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UVODEM

Vazeni piatelé,

dovolte nam, abychom Vas stru¢né seznami-
li s Gspésnym prabéhem mezinarodniho symposia
BioTech 2017, které se konalo spolu s jiz 7. ro¢nikem
Cesko-Svycarského symposia a vystavou nejvyznam-
néjSich dodavateld biotechnologického vybaveni
a materidlu v Nérodni technické knihovné v Praze-
-Dejvicich ve dnech13. - 17. 6. 2017.

Jesté pied vlastnim zahajenim symposia probéhlo
nékolik zajimavych akci. Svycarsti partnefi z Institute
of Chemistry and Biotechnology, ZHAW zorganizova-
li vefejnosti pfistupny workshop ,New Businnes Op-
portunities: Reinforcing the links between indust-
ry, research and biotechnology”. Pracovnici Ustavu
biotechnologie VSCHT vyuZili Géasti ¢inskych partnert
na této mezinarodni konferenci a prodiskutovali moz-
nosti vzajemné spoluprace na bilateralnim projektu
~Production of biobutanol and succinic/lactic acid
from lignocellulose biomass®. Ve spolupréci s na-
kladatelstvim Taylor & Francis nabidli organizatofi sym-
posia vséem zdjemcim z vysokych kol i vyzkumnych
Gstavll dozvédét se, jak uspésné publikovat ve védec-
kych casopisech. Pfednasku ,Publishing in acade-
mic journals: tips to help you succeed” piednesla
Jeninifer Stokes.

Oficialni zahajeni konference probéhlo ve slavnost-
nim ramci. Po zahajeni (jménem organizatord vystou-
pili Dr. Paulova a prof. Branyik) pfipomél tradice ces-
ko-3vycarské spoluprace v chemii a biotechnologiich
prof. K&$ a pozdravil ucastniky za Biotechnologickou
spoleénost a CSVTS. Poté piednesli zdravice vyznamni
hosté, ktefi prevzali patronat nad konferenci, a to mis-
topfedseda vlady Dr. Pavel Bélobradek, predsedkyné
AV CR prof. Eva Zazimalova a starosta Prahy 6 Mgr. On-
dfej Kolaf. Za VSCHT promluvil jeji rektor prof. Karel
Melzoch a za Zurich University of Applied Sciences
prof. Urs Hilber. Za Svycarské biotechnologické orga-
nizace pak vystoupil s velmi zajimavym projevem vi-
cepresident Swiss Biotech Association UIf Grawunder.
Zahajovaci den byl pak zakoncen plenarni pfednds-
kou prof. Eda Bayera z Weizmann Institute of Science
(Israel). Ve své pfednasce proved| Gcastniky zajimavou
historii vyzkumu systému avidin-biotin, ktera vytvofila
predpoklady k vyznamnym praktickym aplikacim.

V dal3ich tfech dnech probihala jednani vidy soucas-
né ve 3 odbornych sekcich. Podrobnosti o jednotlivych
prednaskach (jejich abstrakta) mUze zdjemce nalézt
v ,Book of Abstracts”, kterou si Ize prohlédnout i stah-
nout z webové stranky symposia (http://www.bio-
tech2017.cz/domains/biotech2017.cz/data/uploads//

//BioTech2017_abstractbook_web.pdf). V této publika-
ci (ISBN 978-80-7080-989-1) Ize najit i abstrakta viech
prezentovanych poster(, informace o sponzorech, vy-
stavovatelich a doprovodném programu. Ve fotoga-
lerii, ktera je k dispozici také na webovych strankach
(http://www.biotech2017.cz/photo-gallery) mohou za-
jemci nahlédnout do atmosféry symposia, kde kromé
pfednasek byl i dostatek ¢asu k diskusim pfi prestav-
kach, v posterové sekci nebo pfi doprovodném progra-
mu. V této souvislosti bychom radi podékovali viem,
jejichz stédra podpora pfispéla k pfijemné atmosfére,
ktera béhem celé akce panovala. Jedna se zejména
o sponzory, ktefi podpofili bud jednotlivé studenty, do-
dali potravinaiské vyrobky ¢i finan¢né podpofili konani
této akce. Dale dékujeme viem vystavovatel@im, kte-
fi béhem symposia ukazali novinky z oblasti pfistrojd
a materialG biotechnologické aplikace a vSem s polu-
pracovnikiim za to, Ze vytvofili podminky pro uspésny
prabéh celé akce.

Této mezinarodni konference se Ucastnilo 270 re-
gistrovanych GcastnikGi z 37 zemi. Bylo predneseno
93 Ustnich sdéleni a vystaveno 107 postert. Velice posi-
tivnim jevem bylo, Ze zhruba polovina postert (pfesné
52) bylo presentovano studenty z rliznych zemi. V této
kategori se podaifilo nejlepsi postery ocenit hodnotnymi
cenami (jak finan¢nim ocenénim, tak odbornymi kni-
hami). V tomto ohledu patfi dik nasledujicim spole¢-
nostem: Fondation Zdenek et Michaela Bakala, Compe-
tence Centre for Biocatalysis ZHAW a Taylor & Francis.

Ucastnici symposia mé&li moznost v réamci dopro-
vodného programu navstivit také rtizné kulturni akce.
Velky zdjem byl o gala dinner v Kaisersteinském palaci,
jehoz prostiedi i vyhled na no¢ni Prahu z jeho terasy
pfitomné nadchnuly. Zajem byl i o vecerni prohlidku
prazskych pamatek a exkursi do Plzefiského Prazdro-
je spojenou s navstévou nové restaurovaného klastera
v Kladrubech.

Timto vyc¢tem vsak aktivity spojené se symposium ne-
kond¢i. Vybrani tGéastnici symposia budou mit moznost
podat piehledné ¢lanky do specialniho ¢isla ¢asopisu
Biotechnology Advances vydavaného nakladatelstvim
Elsevier, které vyjde zac¢atkem pfistiho roku.

Redakce Bioprospectu pieje viem svym ¢tenditim
pfijemné proziti dovolenych a zve vas na dalsi ro¢nik
této akce, BioTech 2020, ktery se bude konat opét
za tii roky.

Srde¢né Vas zdravi

Vasi
Jan K&s a Petra Lipovova
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ZIVOTNI JUBILEUM prof. Ing. JANY ZABRANSKE, CSc.

Foto: Michal Ures

Je to neuvéfitelné, ale stale skvéle mladistvé vypa-
dajici, plné energie a ve viem ,up to date” se dofzila
1. dubna letosni roku 75 let. Den narozeni trochu pfi-
poming, Ze je to Zert, Ze to neni pravda, ale snad je
to navod, zZe byt neustale v pohybu, fesit nové problé-
my, ucit a psat publikace je 1€k na to byt dlouho mlad.
Prof. Ing. Jana Zabranska, CSc. dokoncila inZzenyrské
studium na VSCHT v Praze v roce 1964, doktorské stu-
dium v . 1969. Na Ustavu technologie vody a prostfe-

di nadale pracovala jako védecky pracovnik a odborny
asistent (1969 — 1994). Od roku 1995 po Uspésné ha-
bilitaci zde pusobila jako docent a od roku 2004 jako
profesor. Absolvovala zahrani¢ni staze v Italii (1990)
a USA (1993). Byla mistopfedsedkyni akademického
senatu VSCHT, ¢lenkou védecké rady Fakulty techno-
logie ochrany prostiedi a fady komisi. Je ¢lenkou CzZWA
(Ceské asociace pro vodu), CzBA (Ceské bioplynové
asociace), Biotechnologické spole¢nosti, IWA (Interna-
tional Water Association, odborné skupiny Anaerobic
Digestion, Sludge Treatment and Disposal. Hlavnimi
tématy aktivit ve védecké a pedagogické ¢innosti jsou
anaerobni technologie - aplikace na distirenské kaly
a Cisténi odpadnich vod, produkce bioplynu z biood-
padl a organickych materiald, anaerobni fermentace
komunalniho odpadu, bioplynové stanice, zemédélské
odpady, rostlinnd biomasa. Také se zabyva problémy
vysoké koncentrace amoniakéalniho dusiku v anae-
robni fermentaéni smési a metodami jejiho snizovani,
biologického odstrariovani sulfanu z bioplynu a autot-
rofni denitrifikace se sulfidy. V posledni dobé se za-
byva biologickymi metodami zuslechtovani bioplynu
na biomethan. Je uzndvanym odbornikem v této dnes
tak vyznamné oblasti podilejici se na ochrané Zivotniho
prostiedi, vedla mnoho diplomovych i doktorskych di-
zertacnich praci. Je autorkou nebo spoluautorkou vice
nez 270 védeckych ¢lankd, 3 technologickych patentd,
6 skript a 2 monografii. V nasi Biotechnologické spo-
lec¢nosti zastavala fadu funkci (sekretafe, pokladnika,
tajemnika, mistopfedsedkyni a c¢lena organizacnich
vybor mezinarodnich konferenci). Vzdy byla kli¢covou
osobnosti Biotechnologické spole¢nosti bez niz si jeji
¢innost ani nedovedu piedstavit. Do dalSich let preje-
me Jané pevné zdravi a mnoho sil do dalsiho aktivniho
Zivota.

Jan Kas
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ODBORNE PRISPEVKY

ROLE NMR SPEKTROSKOPIE PRI ZKOUMANI BiLKOVIN

Richard Hrabal

Laboratoif NMR spektroskopie, Vysoka skola chemicko-technologickd v Praze; hrabalr@vscht.cz

Uvod

Historické zacdtky NMR spektroskopie

Zéklady spektroskopie nuklearni magnetické reso-
nance (NMR) polozil svym objevem nukledrniho mag-
netismu americky fyzik Isidor Isaac Rabi'. NMR spektro-
skopie v podobé takové, jakou ji zname dnes, byla ob-
jevena v roce 1945 Felixem Blochem a Edwardem Pur-
cellem, ktefi byli za tento po¢in odménéni v roce 1951
Nobelovou cenou za fyziku? 3. Tehdy si malokdo doka-
zal pfedstavit, jak by mohla byt tato metoda uzZite¢na
pfi zkoumani bilkovin. Po pravdé feceno, v letech, tésné
po svém objevu, byla NMR spektroskopie spise jakousi
hrackou pro fyziky bez valného praktického vyznamu.
Toto se zménilo jiz na pfelomu 40. a 50. let minulého
stoleti, kdy byly uc¢inény zasadni objevy, jako napf. che-
micky posun, nepfima spin-spinova interakce, apod.,
které zménily NMR spektroskopii v G¢inny nastroj pro
zkoumani kovalentni struktury molekul. V roce 1952
vyrobila americkd firma Varian prvni komeréni NMR
spektrometr, ktery pracoval s rezonancni frekvenci
30 MHz pro jadro 'H a byl vybaven elektromagnetem.
Protoze v tehdejsi dobé jesté nebylo nic znamo o vy-
uziti Fourierovy transformace ve spektroskopii, jednalo
se o tzv. CW pifistroj (z anglického ,continuous wave").

Takovéto NMR spektrometry pracovaly tak, Ze se bud

zafixovala hodnota magnetického pole a kontinuélné
se ménila ozafovaci frekvence nebo naopak, pficemz
NMR spektrum se rovnou zaznamenavalo na milimet-
rovy papir. Tento pfistup mél nékolik nevyhod. Za prvé,
méfeni trvalo pomérné dlouho, napf. zéznam jednoho
'H spektra (jeden spektralni priichod-sken) trval fado-
vé minuty, za druhé, bylo mozné méfit jen jadra s vy-
sokou citlivosti jako napf. 1H, pfipadné 19F a za tieti,
tento zplsob méfeni neumoziioval provadét slozitéj-
i experimenty. Nicméné i pfesto NMR spektroskopie
ve své tehdejsi podobé prispéla k feSeni mnoha vé-
deckych problému spojenych se zkoumanim fyzikalné-
-chemickych vlastnosti molekul.

Zavedeni Fourierovy transformace do NMR spektro-
skopie Richardem Ernstem v poloviné 60. let minulé-
ho stoleti zménilo tuto metodu od zéklad(i“. Vzhledem
k tomu, Ze jeden priichod spektra (sken), se zkrétil
fadové na 1-2's, umoziiuje tento zplsob snimani dat
tzv. koherentni stfadani, kdy jsou data z jednotlivych
skent (prichod®) nacitany do paméti pfistroje. Vzhle-
dem k tomu, Ze spektralni Sum je nahodny, kdezto sig-
nél nikoliv, je mozné vicenasobnym opakovanim skenu
a nacitanim dat dosahnout vétsiho odstupu signalu
od Sumu a tim padem naméfit NMR spektrum i ze vzor-
ku s nizkym obsahem mérené latky nebo méreni malo
citlivych jader, jako napf. 13C nebo ™N. DalSim poziti-
vem zavedeni Fourierovy transformace byla skutecnost,
zZe tento zplsob snimani dat vedl k vyvoji slozZitéjsich
experimentd, které pracuiji i s nékolika rGznymi frekven-

cemi (jadry) najednou. Vyvoj takovychto experimentd
vedl| zékonité k tzv. korela¢ni spektroskopii, kterd se
stala zédkladem multidimensionalni spektroskopie.
Ruku v ruce s vyvojem metodiky Sel i vyvoj hardwaru.
V dnesni dobé se jiz pro vysoko rozlisenou NMR spek-
troskopii nepouZivaji elektromagnety. Byly nahrazeny
supravodivymi magnety, které umoznily dosahnout vy3-
i magnetické pole a tim padem i vy3sich rezonancnich
frekvenci, pro 'H az 1 GHz. Dal$im pfelomovym bodem,
a to nejen pro NMR spektroskopii, bylo zavedeni vy-
pocetni techniky, bez jejihoz vyuziti by nebylo mozné
slozité pulsni experimenty viibec realizovat a naméfe-
né data zpracovat. A nebyla to jen vypocetni techni-
ka, ktera posunula NMR spektroskopii na kvalitativné
vyssi Groven, metoda tézila a téZi z rozvoje elektroniky,
protoZe i ten nejjednodussi NMR spektrometr je velmi
sofistikované a komplikované elektronické zafizeni.

NMR v biologickych systémech

Prvni NMR spektrum bilkoviny, konkrétné se jednalo
0 'H spektrum ribonukleasy A, bylo naméfeno v roce
1957 na pfistroji s pracovni frekvenci 40 MHz (Obr. 1)°.
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Obr. 1: Prvni NMR spektrum proteinu. 20%ni roztok ribonu-
kleazy A v D,0O, 'H spektrum méfeno na pfistroji 40 MHz.

Z takovéhoto spektra nebylo mozné vycist zadné nové
informace a paradoxné se stalo brzdou dalsiho rozvo-
je vyuziti NMR spektroskopie pfi zkoumani bilkovin.
Teprve pozdéji se ukazalo, Ze se jednalo o velky pie-
lom, ktery oteviel cestu pro vyuzivani NMR spektro-
skopie pro zkoumani biomolekul. Dalsi rozvoj oboru
byl intimné spjat s vyvojem techniky pro méfeni NMR
spekter, protoze komplikovana vodikova spektra, coz
byl v té dobé jediny vystup z méfeni biomolekul, neby-
lo mozné jednoduse interpretovat. Z tohoto dlivodu se
vétsina praci z pfelomu 50. a 60. let, zaméfila na porov-
navani NMR spekter nativnich protein( a jejich dena-
turovanych forem® 7. Prvnim, opravdu realnym vyuZitim
NMR spektroskopie, kdy skute¢né neexistovala nahra-
da v podobé jiné metody, se stala acidometricka titrace
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za Ucelem stanoveni pK, histidinu 15 v sekvenci lyso-
zymu z vaje¢ného bilku®. Ponékud odlisSnym pfistupem
se od pocatku 60. let zabyvala Mildred Cohn, ktera se
snazila vyuzit paramagnetickych iontt pro studium bil-
kovin®. Paramagnetické ionty v komplexu s proteinem
zpUsobuji, diky svému volnému elektronovému paru,
separaci nékterych NMR signéld od ostatnich, coz bylo
tehdy velmi vyhodné, protoze se daly snadnéji iden-
tifikovat. Po prvnich Gspésich této metody dokonce
existovaly velmi odvazné predpovédi, ze pravé pomoci
paramagnetickych iontd a jejich vlivu na NMR sig-
naly proteind by mohlo byt moiné identifikovat vét-
Sinu signala ve spektru a urdit tak prostorovou strukturu
bilkovin™.

Jeden z nejvétSich prelom( vsak nastal az v roce
1985, kdy Kurt Wiithrich publikoval prvni prostorovou
strukturu bilkoviny, ktera byla vypoctena vyhradné
na zakladé experimentéalnich dat ziskanych pomoci
NMR spektroskopie. Jednalo se o pomérné malou
molekulu, konkrétné inhibitor trypsinu a vzhledem
k tomu, Ze vzorek byl pfipraven izolaci z pfirodniho
materidlu (hovéziho pankreatu), bylo moiné vyuzit
pouze 'H spektroskopii. Avsak, diky skute¢nosti, Ze jiz
byly k dispozici dvoudimensionélni NMR experimenty,
bylo mozné 'H-spektra interpretovat ve smyslu pfifa-
zeni signal( jednotlivym atomidm vodiku a nasledné
ziskat data, kterd byla vyuzita pfi vypoctu struktury inhi-
bitoru. Tato prace odstartovala nebyvaly zdjem o vyuziti
NMR spektroskopie pro zkoumani nejen protein(, ale
viech biologicky aktivnich substanci a brzy byla nasle-
dovédna mnoha dalsimi. Zajem o vyuziti NMR spektro-
skopie pro studium biomolekul se brzy stal hnaci silou
vyvoje stale vykonnéjsich NMR spektrometri, rozvoje
metodiky, zpracovani dat, apod.

Dal3im z prfelomovych momentl na zacatku 90. let
minulého stoleti se stal novy zplsob pfipravy vzorkd
pro NMR experimenty'> . Jednotlivé proteiny se zaca-
ly pfipravovat expresi pfislusného genu ve vhodném
expresnim systému. Tento zpUsob pfipravy vzork( pfi-
nesl mnoho vyhod. Jednak ved! k odstranéni zdlouha-
vé manipulace s pfirodnim materidlem, at uz to byly
Zivocisné nebo rostlinné tkané, ale zejména umoznil
zvysit obsah izotopl C a N aZ na 100%, coz bylo
klicové pro jejich vyuziti v NMR experimentech. Tento
pocin mél dalekosahlé dlsledky, protoze ved| k vyvoji
multiresonan¢nich, vicerozmérnych NMR experiment,
které umoznily interpretovat spektra mnohem vétsich
molekul. Takovéto experimenty poskytly také mno-
hem vice experimentalnich dat, coz vedlo ke zpfesnéni
vyslednych struktur. Zahrnuti izotopl *C a ®N otevfe-
lo cestu k vyuziti NMR spektroskopie nejen pro fese-
ni struktur bilkovin, ale vedlo i ke studiu dynamickeé-
ho chovani molekul, umozZnilo provadét experimenty,
které vedly k objasnéni struktur komplex(i a zplsobu
interakci molekul navzédjem. Nutno dodat, Ze rozsi-
feni tohoto zplsobu pfipravy vzorkdl pro NMR studie
mélo za nasledek i dramatické zlevnéni celého procesu
piipravy, takze v dnesni dobé se vSechny vzorky, az
na velmi vzacné vyjimky, pfipravuji pravé metodami
genetického inZenyrstvi.

Vzhledem k tomu, Ze multidimenzionalni NMR expe-
rimenty jsou naprosto kli¢ové pro ziskani a interpretaci

dat molekul proteind, bylo potfeba nalézt novy zptsob
jejich akvizice. Tradi¢ni zplsob se ukézal jako velmi
pomaly, coz bylo a stéle je piekazkou pfi vyuziti multi-
dimenzionélni NMR spektroskopie pro studium nesta-
bilnich vzorkd, pfi zkoumani dynamickych déjd, apod.
Béhem poslednich 5 — 10 let jsou uvadény do praxe
Cetné alternativni zpGsoby sniméni multidimenzional-
nich experimentd, z nichZ mnohé se jiz staly nedilnou
soucasti komer¢nich softward pro akvizici a zpracova-
ni NMR dat. Jako pftiklad mohu uvést lineéarni predikci
dat v nepfimych doménach, nelinearni vzorkovani ne-
pfimych domén', pfipadné metodu, kterd se nazyva
«Projection reconstruction”, a ktera vychazi z principu
rekonstrukce obrazu v MRI®.

Ptiklad 1: Dihydrofoldtreduktasa - detekce mi-
noritnich intermedidti v katalytickém cyklu

Téméf Skolnim prikladem vyuziti NMR spektroskopie
pro feseni biologickych problém( je velmi komplexni
studie katalytického cyklu enzymu dihydrofolatreduk-
tazy (DHFR)". DHFR je jednim z klicovych enzym vSech
zivych organismi. Jeho Ulohou je redukce kyseliny
5,6-dihydrolistové na metabolicky vyuZitelny 5,6,7,8-te-
trahydrofolat, coz je vychozi latka pro syntézu pyrimidi-
novych a purinovych sloucenin, tedy napf. nukleovych
kyselin (Obr. 2).
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NADPH
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4
o HO\/O
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N o}

NI j/\NH
HN)\
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Obr. 2: Schéma redukce kyseliny 7,8-dihydrolistové na kyse-
linu 5,6,7,8-tetrahydrolistovou pomoci enzymu dihydrofolat-
reduktazy.

Jako zdroje vodiku pro redukci vyuziva tento enzym
kofaktor NADPH. Katalyticky cyklus enzymu zahrnuje
pét rlznych intermediatd, jejichZz struktura byla po-
stupné urena pomoci rentgenové krystalografie
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(Obr. 3) 1 Jedna se o binarni, pfipadné ternarni kom-
plexy enzymu s kofaktorem, vychozi latkou, pfipadné
produktem. Pro detailnéjsi prozkoumani kinetiky kata-
lytického cyklu byla vyuzita NMR metoda, ktera vycha-
zi z méfeni disperze spin-spinové relaxace R,”, resp.
jejiho ovlivnéni chemickou vyménou mezi dvéma nebo
tiemi stavy, z nichz jeden je vidy zékladni majoritni
stav, ktery méa konforma¢ni vyménu s mnohem méné
populovanymi stavy o vyssich energiich.
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Obr. 3: Schéma katalytického cyklu dihydrofolatreduktazy.
Majoritni komplexy jsou ozna¢ené symboly, které je tvofi:
E-enzym, NADPH/NADP+*-kofaktor, DHF-kyselina dihydro-
listova, THF-kyselina tetrahydrolistova. Cisla u 3ipek oznaéuji
rychlost piemény v s, minoritni stavy jsou indikovany men-
simi symboly ve srovnani s majoritnimi stavy. Pfevzato z pub-
likace™.
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Obr. 4: Piiklad experimentélnich kfivek z méfeni relaxacni
disperze. Exponencielné klesajici kivky vyjadfuji chemickou
vyménu odpovidajicich aminokyselin mezi minimélné dvéma
stavy, kdezto linearni pribéh indikuje aminokyseliny bez vy-
mény. Plnou ¢arou a kfizky je vyznacena kfivka jedné vybrané
aminokyseliny, kterd se nachazi ve vazebném misté enzy-
mu s vychozi latkou, pfipadné produktem, pferusovana ¢ara
a kolec¢ka indikuji data pro aminokyselinu v aktivnim misté
enzymu a Cerchovana ¢ara a trojuhelnicky pfedstavuji amino-
kyselinu z vazebného mista enzymu s kofaktorem. Pfevzato
z publikace’™.

Experimentélni data byla naméfena na spektrome-
trech 500 a 800 MHz. Na obrazku 4 je pfiklad namére-
nych experimentalnich kfivek pro jeden ze zékladnich

stavd, konkrétné binarni komplex E:NADPH. Matema-
tickym fitovanim experimentalnich dat pfi pouZziti vhod-
ného kinetického modelu byly poté ziskany informace
o populaci minoritnich stav(, rychlosti jejich vzdjemné
vymény a rozdilech v chemickych posunech jednotli-
vych 'H a ™N atomd mezi témito stavy. Rozdily v che-
mickych posunech a znalost struktury zékladnich sta-
v potom umoznily vypocitat strukturu intermediatd.
Na tomto konkrétnim pfikladu (Obr. 4) je patrné,
Ze aminokyseliny z oblasti vazebného mista vychozi
latky/produktu (plna cara) a aktivni smycky (preruso-
vana ¢ara) maji konformacni vyménu s jednim, pfi-
padné vice intermediaty, kdezto aminokyseliny z ob-
lasti, kde se vaze kofaktor NADPH (Cerchovana cara)
nejsou v tomto pfipadé ovlivnény zadnou chemickou
vyménou. Takto se podafilo identifikovat a charakte-
rizovat viech pét zékladnich stavd, které maji vymény
s odpovidajicimi intermediéaty, jejichZ populace je vétsi-
nou velmi nizka (< 59%), ale které hraji ddlezitou Glo-
hu pfi pfechodech mezi jednotlivymi zakladnimi stavy
katalytického cyklu. DHFR obsahuje dvé vazebné mista.
Do prvniho z nich se vaze kofaktor a do druhého sub-
strat/produkt. Ve vétsiné pripad( struktura intermediatd
velmi dobfe koresponduje se strukturou v katalytickém
cyklu naslednych ternéarnich komplexd, jako je tomu
v pifipadé komplexu E:NADPH - intermediat — E:NAD-
-PH:DHEF. Rozdily v chemickych posunech mezi stabilni-
mi komplexy, tj. EENADPH a E:NADPH:DHF velmi dob-
fe korelovaly s rozdily v chemickych posunech mezi
E:NADPH a pfislusnym intermediatem. Skutec¢nost,
ze v roztoku existuji jiz konformace, které jsou piimo
kompatibilni s vazbou ligand, a Ze existuje rovnovéha
mezi zakladnimi stavy a témito intermediaty o vyssich
energiich, svéd¢i pro vazebny mechanismus tzv. konfor-
macni selekce? spiSe, nez indukované pfisplsobeni?'.
Kompletni katalyticky cyklus se vdemi zakladnimi stavy
i stavy o vyssich energiich jsou piehledné zobrazeny
na obrazku 3.

Priklad 2: Maldtsyntdza G - strukturni studie
Urceni kompletni tfidimenzionalni struktury enzy-
mu malatsyntazy G (MSG) v roce 2005 bylo dalsim
milnikem ve vyuZiti NMR spektroskopie pro studium
biologickych systém(. MSG je enzym, ktery katalyzuje
Cleisenovu kondenzaci glyoxalatu a acetylkoenzymu
A za vzniku kyseliny maleinové, coz je jeden z mezi-
produktt citratového cyklu (Obr. 5). MSG je typickym
multi-doménovym proteinem sestavajicim ze 723 ami-
nokyselinovych zbytk(i o celkové hmotnosti 82 kDa.
Pravé jeho velikost predstavuje velkou vyzvu pro NMR
spektroskopii v roztoku. Komplikace pfi praci s vétsimi
molekulami (M,, > 30 kDa) zpusobuji jednak slozita
spektra s cetnymi piekryvy signald, ale zejména rych-
I& spin-spinova relaxace, v jejimZ dlsledku dochazi
k rychlému zaniku NMR signalu. Zatimco komplikova-
néa spektra mohou byt interpretovdna pomoci rdiznych
kombinaci multidimenzionalnich, multiresonan¢nich
NMR experimentd, rychlou spin-spinovou relaxaci Ize
obejit napf. zdaménou alifatickych vodikd za atomy deu-
teria nebo pouzitim speciélni techniky snimani NMR
experimentd, kterd se nazyva TROSY?. Tato technika
v kombinaci s obohacenim zkoumané molekuly deu-
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teriem umoziiuje posunout limit velikosti studovanych
molekul daleko za hranici 30 kDa. V tomto konkrétnim
prikladu byly pfipraveny NMR vzorky, které byly nespe-
cificky obohacené N, alifatické vodiky byly vyménéné
za deuterium a methylové skupiny Leu, lle, Val a Ala
byly specificky obohacené *C a 'H. Nejprve byly na-
snimany 3D-, pfipadné 4D TROSY ('H, ™C, "N) NMR
experimenty, ktery byly interpretovény ve smyslu pfifa-
zeni NMR signall pfislusnym atomdm patefe molekuly
MSG?. Takto se podafilo pfifadit az 97 % vSech signa-
IG, i pfestoze spektra byla pomérné velmi kompliko-
vana. Ze znalosti chemickych posun@ byl poté vypoc¢-
ten tzv. index chemického posunu (,chemical shift in-
dex” — CSI), ktery udava odchylky jednotlivych hodnot
chemickych posun( vybranych atom( pétefe protei-
nu od hodnot srovnatelné aminokyseliny, pokud neni
zabudovana v Zadném prvku sekundarni struktury?.
Ze znalosti téchto hodnot Ize velmi jednoduse zjis-
tit pfitomnost prvkG sekundarni struktury, tj. o- nebo
B-struktury.
H,O0 CoA—SH

coo’ o \ : ?OO
| + )L CoA HO—C—H
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Obr. 5: Schéma Cleisenovy kondezace glyoxalatu a acetylko-
enzymu A.

Dalsi fazi celého procesu bylo ziskani dostate¢ného
mnoZstvi experimentalnich dat, ze kterych by bylo moz-
né vypocitat prostorovou strukturu MSG. Nejbéznéjsim
parametrem je vzdalenost mezi dvéma atomy vodiku,
kterou lze ziskat z velikosti tzv. nuklearniho Overhau-
serova efektu?. Za timto ucelem byly nasnimany riz-
né modifikované experimenty NOESY a tyto vzdale-
nosti byly extrahovéany z intenzit pfislusnych krospikd
ve spektru. Pokud se pracuje se vzorkem, ktery obsa-
huje atomy vodiku, vyuzZivaji se vSechny interakce, které
Ize jednoznac¢né identifikovat. Ovsem vzorky MSG ob-
sahovaly jen amidické vodiky Hy a vodiky methylovych
skupin Leu, Val, lle a Ala, kdezto ostatni atomy vodiku
byly nahrazeny za deuteria (viz pfedchozi odstavec).
Proto byly do vypoctu zahrnuty jen kombinace HN-H,,
HN-CH; a CH;-CHj; interakci. Experimentélni data byla
proto déle doplnéna o hodnoty péteinich dihedralnich
uhla ¢ a y, které byly ziskany z chemickych posund N,
C,, CO%. Navic bylo do vypoctu zahrnuto 415 hodnot
tzv. TH-®N zbytkovych dipolarnich interakci (,residu-
al dipolar coupling”-RDC), které podavaji informace
o orientaci vazeb H-N v prostoru, a které byly jesté do-
plnény o 300 hodnot anizotropie chemickych posund
karbonylovych skupin?’. Struktura MSG byla poté vypo-
¢tena obvyklym postupem, tj. metodou simulovaného
zihani pfi zapojeni vsech vyse uvedenych experimen-
talnich dat (Obr. 6). Srovnanim se strukturou ziskanou
pomoci rentgenové krystalografie vyplynulo, Ze rozdil
mezi nimi je pomérné maly (RMSD = 3,31 * 0,47 A,
pro tézké atomy v usporadanych oblastech o/B do-
mén). VyfeSenim kompletni tfidimensionalni struktury
tohoto enzymu prokazala NMR spektroskopie, Ze doka-
ze byt srovnatelnou strukturni metodou s rentgenovou
krystalografii.

Obr. 6: Struktura malatsyntazy G. Identifika¢ni PDB kdd 2jgx.

Ptiklad 3: Interakce Proteinu A s Imunoglobuli-
nem - mapovdni vazebného mista metodou pie-
nosu saturace

Protein A je soucasti bunécné stény bakterie Staphy-
loccocus aureus. Jeho hlavni Glohou je zabranit rozpo-
znani tohoto patogenu imunitnim systémem vyssich
organismd. V podstaté funguje na principu jakéhosi
imunologického prevleku, ¢imz zvySuje Sanci patogenu
na pfeziti?. Interaguje prostfednictvim svych N-termi-
néalnich domén (B-doména) s imunoglobulinem I1gG
a to konkrétné s jeho tézkym fetézcem F. Tato inte-
rakce byla studovéna jednou z NMR metod, ktera se
nazyva prenos saturace. Metoda je, z hlediska NMR
spektroskopie, pomérné jednoducha (Obr. 7), ale vy-

H [ cross saturationJ

lgG-F.

B-doména Proteinu A

Ozarovana
molekula

neobohaceno

nizka hustota proton(

vysoka hustota proton(

Obr. 7: Princip NMR metody pfenosu saturace. Nejprve jsou
ozareny vodikové atomy vyhradné jedné ¢asti komplexu. Diky
spinové diftzi dojde k rozsifeni magnetizace po celé moleku-
le. V pfipadé, ze je tato molekula navazana na jinou, dojde
k pfenosu saturace/magnetizace i na tuto molekulu, kde ji Ize
detekovat.

Ro¢nik 27

Bioprospect ¢. 2/2017



Obr. 8: Struktura B-domény proteinu A s vyznacenym vazeb-
nym epitopem pro interakci s F, fetézcem lidského imunoglu-
bilinu G. Aminokyseliny tvofici vazebné misto jsou vyznaceny
tmavou barvou, spolu s jednopismennym kdédem a pozici
v sekvenci.

7aduje pomérné& naro¢nou pfipravu vzorku®. Retézec
F. byl pfipraven neobohaceny o isotopy *C a N, na-
opak ligand, coz byl v tomto pfipadé Protein A, resp.
jeho B-doména byl nespecificky, tj. 100 %né obohacen
o izotop "N a vSechny alifatické vodiky byly vyménény
za deuterium, tak aby byla dosazena nizka hustota pro-
tond. Vysoka hustota protond na jedné strané (fetézec
F.) je nezbytnym predpokladem pro ucinnou spinovou
diftizi, aby doslo k rychlému rozsiteni magnetizace po
celé molekule. Naopak nizkd hustota protont v druhé
¢asti komplexu, tj. na strané ligandu (B-doména) je
nutna pro potlaceni spinové diftize, aby se magnetizace
nerozsifovala po celé molekule a nebyly tim zkresleny
vysledky. Nejprve bylo nasnimano dvoudimensionalni
'H-"N HSQC spektrum samotného ligandu, kde kazda
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Zavér

NMR spektroskopie se v dnedni dobé stala naprosto
nepostradatelnou soucasti vyzkumu bilkovin. Na pred-
loZenych pfikladech jsem chtél demonstrovat poten-
cidl této metody, ale myslim, Ze se mi podafilo uka-
zat jen zlomek mozZnosti, které ve skute¢nosti nabizi.
Jak je vidét, neni to jen metoda, ktera je vyuzitelna pro
feSeni struktury proteind, ale jeji zabér je mnohem
SirSi a zahrnuje velice U¢inné nastroje pro zkoumani
dynamického chovéani peptidovych fetézcli, vyzkum
protein-proteinovych interakci, ale i interakci s jinymi
molekulami, jak je ukazano ve zminénych pfikladech.
Vzhledem k tomu, Ze celkovy zabér NMR spektroskopie
je velice intimné spjat s rozvojem pfistrojové techniky,
vidime, jak se portfolio feSenych problém(, kde tato
metoda vystupuje jako metoda prvni volby, velmi vy-
znamné rozsifuje, a nejinak tomu bude i v blizké bu-
doucnosti.

10. Campbell ID, Dobson CM, Williams RJP, et al.: Ann.
Ny. Acad. Sci. 222, 163 (1973).

11. Wuthrich K, NMR of Proteins and Nucleic Acids (Wi-
ley, New York, 1986).

12. Clore GM, Gronenborn AM: Annu. Rev. Biophys. Bio.
20, 29 (1991).

13. Clore GM, Kay LE, Bax A, et al.: Biochemistry 30, 12
(1991).

14. Orekhov VY, Ibraghimov |, Billeter M: J. Biomol. NMIR
27, 165 (2003).

15. Kupce E, Freeman R: J. Am. Chem. Soc. 126, 6429
(2004).

16. Boehr DD, McElheny D, Dyson HJ, et al.: Science
313, 1638 (2006).

17. Sawaya MR, Kraut J: Biochemistry 36, 586 (1997).

Bioprospect ¢. 2/2017

32

Ro¢nik 27



Literatura (pokracovani)

18. Venkitakrishnan RP Zaborowski E,
D, et al.: Biochemistry 43, 16046 (2004).

19. Palmer AG, Ill: Chem. Rev. 104, 3623 (2004).

20. Tsai CJ, Kumar S, Ma B, et al.: Protein Sci. 8, 1181
(1999).

21. Bosshard HR: News Physiol. Sci. 16, 171 (2001).

22. Pervushin K, Riek R, Wider G, et al.: Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 94, 12366 (1997).

23. Tugarinov V, Muhandiram R, Ayed A, et al.: J. Am.
Chem. Soc. 124, 10025 (2002).

McElheny

25. Giesen AW, Homans SW, Brown JM: J. Biomol. NMR
25, 63 (2003).

26. Cornilescu G, Delaglio F, Bax A: J. Biomol. NMR 13,
289 (1999).

27. Clore GM, Gronenborn AM, Bax A: J. Magn. Reson.
133, 216 (1998).

28. Muthukrishnan G, Quinn GA, Lamers RP, et al.: J
Proteome Res. 10, 2064 (2011).

29. Takahashi H, Nakanishi T, Kami K, et al.: Nat. Struct.
Biol. 7, 220 (2000).

24. Wishart DS, Sykes BD, Richards FM: Biochemistry
31, 1647 (1992).

Souhrn

Hrabal R.: Role MNR spektroskopie pfi zkoumani bilkovin

NMR spektroskopie se v poslednich 25 letech stala nepostradatelnou instrumentalni metodou pfi vyzkumu bilkovin. Metodu lze vyuzit
pro strukturni analyzu, ale i zkoumani dynamickych jev(, jako napi. pohyblivosti peptidového fetézce, studium vzajemnych interakci
molekul, rychlosti vzniku a zaniku komplexd, atd. V Gvodu ¢lanku je nastinén historicky vyvoj jednak NMR spektroskopie samotné,
ale zejména jejiho vyuziti pti zkoumani bilkovin. Clanek je doplnén tremi pfiklady, které dokumentuji riznorodost problematiky, kde
mizZe byt s tspéchem NMR spektroskopie vyuZita.

Klicova slova: NMR spektroskopie, bilkovina, struktura, komplex, enzym

Summary

Hrabal R.: The role of NMR spectroscopy in protein research.

During the last 25 years NMR spectroscopy has become an indispenable instrumental method for protein research. It can be utilised for
structural analysis, investigation of dynamic properties, e.g. flexibility of protein molecules, study of mutual interactions of molecules, i.e.
creation and break up of complexes, etc. The introduction of the paper contains description of important milestones in the development
of NMR spectroscopy together with an overview of history of utilization of the method in the protein research. The paper is supplemen-
ted by three case studies showing the broad range of problems where NMR spectroscopy can be successfully used.

Key words: NMR spectroscopy, protein, structure, complex, enzyme
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Uvod

Antibiotika jsou latky, které usmrcuji mikroorganismy
nebo inhibuji jejich rist a mnozeni. Tento nazev v sou-
¢asné dobé zahrnuje latky pfirodniho plvodu, i latky
pfipravené chemickou syntézou. Pfirodni antibiotika
jsou sekundarni metabolity mikroorganismd, produko-
vané vétsinou v pribéhu stacionarni faze jejich ristu.
Jedna se piedevsim o produkty mikromycet a nékte-
rych bakterii. Jednim z nejvétSich producentl pfirod-
nich antibiotik jsou vlaknité bakterie tzv. aktinobakterie,
zejména rod Streptomyces. Je znamo, Ze jeden mikro-
organismus muze produkovat i vice druhl antibiotik,
a rovnézi stejny typ antibiotika muze byt tvofen vice
mikroorganismy. Tyto antimikrobialni latky jsou rdzné
chemické struktury. Plati, Zze chemicky si podobna anti-
biotika mivaji podobny mechanismus ucinku, coz vsak
nelze tvrdit naopak. Antibiotika mohou negativné pu-
sobit na syntézu bunécné stény, proteosyntézu, syntézu
nukleovych kyselin nebo cytoplazmatickou membranu.
U napadenych mikroorganism0 vyvolavaji rozli¢né ob-
ranné mechanismy. Nadmérné a casto neodlvodné-
né pouzivani a nevhodnd manipulace s antibiotiky,
vede ke vzniku a rozvoji rezistentnich kmend mikroor-

ganism0. Jen za posledni pllstoleti byly do Zivotniho
prostiedi uvolnény odhadem miliony tun antibiotik'.
Tento vysoky vyskyt v Zivotnim prostiedi podporuje
adaptaci a pfezivani mikroorganisma. Vznikaji rezis-
tence, zakodované v genetické informaci. Geny rezis-
tence (R geny) mohou byt nasledné vzajemné pieda-
vany mezi rdznymi mikroorganismy a Sifeny po okoli.
Seznam z ARDB (Antibiotic Resistance Genes Databa-
se) z roku 2008 uvadi existenci jiZ vice nez 20000
potenciadlnich R gen(2 V nemocnicich se v dnesni
dobé proti pouzivanym antibiotikim tvofi multirezis-
tentni druhy. Mezi ¢asté multirezistentni nozokomial-
ni bakterie zplsobujici zavazné infekce patii napfiklad
gram negativni bakterie Mycobacterium tuberculosis,
Acinetobacter baumannii, Burkholderia cepacia, Cit-
robacter freundii, Enterobacter spp., Escherichia coli,
Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae, Pro-
teus krabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
spp., Serratia spp. Stenotrophomonas maltophilia
a gram pozitivni bakterie Clostridium difficile, Ente-
rococcus faecium, Enterococcus faecalis, Staphylo-
coccus aureus, Staphylococcus epidermidis a Strepto-
coccus pneumoniae®.
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Piivod a rozvoj rezistenci

Era antibiotik zacala v roce 1940 a podle né&kterych
védcl spéje ke konci'. Jiz od pocétku své existence si
bakterie zdokonaluiji a vyvijeji nové a nové mechanismy
adaptace pro preziti v prostfedi, pficemz vznikaji resis-
tentni kmeny. Pfikladem jsou sami producenti pfirod-
nich antibiotik, nositelé gentd koédujicich rezistenci proti
antibiotikim, které vytvéfi. Jiz Sir Alexander Fleming
objevitel penicilinu tvrdil, Zze dfive ¢i pozdéji si bakterie
proti cizorodym latkam cilené vyvinou obranné mecha-
nismy. Metagenomickymi studiemi bakterialnich vzor-
ki permafrostu byla dokumentovéana existence gent
rezistence jiz pied 30000 lety*. Z jeskyné Lechuguilla
v Novém Mexiku, ktera byla pfes 4 miliony let izolova-
na od okolniho svéta a lidské cinnosti, byl kultivovan
mikrobiom, zahrnujici bakterie vysoce multirezistentni
k Siroké skale antibiotik a vykazujici i dosud neobjeve-

né mechanismy rezistence®. Je zndmo, Ze se na Zemi
nachazeji druhy mikroorganism, které nebyly jesté po-
psany, stejné tak jako pfirozené rezistentni formy, které
ndm prozatim nejsou znamy. Jednanim ¢lovéka vsak
vyskyt rezistence rapidné roste.

Rozdéleni antibiotik

V soucasnosti je znamo vice nez 9000 latek s anti-
biotickym ucinkem, ale jen asi nékolik desitek z nich
naslo uplatnéni v humanni a veterinarni mediciné, os-
tatni maji pfiliS vyrazné nezaddouci Gcinky. Antibiotika
pusobi pfedevsim proti bakteriim, néktera jsou ucinna
také proti houbam a parazitickym prvokiim, ale neza-
biraji na onemocnéni virového plvodu. Z chemického
hlediska jsou antibiotika rdiznorodou skupinou latek,
vétSinou viak maji molekulovou hmotnost mensi nez
2000 Da. Pro nazorny piehled byla sestavena Tab. I.

Tab. I: Organizace antibiotik. Tabulka zahrnuje nazev tfidy, pfiklady zastupcq, cilové misto plsobeni antibiotika,

rok objevu, pdivod a strukturu vybraného zastupce tfidy.

Struktura Trida antibiotik Zastupci Cllt:ve mls!:o Ro s Puvod' pbandi
pusobeni objevu zastupce
Peniciliny (ampicilin),
Peniciliny rezistentni
u k penicilinase
R\[]/Nj;ry (methicilin), Penicillium
o N~/ " . Cefalosporiny Biosyntéza peptidoglykanu notatum,
a B p-laktamy X fx o ex 1928 B
s (cefamycin), bunécné stény Penicillium
Karbapenemy chrysogenum
penicilin (meropenem),
Monobaktamy
(aztreonam)
B
vankomycin Biosyntéza bunééné stény Amycolatopsis
’ j‘({ i Glykopeptidy . yein, - bloké&da esencialniho 1956 nycolatop.
)j J\Y teikoplanin bstra orientalis
/)I substratu
‘vankomycin
Cytoplazmatickd membré-
ey na - vazbou zpisobuje de-
2 - . . polarizaci, ukonéeni syntézy Streptomyces
| Lipopeptidy daptomycin bilkovin, nukleovych kyselin, 1980 roseosporus
daptomvcin lipoteichové kyseliny a smrt

promy v disledku efluxu drasliku
Nir“ J\ 4: Cytoplazmaticka membra- Paenibacillus

T ° t Ej\iw Polymyxiny kolistin na — poskozeni disledkem | 1947 olvmyxa

Hij\( LV kationické aktivity polymy
° \
kolistin
HQH y @ - . . -
LN Inhibice syntézy bilkovin,

/©)\\< H Tf\d Amfenikoly chloramfenikol translace — vazba na 50S 1946 Streptomyces
OaN OH diednotku ribozé venezuelae
chloramfenikol podjednotiu nibozomu

0 cu, streptomycin, gen-
Hwb d \ tamycin, amikacin, Inhibice syntézy bilkovin, Streptomvces

e HN>H: Aminoglykosidy | netilmicin, isepa- translace - vazba na 30S 1943 risg us 4

)’”"’ mycin, tobramycin, odjednotku ribozému g
Y Yy podj
streptomycin spektinomycin
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Tab. I: (pokracovani)

Struktura Trida antibiotik Zastupci CIl(:\Ie misto Ro : Puvod' LTI
pusobeni objevu zastupce
N
: . . Inhibice syntézy bilkovin,
Linkosamidy ::Ir:lr:j);nnzc'cr:n translace - vazba na 50S 1962 ;;rce"flzoemng icses
SCH, y podjednotku ribozému
linkomycin
"Tv:" ‘ N " ;wtzﬁn:'zl)gi?;;r?‘llrii-n Inhibice syntézy bilkovin, Streptomyces
MY *| Makrolidy ycin, Toxitromycin, | translace — vazba na 505 1949 promy
T e klaritromycin Azalidy : . erythreus
o - . : podjednotku ribozomu
on (azitromycin)
erytromycin
HyC_ _CHjy
HO, CH3 L} oy - -
< oH Inhibice syntézy bilkovin, Streptomvces
O“‘ v | Tetracykliny tetracyklin, doxycyklin | translace — vazba na 30S 1945 P p Y
oo o o podjednotku ribozomu gureotaciens
tetracyklin
YOS Inhibice syntézy nukleovych Streptomyces
:*:ré’ T N)K@\)\ Aminokumariny | novobicin, klorobiocin | kyselin, replikace — inhibice | 1950 niveit).ls 4
novobicin DNA gyrasy
ZO" o o Inhibice syntézy nukleovych
ol . rifampicin, rifabutin, | kyselin, transkripce - Amycolatopsis
=, O ’N‘Q Ansamyciny rifaximin inhibice DNA dependentni 1959 rifamycinica
% Yo >
rifampicin RNA polymerasy
era O - . .
Inhibice syntézy nukleovych Dactylosporan-
. l?gﬁ?é@ Makrolaktony fidaxomicin kyselin, transkripce — 1948 gium aurantiacum
. e ' inhibice RNA polymerasy ssp. hamdenesis
fidaxomicin
0 o .
izoniazid, pyrazin-
= N amid, ethambutol syntetické
I H Antituberkulotika T ! Biosyntéza bunécné stény 1912 .
Na ethionamid, antibiotikum
izoniazid cykloserin
B $ Inhibice syntézy bilkovin, L
e IO . . . i polosynteticky
e VLY e 1| Glycyleykliny tigecyklin t_rgnsl’acen blokace 1990 derivdt tetracyklind
tigecyklin ribozomu
3 Inhibice syntézy bilkovin, polysynteticky
'® Ketolidy telitromycin translace - blokace ribo- 1998 derivdt erytromy-
. . zomu cinu
telitromycin
Aoy Inhibice syritézy bilkovi
g ~—</ »N I w nhibice syntézy bilkovin, L
~ ¢ i Oxazolidinony linezolid translace - blokace 50S 1995 ?;7 r;;;;ﬂ.(,fum
. . podjednotky ribozomu
linezolid
i . . A _
LV Inhibice syntézy bilkovin, polosynteticky
A::\S)‘ Pleuromutiliny retapamulin translace - vazba na 50S 1950 derivat pleu-
podjednotku ribozému romutilinu
retapamulin
ﬁ\c{%% streptograminy A a B Inhibice syntézy bilkovin, OZZZ?;Z% (Z'gvu
LN L | Streptograminy ptog y translace - vazba na 50S 1963 P 4
o s (synercid) ; . Streptomyces
"o podjednotku ribozomu L o
pristinaespiralis
synercid
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Tab. I: (pokracovani)

Struktura Trida antibiotik Zastupci c"‘!"e mls?o R.“ LS Puvod' LD
puisobeni objevu zastupce
. 7 9 ciprofloxacin, nor-
M > floxacin, ofloxacin, Inhibice syntézy nukleovych syntetické
N H H _
HN() A Chinolony Li‘;gflngfiwéfaegilgx kyselin — DNA replikace 1962 antibiotikum
ciprofloxacin prulifloxacin
NH, |
NN ° Inhibice syntézy nukleovych
| . . yntézy vyc .y
sz/kmo/ Pyrimidiny trimetoprim, kyselin — metabolismus C1 | 1952 Y n%‘e%‘lc/fe
o pyrimetamin kyseliny listové antibiotikum
trimetoprim
° OJ\}‘ sulfamethoxazol, sul- |\ i oo o ntezy nukleovych
/©/ SN . fasalazin, sulfathiazol, \ce syntezy VY syntetické
. Sulfonamidy sulfisoxazol kyselin — inhibice kyseliny 1932 antibiotikum
sulfamethoxazol sulfadiazin listové
Metabolismus C1 kyseliny syntetické
Sulfony dapson listové 1908 antibiotikum
. . - _ syntetické
Diarylchinoliny bedachilin Inhibice F1FO ATPasy 1997 antibiotikum
. . - — polysynteticky
Nitroimidazoly azitromycin, metroni Produkc_e :coxnckych 1953 derivét
dazol, ornidazol metabolith .
erytromycinu
nitrofurantoin, fura- |\ up: e bakterialnich synteticky derivdt
Nitrofurany zolidon, nitrofurazon, enzvmi 1940 n}l{tro furai; u
. . nifuroxazid, nifuratel y
nitrofurantoin

Co si pod pojmem rezistence
predstavujeme a jaké rozeznavame druhy

V tomto ¢lanku je pozornost vénovéna piedevsim
vyskytu rezistenci a jejich moznym druhim se za-
méfenim na bakterie Staphylococcus aureus, Esche-
richia coli a Listeria monocytogenes.

Rezistence neboli schopnost odolévat nepfiznivym
vlivim mohou byt vrozené nebo ziskané. Pfi rezis-
tenci vrozené, primarni, bakterie ¢aste¢né nebo upl-
né postradaji cilova mista pro navazani antibiotik.
RGst gram negativnich bakterii, u kterych peptidogly-
kan tvofi vnitini vrstvu buné¢né stény, neni ovlivnén
B-laktdamovymi antibiotiky cilenymi na penicilin vaza-
jici proteiny (z angl. penicillin binding protein, PBP)
zodpovédnymi za tvorbu peptidové vazby a stabilizaci
peptidoglykanovych fetézcd. DalSim faktorem znesnad-
nujicim spravné puasobeni B-laktdmovych antibiotik je
obtizny pranik hydrofilnich slou¢enin do bakterialnich
bunék dany hydrofobicitou lipopolysacharidové vrstvy
vnéjsi membrany gram negativnich bakterii a modifi-
kaci hydrofilnich porinovych transportnich kanali.

Rezistence ziskana, sekundarni, casto vznika plso-
benim urcitych impulzd, které mohou vyvolat rizné

molekularni modifikace. Nejcastéjsi jsou modifikace
na ribozomech. U bunék Staphylococcus aureus rezi-
stentnich k antibiotikim patficich mezi makrolidy, lin-
kosamidy, streptograminy a u bunék Escherichia coli
rezistentnich k aminoglykosidim byly pozorovany me-
tylace ribozomalnich podjednotek 23S a 16S rRNAS. Po-
mérné frekventované jsou i bodové mutace, které maji
minimalni vliv na Zivotaschopnost mikroorganism.
Genovou mutaci, doprovazenou zménou v sekvenci
kodujici cilové misto, mUZe byt nasledné snizena pene-
trace antibiotik do buriky, afinita produktu k antimi-
krobialni latce, ovlivnéna metabolicka draha [éciva,
zvysen pocet opravnych mechanismii nebo mize
dojit k naruseni tvorby, funkce ¢i struktury cile, kte-
ry se tak pro antibiotikum stavéd nerozpoznatelnym?.
Sekundarni rezistence vznika casto az v priibéhu tera-
pie nebo jako jeji nasledek. Zvlasté pak pfi podavani
subinhibi¢nich koncentraci antibiotik™. Bylo prokazano,
Ze subinhibi¢ni koncentrace B-laktamového antibiotika
u S. aureus zvySuje 100 az 1000 nasobné konjugativni
pfenos plasmidi s tetracyklinovou rezistenci". Pfitom-
nost nizké koncentrace tetracyklinu v pitné vodé zase
10 nasobné zvysila frekvenci pfenosu transpozonu
Tn 1545, ktery propUjcuje rezistenci ke kanamycinu,
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erytromycinu a tetracyklinu, z bakterie Enterococcus
faecalis na Listeria monocytogenes'.

U genové kddované rezistence se vedle mutaci
setkavame i s tzv. horizontalnim genovym pfenosem
(HGT), kdy prenos genetické informace muze byt zpro-
sttedkovan prostfednictvim plazmidd, malych auto-
nomnich kruhovych DNA nachézejicich se v cytoplazmé
bakterii. Transpozony, nebo-li skakavé geny (ang. jum-
ping genes), mohou pienaset geny napfi. z plazmidu
na chromosom. Pfenos mize dale probihat i pomoci
genovych kazet, mobilnimi elementy s genem pro rezi-
stenci k antibiotiku a specifickym rekombina¢nim mis-
tem pro piemisténi.

K pfenosu genl rezistence mlzZe dochazet i mezi
jednotlivymi burikami v populaci mikroorganismd.
Muze probihat i v prostiedi jejich pfirozeného vyskytu.
Ve vétsiné pfipadd viak nedochazi k pfenosim gent
rezistence mezi gram negativnimi a gram pozitivnimi
bakteriemi, coz je ovlivnéno rliznym slozenim bunécéné
stény®.

Pfenos genl pro rezistenci mize byt uskute¢nén pfi
konjugaci bakterii, transdukci virem nebo transformaci,
kdy bakterie pfijimaji geny z okolniho prostiedi, kam
mohou byt uvolnény napfiklad po rozpadu mrtvych
bunék. Pienos rezistence plazmidem byl prokazan na-
piiklad u B-laktdamovych antibiotik. Pravdépodobné se
jedna o hlavni zplsob rezistence bakterie S. aureus,
ktera je u 90% kmen0 zprostiedkovana tvorbou en-
zym(, B-laktamas, porusujicich B-laktamovy kruh anti-
biotika' .

Specifické enzymy modifikujici (acetylace, fosfory-
lace, methylace atd.) ¢i dokonce narusujici strukturu
antibiotika byly detekovany u kment S. aureus rezis-
tentnich na aminoglykosidy, sulfonamidy, amfenikoly,
aminocyklitoly a pyrimidiny™. Specifické enzymy byly
prokazany i u kmen E. coli rezistentnich na 3-laktamo-
va antibiotika v¢etné karbapenem, na aminoglykosidy,
amfenikoly, a pyrimidiny nebo u kmen( L. monocyto-
genes rezistentnich na aminoglykosidy, makrolidy, am-
fenikoly a pyrimidiny'e2°,

Dalsim ddlezitym mechanismem, ktery pfispivé k bak-
teridlni rezistenci vG¢i antibiotikim, jsou specifické
molekularni pumpy, tzv. efluxni pumpy zakotvené
v cytoplazmatické membrané bunék, které za aktivni
spotieby energie vycerpavaiji toxické latky z buriky do
vnéjsiho prostoru. Efluxni systém byl prokazan u kme-
nd E. coli, S. aureus a L. monocytogenes s rezisten-
ci k tetracyklindm a chinolondm, u kment S. aureus
a E. coli déle k makrolid@m, linkosamidiim, streptogra-
mintm a amfenikolm. U E. coli byly také detekovany
transportéry efluxnich pump zplsobujicich rezisten-
ci k B-laktamovym antibiotikim vcetné cefalospori-
nd, aminoglykosidiim, sulfonamidim, ansamycin@im
a aminokumarintim' %2,

Jakou tlohu v rezistenci hraje biofilm?

V pfirozeném prostiedi se bakterie namisto volné
pohyblivych planktonnich bunék vyskytuji pfevaziné ve
formé tzv. biofilmu. Jedna se o mnohobunéc¢né konsor-
cium vzajemné spojenych bunék, adherovanych k urci-
tému biotickému ¢i abiotickému povrchu. Buriky jsou

v tomto spolecenstvi obalené vrstvou matrice, tvofenou
velkym mnozZstvim vody a vysokomolekularnim kom-
plexem exogennich polymernich latek (angl. extrace-
llular polymeric substance, EPS), zahrnujicich pfevainé
polysacharidy, bilkoviny, povrchové aktivni latky, lipidy,
fosfolipidy, huminové kyseliny a extracelularni DNA?> 23,

Skladba biofilmu poskytuje mikrobialni populaci
urcité vyhody projevujici se zménami fenotypu a fy-
ziologie, vysokou stabilitou a rezistenci. Pfepoklada se,
ze biofilmy jsou plivodci mnoha chronickych onemoc-
néni, vzhledem k vysoké rezistenci k dostupnym anti-
biotikGim?*.

V biofilmu dochazi ke zménam chemického mikro-
prostredi, reprezentovanym napf. rliznou koncentraci
kysliku, ktera mlze zvyhodnovat ¢i potlac¢ovat rGzné
metabolické pochody, napfiklad v pfipadé aminoglyko-
sidm je jejich funkce v anaerobnim prostiedi spodnich
vrstev biofilmu velmi omezena. Snizené mnozstvi nut-
rientl a kysliku vyvolané vysokou hustotou mikrobiélni
populace zralého biofilmu nebo stresovymi podminka-
mi (teplotni Soky, plisobeni chemickych latek, zmény
pH) vede ke zpomaleni nebo dokonce zastaveni rlstu
a reprodukce mikroorganisma se sou¢asnym zvySenim
rezistence?. Nazornym pfikladem jsou B-laktamova an-
tibiotika jako je penicilin, ktery je schopen baktericidni
aktivity pouze u rostoucich bakterii, u kterych probiha
syntéza bunéc¢né stény. Osmotické podminky, stres
a produkce stresovych proteini mohou souviset se
zménou struktury porini a bunécéné permeability. Bylo
dokonce prokazano, Ze stres podporuje HGT, indukuje
mobilni transpozony a integraci genovych sekvenci'®.

Vzajemné souziti riznych mikroorganismid v ramci
vicedruhového biofilmu je doprovazeno fadou pfi-
mych a nepfimych interakci, které jesté vice zvySuji
odolnost bunék k antimikrobidlnim latkdm. Mdze se
jednat napfiklad o rlizné druhy kooperace jako je ko-
metabolismus, syntropie, kokolonizace, HGT ¢i reakci
signalnich molekul tzv. systému quorum sensing (QS).
Pii QS dochazi k mezibunééné komunikaci, kdy bunky
na zakladé hustoty spolecenstva a mnozZstvi EPS regu-
luji genovou expresi a nasledné i tvorbu, tloustku a roz-
voj biofilmu.

Piedpoklada se, Ze nejcastéjSim projevem rezistence
u vicedruhovych biofilml je snizeni penetrace anti-
biotika, kdy matrice biofilmu nebo ur¢ity druh mikro-
organismu mohou vytvériet ,ochrannou sit”. U pozitivné
nabitych aminoglykosidovych antibiotik byly detekova-
ny elektrostatické interakce s naslednou iontovou vaz-
bou k negativné nabité matrici biofilmu. Ve vicedruho-
vém mikrobialnim biofilmu byla zase prokéazéana rezi-
stence S. aureus k vankomycinu indukované prordsta-
nim stafylokoka mezi hyfami Candida albicans?.

Vzajemné souziti mikroorganism muize byt zpro-
sttedkovano i pfeménou antibiotika rezistentnim mik-
roorganismem na produkt neskodny pro citlivé jedince
mikrobialni populace jiného druhu?2,

U bakterialnich biofilm byly také detekovény cilené
syntetizované mobilni elementy, jako napfiklad ¢as-
ti do okoli vysilanych fosfolipidovych membran bunék
S. aureus, na néz se vaze daptomycin a biofilm pfitom
z{stava neporuseny. Kromé ochrany mobilnimi agens,
muze antibiotikum interagovat s volnymi planktonnimi
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bunikami pfi povrchu biofilmu. Buriky bakterii zakom-
ponované v biofilmu tak z{stavaji neposkozené a po
snizeni koncentrace antibiotika v téle pacienta dochazi
k opétovnému propuknuti nemoci*.

Zaveér v odrazu statistik

Organismy v prostiedi pfedstavuji environmentalni
zdsobarnu genUl rezistence, které mohou byt poten-
cionalné pfenéaseny do cilovych mikroorganismu. Rezis-
tentni kmeny se nasledné mohou dostat do potravino-
vého fetézce a vést az k zadvainym alimentarnim one-
mocnénim ¢lovéka. Piikladem je S. aureus rezistentni
k methicilinu (MRSA), ktery byl detekovan v hovézim,
kufecim a vepfovém mase a v nékterych mléénych pro-
duktech. Kontaminace potravin MRSA jsou vsak vzacné.

Antibiotickd rezistence, kterd se podili na zvySené
nemocnosti a umrtnosti, jakoZz i na zvyseni nakladd
terapie, je povazovéana za jeden z hlavnich celosvéto-
vych problém0 ohroZujicich vefejné zdravi®'. Kazdy rok
nasledkem rezistentnich bakterii na celém svété zemie
700000 lidi*> 33, z ¢ehoZ v USA 23000 lidi a v Evropé
se jedna o 25000 lidi**%¢. V roce 2014 byl ECDC (angl.
European Centre for Disease Prevention and Control)
hlasen narast E. coli rezistentnich k aminopenicilindim,
kdy hodnota vézeného popula¢niho priiméru odvoze-
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Souhrn

Fuchsova V.: Soucasny pohled na antibiotické rezistence

Antibiotika se v dnesni dobé béiné pouzivaji pfi Ié¢bé infekénich nemoci. Nelze si vak nevsimnout pozvolna rostouciho trendu v poctu
pieZivajicich bakterii, které i pfes aplikaci antibiotik nadale perzistuji v téle pacient( a ohroZuiji jejich zdravi. DGvodem mize byt nevhod-
ny vybér pouzivaného antibiotika. Cast&jsi pfi¢inou je véak zvy$ena odolnost mikroorganisma viiéi témto antimikrobialnim latkém, zpro-
stfedkovana rlznymi mechanismy vzniku a pfenosu rezistence, jako jsou zmény cilovych mist antibiotik, genové mutace, horizontalni
genovy transfer gen( rezistence, specifické enzymy degradujici antibiotika ¢i efluxni systém. K snazsimu a rychlejsimu Sifeni rezistenci
pfispiva i schopnost nékterych mikroorganismi tvofit biofilm, Gtvar o vysoké stabilité, ktery mlze byt i rezervoarem genll nesoucich
rezistenci k antibiotikGim.

Klicova slova: antibiotika, rezistence, biofilm

Summary

Fuchsova V.: The current perspective on antibiotic resistance

Antibiotics are commonly used for the treatment of infectious diseases. It is evident that the number of bacteria resistant to antibiotic
remarkably increased and pathogenic strains persists in the body of patients and endangering their health. The reason may be the
inappropriate use of antibiotics. However, the more common cause is increased resistance of microorganisms mediated by various me-
chanisms of resistance, such as changes in the target sites of antibiotics, gene mutations, horizontal gene transfer of resistance genes,
specific enzymes degrading the antibiotic, or efflux system. The ability of some microorganisms to form a biofilm (a structure of high
stability, which can form a reservoir of genes carrying resistance to antibiotics) also contributes to easier and more rapid spread of bac-

terial resistance to antibiotics.
Keywords: antibiotics, resistance, biofilm

LAKASY: MODRE ENZYMY S RUZNORODOU FUNKCi

Klara Herkommerova, Iva Pichova

Ustav organické chemie a biochemie Akademie véd CR, v. v. i, Praha;, klara.herkommerova@uochb.cas.cz

Uvod

Lakasy (EC 1. 10. 3.2, benzodiol:kyslik oxidore-
duktasy) patii do skupiny oxidoreduktas, do které se
fadi i ceruloplasmin, askorbatoxidasa, bilirubinoxida-
sa a ferroxidasa. Atomy médi, pfitomné v aktivnim
centru lakas, dodavaji témto enzymim charakteristické
modré zabarveni, a proto jsou asto oznacovany také
jako ,modré vice-médné” enzymy. Lakasy byly dopo-
sud identifikovany u hub, bakterii, rostlin, i u hmyzu,
ale zastavaji zde rozdilné fysiologické funkce. Lakasy
jsou nékdy oznacovany také jako ,zelené” katalyzéto-
ry”, protoZze mohou oxidovat rtizné substraty bez vzniku
vedlejsich toxickych produktd. Jako akceptor elektronu
vyuzivaji molekulu kysliku ze vzduchu a tak jedinym
vedlejsim produktem reakci katalyzovanych lakasami
je voda. Diky tomu maji lakasy velky biotechnologicky
potencial a nabizi se fada jejich aplikaci v rdznych od-
vétvich pramyslu’.

Vétsina lakas pouzivanych v praxi je plvodem z hub
a jsou produkovany v pomérné velkém mnozstvi. V né-
kterych pfipadech vSsak muze byt vyhodnéjsi hetero-
logni produkce lakas. Houby syntetizuji ¢asto nékolik
isoforem lakas, které maji rozdilné vlastnosti a velmi
obtizné se od sebe oddéluji. Lakasy jsou béhem riiz-
nych biotechnologickych procesti vystaveny extrém-
nim podminkdm (zvySend teplota, pfitomnost soli,
rozpoustédel apod.), které snizuji jejich aktivitu. Me-

todami genového inzenyrstvi Ize pozménit vlastnosti
téchto enzymi a zlepsit jejich stabilitu, zvysit aktivitu
nebo zménit substratovou specifitu. Nasledné vybérem
vhodnych kultiva¢nich podminek (teplota, pH, sloZeni
kultiva¢niho média) Ize zvysit i produkci rekombinant-
nich enzymd. V soucasné dobé se pro produkci rekom-
binantnich lakas pouzivaji bakterie, houby a kvasinky.
Zéroven probiha i snaha zvysit produkci lakas u ptivod-
nich organism{>.

Biochemickeé vlastnosti a struktura lakas

Lakasy maji molekulovou hmotnost mezi 50 - 70 kDa
a mohou se vyskytovat ve formé monomeru, dimeru
nebo tetrameru. Mira glykosylace se pohybuje mezi
10 — 259% (vyjime¢né aZ 30%). Glykosylace pfispiva
k teplotni stabilité, ovliviiuje jejich sekreci a citlivost
k proteolytické degradaci**. Termostabilni a termoto-
lerantni lakasy jsou pfedevsim bakteridlniho plvodu,
napf. u lakasy z bakterie Streptomyces lavendulae byla
naméfena aktivita i po 100 min pfi 70 °C, u CotA la-
kasy z Bacillus subtilis dokonce po vice nez 100 min
pfi 80 °C. Nizsi teplotni stabilitu s teplotnim rozmezim
30 — 50 °C vykazuji lakasy z hub a nejméné stabilni
pfi vyssich teplotach jsou lakasy rostlinné. Lisi se i opti-
ma pH hodnot, kdy bakterialni lakasy maji vyssi aktivitu
pfi hodnotach pH 6 — 8, zatimco lakasy z hub jsou sta-
bilné&jsi v mirné kyselém prostiedi (pH optimum 4 - 6),
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nebot pfi vy3sim pH je aktivita téchto lakas inhibovana
hydroxidovymi |0nty Mezi nejicinnéjsi inhibitory laka-
sové aktivity patfi i ionty azidu, kyanidu a fluoru, kte-
ré se vazou do aktivniho mista enzymu a brani vazbé
molekuly kysliku (obecny mechanismus reakci je po-
psan v nasledujici kapitole). DalSimi latkami, které maji
negativni vliv na aktivitu téchto enzym, jsou mastné
kyseliny, kyselina kumarova, kojova a EDTA®.

V soucasné dobé jsou k dispozici 3D struktury bak-
teridlnich lakas z Bacillus subtilis, Escherichia coli, Nit-
rosonomas europaea a Streptomyces coelicolor, a také
struktury lakas houbovych. Vibec prvni kompletni 3D
struktura byla ur¢ena u lakas z Trametes versicolor (Ba-
sidiomycota) a z Melanocarpus albomyces (Ascomyco-
ta). VSechny lakasy maji podobnou molekulovou struk-
turu, tvofenou 3 doménami (A, B, C), z nichZ kazda ma
strukturu B-listu ve tvaru feckého klice. V katalytickém
misté enzymu se nachazeji 4 rozdilné koordinované
atomy médi, které sehravaji dllezitou roli pfi katalyze®.
Obr. 1 znézorfiuje typickou 3D strukturu lakas. Struktu-
ra lakasy Melanocarpus albomyces umoznila vysvétlit
roli C-terminalni ¢asti enzymu, obsahujici sekvenci bo-
hatou na bazické aminokyseliny (13 — 14 AK), ktera pie-
kryva aktivni misto a brani vazbé médnatych kationtd
do aktivniho mista. Jejim proteolytickym odstépenim,
G¢inkem bunécnych serinovych proteas, nejspise vzni-
ka aktivni forma enzymu3. N-terminalni ¢ast je spolecné
s glykosylaci naopak dtlezita pro sekreci proteinu®.

Obr. 1: Krystalova struktura lakasy z Trametes vesrsicolor
(PDB 1GYC) je tvofena 3 doménami (A — ¢ernd, B — svét-
le 3eda, C — tmaveé Seda) z nichz kazda ma strukturu B-listu
ve tvaru feckého kli¢e. V katalytickém misté enzymu se na-
chazeji 4 rozdilné koordinované atomy médi, které sehravaji
duleZitou roli pfi katalyze.

Reakce katalyzované lakasou

Zékladem ,zelené” chemie jsou chemickych procesy,
které snizuji nebo dokonce zcela eliminuji pouzivéani
a produkci nebezpecnych latek. Pfikladem je enzymova
oxidace jako alternativa k anorganické chemické oxi-
daci. Enzymy samy o sobé nejsou toxické a navic
minimalizuji vznik toxickych produktd. | proto se vy-
zkum v poslednich letech zaméfil na lakasy a na jejich
vyuZiti pro ,zelené” syntézy. Na rozdil od chemickych
latek pouzivanych pro oxidaci, maji lakasy vy3si oxidacni
kapacitu, jsou vice specifické, redukuji vznik vedlejSich
produktd a béhem reakci neni zapotiebi organickych
rozpoustédel, zvy3ené teploty, tlaku ¢i extrémnich hod-
not pH. Lakasy katalyzuji oxidaci fady substrat, mezi
néz patii pfedevsim fenoly, aromatické a alifatické ami-
ny a slouceniny kovu’.

Mechanismus reakce spociva v katalytickém cyklu
redukce jedné molekuly kysliku na dvé molekuly vody
a nasledné oxidaci ¢tyf molekul substratu za vniku pfi-
slusnych radikéld. Z téchto reaktivnich intermediatd
mohou vznikat postupné dimery, oligomery az polyme-
ry. Substraty jsou oxidovany bud pfimo v aktivnim misté
(Obr. 2a) nebo v pfipadé, Ze je molekula substratu pfi-
lis velka, aby se dostala do katalytického mista enzymu
nebo ma velky redoxni potencial, pfidavaji se do reakce
tzv. chemické mediatory. Jedna se o nizkomolekularni
latky, které umozni pfenos elektron mezilakasou a sub-
strdtem (obr. 2 b)8. Mezi nejucinné;jsi syntetické medi-
atory patfi ABTS (2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-
6-sulfonic acid)), HBT (1-hydroxybenzotriazol), NHA
(N- hydoxyacetanilid), VLA (5-hydroxyimino-1,3-dia-
zinane-2,4,6-trione). Tento lakasa/mediatorovy sys-
tém se vyuziva predevsim v papirenském primyslu
pro béleni celulé6zovych vldken (buniciny) a v prdmyslu
textilnim pro odbarvovani tkanin. Pfirodnimi mediato-
ry jsou vétsinou fenolické latky, které vznikaji béhem
lakasové oxidace ligninu nebo to mohou byt i jednot-
livé monomery tvofici lignin. Tyto latky pak v oxidova-
ném stavu napomahaji lakasam katalyzovat degrada-
ci i nefenolovych aromatickych struktur, které tvofi az
80 % tohoto polymeru. Jedna se napf. o acetosyringon,
syringaldehyd, vanilin a felurovou, sinapovou a p-ku-
marovou kyselinu. Velkou vyhodou pfirodnich media-
torl je jejich maly dopad na Zivotni prostiedi, nebot
jsou to latky, které se v pfirodé béiné vyskytuji. V né-
kterych pfipadech jsou syntetické mediatory mnohem
Gcinné;jsi, ale byly popsany i pfipady, kdy bylo kombi-
naci lakasy a pfirodniho mediatoru dosazeno lepsich
vysledkli nez s mediatory syntetickymi. Velmi Gc¢inny
se zda byt systém lakasy a syringaldehydu nebo lakasy
s acetosyringonem pro dekolorizaci barev v textilnim
pramyslu nebo pro oxidativni dehalogenaci pesticid(®.

a) H,0 lakasa (ox.) N substrét(red.)
0, >< Iakasa(red.)< substrat(ox.)
b) H,0 lakasa (ox.) mediator (red.) substrat(ox.)
0, >< Iakasa(red.)>< mediator (ox.) >< substrat(red.)
Obr. 2: Schématické znazornéni oxidace substratu katalyzo-

vané lakasou bez mediatoru (a) a s mediatorem (b). Pfevzato
a upraveno®.
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Zda se tedy, ze aplikace lakas pro ,zelené” syntézy
ma velky potencial, navic v kombinace s pfirodnimi me-
diatory, které nezatézuji Zivotni prostiedi a jsou snadno
dostupné z lignocelulosové biomasy.

Fyziologicka funkce a moiné aplikace
lakas

Fyziologickd funkce lakas se u vSech organismu
znacné lisi. Obecné Ize ale fici, Ze se podili na poly-
meriza¢nich a depolymeriza¢nich procesech. Produkce
vétsiny lakas je u hub, rostlin a hmyzu extracelularni,
zatimco bakterie produkuji lakasy intracelularné.

Lakasy z hub jsou nejlépe popsanou skupinou lakas.
V soucasnosti bylo izolovano a charakterizovano vice
nez 100 lakas, pfevainé z oddéleni Ascomycota nebo
Basidiomycota. Tyto enzymy se podili na sporulaci hub,
tvorbé pigmentu a u hub bilé hniloby na degradaci
ligninu, celulosy a hemicelolulosy®. Ukazalo se, zZe la-
kasy jsou také dleZitym faktorem virulence u mnoha
chorob zplsobenych houbami. Produkci lakas se pato-
genni houby brani Gc¢inkdm fytoalexind, které rostliny
syntetizuji v odpovédi na mikrobialni infekci. Mechanis-
mus pUsobeni lakas spociva v oxidaci fytoalexin(, a tim
i jejich detoxifikaci. U patogenni kvasinky Cryptococcus
neoformans se ptedpoklada, Ze lakasovou aktivitou
vznikd melanin, ktery chrani kvasinku pfed imunitnim
systémem hostitele™.

Houbové lakasy se prozatim jako jediné vyuzivaji
v biotechnologiich, a to pfedevsim diky relativné vyso-
kému redoxnimu potencialu a extracelularni produkci
téchto enzymd. Prikladem je poutziti lakas v textilnim
pramyslu pro odbarvovani tkanin, namisto chemickych
prostiedkl na bazi chléru. Dalsi moznou aplikaci lakas
nebo spiSe hub produkujici lakasy, je bioremediace
zeminy kontaminované organickymi polutanty, jakymi
jsou polycyklické aromatické uhlovodiky a chlorfeno-
ly, které dokazou lakasy oxidovat. Déle se tyto enzymy
vyuZivaji v organickych syntézach a pro modifikaci povr-
chti rGznych polymerd™.

Rostlinné lakasy maji odlisné pH optimum (pH 7 -
- 10), nizsi redoxni potencial a vyssi miru glykosylace
(20 - 45%). Diky témto vlastnostem se podileji na
stavbé bunécné stény rostlin (syntézou ligninu), ¢emuz
odpovida i lokalizace téchto enzym( v apoplastu.
Popséana byla rovnéz i role lakas v odpovédi rostlin na
nepfiznivé podminky prostfedi (sucho, zvysena kon-
centrace soli a mechanické poskozeni)'.

Vyuziti rostlinnych lakas v biotechnologiich je pro-
zatim stale ve fazi zéakladniho vyzkumu. Pozornost se
upird predevsim na analyzu jednotlivych gent koduiji-
ci lakasy a ovéfovani jejich presnych funkci u rdiznych
druht rostlin. Pfedpokléda se, ze diky schopnosti la-
kas oxidovat fenolické latky, mohou byt pro remediaci
organickych polutantd ze Zivotniho prostiedi pouzity
transgenni rostliny se zvySenou produkci extracelu-
larnich lakas. Dalsi mozna aplikace se nabizi v oblasti
»druhé generace” biopaliv vyuzivajici rostlinou lignoce-
lulosovou biomasu. Velké mnozstvi ligninu v biomase
zna¢né snizuje produkci biopaliv. Resenim mohou byt
transgenni rostliny s pozménénym obsahem ligninu ¢i
jeho slozenim™.

Prvni prokaryotni lakasa byla popsana u rhizosférni
bakterie Azospirillum lipoferum a ptedpoklada se jeji
zapojeni v oxidaci fenolovych slouc¢enin rostlin, trans-
portu elektroni a v pigmentaci bakteridlnich bunék.
U Pseudomonas syringae a Escherichia coli hraje laka-
sa roli pfi rezistenci bakterii k médi, a pfi morfogenezi
u Streptomyces spp. Nejlépe prostudovanou lakasou je
ale termostabilni CotA z Bacillus subtilis, jenz se tcastni
syntézy hnédého pigmentu u endospor, které jsou pak
vice odolné vici plsobeni UV zéfeni a uc¢inkdm peroxi-
du vodiku™.

Bakterialni lakasy se vyznacuji vysokou aktivitou
a stabilitou pfi vyssich teplotach a hodnotach pH a zé-
roven jsou odolné vici zvySsenym koncentracim iont
chléru a médi. To znacné pfispiva k vyuziti bakterialnich
lakas v biotechnologickych procesech. Oviem nevyho-
dou, a tim i omezenim pro prdmyslové vyufziti, je jejich
intracelularni produkce, ¢imz se zvysuji naklady na zis-
kani aktivniho enzymu, a déle pak také jejich nizky re-
doxni potenciél, ktery omezuje pouziti téchto lakas pro
oxidaci Sirsi Skaly substrat(i. Ve vétsiné pfipadu je tedy
nutné pouZiti mediatori, coz cely biotechnologicky
proces opét prodrazuje®. V soucasné dobé se uvaziuje
o aplikaci lakas/mediatorového systému v oblasti tex-
tilniho primyslu, napf. béleni textilnich vldken pomoci
lakas z bakterii Pseudomonas stutzeri a Streptomyces
cyaneu’s,

U hmyzu byly identifikovany dvé hlavni formy
vice-médnych oxidas (MCO). Forma lakas MCO1 je vice
komplexni a je zapojena do procest imunitni odpovédi
hmyzu, metabolismu Zeleza a kyseliny askorbové, de-
toxifikace stravy a oxidaci fenolovych substrat(i’”. Druha
forma MCO2 (lakasa 2) ma hlavni podil na sklerotizaci
kutikuly, kde diky lakasové aktivité dochazi ke vzniku
vysoce reaktivnich chinond, které mohou bud polyme-
rizovat a vytlacovat z kutikuly vodu a/nebo mohou rea-
govat s nukleofilnimi postrannimi fetézci aminokyselin
a vytvaret tak prokfizeni bilkovinnych vlaken, které jsou
spolu s chitinem zédkladem kutikulu. Tato funkce lakas
byla popsana napi. u rodu Manduca, Anopheles, Tri-
bolium™. Termiti rodu Neocapritermes taracua naopak
vyuzivaji lakasu pfi obrané termitisté. Starsi délnici maji
na povrchu téla jakousi kapsu, ktera obsahuje modré
krystaly lakasy a v labiélnich zlazach hromadi hydrochi-
nony. V pfipadé napadeni termitisté, dojde narazem
na télo termitt k poskozeni kapsy a promiseni lakasy
s hydrochinony za vzniku vysoce toxickych benzochi-
nond, které jsou vystfiknuty na protivniky®™. Piestoze
jsou informace o hmyzich lakasach dostupné, patii tyto
enzymy mezi nejméné prostudovanou skupinu lakas
obecné.

Zaver

Uz fadu let se vyuziva katalytickych vlastnosti lakas
v rdznych odvétvich primyslu. V nadchazejicich letech
se proto pfedpoklada, Ze se vyzkum zaméfi piedevsim
na jejich upravu/zlepseni. Rekombinantni produkce la-
kas ,na miru” ur¢itému biotechnologickému procesu
je urcité jednim z kli¢covych bodl vyzkumu. Dalsi nové
poznatky by mohlo pfinést studium molekulové dyna-
miky téchto enzyml a studium mechanismu Géinku
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na molekulové drovni, kde stale zlistava fada nezod-
povézenych otazek. Velky prostor pro vyzkum se nabizi
rovnéz v oblasti hmyzich lakas, kde je zatim k dispozici
jen minimum informaci, v porovnani s dobfe popsany-
mi lakasami z hub.
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Herkommerova K., Pichova I.: Lakasy: modré enzymy s riiznorodou funkci

Lakasy jsou enzymy s velkym biotechnologickym potencialem. Katalyzuji oxidaci fady substrat(i, mezi které patii napf. fenoly, aromatické
a alifatické aminy, a to bud pfimou interakci, nebo zprostiedkované pomoci mediatord. Fyziologicka funkce lakas se zna¢né lisi v zavis-
losti na organismu. Izolace lakas z plvodnich producentll pfinasi relativné vysoké vytézky, na druhou stranu rekombinantni produkci
mohou byt ziskdny enzymy s vys$si aktivitou, lepsi stabilitou nebo rozdilnou substratovou specifitou.

Klicova slova: lakasy, biotechnologie, ,zelend” chemie, mediatory, oxidoreduktasy

Summary

Herkommerova K., Pichova I.: Laccases: blue enzymes with different function

Laccases are enzymes with a great potential for biotechnological applications. Laccases oxidize a number of substrates, mainly phenols,
aromatic and aliphatic amines and can catalyze reactions by direct interaction with substrates or by mediators. Physiological function of
these enzymes is different in various organisms. Isolation of laccases from nature sources provide relatively high levels of active enzy-
mes, but on the other hand, the recombinant production can bring engineered enzymes with higher activity, better stability or different

substrate specificity.

Keywords: laccases, biotechnology, ,green” chemistry, mediators, oxidoreductases

CRISPR/Cas9 REVOLUCNI NASTROJ NEJEN PRO EDITACI

GENOMU

Sofie Kolibova, Zuzana Stehlikova a Kamila Zdenkova
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Uvod

Dlouhou dobu zlstavaly snahy o pfesné zasazeni ci-
lového mista dédi¢né informace spiSe nahodnou zéle-
zitosti. Napfiklad pfi vyuziti virovych vektord pro vnaseni
urcitého useku DNA pro genové terapie byl ¢asto poza-
dovany Usek s virovym vektorem za¢lenén na nevhod-
né misto v genomu pacienta a u nékterych pacientd
se pak po slibnych vysledcich genové terapie rozvinula
leukémie'.

Ve 21. stoleti byl zaznamenan velky pokrok ve vyvoji
novych metod umoziujicich presné cileni modifikace
na vybrané misto v genomu. Techniky, jako jsou zin-
kové prsty s nukleasou (angl. Zinc Finger Nucleasy, ZFN)
nebo technika TALEN (angl. Transcription Activator-Like
Effector Nucleases) umoziiuji pfesné cileni a usnad-
nuji védeckou praci s genetickym materidlem. Obé zmi-

nované techniky vyuzivaji k vyhledani cilové sekvence
specificky navrzené proteiny, které interaguji s DNA v ci-
lovém misté a nasledné pak stépi jedno vlakno dvoj-
Sroubovice DNA. Piesnost stépeni DNA prostifednictvim
téchto metod je vysoka, aviak pfiprava experimentu
spojena s navrhem proteint pro kazdy cilovy DNA lokus
je dosti naro¢na a je hlavni pfekézkou pro rutinni pou-
zivani v laboratofi. Zasadni pfelom jak v Gc¢innosti, tak
i v usnadnéni prace pfinesla novd metoda vyuZivajici
k vyhledani cilové sekvence kratky fetézec ribonukleo-
vé kyseliny, kterd je dnes ve svété znama jako CRISPR,
nejcastéji ve spojeni s Cas9 nukleasou?.

CRISPR/Cas je zkratka z anglického originalu
clustered regularly interspaced short palindromic
repeats-CRISPR associated genes, tedy segmenty na-
hromadénych pravidelné rozmisténych kratkych palin-
dromickych repetic/CRISPRu asociovanych gent. Jed-
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né se o adaptabilni imunitni systém nékterych bakterii
a predevsim archei na obranu proti virovym infekcim.
Vyskytuje se piiblizné u 50% znamych bakterii a az
u 90% archeii. Umoziiuje specifickou obranu, kdy
burika po pfedchozi konfrontaci s cizorodym genetic-
kym materialem, ziskava informaci o daném patogenu.
Je schopna tuto informaci ulozit a pfi dalsim setkdnim
s patogennim virem muZe spustit silnou obranou ode-
zvu a cizorodou DNA degradovat® *.

Informace o cizorodém genetickém materialu se
uklada ve formé tzv. mezerniku (angl. spacer), ktery je
nové zafazeny do tzv. CRISPR lokusu. Pfepisem RNA
z tohoto lokusu pak vznika pre-crRNA obsahujici néko-
lik mezernikd. Jejim rozstépenim vznika nékolik crRNA,
obsahujicich pouze jeden konkrétni mezernik. Kom-
plex schopny rozpoznat cizorodou DNA, navazat se k ni
a zapficinit jeji rozstépeni je slozen z navadécich RNA,
rozpoznavané DNA a enzymu endonukleasy. Nezbyt-
nym slozkami komplexu jsou tracrRNA a PAM sekven-
ce cizorodého organismu a bakterialni crRNA spole¢né
s endonukleasu Cas9, ktera provadi vlastni $tépeni ci-
zorodé DNA. Cely tento princip je obdobou RNA inter-
ference u eukaryotnich organisma?.

PAM (z anglického protospacer adjacent motif) je
kratka sekvence o délce 2 — 6 parl bazi a je dileZita pro
spravné fungovani endonukleasy. Nepochézi z bakteri-
alniho CRISPR lokusu, nybrz z invazivniho organismu,
chréni tedy vlastni DNA pied degradaci. Pokud ji Cas9
nerozpozna u komplementarni sekvence genomové
DNA cizorodého organismu, neprobéhne stépeni. Nej-
Castéji pouzivana Cas9 endonukleasa ma pomérné jed-
noduchou PAM sekvenci a to 5'-NGG-3’ (kde N je libo-
volna béze). Pro spravné fungovéani Cas9 endonukleasy
je tedy potieba nalézt ve stépeném genomu kratkou
sekvenci dvou bazi (GG). Tyto kratké sekvence se v ge-
nomech vyskytuji casto, pfiblizné kazdych 8 bazi*.

Historie

Jako prvni byly objeveny nahromadéné repetitivni
sekvence v E. coli, to mGzeme datovat do roku 1987, nic-
méné jejich funkce byla v té dobé neznama®. Samotna
identifikace cas gent probéhla az v roce 2002, v tomto
roce byl i poprvé pouzit termin CRISPR. V té dobé se uz
zacaly objevovat hypotézy, ze se jedna o analogii s eu-
karyotnim systémem adaptivni imunity, nicméné tyto
hypotézy nebyly zpocétku pfijimany. Az v roce 2005 se
podafilo prokazat ptivod mezernikd v CRISPR lokusech.
Bylo potvrzeno, ze mezerniky pochéazeji z extrachromo-
somalni DNA, pievazné z virovych fagti nebo plasmidd.
Tedy teorie, Ze by se mohlo jednat o analog k adaptiv-
ni imunité a RNA interferenci, nebyla tak neuvéfitelna.
V roce 2007 byly provedeny prvni experimenty tykajici
se ziskané adaptivni imunity. Dostavame se ke zlomo-
vému roku 2012, kdy se podafilo ziskat purifikovany
enzym Cas9 ze Streptococcus thermophilus a Strep-
tococcus pyogenes. Takto pfipraveny Cas9 stépil DNA
po navedeni pomoci crRNA ve specifickych mistech
in vitro. Timto experimentem se oteviela cesta k pouZiti
CRISPRu jako nastroje pro genové inZenyrstvi, meto-
du zacalo rozvijet velké mnozstvi laboratofi po celém
svété. Rozbéhlo se rozsahlé studium slozek CRISPRu

a i jeho detailngjsi klasifikace a pochopeni molekularni
podstaty funkce tohoto systému.

Pravé bakterialni duplex tracrRNA:crRNA byl vzorem
pro navrZeni a vytvoieni jednofetézcové navadéci RNA
(angl. single guide RNA, sgRNA). Jednofetézcova RNA
je navrzena tak, aby sekvence o dvaceti nukleotidech
na 5’ konci urcovala cilové misto a sekvence blize k 3’
konci vazala endonukleasu Cas9. Vhodnou volbou
navadéci sekvence sgRNA je moziné zacilit komplex
s nukleasou Cas9 na vybrané misto v fetézci editované
DNA’.

Klasifikace

Informace o cizorodé DNA se ukldadd ve formé
tzv. mezerniku ulozenych v CRISPR lokusu, kromé me-
zernikd jsou pro ¢innost CRISPR dlezité také cas geny.
Byla objevena fada cas gen(, pojmenovanych podle
asociace s CRISPR, které koduji helikasy nebo nukleasy.
Imunitni odpovéd mikroorganism& muzeme rozdélit
do tii navazujicich stadii a to adaptaci, expresi a inter-
ferenci. BEhem adaptativni faze dochazi k inkorporaci
cizorodych fragmentt DNA v podobé spacerl. Druhou
fazi je syntéza prekurzorovych transkripti (pre-crRNA),
které pak maturuji na CRISPR RNA (crRNA). V posledni
fazi, interferenci, pomoci crRNA a Cas protein(i dochazi
k zacileni a Stépeni komplementarniho mista v cizoro-
dé DNA. V soucasné dobé je znamo velké mnozstvi Cas
proteind rGznych bakterii a archei, které mdzeme roz-
délit do dvou tiid, péti typl a 16 podtypl®.

Prvni tfida obsahuje multipodjednotkové efektorové
komplexy crRNA. Obsahuje typ I, 11l a IV. Lokus typu
| obsahuje gen cas3. Lokus typu Il obsahuji zase gen
cas10 a posledni typ IV obsahuji pouze nékteré bak-
terie a funkéné je zatim tento typ necharakterizovan.
Druha tfida ma v3echny funkce ulozeny v jediném pro-
teinu (napf. Cas9), jsou do ni fazeny typy Il a V. Cha-
rakteristicky gen pro typ Il je cas9, ktery koduje mul-
tidoménovy protein Gcastnici se jak maturace crRNA
tak i nasledné interference. Mimo cas9 CRISPR lokusy
druhé tridy, které byly nalezeny jen u nékterych bakterii,
obsahuji také geny casl a cas2. Posledni typ V obsa-
huje gen cpfi kddujici Cpf1 protein, spole¢né s geny
cas] acas2. Funguje podobné jako Cas9, nicméné jsou
mezi nimi nékteré podstatné rozdily. Cpf byl objeveny
relativné nedavno a jeho rozdilné vlastnosti oproti Cas9
jsou popsany niZe.

Cas9 byl izolovany z bakterii Streptococcus thermo-
philus a Streptococcus pyogenes. Patfi do typu I, jak
jiz bylo uvedeno. K procesu maturace crRNA vyZaduje
trans aktiva¢ni crRNA (tracrRNA), jejiz pfislusné geny se
nachazi v blizkosti CRISPR lokusu. Jedna se o pfibliz-
né 25 parG bézi dlouhé useky RNA komplementarni
k crRNA sekvenci. Cas9 umoziiuje snadnéjsi parova-
ni a tvorbu RNA duplexu mezi tracrRNA a pre-crRNA.
Na tento duplex je pak zacilend bunéc¢na endonuklea-
sa RNAsa lll, ta nasledny duplex rozstépi a uvolnuje
se maturovana crRNA. Ve fazi interference je tedy vy-
Zadovana jak crRNA tak nukleasa Cas9 ale i tracrRNA.
Ve vysledku pak Cas9 rozstépi cilovou DNA na dvé ¢és-
ti s tupymi konci. Cas9 systém tedy vyZzaduje ke své
funkci dvé RNA molekuly — crRNA a tracrRNA®. Endo-
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nukleasa Cas9 je enzym majici dvé ddlezité funkéni do-
mény, doména HNH slouZi pro stépeni komplementar-
niho fetézce k sgRNA a doména Ruv C-like slouzi pro
Stépeni protéjsiho fetézce. K rozpoznani cilové sekven-
ce je dulezité kromé parovani bazi jesté vyhledani krat-
ké sekven¢niho motivu PAM?*:1°,

Cpf1 byla izolovana ze dvou bakterii Prevotella a Fran-
cisella, odtud zkratka Cpf1, a ke své funkci vyzaduje
pouze jednu molekulu RNA. Od Cas9 se lisi ve tfech za-
sadnich parametrech. Prvnim z rozdil( je, ze Cpf1 sys-
tém pracuje rovnou s maturovanou crRNA bez nutnosti
trans aktivacni RNA. Druhym rozdilem je PAM sekven-
ce, ktera je u Cas9 v G-bohatych oblastech a u Cpf1 se
jedna o kratké T-bohaté oblasti, kde dochazi k jedno-
dussimu Stépeni. Poslednim vyznamnym rozdilem je,
zZe po stépeni cilové DNA vznikaji konce s piesahy ne-
boli lepivé konce. Ve vysledku nam tedy CRISPR/Cpf1
poskytuje efektivni nastroj s odliSnymi vlastnosti nez
dosud nejcastéji pouzivany Cas9 a ma taktéz velice
silny potencial pro Gspésné pouzivani v molekuldrni
biologii".

Modifikace enzymu Cas9 maji riizné
vyuiiti

V soucasné dobé jsou nejcastéji pouzivany tii riiz-
né varianty nukleasy Cas9. Prvni varianta vyuZiva en-
zym Cas9 v nezménéné podobé (Obr. 1), ktery mistné
specifickym Stépenim generuje dvouvldknové zlomy.
Vytvofené dvouvlaknové zlomy aktivuji v burice repa-
ra¢ni mechanismy nehomologniho spojovani koncd™
(NHEJ). Vysledkem oprav DNA jsou pak inzerce nebo
delece, které narusi cilové misto. Pokud je poskytnut
donorovy homologni templat je dalsim opravnym
mechanismem, ktery buiika méze pouzit homologni
rekombinace™ ®,

Druha varianta pouzivd enzym s mutaci ve funkéni
doméné. Mutace v jedné z domén davaji vznik enzymu
Stépicimu pouze jedno vlékno. Pro opravu jednoietéz-
covych zlomd pak neni aktivovan systém NHEJ, namis-
to toho oprava probiha pomoci homologni rekombina-
ce” 5, Pro zvySeni specifi¢nosti zacileni se v nékterych
pfipadech pouzivaji dva komplexy sgRNA a enzymu
Cas9 s mutaci ve funkéni doménée.

Treti variantou je pouZiti enzymu Cas9 (dCas9), kte-
ry postrada nukleasovou aktivitu, coz je zapfi¢inéno
mutacemi H840A v HNH doméné a D10A v doméné
Ruv C 7, dCas 9 je poté mozno vyuzit k fuzi s rGznymi
efektorovymi doménami. Takto pfipraveny protein se
muZe stat nastrojem pro umléeni nebo naopak aktivaci
genl‘:lﬂ, 19, 20, 21, 22.
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Kolibova S., Stehlikova Z., Zdeiikova K.: CRISPR/Cas9 revolucni nastroj nejen pro editaci genomu

CRISPR/Cas je zkratka z anglického originalu Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR associated genes ¢ili
segmenty nahromadénych pravidelné rozmisténych kratkych palindromickych repetic/CRISPRu asociovanych gend. Pomoci techniky
CRISPR Ize cilené zasahovat do genetické informace vybranych organism0, umoziiuje Stépeni obou vldken dvojsroubovice DNA na kon-
krétnim vybraném misté genomu. Rozvinuti pouZiti umoznilo diikladné pochopeni adaptivni imunity bakterii a archei. Je znamo nékolik
variant této metody zalozenych pfedevsim na modifikacich nukleasy. Pomoci metody CRISPR je mozné vyfadit z funkce konkrétni geny,
editovat DNA, regulovat transkripci nebo oznacit vybrané misto v genomu.

Klicova slova: CRISPR, Cas, editace genomu

Summa

Kolibovér!'x, Stehlikova Z., Zdeiikova K.: CRISPR/Cas9 a revolutionary tool not only for the genome editing

CRISPR/Cas is a shortcut from English original: Clustered Regularly interspaced Short Palindromic Repeats / CRISPR-associated
genes. Using a CRISPR technique we can specifically manipulate with the hereditary information of selected organisms, the technique
allows the cleavage of both strands of the double helix of DNA at a specific site in the genome. Developing application allows a deeper
understanding of adaptive immunity of bacteria and archaea. Using the CRISPR method is possible to disable the function of specific

genes, edit or regulate DNA transcription or mark selected location in the genome.

Keywords: CRISPR, Cas, genome editing
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Uvod

Vyrobu a odbyt polnohospodarskych geneticky mo-
difikovanych organizmov (GMO) po celom svete spre-
vadza mnoizstvo diskusii. Mnohi spotrebitelia sa totiz
obavaju, ze potraviny ziskané z geneticky modifiko-
vanych organizmov mézu byt nezdravé alebo Ze pro-
dukcia takychto organizmov moze mat negativne envi-
ronmentélne alebo socidlne dopady. V désledku toho
sa mnozstvo predpisov o povolovani a oznacovani
GMO zvysilo, a marketing s GMOfree surovinami zacal
rapidne narastat vo viacerych krajinach'.

USA

Od roku 2012 ziskali anti-GMO hnutia v Spojenych
Statoch americkych zna¢na podporu v ich usili ozna-
Covania geneticky modifikovanych potravin. Podarilo
sa im ziskat volebné iniciativy na oznacovanie takychto
v potravin v mnohych Statoch, aviak nakoniec ich Usi-
lie, zaviest federélnu legislativu, bolo z velkej ¢asti ne-
uspesné.

Americky Urad pre po-
traviny a lieciv4, vladna
agentira  zodpovedna
za bezpecnost geneticky
modifikovanych potravin,
urcila, Ze tieto potraviny
si v podstate podob-
né (tzn. ze nie je ziadny
materialny rozdiel) gene-
ticky nemodifikovanym
potravindm a preto nie
je vyzadované oznacova-
nie. Naproti tomu zastancovia ozna¢ovania argumentu-
ju, ze spotrebitelia maju pravo vediet, ¢o kupuju, mali
by byt schopni si vybrat ¢i chcu potraviny s geneticky
modifikovanymi prisadami a oznacovanie by prinieslo

.....

Obr: 1: Oznacenie
+,GMO-free” produktu
(http://organicaegypt.com/no-
-gmo/, stiahnuté 22. 10. 2016)

podporu tychto tvrdeni, zastancovia oznacovania pou-
kazuju na rad prieskumov, ktoré ukazuju, Ze americki
spotrebitelia by privitali istd formu oznac¢ovania GMO
(Obr. 1). Polnohospodarsko-potravinarsky priemysel je

Ro¢nik 27

Bioprospect ¢. 2/2017



.....

ze GM potraviny su bezpe¢né a povinné znacenie by
bolo nékladné a malo by negativny vplyv na spotrebi-
telov a vyrobcov potravin. Potravinarske spolo¢nosti,
ako napriklad Nestlé, spolu s biotechnologickymi fir-
mami akou je Monsanto, minuli viac ako 100 miliénov
americkych dolérov na porazenie Styroch statnych pe-
ticii za vyhlasenie referenda. V stavke je vela, preto po-
vinné oznacovanie GMO bude mat obrovsky vplyv na
polnohospodarsko-potravinarsky systém USA, kde 90%
produkovanej kukurice, soje a cukrovej repy st genetic-
ky upravované a 80 % vsetkych spracovanych potravin
zahfiia aspon jednu zlozku odvodenu z geneticky mo-
difikovanych plodinZ

Najnovsie visak Oddelenie pre inSpekciu a bezpec-
nost potravin Ministerstva polnohospodarstva prijalo
dokument, na zéklade ktorého povoluje firmam ozna-
Cenie, zZe ich vyrobky neobsahuju ingrediencie z gene-
ticky modifikovanych potravin alebo st inak bioinzi-
niersky upravené. Jedna sa len o spolo¢nosti produku-
juce vyrobky z mdsa, hydiny a vajecné vyrobky. Preto st
povolené oznacenia typu: ,Kur¢a bolo kimené stravou
bez obsahu geneticky modifikovanych zloZiek” alebo
»Kravy boli vychované na pastvinach, kde sa nevyskyto-
vali geneticky modifikované produkty”. Tieto oznacenia
budu vsak schvélené az po odsuhlaseni zodpovednej

organizacie (napr. National Organic Program) a pokial

oznacenie uvadza aj adresu webovej stranky, kde moézu
spotrebitelia ziskat dalSie informacie tykajtice sa proce-
su certifikacie>.

~The Non-GMO Project”

Non-GMO Project je neziskova organizacia, ktorej
cielom je zachovat a postupne budovat zdroje pro-
duktov bez GMO a zaroven vzdelavat spotrebitelov
o volbach bez geneticky modifikovanych produktov.
Tvrdia, Ze kazdy ma pravo vediet ¢o sa nachadza v ich
jedle a zarover by mal mat moznost vyberu jedla bez
GMO. Projekt bol vytvoreny v roku 2007 dvoma ob-
chodnymi retazcami — The Natural Grocery a The Big
Carrot Natural Food Market, ktori sa spojili s cielom
vytvorit jednotné ohranic¢enie ,GMO-free” produktov
v potravinarskom priemysle. Na dodanie vedeckého za-
kladu a technickej podpory na svetovej urovni zacala
organizacia spolupracovat s Global ID Group, svetovou
$pickou v testovani a certifikovani non-GMO produktov.

Prvé vyrobky, ktoré niesli
NON

znak Motyla (Obr. 2), sa
dostali na trh v roku 2010.
GMO
Project

Odvtedy Program na
overovanie produktov ne-
ustéle rastie a v sucasnosti
ho predstavuje viac ako
overeného Non-GMO Pro- 2800 overenych znatiek

jektom (https;//www.non- S takmer 40000 vyrobka-

gmoproject.org/about/, mi. Vzh_l'acljom na <§lopyt
stiahnuté 22. 10. 2016) spotrebitelov v celej Se-

vernej Amerike, vyrobky
overené Non-GMO Projektom zostavaju aj nadalej jed-

VERIFIED

Obr. 2: Znacka produktu

nym z najrychlejsie rastucich sektorov na trhu a Motyl

je jednym z najdéveryhodnejsich znaciek, ktoré zamed-
zuju GMO medzi nakupujucimi®.

Eurdpska unia

Pre celt Europsku Uniu plati od roku 1997 nariade-
nie, podla ktorého je oznacovanie geneticky modifiko-
vanych potravin povinné. Zretelne oznacené geneticky
modifikované produkty (napr. Flavr Savr paradajky)
musia byt oznacované aj ked su predavané volne bez
obalu. K dnesnému diiu viak takéto produkty na trhoch
nie si. Oznacené musia byt aj produkty, ktoré st len
Ciasto¢ne vyrabané z GMO, to znamend Ze obsahuju
len prisady z nich. Avsak napriklad krmiva obsahujtce
GM rastliny alebo zlozky z GM mikroorganizmov musia
byt oznacené, ale potraviny vyrobené zo zvierat cho-
vanych tymto krmivom, ako je méso, vajcia a mlie¢-
ne vyrobky uz nevyZaduju oznacenie. SU povazované
za potraviny vyrobené ,s pomocou geneticky modifi-
kovanych organizmov” a preto st vynaté s poziadaviek
na oznacovanie.

Netimyselné a technicky nevyhnutné miesanie potra-
vin s GM potravinami musi byt znacené len v pripade
Ze obsah GMO presahuje 0,9 % z povodnej latky. Toto
pravidlo je mozné len za podmienok toho, Ze vyrobca
preukéze, Ze pridanie GMO bolo naozaj technicky ne-
vyhnutné alebo neumyselné, (ak s GMO primiesavané
umyselne je znacenie nutné) a GMO musi byt zarover
registrované v ramci EU a tym je povaZované za bez-
pecné. Priroda je totiz otvoreny systém, Ziadne plodiny
tak nemdozu byt v uplnej izolacii a tak sa vetrom mozu
preniest pelové Castice aj na ostatné plodiny. Tak bola
vdaka najnovsim citlivym metédam zistena stopova pri-
tomnost GMO aj v biopotravinach, aviak bola pod hod-
notou 0,9 % preto nedoslo k oznaceniu®.

Oznacovanie ,GMO-free” na obaloch potravin
Eurépska Unia nijak neobmedzuje, za predpokladu,
ze informéacia nie je zavadzajuca pre spotrebiteloy,
avsak jednotlivé krajiny si tento pristup mézu obmedzit.
Napriklad Francizsko a Holandsko v narodnej legisla-
tive urCuju konkrétne slova, ktoré mézu byt pouzité
na identifikaciu vyrobku bez GMO ale neSpecifikuju
logo, v Rakusku a Nemecku vnutrostatne pravne pred-
pisy stanovuju slovd a zéroven aj pravne nezavdzné
loga. Vo vsetkych Styroch krajinach si sikromné subjek-
ty mozu poutzit vlastné logo, ak dodrzZiavaju vnutrostat-
ne pravidla®.

Diskusia

Postoj spotrebitelov vo¢i GMO je vo svete védc¢sinou
negativny. Niektori veria, Ze geneticky modifikované
produkty mézu mat nezname a potencialne dlhodobé
riziko ako aj pre zdravie ludi, takisto aj pre Zivotné pro-
stredie. Prevlada tak nazor, ze spotrebitel by mal mat
moznost zvolit si vyrobok, ktory neobsahuje a ani nie
je vyrobeny z GMO. V dosledku toho niektori prejavuju
ochotu platit viac za ,,GMO-free” produkt, alebo naopak
¢akaju znizenu cenu za vyrobok ktory obsahuje GMO’.
Je preto potrebné aby sa ludia o genetickych modifika-
ciach v potravinach dozvedeli viac a tak hned neodcud-
zovali jednotlivé produkty, len preto ze st ,modifiko-
vané” a nie prirodzené.

Zaver
V stcasnosti je pojem geneticky modifikovany orga-
nizmus velmi kontroverzny. Predovsetkym vdaka nedo-
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stato¢nej informovanosti verejnosti dochadza k tomu,
Ze tento pojem je povazovany za negativny, pretoZe
dochédza k naruseniu prirodnych procesov, ktoré moze
mat nepredvidatelné nasledky v Zivotnom prostredi
alebo v zdravi ¢loveka. Oznacenie ,GMOfree” na potra-
vinach je preto velmi vynosnym marketingovym tahom,
ktory ma prildkat odporcov tychto genetickych manipu-

lacii a zaroven odradit konkurenciu, ktora toto oznace-
nie nema. S pribudajicim mnozstvom pestovanych ge-
neticky modifikovanych plodin je preto otazne, ¢i toto
oznacenie bude v budtcnosti na vsetkych potravinach
bez GM kvéli marketingu alebo ludstvo d6jde do Stadia,
Ze sa tieto potraviny stant beznou stcastou nasho je-
dalnicka a zmizna voci nim nase predsudky.
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Sdahrn

Stredanska S.: Oznacenie ,,GMO-free”

Geneticky modifikovany organizmus je organizmus, ktorého geneticky material bol umyselne zmeneny. Pocet pestovanych geneticky
modifikovanych rastlin v si¢asnosti vo svete neustéle narasta. V roku 2010 boli geneticky modifikované plodiny pestované na 10% sveto-
vej ornej pody. Pravne a regula¢né predpisy ohladom GM potravin sa liia podla krajiny, pricom niektoré ich zakazuju alebo obmedzuijq,
zatial ¢o v inych je pestovanie zna¢ne rozsirené. S narastajicim po¢tom GMO narasté aj pocet odporcov voci tymto organizmov a pro-
duktom z nich. Oponenti argumentuji bezpe¢nostou zivotného prostredia a zdravia ¢loveka. Oznac¢enych produktov ako ,GMO-free” sa
tak objavuje na trhu stéle viac predovietkym z dévodu vyhodného marketingovému tahu.

Klticové slova: geneticky modifikované plodiny, legislativa, ,GMO-free” potraviny

Summary

Stredanska S.: ,,GMO-free” labeling

The genetically modified organism is the organism whose genetic material has been deliberately changed. The number of cultivated
genetically modified plants is growing in the world today. In 2010, genetically modified crops were grown on 10% of the world’s arable
land. Legal and regulatory rules on GM food differ from one country to another, while in some are forbidden or restricted, in others
the growing is much widespread. With the increasing number of GMOs, the number of respondents against these organisms and their
products also increases. Opponents argue for the safety of the environment and human health. Therefore, marked products such as

“GMO-free"” appear on the market more mainly due to a favorable marketing trend.
Keywords: genetically modified crops, the legislation, “GMO-free” foods

VYUZITi BIOTECHNOLOGIi A MOLEKULARNICH ANALYZ

VE SLECHTENIi CESNEKU

Jaroslava Ovesna®, Vojtéch Hrbek", Katarina Mitrova K°, Jana Hajslova®
aVyzkumny Ustav rostlinné vyroby, AV CR, ®Vysoka $kola chemicko-technologickd, Praha; ovesna@vurv.cz

Uvod

Slechténi rostlin je tradi¢ni proces, ktery vychazi
z Mendlovych zakon(. Zékladem je vybér perspektivnich
materialQ, jejich kfizeni a vybér potomstva. V druhé
poloviné minulého stoleti byla objevena struktura DNA,
pochopen vyznam genl a byly vyvinuty sofistikované
postupy cileného zlepSovani kulturnich rostlin. Kromé
tradi¢nich postupli a mutageneze se zacaly vyuZivat
regenerace in vitro, které na strané jedné mohou zvy$o-
vat variabilitu rostlinnych bunék, na strané druhé umoz-
nuji klonovat identické materialy. Védci dokazali popsat
a vyuzZit moznost pienosu cizorodé DNA do buriky,
kde se Zadany usek DNA dokaze integrovat a je-li opat-
fen pfisluSnymi regula¢nimi oblastmi i exprimovat.
Je tak moiné ménit znaky vysledného organismu.
Takové organismy se pak oznacuji jako geneticky mo-

difikované (GMO). Ve svété je mozné péstovat vice nez
300 odlisnych typ GMO s rCizné pozménénymi vlast-
nostmi. Vétsinou se jedna o ekonomicky vyznamné dru-
hy jako je séja, kukufice, fepka nebo bavinik. Zeleniny
a ovocné druhy se ve svych GM formach vyskytuji zatim
sporadicky. Je pfitom jednoduché pfenést gen podmi-
nujici Zadanou vlastnost z jednoho, tfeba pfibuzného
druhu do odridy ekonomicky vyznamné." 2 Nékteré
zeleniny Ize geneticky modifikovat pomérné snadno,
pfikladem je rajce, prvni GM potravina uvedend na trh,
ktera vsak méla velmi maly komer¢ni Gispéch. Je znama
celd fada GM linii mrkve nebo papaji. Zeleniny r. Allium,
které jsou obecné zdrojem cennych latek podporujicich
zdravi ¢lovéka, nebyly ve vétsim rozsahu modifikovany.
Pro cesnek (A. sativum L.), ktery béhem domestikace
ztratil schopnost kvést, jsou moderni postupy biotech-
nologie velmi Zadouci.
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Charakteristika cesneku setého

Vétsina rostlin rodu Allium je znédma svou vyraznou,
charakteristickou chuti, diky niz ziskaly sv(lj nazev -
keltsky vyraz ,all znamena Stiplavy®. Kromé ¢esneku
(Allium sativum L) se k tomuto rodu fadi z kulturnich
rostlin cibule (A. cepa L.), porek (A. porrum L.), cibu-
le zimni, tzv. ,03lejch” (A. fistulosum L) a také paZit-
ka (A. schoenoprasum), z plané rostoucich druhd
napfiklad u nas se casto vyskytujici ¢esnek medvédi
(A. ursinum).

Cesnek sety pochazi pravdépodobné ze stfedni Asie,
Dzungarska (severni Ciny), &asti TadZikistanu a Uz-
bekistanu, kde roste v urcitych formach plané dodnes*.
Jedna se o jednodéloinou rostlinu. Patfi do celedi
amarylkovitych (Amaryllidaceae) a rodu cesnek (Alli-
um), ktery ma po celém svété vice nez 600 druhi® ¢,
s podobnym chemickym slozenim, liSici se chuti,
tvarem i barvou’. Jednd se o vytrvalou, obvykle
0,2 — 0,5 m vysokou rostlinu (Obr. 1).

Obr. 1: Cesnek sety. 1, 2 — cela rostlina, 3 — cibule, 4 — kvé-
tenstvi®.

Podle starsi klasifikace je déleni zaloZzeno na schop-
nosti rostliny vytvaret kvétni stvol a kvétenstvi®. Typ H
(varieta sagittatum Kuznécov) — palicak. Obvykle tvo-
fi kvétni lodyhu a tvrdy kréek (,hardneck type”). Zahr-
nuje ekotyp kavkazky, vychodokavkazky, stfednéasijsky
a karpatsky. Sklizeri by méla probihat v dobé, kdy jim
zbyvaji zelené 4 horni listy. Nevyhodou je kratsi skla-
dovatelnost®. Typ U (var. vulgare Kuznécov) — Siroko-
listy nepali¢ak. Pouze po silnéjsi vernalizaci tvofi
kratkou kvétni lodyhu. Kvéty tvofi vyjimecné, semena
nevznikaji. Do této skupiny patii ekotyp jizné-rusky
a sttedomofsky. Doba sklizné je u nepali¢akd charak-
terizovana Zloutnutim vrchnich listd, v pIné zralosti listy

padaji k zemi. Typ A (var. variabilis Kon.) — tzkolisty
nepali¢ak. Pfi jarni sadbé netvofi kvétni lodyhy, pfi pod;
zimni obvykle ano. Ma velmi pevné cibule a dlouhou
klidovou periodu, je velmi dobfe skladovatelny. K typu
A se fadi kontinentalni ekotyp*.

Soucasna klasifikace rozliSuje druhy A. sativum L. ssp.
sativum kam Ize obvykle pfifadit typy U a A a A. sativum
L. ssp. ophioscorodon, kam lze pfifadit Typ H. Nékte-
ré typy H se piifazuji k A. sativum ssp. longicuspis L.
Na spravném botanickém zaclenéni jednotlivych klont
a odrld nepanuje celosvétové shoda.

Cesnek obsahuje vice nez 200 znamych latek a stale
jsou objevovany nové®™. Vétsinu cibule ¢esneku tvori
voda (pfiblizné 65 %); susina obsahuje predevsim fruk-
tany a dalSi sacharidy (okolo 28 %), déle pak sirné slou-
¢eniny, proteiny a vlakninu, pfedevsim pektin. Z volnych
aminokyselin je dominantni arginin, nasleduje kyselina
glutamova a asparagova, methionin a threonin™. Allis-
tatin a garlicin maji antibioticky ti¢inek®. Obsah jednot-
livych latek vyrazné kolisa v zavislosti na odrtdé, ptdeé,
pocasi, hnojeni, oSetfovani aj.*. Mezi dalSi vyznamné
latky patii kromé sirnych slouc¢enin také vitaminy (A,B,C
a E), stopové prvky (K, Cu, Mo, Se a Ge), flavonoidy,
enzymy a adenosin.

Pravé latky obsahujici siru zplsobuji typickou chut
a vini ¢esneku. Je k tomu ale zapotiebi poskozeni jeho
pfirozené struktury a aktivni enzym alliinasa. V nepo-
rusenych pletivech jsou hlavnimi sirnymi slou¢eninami
(+)-S-alk(en)yl-L-cysteinsulfoxidy (ACSO), které obsa-
huji vice nez polovinu veskeré organické siry v cibuli
¢esneku ™. Jedna se o neproteinové sirné aminokyse-
liny, v pfirodé se vyskytuji pouze L(+)izomery™. V ¢es-
neku jsou pfitomny nésledujici sirné aminokyseliny —
- alliinu [(+)-S-(2-propenyl)-L-cysteinsulfoxidu], me-
thiinu [(+)Smethyl-L-cysteinsulfoxidu],  isoalliinu
[(+)-S-trans-(1-propenyl)- L-cysteinsulfoxidu] a pro-
piinu [(+)S-propyl-L-cysteinsulfoxidu]. Tyto latky jsou
samy bez zapachu, pfesto vyznamné ovliviiuji olfakto-
rické vlastnosti.

Tak jako u vsech pfirodnich produktl je i u ¢esneku
slozeni proménlivé. Je ovlivnéno pribéhem vegetac-
niho obdobi, klimatem, sloZzenim pldy, hnojenim, ge-
netickymi pfedpoklady i dobou skladovani. DilezZita je
i spravna Uprava pfed konzumaci, nevhodnym zpuso-
bem lIze i kvalitni ¢esnek z pohledu biologické aktivity
znehodnotit.

Cesnek je jednou zprvnich rostlin pouzivanych
od starovéku pro své pozitivni Ucinky na lidské zdravi.
a antimikrobialni Gcinky, coz jsou bezpochyby vlastnosti,
které jsou uzite¢né v plsobeni proti mnoha nemocem™.
Vycet prospésnych Gcinkd zmirfiovanych v souvislosti
s ¢esnekem je obsahly, z nejcastéji diskutovanych Ize
zminit schopnost snizovat hladinu cholesterolu a lipidQ
v krvi, snizovat krevni tlak, zmirfiovat symptomy nachla-
zeni, pUsobit jako antidotum pfi otravach tézkymi kovy
a proti rakoviné®™ 617,

Slechténi cesneku

Slechténi ¢&esneku dosud vychédzelo z pedlivé
charakterizace genetickych zdroji ¢esneku a kmend
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v ramci registrovanych odrd. Vybrané genotypy jsou
mnoZeny a testovany ve vétSich souborech. Béinou
rekombinaci genl nelze vyuzit. Perspektivou jsou
tzv. nové techniky ve slechténi rostlin. Takové technolo-
gie vsak vyzaduji efektivni transformacni protokoly,
stejné jako rozsdhlé genomické zdroje a pfesné
znalosti, dfive neZ je Ize Gc¢inné vyuzit v praktickych
Slechtitelskych programech™ ™.

Analyza diverzity v ramci kolekci ¢esneku je prova-
déna vcelku standardné pomoci popisu fenotypu da-
ného klonu a jeho hospodaiskych vlastnosti, vynosu
nebo obsahu nutrientd, a to s vyuZitim vice ¢i méné
sofistikovanych metod. Pozornost se klade zejména
na obsah latek s antioxida¢nimi ucinky a na obsah sir-
nych aminokyselin. Nejvice se vyuzivaji metody zaloze-
né na analyze DNA.

Charakteristika diverzity odriud
a genetickych zdroji cesneku

Od pocatku stoleti se vyuZivaji jako u ostatnich druhd
analyzy DNA. Prvni studie byly postaveny na studiu po-
lymorfismu ndhodné amplifikovanych fragmentd ohra-
nicenych specifickymi kratkymi Gseky DNA — primery
(RAPD — Random Amplified Polymorphic DNA), poz-
déji byla pouzita metoda kombinujici amplifikaci na-
hodnych fragment( s restrikénim $tépenim DNA (AFLP
- Amplified Fragment Lenght Polymorphism). Cesnek
jako diploidni druh s genomem vétsim nez je genom
hexaploidni p3enice obsahuje fadu repetitivnich sek-
venci, proto neni problém odvodit markery zalozené
na délkové variabilit¢ mikrosatelitd (SSR - Single
Sequence Repeats). Pouziti téchto metod umoznilo
popsat diverzitu klon( a odriid ¢esnekd pochazejicich
z rlznych oblasti svéta (lzrael, Argentina, iran, Tunis,
Egypt, Evropa, USA, Turecko) a uloZenych v kolek-
cich genetickych zdrojd rostlin, i aktivné vyuzivanych
farmafi. Je ziejmé, Ze diverzita stdle umoziiuje dalsi
vybér zadanych genotypl a jejich vyuZiti ve Slechténi
2| kdyz kazda plodina i ¢esnek je pfizplisoben svému
prostiedi, analyza velkych kolekci genetickych zdrojt
ukazala, ze misto plvodu (sbéru genetického zdroje)
nereflektuje geneticky zéklad polozek sbirek. U registro-
vanych odrld je shlukovani odrdd podle mista ptvodu
odridy (zemé prvni registrace) Castéjsi. V tomto sméru
jsme prokazali specificky zaklad ¢esnekl typu pali¢ak
vyslechténych v CR 2. Jedn4 se o &esneky poZadova-
né lokalnimi spotfebiteli a adaptované na mistni pad-
né klimatické podminky. Analyza SSR rovnéz umoznila
sestavit metodiku pro jednoznacnou identifikaci odriid
Cesneku, které jsou péstovany na Gzemi CR véetné
francouzskych a Spanélskych. Pro Gspésné vyuziti ge-
netickych zdrojl a variability odr(id ve Slechténi je tfeba
sledovat mikroklonalni variabilitu v ramci odrid, coz
uvedené postupy umoziuji.

Charakterizace polymorfismu DNA cesneku

I kdyz sekvenovani podle Sangera umoznuje ziskat in-
formace o nukletidovych sekvenci rostlinného genomu
u modelovych a ekonomicky vyznamnych druh, jedna
se o ¢asové narocnou praci. V soucasné dobé jsou k dis-
pozici rozsahlé datové mnoziny ziskané z rdznych mo-

delovych a ne-modelovych rostlinnych druhi na zakla-
dé sekvenovani celych genom{ a / nebo aplikaci stra-
tegii redukce genomu (tj. sekvenovani RNA, obohaceni
zalozené na hybridizaci, obohaceni na bazi restrikénich
enzymi atd.). Seznam zelenin s vefejné dostupnymi
uplnymi nebo caste¢nymi sekvencemi genomu roste
velmi rychle 22, Znalosti o sekvencich genomu ama-
rylkovitych jsou vsak stale spise kusé. Tuto skute¢nost
pravdépodobné ovliviiuje pfilisna velikost jejich geno-
mu. U Cesneku lIze povazovat za velky uspéch sekveno-
vani transkriptomu linie, u které se po letech usili poda-
filo indukovat kveteni a popsat skupiny transkriptd, kte-
ré jsou diferencialné exprimovany v odliSnych ¢astech
¢esneku a za odlisnych fyziologickych stav(i?. De facto
se jednalo o druhy Uspésny pokus indukovat kveteni
u ¢esneku. Prvni pokus vedl k tvorbé F2 generace, ktera
byla analyzovéna a sledovana asociace markerd, gend
a znak, Byla ziskédna rodina 84 rostlin z jediné samci
fertilni heterozygotni rostliny z USA, které byly pouzi-
ty k identifikaci prvnich genetickych vazeb v ¢esneku
na zakladé nukleotidovych polymorfism(, opakovani
kratkych repetitivnich sekvenci a nahodné amplifiko-
vanych polymorfnich DNA. Tficet sedm marker( tvofilo
devét vazbovych skupin zahrnujicich 415 centimorga-
nd (cM) s primérnou vzdalenosti 15 cM mezi lokusy.
Daldich 16 lokus zistalo nezafazeno?. Tyto linie
prestaly byt vyuzivany.

Pro Slechténi je vyznamné disponovat liniemi, které
maji charakterizovany mutace v jednotlivych alelach
lokust. Takovych praci, které charakterizuji polymorfi-
smus alelel u ¢esneku, je skute¢né malo. Jedna z nich
popisuje polymorfismus v rdmci rodiny genu pro alliina-
su, enzym, ktery odpovidéa za pfeménu neaktivniho allii-
nu na biologicky aktivni allicin?®. Byl nalezen polymor-
fismus nejen mezi alelami, ale i rozdilny pocet lokust
u odr&idami a genetickych zdroja. Bylo pozoruhodné, ze
shlukovani klond na zékladé polymorfismu v rdmci této
genové rodiny korelovalo se shlukovanim, provedeném
pomoci AFLP na stejném souboru 136 klonG ¢esneku.
Navic byla nalezena korelace mezi pfislusnosti k jed-
notlivym shlukim a obsahem sirnych aminokyselin.
Je ziejmé, Ze schopnost syntetizovat sirné aminokyseli-
ny zavisi mimo jiné na genotypu ¢esneku?¢?’.

ProtoZe jednim z velmi sledovanych znakl je za-
stoupeni biologicky aktivnich, zdravi prospésnych latek
v jednotlivych odriidach a genotypech ¢esneku, meto-
dy jejich stanoveni jsou vyznamné. Informace Ize dobfe
vyuzit ve Slechténi.

Hodnoceni zastoupeni metabolitu
v odriidach cesneku

Metabolity Ize v ¢esneku bud' ur¢it cilovou analyzou,
ktera je zaméfena na konkrétni latku — metabolit nebo
tzv. necilovou analyzou s Sirokym rozsahem analyzova-
nych latek. | kdyZ prvni metoda vychazela ze senzoric-
kych vlastnosti ¢esneku?® je v dnesni dobé davan di-
raz spiSe na sofistikovanéjsi analytické postupy, z nichz
jeden z nejpouzivanéjsich je pomoci chromatogra-
fickych metod napi. HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) at jiz s konvenc¢nimi detektory ¢i
hmotnostné spektrometrickym detektorem?® 2°. Zhu
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et al. 2016 popsali vyuziti LC-MS/
/MS-SRM pro hodnoceni sirnych
aminokyselin.  Necilova analyza
se opira o tzv. metabolomiku (téz
metabonomika ¢ metabolomic-
ké profilovani) coz je nové se vy-
vijejici védni obor, zabyvajici se
zpracovanim vzork( pro zmapo-

Ceska republika

Il Cina

, [l 3pandisko

vani co moina nejvice pfitom-

09 R2X[2] = 0.164

_Ellipse: Hotellir

nych  nizkomolekularnich  latek
v biologickych matricich. Vysled-
nd analyza poskytuje zakladni
informace o slozeni vzork(, muze
vak slouzit i jako prostiedek
k rozliseni vzorkli podobného druhu, ¢i za pomoci ma-
tematickych modeld, sestavenych na zakladé souboru
naméfenych dat, identifikovat/ovéfit napfiklad ptvod
testovaného vzorku®'22. Metabolomické fingerprinty
se nemusi nutné zabyvat identifikaci jednotlivych me-
tabolitli, ale Ize vyuZit porovnani ziskanych zaznamd,
napf. hmotnostnich spekter. Pomoci téchto zéznama
Ize hledat odlisnosti charakterizujici zmény mezi dany-
mi vzorky zplGsobenymi napf. geografickym pGvodem.
\lyhodou modernich analytickych metod je moznost
zaznamenat spektrum aZ stovek metabolitd ve vzorku
za soucasné kvantifikace alespor nékterych z nich32 3334,

Pro ziskani metabolomického fingerprintu se v sou-
¢asné analytické chemii da vyuzit nékolik technik32.
V nasi praci byla vyuzita technika pfimé analyzy v real-
ném Case ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (Direct
Analysis in Real Time — Mass Spectrometry, DART-MS).
Tato technika umoizniuje analyzu extraktu vzorku bez
pfedchozi separace. Analyza je velmi rychld a jednodu-
cha, soucasné poskytuje komplexni informaci o vzorku.

Vyuziti metabolomického fingerprintu
pro charakterizaci cesneku

Charakteristicky metabolomicky fingerprint cesne-
ku je velmi komplexni a Ize ho vyuzit jednak pro po-
rovnani slozeni metabolomu u hodnocenych polozek,
ale také lze identifikovat pfitomné latky, jak je ukazéno
na obrazku 2.

Obr. 3: PLS-DA model pro klasifikaci ¢esneku dle jeho geografického ptivodu (vzorky
z Ceské republiky, Ciny a Spanélska) sestaveny z dat ziskanych méfenim fingerprintQ
technikou DART-MS v pozitivnim mddu ionizace.

Primarnich dat je mozné vyuzit napfiklad pro sledova-
ni rozdilt v obsahu a poméru urcitych latek. Uvedenou
metodou byly analyzovény vzorky ¢esneku plvodem
ze Spanélska (n = 17), Ciny (n = 11) a Ceské repub-
liky (n = 19). Analyza dat s vyuzitim pfisluseného mate-
matického modelu jasné ukazala odlisnosti mezi tfemi
skupinami. Obréazek 3 dokumentuje rozdily mezi ces-
neky podle geografického plvodu péstovani. Metabo-
lomicky fingerprinting neni vak schopen jednoznacné
identifikovat bez fady komparator( pfislusnost analytu
k jednotlivé odrldy, protoze zastoupeni latek zavisi kro-
mé genotypu také na environmentalnich podminkach.

Tato skupina analytickych metod muze dobfe kore-
lovat s vysledky transkriptomickych analyz. Identifika-
ce funkce a struktury odpovidajicich gent — enzym(
umozni sméfovat dalsi Slechténi cesneku vcetné vy-
uziti biotechnologickych metod. Identifikace gend,
jejich Gprava zavisi nejen na pfesné znalosti struktury
a funkce jednotlivych alel, ale i na moznosti manipu-
lace s genomem.

Nastroje pro transformaci nebo editaci
genomu

Pro vyvoj GM ¢esneku nebo pouziti postupd edita-
ce genomu je nutné disponovat regenera¢nim proto-
kolem, ktery vyuZiva totipotence rostlinnych bunék,
ti. schopnost regenerovat cely organismus z jediné
buriky. In vitro regenerace a transformace jednodéloz-

vvvvvv

mace dvoudéloznych, i kdyz i zde u fady dru-
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Ll
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DART(+)-HRMS

ha bylo dosazeno pokroku. Cesnek v tomto
sméru neni pfili§ prozkouman. VyuZivaji se sice
meristémové kultury, které slouZi k regenera-
ci rostlin po kryokonzervaci nebo pro ozdra-
veni*®, ale regenerace z jinych pletiv se pfilis
nedafi. Byla popsana béiné fyziologicka po-
rucha (hyperhydricita) béhem kultivace rost-
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lin in vitro, kterd vainé ovliviiuje regeneraci
a mikropropagaci rostlin. Cesnek je k hyper-
hydricité velmi nachylny. Oviem faktory, kte-
ré ji navozuji u cCesneku, zlstavaji nejasné.
Teprve v 1. 2017 byl publikovan vysoce ucinny
regeneracni systém cesneku?s, ktery byl vyvinut
systematickym zkoumanim vlivu typu explanta-
td, slozek médii a podminek kultivace. Pokusy
transformovat ¢esnek nebyly zatim popsany
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a zfejmé bude potieba vénovat dalsi Usili vy-

Obr. 2: Hmotnostni spektra, metabolomické fingerprinty DART-HRMS

v pozitivni ionizaci, odriidy Bjetin a Lukan, m/z 50-500.

voji transformacniho protokolu nebo pfenosu
nastrojii pro editaci genomu do jednotlivych
bunék.
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Zaver

Znalosti nutné pro moderni Slechténi cenné zeleniny
¢esneku zatim nedosahly pozadované trovné. Pro vyu-
ziti genetickych modifikaci nebo cilené editace genomu
narazi jednak na omezenou znalost kddujicich sekven-
ci a limitujici znalosti o schopnosti regenerace in vitro
jednotlivych genotypl cesneku. Analyza polymorfismu
DNA nam pomaze zhodnotit vyznam jednotlivych sek-
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Ovesna J., Hrbek V., Mitrova K., HajSlova J.: VyuZiti biotechnologii a molekularnich analyz ve Slechténi cesneku

PoZadavky na vynos, stabilitu a kvalitu rostlinné produkce rostou. Proto se stale hledaji nové pfistupy jak je zvysit. Aplikuje se cela skéla
postuptl od prostého vybéru, kiizeni s naslednou selekci, pfes mutagenesi, in vitro kultury a tvorbu geneticky modifikovanych organism
az po cilenou editaci genomu. U nékterych plodin jako je ¢esnek kuchynsky (Allium sativum L.), ktery je obliben pro svdj obsah sirnych
aminokyselin, jsou moznosti slechténi omezené. Jedna se o vegetativné mnozeny druh bez schopnosti kvést a tedy rekombinovat. Moz-
nosti zlepSovéni proto spocivaji pouze ve vyuZiti klonélnich variant. Proto je vyznamna pfesna charakterizace klont na Grovni DNA, RNA
i metabolitd. Na zakladé znalosti o podminénosti znakd ur¢itymi sekvencemi, Ize pfipravit i nastroje pro cilenou editaci genomu. Clanek
shrnuje sou¢asné poznatky o genomu a metabolomu ¢esneku a piispévek autort k této problematice.

Klicova slova: ¢esnek (Allium sativum L.), diverzita, DNA polymorfismus, metabolom, slechténi

Summary

Ovesna J., Hrbek V., Mitrova K., HajSlova J.: Possible use of biotechnology and molecular analyzes in garlic breeding
Requirements for yield, stability and quality of plant production are increasing. That is why more and more precise tools are being used.
A whole range of procedures is applied ranging from simple selection, cross-selection followed by another round of selection, through
mutagenesis, in vitro cultures and the formation of genetically modified organisms to targeted genomic editing. For some crops such as
Allium sativum L., which is popular for its sulfur amino acid content, breeding possibilities are limited. It is a clonally propagated that lost
ability to bloom and ability to produces seeds. The possibilities for improvement therefore lie only in the use of clonal variants. Therefore,
the exact characterization of clones at DNA, RNA and metabolite levels is significant. On the basis of knowledge on linkage of traits with
certain DNA sequences, tools for targeted genomic editing can be introduced. The article summarizes current knowledge about genome
and metabolome of garlic and author’s contribution to this field.

Keywords: garlic (Allium sativum L.), diversity, DNA polymorphism, metabolome, breeding.
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