii obrany hned po obtizné proniknutelnych
bariérach, jako jsou napfiklad kiize nebo epitel sliznic.
Tyto peptidy jsou exprimovany v organismech od bak-
terii az po ¢lovéka. Do soucasnosti bylo izolovano vice
jak 1600 peptid s antimikrobialnimi ucinky?, nejvice
zastoupenymi jsou hmyzi peptidy.

Pole aktivity takovychto peptidt je velmi Siroké, vyka-
zuji nejenom antimikrobialni G¢inek, ale mohou také
neutralizovat endotoxiny, ni¢it nadorové buriky ¢i paso-
bit jako chemoatraktanty?.

Podle struktury se antimikrobialni peptidy déli na
linedrni, se strukturou o-Sroubovice nebo p-listy,
a cyklické, stabilizované disulfidovymi mustky.
Rozmanitost jejich struktur a sekvenci je znacna.
Pfesto najdeme jisté podobnosti v obsahu nékterych
aminokyselin, jako je prolin, arginin ¢ lysin, nebo
v tvorbé amfipatickych struktur ¢i vystavovani hydrofob-
nich aminokyselin na jedné strané struktury. Dal3i spo-
le¢nou vlastnosti antimikrobialnich peptidl je schop-
nost reagovat s buné¢nou membrénou patogent. Tuto
interakci usnadriuje jejich jednoduchost, amfipaticky
charakter pak umozriuje inkorporaci do membrény
a jeji poruseni s nasledkem depolarizace a naruseni
iontové rovnovahy buriky. Specifita této interakce je
zavisla na sloZzeni membrany patogenu, pficemz pred-
nostni selektivita je vic¢i prokaryotnim membrandm,
vzhledem k jejich kyselosti, struktufe, obsahu anionic-
kych fosfolipidi a nepfitomnosti cholesterolu®. VGci
sav¢im burikdm vykazuji antimikrobiélni peptidy malou
nebo dokonce Zadnou toxicitu.

Vsechny dfive zminéné vlastnosti a mald moznost
vzniku bakteridlni rezistence, délaji z antimikrobialnich
peptidl vhodné kandidéty pro vyvoj novych terapeutic-
kych latek. Jejich nevyhodou jsou vy3si uc¢inné koncent-
race (oproti konven¢nim antibiotikiim), moznost pro-
teolyzy, nebezpeci vzniku imunitnich reakci a vyrobni
cena. Prfesto jsou nékteré peptidy jiz komeréné vyuzi-
vany (napfiklad v potravinaiském préimyslu) nebo pro-
chazeji klinickymi testy®.

Cyklické antimikrobialni peptidy

Mnoho malych peptidd, které zaujimaji strukturu
B-listu a nejsou schopny kompenzovat ztratu entropie
vhodnymi intramolekularnimi interakcemi, nasly
vyhodnéjsi cestu a ztratu entropie vyrovnavaji tvorbou
cyklickych struktur. Kruh vzniké bud pomoci disulfido-
vych mdastk, v pfipadé tachyplesind, protegrint
a lactoferricinu, nebo cyklizaci peptidové kostry, napfi-
klad u gramicidinu S, polymyxinu B nebo tyrocidind.
Pokud je cyklus pIné uzavien, hovofi se o ,end-to-end”
cyklizaci, pokud je castecné otevien, pfipadné casti
fetézce nejsou soucdsti cyklu, pak jde o ,open-end”
cyklizaci. Na tvorbé cyklu se podili nej¢astéji 2 az 8 cys-
teinovych zbytkl, ale existuji i peptidy obsahujici
12 cysteinovych zbytkd, kdy vSechny tvofi disulfidové
mstky®.

Pfirodni cyklické antimikrobialni peptidy

Velkou skupinou pfirodnich antimikrobidlnich pepti-
da tvoficich cyklus pomoci disulfidovych mustkd, jsou
defensiny, posledni dobou klasifikované spise jako
thioniny. Byly popsany jak u rostlin, tak u hmyzu
a savcl. U rostlinnych a hmyzich defensinl se vyskytu-
je také o-helikalni struktura’. Nékolik bakterialnich
peptidi obsahuje uvniti struktury malé cykly tvofené
thioeterovymi vazbami. Tyto peptidy jsou zndmy jako
lantibiotika, protoze jednou z aminokyselin, které tvofi
jejich fetézec je vzdy lantionin. V celedi mofenovitych
(Rubiaceae) byly nalezeny 4 makrocyklické peptidy
o délce 30 aminokyselin. Tyto 4 peptidy, patfici mezi
cyklotidy (kalata, circulin A a B, cyclopsychotride) maji
motiv cysteinové smycky, kdy jeden ze 3 disulfidovych
mustk( se provléka skrze dalsi dva®.



Co se antimikrobialni aktivity tyce, vykazuji pfirodni
peptidy velmi Siroké spektrum Gcinku. Vyskytuji se zde
peptidy ucinné proti gram-negativnim i gram-pozitiv-
nim bakteriim, a to i proti rezistentnim bakteriim jako
jsou napfiiklad methicilin- ¢ vancomycin-rezistentni
bakterie Staphylococcus aureus nebo Pseudomonas
aeruginosa.

Antimikrobialni aktivita je zprostfedkovavdna dvéma
moznymi mechanismy pUsobeni, a to intracelularné,
kdy peptid plsobi na intracelularni cile, jako je napfi-
klad proteosynteticky aparat ¢i tvorba bunécné stény,
nebo lyticky, kdy se peptid inkorporuje do bunécné
membrany a tvofi poéry, nasledné dojde k poruseni
membrany, zméné jeji permeability, naruseni membra-
nového potencidlu a iontové rovnovahy®.

Rostlinné antimikrobialni peptidy jsou obecné efek-
tivni hlavné proti fungélnim infekcim, antimikrobidlni
peptidy izolované z jinych organismd nemaji takto
striktné vymezenou aktivitu. Nékteré peptidy vykazuji
antiviralni aktivitu, kdy v souc¢asné dobé se upiednos-
triiuje vyzkum aktivity proti HIV'®, cytomegaloviru, pfi-
padné herpes simplex viru. U nékolika peptidi byla
pozorovana i antiparazitickd aktivita.

Cyklické antimikrobialni peptidy - syntetické

Cyklické p,L-o-peptidy vykazuji unikéatni strukturu,
ktera se v pfirodé nevyskytuje. Maji nizkou molekulo-
vou hmotnost a délku 6 — 8 aminokyselin. V jejich
sekvenci se stfidaji - a L-aminokyseliny a tvofi tak plo-
chou kruhovou konformaci, kdy amidy aminokyselin
jsou orientovany na vnéjsi strané kruhu. Skladaji se ze
tii konstitutivnich hydrofilnich zbytk( a opakujicich se
aminokyselin L-tryptofanu a bp-leucinu. Na zékladé
popsané konformace jsou syntetické peptidy schopny
se skladat do tubulérni supramolekularni struktury.

Cyklické p,L-a-peptidy jsou proteolyticky stabilni
a jejich syntéza je relativné snadnd. Unikatni abioticka
struktura a rychly baktericidni Gcinek se podileji na
limitaci ziskani bakterialni rezistence. Diky nizké mole-
kulové hmotnosti a délce pak rychle difunduji k cili.

Tyto peptidy byly zkonstruovény tak, aby byly schop-
ny se selektivné zacilit, inkorporovat se do bakteridlni
membrany a projevit antibakterialni aktivitu zvySenim
permeability membrany. Jejich uc¢inné (minimalni
inhibi¢ni) koncentrace se pohybuji v jednotkach ci
desitkdch g/ml, coz pfiblizné odpovida hodnotam kla-
sickych antibiotik, nicméné v koncentracich vykazuiji-
cich antibakterialni aktivitu jsou tyto peptidy hemo-
lytické™.

Klinické testy

S rostoucim problémem bakteridlni rezistence vici
klasickym antibiotiktim, roste zdjem o vyvoj a zaclenéni
antimikrobialnich peptidd mezi komer¢né pouzivané
antimikrobialni latky. Pro vyvoj téchto latek ve farma-
ceutickém prdmyslu to ale znamend mnoho piekazek,
jako je napiiklad organova ¢i systémova toxicita, pro-
teolyza, vrozena rezistence. Z téchto ddvodu se v nyni
spiSe nez na hledani novych latek zaméfuje vyzkum
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na modifikace téch jiz nalezenych a ovlivnéni jejich
nezadoucich vlastnosti napfiklad imobilizaci ¢ zmé-
nami primarni sekvence a podobné.

| pfes tyto piekézky postoupilo jiz nékolik antimikro-
bialnich peptidi do faze klinickych testli, nebo jsou
bézné vyuzivany, napfiklad nisin, ktery se uplatiiuje
v potravinaiském primyslu jako konzervant, nebo
bacitracin aplikovany jako Ié¢ivo ve veterindrni
i humanni mediciné. Prozatim se uvaZuje spiSe
o topickém nez o systémovém vyuZziti. Dokladem toho
je i nasledujici pfehled cyklickych antimikrobialnich
peptidt prochazejicich klinickymi testy.

Bacitracin je smés pfibuznych cyklickych antimikro-
bialnich peptidt (bacitracin A, B1, B2, C, F) vylucova-
nych licheniformnimi bakteriemi druhu Bacillus subti-
lis. Je primdrné pouzivdn ve veterinarni mediciné
spolu s tetracyklinem, neomycinem a prednisolonem
k intramamarni lé¢bé mastitidy skotu. Je pfidavan
do krmiva brezich prasnic jako prevence proti klostri-
diové enteritidé selat. Ordlni podani neni prozatim
dostate¢né Gcinné, pfi prichodu bacitracinu travicim
traktem dochazi k jeho degradaci na deaminokyseliny
a kratsi peptidy, které nejsou antimikrobialné aktivni.
V humanni mediciné je bacitracin pouzivan pro lé¢bu
lokalizovanych topickych a oc¢nich infekci a také jako
prevence zaniceni ran'?,

Daptomycin je lipopolysacharidové antibiotikum,
tvofici pory v membrané bakterii a inhibujici jejich oxi-
dativni metabolismus, na trh dodévané firmou Cubist
pharmaceuticals pod nazvem Cubicin® od roku 2003.
Daptomycin je Gcinny pouze proti gram-pozitivnim
bakteriim. V klinické praxi je indikovan pro lécbu in-
fekci kize, sliznic, bakteremii a endokarditid zptsobe-
nych bakterii S. aureus. V roce 2007 byla identifiko-
vana eozinofilni pneumonie spojena s podavénim
Cubicinu®. Ve veterindrni mediciné je pouzivan k [é¢bé
infekci zplsobenych senzitivnimi bakteriemi u kralikd,
dribeze a skotu'>'4.

Gramicidin je antibioticky plsobici smés (gramicidin
A, B, C, D a S). Vsechny slozky maji linearni strukturu,
s vyjimkou gramicidinu S, ktery je cyklicky. Gramicidin
je aplikovan proti topickym infekcim zplsobenym pie-
vazné gram-pozitivnimi bakteriemi (rod Bacillus),
piipadné nékterymi gram-negativnimi bakteriemi
(rod Neisseria) a je jednou ze tii slozek neosporino-
vého oc¢niho roztoku (neomycin, polymyxin B sulfat,
gramicidin). Tento peptid je hemolyticky a proto ne-
maze byt podavan vnitiné'e.

Iseganan (IB-367) je synteticky analog protegrinu,
antimikrobidlniho peptidu izolovaného z prasecich
leukocytd. Americka firma Intrabiotics testovala tento
peptid na plicni choroby jako jsou zanéty plic spojené
s piipojenim pacientd na mechanické ventildtory,
pro aplikaci pfi chronickych zanétech plic pacientl
s cystickou fibrozou, kdy dochazelo ke zlepseni funkce
plic. Iseganan byl testovan i pro lokdlni pouziti pfi
zanétech ustni dutiny a to i u pacient( Ié¢enych stoma-
totoxickou chemoterapii. Pro tyto aplikace byly klinické
testy ukonceny ve IIl. fazi kvali vysoké umrtnosti



pacientli , kterym byl iseganan podavan (o 29% vyssi
umrtnost nez u kontrolni skupiny)'#'81°,

Mersacidin jako dalsi lantibiotikum uvadi do prekli-
nickych testd firma Novacta Biosystems. Prozatim se
predpoklada vyuziti proti methicillin-rezistentni bakterii
S. aureus a dal$im gram-pozitivnim bakteriim?°2',

Nisin jak jiz bylo zminéno, je vyuZivdn v potravinai-
ském pramyslu jako konzervant, aplikuje se na povrch
parkd, tepelné upraveného masa a dribezich produktd
urcenych ke spotiebé bez dalsi Gipravy?. Nisin se vaze
na lipid Il a inhibuje tak syntézu bunécné stény bakte-
rii, soucasné ve vysokych koncentracich tvofi pory
v bakteridlni membréané. Firmy Astra a Merck vyvijeji
nisin pro lécbu infekci zplsobenych bakterii
Helicobacter pylori. Varianty nisinu A a Z vstoupily
do preklinickych testl pro Ié¢bu infekci zplsobenych
vancomycin-rezistentnimi enterokoky'®.

Synteticky derivat protegrinu PG-1 vykazuje 100%
systémovou protekci proti intraperitonedlnim infekcim
zplsobenym bakteriemi P. aeuginosa, S. aureus
a methicillin rezistentni S. aureus’®.

Plectasin uvedla do preklinickych testd danska firma
Novozyme. Tento peptid patii mezi defensiny, je vylu-
¢ovan askomycetni houbou Pseudoplectania nigerella.
Jeho wyuziti je prozatim cileno proti gram-negativnim
bakteriim?.

Polymyxin E znamy také jako Colistin pfipadné
Colymycin je jiz komercné vyuzivan pfi lé¢bé koznich
infekci zplGsobenych gram-negativnimi bakteriemi.
Jako na trh je dodéavan firmou RX Generic drugs.
Polymyxiny byly objeveny roku 1947 a roku 1960 byly
postoupeny do Kklinickych testd. Colistin je ucinny
prevainé proti gram-pozitivnim bakteriim a nékterym
aerobnim gram-negativnim bakteriim (Enterobacter
aerogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
P. aeruginosa). Lék Coly-Mycin® S Otic obsahujici
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colistin (colistin A, B sulfat, neomycin sulfat, thonzoni-
um bromid, hydrocortison acetdt usni suspenze) je
pouzivén na lé¢bu povrchovych infekci zevniho zvuko-
vodu. Pro parenterdlni podéni byl vyvinut lék Coly-
Mycin® M (colistimethét sodny, pfipadné colistinmet-
hansulfonat pentasodny), aplikovany intraven6zné
pii chronickych infekcich zplisobenych bakteriemi
rodu Bacillus. Zatim nebyla prokazéana Zadné bakte-
ridlni rezistence. Colistin je vysoce toxicky a je vyuzi-
van jen ziidka, byla u néj prokazdna nefrotoxicita,
teratogenita, je vylu¢ovan do mléka, proto nesmi byt
uzivan kojicimi zenami. Obecné se toxicita kolistinu
projevuje v celém organismu, gastrointestinalnimi
obtizeni, hore¢kou, problémy s feci, zavratémi, pa-
restezii, svédénim, kopfivkou, dychacimi obtizemi
a apneou?*?’,

Zavér

Antimikrobialni peptidy jsou jiz od svého objeveni
povazovany za dobré kandidaty pro boj s patogeny
rezistentnimi proti konven¢nim antibiotikdim. Na zakla-
dé znalosti jejich vlastnosti, jako je Siroké spektrum
antimikrobialniho uc¢inku a jeho mechanismus, jsou jiz
nékteré zaclenény do béiného lidského Zivota, a to
aniz bychom si to pIné uvédomovali.

Antimikrobiédlni peptidy se pouzivaji v rGznych
pramyslovych odvétvich, piidavaji se do krmiv, pra-
cich praskd, slouzi jako konzervanty potravin. Také
v mediciné nasly tyto peptidy své uplatnéni, a to jak
v humanni tak veterindrni, kde jsou pouzivany proti
mnoha druhdm nemoci zplsobenych viry, bakteriemi
i parazity. Redlna je i jejich aplikace jako nosica ji-
nych lé¢iv chemoatraktant(i, protirakovinnych agens
a v neposledni fadé v boji proti viru HIV. V soucasnosti
nachazeji nejvétsi uplatnéni jako uc¢inna antibakterialni
léciva.
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Souhrn

Macirkova A.: Cyklické peptidy jako G¢inna antibakterialni lé¢iva

Antimikrobialni peptidy jsou latky béZné se vyskytujici v pfirodé, které slouzi organismm jako obrana proti patogendim. Od 80. let minu-
lého stoleti, kdy byl izolovan a charakterizovan prvni kratky peptid s antimikrobialnimi Gcinky cecropin, byly podrobné zkoumaény
a navrzeny jako vhodni kandidati v dalsim boji proti infekénim chorobdm zplsobenym hlavné rezistentnimi kmeny bakterii, jako je napfi-
klad methicilin rezistentni bakterie Staphylococcus aureus. Do soucasnosti bylo identifikovano vice jak 1600 antimikrobidlnich peptidd.
Neékteré z nich jsou jiz vyuzivany v primyslu i jako Gcinna Iéciva. Tento ¢ldnek se zabyva jen jednou z mnoha skupin antimikrobialnich
peptidd, cyklickymi peptidy, které vykazuji vysokou aktivitu proti bakteriim a jsou jiz komeréné vyuzivany nebo se o jejich vyuziti uva-
Zuje a prochézeji klinickymi testy.

Kli¢ova slova: cyklické antimikrobialni peptidy, peptidova antibiotika, hostitelska obrana, terapeuticky potencial

Summary

Maciirkova A.: Cyclic peptides as an effective antibacterial drugs

Antimicrobial peptides are substances commonly occurring in nature, they serve as defense agents against pathogens. Since the 80s of
the last century, when the first short peptide with antimicrobial effect, cecropin, was isolated and characterized, they were investigated
and proposed as suitable candidates to further fight against infectious diseases mainly caused by resistant strains of bacteria such as
methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Until now more than 1600 antimicrobial peptides were identified. Some of them are
already used in industry and as an effective drug. This article is engaged in only one of many groups of antimicrobial peptides, cyclic
peptides, which showed high activity against bacteria and are already commercially available or their use is contemplated and they are
undergoing clinical trials.

Keywords: cyclic antimicrobial peptides, peptide antibiotics, host defense, therapeutic potential

INDUKOVANA REZISTENCE JAKO ALTERNATIVNI OCHRANA
ROSTLIN

Jana Fajmonova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT v Praze, j.fajmonova@gmail.com

Uvod patogenu a pfi redlném ataku patogenem mad rostlina
Rostliny podobné jako Zivotichové i zastupci mikros- ~ 3anci na pieZiti aZz o 95 % vy35i.

véta maji svou imunitu a dokdzou se vici patogeniim

a Skddctim branit. Kromé stale pfitomnych fyzickych

a chemickych bariér maji vSak rostliny také schopnost

Indukovana rezistence
V pfirodé je indukovana rezistence vysledkem

zachyceni signalu spojeného s jejich napadenim uspé&sné piekonané infekce zpisobené patogenem,
a dokdzou spustit vhodné obranné reakce. Prvotni  kterd zaktivovala rostlinny obranny mechanismus,
interakce s patogenem bohuzel mnohdy nevzbudi zvlasté pak doslo-li k hypersenzitivni reakci. Vhodné sti-
v rostliné dostatecné véasnou a silnou obranou reakci mulovat obranny aparat rostlin mohou nékteré che-
a tak tato konfrontace dopada pro rostlinu fatalné. mické slouceniny, nepatogeny, avirulentni formy a jiné
Indukovana rezistence jako alternativni ochrana rost- nekompatibilni rasy patogend, nebo i virulentni pato-
lin se nabizi jako nadé&jna a pfirozena cesta jak ochra- geny, jejich virulence ale musi byt zavisla na pfirodnich
nit rostliny pfed jejich patogeny bez uZiti pesticida & podminkach, které jsou zrovna takové, Ze neumoZziiuji
genetickych modifikaci. Principem ochrany rostlin timto patogenu plné rozvinout infekci.
zplsobem je vystaveni rostliny oslabenému patogenu Schopnost odolédvat napadeni mize byt v rostlinach
¢i pouze jeho elicitordm, dojde tak k indukci posileni pfitomna stale bez pfedchoziho setkéani s potogenem,
obranyschopnosti az k zisku rezistence vici tomuto pak se jednd o tzv. konstitutivni, neboli preinfekéni
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rezistenci'. Na druhé strané indukovana rezistence
v rostlinach je vsak vysledkem procesu tzv. rostlinné
imunizace, ten lze pfirovnat k imunizaci ZivocichQ'.
Vhodnym podnétem je tak mozné v rostliné vyvolat
velmi Siroké spektrum obrannych reakci, které v ni
zlstanou pfipravené zakrocit, okamzité jakmile rozpo-
zna signal o napadeni. Tato indukovand schopnost
rychlé a ucinné obrany je nékdy pouze kratkodob3,
avsak mnohdy mdze v rostlindch pfretrvat po velmi
dlouhou dobu, v nékterych pfipadech i po cely jejich
Zivot.

Podle mista, kde se indukované obranné reakce
odehravaji, Ize rozlisit lokalné a systémové ziskanou
rezistenci. Pokud se zvySena odolnost proti napadeni
projevuje pouze v misté plvodni infekce, oznacuje se
tento typ rezistence za lokélné ziskanou rezistenci (LAR
— local acquired resistance)?. Tento typ rezistence je
vétsinou aktivni pouze po kratkou dobu. Nejéastéjsim
projevem lokalni obranné reakce je hypersenzitivni
reakce3. Pfi ni dochézi k tvorbé 1ézi, vysychéni odumie-
Iého pletiva a tak ke zpomaleni a nékdy i Gplnému
zastaveni Sifeni infekce.

Jestlize se ziskana odolnost projevi i v jinych ¢astech
rostliny, nez pouze v téch kde probéhla primarni infek-
ce, vykazuje rostlina schopnost systémové ziskané rezi-
stence (SAR - systematic acquiered resistance) jak to
bylo prokdzano uz v roce 1961 na rostlinach tabaku
osetifenych TMV (Tobaco Mosaic Virus). Jestlize rostlina
dokaze opakované odoldvat napadeni patogenem,
stava se vici nému rezistentni?. Pfi bliz3i charakterizaci
se ukazalo, ze je to rezistence dlouhodobéa (mtize trvat
od nékolika tydnl az po cely Zivot rostliny) a funké¢ni
vUci Sirokému spektru patogen, jez muze byt vyvolana
elicitory biotického i abiotického typu. Jejim piedpokla-
dem je indukce obrannych mechanismu nejen v misté
napadeni, ale systémové po celé rostling, diky nimz
rostlina reaguje pfi dalS$im napadeni rychleji
a intenzivnéji. Proto je efekt této rezistence oznacovan
jako tzv. “zcitlivéni” (z anglického “priming”, “conditio-
ning” nebo “sensitization”)*. Pro tento typ resistence je
zésadni tvorba kyseliny salicylové, ktera ma také pfimy
vliv na tvorbu PR proteind.

Elicitory

Jako induktory rezistence se oznacuji chemické latky,
které nejsou bézné uvolfiovany béhem interakce rostli-
ny s patogenem, piesto vsak vyvolavaji obranné reakce,
které mohou rostlinu dovést az k rezistenci'. Tyto latky,
kterymi se dé& indukovat rezistence a vyvolavaji
v rostlinéch jejich nasledné fyziologické a morfologické
zmény, se nazyvaji elicitory. Jsou to chemické slouce-
niny ¢i biologické faktory nejriiznéjsiho ptdvodu'. Vsak
ne vzdy musi byt latka, jez je elicitorem, pro rostlinu
toxicka, ackoli mnoho z nich po piekroceni hrani¢ni
koncentrace tuto vlastnost ma. Elicitory lze obecné
rozdélit na abiotické a biotické. Abiotické elicitory
zahrnuji kovové ionty a anorganické slouceniny.
Biotické elicitory pochézeji z organismd, které bud
rostlinu napadaji, tj. z bakterii, hub, virG a herbivord
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(priméarni elicitory), nebo ze samotné atakované rostli-
ny v misté napadeni (sekundarni elicitory), jedna se
pfedevsim o slozky jeji bunécné stény.

Rozpoznani elicitorové signdlni molekuly receptorem
neboli vnimani elicitorového signélu je prvni podmin-
kou pro spusténi signdlni drahy vedouci k obranné
reakci rostliny. Nyni je znamo nékolik rozli¢nych
skupin latek, které mohou svymi elicita¢nimi ucinky
zcela nahradit houbové elicitory. Jsou to poly
a oligosacharidy jako je chitin, chitosan a jejich frag-
menty, xyloglukany, laminarin a dal3i glukany, oligo-
galaktouronidy, proteiny (napfi. harpin ¢i elicitiny jako je
cryptogein) ¢i peptidy (napf. systemin a flg22). Patfi
mezi né i lipidové derivaty jako jsou Nod faktory
a lipopolysacharidy. Nejlépe jsou zatim prostudovany
poly a oligosacharidy. Mnoho elicitor(i, jako chitin,
xyloglukany, chitosan, B-glukan a oligogalaktouronid,
vykazuji elicita¢ni aktivitu napfi¢ rznymi druhy rostlin
a velmi zietelné v nich vyvolavaji tvorbu latek toxickych
pro patogeny. Tyto elicitory jsou oznacovany jako
nespecifické>.

RGzné rostliny ziejmé maji velmi podobné receptory,
protoZe dokazi rozpoznat stejny elicitor. Po rozpoznéni
elicitoru receptorem a jejich vzédjemné interakci do-
chazi k aktivaci receptoru a naslednych efektord, jako
jsou iontové kanaly, GTP-vazebné proteiny (G-proteiny)
a proteinkinasy. Tyto efektory pfenasi elicitorovy signal
k tzv. druhym poslim (second messengers), ktefi tento
signal déle amplifikuji”.

Do signalizace vyvolané elicitorem je zapojena mno-
hoclenna spletitd sit latek a rGznych naslednych reakci
vedoucich k u¢inné obranné reakci rostliny. Tato signa-
lizace zahrnuje nékolik paralelnich a kiizicich se signal-
nich drah, které se odlisuji vnimanim réiznych elicitoro-
vych signdlt nebo cilem a vysledkem svého plsobeni®.
Udalosti, ke kterym dochazi po elicitaci, Ize obecné roz-
délit na obranné reakce ¢asné.

Casné a dlouhodobé obranné reakce

Casna obranna reakce je specifickd vyznamnou
expresi obranych latek, jako jsou fytoalexiny. Specifické
jsou pro ni také vratna fosforylace ¢i defosforylace plaz-
matickych membranovych a cytosolickych proteing,
nahlé zvyseni koncentrace Ca?* v cytosolu, depolari-
zace plazmatické membrany, odtok CI- a K* a pfitok H*,
extracelularni alkalizace a intraceluldarni acidifikace,
aktivace NADPH oxidasy a produkce reaktivnich forem
kysliku (ROS, reactive oxygen species)®. Mezi casné
obranné reakce patfi také zvySena produkce kyseliny
salicylové a jasmonové, ethylenu a aktivace fosfolipido-
vého signélniho systému. Na produkci kyseliny jas-
moné a etylenu zavisi Indukovana Systémicka
Resistence (ISR - Induced Systemic Resistance),
ta mGze byt spusténa pouze biotickymi faktory.

Jednou z ¢asnych reakci po napadeni rostliny patoge-
nem je tzv. oxidativni vzplanuti®. Timto terminem je
oznacena vysoka hladina reaktivnich forem kysliku
(ROS, reactive oxygen species) v burice. Jedna se pfe-
devsim o superoxidovy anion (0%), silné oxidacni



peroxid vodiku (H,0,) a hydroxylovy radikéal (OH). ROS
maji rdizné Ucinky v zavislosti na jejich koncentraci.
Vlysoka koncentrace reaktivnich forem kysliku vede az
k programované bunéc¢né smrti, zatimco pfi nizkych
koncentracich dochazi ke spusténi signalnich drah®.
Programovana smrt vice bunék, oznacovana jako
hypersenzitivni reakce, se projevi tvorbou nekrotickych
lézi v misté a nékdy i v okoli infikovaného pletiva. Timto
zplisobem je patogen v mrtvych burikéch polapen
a degradovan, ¢imz je rostlina ochranéna pied jeho
dalSim Sifenim z mista pocatecni infekce2. Regulovana
tvorba ROS muze mit v8ak i pfimy antimikrobidlni uci-
nek a mizZe vyznamné piispivat ke zpevnéni bunécné
stény. Peroxid vodiku je totiz nezbytny pro lignifikaci
a navic se podili na vzniku pevnych vazeb mezi protei-
ny v bunééné sténé a zvySeni jejich nerozpustnosti®.

Dal3im krokem v kaskddé obrannych reakci je tran-
sport iontli a Ca?* signalizace. Transport iont nastava
okamzité béhem 5-ti minut po o3etfeni elicitory. Stale
vSak neni dostate¢né prozkoumano, jakym zplsobem
dochézi k jeho stimulaci. Vyména kationtd, intracelular-
nich K* za extracelularni H*, a transport CI- z bunky
a Ca?* do buriky jsou obecné pozorovany jako jedny
z nejc¢asnéjSich reakci na avirulentni patogeny’.
Cytoplazmaticka acidifikace s naleZitou extraceluldrni
alkalizaci patfi k dals$im ranym obrannym reakcim.
Acidifikace cytoplazmy je nezbytny krok v signalni draze
vedouci k tvorbé ROS a biosyntéze nékterych rostlin-
nych sekundarnich metabolitd'.

Mezi dlouhodobé obranné reakce Ize zafadit zpev-
néni bunécné stény, tzv. lignifikaci. Vyznamnou roli se-
hrava také produkce antimikrobidlnich sloucenin -
fytoalexind. Jsou to nizkomolekuldrni sekundarni meta-
bolity s lipofilnim charakterem, coz jim umozfiuje
pronikat plazmatickou membrédnou patogent. Pravé
poskozeni membranovych funkci patii k nejvyz-
namnéjsim mechanismim jejich toxického pusobeni.
K akumulaci fytoalexinli dochazi kratce po napadeni
v misté infekce'.

Skupinou latek, jejichz produkce je spojovéna
s dlouhodobymi obrannymi reakcemi rostlin induko-
vanymi patogeny jsou tzv. proteiny souvisejici
s patogenezi, neboli PR proteiny (pathogenesis rela-
ted). Akumulace téchto proteind je pozorovana ve
vakuoldch a extracelularnim prostoru, a to lokalné
i systémové, tedy nejen v infikovanych ¢astech rostlin.
Jejich ucinek je velmi pestry a casto nespecificky.
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Nékteré z nich vykazuji schopnost stépit hlavni slozky
bunéc¢nych stén houbovych patogent, jiné PR proteiny
neposkozuji patogeny pfimo, pouze Uucinkuji jako
zprostiedkovatelé signélu, ze doslo k napadeni. Toho
dosahuiji napt. tak, Ze svou hydrolytickou aktivitou uvo-
Ifuji elicitory z patogenu'. Vyznamnym spojujicim
¢lankem mezi ISR a SAR je protein NPR1 (anglicky
“non expresser of PR genes1”). Jeho funkce je nezbyt-
nd pro indukci SAR i pro SA signélni dréhu samotnou.
V pfitomnosti SA se NPR1 pifemistuje z cytoplazmy
do jadra, kde pulsobi jako transkripéni koaktivator
v proteinovém komplexu'™.

Cross resistence

Indukovand rezistence muze byt vyvolana mnoha
rGznymi elicitory a zarover pak muize byt rostlina rezi-
stentni vic¢i nékolika patogentim ¢i arbovirdm, tento
jev se nazyva Cross resistence ¢i Trade-off. Jinymi slovy
napadeni rostliny spdsavym hmyzem maze indukovat
obranu proti likvidaci hmyzem anebo i proti infekci
jako tomu je u Rumex obtusifolius (3tovik tupolisty).
Dalsim pfikladem jsou rostliny tabaku, jez byly o3etie-
ny TMV. Ty po té vykazovaly mimo sniZzené akumulace
JA po mechanickém poskozeni i zvySenou citlivost
k herboviru Manduca sexta. Dalsimi pfiklady jsou okur-
ka oSetienad Pseudomonas lachrymas ¢i TMV vykazujici
resistenci vaci Sirokému spektru patogent, je¢men
osetien patogeny pSenice a kukufice resistentni vici
padli ¢i kukufice oSetfena patogeny je¢mene resistent-
ni vaci patogenu typickému pro kukufici. Trade-off
muizZe byt pozorovan i po oSetieni rostlin chemickymi
induktory resistence jako jsou ASM (acibenzolar-S-
-methyl), INA (methyl-2,6-dichlorisonicotinic acid)
¢i BTH (benzo-(1,2,3)-thiadiazole-7-carbothioic acid
S-methyl ester)'.

Nasnadé by bylo o3etfit rostlinu chemickym indukto-
rem resistence a imunizovat ji proti Sirokému spektru
jejich patogend. Bohuzel ale bézné chemické induktory,
jez jsou vyuzivany v laboratorni praxi, jsou uZivatelsky
nevhodné, protoze davaji vzniknout trpaslicim fenoty-
pdm, celkové snizuji urodu ¢i spoustéji hypersenzitivni
reakce. Pfimé oSetfovani SA se téz neosvédcilo pro sup-
resi aZ blokaci JA drahy a postiikovat pole oslabenymi ¢i
deaktivovanymi viry a patogeny se téz nejevi jako bezpe-
¢na metoda imunizace'™. Proto je stale tieba se zabyvat
hledanim a izolaci konkrétnim elicitorl a hloubéji proba-
davat vySe popsanou tématiku.
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Souhrn

Fajmonova J.: Indukovana rezistence jako alternativni ochrana rostlin

Rostliny od pradéavna tvofi vyznamnou soucast lidské obzivy a jsou tak nejen z tohoto hlediska nepostradatelnou ¢asti nasi spo-
le¢nosti. Bohuzel stejné jako kazdy jiny Zivy organismus, i ony podléhaji chorobdm, které uz v minulosti zapfi¢inily nemalé ztré-
ty na Urodéch. Diky nes¢etnym interakcim s patogeny si vsak rostliny vyvinuly nékolik typ obrannych mechanismda. Latky, které
vyvoldvaji obrannou reakci rostliny a jeji nasledné fyziologické a morfologické zmény se nazyvaji elicitory a pravé ony spousti sig-
nélni drahy vedouci k obranné reakci az k indukované rezistenci. Snaha ochrénit urodu je praddvnym bojem pietrvavajicim do
soucasnosti a vyuZiti indukovana rezistence jako alternativni ochrany rostlin je moznosti jak omezit Skody na urodéch bez uziti
pesticidid ¢i genetickych modifikaci.

Kli¢ova slova: Indukovana rezistence, rostliny, systémova ziskana rezistence, kyselina salicylova, kyselina jasmonova, NO, elici-
tor, reaktivni formy kysliku

Summary

Fajmonova J.: Induced resistence like an alternative plant defence strategy

Since ancient times, plants have been an important part of the human diet and hence also an essential component of human
society. Unfortunately, just like every other living organism they are subject to disease. In the past, diseases have caused huge
crop losses. Thanks to countless interactions with pathogens, however, plants have evolved several types of defensive mecha-
nisms. Substances that induce a defensive reaction in plants and subsequent physiological and morphological changes are cal-
led elicitors. It is these elicitors which initiate signaling pathways leading to defensive reactions and induced resistance. The effort
to protect crops is an ancient battle which still goes on today. The use of induced resistance as alternative means of plant pro-
tection is one way to limit damage to crops without the use of pesticides or genetic modifications.

Keywords: Induced Resistance, Plants, Systematic Acquired Resistance, Salicylic Acid, Jasmonic Acid, NO, Elicitor, Reactive
Oxygen Specie

MIKROBIALNi PRODUKCE KYSELINY HYALURONOVE

Martina Hamsikova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha, martina.hamsikova@vscht.cz

Uvod kyselina hyaluronova ziskava mikrobidlni fermentaci
Kyselina hyaluronova je piirozené se vyskytujici bio-  VyuZivajici rod Streptococcus’.
polymer, pfesnéji jde o linearni nesulfatovany glykosa-
minoglykan. Poprvé byla struktura kyseliny hyaluro-
nové popséna v roce 1934 (lit."2). Diky svym unikétnim
vlastnostem jako je napiiklad biokompatibilita, hydrofi-
lita a viskoelasticita se kyselina hyaluronova vyuziva
ve zdravotnictvi (v oc¢ni chirurgii, pfi artroskopickych
operacich nebo v plastické chirurgii), déle pak
v kosmetickém primyslu a také v potravinafstvi.
Kyselina hyaluronové je dalezitou slozkou mezibu-
néc¢ného prostoru pojivové epitelidlni a nervové tkané.
Vlyznamnou biologickou funkci kyseliny hyaluronové je
aktivni Gcast pfi imunologickych procesech, ¢ehoz se

Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronovéa je linedrni polysacharid
o vysoké molekulové hmotnosti, jde o nesulfatovany
glykosaminoglykan. Do skupiny glykosaminoglykant se
také radi napfiklad chondroitin sulfat nebo heparin sul-
fat, farmaceuticky vyznamné latky, avSak ty ve své
molekule obsahuji sulfdtovou skupinu. Strukturné je
kyselina hyaluronové slozena ze dvou tisic az dvaceti
péti tisic jednotek disacharidd kyseliny p-glukuronové
a N-acetyl-p-glukosaminu, které jsou stfidavé spojeny
(1—3)- a (1—+4)- p-p-glykosidovou vazbou, jak je vidét

vyuziva napfiklad k urychleni hojeni. Komeréné se na obrazku 1 (lit."2).
OH OH
0
= 0 &/O
HO
]
HO OMO
2 NH
4 n
0" CH,

kyselina D-glukuronova
N-acetyl-D-glukosamin

Obr. 1: Opakujici se disacharidova jednotka hyaluronové kyseliny obsahujici kyselinu B-(1,3)-p-glukuronovou a B-(1,4)-n-acetyl-
-p-glukosamin?

15



Poprvé byla kyselina hyaluronova izolovdna v roce
1934 ze sklivce (fecky hyaloid), odtud také pochazi jeji
nazev hyaluronova, v roce 1954 pak byla popsana jeji
pfesna struktura. Trvalo dalSich deset let, nez byl tento
polysacharid syntetizovan in vitro>*. Kromé sklivce je
kyselina hyaluronova obsazena napfiklad v synovialni
tekutiné a v interceluldrnim prostoru bunék epidermis.
Kvantitativné se vice neZ 50 % nachazi v kzi, kon-
krétné v dermis a epidermis a méné pak ve svalech
a kostech. Kyselina hyaluronovd ma Siroké rozmezi
hodnot molekulovych hmotnosti (1000 — 10°¢ Da).
Dlouhé fetézce kyseliny hyaluronové se S3tépi
v pribéhu metabolického odbouravéni pfedevsim
ve tkanich, lymfatickych cévach, déle pak v krvi, jatrech
a ledvinach. Hlavni biologické funkce kyseliny hyaluro-
nové jsou zalozeny pravé na zdakladé jeji moleku-
lové hmotnosti. Hlavni role této kyseliny o vysoké
molekulové hmotnosti je zadriovat obsah vody
v extracelularnim prostoru a také vyplhovat mista
v mékkych pojivovych tkanich a udrzovat tak buné¢nou
integritu. Kyselina hyaluronova se totiz podili na orga-
nizaci proteoglykanovych komplext, konkrétné intera-
guje nekovalentné s témito komplexy pies dany
protein. Nizkomolekularni kyselina hyaluronova ma
mnoho dalSich vyznamnych biologickych funkci,
za které jsou zodpovédné interakce s takzvanymi
HA-specifickymi receptory (specifické receptory pro
kyselinu hyaluronovou), jako jsou napfiklad CD44
a RHAMM (receptor for hyaluronan-mediated motility).
Interakce téchto receptori na buné¢ném povrchu
s kyselinou hyaluronovou pravdépodobné zodpovida
za proces migrace zéanétlivych a nadorovych bunék,
a také ovliviiuje jejich adhezivitu a proliferaci®.

Diky svym vlastnostem jako je napfiklad vysoka visko-
elasticita, schopnost vazat na sebe vodu, biokompatibi-
lita nebo schopnost biodegradace, se kyselina hyaluro-
novd vyuziva v mediciné pfi [é¢bé artritidy nebo v o¢ni
chirurgii a dale také napfiklad v kosmetickém pri-
myslu a potravinaistvi'>5.

Tradi¢né se kyselina hyaluronova ziskdva extrakci
zivocisnych tkani, pfedeviim z kohoutich hiebend, coz
ale ukazuje nékolik nevyhod. Jednak je to riziko mezi-
druhové virové kontaminace a dale pak vysoké néklady
spojené s komplikovanou purifikaci kyseliny hayluro-
nové, limitni maze byt ale také omezeny zdroj Zivoci-
Snych tkani pro extrakci. Z téchto dlivod(i se zda byt
vyhodnéjsi mikrobidlni produkce'.

Moinosti produkce kyseliny hyaluronové

Klicovym enzymem v biosyntéze kyseliny hyaluro-
nové je HA synthasa, kterd byla identifikovana nejen
u obratlovct, ale také u rliznych mikroorganism a vird.
Za biodegradaci kyseliny hyaluronové jsou zodpovédné
specifické enzymy, hyaluronidasy*.

Diky svym vyznamnym vlastnostem a moznosti vy-
uziti ve farmaceutickém primyslu, mediciné, kosmetic-
kém primyslu nebo potravinafstvi, roste snaha produ-
kovat kyselinu hyaluronovou, a to co nejefektivnéjsim
zplisobem. V soucasné dobé se vyuziva extrakce zivoci-
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Snych tkani (kohoutich hieben() a predevsim mikrobi-
alni fermentace, nejcastéji pomoci kmenl rodu
Streptococcus®. Obé tyto metody mohou byt spojeny
s urcitymi komplikacemi. Konkrétné extrakce Zivoci-
Snych tkani je casové ndro¢nd a draha metoda, kterd
pfedstavuje také problém s redukci kontaminace
hyaluronidasami. Ac¢koliv bylo vySe zminéno, ze mikro-
bialni produkce se zda byt vyhodnéjsi oproti extrakci Zi-
vocisnych tkéni, existuje zde jista obava z kontaminace
exotoxiny. K primyslové produkci se totiz vyuzivd kmen
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus a stejné
jako dalsi kmeny (Streptococcus pyogenes nebo
Streptococcus equi), které maji enzym HA synthasu
a schopnost produkovat kyselinu hyaluronovou, jsou
fazeny do Lancefield-sérologickych skupin A a C a jsou
to tudiz patogenni mikroorganismy. Alternativni cestou
je vyuzivani nepatogennich kment k produkci rekom-
binantni kyseliny hyaluronové®’. Napfiklad bylo
publikovano, ze gen pro HA synthasu z bakterie
Streptococcus pyogenes byl exprimovan v bakterii
E. coli. Laboratorné byla také testovana produkce
rekombinantni kyseliny hyaluronové pomoci Bacillus
subtillis®. Velkym pokrokem je také izolace nepatogen-
niho kmene Streptococcus thermophillus, ktery se
tradi¢né vyuziva v potravinaiském primyslu, pfi vyrobé
mlé¢nych produktd. Tento kmen produkuje velkd mno-
zstvi exopolysacharidi s vysokym obsahem kyse-liny
hyaluronové, kdy jeji koncentrace byla ovéfovana
pomoci metody vyuzivajici vazbu specifického proteinu
k této kyseliné (HABP, hyaluronic acid binding
protein)’.

Jak jiz bylo zminéno, kyselina hyaluronova se ziskava
pfedevsim mikrobialni fermentaci, kterd vyuziva pato-
genni kmen Streptococcus equi subsp. zooepidemicus
a to od poc&atku osmdesatych let. V Ceské republice je
nejvétsim vyrobcem kyseliny hyaluronové a rovnéz
i vyrobcem farmaceutickych produktti na bazi kyseliny
hyaluronové firma Contigo group.

Bakterie rodu Streptococcus syntetizuji kyselinu
hyaluronovou v extracelularnich kapsulich, které jsou
uvolriovany do média. Rod Streptococcus se fadi mezi
tzv. fakultativné anaerobni bakterie, z tohoto divodu
byla testovdna jak aerobni, tak anaerobni kultivace
bakterii. Potvrdilo se, ze aerobni podminky se jevi jako
vhodnéjsi, nebot vedou k vyssimu vytézku kyseliny
hyaluronové. Samoziejmé, Ze dalsi otazkou je i vhodny
vybér kultiva¢niho média. Obecné se pouzivé takové
médium, které obsahuje glukosu jako zdroj uhlikuy, zna-
¢né mnozstvi komplexniho zdroje dusiku, déle také
ristové faktory, jako napfiklad kvasni¢ny extrakt,
pepton, hydrolyzat kaseinu a v neposledni fadé zdroj
minerald. Dal$i moznosti je nahradit tato pomérné
draha kultiva¢ni média za tzv. znovuvyuZitelnd média,
kterymi mohou byt napfiklad zdroje zemédélského
plvodu. Touto tématikou se zabyvala studie, ktera
soucasné testovala produkci kyseliny hyaluronové
pomoci bakterii Streptococcus equi subsp. zooepidemi-
cus v rtznych typech médii, jako napfiklad koncentro-
vany hydrolyzét sojovych protein(i, koncentrat syro-



vatkové bilkoviny a Stava z nepravych plodi ledvinov-
niku zadpadniho, které poskytuji jedlé nazky (ofechy
kesu), a pravé toto posledni médium poskytlo nejvétsi
vytézek kyseliny hyaluronové. Kontrolou bylo médium
s glukosou a kvasni¢nym extraktem, ve kterém bylo
docileno pfiblizné stejnych vysledkd'.

Biosyntéza kyseliny hyaluronové u bakterialniho
kmene Streptococcus equi subsp. zooepidemicus

Kyselina p-glukuronovd a n-acetyl-p-glukosamin,
slozky kyseliny hyaluronové, jsou odvozeny od glukosa-
6-fosfatu a fruktosa-6-fosfatu. Na obrazku 2 je pak
znazornéna biosyntéza kyseliny hyaluronové u bakterie
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus. V prvnim
kroku reakce vznika klicovy produkt, glukosa-6-fosfat,
touto cestou, kterd je spole¢na pro mnoho organism
vznikaji zasobni polysacharidy. Za katalyzy o-fosfoglu-
komutasy (EC 5.4.2.2) dochazi ke konverzi glukosa-6-
fosfatu na glukosal-fosfat. UDP-glukosapyrofosforylasa
(EC 2.7.7.9) katalyzuje reakci UTP a glukosa-1-fosfétu
za vzniku UDP-glukosy. DalSim meziproduktem v bio-
synthese kyseliny hyaluronové je kyselina UDP-gluku-
ronova, ktera vznika specifickou oxidaci primarni hyd-
roxylové skupiny UDP-glukosy za pfitomnosti UDP-glu-
kosadehydrogenasy (EC 1.1.1.22). Synthetickd dréha,
kterd vychézi z fruktosa-6-fosfatu poskytuje amino-
cukry. Z obrazku je vidét, Ze aminoskupina glutaminu

pentosafosfatovy

cyklus

glukosa % glukosa-B-fosfat

ATP ADP

i v
polysacharidy - glukosa- 1-fosfat

bunééné stény G
F'Pi<>

kyselina teichoova UDF‘-‘g'IURD‘sa

fosfoglukoisomerasa

je prenasena na fruktosa-6-fosfat za vzniku glukosa-
min-6-fosfatu. Tato reakce je katalyzovana amidotran-
sferasou (EC 2.6.1.16). V dalsim kroku dochazi
k pfenosu acetylové skupiny za pfitomnosti acetyltran-
sferasy (EC 2.3.1.4), vzniké n-acetyl-D-glukosamin-6-
fosfat. Pfi této reakci dochazi ke Stépeni thioesterové
vazby v molekule acetyl-CoA. Piemisténim fosfatové
skupiny pomoci mutasy (EC 5.4.2.3) vznika n-acetyl-p-
glukosamin-1-fosfat. A konecné, pyrofosforylasa
(EC 2.7.7.23) poskytuje UDP-n-acetyl-p-glukosamin
odstépenim pyrofosfatu z jednotky UTP. Vyslednou
reakci biosyntetické drahy kyseliny hyluronové je poly-
merace aktivovanych molekul kyseliny p-glukuronové
a N-acetyl-p-glukosaminu katalyzovand hyaluronatsynt-
hasou. K produkci 1 molu kyseliny hyaluronové, ktera
obsahuje dvé opakujici se disacharidové jednotky je
zapotiebi 4 moly ATP. Dva moly jsou spotiebovény pfi
fosforylaci glukosy enzymem glukokinasou a dalsi dva
moly ATP jsou vyuzity k regeneraci UTP. Oxida¢ni reak-
ce katalyzovana UDP-glukosadehydrogenasou poskytu-
je dva moly NADH na jeden mol kyseliny hyaluronové.
Kromé toho, Ze na obrazku 2 je demonstrovana synte-
ticka draha kyseliny hyaluronové, je zde také naznace-
nd syntéza strukturnich molekul bakteridlni bunécné
stény (peptidoglykan, teichoova kyselina a antigenni
polysacharidy buné¢né stény)3.
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Obr. 2: Biosyntetickd draha kyseliny hyaluronové u bakterii Streptococcus equi subsp. zooepidemicus®



Zavér produkce kyseliny hyaluronové pomoci mikrobialni fer-

Kyselina hylauronova je biokompatibilni, biodegrada- mentace vyuZivajici patogenni bakterie Streptococcus
bilni, neimunogenni linearni polysacharid. Diky témto equi subsp. zooepidemicus. Hlavni limitaci mikrobialni
jedine¢nym vlastnostem byva kyselina hyaluronova produkce kyseliny hyaluronové mize byt kontaminace
vyuzivdana v medicing, kosmetickém primyslu a také exotoxiny. ReSenim je napfiklad produkce rekom-
v potravinafstvi. V soucasné dobé se ustupuje binantni kys_eliny hyaluronové pomoci nepatogennich
od tradi¢ni extrakce kohoutich hiebenl a pfevazuje kmend, coz je laboratorné testovéano.
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Souhrn

Hamsikova M.: Mikrobialni produkce kyseliny hyaluronové

Kyselina hyaluronova je nesulfatovany glykosaminoglykan, ktery se skldda z opakujicich se jednotek disacharidd kyseliny p-glukuro-
nové a N-acetyl-p-glukosaminu, spojenych (1—3)- a (1—+4)-B-p-glykosidovou vazbou. Tento polysacharid je hlavni slozkou mezibuné¢né
hmoty. Kyselina hyaluronova se jako signélni molekula také ucastni imunologickych procest. Diky svym unikétnim vlastnostem jako je
biokompatibilita, hydrofilita nebo viskoelasticita je kyselina hyaluronova velice cennym biopolymerem v medicing, napiiklad v o¢ni
a plastické chirurgii, dale je také vyuzivana v kosmetickém préimyslu a potravinaistvi. V sou¢asné dobé se kyselina hyaluronova ko-
meréné ziskdva predevsim mikrobidlni fermentaci pomoci bakteridlniho kmene Streptococcus equi subsp. zooepidemicus. Ke kultivaci
se obecné pouziva syntetické médium obsahujici glukosu a kvasni¢ny extrakt. Byly testovény také nékteré zdroje zemédélského pu-
vodu, které by mohly nahradit toto médium a byt déle vyuZity jako zdroj bioenergie nebo pro pfipravu cennych bioproduktt.

Klicova slova: kyselina hyaluronova

Summary

Hamsikova M.: Microbial production of hyaluronic acid

Hyaluronic acid is non-sulfated glycosaminoglycan which is composed of alternating disaccharide units of p-glucuronic acid and n-ace-
tyl-p-glucosamine joined by (1—3)- and (1—4)-B-p-glycosidic bonds. This polysaccharide is abundant in the extracellular matrix.
Hyaluronic acid as a signal molecule also participates immunological process. Thanks to its unique properties such as biocompatibility,
hydrofility or viscoelasticity hyaluronic acid is very valuable medical biopolymer (e.g. in eye surgery and plastic surgery) and it is also
used in the cosmetic and food industry. Currently hyaluronic acid is commercially obtained by microbial fermentation of the pathoge-
nic Streptococcus equi subsp. zooepidemicus. For cultivation is generally used synthetic cultivation medium containing glucose and
yeast extrakt. Some agricultural resources derivates which can be converted into bioenergy or valuable bioproducts were also tested
as a compensation for synthetic medium.

Keywords: hyaluronic acid

BIOTECHNOLOGICKA VYROBA KAROTENOIDU

Petr Svoboda
Ustav biochemie a mikrobiologie, Vysokd skola chemicko-technologickd v Praze, svoboda-petr@tiscali.cz

Uvod nebo ovoce. Jako potrava se dostavaji do zvifecich tél,
Karotenoidy jsou dtile7ita rostlinna barviva, ktera maji ~ kde mohou zbarvit kdzi, ptaci pefi, rybi maso, Zloutek
pro rostliny Zivotni vyznam. Tyto strukturné rdiznorodé nebo ulity kory3a.
pigmenty maji mnoho rozmanitych biologickych Karotenoidy jsou pouzivany v oblasti farmacie, potra-
funkci: Gcéastni se fotosynthesy, funguj]’ jako antioxi- VinOWCh d0p|ﬁkﬁ (tzv. nutraceutik) a krmnych aditiv.
danty, a slouZi jako prekurzory pro mnoho hormont Déle se vyuzivaji jako barviva potravin nebo
a vitaminQ. Jsou produkovany piedevsim rostlinami, v kosmetice. Pro védce jsou tyto pigmenty zajimavé
houbami, fasami a mikroorganismy. Karotenoidy zbar- z hlediska pfiznivého vlivu na lidské zdravi. Snizuji
vuji ¢ervené, oranzové, zluté ¢i hnédeé listy rostlin, kvéty riziko vzniku rakoviny a posiluji imunitni systém.
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V poslednich nékolika letech se zvySuje zajem spotie-
bitell o pfirodni aditivni latky, proto se hledaji vhodné
postupy jak efektivné vyrabét karotenoidy'?34.

Struktura karotenoidti

Chemické slozeni karotenoidl je odvozeno ze 40
uhlikového polyenového fetézce, se systémem konju-
govanych dvojnych vazeb, tvofeného z isoprenoidnich
jednotek. Modifikaci konct isprenoidniho fetézce
mohou vznikat rozlicné druhy karotenoidd (obr. 1).
Mezi modifikace patfi napi: cyklizace koncovych struk-
tur (o-karoten, B-karoten, lykopen), kde muze byt
pifitomna jako funkéni skupina kyslik (kantaxanthin).
Tyto slouceniny se potom nazyvaji xanthofyly.
Karotenoidy mohou také obsahovat hydroxy skupinu
(lutein, B-kryptoxanthin) nebo obé zaroven (astaxant-
hin)?>. Tyto skupiny jsou zodpovédné za antioxida¢ni
a barevné vlastnosti. Vzhledem k pfitomnosti konjugo-
vanych dvojnych vazeb, se karotenoidy mohou vyskyto-
vat jako cis nebo trans izomery. Ac¢koliv jsou trans
izomery v potravinach béznéjsi, a jsou i chemicky sta-
bilné&;jsi, je znamo jen velice mélo o biologickém vlivu
cis a trans izomer0 na lidské zdravi®.

Biosyntheticka draha karotenoidii

Veskeré karotenoidy jsou odvozeny od isoprenoidd.
Pomoci dvou riiznych drah se synthetisuji prvni isopre-
noidni jednotky, coZ jsou isopentenyl difosfat (IPP)
a jeho izomer dimethylallyl difosfat (DMAPP)'3

Prvni draha zacina reakci 3 molekul acetyl-CoA, ze
kterych pfes acetoacetyl-CoA a B-hydroxy-f-methylglu-
taryl-CoA (HMG-CoA) vznika mevalonat (obr. 2). Proto
se tento sled reakci nazyva fetézec mevalonatu (MVA).
MVA drahu vyuzivaji pfedevsim eukaryota. V roce 1993
byl naznac¢en novy fetézec’, jenz vyuzivaji prokaryota.
Retézec byl pojmenovan 2-C-methyl-D-erythritol-4-fos-
fat (MEP) a byl v roce 1999 potvrzen®. Dréha zacina
reakci glyceraldehyd-3-fosfatu (G3P) s pyruvatem
a vznikd 1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfat (DXP) s nélednou
redukci na MEP. Rostliny a nékteré kvasinky vyuzivaji
obé drahy k synthese isopentenyl difosfatu'->°.

Nasledujicim krokem pfi synthese karotenoidd je
prodluZovani fetézce isoprenoidnich jednotek (obr. 2).
Probihd kondenzaci dimethylallyl disfosfatu, coz je

URanRAARERES

B-karoten
0
OH

astaxanthin

OH

vy

reaktivnéjsi izomer isopentenyl difosfatu. Izomerace je
katalyzovana enzymem isopentenyl difosfat izomera-
sou (IDI). Synthesa fetézce je katalyzovana prenyl tran-
ferasami (ispA a crtE). Kratky polyprenyl difosfatovy
fetézec je prodluzovan na geranyl difosfat (GPP), ktery
ma 10 uhlikG. Nasleduje farnesyl difosfat (FPP), 15
uhlikd a geranylgeranyl difosfat (GGPP), 20 uhlikd.
GGPP je prekurzorem pro synthesu mnoha latek, napf.
terpend, chinond, karotenoid(, gibberelind, tokoferold,
chlorofyla'>s,

Kondenzace dvou molekul geranylgeranyl difosfatu
katalyzovand fytoen synthasou (crtB) se eliminuji dvé
difosfatové skupiny a vznika fytoen. Enzymem fytoen
desaturasou (crtl) se vnaseji do fytoenu Ctyfi dvojné
vazby a vytvofi se lykopen. Lykopen B-cyklasou (crtY) se
katalyzuje reakce, pfi nizZ se na koncich lykopenu tvofi
cyklicka struktura a produkuje se B-karoten, ktery mize
byt dale pfeménén pB-karoten hydroxylasou (crtz)
na zeaxanthin nebo pB-karoten ketolasou (crtW)
na kanthaxantin, ze kterych nasledné vznika astaxant-
hin (obr. 2). Popfipadé muze byt lykopen konvertovén
lykopen B-cyklasou a lykopen e-cyklasou na o-karoten
a nasledné preménén pomoci B-karoten hydroxylasy
a e-karoten hydroxylasy na lutein'>6°,

Biotechnologicka vyroba karotenoidi

Nejbéznéjsi karotenoid B-karoten je ve velkém mno-
Zstvi zastoupen v zelenych rostlinach (petrzel, Spenat
nebo brokolice), v ovoci (mandarinka, broskev)
a zeleniné (mrkev, dyné). Nékteré mikroorganismy jako
napi.: houby Phycomyces blakesleeanus, Blakeslea
trispora, kvasinky Phaffia rhodozyma, Rhodotorula,
fasy Dunaliella salina, Haematococcus pluvialis, aku-
muluji B-karoten ve vysoké koncentraci. Nicméné tato
produkce je velmi nedostacujici, proto se geneticky
modifikuji zndmé mikroorganismy napf.: oblibena bak-
terie Escherichia coli nebo kvasinky Saccharomyces
cerevisiae a Candida utilis, které karotenoidy béiné
nesynthetisuji. V posledni dobé se védecky zdjem
zaméfil i na genetickou upravu rostlin jako jsou bram-
bory, ryze, rajcata, atd., u kterych je snaha o overexpresi
karotenoid(, diky ¢emuz by se jiz karotenoidy nemu-
sely pfidévat do potravin jako aditiva'>*5,

W

B-kryptoxanthin

Obr. 1: Chemicka struktura a pfiklad modifikace koncovych struktur fetézcd karotenoidl u o-karotenu, B-karotenu, lykopenu,

luteinu, astaxanthinu a B-kryptoxanthinu?>.
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Obr. 2: Schéma synthesy karotenoidi s fetézcem mevalonatu a 2-C-methyl-D-erythritol-4-fosfatovym (MEP) fetézcem. G3P
glyceraldehyd-3-fosfat, DXP 1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfat, HMIG-CoA B-hydroxy-B-methylglutaryl-CoA, /PP isopentenyl difosfat,
DMAPP dimethylallyl difosfat, GPP geranyl difosfat, FPP farnesyl difosfat, GGPP geranylgeranyl difosfat, dxs DXP synthasa, dxr DXP
reduktasa ispDEFGH (enzymy katalyzujici pfeménu MEP na IPP), atoB acetyl-CoA thiolasa, mvaA HMG-CoA synthasa, mva$S
HMG-CoA reduktasa, mvak1 mevalonét kinasa, mvak2 fosfomevalonat kinasa, mvaD mevalonét difosfat dekarboxylasa, ispA
FPP synthasa, crtE GGPP synthasa, crtB fytoen synthasa, crt/ fytoen desaturasa, crtY lykopen B-cyklasa, crtZ B-karoten hydro-
xylasa, crtW/ B-karoten ketolasa®.
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Biotechnologickou vyrobu karotenoidu je mozno
rozdélit na 3 skupiny:

e lyroba v karotenoidnich organismech
e \/yroba v nekarotenoidnich organismech
e \/yroba v rostlinach

Jako u kazidé biotechnologické produkce jsou
i u vyroby karotenoidd urcité nevyhody. Pracuje se
s biologickym materidlem, tudiz se vysledny produkt
musi zpracovavat a Cistit. Proto je tento postup drazsi
nez chemickd synthesa. Z téchto ddvodi je snaha
produkovat karotenoidy v organismech, které nemaji
takové nutri¢ni naroky a vylucuji karotenoidy do média.
Coz je jednim z klicovych faktort, hromadéni karote-
noidd je totiz pro buriky toxické, az smrtelné. Vysoka
koncentrace produktu muze vést k negativni zpétné
inhibici enzym0 odpovédnych za synthesu produktu.
A v neposledni fadé by mohla vyroba probihat konti-
nudlné. Nicméné se zatim nepodafilo tuto piekazku
vyiesit*.

Vyroba v karotenoidnich organismech
e Dunaliella salina

produkci B-karotenu. Dunadliella salina je jednobu-
nécna fasa, u které je mira akumulace zévisla na vy-
soké salinité, intenzité svétla, pfisunu dusiku a idealni
teploté. Pfi téchto podminkach je D. salina schopna
hromadit B-karoten v chloroplastech az do vy3e 12%
susiny biomasy. Produkuje B-karoten, ktery je slozen
ze dvou stereoizomer( (cely izomer je trans a 9-cis izo-
mer), pfiblizné ve stejné koncentraci. Tento pomér ma
vynikajici biologickou dostupnost, antioxida¢ni vlast-
nosti a fyziologické Gcinky, coz je doloZzeno vysokym
obchodnim zéjmem o tento produkt.

Viyrobni podniky se nachazi pfedevsim v oblastech
s teplym podnebim, vysokym slune¢nim zafenim,
minimalni obla¢nosti a s hypersalinni vodou, napf:
v Cing, Izraeli, USA a Austrdlii. Kultivace D. saliny je
zaloZena na autotrofnim rdstu v médiich, ktera obsahu-
ji anorganické ziviny a oxid uhlicity jako zdrojem uhliku.
Celosvétova roc¢ni produkce D. saliny je 1200 t/rok>#.

e Haematococcus pluvialis

Jednobuné¢na fasa, kterd je jednim ze dvou organis-
mu, které se pouzivaji pro vyrobu astaxanthinu. H. plu-
vialis, ktery skladuje astaxanthin v tukovych kapénkéch
v cytoplasmé, je citlivy na kontaminaci jinymi mikroor-
ganismy, a také na stresové podminky (vysoka, nizka
teplota nebo svétlo). Za stresovych podminek zacne
fasa akumulovat pravé astaxanthin az do Urovné 3%
susiny biomasy. Ale pro tuto koncentraci produktu
musi byt H. pluvialis nékolik tydnl kultivovany
v podminkach s dostatkem svétla a Zivin. Poté se bio-
masa vystavi stresovym podminkdm (nedostatek Zivin,
predevsim dusiku a fosforu, nedostatek svétla, vysoka
teplota nebo pfidani soli). Vyrobni podniky se nachazi
predevsim na Havaji, ve Svédsku a lzraeli?*.
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e Phaffia rhodozyma

Druhym vyznamnym producentem astaxanthinu je
kvasinka Phaffia rhodozyma. Jeji schopnost akumulace
neni tak vysokd jako u pfedchozich dvou mikroorga-
nismd. Dokadze hromadit produkt az do vySe 0,03%
susiny biomasy. Také byly vyvinuty geneticky upravené
kmeny P. rhodozymy, které produkuji kantaxanthin,
coz je meziprodukt synthesy astaxanthinu?“.

Vyroba v nekarotenoidnich organismech

e Escherichia coli

Vétsina genl nutnych pro synthesu karotenoidti byla
klonovana z bakterii rodu Erwinia do Escherichia coli.
Produkce karotenoidd v burikdach E. coli, transfor-
movanych pomoci heterolognich genf, je v3ak obvykle
nizkd ve srovnani s nékolika set krat vyssi akumulaci
produktu u karotenoidnich organisml jako je
Dunaliella salina a Haematococcus pluvialis. Tato potiz
je zplsobena omezenou zésobou isoprenoidnich pre-
kurzorli pro synthesu metabolit jako je chinon nebo
dolichol, které jsou potiebné pro buriku v malém mno-
zstvi. Proto se vyuziva MEP drahy, kde se vynosy mohou
zvysit az 6 krat. Dalsi prekazkou v produkci karotenoi-
di je omezena skladovaci schopnosti bunky. Jelikoz
jsou karotenoidy lypofilni slouceniny, skladuje je E. coli
v buné¢né membrané. Coz pfi zvySené akumulaci pro-
duktu vede k zastaveni ristu bunék, popfipadé az ke
smrti.

Prozatim poskytuje E. coli dobré vysledky v pro-
dukci lykopenu, B-karotenu a zeaxanthinu, a tim
i perspektivniho producenta karotenoidi do budouc-
nosti'>4,

e Saccharomyces cerevisiae a Candida utilis

I u téchto mikroorganisml byly pouzity geny pro
synthesu karotenoidd z bakterii rodu Erwinia
a Rhodobacter. Na rozdil od E. coli maji kvasinky
dostatek skladovacich prostor pro karotenoidy
v membranach a velkou zasobu isprenoidnich prekur-
zorl pro synthesu produktu. Diky tomu jsou povazova-
ny za vhodné producenty karotenoid( pro farmaceutic-
ky pramysl a krmna aditiva. S. cerevisiae a C. utilis se
vyuzivaji jako producenti lykopenu, p-karotenu, astax-
anthinu a zeaxanthinu'3*.

Vyroba v rostlinach

e Rajce

Pouzitim genl pro enzymy lykopen pB-cyklasu
z Arabidopsis thaliana a B-karoten hydroxylasu z pepie
se podafilo zvysit produkci v plodu u B-karotenu az
13 krat a u zeaxanthinu, astaxanthinu a luteinu az
10 krat. Vy3si produkce B-karotenu je zplsobena enzy-
movou pieménou lykopenu pomoci lykopen B-cyklasy
z Arabidopsis thaliana, a tim i zmény barvy duziny
z Cervené barviciho lykopenu na oranzové barvici
B-karoten. ZvySeni xanthofilG (zeaxanthinu, astaxanthi-
nu a luteinu) je umoznéno diky B-karoten hydroxylasu
Z pepie®®.



e Repka A to zplsobilo zvySeni produkce karotenoidi az
U fepky se podafilo genetickou Upravou zvysit na drovei 35 mg/g ryze®.
produkci B-karotenu az 316 krat, coz v porovnanim

s bramborem (7 krat) a rajéetem (13 krét) je velice Zaver
neotekavany vysledek. Zatimco koncentrace fytoenu Tento ¢lanek nastifiuje soucasnou problematiku
se snizila a koncentrace luteinu (hlavni karotenoid v biotechnologické vyrobé karotenoid(, ale i mozné
v netransgenni rostling) zGstala téméf beze zmény. budouci vyuziti geneticky modifikovanych organism.
Soucasné s témito zmé&nami se neotekavané modifiko- Protoze je biosyntheticka draha u karotenoid(i a jeji
valo i slozeni mastnych kyselin, ¢ehoZ by se nechalo regulace stale velmi nejasna, nedafi se zvysit produkci
vyuzit pro snadnéjsi izolaci karotenoid(i z tohoto pro- u nekarotenoidnich organism@, u kterych je potiz
ducenta®. i s omezenou skladovaci kapacitou. Toto vSe brani
k SirsSimu komercnimu vyuziti rekombinantnich orga-

e Ryie nismG produkujicich karotenoidy'234,

Transgenni ryze je opravdu velikym uUspéchem, ne- Vzhledem k tomu, Ze se na celém svété potykdame
bot ryze neni béinym producentem -karotenu. s nedostatkem karotenoid(l pfijimanymi v potravé,
U ,zlaté ryze” 1. typu byla produkce karotenoid( jesté a tim vhodnych prekurzor( zvlasté pro vitamin A bylo
velmi nizkd (1,6 mg/g ryze), coz bylo zplsobeno by schvéleni a pfijmuti transgenni ,zlaté ryze” nebo
genem pro enzym fytoen synthasu, kterd byla pouzita raj¢ete spotiebiteli, zasadnim krokem v boji proti
z rostliny narcisu. Tento gen pro enzym byl u ,zlaté tomuto nedostatku®.
ryze” 2. typu vyménén za fytoen synthasu z kukufice.
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Souhrn

Svoboda P.: Biotechnologicka vyroba karotenoida

Karotenoidy jsou dilezité rostlinné pigmenty. Jsou to esenciélni latky pro mnoho Zivocich(, véetné ¢lovéka. Jejich produkce je tedy
karotenoidll patfi Dunaliella salina, Haematococcus pluvialis a Phaffia rhodozyma. Nicméné se védci pokouseji pro vyrobu geneticky
modifikovat i jiné organismy napi: Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae nebo rostliny, jako je raj¢e, brambor, fepka nebo ryze.
Klicova slova: karotenoidy, xanthofyly, biotechnologicka vyroba karotenoidt, geneticky modifikované organismy

Summary

Svoboda P.: Biotechnological production of carotenoids

Carotenoids are important plant pigments. They are substances essential for many animals, including humans. Their production is there-
fore an essential part of industrial production, because they are added as additives for food and feed mixtures. Dunaliella salina,
Haematococcus pluvialis a Phaffia rhodozyma belong to the most important producers of carotenoids. However, scientists are trying
to modify genetically other organisms for production, such as: Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae or plants such as tomatoes,
potatoes, canola or rice.

Keywords: carotenoids, xanthophylls, biotechnological production of carotenoids, genetically modified organisms

SYNTETICKA BIOLOGIE

Jana Hofmeisterova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha, jana.hofmeisterova@vscht.cz

S rozvojem spolec¢nosti je spojen vznik novych véd- genetiky bakterii, a to proto, ze diky témto znalostem
nich oborld a disciplin, které pak nachazeji uplatnéni budou védci schopni vytvoiit unikdtni formy Zivota,
v rznych prdmyslovych aplikacich. Jednim z téchto které ndam pomohou lépe porozumét nejen piirodé,
novéjSich obor( je synteticka biologie, kterd v3ak stéle ale i samotnym dé&jim, které v pfirodé probihaji.
jesté skryva fadu tajemstvi. Velky vliv na tento novy Dodnes vSak neexistuji pfesné hranice mezi klasic-
obor maji zejména rozsifujici se znalosti v oblasti kymi genovymi manipulacemi a syntetickou biologii.
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Co to vlastné je synteticka biologie

Synteticka biologie, kterd byva casto oznacovana
pouze zkratkou ,Synbio”, je novou oblasti vyzkumu,
ve které se védci snazi modifikovat stavajici organismy
tim, Zze navrhuji a syntetizuji umélé geny nebo proteiny,
za Ucelem porozuméni zdkladnim molekularnim
mechanismd@m biologickych systémua. Vyuzivaji tedy
pfirodu jako velky zdroj tzv. stavebnich kostek a tvofi
s jejich pomoci organismy se zcela novymi vlast-
nostmi’.

Jde o multi-disciplindrni obor spojujici poznatky
z rlznych védnich oborll jako je genetika, chemie,
fyzika, genové inzenyrstvi, biomolekuldrni inZenyrstvi,
biochemie a fada dalSich. Kazdy z téchto obort s sebou
piinasi jiny pohled na danou problematiku, coz umoz-
riuje hlub3i proniknuti do daného problému 234,

Pojem syntetickd biologie byl poprvé pouzit v roce
1974 Waclawem Szybalskim jako synonymum pro
technologie rekombinantni DNA, vyuZivané pro pifi-
pravu modifikovanych bakterii .

Dnes se tento pojem pouzivd pro tzv. redesign Zivota,
ktery slouzi k syntéze novych molekul a systém se zcela
novymi funkcemi a vlastnostmi, které nejsou v samotné
pfirodé provadény. Jde zejména o studie spojené
s modelaci, pocitacovou simulaci a naslednym porov-
nanim s experimentem provadénym v laboratofi. Synte-
ticka biologie ma tedy potencial jak védecky (napi. pod-
pora Darwinovy teorie), tak i technologicky. '

Za vid¢i postavu syntetické biologie je povazovan
Jonh Craig Venter, ktery se narodil 14. fijna 1946 v Salt
Lake City. J. Craig Venter je biolog, podnikatel a zakla-
datel J. Craig Venterova Institutu, Celera Genomics
a Ustavu pro vyzkum genomu. Je také povazovén
za prakopnika sekvenace genom(. V roce 1995 jako
prvni piecetl kompletni genom bakterie Haemophilus
influenza. Podilel se na piecteni lidského genomu.
V roce 2009 vznikl partnersky program mezi J. Craig
Venter Institutem a Exxon Mobil s cilem vyvinout nova
biopaliva >*.

Dva rozdilné pfistupy v syntéze novych molekul

V soucasné dobé existuji dva rozdilné pfistupy vyuzi-
vané pfi syntéze novych molekul. Jednim z nich je tzv.
Top - down piistup, ktery se snazi nalézt co nejmensi
mozny pocet genl tak, aby byl organismus schopen
pieZit, rozmnoZovat se a vlozit jej do prazdné buriky.
Vychézi tedy z jiz existujiciho organismu a méni ho
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Obr. 1: Srovnani DNA a PNA. "
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s cilem vytvofit zcela novy a odlisny. Timto pfistupem
se zabyva J. Craig Venter Institut, ktery ma uz v dnesni
dobé na svém konté fadu uspéchl5”.

Druhym z pfistupl je tzv. Botton — up, ktery hleda
jednodussi struktury tzv. biocihly, které by bylo mozné
vyuzit ke konstrukci nového umélého organismu. Snazi
se vytvofit buriku, ve které budou zakladni elementy
(geny a veskeré metabolické drahy) vazany na povrch
této struktury. Tento pfistup vyuzivd Stenn Rasmussen
z Los Alamos National Laboratory>”.

Jako stavebni prvky pfi syntéze novych molekul védci
vyuzivaji tektony a PNA (tzv. peptid nukleové kyseliny).
Tekton je ¢ast sekundérni struktury nesouci informaci
o spojeni do struktury vyssiho fadu. Jde o termin
ze supramolekularni chemie, kde se pouzivd k po-
pisu naprogramovanych molekuldrnich komponentd
a nanometrickych stavebnich kamend. Hlavnim cilem
tohoto spojovani je vytvofit novy synteticky postup,
kdy by se jednotlivé struktury spojovali ve vyssi troveri
slozitosti a vytvofily by tak synteticky biologicky prostor
(nejslozitéjsi a co nejméné pfirozeny)*.

PNA (Obr. 1) je uméle syntetizovany polymer po-
dobny nukleové kyseliné DNA nebo RNA. Ma zacho-
vané klasické parovani, pouze s tim rozdilem, Ze misto
ribosy nebo deoxyribosy je N-(2-aminoethyl)-glycin
propojeny peptidovymi vazbami. Snahou syntetické
biologie je vyuzivat zcela odliSné stavebni bloky nez ty,
které mizeme nalézt béiné v pfirodé a vyuzit je pfi
syntéze unikatnich forem Zivota*.

Cile syntetické biologie

Cilem syntetické biologie je co nejlépe a do detailu
porozumét biologickym systémdm. Déle pak pfiprava
novych léciv, které by byly vyuZity pfi lé¢bé doposud
nevylécitelnych nemoci. Rychlé generovéni riznych
subtypt vakcin proti mikrobidlnim chorobam, které by
bylo moiné kdykoliv, rychle a v jakémkoliv mnozstvi
pfipravit. Vyvoj vyspélych biopaliv jako alternativnich
zdroji energie, diky kterym by nedochdzelo ke stéle
vétSimu zatéZovani planety a zabranilo by se tak
moznym ndésledkdim globélniho oteplovani. Pfiprava
komplikovanych chemickych sloucenin, které neni
schopen organismus sam syntetizovat nebo je neni
schopen syntetizovat v dostatecném mnozstvi a v ne-
posledni fadé likvidace nebezpecnych toxickych
odpadt, které by jinak mohly zplsobit nezvratné
zmény na nasi Zemi 2782,

B B B
\fo kﬁo H/o
N N N
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(N-terminal) 0 0 0

PNA



Dosavadni uspéchy

Nejvice uspéchl bylo dosazeno za pomoci tzv.
Top-down pfistupu pfi syntéze novych molekul.
StéZejnim uspéchem syntetické biologie byly diagnos-
tické néstroje pro HIV a hepatitidy a prvni uméle synte-
tizovany genom bakterie Mycoplasma mycoides, ktery
patfi mezi nejdelSi chemicky definovanou strukturu
syntetizovanou v samotné laboratofi. K dal3im uspé-
chlim patfi syntetizovany kompletni genom infekéniho
bakteriofdga X174 a viru obrny a v neposledni fadé také
Uspésny proces transformace jednoho druhu bakte-
ridlni buriky do druhého pomoci genové transplantace.
VSechny tyto uspéchy jsou pfipisovany prévé J. Craig
Venterovu Institutu'>2.
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Zavér

Synteticka biologie na svij nejvétsi rozkvét teprve
¢ekd. Zatim spiSe vyvolédva vinu skeptismu a poten-
cialnich etnickych obav z mozného tniku nové vytvore-
nych organismu a pfipadného zneuziti této nové tech-
nologie pifi pfipravé biologickych zbrani. S prolomenim
téchto predsudkll a s postupnym rozsifovanim synte-
tické biologie na dalsi kontinenty je ocekavana tech-
nicka revoluce. Pfedpoklada se, Ze v roce 2015, nasta-
ne zlom v celém chemickém primyslu a ze cela jeho
jedna pétina bude zdvisla pravé na syntetické biolo-
gii a jejim vyuZiti. Jednou z nejvétsich vyzev v oblasti
syntetické biologie je schopnost postavit vétsi
a slozitéjsi sité rtznych slozek.
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Syntetickd biologie je multi-disciplinarni védni obor, jehoZ cilem je syntetizovat unikétni formy Zivota, které napodobuji ty pfirozené,
na podporu Darwinovy evoluéni teorie. Pfi syntéze novych molekul védci vyuzivaji nové stavebni bloky, tzv. tektony a PNA. Existuji dva

Venter, biolog a zakladatel J. Craig Venterova Institutu.

Klicova slova: synteticka biologie, tekton, PNA, Top — down pfistup, J. Craig Venter

Summary
Hofmeisterova J.: Synthetic biology

Synthetic biology is a multi-disciplinary field of science, which aim is to synthetize the unique life forms, that simulates the natural forms,
to support Darwinian evolution theory. Researchers use the new building blocks, so-called tectons and PNA, by synthesis of new mole-
cules. There are two different approaches in the synthesis of new molecules, in which is the most important the Top — down approach.
A leading figure of synthetic biology is J. Craig Venter, a biologist and the founder of J. Craig Venter Institute.

Keywords: synthetic biology, tecton, PNA, Top — down approach, J. Craig Venter
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