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Bioprospect, the bulletin of the Biotechno-
logy Society is a journal intended to inform
the society members about the most recent
developments in this field. The bulletin should
supply the vitally 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 biotechnology. Articles will be published
informing about the newest theoretical fin-
dings, but many planned papers are devo-
ted to fully practical topics. In Czech Republic
there is a growing gap between basic research
and production. It is extremely important
to reverse as soon as possible the process
of further opening 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 facili-
tate the exchange and targeted delivery
of information. The editorial board wel-
come advertisements of products such as
chemicals, diagnostics, equipment and
apparatus, which have already appeared

on the Czech market, or are projected,
enter it. Services, free R&D or production fa-
cilities can also be advertised. The editorial
board, together with the executive committee
of the Biotechnology Society, hope that may-
be some informat on published in the Bulletin,
or some new contacts based on it, will give
birth to new cooperation 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 Repub-
lic, to advertise in the Bulletin BIOPROSPECT,
which is mailed directly to more than one
and a half thousand Czech biotechnologists.
For more information contacts the editorial
board or directly:

Petra Lipovova, Ph.D. (editor in chief)

ICT, Technicka 3

166 10 Prague 6, Czech Republic

Phone +420 220 443 028

e-mail: petra.lipovova@vscht.cz

http://bts.vscht.cz



UVODEM

Vazeni pratelé,

vitdme Véas ve dvacdtém ctvrtém ro¢niku casopisu
.Bioprospect”, ktery se nds snazi ¢tvrtletné informovat
o vyznamnych udalostech nasi spole¢nosti a pfinaset
zejména kratké prehledné ¢lanky i pGvodni prace z riiz-
nych oblasti biotechnologii. Pevné véfim, ze se Vam
bude libit formélni inovace naseho ¢asopisu, zejména
zména obalky. Pfispivajicim bychom radi pfipoméli,
zZe Bioprospect byl Radou pro vyzkum a inovace zafa-
zen do seznamu recenzovanych (neimpaktovanych)
¢asopisl pro r. 2014 (http://www.vyzkum.cz), coz jisté
uvitaji ti, kterym tato skute¢nost pomUze ziskavat body
do jejich profesiondlniho hodnoceni. Nas casopis je
v elektronické formé dostupny i na webovych strankach
nasi spolec¢nosti (http://bts.vscht.cz), takze pokud Bio-
prospect ztratite ¢i nékam zalozite, mizZete jej kdykoliv
nalézt na internetu. Dale bychom Vas radi informova-
li, Ze tyto nase webové stranky jsou archivovany N&-
rodni knihovnou a jsou tedy dostupné i timto zpuso-
bem http:///webarchiv.cz). V tomto prvnim ¢isle publi-
kujeme prace, které byly vysledkem projektu Operacni
program Praha — Adaptabilita (Praha-EU), ktery probiha
na VSCHT v Praze. V leto3nim roce dale potitame s tim,
ze vydame specidlni ¢islo, které bude obsahovat vy-
brané ¢lanky praci presentovanych na symposiu Bio-
Tech 2014.

Znovu pfipominame, Ze pfipravny vybor pokrocil
v piipravé mezinarodniho symposia BioTech 2014
a s nim spojeného 6. Cesko-3vycarské symposia s vy-
stavou, které se uskutec¢ni opét v Nérodni technické
knihovné v Praze-Dejvicich ve dnech 11. - 14. 6. 2014.
Webova stranka (www.biotech2014.cz) pfindsi podrob-
né informace véetné detailniho programu symposia.
Radi uvitame dalSi Gcastniky, ktefi maji zajem o poste-
rovou presentaci ¢i jen pasivni Ucast. Organizace a bio-
technologické firmy mohou vyuzit moznosti vystavovat
¢i se presentovat svymi spoty, reklamou v knize abstrakt
¢i distribuci propagacnich materiald dle dohody s orga-
nizétory. Véfime, Ze ndm pomdzete informaci o sym-
posiu rozsifit doma i v zahrani¢i a pfispéjete tak k jeho
uspéchu.

Nas kazdoroc¢ni jarni seminaf se uskutec¢ni 15. 5. 2014
ve 14 hod v poslucharné B Il na VSCHT v Praze (viz pfi-
loZzend pozvanka). Pfednaska, pfednesena p. Ing. Vac-
lavem Stépankem z MBU AV CR, ma nézev ,Aplikace
metagenomiky v biotechnologiich.

Koncem minulého roku, a to 19. listopadu zemfel
ve svych 95 létech nositel dvou Nobelovych cen za che-
mii, prikopnik studia struktury bilkovin a nukleovych
kyselin — Frederick Sanger.

Frederick Sanger studoval v anglické Cambridge, kde
se stal “major in biochemistry” v r. 1938 a kde pozdéji
také dokoncil i sva doktorska studia. Nejprve se tispés-
né vénoval studiu struktury peptidd a bilkovin, které
vyvrcholilo stanovenim primarni struktury insulinu. Sta-
novil sekvenci vSech 51 aminokyselin a zahdjil tim éru
stanovovani primarni struktury nejrtiznéjsich bilkovin
v padesétych a Sedesétych letech. Vsem chemikdm je

dobfe znama jeho metoda stanoveni N-koncové ami-
nokyseliny pomoci 2,4-dinitrofenylderividtu peptidu.
Tato prikopnicka prace byla ocenéna Nobelovou ce-
nou v r. 1958, kdy bylo Sangerovi 40 let.

Sanger pak obrétil svou pozornost na studium me-
tod sekvenovédni DNA. Pii svém studijnim pobytu
v danské Carlsbergské laboratofi v r.1965 jsem mél
moznost se s Fredem Sangrem setkat a vyslechnout
si jeho pfednasku o jeho dosavadnich vysledcich
ve vyvoji metod sekvenace DNA. Prvni versi pouzitelné
sekvena¢ni metody DNA navrhl jiz v r. 1975, dva roky
pfed konkuren¢ni metodou Waltera Gilberta a spol.
Jeho metoda vyuzivajici DNA-polymerasy | (z E.coli)
k vytvofeni komplementéarnich kopii sekvenované
jednovlaknové DNA byla dovedena k dokonalosti
v sedmdesétych létech, pozdéji byla automatizovéna
a v podstaté umoznila spusténi projektu lidského geno-
mu. Za tyto prikopnické prace v Usili o sekvenaci DNA
ziskal Sanger v r. 1980 druhou Nobelovu cenu za che-
mii. Tuto druhou cenu ziskal spole¢né s Ameri¢any
Waltrem Gilbertem a Paulem Bergem.

Sanger ziskal fadu dalSich ocenéni z nichz bych rad
jmenoval: ,Fellow of the Royal Society” (1954), ,Com-
mander of the Order of the British Empire” (1963)
a ,Member of the Order of Merit” (1986). Nehynouci
poctou pro Freda Sangera je v3ak jisté “jeho” Sanger
Institute (pozdéji Centre), ktery intensivné pokracuje
v jim zapocatém dile rozvoji genomiky.

V r. 1992 se dvé britské instituce “Wellcome Trust”
a UK Medical Research Council rozhodly zaloZit vy-
zkumné centrum, které by mapovalo, sekvenovalo
a dekodovalo lidsky genom a genomy ostatnich orga-
nismd. Ustaveni tohoto centra napomohlo i rozhodnuti
Evropské molekularné biologické laboratofe (EMBL)
umistit ve velké Britanii Evropsky bioinformacni institute
(EBI). Bylo rozhodnuto, Ze nové genomické vyzkumné
centrum ponese Sangerovo jméno a bude lokalizovéno
v malé vesni¢ce Hinxton asi devét mil na jih od ang-
lické Cambridge. Fred Sanger oficialné oteviel “Sanger
Centre” 4. fijna 1993, tedy zhruba pied deseti lety.

Hlavni cilem Sangerova centra je zabyvat se vyzna-
mem genomiky pro zdravi a nemoc, objasiiovat pod-
statu genetickych a infekénich nemoci, navrhovat jejich
diagnosu, moznosti Iécby a prevence.

Sanger Centre po jeho otevieni zaméstnaval asi 50
lidi, dnes zde pracuje asi 900 lidi a v pfilehlém Evrop-
ském bioinformacnim centru kolem 300 lidi. Centrum
se vyznamné podilelo na projektu lidského i mysiho
genomu. Genomicky vyzkum je samoziejmé zavisly
na sofistikované vypocetni technice, ktera rovnéz za-
jistuje prezentaci dostupnych dat a jejich zpfistupné-
ni ostatnim védeckym pracovnikiim. Sanger Institute,
spolu s kolegy z dal3ich instituci vytvofil plejadu asi 18
databasi (viz http://www.sanger.ac.uk/resources/data-
bases).

Siroky védecky program probihd v 33 pracovnich sku-
pindch, jejichz naplf zde nebudu popisovat. Pies tuto




ohromnou védeckou kapacitu je tieba zddraznit Siro-
kou spolupréci s dalsimi institucemi. Uvadi se, zZe pies
90 % védeckych publikaci zahrnuje spolupraci s dalSimi
organizacemi. Soucasné probiha vice nez 100 projektd
sekvence DNA pathogent. Ustav je schopen realizovat
denné sekvenaci 10 biliond basi a ro¢né produkuje
cca 280 puavodnich védeckych praci.

Sanger Centre je také vyznamnym S3kolicim pra-
covistém. Mimo jiné realizuje 4 — lety PhD program,
pfi ¢emz studenti jsou registrovani na University of Cam-
bridge. Centrum vénuje velkou pozornost komunikaci
s vefejnosti. Ro¢né jej navstivi vice nez 1 500 student,
uciteld a skupin vefejnosti. Navstévnici se setkavaji
s védeckymi pracovniky, maji mozZnost navstivit labo-
ratofe a zUcastnit se nejriznéjSich diskusi (zejména
o etickych problémech) a dal3ich aktivit. Jsou pofadany
videokonference, kursy pro ucitele. Pro vefejnost byla
vytvofena informacni webova stranka www.yourge-

nom.org, kterd ma pomoci porozumét genetice a geno-
mice a pochopit jejich vyznam pro spolecnost. Je také
zdrojem informaci pro ucitele stfednich skol.

Zavérem naseho uvodniku bychom, jiz tradi¢né, radi
pfipomnéli témata c¢lankd, které naleznete v tomto
letoSnim prvnim cisle. Prvnim pfispévkem bude ¢la-
nek o hmotnostni spektrometrii, ve kterém se popu-
larni formou doctete o rozdilu mezi MALDI-TOF/TOF
a LC-Q-TOF a moznostech jejich pouziti. Dalsi ¢lanky
pojednavaji o kyseliné salicylové, o vyuZiti hypertenzni-
ho potkana jako modelového systému lidskych kardio-
vasculdrnich a metabolickych onemocnéni a o metodé
stanoveni bakterii Campylobacter spp. pomoci qPCR.
Vsechny tyto ¢lanky vznikly za podpory OPPA.

Se srde¢nymi pozdravy se té€3i na Vase pfispévky
Vasi
Jan K&$ a Petra Lipovova
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Biotechnologicka spolecnost
Fakulta potravinaiské a biochemické technologie VSCHT
Mikrobiologicky ustav AV CR, v.v.i.

si Vas dovoluji pozvat na seminaf

Aplikace metagenomiky
v biotechnologiich

konany ve ctvrtek 15. kvétna 2014
v poslucharné B 11 VSCHT
Praha 6, Technicka 3/1905, Budova B

stanice metra Dejvicka, vystup ve sméru pfijezdu vlaku do ulice Solinova,
druhou ulici do leva, prvni budova vlevo je budova B VSCHT,
posluchérna je pfimo proti vchodu do budovy

PROGRAM:

14,00 J. Kas, VSCHT Praha: Uvodni slovo
14,10 V. Stépanek, MBU AV CR, v.v.i.: Aplikace metagenomiky v biotechnologiich
15,20 Diskuse a zavér seminaie

Vstup je volny

Za organizatory seminafe:
prof. Ing. Jan Kas, DrSc.
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BioTech 2014 will concentrate on latest achievements in microbial biotechnology,
the key technology for bio-based economies. A o

ill f . ™1 » Swiss Biotech
Lectures will focus on: L Association
‘Large and Small Molecules for Pharma
‘Food, Feed and Nutrition ‘G*
‘Biomaterials and Biochemicals CZECHINVEST
‘Environmental Biotechnology
‘Biorefinery
*Microalgae Biotechnology Caech iotechnology
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Specialised workshops (SIG) and round-table discussions can be organised
upon request to further strengthen relationship between industry and academia.

INSTITUTE OF
CHEMICAL TECHNOLOGY
PRAGUE

June 11-14, 2014
Prague, .
Czech Republic zh e cercesnd
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Registration Fee =", Suiss Biotech
Registration fee includes: Opening session, welcome party, <I;.-' Association
all conference sessions, workshops, book of abstracts, |
lunches and refreshment during breaks. <G>
CZECHINVEST

Reg u Ia r €3 0 0 €350 Investment and Business Development Agency

Students €200 €250 biclechnel

Accompanying person €1 50 €1 50 Czech Biotechnology
2L
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VEDECKO-PEDAGOGICKE ODPOLEDNE U PRILEZITOSTI
60. VYROCIi ZALOZENI KATEDRY BIOCHEMIE
PRIRODOVEDECKE FAKULTY UK

Miroslav Sulc a Marie Stiborova

Katedra biochemie Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze, miroslav.sulc@natur.cuni.cz

V zévéru loriského roku, ve stfedu 11. prosince 2013,
se u pfilezitosti 60. vyro¢i zalozeni katedry bioche-
mie Pfirodovédecké fakulty UK uskutec¢nilo védecko-
-pedagogické odpoledne. V poslucharné CH2 budovy
chemickych kateder PiF UK, nesouci jméno zaklada-
tele katedry biochemie prof. J. V. Kostife, byly dvéma
vyznamnymi absolventy katedry biochemie, profeso-
rem Véclavem Hofejsim, sou¢asnym feditelem Ustavu
molekularni genetiky AVCR, a profesorem Vaclavem
Patesem, feditelem tohoto Ustavu v letech 1999 -
- 2005, pfedsedou Akademie véd Ceské republi-
ky v letech 2005 — 2009, pfedneseny poutavé pied-
nasky a jejich osobni vzpominky. Prvni fe¢nik se s némi
ve své pfednasce ,Vzpomindni vdé¢ného starnouciho
absolventa katedry biochemie” podélil o své osobni
vzpominky na katedru biochemie, zminil osobnos-
ti byvalych vedoucich, prof. J. Kocourka a prof. M. Ti-
ché, a zavzpominal i na ve své dobé unikatni metodiky
a vysledky z vyzkumu lektinG. Pfiblizil nam téz dobu
poc¢atku svého plsobeni na dstavech AVCR. Profesor
V. Paces se ve své prednasce ,Josef Kostif a povalec-
né biochemie” zaméfil nejen na osobnost zakladatele
katedry, profesora J.V. Kostite, ale pfipomenul i udalosti
pfedchézejici zalozeni katedry biochemie, které ovliv-
rnovaly jeji budouci védecké i pedagogické sméfova-
ni. Sou¢asné byla zminéna fada osobnich vzpominek
na dobu jeho studia a vyzkumné ¢innosti na katedfe.
Pfednasku uzaviel vzpominkou na jeho nedavné set-
kani s pani profesorkou S. Leblovou, zakladatelkou
vyzkumu biochemie rostlin na nasi katedfe.

V pribéhu setkani byla v pfednédsce soucasné-
ho vedouciho katedry, docenta Miroslava Sulce ,Ka-

tedra biochemie PHUK - pfitomnost a budoucnost”
pfedstavena pedagogickd a védeckd Cinnost katedry.
Kromé program0 studia, tématického zaméfeni vé-
deckych skupin na katedfe a projektového zabezpe-
¢eni vyzkumu a pfistrojového rozvoje katedry zaznéla
i vzpominka na docenta Z. Sipala, zakladatele vyzkumu
cytochromu P450 na katedie biochemie. Po pfednas-
kdch pokracovalo setkani v pratelské atmosféie dis-
kusi a osobnimi vzpominkami fady absolventd. Profesor
S. Zadrazil vzpomenul osobnost docenta A. Jindry a jim
pofddané ,spanilé jizdy po ceskych farmaceutickych
laboratofich”. Zévérem byly proneseny pozdravy a piéni
pfitomnych zéstupcl biochemicky ¢i chemicky oriento-
vanych pracovist z celé Ceské republiky (prof. J. Kas3,
prof. P. Anzenbacher, prof. J. Barek, Doc. F. Smid a fada
dalsich). Setkéni bylo zakonceno slavnostnim pfipitkem
a pohosténim, béhem kterého probihala v pfijemné
atmosféfe fada osobnich rozhovori a setkani.

Dovolte ndm co nejsrde¢néji podékovat viem hos-
tdm pofadaného setkani a aktivnim tcastnikiim disku-
se za pfipomenuti historie a soucasnosti katedry bio-
chemie PiF UK a spole¢né piijemné straveny cas. Jejich
vzpominky ndm pfipomnély historii, ze které mzeme
s Uctou cerpat i do budoucnosti, a mizeme snad i vé-
fit v uspé3né smérovani katedry v nésledujicich letech.
Zavérem nam dovolte popfat nejen katedie biochemie,
ale i celé biochemické komunité a katedrdm zamére-
nym na vyuku biochemie a biochemicky orientovanym
pracovistim co nejvice Sikovnych studentd a absol-
ventl, mnoho pedagogickych i védeckych uspéch,
a dostatek entusiasmu do dalSich let.
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EVROPSKA UNIE

IMPLEMENTACE NOVYCH METOD VE VYUCE BIOCHEMIE

A FORENZNIi ANALYZY

Stépanka Hrdlickova Kuékova, Lucie Coufalova, Lucie MarSalova
Ustav biochemie a mikrobiologie, Vysokd skola chemicko-technologickd v Praze, kuckovas@vscht.cz

V rdmci 6. vyzvy Operac¢niho programu Praha — Adap-
tabilita, prioritni osy Modernizace pocate¢niho vzdé-
lavani, ziskala nase skola financ¢ni zdroje, které budou
vyuZity v projektu ,Implementace novych metod ve vy-
uce biochemie a forenzni analyzy”, jez bude realizovan
v terminu 1. 7. 2013 - 28. 2. 2015.

Projekt je zaméfen na rozvoj moderniho forenzné-
-biochemického zézemi, kdy budou v rdmci klicovych
aktivit inovovany odborné pfedméty: Laboratof analyzy
biologickych material(i, Forenzni mikroskopie, Bioana-
lytické metody a Bakalaiska prace. Soucasti inovace,
prostiedkem pro studium doktorandG a zéaroven dal-
8im dil¢im cilem projektu je realizace a uvedeni do pro-
vozu dvou vyukovych zafizeni, kterd budou zakoupena
z prostiedkl projektu a to konkrétné fluorescen¢ni mi-
kroskop a infracerveny (FTIR) spektrometr. Inovovana
vyuka pak bude predstavovat sezndmeni a praci stu-
dentd s témito zafizenimi, kterd budou umisténa v la-
boratofi fluorescen¢ni a infracervené mikroskopie.

Nedilnou soucasti tohoto projektu je zarover i finan¢-
ni podpora studentl bakalafského a doktorského stu-
dijniho programu Fakulty potravinaiské a biochemic-
ké technologie, a to pfedeviim formou stipendijnich
program(. Jedna se o klicové aktivity ,Podpora tymové

o Il

spolupréace studentd”, ,Podpora student(i bakalarské-

ho studijniho programu”, ,Rozvoj publika¢nich schop-
nosti student(”, pfiprava a realizace pfednések ,Stu-
denti studentm”.

Cilem projektu je dosazeni systematické kvalitni
vyuky bioanalytickych technik na Vysoké skole chemic-
ko-technologické v Praze a rozsifeni obecného poveé-
domi o vyznamu forenzni analyzy, coz by mélo mimo
jiné motivovat studenty, aby posilili fady odbornych
pracovnik v celé fadé biochemickych odvétvi a rovnéz
také co nejvice ulehcilo vstup absolventt na trh prace.
Toho ma byt dosazeno zvySenim Urovné bioanalytické-
ho zazemi pro vyuku forenznich technik, implementace
novych metod do vyuky véetné vytvofeni novych labo-
ratornich uloh zahrnujicich i fluorescenéni mikroskopii
a infracervenou spektroskopii a navazujici zpracovani
ziskanych dat. K dal$imu rozvoji forenzné analytickych
metod ma pfispét rovnéz preneseni nejmodernéjSich
znalosti z oblasti bioanalytické chemie prostiednictvim
stazi studentd doktorského studijniho programu Vyso-
ké skoly chemicko-technologické v Praze na zahrani¢-
nich pracovistich, které jsou pIné hrazeny z financnich
prostiedkd projektu.

Evropsky socidlni fond
Praha a EU - Investujeme do vasi budoucnosti
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EVROPSKA UNIE

NENIi HMOTAK JAKO HMOTAK ANEB POROVNANI
MALDI-TOF/TOF MS A LC-Q-TOF MS

Radovan Hynek

VSCHT v Praze, Fakulta potravindiské a biochemické technologie, Ustav biochemie a mikrobiologie, radovan.

hynek@vscht.cz

K sepséni tohoto ¢lanku mé vedla rostouci pop-
tavka po objasnéni rozdilu mezi hmotnostni spektro-
metrii na principu MALDI-TOF (pfipadné TOF/TOF)
a hmotnostni spektrometrii na principu LC-Q-TOF. Cilem
¢lanku neni pfilisné zabihani do detaill, ale naopak
stru¢né objasnéni zminénych metod na takové urovni,
aby bylo uZite¢né i pro ctenare, ktefi nemaji k hmot-
nostni spektrometrii pfilis blizko. Clanek je ¢lenén do tfi
¢asti. V prvni ¢asti je stru¢né popsan rozdil obou hmot-
nostné-spektrometrickych metod, druha ¢ést se zabyva
priklady jejich vyufziti a tieti je pak zaméfena na prak-
tické zélezitosti, jakymi jsou pfiprava vzorkd a komu-
nikace s obsluhou pfistrojt.

V ¢em se liSi MALDI-TOF (TOF/TOF)
a LC-Q-TOF

Princip metody MALDI-TOF je ziejmy jiz z piekladu
této anglické zkratky (Matrix Assisted Laser Desorption
lonisation-Time of Flight), tedy matrici podporovana
laserova desorpce/ ionizace—doba letu. Bylo zjisténo,
Ze urcité organické slouceniny (oznacované jako matri-
ce), napriklad derivéty kyseliny skoficové nebo kyselina
dihydroxybenzoova, mohou do svych krystalt zakom-
ponovat molekuly analytu (napfiklad peptidy nebo pro-
teiny). Po ozéfeni laserem pak dojde k 3etrné ioni-
zaci, aniz by doslo k rozpadu molekuly na fragmenty.
Pfi vhodné zvolené intenzité laseru, tak ziskd ¢ast mo-
lekul analytu kladny jednotkovy naboj. Ve stejnosmér-
ném elektrickém poli je pak vSem vzniklym iontlim
se stejnym ndbojem udélena stejna kinetickd energie
bez ohledu na jejich hmotnost. Protoze oviem plati,
ze kineticka energie je rovna také 1/, mv?, bude rych-
lost hmotnéjsich ¢astic mensi nez rychlost ¢astic méné
hmotnych. Bude jim tedy trvat déle, nez dopadnou
na detektor. A pravé Cas letu je mérenou veli¢inou,
ze které je pak spoctena hmotnost. Délka letu muze
byt, zejména u mensich molekul, jakymi jsou napfiklad
peptidy, prodlouzena takzvanym reflektorem. Ten ma
stejny ndboj, jako proti nému lezici Castice, a tudiz je
odrazi na detektor pro reflektorovy méd. Tim se pro-
dlouzi draha letu, ¢imz se znac¢né zpifesni méfeni. Hmot-
nostni spektrometr na principu MALDI-TOF umoziiuje
velmi rychlé a pfesné stanoveni hmotnosti molekul.
Nejcastéji je vyuzivan pro analyzy protein( a peptidd;

Ize jej oviem vyuzit také pro analyzy jinych typt mole-
kul. Vyhodou je relativné jednoducha pfiprava vzorkd
a kratkd doba analyzy. Pfistroj na principu MALDI-TOF/
TOF navic umoziiuje ziskat sekvenéni data vybranych
peptidt. Pokud chceme napfiklad identifikovat proteiny
na zdkladé hmotnosti peptidovych fragmentt ziskanych
specifickym enzymovym Stépenim, napfiklad trypsi-
nem, jsou ziskana hmotnostni data nasledné porovna-
vana s databazi aminokyselinovych sekvenci ziskanych
piekladem ze sekvenci nukleovych kyselin. Podobné
mohou byt identifikovany mikroorganismy na zékladé
souboru specifickych hmotnosti jejich proteind.

Metoda LC-Q-TOF (Liquid Chromatography Quadru-
pole Time of Flight) vyuziva kapalinovou chromatografii
(obvykle nanokapilarni chromatografie na reverzni fazi
C,.) k separaci molekul analytu pfed vstupem do hmot-
nostniho spektrometru. lonizace v hmotnostnim spekt-
rometru je obvykle elektrosprejov4, k separaci molekul
uvniti pfistroje je vyuzit kvadrupdl a k méfeni hmot-
nosti nabitych ¢astic je vyuZit vySe popsany princip TOF.
Pii analyze je navic zna¢nd ¢ast molekul fragmento-
vana, coz napfiklad v pfipadé peptid vede k ziskani
velkého mnozstvi sekvencnich dat. Jedna-li se ndm
o identifikaci protein(, jsou ziskand data opét porov-
navana s databazi odvozenou od znamé genetické
informace. VWyhodou této metody je moznost jejiho
vyuZiti i pro analyzy velmi komplexnich smési. Naopak
Gskalim této metody je jeji znacna Casova, technicka
a personalni naro¢nost. Napfiklad ze sepéti nanokapi-
larni chromatografie a hmotnostni spektrometrie vy-
plyvaji ¢asté technické komplikace a vysoké pozadavky
na Cistotu vzorkl. Zna¢na doba analyz znamena ma-
lou propustnost pfistroje, coz vede k ¢asto dlouhym
¢ekacim dobam na analyzy zejména v exponovanych
obdobich, jako je ¢as doméiovani diplomovych praci.
Néaro¢né je ovsem i kvalifikované vyhodnoceni ziska-
nych dat. K provozu tohoto typu pfistroje je tedy ne-
zbytny zkuseny, s pfistrojem dostate¢né szity, operator
na plny tvazek.

Z vy3e zminénych odstavci je zjevné, Ze pokud je tie-
ba fesit problém proteomického charakteru, je nutné
nejprve kvalifikované rozhodnout, zda bude analyza
provadéna na pfistroji MALDI-TOF/TOF nebo LC-Q-TOF.
Diky jisté komplementarité obou metod muze v nékte-
rych pfipadech vyvstat potieba pouzit metody obé.



Oblasti vyuziti MALDI-TOF/TOF a LC-Q-TOF

Obecné Ize konstatovat, ze v dnesni dobé jsou oba
zminéné pfistroje s vySkolenymi operatory béinou
soucasti pracovist zabyvajicich se biochemii, mikrobio-
logii ¢i molekulovou genetikou. To ovdem neznamen4,
ze v jinych oblastech tyto pfistroje vyuziti nenachazeji.
Nize uvedené piiklady jsou rozdéleny podle typu pfi-
stroje. Toto rozdéleni nevnimejte ovsem pfilis strikt-
né, nebot a¢ v nékterych pfipadech je nutné pouzit
budto jeden nebo druhy pfistroj, tak pro feSeni nékte-
rych bioanalytickych ofisk(i mize byt vyhodné ¢i do-
konce nutné nasadit pfistroje oba.

Priklady vyuziti MALDI-TOF/TOF

Rychld identifikace mikroorganismi

Hmotnostni spektrometr na principu MALDI-TOF
ve spojeni se softwarem pro biotypizace je hojné vyuzi-
van pro rychlou identifikaci mikroorganismd na zakladé
charakteristickych hmotnosti jejich intaktnich proteind.
Rychla identifikace mikroorganismd se maze uplatnit
napfiklad v nasledujicich oblastech: kontrola potravi-
néiskych procest vyuzivajicich mikroorganismy (rychld
identifikace mikrobialni kontaminace potravin), sledo-
vani produkce Iéciv a obecné jakychkoliv biotechnologii
vyuzivajicich mikroorganismd, identifikace patogennich
mikroorganism@ (identifikace nemocni¢nich patoge-
nd, moznost vyuZiti téZ napf. pfi napadeni biologicky-
mi zbranémi nebo pfi epidemiich), sledovani vyskytu
mikroorganismu v Zivotnim prostredi, sledovani mikro-
bialni kontaminace vody (technologie vody).

Rychld identifikace proteini

Ve spojeni s metodou peptidového mapovéni umoz-
nuje pfistroj rychlou identifikaci proteinG na zakladé
analyz smési peptidovych fragment( vzniklych speci-
fickym enzymovym Stépenim. Ziskana data jsou na-
sledné porovnéna s pfisluSnou databazi odvozenou
ze sekvence DNA. Rychla identifikace protein maze
nachazet uplatnéni napfiklad: ve forenzni analyze
(zejména tam, kde je tieba identifikovat proteiny a pep-
tidy - tj. napt. pfi odhalovani padélkti uméleckych dél),
pfi kontrole proteint produkovanych technologiemi vy-
uzivajicimi rekombinantni DNA, pfi kontrole kvality léciv
zalozenych na proteinech nebo peptidech, pfi studiu
vazby tézkych kovl na proteiny u rdznych druh@ hub
a rostlin nebo pro ovéfeni efektivity ipravy molekul en-
zym0 (v enzymovém inZenyrstvi).

Studium struktury proteini

Pristroj Ize vyuzit rovnéz ke studiu posttransla¢nich
(obecné kovalentnich) modifikaci proteind, protoze
kazda modifikace pfedstavuje specifickou zménu hmot-
nosti pfistrojem zjistitelnou. Pfiklady: studium prosto-
rového uspofadani proteinl (prostiednictvim umélych
modifikaci povrchovych aminokyselinovych postrannich
retézcl), identifikace fosforylaci a myristoylaci, ve vi-
rologii pfi studiu proteind nadmolekulovych struktur
a pfi studiu interakci vir s buné¢nymi membranami;
Studium peptidi

Jak jiz vyplyva z vySe uvedeného, lze pfistroj vyuzit
také pro studium peptid(, at uz se jedna o ovéfova-

ni Cistoty syntetickych peptid(i, nebo studium pepti-
dd izolovanych z Zivych organism(. Priklady: studium
biologicky aktivnich peptidi nebo identifikace peptidu
vazicich kovy v potravinach.

Stanoveni molekulovych hmotnosti tam, kde jiné
metody hmotnostni spektrometrie selhdvaji

Z této oblasti lze jako pfiklad uvést identifikaci
a ovéfovani uspésnosti syntézyderivatd hemu, studium
nékterych barviv ¢i navykovych nizkomolekularnich la-
tek v pevné fazi.

Priklady vyuziti LC-Q-TOF

Hmotnostni spektrometr na principu LC-Q-TOF najde
uplatnéni vdude tam, kde je tieba ve slozitych smésich
identifikovat velké mnozstvi proteinti. Nasazeni LC-Q-
-TOF byva tedy nezbytné v pfipadech, kdy je obtizné
nebo nemozné Cisté proteiny ziskat, nebo kdy u zna¢né
velkych molekul proteind potiebujeme ziskat znac¢né
sekven¢ni pokryti.

Analyza membrdnovych proteini

Analyza membrénovych proteint je typickym pfi-
kladem, kdy je nutné nasadit LC-Q-TOF. Proteiny se
silné hydrofobnimi transmembranovymi doménami
totiz nelze rozdélit klasickou 2-DE (kvali srazeni
téchto protein pfi IEF). Navic byvaji membranové
proteiny znac¢né glykosylovany, coz jesté dale snizu-
je manévrovaci prostor pfi jejich identifikaci. Na tom-
to misté je vhodné podotknout, Ze ackoliv je studium
membranovych proteint z analytického hlediska velmi
obtizné, Ize pfedpokladat, ze vynalozené usili za to stoji
vzhledem k vyjime¢nym rolim, které vyplyvaji z lokali-
zace téchto proteinl na hranici dvou svét.

Kvantifikace proteini

Kromé vy3e zminéné identifikace je mozné hmotnost-
ni spektrometr LC-Q-TOF vyuZivat také pro kvantifikaci
proteint nebo peptidd. Ta ma obzvlastni vyznam opét
u proteind, které nemuzeme délit pomoci 2-DE a ziskat
tak alespon pfedstavu o jejich kvantité z intenzity spott
na gelu. Hmotnostni spektrometr LC-Q-TOF umoziiuje
vyuzit ke kvantifikaci proteinti rovnéz tak zvanou label-
-free techniku (bez nutnosti poutzit pro kvantifikaci zna-
¢eni napf. pomoci iTRAQ).

Analyza proteinii tvrdych tkdni

Dalsi obtiznou analytickou oblasti, kde jsou sluzby
pristroje LC-Q-TOF neocenitelné je oblast proteomi-
ky tvrdych tkani. Jedna se zejména o nové metodické
pfistupy, kdy jsou proteiny specificky Stépeny pfimo
v Zubni (napf. dentin) nebo kostni (napf. Celistni kost)
tkani. Tam je pak tfeba analyzovat obrovské mnozstvi
peptidovych fragmentl plvodem z réiznych proteind.

Podobné jako membranova proteomika je i proteo-
mika tvrdych tkani metodicky velmi naro¢nd. Nicméné
i zde Ize ocekavat, Ze vynalozené Usili pfinese své ovoce
s moznou aplikaci napfiklad pro efektivnéjsi vhojovani
zubnich implantét do celistni kosti.

Analyza proteinii z dalsich nerozpustnych matrici

Podobna situace, jako jiz byla zminéna, nastavéa obec-
né vidy, je-li tfeba analyzovat vétSi mnoizstvi proteind
obsazenych v nerozpustnych matricich. To se tyka na-



priklad mineralizatd srde¢nich chlopni, barevnych vrs-
tev historickych obrazd, historickych malt atd

Studium kovalentnich modifikaci proteini

Pokud nejsme schopni ziskat cisté proteiny, je v této
oblasti nasazeni pfistroje LC-Q-TOF holou nutnosti. Po-
kud mame k disposici Cisty protein, mGze byt uzitecné
pouzit kombinaci analyzy pomoci MALDI-TOF/TOF a LC-
-Q-TOF.

Priprava vzorki a komunikace s obsluhou

Pokud jste docetli az sem, a potiebujete-li fesit néjaky
proteomicky tkol, tak pravdépodobné alespori tusite,
zda bude sméfovat spiSe na MALDI-TOF ¢i na LC-Q-TOF.
Kazdopadné bude vhodné nejprve kontaktovat nékoho
z proteomické laboratofe a o mozném feseni zminé-
ného problému si pohovoiit. Pfipravu vzorku je pak
nutné konzultovat pfimo s operatorem, ktery bude
méfeni provadét. Obecné Ize konstatovat, ze pfipravit
vzorek pro LC-Q-TOF analyzu je ¢asové mnohem néro¢-
néjsi z dlvodd nulové tolerance k jakymkoliv mecha-
nickym necistotam (nebezpeci ucpani kolony). Nejen
mechanické necistoty ovsem pro LC-Q-TOF piedstavuiji
riziko; problémem mze byt i pfitomnost urcitych poly-
merdq, které by se trvale vazaly na néplii kolony (obvykle
reverzni faze C,;). Pfitomnost takovych polymerd mize

Souhrn

byt oviem zdérné odhalena pomoci MALDI-TOF. Casto
se jevi jako uzite¢ny pfistup pravé nejprve analyzovat
vzorek pomoci na MALDI-TOF a na zékladé ziskanych
informaci rozhodnout zda provést i analyzu na pfi-
stroji LC-Q-TOF. Analyzy pomoci LC-Q-TOF jsou pod-
pracovist jsou vzorky zafazeny do ,waiting line”. Pfi
planovéani pokust je tfeba pocitat s tim, Ze na vysled-
ky analyz pomoci LC-Q-TOF si mlzete pockat az néko-
lik mésicd. Neni tudiz divu, Ze v univerzitnim prostiedi
tato skutec¢nost zejména v dobé dokoncovani diplo-
movych praci vytvafi jisté napéti. Pokud nejste sami
kovani v proteomice, pocitejte s tim, ze Vase komuni-
kace s operadtorem zméfenim vzorkd neskonci; budete
ho/ji potiebovat jesté na kvalitni interpretaci ziskanych
dat.

Z vySe uvedeného vyplyvd, ze k provozovani Spicko-
vé proteomické laboratofe jsou nezbytné nejen kvalitni
pfistroje, ale také zkuseni operétofi ¢i operatorky.
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Uvod

Kyselina salicylova (SA), chemicky kyselina 2-hydroxy-
benzoova (Obr. 1), je fenolickd slou¢enina, jejiz nazev
je odvozen od latinského nézvu pro vrbu (Salix).
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Obr. 1: A) kyselina salicylova (SA), B) kyselina acetylsalicylova
(aspirin).

Jiz ve starovéku byly Hippokratem rozpoznény blaho-
darné ucinky odvaru z ktry vrby a tento slavny lékaf jej
predepisoval jako Iék proti horeéce. V roce 1828 Johan
Andreas Buchner izoloval malé mnozstvi zluté substan-
ce, kterou nazval salicin. O deset let pozdéji Andrea Pi-
rilio pfeved| salicin na kyselinu salicylovou. V ramci lé-
kaiskych aplikaci kyseliny salicylové se stal pfelomovym
rok 1899, kdy byl v némecké spolec¢nosti Bayer jejich
chemikem Felixem Hoffmanem synteticky pfipraven
derivét kyseliny salicylové, kyselina acetylsalicylova, kte-
ra je ucinnou slozkou jednoho z nejrozsitenéjsich lék,
ne-li nejrozsifenéjsiho, aspirinu'. V tomto pfehledném
¢lanku se vsak nebudeme zabyvat medicinskymi aspek-
ty spojenymi s SA, ale velmi vyznamnou roli této latky
spojenou s dpovédi rostlin na bioticky stres, kde hlav-
nim stresorem je napadeni patogenem (Box 1).

Box 1. Patogeni

Patogeni jsou velmi c¢asto rozdéleni na biotrofy
a nekrotrofy. Stéle vice se jako tfeti skupina uvadéji
tzv. hemibiotrofové. Biotrofové se Zivi Zivou hostitelskou
tkani, zatimco nekrotrofové ni¢i hostitelskou tkar a Zivi
se jejimi zbytky. Zjednodusené si to miizeme piedstavit
tak, ze kdyz rostlina spusti hypersensitivni reakci (HR)
Gstici v programovanou buné¢nou smrt a tato situace
se nelibi biotrofdim, nekrotrofové se budou naopak
vesele Zivit. Z toho vyplyva i rozmanita rostlinna reakce
na napadeni. Mnoho patogent se fadi mezi biotrofy

az nekrotrofy v zavislosti na podminkach a na stévajici
fazi Zivotniho cyklu a prévé z toho dlivodu sez ¢im dal
vice mluvi i o tzv. hemibiotrofech, ktefi se zprvu zdaji
byt biotrofy, ale pfechazeji v nekrotrofy>.

Kyselina salicylova v rostlinach

SA je rostlinny hormon, ktery reguluje mnoho fyzio-
logickych procest jako je kli¢ceni semen, bunécny rdst,
dychani, zavirdni praduchd, senescenci, vynos plodd.
Ucastni se ale také odpovédi na abiotické stresové
faktory a jak jiz bylo feceno, je jednou z klicovych
molekul regulujicich reakci rostlin na infekci pato-
gennimi mikroorganismy. Plsobeni kyseliny salicylové
v nékterych uvedenych procesech je dano jejim efek-
tem na jiné rostlinné hormony'.

Pfi popisu zapojeni SA v rostlinné signalizaci
v reakci vG¢i biotickému stresu je klicovy rok 1979.
White et al. (1979) popsali v kratkém clanku propojeni
mezi SA a rezistenci tabdku vici viru tabdkové mozaiky
(TMV)2. Pfelomovym se stal rok 1990, kdy byly ve stej-
ném (isle ¢asopisu Science publikovédny dvé prace
ukazujici SA jako klicovou komponentu systémové zis-
kané rezistence®* (SAR, Box 2).

Box 2. Systémoveé ziskana rezistence (SAR)

Systémové ziskana rezistence je indukovany imunitni
mechanismus v rostlinach, kdy na rozdil od obratlovct
a jejich adaptivni imunity je SAR Sirokospektra s Zadnou
specifitou v pocétec¢ni fazi infekce. SAR neni spojena
s programovanou buné¢nou smrti (PCD) naopak
podporuje zachranu a pfeziti rostlinné buriky. Bylo
popséno, ze jednou spusténa SAR je schopna pretrvavat
tydny ¢ mésice, dokonce soucasné poznatky ukazuji,
ze by se tato indukce rezistence mohla pfendset
i Z generace na generaci (tzv. transgeneracni imunitni
pamét). Vysledkem SAR je produkce obrannych PR
(pathogenesis related) proteind' ®. Jak v misté infekce,
tak i v nenapadenych ¢astech rostliny.

SAR jako rostlinny fenomén ukazuje, Ze rostlina
v jedné casti napadend patogenem piendsi dosud
neznamym mobilnim signalem do jinych ¢asti rost-
liny informaci o napadeni. V téchto nenapadenych
¢astech rostlin se pak spousti obranné reakce, které
vedou k tomu, Ze rostlin je vice rezistentni k nasled-
nému napadeni patogenem (Obr. 2). Pfi obranné od-
povédi na napadeni je SA zprostfedkujici molekulou
specialné v odpovédi na napadeni biotrofnimi patoge-
ny. Rostlina se obecné proti témto druhim patogent



brani tim, Ze v misté infekce dochazi k hypersenzitiv-
ni reakci a k programované bunéc¢né smrti>. Oviem je
tfeba toto rozdéleni brat s rezervou, nebot nic neni éer-
nobilé a jiz byly publikovany studie ukazujici zapojeni
SA i v reakci na nekrotrofni patogeny.

Vhled do signalizace zprostredkované
kyselinou salicylovou
Po napadeni patogenem dochézi k tvorbé kom-

\ rezistence

signal SAR

2

transkripce PR genu

patogen

Obr. 2: Systémové ziskana rezistence (SAR). HR - hyper-
sensitivni reakce, PR — ,pathogenesis-related”.

plexu, ktery je zodpovédny za zvySenou biosyntézu
SA. Soucasti tohoto komplexu jsou dvé komponenty:
lipasa PAD4 (phytoalexin deficient 4) a EDS1 (enhan-
ced disease susceptibility 1)'. V roce 1994 byl popsan
protein v signalni draze spousténé SA, ktery byl na-
zvan NPR1 (nonexpressor of pathogenesis-related 1).
Tento protein byl uvadén jako klicovy pro transkripci
genu PR-1 (pathogenesis-related 1). PR-geny pfedsta-
vuji pocetnou skupinu rozdélenou do 17 podskupin.

PATOGEN

PAD4 | EDS1

v
A redox

K= - -

TGA

WP g g PR |

Obr. 3: Molekularni signalizace SA. Zjednodusené schéma
signalizace SA po napadeni rostliny patogenem. SA - kyseli-
na salicylovd, NPR1 — nonexpressor of pathogenesis-related
1, PAD4 - phytoalexin-deficient 4, EDS1 — enhanced disease
susceptibility 1, PR-1 — pathogenesis-related 1.
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Koduji proteiny s antimikrobialnimi ucinky, jako jsou
enzymy degradujici buné¢né stény patogent (gluka-
nasy ¢i chitinasa)®, defensiny, lipidy transportujici pro-
teiny a dali. U mnoha z nich nebyla zatim jejich biolo-
gicka aktivita viibec zjisténa. NPR1 se vyskytuje v cyto-
solu rostlinné buriky jako oligomer. Ve chvili, kdy dojde
ke zvySeni hladiny SA v burice, dochéazi k monomeri-
zaci tohoto oligomeru (Obr. 3). Tento jev je pfipisovan
efektu SA na zménu redoxniho potencidlu v burice.
Vznikly monomer nésledné piechazi do jadra, kde
se akumuluje a indukuje transkripci PR-genl (jako
hlavni markerovy gen pro SA dréhu je pouzivéan PR-T).
NPR1 neni transkripénim faktorem, vaze se dosud ne-
znamym zpGsobem na TGA transkrip¢ni faktory. Hladina
monomeru NPR1 v jadre je regulovéna jeho degradaci
proteasomem. Ovsem tato degradace neslouzi pouze
ke snizeni mnozstvi NPR1 a tim k zeslabeni obranné
reakce ve chvili, kdy k zddnému napadeni nedoslo,
ale zéroven je nezbytna a pfispiva k efektivni obrané
v dobé napadeni, nebot pro indukci transkripce PR-1
je vyzadovan vzdy ,Cerstvy” monomer NPR1° (Obr. 3).
Ackoliv u jinych vyznamnych fytohormon (auxin, cy-
tokininy, etylén, kyselina jasmonova) jsou zndmy recep-
tory, na které se tyto hormony piimo vazi, pro SA se ho
dlouho nedafilo nalézt. Nejzhavéjsim kandidatem byl
logicky ihned od svého objeveni NPR1, avsak jeho
afinita k SA nebyla prokédzana. V roce 2012 byly jako
mozné receptory popséany proteiny homologni k NPR1,
a sice NPR3 a NPR4. Fu a kol. (2012) popsali, Ze NPR3
a NPR4 vykazuji riznou vazebnou afinitu k SA a zéro-
veri jsou schopny se vézat na NPR1 a bud ho stabilizo-
vat, nebo je pravé tato jejich vazba jakousi znackou pro
néaslednou degradaci NPR1 proteasomem?®'°. Prakticky
soucasné s publikaci Fu a kol. (2012) bylo publikovéno
Wu a kol. (2012), Ze NPR1 vaze SA a je jejim recepto-
rem''. Zajimavosti je, Ze tuto moznost Fu a kol. (2012)
explicitné ve svém ptvodnim ¢lanku zamitaji a prehled-
ny ¢lanek Fu a Dong (2013) se o NPR1 a jeho vazbé
k SA zmifiuje jen letmo. O tom, zda NPR1 je nebo neni
receptorem pro SA, proto stéle panuji pochybnosti.

Komunikace SA a dalSich fytohormonu

Mezi fytohormony v rostliné pii napadeni patogenem
nepanuje hrobové ticho, ba naopak, je to jako pfi ko-
lektivnim sportu, kdy dochazi k vyznamné komunikaci
mezi hraci (Obr. 4). Diky ni mohou rostliny efektivné
regulovat ¢i posilovat odpovéd na napadeni a tedy svou
obranu. Nejznaméjsi “komunikace” je popséna mezi
signdlnimi drahami SA a kyseliny jasmonové (JA).

Ve vétsiné publikaci je vztah mezi témito fytohormo-
ny popisovan jako antagonisticky (Box 3), kdy odpovéd
skrze SA je pfipisovana reakci na biotrofniho patogena,
zatimco JA je spojovana s obranou proti nekrotrofnim
patogentim (Box 1)>'2. Jednu z ustfednich roli v tomto
~fozhovoru” hraje cytosolicky NPR1'3. Ovsem Mur a kol.
(2006) provedli podrobnou studii a ukazali, ze anta-
gonismus mezi JA a SA je velmi zavisly na nacasovani
a predevsim na koncentraci, kdy pfi nizsich koncentra-
cich pGsobi tyto dva fytohormony synergisticky'. Z toho
vyplyva, Ze stejné jako u rozdéleni patogent na biotrofy
a nekrotrofy neni ani komunikace mezi SA a JA jed-
noznacny. Dale byl popsan antagonisticky vztah mezi



SA a auxinem'™, kdy zablokovéni auxinového recep-
toru zvySuje odolnost vici patogendim spojenym s SA
a naopak o3etfeni auxinem pUsobi, Ze rostliny jsou
k patogendim nachylnéjsi (Obr. 4).
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Obr. 4: ,Cross-talk” mezi fytohormony. Zjednoduse-
né schéma, které je upravenym schématem z Pieterse et
al. 2009. SA - kyselina salicylovd, JA — kyselina jasmonova,
ET — etylén, NPR1 - nonexpressor of pathogenesis-related
1, PAD4 - phytoalexin-deficient 4, EDS1 - enhanced disease
susceptibility 1, PR-1 — pathogenesis-related 1.
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Box 3. SA x JA < Aspirin x Prostaglandiny

Antagonismus mezi signalizaci SA a JA v rostlinach
ukazuje velkou podobnost s efektem acetylsalicylové
kyseliny (aspirinu) na prostaglandiny v Zivocisnych
burikdch. Prostaglandiny jsou hormondlnimi posly
pfendsejicimi informaci o bolestech, jsou struktur-
né podobné JA a hraji roli v reakci na zanétlivém
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misté infekce nebo pfi poranéni tkané. Oboji, JA
i prostaglandiny, jsou syntetizovdny oxylipinovou
biosyntetickou cestou z vicenenasycenych mastnych
kyselin. V Zivocisnych burikach aspirin plsobi proti
vzniku prostaglandind za cilenim na enzymovou
aktivitu a genovou expresi cyklooxygenasy (COX, EC
1. 14. 99.1). Analogem COX v rostlindch pro tvorbu
JA je allen oxid synthasa (AOS, EC 4. 2. 1.92). Nic-
méné zadny inhibi¢ni efekt SA na AOS nebyl pozoro-
van. Navic antagonismus SA a JA pUsobi v signalizaci
az po AOS, coz naznacuje, Ze mechanismus pUso-
beni JA a SA v rdmci reakce na napadeni patogenem
bude jiny nez u interakce mezi aspirinem aprosta-
glandinye.

Zaveér

Kyselina salicylové neni ,pouze” aspirin, i kdyzZ i to
samo o sobé by stacilo, aby si fekla o své misto na slun-
ci. Je i velmi vyznamnou slouc¢eninou pro Zzivot rostlin.
Hraje podstatnou ulohu pfi signalizaci po napadeni
rostlin patogenem. Od nalezeni souvislosti mezi SA
a SAR bylo diky intenzivnimu vyzkumu popsano néko-
lik vyznamnych ,hrac” v signalizaci SA. Mezi nimi hraje
prim NPR1 protein, ktery se souc¢asné Gcastni i komuni-
kace mezi SA a JA. NejnovéjSim inspirativnim objevem
bylo popsani NPR3 a NPR4 proteinli jako receptor(
pro vazbu SA, pficemz témto dvéma proteinim byla
pfitknuta vyznamnd role v regulaci drahy zavislé
na NPR1 a v SAR. Av3ak i pfes tyto vyznamné pokroky
stale zlistava dost véci neznamych. Jednou z takovych
je signalni drdha SA nezdvisla na NPR1.

Podékovani

Tato prace vznikla za podpory grantu GACR
P501/11/1654, z ucelové podpory na specificky vy-
sokoskolsky vyzkum MSMT (Rozhodnuti & 21/ 2013)
a z CZ2.17/3. 1. 00/36021 Implementace novych
metod ve vyuce biochemie a forenzni analyzy.

Zkratky: SA - kyselina salicylov4, JA — kyselina jasmo-
nova, ET — etylén, SAR - systémova ziskana rezistence,
HR - hypersenzitivni reakce, PCD — programovana bu-
nééna smrt.

9. Spoel SH, Mou Z, Tada Y, et al.: Cell 137, 860 (2009).
10. FuZQ, Yan S, Saleh A, et al.: Nature 486, 228 (2012).
11.Wu Y, Zhang D, Chu JY, et al.: Cell Rep. 1, 639 (2012).
12. Pieterse CM, Leon-Reyes A, Van der Ent S, et al.: Nat.
Chem. Biol. 5, 308 (2009).

13. Spoel SH, Koornneef A, Claessens SM, et al.: Plant
Cell 15, 760 (2003).

14. Mur LA, Kenton P, Atzorn R, et al.: Plant Physiol. 140,
249 (2006).

15. Wang D, Pajerowska-Mukhtar K, ACuller AH, et al.:
Curr. Biol. 17, 1784 (2007).

16. Pieterse CM, Van der Does D, Zamioudis C, et al.:
Ann. Rev. Cell Develop. Biol. 28, 489 (2012).



Souhrn

Janda M., Valentova O.: Kyselina salicylova

Napadeni zemédélsky vyznamnych rostlin patogeny patii mezi dulezité faktory snizujici jejich vynos. Jednim ze zplsobi jak tomuto
problémus ¢elit, je pochopit molekularni mechanismy obrannych reakci rostlin pii napadeni a umét této znalosti vyuzit. Pfi infekci rostlin
patii mezi klicové molekuly kyselina salicylova. Studium signalni drahy SA ukazalo, Ze tato latka je soucasti systémoveé ziskané rezistence
a ze neni pouze linearni drahou, ba naopak, Ze je velmi tésné provazana i s jinymi fytohormonalnimi signalnimi drahami. V nedévné
dobé byly kone¢né popsany receptory SA, kterymi jsou proteiny NPR3 a NPR4. Zajimavosti je, ze BTH (benzothiadiazol), funkéni analog
SA, je komer¢né prodévén jako induktor rezistence rostlin vii¢i patogenim.

Klicova slova: kyselina salicylovd, systémové ziskana rezistence, patogen, ,cross-talk”

Summary

Janda M., Valentova 0.: Salicylic acid

Infestation of crops by pathogens belongs among the major factors decreasing their yield. One way how to solve that problem is to
understand the plant's defense against infection and be able to take advantage of this knowledge. Salicylic acid is a key molecule
participating in the defense against infection. In the study of SA signalling pathway it was shown that SA is a part of systemic acquired
resistance and that this is not only a linear path; on the contrary, SA signalling is very closely connected with the pathways mediated by
other fytohormons. In the year 2012 NPR3 and NPR4 proteins were described as receptors for SA. Interestingly BTH (benzothiadiazole),
functional analog of SA, is commercially used as the induktor which enhances the resistance plants toward pathogens.

Keywords: Salicylic acid, pathogens, NPR1, plant defence, resistance

PRA|HA *****
OPP PRA|GUE % %
OPERACNI PROGRAM PRAHA PRA|GA e

A ADAPTABILITA PRA|G

EVROPSKA UNIE

SPONTANNE HYPERTENZNI POTKAN JAKO MODEL
LIDSKYCH KARDIOVASKULARNiICH ONEMOCNENI
A METABOLICKEHO SYNDROMU

Petr Svoboda'?, Edita K¥iZova', Vojtéch Skop', Jarmila Zidkova', Vaclav Zidek?
'Ustav biochemie a mikrobiologie, Vysokd skola chemicko-technologickd v Praze;
2Fyziologicky ustav Akademie véd Ceské republiky v.v.i.; svoboda-petr@tiscali.cz

Uvod Tento ¢lanek podavé ucelené informace o fyziolo-

Obezita, hypertenze, diabetes a poruchy metabolismu ~ 8ickych a patofyziologickych pfiznacich spontanné hy-
lipidd patfi po celém svété k nejcastéjsim porucham. pertenzniho potkana a o jeho pouziti jako zvifeciho
Spole¢né tvoH metabolicky syndrom, ktery se stal jed- ~ Modelu kardiovaskularnich onemocnéni.

nim z hlavnich zdravotnich témat 21. stoleti. Metabo-

licky syndrom piedstavuje soubor rizikovych faktor( pro Primarni hypertenze

vyskyt chorob kardiovaskularniho systému'. Faktorem, Odhady ukazuji, Ze hypertenzi je postieno az 85
ktery je zodpovédny za nariist prevalence metabolic- % pacientdi s metabolickym syndromem?®, totéZ plati
kého syndromu, je soucasny Zivotni styl. Nedostate¢na ~ © 40 — 80 % diabetikdi I. i Il typu, u nichZ muze hy-
fyzicka aktivita, nadmérny pfijem kaloricky bohatych pertenze zpUsobovat az 70 % veskerych zdravotnich
potravin, koufeni a chronicky stres jsou béznou sou¢asti ~ komplikaci®. Vysoky krevni tlak (KT) je pficinou celé
dnesniho Zivota, coz ma negativni vliv na organismus?2. fady vaznych onemocnéni, jako jsou hypertrofie srdec-
Nejrozsifenéjsim zvifecim modelovym organismem niho svalu, aterosklerdza, infarkt myokardu, trombdza
esencialni hypertenze, ktery pomaha objasnit pfi¢iny nebo selhani ledvin. V mnoha pfipadech je u pacientd
vzniku chorob kardiovaskularniho systému, je spontan- se zvysenym krevnim tlakem pfic¢ina hypertenze multi-
né hypertenzni potkan®. Jeho charakteristickym znakem faktorialni a neni detailné objasnéna. Takova hyperten-
je defekt transportu mastnych kyselin s dlouhym fetéz- ze se nazyva primarni nebo také esencialni'>”.
cem u adipocytd s naslednou dyslipidemii a insulino- Systolicky KT béhem Zivota linedrné stoupa a jeho
vou rezistenci. Poruchy tak mohou vyustit v diabetes hodnota po 50. roce Zivota se stdva kritickou. Jedna
mellitus Il typu?. Diky typickym lidskym pfiznakdm, se o podstatné riziko vzniku onemocnéni kardiovasku-
tj. abnormalitdm v metabolismu sacharidG a lipidd, lérniho systému (cardiovascular diseases, CVD) stoupa-
se spontdnné hypertenzni potkan stal modelovym jici na dvojnasobek s kazdym nértstem KT o0 20/10 mm
organismem pro metabolicky syndrom3+. Hg, pocitano od pocéte¢ni hodnoty 115/75 mm Hg®.
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Napéti hladké svaloviny v cévni sténé podléha nejen
regulaci na drovni sympatického nervového systému,
ale i vlivu bunék endothelu (EB), které tak netvofi pou-
hou bariéru mezi krvi a cévni sténou. K mistni regulaci
prasvitu cév dochazi na zékladé interakce vazoaktiv-
nich latek s receptory na povrchu EB®. Vysokymi néroky
na prokrveni se vyznacuji ledviny, zvlasté diky znac¢né
energetické potiebé pokryvajici filtraci a transport latek
z primarni mo¢i do krve. Nutnost stability filtracniho
tlaku a pratoku krve proto ledviny tzce spojuje s regu-
laci arteridlniho KT prostfednictvim vazodilatace a vazo-
konstrikce™.

S obezitou a abnormélnim hromadénim visceralni
tukové tkédné je spojena vyssi senzitivita centrdlnich
chemoreceptor( a poruseni baroreceptorového reflexu.
Kromé toho se vyskytuje zvySend hladina leptinu, angio-
tesinu Il, insulinu, volnych (neesterifikovanych) mast-
nych kyselin (free fatty acids, FFA) a snizend produk-
ce oxidu dusnatého (NO). Leptin zplsobuje zvySenou
aktivitu sympatického nervového systému a renin-an-
giotensin-aldosteronového systému (RAAS). Angioten-
sin Il také stimuluje aktivaci RAAS. Insulin, RAAS a vy-
sokd aktivita sympatického nervového systému ovliv-
nuji zpétnou resorpci sodiku a vody v ledvinach'.
Piedpokladd se, ze pravé dysregulace ve filtraci
a vylucovani soli a vody v rendlnich tubulech ledvin,
tenze™'.

Jind teorie je zalozena na piedpokladu, Ze sympatic-
ky nervovy systém je aktivovén insulinem a leptinem.
Pii hyperinsulinemii pak dochézi ke zvySeni srde¢niho
vydeje, urychleni srde¢ni frekvence a zvyseni kontrakti-
lity myokardu'>3,

Odlisnou moznosti pro vznik hypertenze u osob
s hyperinsulinemii je snizena schopnost vazodilatace
v dlsledku nedostate¢né produkce NO. Pfi¢inou proce-
su je zvySena hladina FFA (vyskytujici se u obezity a hy-
perinsulinemie) inhibujici endothelialni synthasu NO.
Nésledné dochazi k vazokonstrikci a zhorsené funkci
endothelu™.

Ledviny pacientd s esencidlni hypertenzi nejsou
zpravidla schopny vyloucit odpovidajici mnozstvi vody
a soli pfi normalné vysokém krevnim tlaku. Proménli-
vost KT je rovnéz podminéna fadou faktord prostiedi,
demografickymi faktory (ekonomickymi podminkami
a celkovym zplisobem Zivota) a do zna¢né miry i gene-
ticky”. Genetické studie ukézaly, Zze normalni Groven KT
je podminéna mnoha geny malého ucinku. Podobné
je podminéna i esencidlni hypertenzes.

Laboratorni potkan

Laboratorni potkan (Rattus norvegicus) byl prvni
sav¢i druh domestikovany pro védecky vyzkum. Prvni
vyuZiti potkana v experimentu se uvédi pfiblizné v po-
loviné 19. stoleti'®. B€hem témér 200 let se stal primar-
nim pokusnym zvifecim modelem pro biomedicinsky,
biochemicky, neurobiologicky, fyziologicky a farmako-
logicky vyzkum''6'7, Laboratorni potkan ma pro svoji
dostupnost kli¢covou roli v interpretaci sav¢iho geno-
mu. Vyhodné je jeho uziti v genové identifikaci nemoci
a tvorbé transgennich jedincli opét s moznosti vyuziti
v mapovani genl. Transgenni kmeny jsou vhodné pro
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studium vzdjemné interakce mezi genetickymi faktory
a vlivy vnéjsiho prostiedi'®'e.

Mezi nejcastéji pouzivana experimentdlni zvifata
pro vyzkum hypertenze patii dva inbredni kmeny la-
boratornich potkand. Kmen spontdnné hypertenzniho
potkana a Dahliv kmen SS (salt-sensitive), ktery je
citlivy na stl v potravé a reaguje na ni zvySenim KT.
Byly vyslechtény i dal3i kmeny jako napfiklad lyonsky,
mildnsky nebo prazsky. VSechny tyto kmeny byly ziskény
z plivodné nehomogennich populaci potkanl soustav-
nou, fadu generaci trvajici selekci jedinct s nejvy3sim
KT. Pomoci pfibuzenského kiizeni byl vysoky KT zafixo-
van. Po 20 a vice generacich sourozeneckého péieni
se kmeny staly inbrednimi. Soucasné s hypertenznimi
modely byly vytvofeny i normotenzni kontrolni kmeny,
z nichZ nejzndmé;jsi jsou kmeny Brown Norway a Wistar
Kyoto'™.

Spontanné hypertenzni potkan

Spontanné hypertenzni potkan (spontaneously hy-
pertensive rat, SHR) je zvifeci model lidské esencialni
hypertenze a je Siroce pouzivan ke studiu CVD. Stejné
jako u lidi, vzrdsta u tohoto kmene KT s vékem. Pfi¢ina
hypertenze neni pfesné zndma?.

Kmen SHR byl ziskan v 60. letech 20. stoleti v ja-
ponském mésté Kjoto parenim hypertenzniho samce
a samice z outbredniho kmene Wistar. Rozhodujicim
kritériem pro vybér jedincG byla hypertenze trvajici
nejméné po dobu jednoho mésice a hodnota systolic-
kého KT piesahujici 150 mm Hg?'?2. Rozvoj hypertenze
u kmene SHR nastava pfiblizné mezi 5. a 6. tydnem
zZivota. U dospélého jedince mize hodnota systolického
KT dosahovat 180 az 200 mm Hg2°?'2223, Mezi 40. a 50.
tydnem se pfidévaji rendlni dysfunkce a poruchy kar-
diovaskularniho systému jako je srde¢ni selhani a hy-
pertrofie srdce a cév. Na druhou stranu SHR nevykazu-
je sklon k cévni mozkové pfihodé, ateroskleréze nebo
tromboze?02,

Prvnim faktorem podezielym z patofyziologie vysoké-
ho KT u SHR je porucha na trovni ledvin, podobné jako
tomu je u hypertenze lidské. V pfipadé transplantace
ledviny od dércovského potkana SHR do normontenz-
niho potkana WKY dochazi k pfenosu vysokého krev-
niho tlaku na pfijemce. Opa¢né transplantace z WKY
na SHR normalizuje krevni tlak u hypertenzniho pfijem-
ce. Tyto poznatky naznacuji, Ze hlavni tlohu v patoge-
nezi primarni hypertenze u kmene SHR maji ledviny.
Genetické rysy ledvin darce v souvislosti s genetickou
predispozici hypertenze vyznamné ovliviuji KT. Zaji-
mavym faktem také je, Ze ledviny z kmene SHR vykazuiji
schopnosti adaptovat se a kompenzovat urcité zmény.
Ledviny transplantované z SHR do hypertenzniho pfi-
jemce se pfizplsobuji vysokému krevnimu tlaku a za-
chovavaji si své strukturalni vlastnosti Iépe, nez ledviny
pfenesené od normotenznich potkan WKY?24,

Potkani kmene SHR maji nejenom vysoky KT, ale
i fadu abnormalit v metabolismu lipidG a sacharidd.
Z analyz vazeb gentd rekombinantnich inbrednich kme-
nd odvozenych z kmene SHR a normotenzniho kme-
ne Brown Norway vyplynulo, Ze se geny odpovédné
za zminéné poruchy nachézeji v téZe oblasti 4. chro-
mozomu. To vedlo k hypotéze, ze za viechny uvedené



abnormality je odpovédny jediny gen. Hypotéza byla
nasledné experimentédlné potvrzena studiem kongen-
niho kmene SHR4, ktery je s kmenem SHR geneticky
identicky az na jeden Usek 4. chromozomu. Tento usek
byl na genetické pozadi SHR pienesen z kmene Brown
Norway. Vznikly kongenni kmen SHR-4 md ve srov-
néni s rodicovskym kmenem SHR niz3i KT, niz8i hladiny
sérovych triacylglycerol(i, mastnych kyselin a snizenou
insulinovou rezistenci. Diky tomu, ze se kmeny SHR
a SHR-4 lisi jen v jediném useku 4. chromozomu, po-
skytuji rozdily mezi nimi ddkaz pro pfitomnost onoho
odpovédného genu?>2627,

K identifikaci pfredpokladaného genu na 4. chromo-
zomu nakonec pfispély ¢cDNA biocipy, které umoz-
nily porovnat expresi gend v tukové tkani obou kme-
nd (spontanné hypertenzniho i kongenniho). Pozor-
nost vzbudil gen kodujici protein CD36, ktery vykazoval
u rodi¢ovského kmene SHR vyznamné snizeny (o vice
nez 90 %) hybridiza¢ni signal ve srovnani s normotenz-
nim kmenem Brown Norway nebo kongennim kme-
nem SHR-4. Z vysledkd vyplyva, Zze gen CD36 je jednim
z genl velkého Gcinku podmiriujicich poruchy sachari-
dového a lipidového metabolismu32>2¢,

Spontanné hypertenzni potkan - nachyiny
k cévni mozkové prihodé

Hypertenze je hlavnim rizikovym faktorem pro cév-
ni mozkovou piihodu (CMP). V dnesni dobé neni ne-
obvyklé, Ze lidé mladsi 40 let maji vysokou pravdépo-
dobnost vzniku CMP. Tato pravdépodobnost se zvysSuje
s vékem. Vyrazny narGst je pozorovatelny po 65. roce
zivota?2. V roce 1971 byl ziskdn kmen spontanné hy-
pertenzniho potkana-nachylného k cévni mozkové pfi-
hodé (spontaneously hypertensive rat — stroke prone,
SHR-SP). Selektivnim péfenim potkana z kmene SHR
s potkanem se spontdnni CMP byl pfipraven kmen
SHR-SP s pozitivni korelaci mezi vyskytem mozkovych
lézi a KT?. Vzhledem k tomu, Ze je velmi vyrazna od-
liSnost mezi potkany kmene SHR-SP a SHR, je SHR-SP
oznacovan jako podkmen SHR%.

Potkani SHR-SP jsou od 5. tydne hypertenzni, u sam-
ct dosahuje systolicky KT minimalné hodnoty 250 mm
Hg. Podavani soli v dieté zplsobuje u potkant zrychle-
ny vyvoj hypertenze a vyskyt CMP?2282°, Mezi pocétec-
ni pfiznaky CMP patii vzrudeni, podrazidéni, nasleduji
behavioralni a psychologické deprese, poruchy pohybu,
apatie, koma a smrt. Po smrti jsou vidy nalezeny léze
a trombodza v kife koncového mozku v laloku ¢elnim,
tylnim a temennim?. Vzhledem k podobnosti s lids-
kymi lézemi, je SHR-SP pouzivan k vyvoji ucinné pre-
vence a léc¢ebnych rezimd CMP a srde¢ni hypertrofie
v disledku zdvainé hypertenze?2. Déle bylo zjisténo,
ze ledviny SHR jsou daleko méné poskozeny nez
u SHR-SP?. Nicméné SHR-SP se doziva velmi nizkého
véku (52-64 tydnd, v pfipadé stravy se soli pouze 14 —
- 20 tydn), na rozdil od SHR (2 roky) a WKY (3 roky)?.

Wistar Kyoto

Wistar Kyoto (WKY) pfedstavuje albinoticky normo-
tenzni kmen laboratorniho potkana. Je velmi ¢asto vy-
uzivan jako kontrolni kmen k SHR ve studiich zabyva-
jicich se hypertenzi a metabolickym syndromem?23031,
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Inbredni kmen WKY byl pfipraven sestersko-bratr-
skym kfizenim outbredniho kmene Wistar az v roce
1971, jako normotenzni kmen v japonském mésté
Kjoto. Komer¢ni distribuce je zajistovana ve Spojenych
statech americkych Nérodnim institutem zdravi (Natio-
nal Institutes of Health, NIH)>'.

Pouziti WKY jako kontrolniho kmene k SHR je zalo-
zeno na piedpokladu, ze je WKY pIné inbredni kmen.
Ukézalo se vsak, ze NIH uvolnilo WKY k chovu jesté
pfedtim, nez byl kmen pIné inbredni. Kmen SHR byl
uvolnén po 20 generacich kfizeni. Kmen WKY byl prav-
dépodobné uvolnéno jiz po 6. generaci péreni. Vzhle-
dem k tomu maze byt biologicka variabilita WKY mno-
hem vétsi nez u SHR®'.

Mnoho desetileti fada védcl pii studiu patogeneze
hypertenze porovnava kmen SHR s jeho normotenzni
kontrolou WKY. Pokud by hypertenzni kmen byl totoz-
ny s kontrolnim kmenem ve vSech genech, s vyjimkou
gen( k regulaci krevniho tlaku, bylo by porovnani mezi
kmeny piinosnéjsi. Nicméné mira genetické podob-
nosti nebo odliSnosti mezi SHR a WKY nebyla nikdy
jasné definovana®. V poslednich letech bylo zjisténo,
ze ackoliv maji kmeny stejny ptivod, je jejich geneticka
odlisnost srovnatelna v maximalnim rozdilu jako u ne-
piibuznych lidi*3. Néktefi autofi to pfisuzuji Sirokému
rozpéti (10 let) mezi ziskanim kmene SHR a WKY3.
Tyto poznatky mnohdy naznacuji, Ze vyznamné patofy-
ziologické rozdily mezi SHR a WKY mohou byt zpUlso-
beny biologickou variabilitou WKY>'. | proto mé& hodno-
ta systolického KT u dospélého jedince Siroky rozsah,
a to mezi 120 az 150 mm Hg?3'353¢,

Vzhledem k tomu, Ze jsou SHR a WKY odvozeny
ze stejného outbredniho kmene Wistar, je moziné, ze
se mlzZe spontdnné projevit hypertenze u WKY, protoze
WKY a SHR mohou spole¢né sdilet geny odpovédné
za hypertenzi. Proto se nabizi také otdzka, zda je pfi
studiu vzniku patogeneze esenciélni hypertenze vhod-
né a piinosné srovnavat kmeny SHR a WKY?234,
Zaver

Onemocnéni kardiovaskularniho systému jsou jed-
nou z hlavnich pfi¢in umrti na svété. Pouziti vhodnych
modelt pro lidska kardiovaskularni onemocnéni maze
poskytnout uzite¢né informace o vzniku, progresi one-
mocnéni a také o potencialnich lé¢ebnych postupech.
Nejcastéjsi poruchy asociované s lidskou kardiovasku-
larni soustavou jsou vysoky krevni tlak, srde¢ni selhani
a cévni mozkova piihoda.

K dispozici je Sirokd paleta zvifecich model(, které
napodobuji pfislusné lidské onemocnéni. Nejrozsiie-
néjsim zvifecim modelovym organismem spontanni hy-
pertenze, ktery pomdha objasnit pficiny vzniku chorob
kardiovaskularniho systému, je spontdnné hypertenzni
potkan a jeho normotenzni kontrola Wistar Kyoto.

Vyslechténi potkant SHR je dulezity meznik ve vyzku-
mu esencialni hypertenze. Nicméné pouziti SHR a WKY
ma fadu nedostatkd, které tento ¢lanek nastiriuje, a kte-
ré dfive nebyly ziejmé. Za uvolnénim WKY piedtim, nez
byl kmen pIné inbredni, je mozné nalézt naléhavou po-
tfebu vlastnit geneticky pfibuzny normotenzni kontrolni
kmen. K SHR by bylo v ideélnim pfipadé vhodné pfipra-
vit nékolik inbrednich kment: normotenzni, ktery neni



geneticky pfibuzny s SHR; geneticky pfibuzny k SHR
s nizkym krevnim tlakem a nejlepsi variantou je nor-
motenzni geneticky pfibuzny k SHR, ktery se lisi pouze
v genech pro hypertenzi. Bohuzel zadny zvifeci model
neni idedlni a my nezijeme v idealnim svété.
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Svoboda P., KfiZova E., Skop V., Zidkova J., Zidek V.: Spontanné hypertenzni potkan jako model lidskych kardiovaskularnich
onemocnéni a metabolického syndromu

Skute¢nym problémem pielomu druhého a tietiho tisicileti, vybirajicim si stéle rostouci pocet obéti, je skupina zdravotnich poruch
zahrnujici diabetes mellitus II. typu, dyslipidemii, hypertenzi a obezitu. Jedna se o rizikové faktory pro vyskyt chorob kardiovaskularniho
systému, souhrnné nazyvané metabolicky syndrom. Nejrozdifenéjsim zvifecim modelovym organismem, ktery pomaha objasnit pficiny
vzniku metabolického syndromu, spontanni hypertenze a chorob kardiovaskuldrniho systému je spontanné hypertenzni potkan a jeho
normotenzni kontrolni kmen Wistar Kyoto. Nicméné pouziti potkant kmene Wistar Kyoto a spontanné hypertenzniho potkana ma fadu
nedostatkd, které dfive nebyly ziejmé.

Klicova slova: metabolicky syndrom, kardiovaskularni onemocnéni, hypertenze, spontanné hypertenzni potkan, Wistar Kyoto

Summary

Svoboda P., K¥iZova E., Skop V., Zidkova J., Zidek V.: The spontaneously hypertensive rat as a model of human cardiovascular
diseases and metabolic syndrome

The real problem of the turn of the third millennium, withdrawing a growing number of victims, is a group of health disorders including
type 2 diabetes mellitus, dyslipidemia, hypertension and obesity. These risk factors for cardiovascular diseases are known as a metabolic
syndrome. Most widely used animal model organism, which helps to clarify the causes of the metabolic syndrome, spontaneous hyper-
tension and cardiovascular diseases is the spontaneously hypertensive rat and its normotensive control Wistar Kyoto. However, the use
Wistar Kyoto rats and spontaneously hypertensive rat has a number of imperfections that were not previously known.

Keywords: metabolic syndrome, cardiovascular diseases, hypertension, spontaneously hypertensive rat, Wistar Kyoto
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Historicky vyvoj a taxonomie
Campylobacter spp.

Campylobacter spp. byl od pocétku dvacatého stoleti,
kdy byl poprvé izolovan, povazovan za pfic¢inu vzniku
veterindrnich onemocnéni, ke kterym patfily napfiklad
prajem, ¢i infekéni potraty u skotu a ovci. Spojitost s lid-
skymi krevnimi kulturami byla pfed rokem 1950 jesté
pomérné vzacna, a proto byl oznacen jen za oportun-
niho lidského patogena schopného vyvolat onemoc-
néni pouze u oslabenych osob. Nicméné s rozvojem
sofistikovanéjsich technik kultivace a detekce bylo pro-
kazéno, ze jeho schopnost infikovat lidského hostitele
je mnohem vyssi, nez se predpokladalo™.

Prvni zevrubnou identifikaci provedli veterinarni chi-
rurgové McFayden a Stockman v roce 1913 v souvislosti
s potraty u ovci, kdy zvefejnili objev neznamé bakterie
casto izolované z uhynulych plodd. Opravdu prikaz-
né testy vsak byly provedeny az Smithem v roce 1918,
ktery nezavisle na nich izoloval totozny mikroorganis-
mus z uhynulych plod( hovéziho dobytka. Bakterie byla
ptvodné kvali tvaru zakfivené tycinky pfifazena k rodu
Vibrio a Smithem nazvana Vibrio fetus. Roku 1947 byla
prokazéna jeji patogenita i pro ¢lovéka, kdyz byla tato
izolovéna Vinzentem a spol. z krve téhotnych Zen, které
trpély dlouhodobym hore¢natym onemocnénim a na-
sledné spontanné potratily'4>.

V roce 1957 navrhla Elizabeth King na zékladé roz-
borli izolatl krve pacientl rozliseni dvou skupin to-
hoto mikroorganismu podle odliSnych optimalnich
teplot rlstu. Prvni ze skupin odpovidala typickému

V. fetus. Druh4, termotolerantni skupina, méla optimal-
ni teplotu rdstu kolem 42°C a pochazela z pacientt
trpicich prdjmy. V roce 1963 pak byla druha skupina
pany Sebaldem a Véronem pfieklasifikovana na nové
vytvofeny rod Campylobacter. DalSimi ddvody byla
i odlisnost nékterych biochemickych vlastnosti
(napf. neschopnost fermentace sacharid() a déle roz-
dily v obsahu G/C basi od rodu Vibrio spp.>>.

Prace E. King byla pozdéji, roku 1972, potvrze-
na Dekeyserem a Butzlerem, ktefi také jako prvni
sepsali postup izolace termotolerantnich kampylobak-
tert i ze vzorka stolice, a to za pouziti diferencialni fil-
trace fekdlni suspenze pres 0,65 um filtr. Tato metoda
byla déle vylepSena Skirrowem, jenz popsal pfimou
techniku kultivace v mikroaerofilni atmosféfe (5% O,,
10% CO, a 85% N,) na krevnim agaru obsahujicim van-
comycin, polymyxin a trimethoprim?®.

Soucasny stav

V soucasné dobé spada rod Campylobacter do e
- podtiidy proteobakterii a zahrnuje celkem 27 dru-
hd. Termotolerantni druhy (zejména C. jejuni a C.
coli; v mensi mife téZ C. lari a ojedinélych pfipadech
i C. upsaliensis) jsou vyznamnymi patogeny, které u lidi
zplsobuji vaziné alimentarni onemocnéni stievniho
traktu s prdjmovym charakterem zvané kampylobakte-
rioza. Cetnost vyskytu tohoto onemocnéni v Ceské re-
publice zhruba od roku 2007 pievySuje vyskyt obdob-
né stievni infekce bakteridlniho pdvodu - salmonelozy
(Obr. 1). Nicméné tento stoupajici trend je evidovan
prakticky ve vSech vyspélych zemich'32.
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Obr. 1: Vyskyt bakterialnich stfevnich infekci v CR v letech 2003-2013.



Pfirozenym rezervoarem termotolerantnich kampylo-
baktert je zaZivaci trakt domestikovanych i divoce Ziji-
cich teplokrevnych zvifat. Odtud se bakterie mohou Sifit
dal do potravinového fetézce a zplsobit danou infekci.
Nejcastéjsi pficinnou vzniku kampylobakteriéz u lidi
je poziti nedostatecné tepelné upraveného kureciho
(C. jejuni) resp. vepiového (C. coli) masa. Samoziejmé
vSak existuji i dalsi znamé zdroje nakazy (napf. piimy
kontakt s domécimi mazlicky — nejcastéji sténata, Ci
hospodaiskymi zvifaty, déle environmentélni i pitnd
voda, syrové mléko, moiské plody, réizné druhy ovo-
ce apod.)*S.

Klinické projevy onemocnéni (horecka, bolest bficha
a hlavy, nevolnost, akutni prijem, svalové ¢i celkova
slabost) vétSinou sami od sebe zhruba do tydne odez-
ni, aniz by bylo nutné zahdjit antibiotickou Ié¢bu. Tato je
indikovéna pouze u vleklého onemocnéni, u téhotnych
zen, HIV pozitivnich, ¢i jinak imunodeficientnich osob.
Znamym faktem je moznost rozvoje tzv. post-infekénich
onemocnéni, mezi které patfi napfiklad reaktivni artri-
tida (ReA), kopfivka ¢i zanéty podkozi. Nicméné nejza-
vaznéjsimi post-infek¢nimi komplikacemi, spojovanymi
pfedevsim s nadkazou C. jejuni, jsou Guillain — Barrého
(GBS) a Miller — Fisherdv (MFS) syndrom. V obou pfi-
padech se jedna o zanétlivé autoimunitni onemocnéni
postihujici periferni nervovy systém. Jelikoz je na bu-
né¢né sténé C. jejuni exprimovan lipooligosacharid
strukturné podobny gangliosidiim perifernich nervd,
je zde uplatiiovan mechanismus molekularnich mimi-
ker, tedy zkiizené imunitni reakce*6°-12,

Stanoveni termotolerantnich
Campylobacter spp.

Alimentérni infekce zplsobené potravinovymi pato-
geny obecné predstavuji nezanedbatelnou hrozbu ve-
fejného zdravi. Z tohoto vyplyva, ze dostupnost metod
rychlé spolehlivé detekce, identifikace a kvantifikace,
zejména v potravinaiském a zemédélském pramyslu,
je bezesporu aktudlni otdzkou dne. Standardizované
ISO metody pouzivané pro kontrolu potravin béziné
spocivaji v selektivnim pomnozeni hledanych mikroor-
ganismi nasledovaném izolaci a biochemickou, fenoty-
povou, ¢i sérologickou identifikaci. Ackoli vy$e uvedené
techniky zalozené na kultivaci vykazuiji relativné vysoky
stupen specificity, jejich velkym nedostatkem zlstava
predevsim ¢asova naro¢nost'>'s.

V pfipadé termotolerantnich Campylobacter spp.
muze byt vyuziti kultivacnich metod ponékud proble-
matické a celkovd doba potiebnd pro zjisténi téchto
konkrétnich bakterii velmi dlouha (7 — 10 dni). Toto je
dano predevsim nadstandardnimi pozadavky pro rlst
(mikroaerofilni atmosféra, inkubace pfi 42°C, kultivace
po dobu miniméalné 48 hodin, obecna neochota k ris-
tu v laboratornich podminkach). K dalsim komplikacim
dochézi, je-li pozadavek na uréeni jednotlivych druhd,
a to zejména kvali velmi nizké biochemické aktivi-
té, a tudiz i omezenému vybéru biochemickych testd,
které mohou byt pro druhovou identifikaci vyuZity.
Jedinym testem odlisujicim C. jejuni od C. coli je schop-
nost prvého zminéného hydrolyzovat kyselinu hippu-
rovou. V soucasné dobé jsou casto evidovany kmeny
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C. jejuni, které nejsou schopny v laboratornich podmin-
kach hippurét hydrolyzovat'”'*. Dale jedinou moznosti
jak dle normy odlisit C. /ari, je jeho pfirozena rezisten-
ce k antibiotiku kyseliné nalidixové. Nicméné zvysu-
jici se pocet rezistentnich C. jejuni a C. coli k tomuto
antibiotiku, ¢i naopak vyskyt senzitivnich kmena C. lari
k tomuto antibiotiku pfedstavuje riziko nepfesné iden-
tifikace's°.

V pfipadé kvantifikace pomoci ISO je nutné brat v po-
taz dvé skute¢nosti. V prvni fadé, jak jiz bylo zminé-
no vySe, pomnozeni je zde nedilnou soucésti a tudiz
se jednd pouze o kvantifikaci relativni a neni mozné
zjistit absolutni pocet mikroorganismd v plvodnim
vzorku. Velky problém téZ vyvstavd v nemoznosti po-
moci kultivacnich metod zjistit pfitomnost tzv. Zivych,
ale nekultivovatelnych bakterii (VBNC - viable but non-
-culturable). Specidlné u C. jejuni byla zjisténa schop-
nost prechazet do tohoto stavu v pfipadé hladovéni,
poskozeni buriky, ¢i jiného stresu. Z hlediska mikro-
bialnich infekci, neni tento jev jesté zcela prozkouman,
a proto je predpokladana schopnost regenerace bakte-
rie do plivodniho stavy, dostane-li se tato do pfiznivych
podminek. Pro stanoveni rizika je tedy nutné brat ohled
i na buriky nachazejici se ve stavu VBNC?'"-%,

Praktickym feSenim vySe popsanych nedostatkd spo-
jenych s postupy zaloZzenymi na klasické kultivaci a je-
jich vhodnou alternativou jsou rozli¢né molekularné-
genetické techniky. Mezi jejich hlavni vyhody obecné
patii vysoky stupeni specificity, senzitivity a kratkd doba
nutna k provedeni analyzy. Nejbéznéjsi metodou slou-
zici nejen k rychlé detekci riznych organism( je tzv.
polymerazova fetézovéd reakce (PCR). Jedna se o en-
zymovou metodu zaloZzenou na opakované amplifika-
ci konkrétniho useku nukleové kyseliny vymezeného
specifickymi oligonukleotidy (primery). Vybér cilové
sekvence je velmi vyznamnym parametrem urcuji-
cim miru specificity reakce, kterou sami definujeme.
Je-li pozadavek urceni bakterie pouze na uroven rodu,
pouzivaji se primery komplementarni k oblastem ko-
dujicim vysoce konzervované sekvence (napi. gen
kodujici 16S rRNA), naopak je-li zédouci urcit jednot-
livé druhy, vyuzivaji se primery komplementarni k Use-
kdim kodujicim druhové specifické geny (enzymy pro
utilizaci konkrétniho substratu, faktory virulence apod.).
Dalsi nespornou vyhodou je moznost provedeni PCR
ve formé multiplexu, tzn. simultdnni detekce nékolika
cild (napf. rGznych gend jednoho, ¢i nékolika druh)
béhem jedné reakce. V tomto pfipadé je vsak nezbytné
dikladné optimalizovat reak¢ni protokol, zajistit vza-
jemnou kompatibilitu reagencii a zabranit kompetici
jednotlivych komponent.

V piipadé identifikace C. jejuni byva typickym cilem
amplifikace gen hipO kédujici enzym hippurikasu, je-
hoz aktivita je vyuZivana i pfi identifikaci pomoci 1SO
(viz vySe). Méné casto byvaji detekovany i geny ko-
dujici membréanovy protein (mapA), porin (omp50),
flagelin (flaA) apod. V piipadé C. coli je nejastéjSim
cilem gen pro serinhydroxymethyl transferasu (glyA)
a vnéjsi membranovy protein (cadF). U C. lari pak gen
kodujici peptidasu T (pepT). | v pfipadé multiplexové
PCR je mozné vyuzit genu kddujiciho totozny produkt
u v8ech druhd, avsak pouze za piedpokladu sekven¢ni



odlisnosti kdy je mozné navrhnout druhové specifické
primery, pfi¢emz vysledny produkt ma odlisnou délku
i sekvenci, a je tudiz odlisitelny od ostatnich (napfi. gen
IpxA pro lipid A, ¢i cdt geny kodujici jednotlivé podjed-
notky cytotoxinu)2°24-32,

Klasickd PCR s koncovym vyhodnocenim pomoci
gelové elektroforézy je pouzivéna primarné k detekci
¢i identifikaci, nikoli vsak ke kvantifikaci bakterii. K to-
muto Ucelu je mozné vyuzit tzv. kvantitativni real-time
PCR (qPCR), kdy je mozné pozorovat pfirtistek ampli-
fikovaného produktu v redlném case, tzn. v pribéhu
reakce. Existuje nékolik moznosti, jak aktualni mnozstvi
vznikajiciho produktu monitorovat, v kazdém pfipadé
je vsak vyuzivan urcity fluorescen¢ni marker v reakéni
smési, ktery se vaze na DNA (interkala¢ni barvivo SYBR
Green |, fluorescen¢né znacené hydrolyza¢ni sondy,
hybridiza¢ni sondy, znacené primery apod.). Kone¢nym
porovnanim s definovanymi standardnimi kfivkami je
nasledné mozné urcit pocatecni mnozstvi bakterii v pa-
vodnim vzorku®.

V pribéhu nékolika poslednich let jiz bylo publiko-
vano nékolik studii vyuZivajicich metodiku real-time
PCR pro stanoveni termotolerantnich Campylobacter
spp->*%? Nicméné pouze velmi mélo z nich bylo prove-
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tofe. Z tohoto dlivodu byl navrzen protokol multiple-
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Souhrn

Vondrakova L., Pazlarova J., Demnerova K.: Stanoveni termotolerantnich Campylobacter spp. pomoci qPCR

Alimentarni infekce zplsobené rliznymi potravinovymi patogeny v dnedni dobé obecné piedstavuji nezanedbatelnou hrozbu pro veiej-
né zdravi. Nicméné vyufziti tradi¢nich a standardizovanych 1SO metod pro kontrolu potravin postrdda potfebnou rychlost a spolehlivost
pro detekci, identifikaci a kvantifikaci téchto mikroorganisma. Zejména v pfipadé termotolerantnich Campylobacter spp., jez jsou v sou-
¢asné dobé nejcastéjsi pfic¢innou lidskych gastroenteritid bakteridlniho plvodu, je vyuZiti téchto metod v praxi obzvlasté problematickeé.
Praktickym vychodiskem vyse popsanych nedostatkd kultivaénich metod je bezesporu zavedeni rozli¢nych molekularné-genetickych
technik.

Klicova slova: termotolerantni Campylobacter spp., kampylobakterioza, qPCR

Summary

Vondrakova L.: Determination of thermotolerant Campylobacter spp. using qPCR

Alimentary infections caused by various food-borne pathogens generally pose a threat to public health. The standardised ISO methods
usually used for food control sometimes lack swiftness and reliability necessary for detection, identification and quantification of these
microorganisms. Especially in the case of thermotolerant Campylobacter spp., which are the most common cause of human bacterial
gastroenteritis worldwide, usage of these methods in practice is somehow problematic. Practical solution of abovementioned issues
linked with cultivation based methods are indisputably various molecular-genetic techniques.

Keywords: thermotolerant Campylobacter spp., campylobacteriosis, qPCR
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