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Bioprospect, the bulletin of the Biotechno-
logy Society is a journal intended to inform
the society members about the most recent
developments in this field. The bulletin should
supply the vitally important knowledge directly
to those who need it and to those who are
able to use it properly. In accordance with the
rules of the Society, the Bulletin also deals
with both theoretical and practical questions
of biotechnology. Articles will be published
informing about the newest theoretical fin-
dings, but many planned papers are devo-
ted to fully practical topics. In Czech Republic
there is a growing gap between basic research
and production. It is extremely important
to reverse as soon as possible the process
of further opening of the scissors, and we
hope the Bulletin will help in this struggle by
promoting both research and practice in our
biotechnology. The Bulletin should facili-
tate the exchange and targeted delivery
of information. The editorial board wel-
come advertisements of products such as
chemicals, diagnostics, equipment and
apparatus, which have already appeared

on the Czech market, or are projected,
enter it. Services, free R&D or production fa-
cilities can also be advertised. The editorial
board, together with the executive committee
of the Biotechnology Society, hope that may-
be some informat on published in the Bulletin,
or some new contacts based on it, will give
birth to new cooperation with domestic or
foreign research teams, to collaborations,
joint ventures or strategic alliances providing
access to expertise and financing in interna-
tional markets.

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

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

ICT, Technicka 3

166 10 Prague 6, Czech Republic

Phone +420 220 443 028

e-mail: petra.lipovova@vscht.cz
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UVODEM

Vazeni piatelé,

v obdobi od 3. do 6. ¢ervence 2016 jsme se zucastni-
li velmi zajimavého 17. biotechnologického kongre-
su pofddaného nasi zastfesujici organisaci ,European
Federation of Biotechnology” v polském Krakové.
Zpravu o této Gcasti naleznete v samostatném piispév-
ku. Zde bychom jen chtéli zddraznit, Ze kongres pro-
bihal za podpory vyznamnych domécich i zahrani¢nich
osobnosti a organizaci jako napf. polského prezidenta
Andieje Dudy, starosty mésta Krakova profesora Ja-
ceka Majchrowského, prezidenta Polské akademie
véd profesora Jerzy Duszynského, zastupci USDA
(US. Department of Agriculture), vyznamnych pol-
skych univerzit, britské (krdlovské) biologické spolec-
nosti, biochemické a mikrobiologické spole¢nosti. Bo-
haté byla i ucast medialnich partner(i a vystavovateld.
Pro nés byla zejména zajimavd moznost navazat kon-
takt se zastupci Asian Federaon of Biotechnology
(www.afob.org) a pozvat jejich ¢leny k Géasti na na-
Sem biotechnologickém symposiu, které pfipravujeme
pro piisti rok (www.biotech2017.cz). Asian Federation
of Biotechnology (AFOB) méa 12 nasledujicich divisi:
Agricultural and Food Biotechnology, Applied Microbio-
logy, Biopharmaceutical and Medical Biotechnology,
Biocatalysis and Protein Engineering, Bioprocess and
Bioseparation Engineering, Bioenergy and Biorefinery,
Environmental Biotechnology, Marine Biotechnology,
Nanobiotechnology, Biosensors and Biochips, System
and Synthetic Biotechnology, Tissue Engineering and
Biomaterials a Bioeconomy and Biobusiness. AFOB
pusobi ve 13 asijskych zemich (Indie, Indonesie, Korea,
Cina, Tchaj-wan, Vietnam, Malajsie, Singapur, Mongol-
sko, Thajsko, Japonsko, Filipiny a Nepal), kde ma AFOB
regionalni kancelare (viz uvedeny web) obdobné jako
EFB. Doporucujeme Vam si jejich webové stranky pro-
hlédnout a pokusit se navazat kontakty. AFOB pofa-
da kratce po nas ,13" Asian Congress on Biotechno-
logy and 7" International Conference on Fermenta-
tion Technology for Value Added Agricultural Products”
ve dnech 25. - 29. ¢ervence 2017 v Khon Kaen v Thaj-
sku (http://fervaap.kku.ac.th).

Pristi ,18" European Congress on Biotechnology”
(ECB 2018) se bude konat 1. — 4. ervence 2018 ve Svy-
carské Zenevé a vzapéti 7. — 12. 7. 2018 se bude konat
43 FEBS kongres v Praze.

U piileZitosti 100 let od prvniho primyslového vy-
uziti aceton-butanolové fermentace pomoci klostridii,
vydéava Oxford University Press specialni tematické cislo
FEMS Microbiology Letters o biobutanolu (editor Michael
Sauer). Clanky podavaji prehled o vyvoji tohoto po-
stupu od jeho zavedeni az do dnedni doby a jisté se
stanou inspiraci pro rozvoj obdobnych primyslovych
technologii.

Zajem védcl o ,mikrobiom” dostal v nedavné dobé
vyznamnou podporu tim, Ze v USA byl vyhlasen ,Bilym

domem” novy program ,National Microbiom Initia-
tive”(C & EN, June 27, 2016). Tento program vytvaii pod-
minky pro studium a pochopeni komplexu vzéjemnych
interakci komunit mikroorganismu v lidském téle i na
jeho povrchu (lidsky mikrobiom), ale i v ptidé, ocea-
nech, ve vzduchu, rostlinach, Zivocisich i jinde, a tim
piispiva k osvétleni jejich vlivu na nase zdravi, ale také
zemédélstvi, podnebi a dalsi oblasti. Vyhlaseni tohoto
programu pfedchazely dlouhé diskuse a navrhy védct
a inZenyr( koordinované Kavli Foundation pod vede-
nim mikrobiologa Jo Handelsmana, feditele pro White
House Office of Science & Technology Policy”. Program
iniciativy byl v zasadé formulovan ve ¢lanku ,Tools
for the Microbiome: Nano and Beyoned (ACS Nano
2016, DOI: 101021/acsnano.5b07826). Program mimo
jiné zahrnuje i chemickou signalizaci, synthetickou bio-
logii, védy o atmosféfe, zemi a ocednech, védu o sbéru
a uchovani dat aj. Pamatuje i na propagaci u vefejnosti
(,promotion of citizen science”). Rlizné nadace, univer-
sity a dal3i instituce se pfipravuji tento program finan¢-
né podpofit.

Zneuzivani antibiotik zplsobuje rezistenci mikro-
organismd na latky, které byly dfive Gcinné. Proto
se hledaji nové zdroje antibiotik, které by nahradily
ty stdvajici. Jejich producenti se hledaji napfiklad
v exotickych lokalitach, véetné dna mofi. V tomto usili
je velmi zajimavy objev zcela nového typu antibiotika.
Toto antibiotikum nazvané lugdunin (cyklicky peptid
obsahujici thiazolidin) pochazi z bakterie Staphylo-
coccus lugdunensis, ktera byla nalezena v nose, a je
ucinné proti Staphylococcus aureus (Nature 2016, DOI:
10.1038/nature18634). Jedna se o prvni antibiotikum
produkované bakterii izolované z lidského téla. Mdze
byt ziskdvano butanolovou extrakci z kultur S. lug-
dunensis a naslednou chromatografickou izolaci, ale je
mozna i totalni chemicka syntéza.

Evropska komise schvélila dovoz 3 novych odrid ge-
neticky modifikovanych séjovych bobl pro potravinaf-
ské a krmné Gcely v 27 zemich EU na 10 let. Tyto plodi-
ny nesmi byt oviem v EU péstovany. Vdechny vyrobky
obsahujici tyto boby musi byt fddné oznaceny. Odriidy
jsou upraveny tak, aby pfi jejich péstovani tolerovaly
poutziti glyfosatu, ktery je aktivni komponentou herbi-
cidu Roundup produkovaného firmou Monsanto. Jiz
dfive Evropskéa komise schvélila dovoz obdobné odriidy
soji produkované fy. Bayer CropScience.

EPA by rada rozhodovala o bezpeénosti novych che-
mikalii béhem 90 dn(i. Pfi testech na zvifatech se to
vSak neda stihnout. Chemikalie jsou po vstupu do lid-
ského téla transportovany do jater a zde jsou metabo-
lizovany obvykle na méné toxické slou¢eniny. V nékte-
rych pfipadech jsou vsak transformovany na vice toxic-
ké slouceniny (napi. methoxychlor, ktery byl aplikovan
jako néahrada persistentniho pesticidu DDT). Novy pifi-
stup testovani chemické toxicity by tedy mél byt zalozen
na testovani vznikajicich metabolitd pomoci lidskych

Ro¢nik 26

Bioprospect ¢. 3/2016



jaternich bunék na mikrotitra¢nich desti¢kach s 96 ci
384 jamkami. V soucasnosti bylo EPA vybrano v ,semi-
finéle” 10 ,high-throughput chemical screening assays”,
které budou nyni testovany, a v pfistim roce bude vy-
brana ta nejvhodnéjsi. Stru¢nou charakteristiku téchto
metod a jména jejich autor( Ize nalézt v Chemical & En-
gineering News z 8. 8. 2016.

V zavéru naseho tvodniku bychom Vas radi opétov-
né pozvali k Gcasti na naSem symposiu Biotech 2017
(www.biotech2017.cz), které se bude konat ve dnech
13. — 17. Cervna 2017 v Narodni technické knihov-

né v Praze. Pfipominame, Ze na tomto webu jiz byla
oteviena registrace. Prosime Vas, abyste k Gcasti po-
zvali své spolupracovniky a znamé z CR i ze zahraniéi.
Tésime se na Vasi UGcast a pfejeme Vam Uspésné dny
po jisté prijemné dovolené.

Srdeéné Vas zdravi
Vasi

Jan Kas a Petra Lipovova

ZPRAVA ZE 17. EVROPSKEHO BIOTECHNOLOGICKEHO

KONGRESU V KRAKOVE

Michaela Holecova

Univerzita Palackého v Olomouci; michaela.holecova@upol.cz

Ve dnech 3. — 6. cervence hostil polsky Krakov téméf
setkani na poli biotechnologii, které s dvouletou perio-
dicitou pofada Evropska biotechnologicka federace.
Sedmnacty Evropsky biotechnologicky kongres se ko-
nal v modernich prostorach vystavisté EXPO a zucastnili
se jej védci z 62 zemi svéta. Pfijelo vice nez 30 zvanych
prednasejicich, ktefi zahdjili 25 sympézii a vystoupili
na plenarnich pfednaskach. Soucasti programu byly
i prezentace 170 kratkych prednasek a téméf 450 po-
sterd.

Hlavnim cilem kongresu bylo pfedstavit nejnovéj-
i vyzkumné vysledky v oblasti biotechnologii, které
predstavuji perspektivu pro budouci vyuZiti pfi techno-
logickych inovacich. Za neméné dtlezité vsak organiza-
tofi povazuji umoznéni mladym védclim a studentlim
setkat se se Spickami ve svych oborech a navazat kon-
takty pro budouci spolupraci.

Zahajovaci prednasky kongresu patfily Dr. Emma-
nuelle Charpentier z Max Planck Institutu a Umea Uni-
versity, kterd pfedstavila metodiku genového inzenyr-
stvi pomoci CRISPR-Cas9, a prof. Patricku Schnablemu
z lowa State University, jenZ pfiblizil principy prediktivni
fenomiky rostlin. Za vyzdvihnuti v3ak stoji i dalsi ple-
narni pfednasky, napfiklad na téma Elektronicky nos:
Integrace biotechnologie a nanotechnologie, kterou
pfednesl prof. Tai Hyun Park z Seoul National Univer-
sity. Velky zajem vzbudil i Dr. Luke Alphey z Velké Bri-
tanie, ktery hovofil o moznostech genetické regulace
poctu komard.

Ceské biotechnologie byla na kongresu zastoupena
pfedevsim predsedou Biotechnologické spolec¢nosti
prof. Janem Kéasem. Dale se zucastnili napfiklad za-
stupci VSCHT prof. Jana Zabranska nebo prof. Olga

Valentova. Nejpocetné;si skupinu vsak tvofili védci z olo-
mouckého Centra regionu Hana pro biotechnologicky
a zemédélsky vyzkum (CRH), které je spole¢nym pra-
covistém Univerzity Palackého a olomouckych pobocek
Ustavu experimentalni botaniky AV CR a Vyzkumného
stavu rostlinné vyroby a funguje jako Regional Branch
Office Evropské biotechnologické federace pro Ceskou
republiku. Na kongresu jej reprezentovalo Sest pred-
nasejicich. Vétsina z nich vystoupila v sekci Genomika
obilovin, kterou fidil dékan Pfirodovédecké fakulty UP
a feditel CRH prof. lvo Frébort a jiz svoji zvanou pied-
naskou zahdjil védecky feditel CRH prof. Jaroslav Do-
lezel. Védci z CRH se vénovali napfiklad problematice
mapovani jaderného proteomu je¢mene v rlznych fa-
zich buné¢ného cyklu ¢i zlepSovani vlastnosti je¢mene
modelovanim cytokininového mechanismu.

Krakovské setkéni biotechnologl poslouZilo i k na-
vazovani kontakt pro pfipravu konference Green for
Good, ktera se v pfistim roce jiz poctvrté uskutecni
v Olomouci. Jejim spolupofadatelem bude stejné jako
v roce 2015 Evropskd biotechnologicka federace, nové
je pak k jeji organizaci pfizvana i Evropska fytochemicka
spole¢nost.

Probéhlo zasedani Valného shromazdéni
a Vykonné rady Evropské biotechnologic-
ké federace

V Gvodu kongresu probéhlo v prostorach sélu
Praga vystavisté EXPO pravidelné zasedéani Valného
shromazdéni a Vykonné rady Evropské biotechno-
logické federace (EFB). Prezident EFB prof. Mathias
Uhlen ¢lentm prednesl zpravu o ¢innosti EFB za uply-
nulé obdobi a pfipomnél rovnéz tii hlavni tkoly fede-
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race, které spocivaji v podpofe excelentniho vyzkumu
prostfednictvim pofadani pravidelného evropského
biotechnologického kongresu a vydavani zurnalu New
Biotechnology, déale v umoznéni uzsi komunikace mezi
jednotlivymi akademickymi a vyzkumnymi komunita-
mi na poli biotechnologii a v neposledni fadé v pfeda-
vani korektnich a relevantnich informaci o aktuélnich
tématech evropské vefejnosti. Pfipomnél delegatiim
rovnéz, Zze by EFB méla vénovat zvySenou pozornost
své roli v evropském kontextu vyzkumu v oblasti
funkéni genomiky, ktera nabizi fadu perspektiv-
nich aplikaci ve vyzkumu a mediciné a byla reflek-
tovana vznikem nové tematické sekce ve struktuie
EFB. Prfi této pfileZitosti se diskutovalo i o zahrnuti
problematiky zkoumani ZivocisSnych bunék do ob-
lasti zajmu EFB a o perspektivnich aktivitich EFB
na poli rostlinné biotechnologie.

Caroline Windsor z TFlI Group informovala ¢leny
Vykonné rady o pfipravé osmnéctého rocniku Evrop-
ského biotechnologického kongresu, ktery se usku-
te¢ni v lét& 2018 ve Svycarské Zenevé. Predstavila
rovnéZz uchazefe o pofadani nasledujiciho roé¢niku
v roce 2020, kterymi jsou Lipsko a Maastricht.

Dulezitym bodem zasedani Vykonné rady byla volba
¢lend pro pfisti dvouleté funkéni obdobi, kde pozici
voleného zastupce Regional Branch Offices obhajil
feditel ceského zastoupeni prof. Ivo Frébort.

Evropska biotechnologickéa federace se do budoucna
chysta rozsifit spolupraci s Asian Federation of Biotech-
nology (AFOB), a to v nejblizsi perspektivé napfiklad
podilem na tvorbé védeckého programu tfinactého
Asijského biotechnologického kongresu, ktery se usku-
te¢ni v Cervenci 2017 v Thajsku.

3 -6 July - 2016
Expo Krakow

Goid Sponsor: S
novozymes:

Rethiak To

h European
./ Congress on
Biotechnology
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X CONTIPRO

Jednim z nejvétsich svétovych vyrobcu kyseliny hyaluronové
Jje biotechnologicka spole¢nost Contipro sidlici ve vychodnich
Cechdch. Contipro neni jenom vyrobcem této ldtky, ale také
firmou zabyvajici se vyzkumem v oblasti farmacie

a biochemie. Jeho cilem je stat se nejvétsim odbornikem

na kyselinu hyaluronovou, od ni odvozenych derivdti a jejich \\\\//

aplikaci na svété.

Predni vyrobce kyseliny hyaluronoveé

Ceska spole¢nost Contipro se od svého zalozeni jiz 25 let specializuje na produkty pojivovych tkéni. Vlajkovou lodi
portfolia je kyselina hyaluronov4, kteréa se v Contipru vyrabi fermentaci bakteridlniho druhu Streptococcus equi. Diky
své Spickové kvalité se tato surovina prodava farmaceutickym a kosmetickym spole¢nostem ve vice nez 60 statech
svéta, coz spole¢né s vysokym objemem vyroby fadi Contipro mezi jeji nejvétsi svétové producenty.

Contipro jde cestou objevii a inovaci

ProtoZe Contipro nikdy nechtélo byt pouze vyrobce hyaluronanu, téméf polovinu zaméstnanct spolecnosti tvofi
kvalifikovani vyzkumni pracovnici zabyvajici se studiem vlastnosti hyaluronanu a vyvojem jeho derivat. Druhou
velkou oblasti vyzkumu jsou aktivni kosmetické latky ucinné v boji proti starnuti. Soucasné portfolio tak zahrnuje
nejen inovativni produkty na bazi hyaluronanu pro huménni a veterinarni pouziti, ale i ucelenou nabidku aktivnich
kosmetickych latek zaloZzenych pfirodnich polysacharidech a biologicky aktivnich peptidech.

Uroven vyzkumu odraZi fakt, Ze spole¢nost za svou existenci ziskala vice neZ 80 patentti a uzitnych vzor@ a v lofiském
roce zaméstnanci pfispéli celkem k 15 odbornym publikacim v impaktovanych ¢asopisech. Kvalitu vyzkumu vhodné
doplriuji vyrobni prostory certifikované dle GMP, ISO, FDA atd.

Pét forem hyaluronanu pro medicinu

Diky svym jedine¢nym vlastnostem a vyborné biokompatibilité pfedstavuje hyaluronan slibnou latkou pro pouziti
v mediciné. Protoze aplikace nativni formy hyaluronanu narazi na mechanicka omezeni (jedna se viskézni kapalinu),
nanovlakna, mikrovldkna a polymerni micely jsou testovany pro aplikace v tkarfiovém inzenyrstvi ¢i regenerativni
medicing, a to nejen interné, ale také v ramci evropskych vyzkumnych projektt (napf. FP7 a H2020).

Contipro podporuje vzdélavani

Spole&nost Contipro sidli v Dolni Dobrouti ve vychodnich Cechach, kde probiha veskera vyzkumna a vyrobni &in-
nost. Velké tspéchy také slavi svymi vzdélavacimi programy pro studenty kaidého véku. Stfedoskolskych program
FYBICH kazdoro¢né piinasi medailova umisténi v nejvétsich védeckych soutézich svéta a Institut Contipro nabizi
vysokoskolaklim moznost pfimé spoluprace na vyzkumné ¢innosti.

Navstévnici z fad student a odborné vefejnosti jsou kazdoro¢né zvani na den otevienych dvefi, pfi kterém vidi
nejen 4000 m?laboratofi vybavenych nejnovéjsim zafizenim. Zajemci o produkty pravidelné vidaji zastupce Contipra
na svétovych vystavach CPhl, in-cosmetics, EIWMA a dalSich.

Seznamte se s rozsahem cinnosti Contipra na webu www.contipro.cz,

nebo zavitejte do Dolni Dobrouce osobneé!
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Biotechnologicka spolecnost
a
Ustav biochemie
PrF Masarykovy univerzity v Brne

si Vas dovoluji pozvat
na sérii nasledujicich pfednasek, které se budou konat

vidy od 12 hod
v Univerzitnim kampusu Brno-Bohunice, Kamenice 5,
pavilon A 11, mistnost ¢. 205
Spojeni: nejlépe autobusem ¢. 25
(z Mendlova namesti)

10. 11. 2016 doc. Petr Skladal (UBCH PiF MU):
Svét biosensorii
(seminaf k Zivotnimu jubileu prof. Dr. Lumira Macholana, DrSc)

24. 11. 2016 Dr. Jaroslav Turanek (VUVel):
Liposomy pro konstrukci cilenych terapeutik a vakcin
(habilita¢ni pfednaska)

1. 12. 2016 Dr. Tomas Kasparovsky (UBCH PiF MU):
Fytoalexiny a fytoestrogeny (habilitacni pfednaska)

8. 12. 2016 Dr. Pavel Bouchal (UBCH PiF MU):
Proteomika v molekularni onkologii a biotechnologii
(habilita¢ni pfrednaska)

15. 12. 2016 Dr. Jan Lochman (UBCH PiF MU):
The puzzle of plant-microbe interactions (habilitacni pfednaska)

Za organizatory:
prof. Ing. Jan Kas, DrSc. Doc. Ing. Martin Mandl, CSc.
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BioTech 2017

and 7™ czech-swiss symposium with Exhibition

BioTech 2017 and 7" Czech-Swiss Symposium with
exhibition will cover all important aspects of advanced
biotechnologies. Attention will be paid to the key
technologies playing important role in bio-based
economies. Microorganisms such as bacteria, yeast, and
microalgae, and their enzymes, are wused for
- = : manufacturing a wide range of products in sustainable,

%o forward-looking bioprocesses. These products represent

. h high-performance chemicals or ingredients in demand for
czech Republic Pragua : o g
# . g4

foodstuffs, animal feed, cosmetics and pharmaceuticals.

Lectures will be organized in following sessions:
* Medical and Pharmaceutical Biotechnology
* Microalgae Biotechnology
Environmental Biotechnology
Food and Agriculture Biotechnology
Biorefinery
Industrial Biotechnology

Selection criteria for oral and poster presentations will be
based on novelty, potential for practical application and
scientific merit. The official conference language will be
English.

Plenary lectures

Wilhelm Ansorge (ETH Lausanne):
PERSPECTIVES FOR DNA SEQUENCING TECHNIQUES,
APPLICATIONS IN GENOMICS and MEDICINE

Martin Jinek (University of Zurich):
MOLECULAR MECHANISM OF THE GENOME EDITOR
NUCLEASE CAS9

Imporfant dates

Participation in this event will help to promote your
company as a key player in the biotechnology sector, build

February 28,2017  Early bird registration deadline connections with new clients, and seek research partners
S ) or future employees among the top students attending this
May 18, 2017 Registration and payment deadline event.

June 13-17,2017  Conference
For detailed offer for Exhibitors see the conference

website.

Hosted by

Zurich University

s oo C2echBiotecnology  SUVISSE Mwmi‘
PRAGUE > ™
FL SIOTECH £

o o aw Institute of
National Thematic Network Biotechnology

Life Sciences and
Facility Management

SCIENCEINDUSTRIES
SWITZERLAND Society
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ODBORNE PRISPEVKY

MICROARRAYS VERSUS NOVA GENERACE SEKVENOVANI,
SOUBOJ DAVIDA S GOLIASEM?

Jan Boroii®?, Petr Novotny>®, Petr Kacera*

allysoka skola chemicko-technologicka v Praze, (ESSENCE LINE, s. r. o.; Petr.Kacer@vscht.cz

Uvod

Microarrays, historicky nejvice vyuzivana platforma
zejména pro méfeni exprese gend, pfinesla za posled-
ni dvé desetileti mnoho vyznamnych aplikaci hodnych
Sirsiho shrnuti. V soucasné dobé se jejich vyuziti vy-
znamné posunulo do mnoha dalSich odvétvi a to jak
ve vyzkumnych tak klinickych pracovistich a stalo se po-
mérné robustnim a zavedenym diagnostickym nastro-
jem. S objevem NGS (New Generation Sequencing),
ktery jako klicovy produkt je podporovan vyrobci se
silnym postavenim na globélnim trhu, se objevily argu-
mentace sméfujici ke sniZeni vyznamu microarrays jako
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technologie jiz piekonané a to pravé NGS, respektive
mnoho védeckych i klinickych pracovist si kladlo otaz-
ku, ktera platforma je pro dané pracovisté vhodnéjsi
k pouziti. Tento ¢lanek se zabyva soucasnym vyuzitim
obou téchto platforem, které za soucasného state of
the art ve skutec¢nosti vynikaji vzajemnou vyhodnou
komplementaritou, a tato situace pravdépodobné
potrvéa nékolik pfistich desetileti. Analyza poctu citaci
z DB PubMed a Web of Science od roku 2000 (Obr. 1
a Obr. 2) ukazala, ze pocet publikaci na bazi NGS mir-
né narGsta, jakkoliv publikace s microarrays jsou stale
piiblizné 4 — 9 krét cetné;jsi. Podobné bylo moziné vy-

2007

2008 2014 2015 2016

rok

2009 2010 2011 2012 2013

miroarray

Obr. 1: PubMed - porovnani poctu publikaci NGS (¢ernd) a microarrays (Sediva).
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Obr. 2: Web of Science — porovnani poctu publikaci NGS (¢erna) a microarrays (Sediva)
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sledovat trend, dle kterého roste pocet novych aplikaci
microarrays, které navazujici na pfedchozi vyzkum
pomoci NGS. Objev microarrays, ktery je primarné
pfipisovan Dr. Schenovil, nyni prezidentu original-
niho vyrobce Arrayit, dodavajiciho vysoce piesné ro-
botické systémy do prednich svétovych vyzkumnych
i akademickych center a farmaceutickych firem (Uni-
versity Harvard, Tel Aviv, Griffith, Genentech a mno-
ho dalSich), neni tfeba dlouze pfedstavovat. Jedna se
o dvourozmérné uspofddané matrice, které obsahuji
vysokou hustotu (desitky tisic az miliony) sond (DNA,
cDNA, PNA - peptidova nukleova kyselina, protei-
ny, protilatky, ad.) obvykle ukotvenych na chemicky
upraveném sklenéném nebo plastovém podkladu.
Princip analyzy je zalozen na selektivni hybridizaci imo-
bilizovanych sond s cilovymi biochemickymi latkami
nebo jejich fragmenty obsazenymi v biologickém vzor-
ku (v huménnim pfipadé mo¢, sérum, plazma, mozko-
misni mok nebo tkér) za pouZiti nej¢astéji fluorescenc-
ni nebo luminiscen¢ni detekce.

Diky zcela novému pfistupu k microarray technolo-
gii, uplathovanému zejména v poslednich letech, na-
chazi uplatnéni aplikace na bazi tzv. populacnich ¢ipd,
umoznujici ekonomicky provadét screening populace
az desitek tisic jedinch (od lidi az po mikroorganismy).
Jedna se o obracenou platformu na bazi tzv. VIPTM ¢ipt
(Variation Identification Platform)2 umoziiujici testovat
az desitky tisic biologickych vzorkd na jednom cipu
(na rozdil od pouze jednotek pomoci jejich klasickych
pfedchlidct), ¢imz se fadové podafilo sniZit ekonomiku
analyzy na jeden biologicky vzorek. V neposledni fadé
je tfeba zminit, Ze diky modifikacim smérem k HTS
(high throughput screening), zejména proteinové Cipy
umoznily analyzu az 96 biologickych vzork (jeden biol.
vzorek piedstavujici napf. jednoho pacienta) béhem
jedné analyzy vyzadujici pfiblizné nékolik hodin az je-
den den.

Microarrays

Microarrays, nazyvané téz obecnéjsi skupinou ,bio-
¢ipy”, je mozné zakladnim zplsobem rozdélit dle hus-
toty sond a spott (nizko, stfedné az vysoko hustotni),
typu a ucelu imobilizovanych molekul (protilatky, anti-
geny, bakteridlni komponenty, sacharidy, DNA/cDNA,
lipidy, oligonukleotidy, peptidy, proteiny, dalsi malé
molekuly, celé buriky a vzorky tkani), zptsobu vyroby
(insitu, kontaktni, bezkontaktni, ,ink-jet”, litografic-
k4, ,BeadArrays”, elektrochemicka syntéza)? a poctu
moznych aplikaci biologickych vzorkl (jednotlivé, HTS,
VIP™). V tomto ¢lanku se omezime na déleni dle typu
sond s ohledem na jejich nejrozsifenéjsi vyuZiti i ve
vztahu komplementarity s NGS a to na DNA a proteino-
vé microarrays.

Soucasné DNA microarrays

Za piiblizné dvacet let existence DNA microarrays,
tedy od prvni publikace Dr. Scheny o DNA microarray
dedikované gendm Arabidopsis thaliana uvefejnéné
v Science v fijnu 19951, s dnes vice nez 5 tis. citacemi,
byly DNA microarrays aplikovany v nékolika prominent-
nich skupinach. Jedna se zejména o tzv. RNA aplikace

(exprese RNA, exonl a kratkych fetézcd), CGH (com-
parative genomic hybridization), genotypiza¢ni nebo-li
SNP (single nucleotide polymorphism), Chip-on-Chip,
resekvenacni, k analyze DNA metylaci a VIPTM (popu-
la¢ni cCipy). Tim, Ze umoziuji simultanni analyzu tisict
parametrd v ramci jednoho pokusu, DNA microarrays
jsou vhodné pro celou fadu aplikaci s velkym soubo-
rG vzorkd. Prikladem téchto aplikaci je patentovana
platforma VIP ¢ipu pro novorozenecky screening, kde
béhem jedné analyzy na jednom c¢ipu je mozné pro-
vést screening 1 tis. novorozenct pro 80 rliznych dédi¢-
nych onemocnéni najednou. Dle generélniho feditele
Affymetrixu, tedy firmy zaujimajici vedouci postave-
ni v seriové vyrabénych DNA microarrays litografic-
kou metodou, microarrays jsou idealni platformou pro
genomové studie, které vyZzaduji zpracovani velkého
mnozstvi vzork(, rychlé zpracovani, pfesna data a pfi-
znivé néaklady. Pravé klinické aplikace, jako je genetic-
ka analyza v oblasti reprodukéniho zdravi (prenatalni,
preimplanta¢ni a postnatélni), onkologie (solidnich na-
dord a hematologickych nadort), a transplantace jsou
zainé piiklady, kdy cas, pfesné udaje, a cenova dostup-
nost jsou rozhodujici.?

Dalsim odvétvim, ve kterém vyuziti DNA microarrays
zvlasté v poslednim desetileti velmi rychle roste je
zemédélsko-potravinafsky primysl. Casto na bazi pfed-
choziho druhového sekvenovani, které slouzi zejména
ke zmapovani druhovych genomd, Glohu naslednych
Slechtitelskych program( a selekci genotypl s kyze-
nymi znaky prebiraji DNA microarrays dedikované
na cilené sondy. Z dlivod( casto sezénnich pozadav-
ki na selekce prostfednictvim marker(, microrarrays
jednoznacné vychazi lépe z ddvodu schopnosti rychle,
robustné a efektivné zpracovat velky pocet vzork. Dle
sdéleni vedeni Illuminy, ktera je vyrobcem obou plat-
forem, tedy microarrays i NGS, DNA microarrays hraji
vice a vice kli¢ovou roli v transla¢nich védach, jelikoz
umoziuji efektivné prenést nové objevy v laboratofi
do klinického vyuZiti a oblasti s rutinnimi aplikace-
mi3. Ve skutecnosti rlizné cipy jiz umozriuji rostlinnou
a ZivociSnou genotypizaci a zaujimaji primarni misto
v rychle rostoucich oborech agri- a agro-genomiky, tedy
v rtiznych aplikacich pro hospodafiska zvitata a plodiny.
Tento vyzkumné aplika¢ni postup byl aplikovan v né-
kolika pfipadech*> v¢etné ¢eského tymu pod vedenim
doc. Repkové z Masarykovy univerzity, ktery jako prvni
na svété ziskal pomoci NGS celogenomovou informa-
ci jetele lu¢niho (Trifolium pratense)s, ktera byla po-
sléze aplikovana ve spolupraci s ESSENCE LINE
a Arrayit na konstrukci SNP microarrays dedikovanych
pro vybéry kyzenych genotpl jetele s vybranymi kva-
litativnimi znaky. V soucasné dobé je pfipravovana
ve spolupraci se Slechtitelskym podnikem i konstrukce
VIP™ ¢ipu (Variation Identification Platform)? pro fa-
dové tisic jedincl Trifolium pratense k cilené selekci
vhodnych genotypl s danymi parametry. Microarrays
jsou zde jako primarni robustni nastroj vyuZivany
ke genomové selekci i diky rostouci pfesnosti fenoty-
pové predikce.

Dalsi znamou oblasti je vyuziti techniky microarray
ke screeningu geneticky modifikovanych organisma
(GMO) v potravinovém fetézci, kterd v budoucnu maze
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slouZit k rutinnim analyzdm zejména v souvislosti
s oznacovani vyrobkd obsahujicich GMO.

Jak jiz bylo zminéno, zvlastni postaveni mezi DNA
microarrays zaujima technologie VIP ¢ipu neboli po-
pulacni €ip. Populacni €ip vyuZiva oproti pivodnim DNA
¢iptim, které jsou schopny testovat maximalné jednot-
ky biologickych vzork(i, obracené uspofadani volnych
sond a imobilizovanych vzorkd, ¢imz se kapacita tech-
nologie diametralné lisi, tj. je mozné testovat az 10000
biologickych vzork(i (jedinct populace) béhem jedné
analyzy, kazdy v min. 10ti lokusech. Tim tato platforma
umoznuje vyznamné snizit ¢asové a finan¢ni naroky
na jednoho pacienta v rdmci urcité populace. Dalsi vy-
hoda je v pfizplsobivosti poctu vzork( a rychlosti ziska-
ni genotypovych informaci (typicky 24 — 48 h od ziskani
vzorku). Tato platforma umoziiuje identifikaci jakékoliv
amplifikované nukleové kyseliny z jakéhokoliv organi-
smu a jiz nyni aplikace zahrnuji popula¢ni screening
za Ucelem personalizované mediciny, racionalni perso-
nalni preskripce, korelaci genotypl napfi¢ populacemi
jedinct s urcitym zdravotnim fenoménem (napf. sou-
bory mutantnich genl u schizofrenikd s naslednou
racionalizaci preskripce, predpovéd terapeutické ucin-
nosti imunoglobulinové terapie u jednotlivych pacientt
s relapsujici remitujici roztrousenou sklerézou (RRMS)?,
hodnoceni drovné rizika vyvoje autismu®, diagnostiku
chorob, predikci onemocnéni, neonatalni screening,
transplantacni testy (HLA), forenzni vyuziti, parentélni
testy, genealogické testy). V oblasti veterinarni a rostlin-
né se jedna zejména o populacni screening za tGicelem
Slechténi, nicméné do budoucna je pravdépodobné,
ze vznikne i v tomto odvétvi poptavka po popula¢nim
screeningu za UGcelem genotypové diagnostiky. Tech-
nologie neni druhové omezena, maze se uplatnit v ge-
netickych studiich humannich, Zivocisnych, rostlinnych,
bakterii i virG se zaméfenim na detekci specifickych se-
kvenci nebo mensich sekvenénich variant véetné SNP
mutaci, inserci, deleci a inzer¢né-dele¢nich mutaci.
O tomto trendu svédci i fakt, Ze patent na plivodni tech-
nologii VIP™ byl jiz vyuzZity u nékolika dalSich patento-
vanych postupl a to zejména v oblasti zemédélstvi,
Slechténi a humanni diagnostiky?#5. O tom, Ze vyuZiti
populacnich ¢ipt je soucasnym trendem v molekularni
biologii svédci i fakt, Ze v literatuie Ize nalézt nékolik
aplikacnich patentd a ¢etné publikace z poslednich let.
Vlybrané lokusy jsou amplifikovany pomoci PCR, imobi-
lizovany na Cipu a hybridizovany fluorescen¢né znace-
nym syntetickym oligonukleotidem. Nasledné je hyb-
ridizovany Cip skenovan fluorescen¢nim skenerem. Pi
spravném provedeni je udavana 99,99 %-ni pfesnost.
Jak jiz bylo zminéno VIP™ technologie ma hlavni vy-
hodu pfi vysokém poctu vzorkd, kde je mozno provést
screening prakticky celé populace jedinc na jednom
biocipu.

Dle vyjadieni prednich svétovych odbornikd v oblasti
microarrays, jsou biocipy bezpochybné lepsi pro stu-
die s vysokym poctem vzork(, pro rychlé zpracovani,
pfesna data, cenovou efektivitu a klinické aplikace>.
S nastupem NGS doslo i k zajimavému trendu, tedy vy-
uziti dat z NGS rozsitujici databaze pro microarrays jako
napfiiklad miRBase a microRNA databaze>.

Proteinové microarrays

Zatimco DNA biocipy jsou mimo jiné pouZitelné pro
méfeni hladin mRNA exprimovanych v burice, nejsou
schopny pfimo méfit mnozstvi produkovanych bilko-
vin po translaci. To vedlo k vyvoji proteinovych bioci-
pu. Charakterizace proteomu predstavuje jedine¢nou
vyzvu vzhledem ke své dynamické povaze zplGsobené
¢astecné posttransla¢nimi modifikacemi proteind, jako
jsou fosforylace a glykosylace. Z tohoto divodu analyza
proteinl v biologickém vzorku pfedstavuje dilezity do-
pInék genomové analyzy, pfi které je zjisStovana exprese
mRNA. Proteinové biocipy tedy umoziiuji rozmanitou
funk¢éni analyzu proteind pomoci interakce proteint
s imobilizovanymi molekulami, napfiklad bilkovinami,
peptidy, nizkomolekularnimi latkami, oligosacharidy
nebo DNA. Proteinové biocCipy vyuZivaji podobnych
konceptl a principl jako DNA cipy, nicméné fyzikalné-
-chemické rozdily mezi DNA a proteiny vyZaduji rGzné
postupy pfi manipulaci s biologickym vzorkem. Z to-
hoto divodu tisk a imobilizace bilkovin na substra-
tu vyZaduji mnohem vice pozornosti. Proteinovy svét
je komplexnéjsi, jelikoz vedlejsi fetézce aminokyselin
umoznuji mnohem vice moznosti interakci, nez paro-
vani nukleobazi. Dynamické posttransla¢ni modifikace
maji dalSi dopad na proteinové interakce a aktivity.

Velkého pokroku bylo dosazeno u proteinovych mi-
coarrays z hlediska jejich citlivosti a presnosti, coz na-
pomohlo k rozvoji novych proteinovych microarray
technologii. V soucasné dobé vyuZiti téchto prostiedk
narlsta zejména ve farmaceutickém vyzkumu (véetné
identifikace Gcinku a cil( 1é¢iv, antigen-specifickych te-
rapii pro autoimunitni onemocnéni, rakoviny a alergie;
identifikace cild s malymi molekulami, které by mohly
byt pouzity jako nové léky ad.), diagnostice (na bazi
detekce antigen a protilatek v krevnich vzorcich), pro-
teomice (exprese proteinli a celo-proteomové studie),
funkénich analyzach protein (proteinové interakce),
racionalizace |é¢by a imunitnich odpovédi. Pfikladem
poslednich proteinovych microarrays jsou OvaDx®
pro v¢asnou diagnostiku ovariélni rakoviny, ¢ekajici na
schvéleni FDA, a microarray obsahujici 420 antigend
pro monitoring roztrousené sklerézy vyvinuty Harvardo-
vou Univerzitou®.

Nutno dodat, Ze spole¢nost Oxford Nanopore Tech-
nologies ziskala v roce 2008 licencovanou technologii
od Harvardu, UCSC a dalSich vysokych skol™, na jejimz
zakladé vyviji protein- a ,solid-state-” nanopore tech-
nologii za uc¢elem analyzy fady biologickych molekul
véetné DNA, RNA a bilkovin. Tato platforma je ovSem
stale ve vyvoji. Z vySe uvedeného lze tedy konstatovat,
ze sekvenacni technologie zatim principidlné nejsou
schopny poskytnout data o proteinech, coz je dalsi ar-
gument pro¢ NGS a microarrays jsou neporovnatelné,
ale komplementarni platformy.

Zaver

V dasledku soucasnych pokrok( v sekvenovani, které
se stava vice a vice dostupnym, microarray technolo-
gie je ve specifickych pfipadech nahrazovana NGS a to
zejména v oblasti mapovani neznamého genomového
a transkribovaného materialu, nicméné byly vyvinu-
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ty zcela nové nastroje jako je VIP™ ¢ip a HTS protei- la novych nastroji jen obtizné porovnatelnych s NGS

nové Cipy, které poskytuji zcela novou dimenzi vyuziti napf. na bazi tzv. popula¢nich ¢ipl, umozZnujici eko-
microarrays. Microarray technologie je dale vnimana nomicky provadét screening populace az desitek tisic
jako metoda robustnéjsi s jiz vybudovanym zazemim jedincll (od lidi az po mikroorganismy). Tim bylo umoz-
at jiz s ohledem na zpracovani dat, tak standardni néno efektivné generovat feseni pro personalizovanou
protokoly. Poslednim trendem je téZ synergie microa- medicinu, studie s mnohacetnymi populacemi pacien-
rrays s NGS, kdy microarrays pfijimaji roli robustnéjsi, td, Zivocisnych i rostlinnych jedincl a tedy vice se pfi-
komplementarni a aplika¢ni metody. S nastupem NGS blizit k objasnéni molekulérnich mechanism0 rdznych
a zvlasté sekvenovani transkriptomu (whole transcrip- onemocnéni a jejich terapii, a efektivnimu Slechténi
tome shotgun sequencing) doslo tedy k nové specia- hospodafskych zvifat a plodin.

lizaci microarray technologie, jejimu rozvoji k novym

prakticky nenahraditelnym nastrojim diagnostiky a ke Podékovani: Tato prace se uskutecnila v rdmci Narod-
komplementarnim aplikacim s hlavnim zamérem na niho programu udrzitelnosti (NPU | LO1215) MSMT -

vysokou kapacitu vzorkd a cenovou efektivitu. Kromé 34870/2013).
tohoto trendu, rozvoj microarrays umoznil vznik zce-
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Souhrn

Boroii J., Novotny P., Kacer P.: Microarrays versus nova generace sekvenovani, souboj Davida s GoliaSem?

S nastupem NGS a zvlasté sekvenovani transkriptomu doslo k nové specializaci microarray technologie a jejimu rozvoji k novym
prakticky nenahraditelnym naéstrojim diagnostiky. Jakkoliv se objevuji néazory, Ze NGS zcela nahradi microarrays, trendy vyplyvajici
z odbornych ¢lankd, vyzkumné a klinické praxe hovofi o vyrazné rozdilném vyvoji. NGS zejména v oblasti méfeni DNA exprese a tran-
skriptomu skute¢né pfinasi potencial ziskani relativné kvalitativné bohatsi informace, ktera se vyuZiva zejména pfi hledani neznamych
sekvenci, nicméné u analyz aplikovanych a znamych sekvenci si microarrays naopak udrzuji dominantni postaveni. Zcela unikatni platfor-
mou jsou tzv. VIP™ ¢ipy, které pfinesly moznost provadét populacni studie s DNA az 10 tisic jedinci v 10lokusech. Zarover je opomijen
fakt, Ze souasné sekvenacni technologie mohou pfinést informace pouze o DNA, na rozdil od Siroké skaly biomarkerovych sond, které
Ize kotvit a tudiz analyzovat na substratu microarrays, véetné proteinovych biocip, které zaznamenali velky boom piedevsim v posledni
dekéadeé a tési se praktickému a klinickému vyuziti.

Klicova slova: Microarrays, nova generace sekvenovani, VIP bio¢ip

Summary

Boron J., Novotny P., Kacer P.: Microarrays versus Next Generation Sequencing, David and Goliath battle?

With the advent of NGS and especially the transcriptome sequencing, a novel specialization of microarray technology has taken place
and its development towards new practically indispensable diagnostic tools. Although it has been argued that NGS will eventually
replace microarrays, the trends inferred from scientific articles, the research and clinical practice as well as the actual principal differ-
ence between these technologies, corroborate a significantly different development. In particular, in the measurement of DNA expres-
sion, NGS has brought the potential of obtaining a relatively richer qualitative information, which is used mainly for finding unknown
sequences, however, microarrays conversely maintain dominance in the case of applied analyses and of known sequences. Furthermore,
in the last decade, an entirely unique platform, called VIP™ microarrays, has been developed, which enabled to carry out cost-effectively
population-based studies of DNA of up to 10,000 individuals in 10 loci. Moreover, another fact has been condoned, i.e. the current
sequencing technologies can address only information related to DNA. Microarrays, to the contrary, permit immobilizing a wide spectrum
of biomarker probes on the substrate and thus analyze a variety starting from DNA through proteins, small molecules, cells, tissues and
others. As a consequence, the two technologies seem to be rather in a convenient complementarity than in any real competition.
Keywords: Microarrays, Next Generation Sequencing, VIP Biochip
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LIPID KINASA PI14KB A 14-3-3 PROTEINY
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Uvod
14-3-3 proteiny

Rodina 14-3-3 je tvofena kyselymi (pl se dle isoformy
pohybuje kolem hodnoty 4,7), evolu¢né vysoce konzer-
vovanymi regulatornimi proteiny o velikosti 26-29 kDa
o pfiblizné 250 aminokyselinach, jez jsou exprimovany
ve v8ech studovanych eukaryotickych organismech'. Je-
jich jméno je odvozeno od ¢isla frakce pfi chromatogra-
fii na DEAE-celulose a nasledné Skrobové elektroforese.

V sav¢ich bunkach je rodina 14-3-3 tvofena sedmi iso-
formami (B, €, n, v, 7, {, 0)?3, z nichz kazda je kodovana
vlastnim genem. U isoforem plvodné oznacenych jako
a a o, se pozdéji ukazalo, Ze odpovidaji formam B a ¢
s fosforylovanym Ser186 v isoformé 3 ¢i Ser184 v iso-
formé ¢*. Pét isoforem se vyskytuje pfevazné v mozku,
isoforma o (také znamy jako stratifin) je exprimovana
hlavné v epitelidlnich burikach a isoforma 1 v T bun-
kach®. Na subcelularni trovni se 14-3-3 nachazi nejvice
v cytoplasmé, ale byl nalezen i v jadru, perinuklearnim
prostoru, Golgiho aparatu a dokonce i na cytoplasma-
tické membrané®. 14-3-3 vykazuji vysokou homologii
nejen mezi sav¢imi isoformami (70 — 90 %), ale i mezi
sav¢imi a kvasinkovymi formami (pfiblizné 70 %)’.

Funkce 14-3-3 a jejich vazebni partnefi

Hlavni funkci 14-3-3 je vazba na proteinové ligandy,
¢imz reguluji bunécné procesy, v nichz se tyto ligandy
uplatnuji. Mnozstvi a variabilita funkci a struktur protei-
nd vazajicich 14-3-3 ukazuje na obrovskou regulacni
schopnost 14-3-3, viz tab. 1. Vazebnych partner( bylo

identifikovano jiz vice nez 700° a 14-3-3 se tak zapojuji
do déja jako je apoptosa, signalizace, regulace buné¢-
ného cyklu a déleni, buné¢ny metabolismus, transkrip-
ce a dalsich.

14-3-3 se vsak nevaziou pouze na proteiny, vazbou
na DNA kruciformy reguluji i replikaci DNA®. DNA kru-
ciformy jsou sekundarni struktury DNA vyskytujici se
na eukaryotickych pocatcich replikace DNA. Tato in-
terakce je zavisla na fazi buné¢ného cykluy, jelikoz se
kruciformy formuji na pocatku S faze, a je nejvéjsi pfi
G1-S interfazi. 14-3-3 reguluji replikaci DNA nejen vaz-
bou na DNA kruciformy, ale taktéz na proteiny prerepli-
ka¢niho komplexu, jako jsou MCM (z angl. minichro-
mosome maintenance) proteiny a replika¢ni faktor C.

14-3-3 je spojovan s nékterymi nemocemi. Skrze své
ligandy, z nichZ nékteré jsou onkogeny, tumorsupreso-
rové geny ¢i jejich produkty, ma vliv v tumorgenesi®.
14-3-3 ma urcity vyznam i v neurodegenerativnich pro-
cesech a onemocnénich jako je Creutzfeld-Jakobova
nemoc, Parkinsonova nemoc a Alzheimerova choroba™.

Mechanismus regulace 14-3-3 proteiny

Zputsobd, jakym 14-3-3 reguluje efektorovy protein,
je nékolik a mohou se vzédjemné kombinovat. 14-3-3
maze zakryvat vazebna mista ligandu pro jiné protei-
ny ¢i DNA a tim sniZovat schopnost ligandu se na tyto
partnery vazat. Tento mechanismus se uplatfiuje napfi-
klad pfi interakci 14-3-3 a BAD (Agonista buné¢né smrti
asociovany s Bcl-2), kdy vazba 14-3-3 znemoziuje inte-
rakci BAD a Bcl2 (z angl. B cell ymphoma 2) a inhibuje
tak iniciaci apoptosy".

Tab. I: Nékteré proteiny vazajici se s 14-3-3 a jejich tloha: Raf-1 — z angl. rapidly accelerated fibrosarcoma proto-oncogene
serine/threonine-protein kinase 1, BAD — agonista buné¢né smrti asociovany s Bcl-2, z angl. Bcl2-associated agonist of cell
death, Bcl2 - z angl. B cell lymphoma 2, Cdc25C - z angl. cell division cycle 25 homolog C, MAP3K5 — mitogeny aktivovana
protein kinasa kinasa kinasa 5, PTPN3 — tyrosin-protein fosfatasa nereceptorového typu 3, PKCp — protein kinasa C isoforma y,
IGF1 —inzulinu podobny ristovy faktor 1, p53 — buné¢ny tumorovy antigen p53. Pfevzato a upraveno.

Ligand Vlastnost Vazebna sekvence Efekt navazani 14-3-3
259
Raf-1 S/T kinasa EEIT-\SSGZ‘E; Udrzovani aktivni i neaktivni konformace
12
BAD Bcl-2 homolog IE?I?SS‘“X[; Inhibice proapoptickych funkci
Cdc25C Y/T fosfatasa RSPS?*MP Blokace vstupu bunky do M-faze
MAP3K5 S/T kinasa RSIS*’LP Inhibice proapoptickych funkci
359
PTPN3 Y fosfatasa E\SIIISSSBF’Q{EEF" Inhibice kinasové aktivity
205 208
PKC S/T kinasa E]I:SSZ‘DIXESLSZIB Inhibice kinasové aktivity
IGF-1 Y ki SVPLDPSASSSS25LP
receptor inasa -
p53 Transkrip¢ni faktor KGQSTS*®RH ZvySeni interakce s DNA
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V nékterych pfipadech, jako je regulace Cdc25
(z angl. cell division cycle 25 homolog C) ¢i telomerasy,
muze byt vazebné misto pro 14-3-3 v blizkosti jader-
né lokaliza¢ni nebo jaderné exportni sekvence. Tehdy
vazba 14-3-3 na ligand ovlivni transport proteind mezi
jednotlivymi kompartmenty bunky™.

Vazba 14-3-3 také chrani proteiny pfed proteolysou
nebo defosforylaci. Takto jsou chranény napi. PI4KB
(fosfatidylinositol 4-kinasa B), histony nebo Raf-
-1(z angl. rapidly accelerated fibrosarcoma proto-
-oncogene serine/threonine protein kinase 1)™.

Dal3im mechanismem je konformac¢ni zména v enzy-
mu po navazani 14-3-3, kdy 14-3-3 funguje jako aloste-
ricky kofaktor a moduluje katalytickou aktivitu enzymu.
Vazba 14-3-3 mize mit aktivujici efekt (napf. u tyrosin
hydroxylasy) ale i inhibujici efekt (napi. u kinasové
aktivity MAP3K5 (mitogeny aktivovana protein kinasa
kinasa kinasa 5))".

Diky svému rigidnimu uspofadani a tvorbé dimert
funguji 14-3-3 také jako strukturni leSeni a poskytuji
tak prostor, na kterém spolu mohou asociovat proteiny
a vytvaret komplexy. Takto se vytvaii komplex napi. Raf
a PKCC (Protein kinasa C isoforma ().

Sekvence na cilovém proteinu

14-3-3 se vaze na specifické sekvence obsahujici
fosforylovany serin nebo threonin, byly vSak pozorova-
ny i vazby na nefosforylované ligandy. Jako prvni iden-
tifikovali specifickou vazebnou sekvenci cilovych protei-
nd 14-3-3 Muslin a kol. jako RSXpSXP, kde X je jakékoli
aminokyselina a pS fosfoserin'. V nasledujicich letech
doslo k upfesnéni této sekvence diky zjisténym prefe-
rencim k uré¢itym aminokyselinam v pozicich -1,- 2, +1
(vztazeno k fosfoserinu) na podobu R[S/Ar][+/Ar]pS/
/PT[L/E/A/M]P, kde Ar je jakakoli aromatickd amino-
kyselina, pT fosfoserin a + znaci bazickou aminokyse-
linu'', Fosforylace serinu na pozici -2 nepfispiva k in-
terakci™. Pfitomnost argininu na -3 nebo -4 pozici je
velmi dulezitd, kdezto prolin se nachazi v 50 % cilovych
sekvenci a vytvaii na strukture fosfopeptidu ohyb. Na -5
pozici se nejcastéji vyskytuje arginin nebo leucin. Dale
byly charakterizovany dalsi sekvence obsahujici RX[Ar]
[+]pS/pT[L/E/A/M]PY.

VySe popsané sekvence ¢i sekvence jim podobné se
vyskytuji u vazebnych partnerd 14-3-3 nejcastéji a jsou
rozpoznavany viemi 14-3-3 isoformami'.

Déle byly identifikovany dal3i, méné zastoupené mo-
tivy, napfiklad C-terminélni sekvence SW(pT)X-COOH>.
Proteiny obsahuijici tuto sekvenci vazou 14-3-3 slabéji.
U rostlin se vyskytuje také vazebna sekvence LX(R/K)
SX(pS/pT)XPs.

Nékteré vazebné proteiny 14-3-3 obsahuji téchto spe-
cifickych sekvenci vice a mohou tak interagovat s obé-
ma monomery dimerniho 14-3-3, vysledkem muze
byt zména konformace ligandu. Je pravdépodobné, Ze
jeden z téchto motivl je hlavnim vazebnym motivem,
na jehoz fosforylaci zavisi vazba na 14-3-3. Dalsi sek-
vence vaZe 14-3-3 mnohem slabéji a samotna nepo-
skytuje dostate¢nou afinitu k 14-3-3 pro vazbu, vazba
této sekvence se mize uskutecnit az po navazani hlav-
ni sekvence na 14-3-3'. Celkové vsak posiluje interakci
mezi proteinem a 14-3-3, ktera tak mdze byt nékolikrat
siln&;jsi".

Struktura 14-3-3

14-3-3 ma vysoce helikalni strukturu. Je tvofen deviti
antiparalelnimi a helixy, jez se oznacuji H1-H9 a jsou
spojeny kratkou B otackou, viz obr. 1. VSech devét a
helixd formuje strukturu vazebného Zlabku, kdy ctyfi
sméfuji dovniti Zlabku (H3, H5, H7, H9) a zbylych pét
ven (H1, H2, H4, H6, H8), viz obr. 1 B. Nejdelsi jsou a
helixy H3 a H4. Helixy lemujici Zlabek vytvéfi amfipatic-
kou oblast, H3 a H5 obsahuiji nabité nebo polarni ami-
nokyselinové zbytky, H7 a H9 pfedstavuji hydrofobni
¢ast vystavujici na svém povrchu nékolik leucinovych
zbytkd™. H3 a helix je ohnuty v konzervovaném Gly53,
coz koresponduje s prolinem na +2 pozici k fosforylo-
vanému serinu ve specifickych vazebnych sekvencich
pro 14-3-3™19,

Aminokyselinové sekvence a helix( opisujici zlabek
je vysoce konzervovana, viz obr. 2 B. U 17 studovanych
isorofem 14-3-3 je 104 aminokyselinovych zbytkd kon-
zervovanych a vétSina spada pravé na jeho amfipatic-
kou oblast™. Pravé tato oblast 14-3-3 je zodpovédna
za vazbu ligandu. Méné je konzervovana sekvence a
helixi nachazejicich se na vnéjsim povrchu 14-3-3, kte-

Obr. 1: (A) bo¢ni pohled, (B) pohled shora. Identifikaéni PDB kéd 1QJB.
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Obr. 2: Shody a odlisnosti isoforem 14-3-3.

ré mohou déle interagovat s ligandem 14-3-3 a zajisto-
vat tak isoformni specifitu vazby.

Sekven¢né nejvice variabilni ¢asti isoforem 14-3-3 je
C-konec, ktery je ale i pfesto vidy kysely a reguluje in-
terakce 14-3-3 interakci s vazebnym Zlabkem volného
14-3-3%, pravdépodobné s jeho basickou oblasti tvo-
fenou lysinovym a nékolika argininovymi zbytky, jez se
jinak pfimo podileji na vazbé ligand™. Na C-terminal-
nim konci u isoforem ¢ a 1 bylo nalezeno fosforyla¢ni
misto na pozici 232 pro kasein kinasu lo, coz naznacuje
dalsi moznost regulace 14-3-3 protein( prostfednictvim
jeho C-konce (v sekvenci 14-3-3 se vyskytuji dalsi fos-
foryla¢ni mista, jez se tGicastni regulace jeho dimerizace
a vazby na ligand?..

Strukturni odliSnosti jednotlivych isoforem 14-3-3
jsou velmi malé s odchylkami u vézanych 14-3-3 men-
$imi nez 2A, nejvice se lisi délka smyéek spojujici a he-
lixy a délka a helix H3 a H4". Nejvétsi rozdil je mezi
strukturami 14-3-31 a 14-3-3, ktera zaujima vice otev-
fenou strukturu (RMSD mezi patefemi 14-3-37 a 14-3-
-3B dosahuje hodnoty 3,143), viz obr. 2 A.

Ze studii krystalovych struktur 14-3-3 vyplyva, Ze roz-
dil mezi volnym a vazanym 14-3-3 je minimalni, coz
poukazuje na velkou rigiditu jeho struktury, jez je za-
jisténa nejspise velkym mnozstvim interakci mezi jeho
a helixy™.

14-3-3 jako dimer

14-3-3 se vyskytuji ve formé dimeru, v némz je jeden
monomer oto¢en o 180° vi¢ druhému monomeruy,
viz obr. 1 A. Dimer tvofi velky negativné nabity kanal
35 A vysoky, 35 A 3iroky a 20A hluboky?, viz obr. 1 B.
Na tvorbé dimeru se podileji konzervované N-koncové
oblasti 14-3-3 monomert a to tak, Ze H1 a H2 jednoho
monomeru interaguje s H3 a H4 druhého monomeru®™.
Dimerni struktura je udrZovana pomoci solnych mdst-
kd, jejichz pocet se liSi mezi isoformami 14-3-3. U v3ech
isoforem se nachazi solny mustek mezi Arg18-Glu89
a s vyjimkou isoformy € i mezi Asp21-Lys85 (aminoky-
selinové zbytky Cislovany podle isoformy )™. U isofor-
my { je navic vytvofen solny mlstek mezi Glu5-Lys74".
Interakce je dale zajisténa dalSimi polarnimi i hydrofob-

nimi aminokyselinami na rozhrani monomer(, u 14-3-
-3 jsou to Leu12, Ala16, Ser58, Val62, lle65, a Tyr82".

Tvorba homodimer( a heterodimer( je isoformové
specifickd. Pfestoze je N-konec 14-3-3 pomérné kon-
zervovany, obsahuje malé rozdily v sekvenci, jez jsou
viak dulezité pro preferenci partnera k tvorbé dime-
ru. Vyskyt postrannich fetézct neobvyklych pro 14-3-
-3 v isoformé o urcuje 14-3-30 k tvorbé homodimer(.
Naopak isoforma ¢ se vyskytuje vyhradné ve formé he-
terodimerd.

PfestoZe je dimerni struktura 14-3-3 zékladem pro
funkci 14-3-3, mohou v zavislosti na své stabilité né-
které isoformy 14-3-3 existovat i v monomerni podobg,
isoformy B a n jsou monomerni az ve tficeti procentech
piipadi?.

Fosforylace 14-3-3 - regulace funkce

Fosforylace 14-3-3 na jeho serinovych, threoninovych
i tyrosinovych zbytcich je (spole¢né s existenci vice na
sobé nezavisle exprimovanych isoforem 14-3-3 a jeho
riznou subcelularni i tkanovou lokalizaci) jednim ze
zpUsobl jeho regulace. Fosforyla¢ni mista jsou mezi
isoformami pomérné variabilni?*, coz umoziiuje spe-
cifickou regulaci isoforem 14-3-3. Fosforylace 14-3-3
ovlifuje nejen vazbu ligandu, ale i dimerizaci 14-3-3%.
Napfiklad sfingonin-dependentni kinasa 1 a MAPK ak-
tivovana kinasa 2 fosforyluji Ser58 isoformy ¢ a jemu
odpovidajici aminokyselinové zbytky u isoforem B a n.
Jelikoz se Ser58 ucastni interakci dileZitych pro dime-
rizaci 14-3-3, vede fosforylace v tomto misté k rozpadu
dimerni struktury 14-3-3%. Dal$im fosforyla¢nim mis-
tem je Ser184 isoformy B,o a { (aminokyselinovy zbytek
¢islovan podle isoformy ). Fosforylace tohoto serinu
c-Jun N-terminélni kinasou ma casto za nasledek sni-
zeni afinity k ligandu, vede k rozpadu napf. komplexu
14-3-3 a BAD?. Stejné tak fosforylace na Ser232 res-
pektive Thr232 14-3-3 1 a ¢ kasein kinasou la vede
k inhibici vazby ligandu?*. Déle je vazebnéa schopnost
14-3-3 regulovana autoinhibi¢nim mechanismem, kdy
C-konec 14-3-3 interaguje s aminokyselinovymi zbytky
vazebného Zlabku a blokuje ho™.
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Vazba ligandu na 14-3-3

Interakci s ligandem zajistuji na 14-3-3 hlavné vysoce
konzervované aminokyselinové zbytky Lys49 a Arg56
nachézejici se na a helixu H3 a Arg127 a Tyr128 na a
helixu H5"7 (aminokyselinové zbytky Cislovany podle
14-3-30). Arg56, Argl127 a Lys49 vytvafi solné mdstky
s fosfatem fosfopeptidu a hydroxyskupina Tyr128 vytva-
fi s fosfatem vodikovou vazbu®, viz obr. 3. Aminokyseli-
nové zbytky Lys49, Arg127 a Tyr128 se podileji na vazbé
fosforylovaného i nefosforylovaného ligandu u vsech
isoforem 14-3-3". Dal$i aminokyselinové zbytky se mo-
hou zapojovat do vazby ligandu interakci s jeho patefi,
u 14-3-3¢ napfi. Asn173, Asn224 a Lys120 skrze své ami-
do- ¢i aminoskupiny na postrannich fetézcich.

Poté, co se ligand navaze do vazebného zlabku, maze
interagovat i s dalSimi oblastmi 14-3-3. Bylo identifiko-
smycka mezi H8 a H9, jez se vyznamné sekvencné lisi
jen u isoformy o a urcuje selektivitu 14-3-30".

Obr. 3: Na vazbé se podileji helixy H3 (residua K49 a K56),
H5 (K120, R167 a Y128), H7 (N173 a E180) a H9 (N224
a W228). Identifika¢ni PDB kod 1QJB* Pievzato™.

14-3-3 mohou vazat velké mnozZstvi partnerl, mezi
které patii napf. fosfatidylinositol 4-kinasa 11, proteiny
Raf, BAD ¢i PKC. Skrze tyto interakce participuje 14-3-3
na regulaci celé fady buné¢nych procest.

Fosfatidylinositol kinasy

Fosfatidylinositol kinasy patfi do skupiny “lipid-kinas”
a jsou zodpovédné za fosforylaci fosfatidylinositolu na
hydroxylovych skupinéach tietiho, ¢tvrtého nebo paté-
ho uhliku inositolového kruhu. V savcich burikach tak
tvoii sedm raznych fosfatovych derivat fosfatidylino-
sitolu, tzv. fosfoinositidd?®. Fosfatidylinositol 4-kinasy
(PtdIns4K) katalyzuji ptenos fosfatové skupiny na hyd-
roxylovou skupinu ¢tvrtého uhliku nefosforylovaného
inositolového kruhu. Fosfatidylinositol-4-fosfat (P14P)

je nejen prekursorem fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu
a fosfatidylinositol-3,4-bisfosfatu, ale ucastni se i riz-
nych signaliza¢nich drah, vesikularniho transportu ¢i
metabolismus lipid@G?*. Pravé v dlsledku syntézy PI4P
hraji Ptdins4K dulezitou roli v bunééné regulaci.

V sav¢ich bunkach existuji ctyfi Ptdins4K, které se
podle svych biochemickych vlastnosti déli do dvou
typU. Typ Il zahrnujici PtdIins4Klla a Ptdins4lI je inhi-
bovan adenosinem, kdezto kinasy typu lll, kam spadaji
PtdIns4Kllla a PtdIns4lllB, jsou inhibovéany wortma-
ninnem a dalSimi inhibitory PtdIns3K (fosfatidylinositol
3-kinasa)?. Inhibice PtdIinsK4lll inhibitory PtdIns3K se
odviji od sekven¢ni podobnosti téchto enzymd, zejmé-
na v jejich katalytické doméné?27,

Vyskyt a funkce fosfatidylinositol 4-kina-
sy 1B

Fosfatidylinositol 4-kinasa IlI3 je rozpustny protein
o velikosti pfiblizné 92 kDa exprimovany pfedevsim
v srdci, pankreatu a kosterni svaloviné?®. Na subcelular-
ni Urovni se PI4KB nachazi pfevainé vazany na cytoso-
lické strané membran Golgiho aparatu, v mensi mife se
nachézi i v jadfe a v nedédvné dobé byla nalezena i na
membranach lysosom?. Zakotveni PI4KB na membra-
nu Golgiho aparatu je zprostfedkovano proteiny ACBD3
(z angl. acyl-CoA-binding domain containing protein 3)
a NCS-1 (z angl. neuronal calcium sensor, také znamy
jako frequenin)?’. Vazba ACBD3 i NCS-1 s PI4KB také
positivné reguluje lipid-kinasovou aktivitu PI4KB>.

PI4KB mé v Golgiho aparatu nékolik funkci, z nichz
se vétsSina odviji od jeji katalytické aktivity. Skrze syn-
tézu PI4P a jeho vazebné proteiny reguluje vesikularni
transport na plasmatickou membranu, biosytézu lipi-
did a jejich nevesikularni export z Golgiho aparatu®s'.
Pfitomnost PI4KB je také nutnd pro zachovani struk-
tury a organizace Golgiho aparatu®. Dalsi, nekatalytic-
kou funkci PI4KB je vazba GTP vazaného Rab11 (Ras-
-pfibuzné proteiny Rab)33. Rab proteiny se podili na
vesikularnim transportu?® 3.

PI4KB se podili se na syntéze P14P i v jadie. Diky dvé-
ma nuklearnim lokaliza¢nim sekvencim a jedné nuk-
learni exportni sekvenci je transportovana pres jader-
nou membranu a pohybuje se v obou smérech mezi
jadrem a cytoplasmou®. Fyziologickd funkce PI14KB
v jadie vSak dosud nebyla objasnéna®*3>.

V lysosomech koordinuje tfidéni materialu pro vesi-
kularni transport a tvorbu vesikul(?°.

Struktura fosfatidylinositol 4-kinasy I1IB

V prevazné helikalni struktuie PI4KB se vyskytuje
nékolik domén ¢&i regiond, viz obr. 4, z nichz nékteré
vykazuji podobnost s PtdIins3K. To se tykd pfedevsim
pomérné konzervované C-koncové katalytické domény,
méné jiz tzv. LKU (z angl. lipid kinase unique) domény,
jez se vyskytuje blize N-konci a je tvofena a helixy?® 3,
Katalytickd doména na svém N-konci tvofi antiparalelni
B strukturu a na C-konci ma helikalni strukturu®s. Cen-
trdlni Hom2 region (homologni region 2) s vazebnym
mistem pro Rab11 (viz obr. 4) vykazuje vysokou podob-
nost s kvasinkovym homologem Pik1 (1-fosfatidylinosi-
tol 4-kinasa)6?7.
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Obr. 4: Ciselna osa oznatuje potadi aminokyselin. Pro — oblast bohata na Prolin, LKU — LKU doména, z ang. lipid kinase unique,
Fq — vazebné misto pro Frequenin (NCS), Ser — oblast bohata na Serin, vazba 3-3-14, Hom2 — Hom2 doména, vazba Rab

proteinu, catalytic. — katalytickd doména. Pfevzato a upraveno3.

Mezi katalytickou a Hom2 doménou se nachazi va-
zebné misto pro NCS a oblast s mnoZstvim serind?,
viz obr. 4. V této oblasti se nachazi nékolik fosforylac-
nich mist, napf. Ser258, Ser266 a Ser294. Fosforylace
Ser258 a Ser266 ma vliv na sméfovani PI4KB kina-
sy na membrany Golgiho aparétu, fosforylace Ser294
protein-kinasou D vyznamné zvySuje lipid-kinasovou
aktivitu a podmiriuje vazbu 14-3-3%”. Na N-konci se na-
chazi jaderna lokaliza¢ni a exportni sekvence a oblast
bohaté na proliny*>2°.

Interakce PI4KB s 14-3-3

Phosphatidylinositol 4-kinasa asociuje se vsemi sed-
mi sav¢imi isoformami 14-3-3%>. 14-3-3 se véaie na
PI4KB v misté Ser294, ktery je soucasti sekvence RTAS-
NP podobajici se vazebné sekvenci 14-3-3 R[S/Ar][+ /
/Ar]pS/pT[L/E/A/ M]P. Vazba 14-3-3 v tomto misté je
zavisla na predeslé fosforylaci Ser294 protein kinasou
D, avsak 14-3-3 se v mensi mife vaze i na PI4KB s mu-
tovanym Ser294, coz naznacuje moznost existence dal-
Siho vazebného mista®.

14-3-3 funguje jako positivni regulator PI4KB, jeho
vazba chrani pSer294 pied plisobenim fosfatas. Defos-
forylace ma za nasledek zasadni snizeni lipid-kinasové
aktivity PI4KB. Vazba 14-3-3 na PI4KB tak zajistuje ne-
pretrZitou syntézu PI4P v Golgiho aparétu.

Interakce s 14-3-3 nejen stabilizuje PI4KB v aktivni
formé, ale umoziiuje i tvorbu vétsiho komplexu 14-3-
-3y, PI4KB a BARS (brefeldin A-ADP ribosylovany sub-
strat) proteind, kde dimerni 14-3-3y funguje jako struk-
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Souhrn

Eisenreichova A., Boufa E.: Lipid kinasa PI4KB a 14-3-3 proteiny

14-3-3 proteiny jsou dilezitymi regula¢nimi bilkovinami, jeZ se nachézeji ve viech eukaryotnich organismech, v lidskych buiikach tvofi
rodinu 14-3-3 protein sedm isoforem. Funkce 14-3-3 proteinll spociva v interakci s jejich vazebnymi partnery, jichz zatim bylo iden-
tifikovano nékolik set. Tito partnefi maji klicové role v mnoha bunéénych pochodech, jako je signalizace, regulace buné¢ného cyklu
a déleni, apoptosa a dal3i. PI4KB (fosfatidylinositol 4-kinasa B), nachazejici se na cytosolové strané membrén pievazné Golgiho aparatu,
katalyzuje pfipojeni fosfatové skupiny na ¢tvrty uhlik inositolového kruhu fosfatidylinositolu. Aktivita PI4KB je zavisla na fosforylaci serinu
v pozici 294. Tato fosforylace nejen, Ze zvySuje kinasovou aktivitu PI4KB, ale také je podminkou pro vazbu 14-3-3 proteind. Tato interakce
zajistuje ochranu P14KB pied defosforylaci a tak zarucuje nepfetrzitou syntézu fosfatidylinositol 4-fosfatu, vyznamné signaliza¢ni moleku-
ly a prekursoru pro dalsi fosfatové derivaty fosfatidylinositolu.

Klicova slova: 14-3-3, PI4KB, interakce, regulace, PI4P

Summary

Eisenreichova A., Bouia E.: Lipid kinase P14KB and 14-3-3 proteins

The family of 14-3-3 proteins is one of great regulatory significance and can be found in all eukaryotic organisms and consists
of seven isoforms in human cells. The function of 14-3-3 proteins rests in the interaction with their ligands of which several hundreds
have been identified. The key role of these partners comes to pass in many cellular processes such as signalization, regulation of a cell
cycle and division, apoptosis and others. Phosphatidylinositol 4-kinase B (PI4KB) is situated on the cytosolic side of mostly Golgi
aparatus membranes and catalyzes attachment of a phosphate group to the fourth carbon of inositol group of phosphatidylinositol.
The activity of P14KB depends on the phosphorylation of Ser294. Not only this phosphorylation increases the kinase activity PI4KB, but
is the condition for 14-3-3 proteins binding as well. This interaction provides the protection of PI4KB against dephosphorylation and
this way it guarantees continual synthesis of phosphatidylinositol 4-phosphate (PI4P), a major signalization molecule and the precursor

of other phosphate derivatives of phosphatidylinositol.
Keywords: 14-3-3, PI4KB, 14-3-3 interaction, regulation, PI4P

METAGENOM JAKO ZDROJ NOVYCH GENU
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Uvod

Mikroorganismy v Zivotnim prostiedi jsou extrémné
bohatym zdrojem genl kédujicich enzymy s poten-
cialné novymi biokatalytickymi aktivitami. Pomoci kla-
sickych metod mikrobiologie zaloZenych na kultivaci
mikroorganism@ za laboratornich podminek Ize vsak
studovat pouze pfiblizné 19% pfitomnych mikroorga-
nismu, zbylych 99 % je takto nekultivovatelnych nebo
podminky pro jejich kultivaci nebyly zatim objeveny'.
Metagenomika nabizi feSeni tohoto problému spociva-
jici ve studiu veskeré DNA izolované z riiznych Zivotnich
prostiedi (tento smésny vzorek DNA se nazyva metage-
nom) namisto zkoumani ¢istych mikrobialnich kultur.
Existuji dva zakladni pfistupy, které jsou vyuzivany pro
studium metagenomové DNA: (i) metody nezavislé

na znalosti casti sekvence neboli funkéni screening,
anebo (i) metody zavislé na znalosti ¢asti sekvence.
Obéma metodami je moziné z komplexniho vzorku
metagenomové DNA ziskat nové geny kédujici enzymy,
které mohou nalézt své uplatnéni v mnoha biotechno-
logickych procesech??. Tyto metody maji své vyhody
a nevyhody, které budou zminény v pfislusnych odstav-
cich, déle pak budou detailnéji probrany pouze metody
zavislé na znalosti ¢asti sekvence.

Metody nezavislé na znalosti casti
sekvence

Zéakladnim principem funkéniho screeningu je vlozeni
fragment metagenomové DNA do vhodnych expres-
nich vektor(, tedy vytvofeni metagenomové knihovny
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(nejcastéji v Escherichia coli), a nasledny screening
pro hledany fenotypovy projev u jednotlivych kolonii'.
V tomto postupu se vyskytuji dvé hlavni piekazky a to
je komplexni problematika vytvofeni ciziho proteinu
v hostitelské burice a navrzeni vhodného screeningo-
vého postupu. Problém vytvofeni ciziho proteinu v hos-
titelské bunce Ize fesit bud vyzkousenim alternativniho
hostitele*, nebo se lIze pokusit upravit expresni pod-
minky ¢i vyuzit jiny kmen E. coli, ktery mize byt vhod-
néjsi pro heterologni expresi>®. Kli¢ovou roli ve funk¢-
nim screeningu dale hraje vybér vhodného vektoru, ten
se fidi predevsim zamyslenou délkou inzertu. Velmi
oblibené se v tomto ohledu staly umélé bakterialni
chromozomy (BAC).

Navrhovani screeningového postupu se fidi prede-
v3im typem katalyzované reakce, jez je vykonavana ci-
lenym enzymem. Napfiklad pfi hledéni novych hydrolas
se uplatnila pfeména substrétti pfitomnych v ristovém
mediu na barevné produkty®, inhibici rdstu indikatoro-
vé bakterie byly nalezeny nové antimikrobialni enzymy®
a komplementace mezi metagenomovou DNA a endo-
genni chromozomovou ¢i plasmidovou DNA byla vy-
uzita pfi objevu novych katabolickych enzymu™. Velka
vyhoda téchto metod spocivé v tom, Ze pozitivni kolo-
nie jiz hledany enzym exprimuje v nativni konformaci.
Navic metodami funkéniho screeningu je mozné ziskat
zcela nové enzymy bez zjevné homologie s doposud
znamymi proteiny. Naopak podstatnymi nevyhodami
se staly znac¢na pracnost a ¢asova naro¢nost".

Metody zavislé na znalosti casti sekvence

Jak nazev napovid4, tak v pfipadé metod zavislych
na znalosti casti sekvence je vstupnim pozadavkem
znalost kratké vnitini sekvence cileného genu. Ziskani
sekvence vnitiniho Gseku cileného genu je zaloZeno
na faktu, ze enzymy vykonavajici stejné ¢i podobné
reakce obsahuji konzervativni sekvence nejastéji de-
finujici tvar aktivniho mista, ¢i domény nezbytné pro
vazbu kofaktord. Nejlépe jsou tyto konzervativni sek-
vence vizualizovany zarovnanim co nejvétSiho poctu
sekvenci pochéazejicich z co nejvzdalenéjsich mikrobial-
nich zéstupcd. Jakmile jsou tyto konzervativni sekvence
odhaleny, tak jsou na né navrzeny pfislusné, c¢asto de-
generované primery'2. Naslednou PCR s vyuZitim dege-
nerovanych primerd vznikéa smés amplikonl (zpravidla
o urc¢itém, nevelkém rozsahu délek) reprezentujici geny
kodujici cilené enzymy mikrobialnich zéstupcd pfitom-
nych ve studovaném prostiedi. Tato smés amplikond
muze byt sekvenovana pomoci metod vysokokapacitni
sekvenace nebo mohou byt vzniklé fragmenty pomoci
TA-klonovani vlozeny do vektor( a po transformaci jsou
jednotlivé kolonie sekvenovany klasickou Sangerovou
metodou®. Timto jsou zndmy sekvence kratkych vniti-
nich Gsekl cilenych gend. Poté jsou pomoci rdznych
metod zaloZenych na PCR ziskany sekvence obklopu-
jici znamy vnitini Gsek, coZ vyusti v ziskani kompletni
sekvence hledaného genu. Nékdy byvaji tyto metody
v anglické literatufe oznacovany jako ,genome walking”
metody (GW-metody)™™. Pravé rlzné GW-metody
budou stéZejnim tématem v nasledujicich odstav-
cich.

Z piedeslého odstavce vyplyva, Ze metody zavislé
na znalosti ¢asti sekvence se obejdou bez nutnosti
konstrukce velkych metagenomovych knihoven a Ze
nové geny jsou objevovany bez ohledu na jejich expre-
si v hostitelském organismu. To jsou dvé nejvétsi vyho-
dy oproti funkénimu screeningu. Nicméné tyto metody
trpi zkreslenim, které je v Gvodu do experimentu za-
neseno navrhem degenerovanych primer( (ten je totiz
vidy omezen pouze na znamé sekvence) a naslednym
PCR s jejich poutzitim, protoze efektivita amplifikace ne-
bude nikdy u v3ech vnitinich usek( stejnd a tim muze
dojit k zna¢nému znevyhodnéni pfedevsim minoritnich
sekvenci'. Dal3i podstatny problém nastava v pfipadé
vyuziti nékteré z GW-metod, nebot tyto metody generuji
mnozstvi nespecifickych produktd, coz je v pfipadé, kdy
jsou tyto metody aplikovany na metagenomovou DNA,
tedy na heterologni templat, zna¢né umocnéno. Acko-
liv nové geny ziskané témito metodami jsou do ur¢ité
miry homologni s jiz zndmymi enzymy (kvali Gvodnimu
navrhu degenerovanych primerd), tak pfistup zavisly
na znalosti sekvence je ideédlnim prostfedkem jak vy-
tvofit kolekci enzym liSicich se v substratové specifité,
katalytické aktivité, enantioselektivité, regiospecifité, ter-
mostabilité, stabilité pfi riznych pH nebo v rliznych roz-
poustédlech a v dalSich dilezitych charakteristikach®.

Restrikéni GW-metody

Prvnim krokem téchto metod je vidy enzymatické
Stépeni vzorku metagenomové DNA. Vidy se vybira-
ji restrikéni endonukleasy zanechavajici lepivé kon-
ce a obecné nezaleZi na tom, zda se restrikéni misto
bude nebo nebude nachazet uvniti znamé sekvence.
Nicméné kvali mistu pro navrh primerd neni moziné
poutzit restrikéni endonukleasu Stépici pfilis blizko hra-
nice mezi znamou a neznamou sekvenci. V nasleduji-
cich odstavcich budou zminény tii ddlezité restrikéni
GW-metody: inverzni PCR, pouziti kazet a metoda
vyuZzivajici termindlni transferasu (Obr. 1),

Prvni ze tfi mozZnosti je inverzni PCR. Po Stépeni jsou
vzniklé fragmenty nafedény a intramolekularné ligova-
ny za vzniku cirkularnich molekul DNA. Nasledujici krok
je volitelny a spociva v opétovném sStépeni, ale pouze
restrikéni endonukleasou rozpoznavajici jedno restrik¢-
ni misto uvnitf zndmého Useku. Timto se cirkularni DNA
pfeméni v linearni, jejiz vnéjsi okraje jsou tvofeny zna-
mymi Useky, které byly plivodné uvniti. Nakonec pro-
béhne amplifikace klasickou PCR s primery, jenz jsou
v piirozeném uspofadani DNA orientovany 3’-konci
smérem vné znamé vnitini sekvence®.

Druhou moznosti je ligace dvouvlaknovych oligonu-
kleotidi s ptesahy komplementarnimi ke Stépenym
mistim (tzv. kazety), které slouzi jako uméle vytvo-
fend mista pro nasedani primerd. Nasledné je pak
nutné urcitym zplsobem zvyhodnit amplifikaci mezi
kazetovym primerem a primerem komplementarnim
ke zndmé vnitini sekvenci oproti nespecifické amplifi-
kaci mezi dvéma kazetovymi primery. BéZné se vyuzi-
va modifikace kazet spocivajici v odstranéni fosfatové
skupiny na 5’-konci (napf¥. LA PCR in vitro Cloning Kit,
Takara Co., Japonsko), tim dojde k znemoznéni liga-
ce 3'>5' vlakna kazety k substréatu, které by v nasle-
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Obr. 1: Rozdéleni restrikénich GW-metod. Seda barva reprezentuje znamou sekvenci a bild neznamou. Kazety jsou zna-
zornény vysrafovanym obdélnikem. Cerné kratké Sipky zna¢i primery specifické ke znamé sekvenci, $eda Sipka znaéi primer
komplementarni ke kazetovému oligonukleotidu. Rimské ¢islice v mistech, kde dochazi ke $t&peni, naznaluji poutiti jiné restrike-
ni endonukleasy. Adice deoxyribonukleotid probiha lépe po denaturaci DNA, pro jednoduchost neni zakresleno. Na obrazku
je zakresleno poutziti kazet bez specialnich uprav, a proto by také probihala nespecifickd amplifikace mezi dvéma kazetami.

Pro piehlednost neni tato amplifikace zaznacena.

dujicim amplifika¢nim kroku slouzilo jako misto pro
nasedani kazetového primeru. Pro uUspésnou amplifi-
kaci je nutné, aby bylo nejdfive syntetizovano vlakno
pomoci primeru nasedajiciho na znamy usek. Po de-
natura¢nim kroku PCR bude doplnéna jen ta kazeta,
ktera je ligovana s molekulou DNA obsahujici zndmou
sekvenci (Obr. 2)'. Ackoliv se kazety postradajici 5'-fos-
fatovou skupinu ukazaly jako velmi uzite¢ny néstroj,
tak tato jedina modifikace neni dostate¢né ucinna, aby
se kompletné zabranilo tvorbé nespecifickych produk-
td. Ty vznikaji tak, Ze mista pro nasedani primer( jsou
generovana i u fragmentl DNA neobsahujicich zna-
my vnitini isek mechanismem tzv. dopliiujici reakce

(anglicky fill-in reaction”, Obr. 2). Jako odpovéd

na tento problém byla navrzena tzv. ,template-
-blocking” PCR". Jedna se o metodu pomérné jedno-
duchou a produkujici minimum nespecifickych produk-
td. Po Stépeni genomové DNA jsou vysledné produkty
inkubovény s dideoxynukleotidtrifosfatem (ddNTP),
jenz je pfidan na 3'-konec kratsiho vlakna Klenowo-
vym fragmentem. To znamena, Ze pfislusny ddNTP se
vybiréd v souladu s danou restrik¢ni endonukleasou.
Po odstranéni neinkorporovanych ddNTP jsou ligova-

ny kazety. Vysledkem je substrét, jenz mGze podstoupit
jen jedinou moZnou amplifikaci a to s vyuZitim primeru
komplementarniho ke znamé sekvenci. V prvnim cyklu
PCR je doplnéno dvojvldkno az po kazetu a pak jiz na-
sleduje klasické exponencialni PCR za pomoci kazeto-
vého primeru a primeru komplementarniho ke znamé
sekvenci. Navic po zac¢lenéni ddNTP vznikaji nekom-
plementérni konce (vzniklé po Stépeni) a tim padem
nemuze dojit k multimerizaci stépené DNA a také se
netvoii kazetové dimery, nebot kazety jsou navrieny
na substrat jiz s inkorporovanym ddNTP (Obr. 2).

Tieti moznosti je metoda vyuZivajici terminalni trans-
ferasu. Po Stépeni DNA nésleduje denaturace a inku-
bace s terminalni trensferasou a dATP, vznikaji jedno-
vldknové produkty se znamou sekvenci na 5'-konci
a s polyadenylovanym 3’-koncem. Nasledujicim kro-
kem je PCR s primerem komplementarnim ke zndmé
sekvenci a primerem obsahujicim oligo-dT sekvenci®.
Tato metoda byla také upravena tak, aby nevyZzadovala
restrikéni Stépeni, pak byva fazena do specialni skupiny
extenznich GW-metod (zde toto déleni neni zavede-
no). V tomto pfipadé je prvnim krokem linearni ampli-
fikace pomoci primeru komplementarniho ke znamé
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Obr. 2: Princip vyuZiti kazet defosforylovanych na 5°-konci (vlevo) a princip ..template-blocking” PCR (vpravo). Sedou
barvou je znazornéna znama vnitini sekvence a bilou nezndma sekvence. Kazety jsou zachyceny jako Srafované obdélniky. Mala
mezera mezi kazetou a Stépenou DNA zdUraznuje nemoznost ligace kvali chybéjicimu fosfatu nebo pfitomnosti ddNMP. Pfi spe-
cifické reakci je nutna nejdfive extenze primeru komplementéarniho ke zndmé sekvenci, aby bylo vytvofeno misto pro nasedani
kazetového primeru (¢erny obdélnik). Nicméné tato mista mohou byt vytvofena i mechanismem, kde jako primer slouzi tem-
platova DNA v piipadé vyuziti defosforylovanych kazet. V pfipadé blokovani pomoci dideoxynukleotidl je nespecificka reakce
inhibovana.

sekvenci, pak nasleduje inkubace s terminalni transfe- navrzenych primer obsahujicich degenerované, ane-
rasou a nakonec PCR s vyuzitim specifického primeru bo nahodné sekvence. Takovéto primery jsou v paru
a homooligonukleotidového primeru™. Tato metoda s primerem specifickym ke znamé vnitini sekvenci
se jevi jako velmi zajimavou alternativou k ostatnim v raznych PCR strategiich. Nasedani degenerovaného
GW-metodédm pfi ziskavani novych genl z metageno- nebo ndhodného primeru vyZaduje snizeni teploty, coZ
mu, nebot nevyuZiva kazety ani degenerované prime- samoziejmé vyusti v tvorbu mnoha nespecifickych pro-
ry (viz nize), jenz jsou zdrojem Castych nespecifickych  dukta, proto je selektivni krok u t&chto metod klicovym
d&jd v pfipadé smésné templatové DNA. faktorem'. Zajimavym fe$enim je napfiklad vlozeni
vdech produktt hned po nespecifické PCR do plasmidi

Primerové GW-metody (napfiklad TA-klonovanim). Poté nasleduje druha PCR,
Tyto metody nevyzaduji Uvodni Stépeni restrikéni pficemz jako templatova DNA slouZi celkovy soubor
endonukleasou a jsou charakteristické vyuZitim rGzné plasmidu s inserty v jediné amplifika¢ni reakci obsahu-
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(meta)Genomova DNA

Specifické produkty

i Amplifikace za nizké | ]
I teploty nasedani primerd

plasmidu
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znamé sekvenci

»

Nespecifické produkty

VlozZeni do vhodného

Amplifikace za vysoké
teploty nasedani primera

Obr. 3: Primerova GW-metoda vyuzivajici inserci ampli-
konui do plasmidii. V prvnim kroku ¢erné siky znadi prime-
ry komplementarni ke zndmé sekvenci (Seda barva), Sedymi
Sipkami jsou zachyceny mista nasedéani primeru s ndhodné
zvolenou sekvenci na neznamy usek DNA (bila barva). Vznika-
ji specifické i nespecifické produkty, jenz jsou nasledné vloze-
ny do vhodného plasmidu. Selektivnim krokem je amplifikace
ze souboru plasmid pomoci primerQ hybridizujicich se zna-
mou sekvenci a s ¢asti plasmidu.

jici primer specificky ke znamé sekvenci a primer spe-
cificky k plasmidové DNA (Obr. 3). Tim je zajisténo, Ze
béhem druhé reakce vznikaji pouze produkty obsahuji-
ci zndmy vnitini Gsek?.

Jinad strategie spociva v Gvodni linearni amplifikaci
pouze s jednim primerem specifickym ke zndmé sek-
venci s navazanym biotinem na 5'-konci. Vznikaji tak
jednovlaknové rizné dlouhé molekuly DNA zacinajici
na 5'-konci zndmou sekvenci s navazanym biotinem
(Obr. 4). Vysledné produkty jsou separovany z reak¢-
ni smési za pomoci magnetickych kulicek pokrytych
streptavidinem. V nésledujicim kroku je iniciace synté-
zy komplementarniho vlakna umozinéna nasednutim
degenerovaného nebo nédhodného primeru za nizsi
teploty. Jakmile probéhne prvni cyklus PCR, tak mize
byt jiz teplota zvySena. Nezbytné je také pfidat primer
specificky ke znamé sekvenci?'.

Ponékud komplikovanéjsi metoda, nazyvana nasled-
na hybridni primerova PCR, se sklada ze dvou az tii PCR,
pficemz jako templatova DNA slouzi vidy produkt pied-

Ot
Extenze
l biotinylovaného
O .. primeru
Navazani produktu
l na streptavidinové
.-(O— kulicky
Separace
l jednovlaknové DNA
@
Nasedani nested
l primeru a
degenerovanych
.‘(O—‘ mm]m U—“ w - pnmerfl
g it

£l

mmmf‘
lll

Exponencialni amplifikace

Obr. 4: Primerova GW-metoda vyuZivajici iivodni linear-
ni amplifikaci biotinylovanym primerem. V prvnim kroku
dochazi k amplifikaci pomoci biotinylovaného primeru (¢erna
Sipka s bilym kruhem) navrzeného tak, aby ve znamé sekven-
ci (Seda barva) zbyl jesté prostor pro nested primer (Cerna
Sipka). Jednovlaknovy DNA produkt je separovan z reakéni
smési pomoci magnetickych kuli¢ek s navazanym streptavidi-
nem (Cerny kruh). Pro vytvofeni dvouvlaknové DNA je pouzit
nested primer a degenerovany primer za nizké teploty nase-
dani. V poslednim kroku jsou jiz mista pro nasedani degene-
rovanych primerd pfitomna na obou koncich DNA, teplotu
nasedani Ize tedy zvysit.
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Obr. 5: Nasledna hybridni primerova PCR. Sed4 barva reprezentuje znamy vnitfni Gsek a bila neznamou sekvenci, kratka ¢erna
Sipka symbolizuje primer specificky ke znamé sekvenci. SloZené primery jsou naznaceny zalomenymi Sipkami, pficemz pfecnivajici
konec obsahuje adaptorovou sekvenci. Na tuto adaptorovou sekvenci je vidy navrien slozeny primer v nasledujici PCR. Ve 2. PCR
se objevuje kratky primer (Seda Sipka) nasedajici na pravé vytvofeny adaptorovy piesah. Nizka tvorba nespecifického produktu je
dosazena velkym nepomérem mezi koncentracemi slozeného primeru (obsahuje piedchozi i nasledujici adaptorovou sekvenci)
a kratkého primeru (kompletné tvofen pouze adaptorovou sekvenci). Lze si povsimnout, Ze k tomu, aby dochézelo k amplifikaci
nespecifického produktu pomoci kratkého primeru (vhodna koncentrace), museji byt nejprve vyuzity dva slozené primery (nizka
koncentrace). Naopak v pfipadé tvorby cileného produktu musi byt pouZit pouze jeden slozeny primer, aby dochazelo k amplifi-

kaci primery o optimalnich koncentracich.

chozi reakce (Obr. 5). V prvni reakci je vyuZito primeru
specifického ke zndmé sekvenci a slozeného primeru,
ktery na 3'-konci obsahuje degenerovanou sekvenci
a na 5'-konci obsahuje adaptorovou sekvenci. Oba pri-
mery jsou pii prvni PCR pouzity ve stejné koncentraci,
coz generuje znacné mnozstvi nespecifickych produk-
td. Zvyhodnéni amplifikace pouze fragmentt obsahu-
jicich znamy vnitini Gsek dochazi v nasledujicich PCR.
V téchto reakcich jsou primery tfi: (i) primer specificky
ke znamé vnitini sekvenci, (ii) slozeny primer ve 100x
niz8i koncentraci nez zbylé dva primery, jenz obsahuje
sekvenci komplementérni k prvni zabudované adaptot
rové sekvenci z predchozi reakce na 3’-konci a s druhou
adaptorovou sekvenci na 5'-konci, (iii) kratky primer,
ktery je tvofen pouze druhou adaptorovou sekvenci,
ve stejné koncentraci jako primer specificky ke znamé
vnitini sekvenci. Amplifikace je pak fizena predevsim
primery o vysSich koncentracich, coz v tomto uspofada-
ni upfednostnuje tvorbu amplikond obsahujici zndmou
sekvenci. Dalsim faktorem znevyhodnujici amplifikaci
fragmentl ohranicenych pouze degenerovanymi pri-
mery je skutec¢nost, Ze pfi narstajici délce adaptoro-
vych sekvenci se tvofi komplementérni oblasti na obou
koncich DNA, coz ve vysledku vyusti v intramolekularni
hybridizaci a tedy tvorbu smyc¢ky?2.

Zaver

Metagenomika vyuZiva dva zékladni pfistupy pro ob-
jev novych gen( v zavislosti na tom, zda je ¢i neni zna-
ma ¢ast sekvence. Pomoci metod zavislych na znalosti
¢asti sekvence bylo ziskano mnoho novych gent z ne-
znamych mikroorganism@ bez nutnosti nakladného
a pracného vytvareni metagenomovych knihoven a je-
jich nasledného screeningu®?°. GW-metody, jakozto
sekvence, slouZi pro ziskani kompletniho genu jen na
zakladé znalosti kratké vnitini sekvence. Samoziejmé
u zadné GW-metody neni zarucen jisty uspéch, ale diky
velké rozmanitosti, flexibilité a nizké cené pouzivanych
strategii v této oblasti je mozné velmi rychle vyzkouset
vice pfistupd, pficemz délka celého experimentu zfid-
kakdy pfesahne jeden den. Cilem vyvoje téchto metod
je predevsim zvyseni specifity, aby byly snaze dosazi-
telné i minoritné zastoupené sekvence v metageno-
mu. Dalsi vyvoj efektivnéjSich DNA polymeras s vyssi
pfesnosti spole¢né s dokonalejsimi postupy pro izolaci
a purifikaci metagenomové nepochybné pomohou zvy-
Sit Uspésnost GW-metod.
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Metagenomické metody pfedstavuji nastroj, kterym je mozné zkoumat mikroorganismy skrze analyzu jejich DNA, jez je izolovana pfimo
z daného Zivotniho prostfedi. To znamena, Ze neni potieba ziskat Cistou kulturu. Tyto metody jsou pouzivané zejména pro objev novych
gend kodujicich enzymy, které mohou najit Siroké uplatnéni v soucasnych biotechnologiich. V tomto ¢lanku je vénovana pozornost pie-
dev3im metodam zavislych na znalosti ¢asti sekvence, jejichz soudasti jsou tzv. GW-metody.

Klicova slova: metagenom, metody zavislé a nezavislé na znalosti ¢asti sekvence, GW-metody

Summary

Capek J.: Metagenome as a source of novel genes

Metagenomic methods represent a molecular tool suitable for studying microorganisms via analysis of their DNA, which is isolated di-
rectly from an environmental sample, without the requirement to obtain a pure culture. These methods are used mainly for discovering
novel genes coding for enzymes with potential applications in current biotechnological processes. This minireview discusses primarily

sequence-based methods with genome walking methods being the major focus of the study.
Keywords: metagenome, sequence-based methods, sequence-independent methods, genome walking

METODY URCENi CELKOVE ANTIOXIDACNI AKTIVITY

Lucia Gharwalova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha; gharwall@vscht.cz

Uvod

Antioxidanty jsou latky, které inhibuji nebo zpomaluji
oxidaci jinych molekul tim, Ze zabrariuji iniciaci nebo
propagaci oxidac¢nich reakci. Oxida¢ni reakce mohou
produkovat volné radikély, coz vede k tvorbé fetézo-
vych reakci, které poskozuji buriky. V potravinaiském
pramyslu zpUsobuji tyto jevy znehodnoceni potravin
procesem oxidativniho Zluknuti tuk('. Kromé tukd vsak
antioxidanty chrani pfed degradaci i proteiny, sachari-
dy a DNAZ Existuji dvé zakladni kategorie antioxidan-
td, syntetické a pfirodni, které se pfirozené vyskytuji
v Zivocisnych a rostlinnych tkanich. V posledni dobé se
mnoho vyzkumnych tym{ zaméfuje na sledovani obsa-
hu a funkce pfirodnich antioxidantd, predevsim fenold
a polyfenold, z pohledu jejich vztahu k volnym radika-
[Gm, oxida¢nimu stresu, rakoviné a dlouhovékosti u lidi.

Existuje nékolik metod, jejichz pomoci se da urcit an-
tioxida¢ni kapacita latek. Antioxidanty plsobi riznymi
mechanismy, a proto jsou i metody jejich uréeni zalo-
Zené na rozdilnych principech®. Obecné mize dochazet
k reakci antioxidantd s volnymi radikaly, redukci hyd-
roperoxidu ¢i k vazbé antioxidantd do komplext s kata-
lyticky psobicimi kovy'. Metody stanoveni antioxida¢ni
kapacity latek mtzeme primarné rozdélit na spektrofo-
tometrické, elektrochemické a chromatografické.

Spektrofotometrické metody

Pii stanoveni antioxidacni kapacity pomoci spektrofo-
tometrickych metod jsou sledovany zmény absorp¢nich
spekter v pfubehu chemické reakce. Diky zméné spek-
trofotometrickych vlastnosti je mozné sledovat zménu
slozeni jednotlivych latek.
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Metoda ABTS

U této metody je vyuzivana schopnost antioxidan-
td zhaset volné radikaly. Kation chemické slouce-
niny 2,2 -azinobis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat)
(ABTS)* (Obr. 1) je v tomto piipadé radikalem, ktery
vytvaii modrozeleny roztok a je zhasen latkami, které
jsou donory vodiku. Ubytek modrozeleného zbarveni
reak¢ni smési, ke kterému dochazi vlivem zreagova-
nych antioxidantd, je vyjadien jako absorbance a je pfi-
mo Umérny antioxidacni aktivité sledovaného vzorku.
Méreni absorbance probiha pfi 734 nm*.

Pro hodnoceni antioxidacni kapacity u ABTS meto-
dy se vyuziva parametr ,Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity” (TEAC). TEAC je takova antioxidacni kapacita
vzorku, ktera odpovida definovanému mnozstvi troloxu
(synteticky derivat vitaminu E). Parametr TEAC je u Cis-
tych latek dany jako koncentrace 1 mmol/I troloxu, kte-
ry vykazuje stejnou antioxidacni kapacitu jako 1 mmol/I
zkoumané latky. U smési je parametr TEAC definovan
jako milimolarni koncentrace troloxu, ktera je rovna an-
tioxidacni aktivité vzorku®.

Stanoveni Ize provadét jak v hydrofilnim, tak lipofil-
nim prostfedi. Tuto metodu lze tedy vyuZit pro méfe-
ni antiradikalové aktivity smésnych vzorkd, zejména
extraktd pfirodnich materiald.

N :
N\ &_% |
PO ad

Obr. 1: Struktura (ABTS)* ¢

SOgH

Metoda DPPH

DPPH, aneb 1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl) hydra-
zyl, je stabilni volny radikal. U DPPH metody se vyuzZiva
schopnost antioxidant( zhaset DPPH. Pfitomnost an-
tioxidant s antiradikalovou aktivitou zpdsobi redukci
fialové zbarveného DPPH na bezbarvou neutralni mo-
lekulu difenylpikrylhydrazin (Obr. 2), pfi sou¢asném
poklesu absorbance (méfené pfi 515 nm). Tento pokles
absorbance, odpovidajici rychlosti a rozsahu barevné
zmény, je umérny antioxidacni ucinnosti dané latky i
extraktu. Antiradikalova aktivita je vyjadiena jako kon-

+

AH

centrace antioxidantu, ktera je potiebna k redukci 50 %
radikdlu DPPH°. Méfeni antiradikalové aktivity mdze
probihat po uplynuti konstantniho ¢asu nebo je mozné
jej provadeét kineticky. K detekci se miize pouzit i HPLC
(vysokoucinna kapalinova chromatografie), pfi které
se hodnoti pik radikdlu DPPH, a je pfedevsim vhodna
u barevnych vzorkd, u nichz mdze dochazet k ruseni
spektrofotometrického stanoveni®.

Metoda ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

Pomoci této metody je hodnocena eliminace kysliko-
vych radikal antioxidanty. K méfeni je vyuzita oxida¢né
degradovatelna fluorescen¢ni molekula (B-fykoerytrin,
fluorescein nebo dichlorofluorescein) pfidana do sle-
dované matrice. Testované antioxidanty chrani fluo-
rescen¢ni molekulu pied oxida¢ni degradaci a stuperi
jejich aktivity je nasledné kvantifikovan pomoci fluoro-
metru'’. Je méfena zména v intenzité fluorescence zpl-
sobena pfitomnosti antioxidantu. Tato metoda kom-
binuje posouzeni miry inhibice oxidace fluorescen¢ni
molekuly s inhibi¢nim ¢asem tvorby volnych radikald
zplisobenou antioxidanty™.

Metoda HORAC (Hydroxyl Radical Averting Capacity)

Metoda HORAC je zalozena na oxidaci fluorescen¢ni
molekuly (fluorescein) hydroxylovym radikédlem. Hyd-
roxylové radikaly jsou produkované hydroxylovym radi-
kalovym iniciatorem (H,0,) a Fentonovym ¢inidlem Pfi-
tomné antioxidanty blokuji oxidaci fluoresceinu, dokud
neni jejich antioxidacni aktivita vy¢erpana. Antioxidacni
kapacita vzorku koreluje s kfivkou Gbytku fluorescence
a je vyuzivana ke kvantifikaci celkové radikalové hyd-
roxylové antioxidacni kapacity. Jako standard na sestro-
jeni kalibra¢ni kfivky se vyuziva kyselina gallova“.

Metoda FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Potential)

Jedna se o jednoduchou metodu, pomoci niz je mé-
fena redukéni schopnost antioxidantd. Antioxidanty
redukuji komplex Fe3*[2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin]
(Fe**-TPTZ), coi se projevi zbarvenim plvodné bezba-
revné reakcni smési do modra. Nasledné je sledovan
narlst absorbance pfi 593 nm, ktery odpovida mnoz-
stvi vzniklého komplexu Fe?*-TPTZ. Ziskané vysledky
nemusi odpovidat celkové antioxida¢ni kapacité vzor-
ku, vzhledem k tomu, Ze tahle metoda odrazi jenom
schopnost antioxidantdi redukovat Zelezité ionty®.
Jednim z limitd téhle metody je, Ze stanoveni vzorkd
probiha v nefyziologickém pH (3,6), coz predstavuje
problém pfi stanoveni fyziologickych vzorkd®.

NO,

NO,

Obr. 2: Reakce DPPH s antioxidantem (AH)?

» O,N

NO,
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Metoda TRAP (Total Peroxyl Radical Trapping Antioxi-
dant Parameter)

Tato metoda monitoruje schopnost antioxidantd in-
terferovat s reakci mezi peroxylovymi radikaly a fluo-
rescen¢ni molekulou R-fykoerytrinem. Mira oxidace
R-fykoerytrinu je stanovena spektrofotometricky, pfi-
¢emz je sledovany ubytek fluorescence. R- fykoeryt-
rynu je zhasen molekulou ABAP (2,2'-azo-bis (2-ami-
dinopropan) dihydrochlorid) za tvorby radikélu. Tahle
reakce je také sledovana v pfitomnosti antioxidantd,
které inhibuji rozklad fykoerytrinu a tym oddali pokles
fluorescence. Vysledky jsou zpravidla vyjadieny jako
¢asovy rozdil mezi rozzafenim signalu sondy v reakéni
smési v pfitomnosti nebo nepfitomnosti antioxidan-
tu ve srovnani s odpovidajicim casy pro Trolox, ktery
se vyuzivad jako standard pro tuto metodu'>. Metoda
TRAP vyuziva radikaly, které se nachézeji v Zivych sys-
témech, a je proto vyhodnéjsi nez metody vyuzivajici
syntetické radikaly. Dfive se tato metoda také pouzivala
pro stanoveni aktivity neenzymovych antioxidantd jako
je glutathion, kyseliny askorbové, B-karotenu a to-
koferolu®.

Metoda stanoveni TPC (Total Phenolic Content)

Tahle metoda, také nazyvana ,Folin-Ciocalteu me-
toda”, se vyuzivd na stanoveni celkovych fenold pie-
devsim ve viné. Fenolické latky jsou nejrozsifenéjsimi
sekundarnimi metabolity rostlin. Jde o pfirodni antioxi-
danty, jez se hojné vyskytuji jak ve viné, tak v odpadnich
meziproduktech vzniklych pfi zpracovani hrozna vinné
révy Vitis Vinifera. Pro tuto metodu je nutné sestrojit
kalibra¢ni kiivku z réznych koncentraci kyseliny gallo-
vé. Celkové mnozstvi fenolickych latek se nasledné urci
jako ekvivalent koncentrace kyseliny gallové (vyjadie-
né v jednotkach mg kyseliny gallové/g susiny extrak-
tu). Princip metody je zalozen na reakci specifického
¢inidla, slozeného ze smési kyseliny fosfowolframové
a kyseliny fosfomolybdenové, s hydroxylovymi skupina-
mi analyzované latky bez pfistupu svétla. Zména absor-
bance béhem této reakce je dle literatury zaznamenana
pfi 750 nm™ ¢i 650 nm™,

Elektrochemické metody

Elektrochemické metody také patfi mezi metody
slouzici k ur¢eni antioxida¢ni aktivity sloucenin. Mezi
nejvyuzivanéjsi patfi cyklickd voltametrie a biampero-
metrie.

Cyklicka voltametrie

Cyklické voltametrie je vhodnéa pro urceni, zda je
dana latka schopna odevzdavat elektrony. Pii této me-
todé je plynule zvySovan potencial pracovni elektrody
od pocate¢niho ke zlomovému, a nasledné snizovan
ke kone¢nému potencialu, pficemz je sledovéana inten-
zita elektrického proudu. Potencial vlozeny na elektro-
du muze zplsobit oxidaci pfitomnych latek®. Vysledkem
méfeni je zavislost elektrického proudu protékajiciho
elektrodou na jejim potencialu, tzv. polariza¢ni kfivka®.

Redukéni schopnost antioxidantu se vyhodnocuje po-
tencidlem anodického oxidac¢niho piku E, a anodické-
ho proudu 1,. Cim lepsi antioxidant, tym snadnéji ode-

vzdava elektrony a tym nizsi hodnotu E, budou tyhle
slouceniny mit. Z hodnoty vysky piku anodického prou-
du je mozné urcit koncentraci studovanych latek v roz-
toku®.

Chromatografické metody

Chromatografické metody byly pro stanoveni celkové
antioxidacni kapacity vyuzivany jesté pred spektrofoto-
metrickymi a elektrochemickymi metodami. Principem
chromatografie je distribuce slozek dané smési mezi
dvé faze, z nichz jedna je mobilni a druha stacionarni
(sorbent)>.

HPLC je vhodna pro déleni organickych, méné té-
kavych kapalnych a tuhych latek, které jsou rozpustné
ve vodé, v organickych rozpoustédlech nebo ziedénych
kyselinach. Méfenou veli¢inou v pratokové cele deteké
toru mlze byt fluorescence, absorbance, index lomu ¢i
elektricka vodivost'.

Plynova chromatografie je béznym typem chroma-
tografie pouzivanym pro separaci a analyzu plynd, ka-
palin i pevnych latek s bodem varu do zhruba 400 °C.
K procesu separace sloucenin ve smési dochazi mezi
kapalnou stacionarni fazi a mobilni plynnou fazi. Mo-
bilni faze je obvykle inertni plyn, jako je helium nebo
dusik. Stacionarni faze je mikroskopicka vrstva kapaliny
nebo polymeru na inertnim pevném nosici®.

Stanoveni jednotlivych fenolickych latek metodou HPLC

Fenolické latky se prevainé stanovuji pomoci HPLC
s UV detekci (HPLC/UV). Méfenim absorbance svétla
vzorku pfi rlznych vinovych délkéch je mozné spolehli-
vé identifikovat analyt. Tato metoda je pro Ucely stano-
veni dostatecné citliva a selektivni'.

Kromé jiz zminéné HPLC/UV je mozné vyutziti i jinych
typl detektord, napfiklad spojeni kapalinové chromato-
grafie s hmotnostni detekci — HPLC/MS". Podstatou to-
hoto typu separace latek je interakce ¢astic s povrchem
adsorbentu. Tento typ chromatografie je vhodnou kom-
binaci separa¢ni schopnosti HPLC a schopnosti hmot-
nostniho spektrometru selektivné detekovat a potvrzo-
vat identitu molekul.

Chromatografie na reverzni fazi je charakterizovana
kolonou s nepolarni stacionarni fazi a polarni mobilni
fazi. Vzhledem k nepolarnimu charakteru stacionar-
ni faze k ni maji vétsi afinitu latky nepolérne. Pomoci
této metody jsou separovany polarni latky, mezi néz
fadime i latky fenolické™. Pro vyhodnoceni se vyuZivaji
kalibra¢ni kfivky sestrojené ze standardG fenolickych
latek?.

TOSC (Total Oxidant Scavenging Capacity)

Tato metoda umoziiuje kvantifikaci antioxida¢ni ka-
pacity vici 3 silnym oxida¢nim cinidlGm, tj. hydroxylo-
vym a peroxylovym radikalt a peroxynitritu. Oxidovany
substrat v tomto testu je a-keto-y- methiolmaselna
kyselina, kterd, ze které vznika etylen. Casovy priibéh
tvorby etylenu je analyzovan pomoci plynové chroma-
tografie. Antioxidac¢ni kapacita je kvantifikovana jako
schopnost antioxidantu inhibovat tvorbu etylenu vzhle-
dem ke kontrolnimu vzorku™. Vyhodnoceni antioxida¢-
ni kapacity je mozné i pomoci parametru TEAC?.
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Zaver

Existuji rizné metody pro stanoveni obsahu antioxi-
dantt a jejich antioxida¢ni kapacity, pfedevsim metody
spektrofotometrické, elektroanalytické a chromatogra-
fické. Uvedené metody jsou piehledem nejcastéji vyu-
zivanich technik k Gc¢elu stanoveni antioxidantd. Kom-
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Abstrakt
Gharwalova L.: Metody urceni celkové antioxidacni aktivity

binace uvedenych technik mize poskytnout kompletni
profil antioxida¢niho obsahu pfirodnich latek ve studo-
vanych vzorcich.
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Antioxidanty se vyuZivaji pfedevsim ve farmaceutickém a potravinaiském prdimyslu, diky jejich schopnosti zpomalovat, pfipadné inhi-
bovat oxida¢ni reakce. Zabrariuji tim tvorbé volnych radikald, které mohou zplsobovat poskozeni bunék. Ve farmaceutickém pramyslu
pomahaji antioxidanty napfiklad pfi prevenci onemocnéni zplsobenych oxidativnim stresem. Riizné mechanismy plsobeni antioxidantt
vyzaduji rizné metody stanoveni antioxida¢ni kapacity. Kromé eliminace kysliku, mohou antioxidanty reagovat s volnymi radikaly, redu-
kovat hydroperoxidy, anebo se vazat do komplex( s katalyticky plsobicimi kovy. Metody uréeni antioxida¢ni kapacity latek mohou byt
rozdéleny na spektrofotometrické, elektrochemické a chromatografické.

Klicova slova: Antioxidant, antioxida¢ni kapacita, antioxida¢ni test

Abstract

Gharwalova L.: Methods for determination of total antioxidant activity

Antioxidants are mainly used in pharmaceutical and food industry due to their ability to slow down, eventually inhibit oxidation reactions,
and thereby prevent the formation of free radicals that can cause cell damage. Antioxidants, used in the pharmaceutical industry, help
to prevent ailments caused by oxidative stress. Antioxidants have various mechanisms of action and therefore require different methods
of determining their antioxidant capacity. Apart from elimination of oxygen, antioxidants can react with free radicals to reduce hydrope-
roxides or can bind to complexes with catalytically active metals. Methods of determination of antioxidant capacity can be divided into
spectrophotometric, chromatographic and electrochemical techniques.

Keywords: Antioxidant, antioxidant capacity, antioxidant assay

QUORUM SENSING SYSTEM KVASINKY CANDIDA
ALBICANS

Martina Paldrychova
Ustav Biotechnologie, VSCHT v Praze; paldrycm@vscht.cz

Uvod

Quorum sensing (QS) neboli popula¢né-dependentni
genova exprese je jevem pomérné dobfe prostudova-
nym u gram-negativnich bakterii'. Jakmile koncentrace
signalnich molekul, které zavisi na optické densité bu-

nék, dosdhnou prahové trovné, dojde k aktivaci nebo
potlaceni urcitych gend, které indukuji komplexni od-
povéd bakteridlni buriky. Pfikladem muze byt exprese
faktor( virulence: sekrece extracelularnich enzym, bio-
luminiscence, transfer plasmidu, biosyntéza antibiotika,
vyvoj biofilmu nebo zména morfologie.
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Vzhledem k vyznamu QS pro bakterialni virulenci jsou
tyto systémy studovany pievazné za Gicelem vyvoje no-
vych lé¢ebnych strategii. Téhoz by se dalo vyuzit u kva-
sinek, u kterych bylo doposud rozpoznano pouze malé
mnozZstvi QS systém (napf. u Histoplasma capsula-
tum, Candida albicans a Saccharomyces cerevisiae).
V téchto systémech je QS spojovan s morfologickymi
zménami, tedy pfechodem kvasinkové formy na vlak-
nitou nebo naopak?.

QS systém u kvasinky C. albicans

Eukaryoticky QS systém byl nejdikladnéji prostudo-
van u C. albicans, oportunné patogenni kvasinky, ktera
je Ctvrtou nejcastéjsi pfi¢inou nosokomialnich infekci.
Bézné je izolovéana z imunokompromitovanych pacien-
ta (infekce HIV, 1é¢ba rakoviny, diabetes, apod.). C. al-
bicans disponuje celym arzenalem virulen¢nich faktord,
které zplsobuji u citlivych jedinch perzistentni infekce.
Tyto faktory virulence zahrnuji produkci proteédz, adhe-
zinG a také schopnost podléhat zménam morfologie*.

Prvnimi identifikovanymi komunikaénimi molekulami
u této kvasinky byly tryptofol a fenethylalkohol. Jedna
se o aromatické alkoholy, které byly identifikovany také
jako QS molekuly S. cerevisiae®. Tato ,autoantibiotika”
schopna blokovat filamentaci a inhibovat rist byla po-
psana jiz pied vice nez 40 lety*. Hazen a Culter v roce
1979 déle charakterizovali morfogenezi auto-regulujici
latku (MARS) ovliviiujici filamentaci. O struktufe této
latky je doposud znamo jen to, Ze obsahuje dusikaty
heterocyklus, je pomérné termostabilni (70 °C, 30 mi-
nut), pokud neni bezprostiedné po izolaci vyuzita
(do 48 h) ztraci svou schopnost inhibovat filamentaci
a byla také identifikovana u C. tropicalis®. Pozdéji byly
izolovany tfi dalsi QS molekuly, a to: farnesol, tyrosol
a kyselina farnesova (Tab. 1), i kdyZ u této latky Scche-
pin a kol. demonstrovali, Ze ma v porovnani s farneso-
lem pouze 3% aktivitu’.

Tab. 1: Latky vylu¢ované C. albicans ovliviuijici jeji morfoge-

nezi?
LATKA  STRUKTURA
MARS neznama
CHy CHs CHy

FARNESOL . . L
KYSELINA e T
FARNESOVA ) \ NN
TYROSOL HO—@NOH
FENETHYL- o
ALKOHOL D/\H/

HO. |
TRYPTOFOL \I:j’j\/\

'OH

Néktefi autofi fadi mezi QS molekuly C. albicans také
dodekanol®. Mezi dalsi faktory, které ovliviuji morfolo-
gii C. albicans a podporuji tvorbu hyf, patfi napf. vyssi
pH (pfi nizkém pH pievlada kvasinkova forma, zatimco
pfi pH vy$$im nez 7 je indukovana tvorba hyf), pfitom-

nost séra, N-acetylglukosaminu a tedy i peptidoglyka-
nu, CO,® a pfitomnost estrogennich hormon(®.

Farnesol - hlavni signalni molekula
C. albicans

Seskviterpen farnesol je kvasinkou C. albicans vylu-
¢ovan kontinualné, jeho akumulace poté pii vysoké bu-
nécné densité blokuje morfologickou pfeménu kvasin-
kové formy na vldknitou™. Blokuje kli¢eni pouze u bu-
nék, u kterych nejsou jesté patrné zarodky kliceni, ne-
dokaze zvratit zménu morfologie u bunék, které jiz maji
viditelné pupeny, tyto buriky pokracuji v tvorbé mycelia.
Farnesol neinhibuje rlst a prodluzovani jiz existujiciho
mycelia ani po aplikaci vyssich koncentraci™. Farnesol
inhibuje pfichyceni kvasinky k povrchu a ovliviiuje tak
pocatecni tvorbu biofilmu, ale ma jiz naprosto minimal-
ni efekt na rdst bunék v biofilmu. V pozdnim stadiu vy-
voje biofilmu (tam kde je vysoka hustota propletenych
bunék) poté inhibuje filamentaci a podporuje disper-
gaci biofilmu a osidleni nového prostiedi. Farnesol
také v této fazi zodpovida za aktivaci exprese gent ko-
dujicich komponenty efluxnich systéma®.

Biosyntéza farnesolu

Pocatek biosyntetické drahy steroll (ergosterolu
u kvasinek, cholesterolu u sav¢ich bunék) a farneso-
lu je stejny. Prvnim krokem pfi biosyntéze sterolu je
kondenzace acetyl-CoA a acetoacetyl-CoA za vzniku
3-hydoxy-3-methyl-glutaryl-CoA. Nésleduje sedm reak-
ci, jejichz kone¢nym produktem je farnesyl pyrofosfat,
prekurzor biosyntézy farnesolu (enzym potiebny k syn-
téze farnesolu nebyl kupodivu jesté popsan)2 Stejné
tak ani systémy, kterymi je farnesol vypuzovan z buriky,
QS receptory nebo induktory™.

Kvasinkové a sav¢i buriky sdili biosyntetickou drahu,
ktera je zodpovédna za produkci zymosterolu z farnesyl
pyrofosfatu. Kvasinkova 24-C-methyltransferasa poté
zodpovida za pfeménu zymosterolu na fekosterol, za-
timco 24-dehydrocholesterol reduktaza savcich bunék
fidi biosyntézu smérem k produkci cholesterolu, ktery
slouzi jako prekurzor steroidnich hormon@ (androge-
ny a estrogeny)2. Zajimavé je, Ze pfitomnost estrogent
ma zasadni vliv na morfogenezi C. albicans. Pfidavek
17-B-estradiolu nebo ethynyl estradiolu vede u této
kvasinky k navyseni poc¢tu bunék tvoficich vlakna, tedy
vytvofeni formy, ktera u této kvasinky predstavuje vy-
znamny faktor virulence®.

C. albicans je nejcastéjsim ptvodcem vulvo-vaginalni
kandidézy (VVK). Odhaduje se, Ze pfiblizné 75 % viech
zen prodéla alespori jednou v Zivoté VVK®™. Z vy3e uve-
denych ddvod se VVK objevuje u Zen castéji v pribé-
hu téhotenstvi, kdy je hladina estrogen( v téle vysoka.
Nizka hladina estrogent u muzi je jednim z dlvodd,
pro¢ se jim infekce touto kvasinkou vyhybaji°. Estrogen
ma vliv také na infekce zplsobené dalsim dimorfnim
patogenem P, brasiliensis, u kterého je naopak za viru-
lenci zodpovédna kvasinkova forma. Estrogen potlacuje
pfeménu vlaknité formy této kvasinky na kvasinkovou
formu, a proto se infekce timto patogenem vyskytuji
C¢astéji u muzl nez u Zen, které maji v téle vice estro-
gennich hormonr.
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Sekundarni regulace morfogeneze
prostrednictvim tyrosolu

Tyrosol (2-(4-hydroxyfenyl) ethanol), ktery je odvo-
zen od aminokyseliny tyrosinu, byl identifikovan jako
druha signélni molekula kvasinky C. albicans. Je stejné
jako farnesol uvolfovan do ristového média v priibéhu
rGstu. Je schopen eliminovat lag fazi, ktera je normal-
né pozorovana po pieneseni kultury kultivované pies
noc do Cerstvého média". Tyrosol stimuluje tvorbu hyf
hlavné v ¢asné fazi tvorby biofilmu (1 - 6 h). Produkce
tyrosolu poté déle koreluje s mnozstvim vytvofeného
biofilmu a podporuje tak zavér, Ze tyrosol skute¢né je
QS molekulou jak pro bunky rostouci v biofilmu, tak
pro buriky planktonni. Nicméné biofilmové uspofadani
bunék produkuje az o 50 % vice tyrosolu. Tento jev pro-
kazali Alem a kol. u ¢ty kment C. albicans’.

Morfogeneze C. albicans je tedy pod komplexni po-
zitivni/negativni kontrolou tyrosolu respektive farneso-
luv, jak demonstruje také Obr. 1.

REZISTENCE |
K OXIDATIVNIMU
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ANIMIKROBIALNI
AKTIVITA

w% ;

FARNESOL

? Y

FILAMENTACE
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TYROSOL q
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—>

BIOFILM
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Obr. 1: Schematické znazornéni vlivii farnesolu a tyrosolu
na fyziologii C. albicans. Sipky reprezentuji pozitivni regula-
ci, zatimco tmavé ¢ary negativni regulaci®.

| pfi zvySeni koncentrace tyrosolu v prostiedi tyrosol
nepiekond ucinky farnesolu blokujiciho filamentaci.
Z tohoto dlvodu je regulace morfogeneze tyrosolem
povazovana za sekundarni, projevujici se pouze tehdy,
je-li pfitomnost farnesolu v zivotnim prostiedi limitova-
na nebo jestlize farnesol v prostiedi zcela chybi™.

C. albicans ve smésném biofilmu

C. albicans a bakterie Pseudomonas aeruginosa se
bézné vyskytuji ve smésnych biofilmech. Oba mikroor-
ganismy se zapojuji do slozitych interakci, které zahrnu-
ji jejich QS systémy.

Vice nez 600 genli P aeruginosa je kontrolovano sys-
témem QS. Hlavnimi signalnimi molekulami této bak-
terie jsou N-acyl-homoserinové laktony (AHL) aktivujici
geny, kterymi jsou kodovéany faktory virulence a dalsi
proteiny potiebné pro preziti v lidském hostiteli a pro
destrukci hostitelské tkané béhem infekéniho proce-
su. Mezi tyto faktory patfi napi. elastaza, proteaza, dale

exotoxin A nebo alkalickd fosfataza®®. P aeruginosa
produkuje kromé AHL také 2-heptyl-3-hydroxy-4(1H)-
-chinolon, neboli Pseudomonas chinolon signél (PQS).
PQS se podili napi. na biosyntéze a sekreci pyocyaninu
a vyznamnym zpUlsobem ovliviuje patogenitu této bak-
terie béhem infekci mocovych cest?.

Hogan a jeho spolupracovnici zjistili, Ze 3-oxo-C12-
-AHL potlacuje filamentaci C. albicans a rovnéz inhibu-
je rast jeji vlaknité formy, zatimco na kvasinkovou for-
mu nema vliv?2 (Obr. 2).

C. albicans (vlaknita forma)

3-ox0-C12-AHL

=

P. aeruginosa

potla¢eni produkee PQS

potladeni riista
vlaknité formy

-MNJ

farnesol

C. albicans (kvasinkovi forma)

Obr. 2: Schematické znazornéni cross-komunikace mezi
C. albicans a P. aeruginosa™.

Morfologickd zména C. albicans je spusténa jakmi-
le kvasinka rozpozna pfitomnost P aeruginosa a veli-
ce pravdépodobné ji slouZi jako strategie pro pieziti?:.
Na druhou stranu, pfidavek farnesolu, ktery je pro-
dukovan C. albicans a ma antimikrobialni vlastnosti,
do smésné kultury, inhibuje biosyntézu PQS a v du-
sledku toho snizuje produkci faktoru virulence pyocy-
aninu?,

Zaver

Objevem quorum sensing systému regulujicich vi-
rulenci mikroorganism@ bylo jiz poukazano na zcela
novou moznost pfistupu k lé¢bé infekci zplsobenych
virulenci bakterii (napf. P. aeruginosa). Cestou identifi-
kace QS molekul a pochopeni mechanismf, které jsou
dalezité pro nastup virulence oportunné patogenni
kvasinky C. albicans, by se v budoucnu dalo pfistupovat
napf. k [é¢bé vulvo-vaginalni kandiddzy, jehoz je pravé
kvasinka C. albicans nejcastéjsim plvodcem. Proces
QS u kvasinek doposud nebyl uspokojivé popsaén, ale
po jeho detailnéjsim prostudovani by bylo moiné na-
vrhnout napf. latky schopné interference s timto systé-
mem a branici tak nastupu virulence.
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Souhrn

Paldrychova M.: Quorum sensing systém kvasinky Candida albicans

Velky pocet oportunné patogennich bakterii vyuziva béhem néstupu infekce systém quorum sensing (QS). Pomoci signalnich molekul
(u gram-negativnich bakterii N-acylhomoserinovych laktond) je fizeno chovani celé populace bakterii (hlavné exprese faktort virulence).
Diky studiu QS systém( u gram-negativnich bakterii byly jiZ popsany latky se schopnosti interference s témito systémy, pfedstavujici nové
lé¢ebné strategie. Téhoz by se dalo vyuZit u kvasinek, kde by identifikace QS molekul a pochopeni jejich mechanismi plsobeni mohlo
vést k efektivnéjsi 1é¢bé kvasinkovych infekci, napi. vulvo-vaginalni kandidozy zplisobované pievainé C. albicans. Doposud byly popsany
struktury a funkce dvou hlavnich signalnich molekul G¢astnicich se systému QS u C. albicans, a to farnesolu a tyrosolu. Vzhledem k tomu,
Ze se rezistence mikroorganism k antibiotikim a dezinfekénim latkam stava stale aktualné;si, je zapotiebi podrobnéjsiho popisu struk-
tur, funkci a metabolickych drah dalSich molekul G¢astnicich se systému QS u kvasinek.

Klicova slova: Candida albicans, quorum sensing, farnesol, tyrosol, vulvo-vaginalni kandidoza

Summary

Paldrychova M.: Quorum sensing in Candida albicans

A large number of opportunistic pathogenic bacteria uses quorum sensing (QS) during the beginning of infection process. Signaling
molecules (gram-negative bacteria used N-acyl-homoserine lactones) control the behavior of the whole population of bacteria (espe-
cially virulence factors expression). Due to the study of QS systems of gram-negative bacteria, compounds which have the ability to
interfere with these systems have been described and they represent new treatment strategy. The same approach could be used in the
case of yeast, wherein the identification of QS molecules and their mechanism of action could lead to developing much more effective
treatment of yeast infections, e.g. vulvo-vaginal candidosis, which is caused mainly by C. albicans. Until now, the structure and function
of two main signaling moleculs (farnesol and tyrosol) in the C. albicans QS system were described. Since the resistance of microorgan-
isms to antibiotics and disinfectants becomes more current, detailed description of the structures, functions and the metabolic pathways
involved in QS system in yeast is required.

Keywords: Candida albicans, quorum sensing, farnesol, tyrosol, vulvo-vaginal candidosis
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Introduction

It is well known that rodent neonates undergo
many important developmental changes before and
after birth, which resemble those observable in hu-
mans'. Namely perinatal period is a critical and vulner-
able phase of life. In early developmental stages many
maturational processes on molecular, cellular and
organ level take place. Although many years of research
were dedicated to this topic, the clarification of nume-
rous mechanisms and their roles in later development
is still lacking.

In particular, brain undergoes many developmental
changes after birth?, e.g. cellular reorganisation, func-
tional and structural changes of neurotransmitter sys-
tem, maturation of immune system, vascularisation or
myelination, etc. Moreover, these processes are high-
ly important for normal functionality and even small
influences can lead to life-changing consequences.
Immature brain is characterized by higher plasticity,
nevertheless is very sensitive to little disruption of inner
environment (e.g. ion or neurotransmitter disbalance)
or outer influences?. It was found that preconditions for
several diseases become established during or shortly
after birth*>. It is therefore important to examine mech-
anisms and background of processes associated with
such pathologies that related to early development.
Likewise, we need to identify in time any pathologi-
cal deviation in ongoing dynamic changes in brain bio-
chemistry and metabolism.

Hence, advanced techniques are mandatory to bring
a new light into secrets of immature brain working and
its pathologies. The lack of information regarding brain
maturation processes is the principal limit to the de-
velopment of effective treatment in many infant di-
seases.

Discussion

Microdialysis, in combination with sample analy-
sis by HPLC-MS, does represent a suitable method
for studying of sequential or real-time changes in tis-
sue biochemistry. This new methods can broaden our
opportunities and knowledge in studies of physiology
and pathophysiology of developing brain.

This method is based on permeation of small orga-
nic and anorganic substances through semipermeable
membrane according to their concentration gradient.
Collected sample needed to be subsequently analyzed.
Choice of the analytic method and analytic assay de-
pend on our requirements, however might be limited
by available technologies. Nowadays, almost all endo-
genous compounds can be measured.

Among others, capillary electrophoresis, ELISA or
quantitative liquid chromatography in combination
with mass spectrometry could be used as analytical
method. However, HPLC/MS seemed to be the best
option with the most possible options of the analysa-
ble metabolites in immature brain®”. The analytical
technique of high performance liquid chromatogra-
phy coupled with mass spectrometric detector is due
to the concentration levels in which the substances
in the analyzed matrices present an ideal tool for the
accurate, sensitive and rapid determination. Performed
derivatization of analytes of the interest improves chro-
matographic separation and reduces the value of limit
of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ).
The high selectivity of mass spectrometers in combi-
nation with low-detection limits, as well as their com-
patibility with separation techniques and their ability to
deliver quantitative data makes mass spectrometry an
ideal tool for metabolomic applications. So far, several
excellent scientific contributions have been published
demonstrating the enormous power of mass spectro-
metry applied to metabolomics®.

Different dynamic of metabolism, water content, un-
derdeveloped tissue vascularisation and innervation
and other immature vs adult brain differences should
be taken into account when to determine the param-
eters of sampling and analysis. Way of sampling and
choice of suitable analytic method should be tailor-
-made to age and developmental stage of the patient
or animal. Microdialysis has many potential uses, from
monitoring of in vivo physiological tissue biochemistry,
changes of metabolites during various pathologies, tu-
mor oncology to pharmacokinetics, monitoring of drug
delivery, etc.

Clinical trials with microdialysis on adults gradually
expand. It is widely used on patients in neurointen-
sive cares®'°. The combination with other technique,
as Doppler flowmetry, PET or EEG allows to multimo-
dal monitoring of the patient. There are several clinical
trials with microdialysis in neonates, but almost all are
based on inserting microdialysis probe subcutaneously
or intraperitoneally”. However, data about non gastric
diseases can be obtained mainly from statistical map-
ping of patients. From ethical point of view clinical trials
of diseases in neonates are hardly realisable. Current
knowledge of tissue biochemistry (basal levels of seve-
ral essential compounds) in immature brain is from tis-
sues sampled postmortem or by biopsies which do not
fully respond to physiological conditions in tissue. Thus,
animal models represent a great opportunity for the
study of immature brain physiology and pathologies.

Ro¢nik 26

Bioprospect ¢. 3/2016



In neurobiology is used in behavioural studies, studies
of neurological disorders (Alzheimer’s, Huntington's or
Parkinson'’s disease, brain trauma, epilepsy, ischemia,
spinal cord injury), studies of neuropsychiatric diseases
(depression, schizophrenia), pain research, studies of
BBB (disruption and transport through the barrier) and
many others™. This innovative and less invasive tech-
nique has a great advantage of possibility for measure-
ments on living animal in anesthesia or freely moving.

Conclusion

Technological advances in microdialysis and in paral-
lel with mass spectrometry have opened a new chapter
in neurochemistry by introducing metabolomics as an
approach to study metabolism and its regulation in re-
lation to disease, genetic, and environmental factors.
Since the metabolome is the most predictive of phe-
notype, metabolomics holds the promise to extensively
contribute to the understanding of phenotypic changes
as an organism’'s answer to disease, genetic changes,
and nutritional, toxicological, environmental, and phar-
macological influences. With regards to human health
alone, multiple benefits of metabolomics investigations
can be envisioned. It can deliver new tools to diagnose
disease or monitor the success of nutritional and phar-
macological interventions, for example, by using an
unbiased metabolic fingerprinting approach. Based
on research studies, metabolomics can provide new
biomarkers to assess human health, and over time
a powerful list of diagnostic markers will evolve, which
can be measured using high-throughput assays. How-
ever, in order to proceed from the single biomarker
concept to the global metabolome evaluation outside
a research environment, the technology has yet to be
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Summary

developed to provide the clinician with the tools to
assess entire wide classes of metabolites in biofluids
and automatically process the data to evaluate the bio-
chemical status of an individual.

From our point of view the already-mentioned com-
bination of both methods (MD and HPLC/MS) have
unique possibility for the monitoring of tissue bioche-
mistry and metabolomic mapping in immature brain
in almost real-time condition. Using MD and follow-
ing HPLC/MS analysis we successfully mapped levels
of amino acids and other low molecular weight mo-
lecules in discrete regions of immature brain®. Moreo-
ver, due to high sensitivity of HPLC/MS method can be
applied for determination of D and L stereoisomers of
amino acids’, which are important not only for a nor-
mal brain development but also play a role in some
pathologies™™. A potential of proposed method can
found a place in clinical practice and for biomarkers
monitoring of various CNS diseases. For example, we
proved efficiency of both techniques in the study of
neurochemical correlates of focal cerebral ischemia de-
velopment and ischemia outcome in immature brain®.

However the potential of this methodology is not ful-
ly explored, we believe that it might be extremely effec-
tive in the drug delivery to the discrete regions (reverse
microdialysis), that can help in a selective and consi-
derate treatment. In addition, this methodology might
serve as a great base for the development of age and
condition specific “fast-detection” kits/chips, etc.
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Tsenov G., Vondrakova K., Fabene P. F.,, Kacer P.: Metabolomic monitoring of processes in the immature brain
In early developmental stages of brain, many maturational processes on molecular, cellular and organ level take place. Although many
years of research were dedicated to this topic, the clarification of numerous mechanisms and their roles in later development is still

lacking.

Combination of microdialysis (MD) and high performance liquid chromatography combined with mass spectrometry (HPLC/MS) rep-
resents a unique possibility for the monitoring of tissue biochemistry and metabolomic mapping in immature brain in almost real-time
condition. Hence, it has a great potential to broaden our knowledge in physiology and pathophysiology of immature brain and can help

to develop effective treatment of many infant diseases.

Keywords: Microdialysis, HPLC-MS, Immature Brain, Metabolomics
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Souhrn

Tsenov G., Vondrakova K., Fabene P. F., Kacer P.: Metabolomické monitorovani procesii v nezralém mozku

Bé&hem vyvoje mozku dochazi v pribéhu dospivani k mnoha vyznamnym zménam na trovni molekularni, buné¢né i organové. Piestoze
vyzkum v této oblasti probiha jiz fadu desetileti, nejsou zcela objasnéné nékteré mechanizmy a probihajici vyvojové zmény. Mikrodi-
alyza (MD) v kombinaci s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii (HPLC/MS) umoziiuje monitorovéni
tkanové biochemie, t.j. metabolomické mapovani, v nezralém mozku téméf v redlném ¢ase. Uspésna aplikace kombinace téchto dvou
metod ma vysoky a unikatni potencial rozsifit znalosti v oblasti fyziologie a patofyziologie nezralého mozku a dokonce pomoci vyvinout
ucinnou lé¢bu mnoha détskych nemoci.

Klicova slova: mikrodialyza, HPLC-MS, nezraly mozek, metabolomika
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