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Bioprospect, the bulletin of the Biotechno-
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the society members about the most recent
developments in this field. The bulletin should
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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
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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,
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foreign research teams, to collaborations,
joint ventures or strategic alliances providing
access to expertise and financing in interna-
tional markets.
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and a half thousand Czech biotechnologists.
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board or directly:
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UVODEM

Vazeni piatelé,

jak vsichni vite, v obdobi 13. az 17. ¢ervna probéh-
la Uspésné nejdllezitéjsi udalost nasi spolec¢nosti
v tomto roce — mezinarodni biotechnologické sympo-
sium Biotech 2017, spojené s tradi¢nim jiz 7. ¢esko-
-Svycarskym symposiem, potvrzujicim dlouholetou
Cesko-Svycarskou spolupraci v oblasti biotechnologii.
Cesko-3vycarska spoluprace v chemii a biochemi viak
nezacala az po politickych zménach organizaci prvého
esko-3vycarského symposia na VSCHT v roce 1999,
ale m& mnohem hlubsi kofeny. Velké zésluhy na rozvi-
jeni ¢esko-Svycarské spoluprace ma jisté profesor Leo-
pold RaGzicka (ETH Zurich), v jehoz laboratofi pracovalo
na stéZich mnoho é&eskych chemik z nyn&jsi VSCHT
a sou¢asného UOCHB. Po ném prevzal stafetu vzajem-
né spoluprace absolvent VSCHT (student profesor
Votoc¢ka a Lukede) a pozdéjsi nositel Nobelovy ceny
profesor Prelog, ktery vedl laboratoi po profesorovi
Razickovi v ETH Zurich. Véfime, ze sedm spole¢nych
akci Ceskych a Svycarskych chemikl a biotechnologt
je potvrzenim permanentni spoluprace jak na na aka-
demickém, tak i industridlnim poli a zarukou pokraco-
vani do budoucna. Pro dalsi ¢islo Bioprospectu pfipra-
vujeme i projev Ulfa Grawundera (NBE therapeutics),
prezidenta Swiss Biotech Association, ktery jsme pro
pozdni doru¢eni nemohli zafadit do tisnéné formy
Book of Abstract naseho symposia. Symposium si mu-
zete pfipomenout prohlédnutim fotogalerie na webové
strance www.biotech2017.cz. Mezi vyznamné dozvuky
této mezinarodni konference patfi pfiprava zvlastniho
Cisla prestizniho biotechnologického ¢asopisu Biotech-
nology Advances a zvlastniho ¢isla Bioprospectu v ang-
lickém jazyce, které oba vyjdou zac¢atkem pfistiho roku.

Mezi dalsi velmi vyznamné aktivity letosniho roku
patfi mezinarodni symposium Green for Food IV
(19.-22. 6. 2017), potfadané nasimi kolegynémi a ko-
legy v Olomouci a Ceského centra EFB v Olomouci.
O téchto aktivitdch se doctete ve zvlastni zpravé publi-
kované v tomto cisle Bioprospectu.

6. zafi usporfadala nase spole¢nost ve spolupra-
ci s FPBT VSCHT v Praze seminaf na téma aktuélniho
evropského projektu “Biometal Demonstration Plants
for the Biological Rehabilitation of Metallized Industrial
Wastewaters”. Znecisténi vod tézkymi kovy z nejrlz-
néjsich zdroja je velmi zévainy problém nejen v celé
Evropé, ale i jinde ve svété. EU tedy podporuje projekt

zabyvajici se novymi biotechnologiemi, umoznujicimi
Cistit odpadni vody od tézkych kovt. V projektu byly na-
vrzeny dvé technologie, a to pro ¢isténi kontaminované
vody po tézbé kovd a odpadni vody z tovarny zabyvajici
se pokovovanim. Informaci o projektu prednesl profe-
sor Manuel Garcia Roig ze Spanélské univerzity v Sala-
mance.

Odborna skupina Kaly a odpady pofadala v Hradci
Kralové ve dnech 7. a 8. 9. 2017 seminéai Anaerobie
v CR - od potatkd po souéasnost, kde mimo jiné pfed-
nesli klicové referaty prof. Ing. Michal Dohanyos, CSc.
a prof. Ing. Jana Zéabranska, CSc. Pfitomni vyjadfi-
li obéma hlavnim fe¢nikim diky za jejich vyznamny
pfispévek do problematiky anaerobni biotechnologie
v ochrané prostiedi a popfali jim k vyznamnym Zivot-
nim jubileim. Seminaf byl zakonéen exkurzemi do COV
Danisco Smifice a COV Hradec Krélové.

Vsechny védecké objevy maji vidy mnoho kofen(
a je velmi obtizné zjistit, kdy k objevu skute¢né doslo.
Piesto se radi vidy o to pokousime. Tak napf. nezna-
méjsim lékem vibec, ktery zna snad kazdy, je relativ-
né jednoducha sloucenina kyselina acetylsalycilova,
obecné znama jako aspirin. Jeji skute¢né cCistou formy
synthetizoval Dr. Felix Hoffman 10. srpna 1897, tedy
pfed 120 lety (viz laboratorni zéznam publikovny v kni-
ze Acetysalicylic Acid, Karste Schor, Wiley-Blackwell,
str. 9, ISBN 978-3-527-32109-4). ,Aspirin” v méné Cisté
formé byl vsak klinicky vyuZivan jiz dfive a postupné se
objevovalo jeho mnohostranné klinické vyuZziti. V sou-
Casnosti je jednou z jeho nejrozsifenéjsich aplikaci
ovlivnéni (sniZeni) srazlivosti krve, lidové oznafované
jako ,fedéni krve".

Vyzkum struktury DNA a nase poznatky v tomto
oboru pfinaseji stdle nové moznosti uplatnéni novych
vysledkd. Jednim z vyraznych Gspéchl bylo ziejmé
i jejich vyuziti v kriminalistice. Letos si také mizeme
pfipomenout vyznamny meznik ve forenzni analyze —
30 let, kdy byl na zakladé analyzy DNA usvédcen prvni
vrah Pitchfork (Celia Henry Arnaud in C&EN, No.37,
p- 20-26 z 18. 9. 2017).

Pfejeme Vam piijemné pocteni ¢lankd, které jsme
pro Vas v tomto ¢isle vybrali.

Se srde¢nymi pozdravy
Vasi
Jan K&s a Petra Lipovova
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VZPOMINKA NA PANI Prof. RNDr. MARII TICHOU, CSc.

(*18. 4. 1938, { 12. 3. 2017)

Je pro nas smutnou zpravou, Ze dlouholeta ¢lenka ka-
tedry biochemie na Pfirodovédecké fakulté UK — profe-
sorka RNDr. Marie Ticha, CSc. — nas ve véku svych ne-
dozitych 79let opustila dne 12. bfezna 2017. Pani pro-
fesorka, zndma pro své pratele pod jménem ,Inena”,
se narodila 18. dubna 1938 v Praze. Po ukonceni jede-
nactileté stfedni Skoly nastoupila na Pfirodovédeckou
fakultu UK v roce 1956. Obor biochemie na této fakulté
UK ukoncila Marie Ticha v roce 1961 (diplomova prace
na téma ,Studium nékterych sirnych derivatt D-gluko-
sy”). Od roku 1964 kratce pracovala jako odborny pra-
covnik Vyzkumného ustavu pfirodnich 1éciv po Gispésné
obhajobé kandidatské prace (téma: ,Pfeména exogen-
nich cukrd ve vyssich rostlinach”). Od roku 1965 patfi-
la mezi ¢leny katedry biochemie, kde ve své védecké
draze pokracovala spolupraci se svym ucitelem, profe-
sorem RNDr. PhMr. Janem Kocourkem, CSc., ve studiu
lektind, interakci proteind se sacharidy a vyzkumu funk-
ce sacharidovych ¢asti glykoproteinl v rozpoznavacich
procesech. Pravé v této oblasti na pomezi zakladniho
biochemického vyzkumu a biotechnologickych a me-
todickych aplikaci doséhla vyznamnych védeckych vy-
sledkd.Jezcelaevidentni, Zze pani profesorkasvymivysled-
ky vyznamné pfispéla, spole¢né s profesorem Kocour-
kem a dlouholetym spolupracovnikem, prof. RNDr. Gu-
stavem Entlicherem, CSc., k véhlasu ¢eské lektinaiské

Skoly v mezinarodnim méfitku. V letech 1968 - 69 po-
byvala na zahrani¢nim pracovisti: Department of Bio-
chemistry, Medical School, University of Oregon, US.
Problematice studia lektinG zlstala profesorka Ticha
vérna, ackoliv se jeji védecky zéjem rozsifil i na stu-
dium dalSich biochemicky zajimavych glykoprotein(,
jejich funkce v fadé fyziologickych déji (napf. proces
fertilisace), a objasiovani vyuziti nabytych znalosti jak
v aplikovaném, biotechnologickém a také klinickém
vyzkumu (napf. metoda nativni afinitni elektroforesy).
Z vysledkl této studované tématiky uspésné obhaji-
la nejen habilita¢ni praci (Lektiny — isolace a studium
vlastnosti), ale byla i v roce 1995 jmenovéna profesor-
kou biochemie (Metody studia interakci proteint s li-
gandy). Je obdivuhodné, jak své nad3eni a entusiasmus
dokazala pfedéavat svym studentlim a koleglim, a jak ji
touha po odhalovani novych strukturnich a funkénich
vlastnosti téchto biomolekul vydrzela az do nedavné
minulosti. Jesté v dobé svych sedmdesétin publiko-
vala ve védeckych casopisech a rozsifovala plejadu
aspirant(i, doktorandli, diplomant(i a bakalai(, které
vychovala. Profesorka Ticha se zapsala do historie ka-
tedry biochemie Pfirodovédeckeé fakulty UK i svoji orga-
niza¢ni ¢innosti, od roku 1967 byla tajemnikem katedry,
dale zastévala po nékolik let pozici zastupce vedouciho
katedry a v letech 1994 — 97 byla vedouci katedry bio-
chemie. Nezapomenutelnym osobnim zézitkem byla
zkudenost, kdy si jako vedouci katedry bez jediného
mrknuti oka, vzala plast a Sla jako pedagogicky dozor
do zakladnich praktik z biochemie. Stejné tak i jeji an-
gazovanost a radost z pfednaskové cinnosti, kdy jesté
pfed dvéma roky, dokud ji to umoziiovalo zdravi, parti-
cipovala na vybérové piednasce z biochemie proteint.
Kromé prace pro katedru biochemie byla aktivni v Ces-
koslovenské spole¢nosti biochemické a nasledné CSB-
MB, zapojila se do Pracovni skupiny pro biospecifické
interakce (v ramci CSBMB) a v mezinarodnim méfitku
spolupracovala v International Interest Group in Biore-
cognition Technology.

K tomuto vy¢tu odbornych, pedagogickych a organi-
sacnich aktivit pani profesorky muze jisté kaidy z nas
pfidat mnoho osobnich vzpominek a pohledd. Profe-
sorka Ticha byla osobnosti nejen s Sirokym védeckym
rozhledem a odbornymi znalostmi, ale byla i ¢lovékem
se silnym smyslem pro spravedInost, pravdu a pomoc
ostatnim. Pfesto byla ¢lovékem tichym a skromnym,
ktery svym Zivotem inspiroval fadu z nas - Ineno, dé-
kujeme Ti, byla jsi a stale zlistane$S mezi nami, v nasich
vzpominkach.

Za pracovniky katedry biochemie,
Marie Stiborova, Petr Hodek, Miroslav Sulc
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USPESNA KONFERENCE V OLOMOUCI I PRIPRAVA

18. EVROPSKEHO BIOTECHNOLOGICKEHO KONGRESU
ANEB CESKA POBOCKA EVROPSKE BIOTECHNOLOGICKE
FEDERACE MA LETOS NAPILNO

Martina Saradinova

Univerzita Palackého v Olomouci; martina.saradinova@upol.cz

Ceska pobocka Evropské biotechnologické federa-
ce (EFB), ktera pusobi v Centru regionu Hana pro
biotechnologicky a zemédélsky vyzkum v Olomou-
ci, ma za sebou vrcholnou udalost letosniho roku.
Byla ji mezinarodni konference Biotechnology of
Plant Products - Green for Good 1V, ktera se usku-
tecnila od 19. do 22. ¢ervna na pudé Pfirodovédec-
ké fakulty Univerzity Palackého. Soucasné se ale
ceska pobocka podili na pripravé 18. Evropského
biotechnologického kongresu. Na pocatku cer-
vence se proto jeji zastupci zacastnili jednani
vykonného vyboru EFB v Zenevé. Pravé tam se to-
tiz Evropsky biotechnologicky kongres pristi rok
v Cervenci uskutecni.

Na konferenci Green for Good IV odkazovala
mobilni laboratof v centru Olomouce.

Konference Biotechnology of Plant Products — Green
for Good se kona jednou za dva roky a v celoro¢nim
kalendafi Evropské biotechnologické federace je nejvy-
znamnéjsi akci v sekci rostlinnych biotechnologii. Letos
se kromé EFB a Centra regionu Hana pro biotechnolo-
gicky a zemédélsky vyzkum (CRH) jeho spolupofada-
telem stala rovnéz Evropska fytochemicka spole¢nost.
O novych trendech v rostlinnych biotechnologiich,
genomech hospodaisky vyznamnych plodin nebo
napiiklad o moznostech, jak vyuzit biologicky aktivni
latky z rostlin v medicing, farmaceutickém primyslu
¢i zemédélstvi, hovofilo na 170 vyzkumnikd z vice nez
20 zemi.

Spojené staty podporily ucast hlavnich
hostii

K nejvyznamnéjsim hostdim patfil Patrick Schnable
z lowa State University a Clint Chapple z Purdue Uni-
versity v USA. Rostlinny genetik Schnable mél zasad-
ni podil na rozlusténi genomu kukufice a v soucasné
dobé se snazi propojit znalosti o genomech rostlin
s poznatky ziskanymi pfi zemédélské praxi prostiednic-
tvim robotického sniméni. ,Rad jezdim do Evropy na
konference. Zjistuji, jaka véda se zde déla a zda existuje
néjaky prinik mezi vyzkumem v Evropé a USA. V pred-
nasce jsem chtél zdlraznit, Ze je nutné vyvinout nové
technologie pro péstovani hospodaiskych plodin, aby
odolaly vykyviim pocasi. DUlezité je rovnéz investovat
do lidi, hledat talentované védce a rozvijet multidiscip-
linarni spolupraci,” uvedl| po svém vystoupeni Schnable.

Biochemik Chapple se zabyvé biosyntézou ligninu,
ktery je duleZitou stavebni slozkou dfevin, ale souc¢asné
omezuje jejich pramyslové vyuziti. Ve svém vyzkumu se
snazi modifikovat strukturu ligninu tak, aby bylo mozné
z rostlinného materidlu snaze pfipravit zakladni latky
pro primyslovou vyrobu a nahradit tak fosilni zdroje.
Ucast obou excelentnich védcd finanéné podpofilo
americké ministerstvo zahranici. Jiz podruhé do Olo-
mouce piijel i pfedni svétovy odbornik na chemickou
ekologii a nositel prestizni Wolfovy ceny za zemédélstvi
John Pickett z Velké Britanie, ktery byl hlavnim hostem
pfedchozi konference.

Jak zabranit potravinove krizi?

Védci se mimo jiné zaméfili na to, jak zajistit rostou-
ci lidské populaci dostatek potravy v dobé méniciho
se klimatu a nestabilniho pocasi. Zatimco napfiklad
profesor Schnable hovofil o hledani dédi¢né informa-
ce, ktera ovliviiuje vynos a jeho stabilitu pravé v pod-
minkach méniciho se pocasi, dalsi z fe¢nikl, Heribert
Hirt ze Saudské Arébie, nabidl feSeni v podobé vyuzi-
ti pldnich mikroorganism(. V programu rozdéleném
do osmi sekci se ale tcastnici konference zaméili také
na biologicky aktivni latky v rostlinach, genetiku a ge-
nomiku, fytochemickou analyzu, molekularni farmafeni
nebo napfiklad na stresové faktory u rostlin.

«Konferenci povazuji za velmi vydafenou. Pfijeli sku-
te¢né vyznamni fecnici, pfednasky byly velmi kvalitni.
PfestoZe i pfedchozi ro¢niky byly velmi zajimavé, v tom-
to ohledu bude tézké letosni ro¢nik pfekonat,” zhod-
notil konferenci feditel CRH a dékan Pfirodovédecké
fakulty Univerzity Palackého Ivo Frébort.
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Popularizaci odbornych témat zajistila
mobilni laboratoF

S nékterymi tématy projedndvanymi na konferenci
se mohli populariza¢ni formou seznamit i obyvatelé
a navstévnici Olomouce. Na konferenci totiz odkazova-
la mobilni laboratof umisténa na centralnim namésti.
Navstévnici v ni napfiklad pomoci mikroskopt objevo-
vali svét rostlinnych bunék, odbornici je seznamovali
mimo jiné s problematikou GMO. Inspiraci byla podob-
na aktivita v Krakové u pfileZitosti konani Evropského
biotechnologického kongresu v roce 2016.

Konferenci vyzdvihl i viceprezident Evropské biotech-
nologické federace Jeff Cole, ktery pozval pfitomné
na Evropsky biotechnologicky kongres 2018. O jeho
pripravé, ale i dalSich otazkach se hovofilo na zasedani
vykonného vyboru EFB, které se konalo 1. ¢erven-
ce 2017 v Zenevé.

Vykonny vybor EFB jednal v Zenevé

Vykonny vybor si vyslechl zpravu o pribéhu kon-
ference Biotechnology of Plant Products — Green for
Good IV v podani profesora Ivo Fréborta a shodl se

Hlavni organizator konference Ivo Frébort
pii jejim zahéjeni.

POZVANKA NA KONFERENCI

na tom, Ze akce byla po vsech strankach velmi tspés-
nd. Zpravu o cinnosti federace pfednesl jeji prezident
Mathias Uhlen. Clenové vykonného vyboru diskutova-
li také o Zurnalu New Biotechnology, jenz EFB vydava.
Pozitivni zpravou je, Ze mezi lety 2015 a 2016 dosahl
zurnal zvyseni impact faktoru ze 3,199 na 3,813. V roce
2016 zaznamenaly ¢lanky Zurnélu téméf 300.000 stah-
nuti, coz doklada staly narGst v poslednich péti letech.
Karsten Zimny, finan¢ni feditel EFB, seznamil ¢leny
s vyvojem rozpoctu organizace v prvnim pololeti roku
2017 a s vyhledem na dalsi obdobi. Pfedstavil také plan
konferenci, na jejichz organizaci se bude EFB podilet
v roce 2018.

Dalezitym bodem setkéni byl ,Strategy Meeting” za-
méfeny na definici cilil federace do budoucna. Delegéti
se jednomyslIné shodli v tom, Ze je nutné, aby se EFB
pravidelné hlasité vyjadiovala k aktualnim tématdm,
o nichZ se vede védecka ¢i celospolecenska diskuse.
Tim se upevni pozice EFB jako hlasu biotechnologie
v Evropé.

Nejpodstatnéjsim tématem setkani byla pfiprava
Evropského biotechnologického kongresu 2018 (ECB
2018). Cilem je navazat na uspéch ECB 2016, ktery se
uskutecnil v Krakové za ucasti téméf 900 odbornikd
z 62 zemi svéta. ECB se poprvé konal v roce 1978 v In-
terlakenu ve Svycarsku a je tak nejdéle fungujicim bio-
technologickym kongresem v Evropé. Po ctyficeti letech
se pro pfipominku vrati do zemé svého ptivodu. Zeneva
je v3ak také pfedni centrum biotechnologie s 350 aktiv-
nimi firmami a 20 svétovymi institucemi se zaméfenim
na tuto disciplinu. Program bude zahrnovat veskeré
aspekty biotechnologie, véetné rostlinné, potravinaiské,
zemédélské a ekologické biotechnologie, biofarmaceu-
tiky, genomiky mikroorganismd nebo bioinZenyrstvi.
Ivo Frébort je aktivhim ¢lenem pfipravného vyboru
kongresu, nebot je jako ¢len védecké rady odpovédny
za pfipravu jedné ze sekci.

Foto: Archiv CRH

€ 2 Cal,

ECB2018

www.ecb2018.com

EUROPEAN FEDERATION OF
BIOTECHNOLOGY

18™ EUROPEAN CONGRESS ON BIOTECHNOLOGY
1-4 JULY, 2018 « GENEVA, SWITZERLAND

GISTER

@E UNIVERSITE
DE GENEVE
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ODBORNE PRISPEVKY

KARBONICKE ANHYDRASY KVASINEK RODU Candida

v

Jan Blaha, Jifi Dostal, Iva Pichova

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v. v. i.; iva.pichovd@uochb.cas.cz,

Kvasinky rodu Candida

Na Zemi Zije pfiblizné okolo 8,7 miliont druhl eu-
karyotickych organismu. Pouze 7% z celkového poctu
blizné 600 druhli fadi mezi znamé lidské patogeny,
které mohou zptsobovat Sirokou skdlu onemocnéni.
Za nejbéznéjsi patogeny povazujeme druhy Cryptococ-
cus neoformans, Pneumocystis jirovecii, Histoplasma
capsulatum, Coccidioides immitis nebo nékteré zastup-
ce rodG Aspergillus a Candida’.

Patogenni druhy kvasinek rodu Candida fadime
mezi tzv. oportunni patogeny, které zcela bézné kolo-
nizuji ¢lovéka. MGzeme je nalézt napi. na kdzi, neh-
tech nebo v nékterych télnich dutinach a na povrchu
nejriznéjsich sliznic lidského téla. Mezi nejcastéji se
vyskytujici oportunné patogenni druhy fadime: C. al-
bicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis nebo
C. krusei. V soucasnosti se za nejrozsifené;jsi, a tim pa-
dem i nejstudovanéjsi kandidu povazuje C. albicans,
kterd se v klinickych izolatech pacientd s diagnostiko-
vanou kandidézou vyskytuje v 51 % piipadd®. Druhou
nejcastéji se vyskytujici kandidou v krevnich vzorcich
kandidézou napadenych pacientt je C. parapsilosis®>,
v nékterych pfipadech se dokonce objevuji zpravy, ze
C. parapsilosis se v testovanych vzorcich dokonce vy-
skytuje Castéji, nezli C. albicans™ . RozliSujeme dva za-
kladni typy kandid6z. Prvnim typem jsou tzv. povrchové,
pii kterych kandidy napadaji pouze povrch riznych sliz-
nic a télnich pokryvi (napi. mykoza nehtt, infekce Ust-
ni dutiny nebo vaginélni kandidézy). Je odhadovano,
Ze az 75% zen zazije alesponi jednu infekci vaginalni
sliznice zplUsobené pravé kandidami'> . Tyto povrcho-
vé infekce maji jednu velice zasadni vlastnost. Jsou sice
do znac¢né miry nepfijemné a zhorsuji zivotni podmin-
ky pacientd, ale nejsou smrtelné. Pravym opakem jsou
systémové kandiddzy, které jsou spojovany s enormni
mortalitou, dosahujici az 60 %' ' 3. Pii téchto infek-
cich se kandidy rozsifi po celém téle a napadaji mnoho
soustav a organl najednou. Existuje nékolik hlavnich
faktor(i, které podmiriuji rozvinuti povrchové kandidézy
do systémové infekce. Mezi né se fadi napf. neutrope-
nie, poskozeni gastrointestinalnich sliznic, dlouhodoba
aplikace Sirokospektralnich antibiotik nebo pouziti in-
travenodznich katetrd, které pro kvasinky rodu Candida
predstavuji volny vstup do krevniho fecisté pacienta' .

Kandidézy se v poslednich letech stévaji stale vét-
$im problémem. Faktorem, ktery do jisté miry ztézuje
lé¢eni téchto infekdi, je, Ze si kandidy v pribéhu evo-
luce vyvinuly fadu mechanism jak se branit imunitni-
mu systému napadeného jedince. Hlavnim imunitnim
mechanismem, ktery bojuje s kvasinkami rodu Can-
dida, je fagocytéza. Té se ucastni zejména makrofagy
a neutrofily. Neni tedy divu, Ze nedostatek neutrofild
v téle (neutropenie) je jeden z predispozi¢nich faktord

pro kandidézy. Kandidy se ale dokézi fagocytéze cel-
kem Uspésné branit. Stejné jako u jinych vlastnosti se
strategie, kterymi se kvasinky rodu Candida proti imu-
nitnimu systému brani, mezi jednotlivymi druhy zna¢né
li8i. Tento fakt se da nazorné demonstrovat na C. albi-
cans a C. glabrata. Poté co, je C. albicans fagocytova-
na, zméni svlj morfologicky typ a pfeméni se z kvasin-
kové formy - blastospory — na hyfu. To vede k tomu,
ze fagocytujici bunka praskne a umira, pficemz kandida
se osvobodi. C. glabrata viak neumi tvofit hyfy, a pro-
to vyvinula jinou strategii. Namisto toho, aby ménila
morfologicky typ, se za¢ne uvnitf makrofagu, neutrofilu
nebo jinych imunitnich bunék rapidné mnozit. Zvysu-
jici se pocet dcefinych bunék vede ke zvySovani tur-
goru uvniti fagocytujici buriky. Jakmile turgor piekroci
tnosnou mez, dojde k lyzi a kandida je opét volna'™ *.
na trhu vyskytuje pouze omezena skupina antimy-
kotik a kandidy si vici témto lékim zacinaji vytvaret
rezistenciZO, 21, 1,17, 3, 22.

V soucasné dobé se na trhu vyskytuje pouze mala
skupina léka (v Ceské republice Statni dstav pro kont-
rolu léciv registruje pouze 23 typl antimykotik, z nichz
pouze 9 je urfeno pro lé¢bu systémovych kandidoz),
které jsou zaméfeny na léceni fungalnich onemocné-
ni (antimykotika). Do této skupiny v poslednich letech
nepiibyl téméf Zadny [ék (mezi nejnovéjsi se fadi Rapa-
mycin?®) a stavajici pfestavaji fungovat — alespon pfi lé-
¢eni kandidoz. Kvasinky rodu Candida si totiz vytvéreji
vGci témto [éktm rezistenci. Velmi zévazny je také fakt,
ze rychlost vzniku a zdokonalovéni téchto rezistenci
napfi¢ rznymi kmeny kandid neustéle stoupa*?’.
Navic kazdé antimykotikum ma vlastni spektrum orga-
nismd, vici kterym je Gcinné. Studie ukazuji, Ze nej-
Gcinnéjsi latkou proti C. albicans je Flukonazol, na roz-
dil od C. parapsilosis, proti které by mél nejlépe ucin-
kovat Flucytosin?®.

Fakt, Ze drtiva vétsina antimykotik je cilena na buné¢-
ny obal hub usnadnuje kandidam vytvéret si rezistenci.
Buriky hub jsou totiz velmi podobné lidskym, a pro-
to je velmi sloZité najit ¢lanky metabolismu a pro né
uc¢inné latky, které jsou natolik specifické, ze nebudou
toxicky pUsobit vici burikam pacient. Vétsina Iéciv cili
na rtzné kroky syntézy ergosterolu, coz je steroidni
latka esencidlni pro spravné fungovani plazmatické
membrany hub.

Patogenita kandid a karbonické
anhydrasy

Patogenita kandid je zplsobena piedevsim jejich
schopnosti pfizplsobit se Siroké skéle podminek, jako
napf. zména pH, teploty nebo sloZeni okolniho prostre-
di. Dobfe to Ize dokumentovat na schopnosti kandid
pieZit v Sirokém rozmezi koncentraci oxidu uhli¢itého
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(CO,). Zcela béiné se kandidy vyskytuji napf. na lidské
kazi, kde jsou obklopovény atmosférickym vzduchem,
jehoz koncentrace CO, je asi 0,04 %. V pfipadé, ze se
ale dostanou do krevniho obéhu (napf. pfi infekci) jsou
vystaveny mnohokrat vyssi koncentraci CO, — cca 5%
a jsou schopny ji bez problém( odolavat? *°. A pravé
zpUsob regulace jakym zplsobem kvasinky rodu Candi-
da vyuzivaji CO, by mohl byt cestou k nalezeni novych
typd antimykotik.

Oxid uhlicity (CO,) je jednim z nejduleZitéjsich bio-
logickych substrati na zemi, i pies to ze tvoii pouhych
10,04 % zemské atmosféry. V pfirodé se koncentrace
CO, pfirozené a spontdnné vyrovnavana vzajemnou
pfeménou na hydrogenuhli¢itan (HCOy), ktery je velmi
dalezitym biologickym substratem, ale jeho spotieba
je v organismu mnohonasobné vyssi, nezli je vypro-
dukovéno touto spontanni reakci. Z tohoto diivodu si
organismy béhem evoluce vyvinuly skupinu enzyma
tzv. karbonickych anhydras (CA), které jsou schopny
katalyzovat reversibilni hydrataci CO, za vzniku HCO5
a H*a to az 10000 krat rychleji nez v pfipadé spontanni
pfemény. CA se tak zapojuji do fady jinych biochemic-
kych cyklt a syntéz, které vyuZivaji bud HCO; (kofak-
tor nebo kosubstrat napf. pfi syntéze mastnych kyselin
nebo argininu) nebo proton (H*) (udrzovani pH home-
ostaze v organismu)®-4,

Karbonické anhydrasy se nezavisle na sobé vyvinuly
ve tfech doménach Zivota (Bacteria, Archea a Eukarya)
a jsou rozdéleny do péti evolu¢né nesouvisejicich sku-
pin (o, B, v, 6, Zan)*. Nejlépe prostudovanou skupinou
je a-skupina, jejiz zastupce lze nalézt u zvifat, rostlin,
hub a prokaryotickych organismu. Zastupci B-skupiny
byli objeveni u rostlin a hub, ale nikoliv u zvifat. Zatim-

co ¢lenové y-skupiny se vyskytuji pfedevsim u domé-
ny Archea. Dalsi dvé skupiny 6- a Z- byly prostudovany
pouze u moiskych druhl rozsivek. Posledni zastupci
jsou n-CA nalezené v protozoich®. PfestoZe se primar-
ni struktury jednotlivych CA z rGznych skupin velmi lisi
(Obr. 1.), je az pozoruhodné, Ze vsechny katalyzuiji stej-
nou reakci®” 38,

Nedostatek vyznamnych sekvenénich podobnosti
mezi rGznymi skupinami CA z nich ¢ini z evoluéniho
hlediska vynikajici pfiklad konvergentniho vyvoje ka-
talytické funkce. Molekularni struktury rdznych skupin
CA jsou zietelné odlisné, ale aktivni mista téchto en-
zym jsou na urovni struktury pozoruhodné podobna.
Hlavnim strukturnim rozdilem mezi jednotlivymi skupi-
nami CA je charakter jejich kvartérnich struktur. Zatim-
co a-CA jsou slozeny z jednoho monomeru®*#, B-CA
tvofi oligomery slozené se dvou az Sesti monomernich
podjednotek®. U zéastupcli y-CA je zndmo jen nékolik
malo struktur téchto enzyma. Za prototyp typické y-CA
je povazovana Cam z Methanosarcina thermophila je-
jiz aktivni centrum je tvofeno rozhranim tfi jednotlivych
monomerd, kde jsou koordinovany atomy Zn2*, mluvi-
me tak o homotrimeru“* 44, z-CA jsou pravdépodobné
monomerni enzymy, pokud tak mizeme usuzovat ze
struktury jediné znamé ¢-CA z Thalassiosira weissflogii
(CdCA)*>45. U zbylé skupiny 6- CA nejsou doposud zna-
mé krystalové struktury a jejich struktury Ize odvozovat
pouze od homolognich modeld s ostatnimi CA.

Jak jiz bylo fe¢eno karbonické anhydrasy jsou meta-
loenzymy, které ve svém aktivnim misté maji nejcas-
téji zinkovy iont Zn?*, byly vSak popséany i pfipady kdy
se v aktivnim misté nachazi Cd?*, Fe2* nebo Co2* 448,
Aktivni misto CA obvykle obsahuje ionty v tetraedrické
geometrii se tfemi aminokyselinovymi zbyt-

ky jako ligandy. Kromé vody, se na koordina-
ci kovovych iontl podileji molekulové/hyd-
roxylové ionty. lont Zn?* je pfitomen v aktiv-
nim misté vSech skupin CA. Pfesto napfiklad
u skupiny y-CA za anaerobnich podminek je
v aktivnim misté nahrazen iont Zn?* iontem
Fe?*. Podobné tomu je u skupiny Z-CA kde
muzZeme nalézt iont Cd?**. U celé fady a-CA
byla popsana zaména iontu Zn?* za iont
Co?* bez vyznamné ztraty jejich katalytické
aktivity.

A pravé u a-CA, které jsou nejvice prostu-
dovany, byl popsan mechanismus konverze
CO,. Reakce zacind vazbou molekuly vody
na zinkovy iont, ktera jako nukleofil reagu-
je s CO,. Tim vznika HCOs, ktery je navazéan
na Zn?** a nasledné nahrazen dalsi moleku-
lou vody, ¢imz mize cely proces pokracovat.
U B-skupiny je tento proces velmi podob-
ny, avsak v nékterych pfipadech dochazi
k tomu, Ze se molekuly vody nevazi pfimo
na Zn** v aktivnim misté enzymu a roli

Obr. 1: Struktury zastupcii jednotlivych skupin CA ziskanych pomoci
rengenostrukturni analyzy. (A) monomerni a-CA lidska CA 1l (PDB kod
1F2W) ¢°; (B) dimerni B-CA, Nce103 ze S. cerevisiae (PDB kod 5CKX)%3; (C)
monomerni jednotka homotrimerni y-CA) Cam z M. thermophila (PDB kod
1QRG)*; (D) monomerni { —CA ze T. weissflogii s iontem Cd?* v aktivnim

misté (PDB kod 3UK8).

nukleofilu zde piebird zbytek postranniho
fetézce Asp* 0.

VSechny znamé karbonické anhydrasy
u zastupcl fiSe Fungi spadaji do a- nebo
B-skupiny. V pribéhu evoluce vsak doslo,
stejné jako u zvifat, rostlin nebo fas, ke zna¢-
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né diverzifikaci fise a u tfidy Hemiascomycetes, kam
se fadi i kvasinky rodu Candida, nalézame jiz pouze
B-CA33,

Role B-CA ve spojitosti s virulenci byla studovéna
pfedevsim u patogennich druhl C. albicans a Crypto-
coccus neoformans, u kterych je zndmo, Ze jsou schop-
ny reagovat na Sirokou skalu Zivotnich podminek, kte-
ré se drasticky méni béhem infekce. C. neoformans
ve svém pfirozeném prostiedi roste pfi nizkych kon-
centracich CO, jako saprofyt, ale v okamziku, kdy infi-
kuje plice ¢lovéka, se musi pfizplsobit mnohem vys-
$im hodnotam CO, (az 5%)°" 52. Podobné C. albicans
muze piezit nizké hladiny CO, (napi. kozni infekce), ale
je také schopna infikovat krevni obéh u imunokompro-
mitovanych pacientd, kde koncentrace CO, dosahuje
cca 59%. Zvysené koncentrace CO, podporuji piechod
této kvasinky z formy blastospory k hyfalnimu rdstu.
Geny kodujici CA byly nalezeny jak u C. neoformans
(CAN1, CAN2) tak i u C. albicans (NCE103)%. Analy-
za dele¢nich mutantt kédujicich CA v C. neoformans
a C. albicans ukazala, ze geny CAN2 a NCE103 jsou
nezbytné pro preziti za podminek s nizkym obsahem
CO, a naopak jsou postradatelné pro in vivo proliferaci
a virulenci pfi vysokych urovnich CO,. V in vitro pod-
minkach s nizkym obsahem CO, se nefunkénost CA
u C. neoformans projevila rGstovymi defekty spojenymi
s chybnou syntézou mastnych kyselin a vyslednou ztra-
tou virulence®' 32,

Struktura B-CA u zastupcu FiSe Fungi

Vsechny strukturné popsané houbové CA jsou bud

dimerni nebo tetramerni enzymy a lze je dale rozdélit
do dvou strukturnich typt podle jejich aktivniho mista.
V soucasné dobé jsou znamy struktury ¢tyf houbovych
B-CA. Jedna se o Ncel03 (PDB 3EYX)>* ze Saccharo-
myces cerevisiae, Can2 z Cryptococcus neoformans —
— (PDB 2W3N)>* a dvou Cas1,Cas2 ze Sordaria macro-
spora — (PDB 401J, 401K)>°.

Prvni B-karbonickd anhydasa u zastupctd fiSe Fun-
gi byla charakterizovana v roce 1996 u S. cerevisiae.
Prvotné byl tento enzym povazovan za soucast nekla-
sickych sekre¢nich drah (z toho pramenici oznaceni
Nce — non-classical protein export pathway) a oznacen
jako Nce103%. Nasledné analyzy odhalily, Ze se jedna
o B-CA, ktera je inhibovana mnoha anionty a sulfona-
midy. Dalsi pokusy ukazaly, Ze mutantni kmeny s de-
letovanym genem NCE103 nebyly schopné Zit v nizké
koncentraci CO, (0,033 %), naopak v pfitomnosti vy-
soké koncentrace CO, (5 %), byly tyto kmeny schopné
preZit. Bylo také prokazano, ze NCE103 je vice tran-
skribovan v nizké koncentraci CO, a detekovatelna CA
aktivita odpovidala akumulaci NCET03 mRNA v tomto
prostiedi*®. Zatimco vysoka koncentrace CO, vedla ke
sniZeni transkripce tohoto genu a k ztraté detekovatel-
né aktivity CA%".

Krystalova struktura Nce103 (PDB 3EYX) s rozliSenim
2,04 A ukazala, 7e se jedna o biologicky aktivni dimer
slozeny s identickych monomernich jednotek. Podob-
né jako u jinych B-CA je tento monomer Nce103 tvo-
fen: N-terminalnim raménkem, konzervovanym jadrem
a C-terminalni subdoménou. N-termindlni raménko

je ohraniceno dvéma a-helixy, které jsou odvracené
od zbytku molekuly a zprostiedkovavaji rozsahlé kon-
takty s druhym monomerem a utvafeji tak biologic-
ky aktivni dimer. Bylo prokazano, Ze zkracena verze
(Nce103AN50), ktera postrada N-terminalni ramén-
ko, mUze jesté vytvofit homodimer v roztoku, ale ne-
vykazuje in vitro aktivitu, coz ukazuje, ze N-terminalni
raménko je nezbytné pro spravnou aktivitu enzymu.
Aktivni misto Nce103 se sklada ze ¢ty p-listd (B2-B1-B-
3-B4) a patého antiparalelniho vldkna B5 spojeného
kratkou smyckou. C-terminalni subdoména je tvore-
na tfemi vy¢nivajicimi a-helixy, které lezi na povrchu
konzervovaného jadra proteinu. Aktivni misto kazdého
monomeru je umisténo na rozhrani obou monomerd,
v prostoru chranéném pied rozpoustédly. lont (Zn?*) je
v aktivnim misté Nce103 koordinovan tfemi konzervo-
vanymi zbytky Cys57, His112 a Cys115 a molekulou vody
jako ¢tvrtym koordina¢nim ligandem3:.

Dalsi strukturné popsanou B-CA, u které byla proka-
zana spojitost s patogenitou a rlistem v prostfedi s niz-
kou koncentraci CO, je Can2 z C. neoformans. Can2
podobné jako mnoho dalSich a- a B-CA je silné inhibo-
van sulfonamidovym lékem acetazolamidem a benzo-
lamidem. Stejné jako Nce103 ze S. cerevisiae je Can2
dimer, kde monomerni jednotky jsou tvofeny stejnymi
motivy (N-terminalnim raménkem, konzervovanym
jadrem a C-terminalni subdoménou). Jediné markantni
rozdily oproti Nce103 je N-terminalni prodlouZeni a na-
opak zkraceni C-konce C-terminalni subdomény, které
Uzce souvisi s nemoznosti tvorby tetramernich a vys-
Sich multimernich struktur>.

Karbonické anhydrasy Cas1 a Cas2 ze S. macrospo-
ra jsou doposud posledni zastupci B-CA, u kterych je
znama jejich struktura. V. genomu S. macrospora byly
identifikovany 4 geny kddujici CA (CAS1, CAS2, CAS3
a CAS4)3 %, presto byla aktivita CA in vitro pozorova-
na pouze u dvou hlavnich B-CA a to Cas1 a Cas2. Bylo
zjisténo, Ze Cas1 a Cas2 vykazuji in vitro nizkou aktivitu
ve srovnani s a-CA a B-CA. Na rozdil od mnoha dalSich
CA, jsou Cas1 a Cas2 slabé inhibovany acetazolamidem
a nékterymi anionty, jako je NO,” a NO;". Zvlastnosti S.
macrospora je, e je jednim z mala organism, u kte-
rého byla popséna schopnost piezivat bez gent kéduji-
cich CA i v ovzdusi s nizkym obsahem CO,. Bylo popsa-
no, Ze deficientni kmen Acas S. macrospora v pfitom-
nosti 0,04% CO, byl schopen pomoci hyf dosahnout
mist obohacenych o CO,, a tim padem byl schopen
ziskat dostatek HCO pro rlst a dokonce i pro tvorbu
komplexnich sexualnich strukturse.

Krystalové struktury Cas1 a Cas2 odhalily, ze biolo-
gicky aktivni molekulu téchto protein( tvofi tetramer=°.
Jedna se o prvni znamé pfiklady tetramernich struktur
B-CA u zastupcl fiSe Fungi. Ackoli celkova aminokyse-
linova sekvencni identita Cas1 a Cas2 je pouze 37 %,
je naopak jejich strukturni podobnost pomérné vysoka
(RMSD = 1,63 A). Celkova struktura kazdého monome-
ru sestava z N-koncové oblasti, ktera tvofi dlouhé ra-
ménko slozené ze dvou kolmo orientovanych a-helixt
(al a a2), které prekryvaji sousedni podjednotku, a tim
usnadnuji tvorbu dimerd. Centrélni jadro je slozeno
z pétivldknového smiseného B-listu (B1-B5), jehoz Ctyfi
B-vlakna (B2-B1-B3-B4) jsou v paralelnim uspofadani

Ro¢nik 27

Bioprospect ¢. 3/2017



a paty (B5) je antiparalelni. V C-terminélni subdomé-
né dominuji a-helixy lemujici na jedné strané konvex-
niho povrchu p-list, zatimco druhéd strana je zapojena
do tvorby dimeru a homotetrameru. V konstrukcich
Cas1 a Cas2 byly pozorovany pouze malé rozdily. Nej-
vyraznéjsi rozdil Ize nalézt na aktivnim misté obou
enzym(. lont zinku na aktivnim misté CAS1 je koor-
dinovan postrannimi fetézci tfi konzervovanych ami-
nokyselin (Cys45, His101 a Cys104) a molekuly vody.
Toto uspofadani u CA oznacujeme jako typ | neboli
tzv. ,otevienou konformaci”. Naproti tomu iont Zn?*
v Cas2 je organizovan postrannimi fetézci Ctyi zbytkd
(Cys56, Asp58, His112 a Cys115) a nebylo mozno pozo-
rovat zddnou molekulu vody v tésné blizkosti aktivniho
mista. Organizace aktivniho mista Cas2 oznacujeme
jako typ Il neboli tzv. ,uzavienou konformaci”. C-konec
Cas2 oproti ostatnim B-CA tvofi prodlouzena smycka,
ktera hraje dulezitou strukturalni ulohu ve vytvateni
tetrameru. Toto prodlouzeni je pfitomno pouze u CA
tvoficich biologicky aktivni tetramery>°.
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Zaver

Z vysledka fady studii je patrné, Ze funkénost CA
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Souhrn

Blaha J., Dostal J., Pichova I.: Karbonické anhydrasy kvasinek rodu Candida

tomu, Ze jsou schopné se rozmnozovat v nejrliznéjsich mistech jako je napiiklad kdze, gastrointestinalni trakt, krev nebo vaginalni sliz-
nice a také diky schopnosti adheze na abiotické povrchy. Jednou z kli¢ovych strategii preZiti téchto patogend je jejich schopnost polifero-
vat v rGznych koncentracich oxidu uhli¢itého (CO,). K zvladnuti takového rozdilu pouzivaji kvasinky rodu Candida karbanické anhydrasy
(CA) kodované homologem genu NCE103, které katalyzuji reverzibilni hydrataci CO, na bikarbonat. CA jsou postradatelné béhem infekce
krevniho fecisté, ale jsou nezbytné pro pieZiti kvasinek na kdZi nebo na abiotickych povrsich. Kvasinkové CA jsou strukturné odlisné
od lidskych a ptedstavuji tak vhodny cil pro vyvoj profylaktickych latek.

Klicova slova: karbonicka anhydrasa, NCE103, Candida, oxid uhlicity

Summary

Blaha J., Dostal J., Pichova I.: Carbonic anhydrases of the genus Candida

Pathogenic yeasts of the genus Candida represent the most prevalent cause of mycotic diseases worldwide. These species are successful
pathogens due to their ability to proliferate under a wide variety of conditions, colonizing host niches as diverse as skin, blood, or vagi-
na and also to adhere to abiotic surfaces. One of the key survival strategies of fungal pathogens is the ability to proliferate in different
carbon dioxide (CO,) concentrations. To cope with such difference, Candida possesses carbonic anhydrase (CA), encoded by NCE103
gene, which catalyzes reversible hydratation of CO, into bicarbonate. This enzyme is dispensable during the bloodstream infection, but it
is essential for survival of the fungus on skin or abiotic surfaces. Fungal CAs are structurally unrelated to human CAs, which makes them

an ideal target for prophylactic intervention.

Keywords: Carbonic anhydrase, NCE103, Candida spp., Carbon dioxide

ANTIBIOFILMOVA AKTIVITA CINNAMALDEHYDU

A N-ACETYLCYSTEINU

Kristyna Lokocova, Jana Michailidu
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha; lokocovk@vscht.cz

Uvod

Mikroorganismy jsou ¢asto v porovnani s ,vysSimi”
organismy vnimany jako jednoduché bytosti. Studium
mikrobidlniho vyvoje vsak ukazalo, ze mikroorganis-
my jsou schopny komplexni diferenciace a Ize u nich
sledovat rozmanité vzorce chovani'. Ve vétsiné pfiro-
zenych prostfedi se v kontextu vazby mikroorganism
na okoli setkdvdme nejcastéji s burikami sdruzenymi
v biofilmech — komplexnich mikrobialnich uskupenich
umoznujicich kromé jiného pevné uchyceni k povrchu.
Mohli bychom témér fici, Ze vyskyt planktonickych bu-
nék je ve vétsiné pripadd pouze formou presunu mik-
roorganisml z mista na misto2. Dalo by se spekulovat
o tom, Ze tvorba biofilmu ma nékteré spole¢né znaky
s déji jako je napfiklad tvorba plodnice u Myxococcus
xanthus®. VétSina volné se vyskytujicich biofilma je
vdak mnohodruhovéd — rlizné mikroorganismy zde Ziji
ve sdruzené komunité, sdileji geneticky material pomo-
ci horizontélniho pfenosu a vykonavaji v rdmci biofil-
mu své dané role. Z tohoto pohledu jsou tedy volné

se vyskytujici biofilmy spise vysoce diferencované ko-
munity, jako napfiklad lidska mésta2. Ackoliv v pfirodé
vyrazné prevazuji smisené typy biofilmd, s jednodruho-
vymi biofilmy se setkavame pfi raznych infek¢énich one-
mocnénich a také na povrsich implantatd. Neni tedy
divuy, Ze jsou tyto jednodruhové biofilmy v soucasnosti
v centru védeckého zajmu*>e.

Biofilm

Jakmile se buriky mikroorganism pfichyti na povrch,
zac¢nou prochézet sérii zmén upozadujicich znaky da-
lezité pro planktonicky zplsob Zivota (napf. biciky).
Jednou z nejdulezitéjsich adaptaci je v tomto sméru
exprese velkého mnozstvi exopolysacharidd chranicich
dozravajici biofilm a zvy3ujicich rezistenci vici biocid-
nim ¢inidldm?#191 U zralych biofilm& mizeme navic
pozorovat komplexni strukturalni architekturu. Konfo-
kalnim skenovacim laserovym mikroskopem bylo dosa-
Zeno vizudlni reprezentace této architektury napfiklad
u biofilmd Pseudomonas aeruginosa. Vlyvinuty biofilm
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tohoto mikroorganismu se pifi kultivaci v proudéni skla-
da z hiibovitych bakterialnich makrokolonii zasazenych
v extracelulédrni polysacharidové matrix protkané siti
kanalkti umoznujicich distribuci zivin a signalnich mo-
lekul™. Mnoho védeckych skupin studovalo podminky,
kterych musi byt dosazeno, aby doslo k vytvofeni biofil-
mu. V pfipadé relativné velkého mnozstvi mikroorga-
nismd (v¢etné mnoha lidskych patogen() bylo zjisténo,
Ze nutnou podminkou pro vytvoieni a zrani biofilmu je
fungujici mezibunééna komunikace - tzv. quorum sen-
sing®™. Tento fenomén by se dal popsat jako kolektivni
rozhodovani kolonii podminéné tvorbou a detekci sig-
nalnich molekul, autoinduktord, a jeho vliv se d& pozo-
rovat v rliznych fazich vyvoje biofilmu.

Quorum sensing

Regulace prvni faze vyvoje biofilmu, tedy pfichyta-
vani planktonickych bunék na povrch, prostiednictvim
quorum sensing, bylo pozorovano napfiklad u Sta-
phylococcus aureus, Helicobacter pylori a Salmonella
enterica'*'>'s. Autoinduktory je fizeno také zrani biofil-
mu, pii némz je zvySovana komplexita jeho architek-
tury. Quorum sensing totiz ovliviiuje expresi faktord
ovliviiuyjicich strukturu biofilmu - motilitu, produkci
extracelularnich polymert nebo napfiklad produkci
rhamnolipid primarné pozorovanou u zastupcl rodu
Pseudomonas''®, Tento zpUsob fizeni zrani biofil-
mu byl pozorovan u mikroorganismt jako je Serratia
liquefaciens, Burkholderia cepacia, Aeromonas hyd-
rophila ¢&i Streptococcus mutans®?222324_ Dalsi dile-
zitou soucasti koloniza¢niho procesu mikroorganism
je schopnost bunék opoustét zraly biofilm a osidlovat
nové povrchy, jakmile za¢ne byt na misté pdvodniho
biofilmu patrny nedostatek Zivin?>?5. | v tomto pfipadé
byla u mnohych mikroorganism@ prokazana regulace
pomoci kolektivniho rozhodovani na zékladé detekce
komunika¢nich molekul. Z téchto uvedeme napfiklad
Rhodobacter sphareoides, Yersinia pseudotuberculosis
¢i Xanthomonas campestris?’262%%°, Zjednodusené ma-
Zeme fici, Ze mezi bakteriemi existuji dva hlavni typy
bakterialnich quorum sensing systémi — gramnegativ-
ni bakterie vyuzivaji k mezibuné¢né komunikaci typicky
homoserinové laktony, kdezto grampozitivni bakterie
disponuji peptidovymi systémy?'. Kvasinky k mezibu-
né¢né komunikaci vyuzivaji primarné aromatické alko-
holy. Napfiklad u C. albicans byly konkrétné identifiko-
vany dva hlavni autoinduktory jako farnesol a tyrosol*2.

Potlaceni systému regulace quorum
sensing

Potlaceni systému quorum sensing mze byt u mi-
kroorganism vyuZivajicich quorum sensing k regulaci
virulentnich faktor( vyuzito namisto klasickych antimik-
robilnich latek, jejichz neuvazené uZivani nas dovedlo
az ke vzniku rezistence bakterii na dané léky. Blokace
signald quorum sensing vyvolava u patogend vyuzivaji-
cich mezibunéénou komunikaci ke koordinaci virulen-
ce jeji snizeni*?, jelikoz tyto quorum sensing inhibitory
dokazi inhibovat produkci respektive zplsobovat de-
gradaci signalnich molekul®*. Konkuren¢ni antagonisté
komunika¢nich molekul naproti tomu nemaji vlastni

signalni aktivitu, ale vazou se na stejny receptor jako
nativni agonisté. Pfikladem mohou byt fenylethylami-
dy (metabolity moiské grampozitivni bakterie Haloba-
cillus salinus) podobné svou strukturou molekulam
N-acyl-homoserinovych laktoni (vyznamna skupina
komunika¢nich molekul u gramnegativnich bakterif)*.
Zéjem o aplikaci pfirodnich latek disponujicich anti-
biofilmovou aktivitou v poslednich letech stale narls-
ta*. Velice zajimavymi latkami z hlediska interference
se systémem quorum sensing a biologické aktivity se
jevi byt cinnamaldehyd a N-acetylcystein.

Antibiofilmova aktivita cinnamaldehydu

Cinnamaldehyd je slozkou esencialniho oleje obsa-
Zeného v kafe skoficovniku. Jedna se o fenylpropanoid
s vysokou biologickou aktivitou®. Je znam jeho inhi-
bi¢ni ucinek na cilovy protein LuxR u Vibrio harveyi
a také schopnost ovlivnit produkci exopolysacharidd
(EPS), a tim potlacit tvorbu biofilmu®. Obecné vykazal
cinnamaldehyd v dosavadnich studiich 3Siroké spekt-
rum antibakterialni aktivity. Ve studii Hammera a Heel
(2012)%" byla prokazana zména vlastnosti membrany
snizenim polarity a zvySenim propustnosti membrany
u S. aureus, Staphylococcus epidermidis a Enterococ-
cus faecalis po expozici cinnamaldehydem v koncen-
traci mnohonéasobné prevysujici minimalni inhibi¢ni
koncentraci. Co se tyte prestupu cinnamaldehydu
do intracelularniho prostoru, byla tymem Helander
a kol. (1998)* postulovana premisa, ze pronika do
bunék pravdépodobné prostiednictvim porinovych
protein( prochazejich vnéjsi membréanou. Dalsi studie
také naznacuji, ze cinnamaldehyd inhibuje ATPasovou
aktivitu membrany>°.

Jia a kol. (2011)% sledovali Gcinek cinnamaldehydu
na klinicky izolat MRSA (methilicin-rezistentni S. au-
reus) a jeho tvorbu biofilmu — tyto kmeny izolované
z klinického prostiedi maji totiz vyssi pravdépodobnost
tvofit biofilm na dlouhodobé zavedenych l|ékafskych
implantatech. Ve studii byla prokédzéna mala citlivost
klinickych kment na cinnamaldehyd. Studie Pires a kol.
(2011)* dale demonstruje ucinek cinnamaldehydu na
biofilm kvasinky Candida parapsilosis. Esencialni olej
Cinnamonum zeylanicum obsahujici 54 % cinnamal-
dehydu inhiboval metabolickou aktivitu bunék biofilmu
C. parapsilosis jiz pfi nizké koncentraci — 250 pl/ml.
Tato skute¢nost mize spocivat v hydrofobité tékavych
komponent skoficového oleje. Ty umoziiuji vstup cinna-
maldehydu do lipidové dvojvrstvy buné¢né membrany,
jeji naruseni, a tim zvy3eni jeji propustnosti pro protony.
Ztrata dulezitych iontd nakonec vede k buné¢né smr-
ti“l. Dalsi mechanismus, kterym muzZe cinnamaldehyd
ovliviiovat mikrobialni kultury, je inhibice quorum sen-
sing. Bylo zjisténo, ze cinnamaldehyd jiz pfi koncentraci
100 pl/l vyznamné snizoval komunikaci prostfednictvim
3-hydroxy-C4-HSL i 3-oxo-C6-HSL autoinduktor(i prav-
dépodobné branénim navazani téchto komunikacnich
molekul na receptory. Déle bylo zjisténo, Ze stejna kon-
centrace cinnamaldehydu vyznamné snizovala i ko-
munikaci za poutziti dalsiho zndmého autoinduktord —
Al-2. V tomto pfipadé je ocekavanym mechanismem
inhibice ovliviiovani biosyntézy daného autoinduk-
toru*z,
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Obr. 1: Chemicka struktura cinnamaldehydu.

Antibiofilmova aktivita N-acetylcysteinu

N-acetylcystein, z chemického hlediska thiol, je an-
tioxida¢nim a mukolytickym ¢inidlem*. Jedna se o pfi-
rodni latku, ktera acinné inhibuje rdst mikroorganisma
a redukuje biofilmova seskupeni lékaisky vyznamnych
grampozitivnich i gramnegativnich bakterii, mezi néz
patii napfiklad P aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
S. epidermidis, S. aureus a Escherichia coli**. N-acetyl-
cystein je schopen zvysit terapeutickou aktivitu nékte-
rych klasickych antimikrobialnich latek (pf. ciprofloxa-
cin, tigecyklin) proti tvorbé bakteridlnich biofilma*.

Ve studii Samantha a kol. (2012)* byly demonstro-
vany antibakterialni Gc¢inky a vliv N-acetylcysteinu na
eradikaci biofilmu E. faecalis. N-acetylcystein ma také
schopnost inhibovat adhezi grampozitivnich bakterii
jiz pfi koncentracich 3-7 mg/1*. Dosavadni studie pfi-
suzuji antibiofilmovou aktivitu N-acetylcysteinu mnoha
faktor@m. Soucasti mechanismu G¢inku N-acetylcys-
teinu je pravdépodobné disulfidicka vazba jeho -SH
skupiny na bakteridlni protein. Tato skute¢nost vede
k nevratnému poskozeni bakterialnich protein(, kte-
ré jsou nezbytné pro rlst a metabolismus bakterii‘.
N-acetylcystein ma schopnost narusit biofilm pravdé-
podobné i skrze svidj U¢inek na produkci EPS¥. Bylo
takeé zjisténo, Ze N-acetylcystein snizuje tvorbu komuni-
kacnich molekul u Pseudomonas aeruginosa. Nejvétsi
inhibi¢ni aktivitu v tomto pfipadé vykazoval liposomalni
N-acetylcystein*®. Navrhovany mechanismus G¢inku
N-acetylcysteinu je v tomto pfipadé odvisly od premi-
sy, ze za aktivaci quorum sensing systému jsou z vel-
ké casti odpovédné reaktivni kyslikové castice (ROS).
N-acetylcystein jakoZzto Gc¢inny antioxidant blokuje akti-
vaci QS systému skrze potlaceni aktivity peroxidu vodi-
ku a transkripéniho regulatoru pro LasR®. Volny i lipo-
somalni N-acetylcystein pak vyznamné snizoval tvorbu
elastasy — jednoho z hlavnich virulentnich faktort toho-
to mikroorganismu*.
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Existuji také studie zabyvajici se vlivem N-acetyl-
cysteinu na tvorbu biofilmu kvasinek. Ve studii EI-Baky
(2014)* byl sledovéan ucinek N-acetylcysteinu na kva-
sinku Candida albicans. N-acetylcystein zde v kombi-
naci s ketokonazolem projevil vyssi inhibi¢ni ucinek jak
pfi sledovani vlivu na adhezi, tak na zraly biofilm C. albi-
cans. Studie poukazuje na moznost N-acetylcysteinu
inhibovat rist C. albicans, dimorfismus, jenz hraje
duleZitou roli pfi zrani biofilmu, a zménit strukturu jiz
vytvofenych biofilm@. Synergické ucinky N-acetyl-
cysteinu a vybranych antibiotik na biofilm C. albicans
byly publikovany ve studii Venkatesh a kol. (2009)%
Slo zde o plisobeni N-acetylcysteinu v kombinaci
s flukonazolem a amfotericinem B. V pfipadé pouziti
N-acetylcysteinu a ketokonazolu (samostatné ¢i v kom-
binaci) doslo k tvorbé snadno odstranitelnych biofilmu
z dlivodu neschopnosti C. albicans tvofit hyfy>2. Viybor-
nd antibiofilmova aktivita (schopnost narusit pfedem
vytvofené biofilmy) a rovnéz antimykotické vlastnosti
(zplsobené caste¢né inhibici dimorfismu) N-acetyl-
cysteinu mohou byt s vyhodou vyuzivany k zabrané-
ni tvorby biofilmu na povrsich zdravotnického nécini
(pt. katétra)>'.
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Obr. 2: Chemicka struktura N-acetylcysteinu.

Zaver

VySe zminéné piirodni latky, cinnamaldehyd a N-ace-
tylcystein, disponuji zna¢nou antibiofilmovou aktivitou.
Jejich aplikace mlze byt klicova pro lé¢bu perzistent-
nich biofilmovych infekci a maji potencial byt jednémi
z novych latek predstavujicich feSeni problémi rezis-
tence biofilmd vici antibiotikim.
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Souhrn

Lokocova K., Michailidu J.: Antibiofilmova aktivita cinnamaldehydu a N-acetylcysteinu

Biofilmy oportunné patogennich mikroorganismd piedstavuji zdroj ¢etnych obtizné lé¢itelnych onemocnéni. Studium pfirodnich biolo-
gicky aktivnich latek a jejich vlivu na tvorbu a stabilitu biofilmd hraje vyznamnou roli v sou¢asném vyzkumu. Pfirodni produkty extrahova-
né z nes¢etného mnozstvi rostlin pfedstavuji potencialni zdroj novych antimikrobiélnich a antibiofilmovych ¢inidel. Ze zminéné kategorie
latek prace predklada cinnamaldehyd a N-acetylcystein.

Klicova slova: biofilm, antibiofilmova aktivita, cinnamaldehyd, N-cetylcystein

Summary

Lokocova K., Michailidu J.: Anti-biofilm activity of cinnamaldehyde and N-acetylcysteine

The biofilms of opportunistic pathogens are a source of numerous difficult-to-treat infections. Exploration of natural biologically active
compounds and their influence on the formation and stability of biofilms plays an important role in current research. Natural compounds
isolated from plants can be viewed as a potential source of new anti-microbial and anti-biofilm agents. From this category, cinnamalde-
hyde and N-acetylcysteine are presented.

Keywords: biofilm, anti-biofilm activity, cinnamaldehyde, N-acetylcysteine
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Uvod

V dobé nardstajicich komplikaci v ddsledku vzniku
a narGstu bakteridlnich rezistenci je stale vétsi pozornost
soustiedovana na nové postupy namifené proti mikro-
bidlnim infekcim a dalSim problém(m zapfic¢inénych
mikro- organismy. Ovliviiovani mezibuné¢né komuni-
kace (jinak také quorum sensing), tedy jakasi moleku-
larni informacni vélka, se v soucasnosti jevi jako velmi
perspektivni smér dalsiho badani. Bylo totiz zjiSténo,
ze mezibunéc¢nou komunikaci jsou regulovany mimo
jiné i geny pro virulentni faktory vétsSiny patogennich
mikroorganism'23#. Ovlivnénim produkce, ¢i detekce
komunika¢nich molekul je teoreticky mozné dosahnout
zabranéni exprese virulentnich faktori, mezi néz pat-
fi napfiklad tvorba extracelularnich lytickych enzymd,
tvorba a zrani biofilmu, &i tvorba toxind.

Quorum sensing

Quorum sensing byl poprvé objeven a popsén jiz
pied vice nez 40 lety u dvou svétélkujicich moiskych
bakterialnich druhl — Vibrio fischeri a Vibrio harveyi®.
Zpocatku bylo predpokladano, ze je takovato mezibu-
nécna komunikace u mikroorganismd spise anomalii.
Nasledujici vyzkumy vsak ukézaly, ze rGizné zplsoby
mezibuné¢né komunikace vyuziva pravdépodobné vét-
Sina mikroorganism.

Vsechny bakterie vyuzZivajici quorum sensing systémy
produkuji a vyluéuji signalni molekuly, jenz se nazyva-
ji autoinduktory (Al) — zvySovani jejich koncentrace je
funkci bunéc¢né denzity. Jakmile je akumulaci téchto
molekul v rdstovém médiu dosazeno mezni stimula¢-
ni koncentrace, dochéazi ke zméné genové exprese’.
Touto regulaci dochazi ke kolektivni koordinaci déjd,
jako jsou tvorba surfaktantl, sporulace, horizontalni
pfenos genetické informace, ¢i produkce antibiotik®.
Z dalsich vyzkum jsme se dozvédéli také to, ze bakte-
rie ke kolektivnimu rozhodovéani tohoto typu vyuzivaji
Siroké spektrum rdznych komunikaénich molekul inte-
grovanych v ramci komplexnich hierarchickych regula¢-
nich struktur®.

Quorum sensing grampozitivnich bakterii

Grampozitivni a gramnegativni bakterie pouzivaji
rizné typy komunikacnich systémd — gramnegativni
bakterie vétSinou vyuzivaji sekrece a detekce N-acyl-
-homoserinovych laktont (AHL), kdezto grampozitivni
bakterie komunikuji prostfednictvim oligopeptidt (AIP
— autoinducer peptide)®. V tomto ¢lanku bude pied-
stavena architektura quorum sensing systém@ gram-
pozitivnich bakterii a blize také struktura mezibunécné
komunikace zastupct tfi hlavnich potencialné patogen-
nich grampozitivnich rod: Streptococcus, Staphylococ-
cus a Bacillus.

Grampozitivni bakterie v zavislosti na rostouci buné¢-
né denzité prostiednictvim mezibuné¢né komunikace
reguluji Siroké spektrum procest - vyuZivaji k tomu, jak

uz bylo fe¢eno, peptidy, jenz jsou po vytvofeni posttran-
sla¢né modifikovany a nasledné vylu¢ovény prostied-
nictvim ATP-vaznych transportérd (ABC — ATP-binding
cassette). Jakmile je v médiu dosazeno dostate¢né
bunééné denzity a je piekroc¢ena dana hrani¢ni kon-
centrace autoinduktord, navazi se tyto malé peptido-
vé molekuly na odpovidajici membranovy histidin ki-
nasovy receptor, slozeny ze dvou casti, jenz se fosfo-
ryluje a prenasi fosfat dale na intracelularni regulator
odpovédi. Takto fosforylovany regulator odpovédi
nasledné aktivuje transkripci gend v quorum sensing
regulonu®™.

U nékterych grampozitivnich bakterii je mozno po-
zorovat i mirné pozménény systém, v némzZ docha-
zi k prichodu autoindukénich peptidd dovniti buriky,
kde pfimo interaguiji s transkrip&nimi faktory, a ovliviiuji
tak jejich aktivitu. Timto zplsobem je opét ovlivnéna
genova exprese (Obr. 1) 3.

Histidin
kinaza

B ProAP — > AP

Ar Modifikace 4'

i) v

Pro-AlP AP

0 v

Al ) Receplor- [EERGEON
syntaza — regulon

Obr. 1: Quorum sensing systémy grampozitivnich bak-
terii. Autoinduk¢ni peptidy (AIP) mohou byt soucasti
dvoukomponentové signalni soustavy (A), ¢i se pfimo vazat
na transkrip¢ni faktory uvniti bunky (B).

Streptococcus

Zastupci rodu Streptococcus jsou zodpovédni
za velkou fadu lidskych infekci. Néktefi z nich existu-
ji jako soucast pfirozeného mikrobiomu a Géastni se
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oportunnich infekci, jini zase patfi k exogennim pato-
genlm zpUsobujicim jak lehka onemocnéni dychaciho
traktu, tak zivot ohroZujici nemoci jako je napfiklad za-
pal plic, septicky Sok, ¢i nekrotizujici fasciitida. Vyzkumy
potvrdily, Ze u mnoha druh@ streptokokd se vyvinuly
podobné peptidové quorum sensing systémy, jenz jim
pomahaji piezit proménlivé podminky v ramci hostitel-
ského organismu™.

Quorum sensing systém uzivany zastupci rodu Strep-
tococcus zde bude znazornén na zastupci, u néjz byla
poprvé popsana geneticka transformace podminéna
mezibuné¢nou komunikaci — Streptococcus pneumo-
niage™. K uspésnému piedani genetické informace je
totiz nutné u recipientni bakterie navodit stav kompe-
tence — proces regulovany systémem quorum sensing®.

Peptidova signalni molekula, jejiz dostate¢nd kon-
centrace je u S. pneumoniae vyzadovana pro navoze-
ni kompetentniho stavu je nazyvana CSP (competen-
ce stimulating peptide). CSP je 17-aminokyselinovy
peptid, jenz je produkovén z 41-aminokyselinového
prekursoru, nazvaného ComC"'">. ComAB ABC trans-
portér nasledné vyluc¢uje CSP ven z buriky'®'. Detek-
ce akumulovaného CSP je zprostiedkovdna pomoci
ComD sensorové kinasy®™. Vysokd koncentrace CSP
v prostiedi indukuje autofosforylaci ComD a nasledny
presun fosfatové skupiny na regulator odpovédi ComE.
ComE-P dale aktivuje transkripci genu comX. ComX je
alternativou k bakterialnimu o faktoru, jenz je potiebny
pro transkripci strukturnich gend zapojenych do déja
vedoucich k nastoleni stavu kompetence®.

Staphylococcus

Staphylococcus auerus a Staphylococcus epidermi-
dis jsou grampozitivni koky, jenz jsou za normalnich
okolnosti soucésti mikrobiomu klze. Kolonizace lid-
ského téla témito mikroorganismy s sebou vétsinou
nenese negativni jevy. Nicméné napfiklad pfi naruseni
epitelialni bariéry méze rychle dojit k rozvinuti vazné-
ho onemocnéni?. Invazivni patogen S.auerus miuze
zplsobovat kozni infekce, syndrom toxického Soku,
¢i otravy z jidla. Velka ¢ast dulezitych faktord virulence
tohoto lidského patogenu je regulovana opét peptido-
vym quorum sensing systémem (napf. tvorba exopro-
teas, enterotoxin( ¢i tvorba a zrani biofilmu).

V tomto systému reguluje patogenicitu zavislou
na bunécné denzité molekula RNA, pojmenovana
RNAIIZ. Operon agrBDCA obsahuje informace pro
strukturu komponent peptidového quorum sensing
systému, jenZ se parcialné podili na regulovani hladi-
ny RNAIII?22324, Lokus agrBDCA sousedi s oblasti, jenz
kdéduje zminovany RNAIII transkript?. Gen agrD kéduje
strukturu 46-aminokyselinového prekurzorového pep-
tidu AgrD, ktery je nasledné modifikovan na vysledny
oktapeptid pomoci mechanismu, jehoz pribéh zavisi
na pfitomnosti AgrB'*?¢. Modifikovany peptidovy auto-
induktor S. aureus obsahuje thiolaktonovy kruh, jenz
je nutny pro jeho signalni aktivitu?”. AgrC zde plni roli
sensorové kinasy a AgrA je pfislusny reguldtor od-
povédi?*?8. Fosforylaci reguldtoru odpovédi dochazi
ke zvySeni koncentrace RNAIII, ktera pUsobi jako efek-
tor v kontextu aktivace exprese Siroké Skaly vylu¢ova-
nych virulentnich faktord®.

Bacillus

Bacillus subtilis je pidnim organismem vyuzivajicim
komplexni quorum sensing systém mimo jiné k rozho-
dovéni o pfechodu do kompetentniho stavu ¢i o za-
poceti procesu sporulace. Kompetence je na rozdil
od ostatnich rodt (napf. S. pneumoniae) dosahovéano
vétdinou az ve fazi zpomaleného ristu. Jelikoz v této
fazi jiz narGsta podil lyze bunék stejné kolonie, predpo-
klada se, ze si timto specifickym nacasovanim nastupu
kompetence rod Bacillus zarucuje pfijem velmi pfi-
buzné nahradni DNA. Proces sporulace je u B. subtillis
spustén, jakmile se podminky prostfedi rapidné zhor-
8i, ¢i je rst bakterie limitovan nékterou ze zakladnich
Zivin?,

Regulaci kompetence a sporulace zprostiedkovava-
ji systtmem quorum sensing dva peptidy, pojmeno-
vané ComX a CSF (kompetencni a sporulacni faktor).
ComX je 10-aminokyselinovy peptid, jenz obsahuje
hydrofobni modifikace na tryptofanovém zbytku - jed-
na se o strukturu dilezitou pro jeho signalni aktivitu.
Modifikovany ComX je odvozen od 55-aminokyselino-
vého prekurzoru, jenz je zakddovan v genu comX303'32,
K detekci akumulovaného ComX dochazi prostiednic-
tvim dvoukomponentové sensorové kinasy/regulatoru
odpovédi ComP/ComA3°32, Autofosforylovany ComA-P
aktivuje expresi genu comS, a ComS nasledné inhibuje
proteolytickou degradaci ComK proteinu (transkrip¢ni
aktivator kontrolujici expresi strukturnich gend nutnych
pro vyvoj kompetence)333435,

Druhym zGéastnénym peptidem je pentapeptid CSF,
jenZ je produkovan odstépenim 5-aminokyselinové-
ho zbytku z prekursorového peptidu PhrC*'. CSF je na
rozdil od ComX importovéan do buriky pomoci oligo-
peptidového ABC-transportéru Opp*'23¢, Bylo zjisténo,
Ze nizké intracelularni koncentrace CSF vedou k pieva-
ze kompetence, kdezto vysoké koncentrace CSF kom-
petenci inhibuji a naopak indukuji sporulaci. Vysoké
koncentrace CSF také inhibuji expresi genu comS, coz
vyustuje ve zvySenou proteolyzu ComK, proteinu dile-
zitého pro navozeni stavu kompetence®'’.

Quorum quenching

Hlavni roli quorum sensing se jevi byt globalni
kontrola nad fyziologii bakteridlnich populaci. Schop-
nost narusovani mezibuné¢né komunikace mezi bakte-
riemi, tzv. quorum quenching, mizZe byt silnou evolu¢ni
vyhodou mezi kompetujicimi druhy, ¢i kmeny (napf. S.
aureus), ale také velmi zajimavym pfedmétem védec-
kého badani.

Napfiklad u bakterie S. aureus mlzeme sledovat Ctyfi
skupiny zastupct, pro kazdou z nich je typickd urdita
modifikace thiolaktonového kruhu v komunika¢ni mo-
lekule. Peptidové autoinduktory jedné skupiny vsak
inhibuji quorum sensing v3ech tfi ostatnich skupin. Mno-
ho druht rodu Bacillus vylu¢uje enzym AiiA, jenZ nespe-
cificky stépi laktonové kruhy N-acyl-homoserinovych
laktonl pouzivanych gramnegativnimi bakteriemi, ¢imz
je zbavuje jejich funkce. AiiA vykazuje velmi Sirokou
Skalu Gcinnosti”.

Quorum quenching molekuly se pravem staly stie-
dem z4jmu mnoha vyzkumnych skupin, jelikoz skytaji
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mnoha uplatnéni a mohly by nabidnout feSeni jednoho
z palcivych probléma soucasné spole¢nosti. Napfiklad
ve studiich Mayville a kol. (1999) a Lyon a kol. (2000)
byly identifikovéany klicové strukturalni znaky molekul
podilejicich se na antagonismu i aktivaci quorum sen-
sing systému bakterie S. aureus, a byla tak navrzena
struktura globalniho inhibitoru jeji virulence? . Jiz
od objeveni prvniho z quorum quenching enzymt
kédovaného genem aiiA (Dong et al. 2000), byly AHL-
-laktonasy a AHL-acylasy ¢asto pouzivany pfi studiu role
N-acyl-homoserinovych lakton(*. Quorum quenching
enzymy, spole¢né s mensimi pfirodnimi quorum sen-
sing inhibitory a také syntetickymi derivaty jsou v sou-
¢asnosti zkoumany jako nova antimikrobialni cinidla
— napiiklad u transgennich brambor s exprimovanym
genem pro AiiA byla pozorovéna rezistence vici bakte-
ridlnimu patogenu Erwinia carotovora — bakterie neby-
la schopna exprimovat geny virulence v nepiitomnosti
dostatku signalnich molekul v prostiedi*®#.
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Souhrn

Michailidu J., Paldrychova M.: Quorum sensing grampozitivnich bakterii

Lidstvo se v soucasnosti potyka s dlsledky neuvazeného uZivani antibiotik — stéle rozsifenéjsi rezistence patogennich bakterialnich dru-
hi nuti védce poohlizet se po jinych metodéach zamezeni infekci ¢i kolonizaci povrchli témito nevitanymi hosty. Objeveni mezibunééné
komunikace mikroorganismd a souvislosti quorum sensing s expresi virulentnich faktord danych mikroorganismd bylo v tomto sméru
rozhodné vitanou udalosti. Pro spravné vyuZiti quorum sensing systému ke koncepénimu boji proti mikroorganismim je ale nejdfive
potieba mechanismy téchto systémi ovliviiujicich expresi gentl i mechanismy jejich ovlivilovéni podrobnéji popsat a pochopit. Pfi ne-
uvazené aplikaci by zde totiz potencialné také mohly vzniknout problémy s rezistenci (obzvlasté u intracelularné pisobicich quorum
sensing inhibitord).

Klicova slova: quorum sensing, grampozitivni bakterie, quorum quenching

Summary

Michailidu J., Paldrychova M.: Quorum sensing in gram-positive bacteria

Humanity is currently battling the consequences of its own careless behaviour regarding antibiotics — growing resistance of pathogenic
bacterial species is pushing scientists to search for novel methods to fight infections and to repress colonisation of surfaces by these
unwanted guests. The discovery of bacterial intercellular communication (quorum sensing) and its connection to expression of virulence
factors has definitely been a great leap forward in this regard. However there has to be great caution before we use these findings to
battle the microorganisms — we have to study these processes of altering gene expression to understand them. With uninformed appli-

cation, new problems with resistance could arise (especially with intracellular quorum quenching molecules).
Keywords: quorum sensing, gram positive bacteria, quorum quenching

FAKTORY VIRULENCE BAKTERIE Pseudomonas aeruginosa

Martina Paldrychova

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

Uvod

Chemicka komunikace mezi bakteriemi prostied-
nictvim systém® quorum sensing je Ustfednim prv-
kem jejich Zivota. Dovoluje jim rozpoznat, kdo jsou
jejich sousedé, at uz jsou jim pfibuzni nebo nepfi-
buzni, a spocitat je. Quorum sensing je zasadni pro
fadu bakteridlnich procesti a umoziiuje bakteriim
organizovat kolektivni chovani'. Mimo proces adheze
bunék ¢i produkce surfaktantd hraje klicovou roli bé-
hem fizeni exprese genl kodujicich faktory virulence.
Bakterie Pseudomonas aeruginosa disponuje celym
arzenalem téchto faktorl. Predpoklada se, ze pravé
pochopeni mechanismi vedoucich k jejich syntéze
muze byt klicem k nalezeni novych terapeutik apli-
kovatelnych pro prevenci a lécbu bakteridlnich infek-
ci2. Tento ¢lanek poskytne piehled faktori virulence
P. aeruginosa, jejichz syntéza je fizena prostfednictvim
vysoce organizovanych a vzajemné propojenych QS
systém.

QS systémy P. aeruginosa

Bakterie schopné mezibuné¢né komunikace zpra-
vidla pfi vysoké optické densité produkuji a uvolnuji
do okolniho prostiedi malé signalni molekuly. Akumu-
lace signalnich molekul vede k jejich interakci s pfislus-
nymi receptory a nasledné indukci transkripce gend
kddujicich faktory virulence?. P aeruginosa vyuziva
hustou sit receptorll a regulatord transkripce patficich
do ¢tyt QS systéma (las, rhl, pgs a igs)>2.

Systémy jsou hierarchicky uspofadany, pficemz
las systém stoji na vrcholu kaskady*>. Receptor LasR
povazbésignalnimolekuly (3-oxo-C12-homoserinového
laktonu) aktivuje nejen transkripci cilovych gent ko-
dujicich faktory virulence (elastasa, alkalicka proteasa
a exotoxin A)®, ale také transkripci genu kodujiciho Lasl
syntasu, coz vede k autoindukci®. Pfitomnost moleku-
ly 3-oxo-C12-HSL je vyzadovana také pro diferenciaci

bunék tvoficich biofilm — spole¢enstvi mikroorganisma
obalené extracelularni polymerni matrix, nevratné pfi-
chycené k povrchu®. ZvySena produkce syntasy Lasl
potiebné k produkci této komunika¢ni molekuly byva
zaznamenana zejména béhem iniciacni faze tvorby
biofilmu?. Dale jsou komplexem LasR-3-oxo-C12-HSL
aktivovany rhl a pgs QS systémy>.

Rhl QS systém pracuje obdobné jako /as systém, po-
kud je na receptor navazana signalni molekula (v tom-
to pfipadé C4-HSL), dojde k aktivaci Rhll a k vytvofeni
autoindukéni smycky'. Tento systém fidi zejména pro-
dukci rhamnolipidu®. C4-HSL dependentni QS systém
je velmi dulezity béhem tvorby anaerobni zény biofil-
mu, kterd je pozorovana u pacientl s cystickou fibré-
zou’. Receptor RhIR inhibuje expresi receptoru pgsR.
Naopak komplex PqsR-PQS je zpétné spoustén, aby
aktivoval receptor RhIR, ktery tyto tfi QS systémy spoju-
je. Tato smycka je navrzena tak, aby byl zajistén spravny
pomér autoinduktord 3-oxo-C12-HSL k C4-HSL, ktery
vede k aktivaci pgs'.

Pgs QS systém poprvé popsal Pesci se svymi spolu-
pracovniky v roce 1999'. Signalni molekula 2-heptyl-3-
hydroxy-chinolon (Pseudomonas chinolon signal, PQS)
se po navazani na receptor PgsR podili na sekreci exo-
toxinu pyocyaninu nebo biosyntéze lektinu®.

V roce 2013 byl u bakterie P aeruginosa objeven
¢tvrty QS systém. Struktura jeho signalni molekuly byla
popsédna jako 2-(2-hydroxyfenyl)-thiazol-4-karbalde-
hyd (1QS). Produkce 1QS je za normalnich kultiva¢nich
podminek fizena prostfednictvim /as QS systému. Mlze
byt, ale také aktivovana stresem (napf. limitace fosfaty
je v pribéhu infekce pomérné ¢astym jevem). Klinické
izolaty velice ¢asto obsahuji mutace v centralnim /as QS
systému. Bylo prokézéano, Ze igs QS systém je schopen
¢astecné prevzit jeho ulohu a exprese faktor( virulence
muize byt timto zplsobem zachovéna’. Toto je velice
dualezity poznatek, nebot stavajici strategie zaméfené
na potlaceni funkce centrélniho /as QS systému (aplika-
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ce QS inhibitor), za ic¢elem potlaceni virulence bakterii
P. aeruginosa, se mohou jevit jako neefektivni. Pfi vyvo-
ji u¢inngjsich anti-QS terapeutik by mél byt vyznam igs
QS systému bran v potaz2.

Tato kapitola pouze nastinila sloZitost propojeni Ctyf
doposud popsanych QS systém( P. aeruginosa, které
fidi expresi fady virulentnich faktor(. Nasledujici kapito-
ly se zaméfi na popis téchto faktord a jejich vyznam pro
prabéh infekci zplGsobenych P. aeruginosa.

Elastasa

Proteasy, mezi néz patii také LasB a LasA elastasa,
hraji hlavni roli béhem akutni infekce P aeruginosa.
Schopnost stépit elastin, ktery je hlavni soucasti plicni
tkané, vede k jejimu poskozeni a plicnimu krvaceni".
LasB elastasa degraduje nejen elastin, ale také fibrin
a kolagen. Déle je schopna deaktivovat imunoglobuliny
G a A a latky podilejici se na obrané dychaciho Ustro-
ji viici proteasam. LasB elastasa tedy nejen nici tkané
obsahujici elastin, ale také zasahuje do obrannych
mechanismi hostitele?. Pseudomonas aeruginosa
produkuje v reakci na nedostatek Zeleza siderofory
pyoverdin a pyochelin. Zisk Zeleza je poté zajistén
produkci elastasy, ktera proteolyticky degraduje trans-
ferrin®.

Alkalickd proteasa

Alkalické proteasa patfi do skupiny serralysin(i — fak-
torG virulence velice hojné rozsifenych mezi gram-
-negativnimi bakteriemi v¢etné rodd Serratia a Erwinia.
Tato proteasa je schopna degradace komplementar-
niho proteinu C3 podporujiciho fagocytézu a lokalni
zanétlivé reakce™. Dale degraduje interferon y, cy-
tokin, ktery ma zasadni vyznam pro imunitu vici bak-
teridlnim infekcim, a jednu z klicovych mikrobiélnich
rozpoznavacich molekul — monomerni flagellin, ¢imz
sniZuje aktivaci Toll-like receptor(™.

Exotoxin A

Exotoxin A patii stejné jako diftericky toxin, cholera
toxin, pertusis toxin a toxiny produkované rodem Clost-
ridium, do skupiny bakteridlnich ADP-ribosyltransferas.
Jedna se o nejtoxictéjsi protein produkovany P. aerugi-
nosa'. Cilovym mistem exotoxinu A je elongacni faktor
2, jehoz inhibice vede k naruseni biosyntézy proteind
a smrti bunék hostitelského mikroorganismu'". Exo-
toxin A ma taktéz imunosupresivni Gcinky™.

Rhamnolipid

Rhamnolipid, biosurfaktant, glykolipid obsahuijici
rhamnosu (Obr. 1), solubilizuje fosfolipidy obsazené
v plicni tkani, ktera je takto pfistupna Stépeni fosfolipa-
sou C®. Také se vyznamnou mérou podili na architektu-
fe biofilmu P aeruginosa’. Podrobna mikroskopicka
analyza ukasala, Ze biofilmy P. aeruginosa jsou ote-
viené, vysoce hydratované struktury slozené z bunék
zabudovanych do extracelularni matrice s obsahem
vysokého mnoiZstvi kanalkli umoziiujicich tok teku-
tin uvniti biofilmu. Tvorba charakteristickych biofilmu
P. aeruginoisa, véetné kanalkd je regulovanym proce-
sem. Indukovana syntéza rhamnolipidi béhem poz-
déjsi faze vyvoje biofilmu predstavuje mechanismus,
pfi kterém bakterie vyuZivaji komunikaci k aktivnimu
udrzovani téchto kanalkd.
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Obr. 1: Struktura monorhamnolipidu (nahofe) a dirham-
nolipidu (dole) produkovanych P aeruginosa®

Pyocyanin

Modry pigment s fenazinovou strukturou (Obr. 2) -
pyocyanin (PCN) disponuje redox aktivitou diky kte-
ré se podili na produkci reaktivnich kyslikovych castic
(ROS). Takto produkované ROS ¢astice jsou schopny
inhibovat aktivitu katalasy a vycerpavat zéasoby antioxi-
dantu glutathionu. Nadmérna a neustala produkce ROS
vede k inhibici antioxida¢nich mechanism{ organismu
a poskozeni tkani. Pyocyanin déle podporuje produkci
superoxid@, paralyzuje cévy dychacich cest a inhibuje
tvorbu oxidu dusnatého makrofagy a produkci pro-
stacyklinu?2. Pyocyanin disponuje také antibakterialni
a antifungalni aktivitou?.

-
P N N
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Obr. 2: Struktura pyocyaninu?*

Lektin

Lektiny predstavuji specifickou tfidu proteinti schop-
nych vazat sacharidy. P aeruginosa produkuje dva tyto
adheziny: LecA a LecB. Galaktofilni LecA ma cytotoxic-
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ké ucinky na bunky epitelu dychaciho systému. LecB
vykazuje vysokou specifitu pro L-fukosu, jeji derivaty
a D-manosu. ZvySena terminalni fukosylace glykopro-
teinl epitelu dychacich cest je typicka pro pacienty trpi-
ci cystickou fibrézou, tento jev se podili na chronickych
respiracnich onemocnénich zplsobovanych rodem
Pseudomonas. Lektiny zprostfedkované interakce bu-
nék urcuji schopnost P. aeruginosa adherovat k biotic-
kym i abiotickym povrchm a vyznamnou mérou tak
pfispivaji k tvorbé biofilmd. Infekce dychaciho Ustroji
vyvolané bakterii P aeruginosa mohou byt ispésné lé-
¢eny napi. aplikaci roztok( obsahujicich sacharidy spe-
cifické pro LecA a LecB?.

Zaver

Oportunné patogenni bakterie Pseudomonas aerugi-
nosa produkuje extracelularni lytické enzymy a sekun-
darni metabolity o nizké molekulové hmotnosti, z nichz
vétsinu oznacujeme jako faktory virulence, jejichz
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Paldrychova M.: Faktory virulence bakterie Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa vyuZiva hustou sit quorum sensing receptorll a regulatord patficich do ¢tyi QS systéma (las, rhl, pgs a igs), které fidi
produkci faktord virulence. Systémy jsou hierarchicky uspofadany, pficemz las QS systém stoji na vrcholu kaskady. Nicméné, vzhledem
k nedavnému zjisténi, ze funkce centrélniho /as QS systému muze byt v podminkach, které jsou typické pro infekci, pfevzata QS systé-
mem igs, je ziejmé, ze poutiti klasickych QS inhibitor cilicich na las QS systém muze byt neucinné. Méli bychom také mit na paméti,
Ze systémy QS vyZaduji dalsi vyzkum, aby bylo zcela jasné, jak jsou propojeny a jakym zpGsobem spole¢né fidi produkci faktord virulence.
Cilem ¢lanku bylo nastinit propojeni QS systém0 a popsat nejznaméjsi faktory virulence (elastasa, alkalicka proteasa, exotoxin A, rham-
nolipid, pyocyanin a lektin) — jejich pfinosy pro bakterii P aeruginosa a jejich tcinky na burky hostitele béhem infekce. V budoucnu ndm
vSechny tyto informace spole¢né pomohou zajistit vyvoj specificky G¢innych anti-OS terapeutik.

Klicova slova: Pseudomonas aeruginosa, quorum sensing, faktory virulence, elastasa, alkalicka proteasa, exotoxin A, rhamnolipid,
pyocyanin, lektin
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Summary

Paldrychova M.: Virulence factors of bacteria Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa, use a dense network of quorum sensing receptors and regulators, belong to the four quorum sensing systems (las, rhl,
pgs and igs), which control the virulence factors production. These systems are organized in a hierarchy with /as system at the top of the
cascade. However, due to recent discovery that functions of central las QS system could be overtaken by igs QS system in conditions that
closely mimics host infection, it becomes clear that the application of classical QS inhibitors targeting /as QS system may be ineffective.
We should also keep in mind, that there is a lot of unknown about the QS systems requiring further investigations to understand how
P. aeruginosa QS networks are connected and how it controls the production of virulence factors together. The aim of the article was
to outline the interconnection of QS systems and to describe the most well-known P aeruginosa virulence factors (elastase, alkaline
protease, exotoxin A, rhamnolipid, pyocyanin and lectin) — their benefits to P aeruginosa and their effects to host during the infection.
In the future, all this information together will help us ensure development of potent anti-OS therapeutics with specific mode of action.
Keywords: Pseudomonas aeruginosa, quorum sensing, virulence factors, elastase, alkaline protease,
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