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ÚVODEM

Vážení přátelé,

jak všichni víte, v  období 13. až 17.  června  proběh­
la úspěšně nejdůležitější událost naší společnosti 
v tomto roce – mezinárodní biotechnologické sympo­
sium Biotech 2017, spojené s  tradičním již 7. česko­
‑švýcarským symposiem, potvrzujícím dlouholetou 
česko‑švýcarskou spolupráci v  oblasti biotechnologií. 
Česko‑švýcarská spolupráce v chemii a biochemi však 
nezačala až po politických změnách organizací prvého 
česko‑švýcarského symposia na VŠCHT v  roce 1999,  
ale má mnohem hlubší kořeny. Velké zásluhy na rozví­
jení česko‑švýcarské spolupráce má jistě profesor Leo­
pold Růžička (ETH Zurich), v jehož laboratoři pracovalo 
na stážích mnoho českých chemiků z  nynější VŠCHT 
a současného ÚOCHB. Po něm převzal štafetu vzájem­
né spolupráce absolvent VŠCHT (student profesorů  
Votočka a  Lukeše) a  pozdější nositel Nobelovy ceny 
profesor Prelog, který vedl laboratoř po profesorovi  
Růžičkovi v  ETH Zurich. Věříme, že sedm společných 
akcí českých a  švýcarských chemiků a  biotechnologů 
je potvrzením permanentní spolupráce jak na na aka­
demickém, tak i industriálním poli a zárukou pokračo­
vání do budoucna. Pro další číslo Bioprospectu připra­
vujeme i projev Ulfa Grawundera (NBE therapeutics),  
prezidenta Swiss Biotech Association, který jsme pro 
pozdní doručení nemohli zařadit do tišněné formy 
Book of Abstract našeho symposia. Symposium si mů­
žete připomenout prohlédnutím fotogalerie na webové 
stránce www.biotech2017.cz. Mezi významné dozvuky 
této mezinárodní konference patří příprava zvláštního 
čísla prestižního biotechnologického časopisu Biotech­
nology Advances a zvláštního čísla Bioprospectu v ang­
lickém jazyce, které oba vyjdou začátkem příštího roku.

Mezi další velmi významné aktivity letošního roku 
patří mezinárodní symposium Green for Food IV 
(19.–22. 6. 2017), pořádané našimi kolegyněmi a ko­
legy v  Olomouci a  Českého centra EFB v  Olomouci. 
O těchto aktivitách se dočtete ve zvláštní zprávě publi­
kované v tomto čísle Bioprospectu.

6.  září uspořádala naše společnost ve spoluprá­
ci s FPBT VŠCHT v Praze seminář na téma aktuálního 
evropského projektu “Biometal Demonstration Plants 
for the Biological Rehabilitation of Metallized Industrial 
Wastewaters”. Znečištění vod těžkými kovy z  nejrůz­
nějších zdrojů je velmi závažný problém nejen v  celé 
Evropě, ale i jinde ve světě. EU tedy podporuje projekt 

zabývající se novými biotechnologiemi, umožňujícími 
čistit odpadní vody od těžkých kovů. V projektu byly na­
vrženy dvě technologie, a to pro čištění kontaminované 
vody po těžbě kovů a odpadní vody z továrny zabývající 
se pokovováním. Informaci o projektu přednesl profe­
sor Manuel Garcia Roig ze španělské univerzity v Sala­
mance.

Odborná skupina Kaly a  odpady pořádala v  Hradci 
Králové ve dnech 7. a  8.  9.  2017 seminář Anaerobie 
v ČR – od počátků po současnost, kde mimo jiné před­
nesli klíčové referáty prof.  Ing. Michal Dohányos, CSc. 
a  prof.  Ing.  Jana Zábranská,  CSc. Přítomní vyjádři­
li oběma hlavním řečníkům díky za jejich významný 
příspěvek do problematiky anaerobní biotechnologie 
v ochraně prostředí a popřáli jim k významným život­
ním jubileům. Seminář byl zakončen exkurzemi do ČOV 
Danisco Smiřice a ČOV Hradec Králové.

Všechny vědecké objevy mají vždy mnoho kořenů 
a je velmi obtížné zjistit, kdy k objevu skutečně došlo. 
Přesto se rádi vždy o  to pokoušíme. Tak např. nezná­
mějším lékem vůbec, který zná snad každý, je relativ­
ně jednoduchá sloučenina kyselina acetylsalycilová, 
obecně známá jako aspirin. Její skutečně čistou formy 
synthetizoval Dr.  Felix Hoffman 10.  srpna  1897, tedy 
před 120 lety (viz laboratorní záznam publikovný v kni­
ze Acetysalicylic Acid, Karste Schor, Wiley‑Blackwell, 
str. 9, ISBN 978-3-527-32109-4). „Aspirin“ v méně čisté 
formě byl však klinicky využíván již dříve a postupně se 
objevovalo jeho mnohostranné klinické využití. V sou­
časnosti je jednou z  jeho nejrozšířenějších aplikací 
ovlivnění (snížení) srážlivosti krve, lidově označované 
jako „ředění krve“.

Výzkum struktury DNA a  naše poznatky v  tomto 
oboru přinášejí stále nové možnosti uplatnění nových 
výsledků. Jedním z  výrazných úspěchů bylo zřejmě 
i  jejich využití v  kriminalistice. Letos si také můžeme 
připomenout významný mezník ve forenzní analýze – 
30 let, kdy byl na základě analýzy DNA usvědčen první  
vrah Pitchfork (Celia Henry Arnaud in C & EN, No.37, 
p. 20-26 z 18. 9. 2017).

Přejeme Vám příjemné počtení článků, které jsme 
pro Vás v tomto čísle vybrali.

Se srdečnými pozdravy
Vaši
Jan Káš a Petra Lipovová
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VZPOMÍNKA NA PANÍ Prof. RNDr. MARII TICHOU, CSc.
(*18. 4. 1938, † 12. 3. 2017)

Je pro nás smutnou zprávou, že dlouholetá členka ka­
tedry biochemie na Přírodovědecké fakultě UK – profe­
sorka RNDr. Marie Tichá, CSc. – nás ve věku svých ne­
dožitých 79let opustila dne 12. března 2017. Paní pro­
fesorka, známá pro své přátele pod jménem „Inena“, 
se narodila 18. dubna 1938 v Praze. Po ukončení jede­
náctileté střední školy nastoupila na Přírodovědeckou 
fakultu UK v roce 1956. Obor biochemie na této fakultě 
UK ukončila Marie Tichá v roce 1961 (diplomová práce  
na téma „Studium některých sirných derivátů D‑gluko­
sy“). Od roku 1964 krátce pracovala jako odborný pra­
covník Výzkumného ústavu přírodních léčiv po úspěšné 
obhajobě kandidátské práce (téma: „Přeměna exogen­
ních cukrů ve vyšších rostlinách“). Od roku 1965 patři­
la mezi členy katedry biochemie, kde ve své vědecké 
dráze pokračovala spoluprací se svým učitelem, profe­
sorem RNDr. PhMr. Janem Kocourkem, CSc., ve studiu 
lektinů, interakcí proteinů se sacharidy a výzkumu funk­
ce sacharidových částí glykoproteinů v rozpoznávacích 
procesech. Právě v  této oblasti na pomezí základního 
biochemického výzkumu a  biotechnologických a  me­
todických aplikací dosáhla významných vědeckých vý- 
sledků. Je zcela evidentní, že paní profesorka svými výsled­
ky významně přispěla, společně s profesorem Kocour- 
kem a dlouholetým spolupracovníkem, prof. RNDr. Gu­
stavem Entlicherem, CSc., k věhlasu české lektinářské 

školy v mezinárodním měřítku. V letech 1968 – 69 po­
bývala na zahraničním pracovišti: Department of Bio­
chemistry, Medical School, University of Oregon, US. 
Problematice studia lektinů zůstala profesorka Tichá 
věrná, ačkoliv se její vědecký zájem rozšířil i  na stu­
dium dalších biochemicky zajímavých glykoproteinů, 
jejich funkce v  řadě fyziologických dějů (např.  proces 
fertilisace), a objasňování využití nabytých znalostí jak 
v  aplikovaném, biotechnologickém a  také klinickém 
výzkumu (např. metoda nativní afinitní elektroforesy). 
Z  výsledků této studované tématiky úspěšně obháji­
la nejen habilitační práci (Lektiny – isolace a studium 
vlastností), ale byla i v roce 1995 jmenována profesor­
kou biochemie (Metody studia interakcí proteinů s  li­
gandy). Je obdivuhodné, jak své nadšení a entusiasmus 
dokázala předávat svým studentům a kolegům, a jak jí 
touha po odhalování nových strukturních a  funkčních 
vlastností těchto biomolekul vydržela až do nedávné 
minulosti. Ještě v  době svých sedmdesátin publiko­
vala ve vědeckých časopisech a  rozšiřovala plejádu  
aspirantů, doktorandů, diplomantů a  bakalářů, které 
vychovala. Profesorka Tichá se zapsala do historie ka­
tedry biochemie Přírodovědecké fakulty UK i svojí orga­
nizační činností, od roku 1967 byla tajemníkem katedry, 
dále zastávala po několik let pozici zástupce vedoucího 
katedry a v letech 1994 – 97 byla vedoucí katedry bio­
chemie. Nezapomenutelným osobním zážitkem byla 
zkušenost, kdy si jako vedoucí katedry bez jediného 
mrknutí oka, vzala plášť a šla jako pedagogický dozor 
do základních praktik z biochemie. Stejně tak i její an­
gažovanost a radost z přednáškové činnosti, kdy ještě 
před dvěma roky, dokud ji to umožňovalo zdraví, parti­
cipovala na výběrové přednášce z biochemie proteinů. 
Kromě práce pro katedru biochemie byla aktivní v Čes­
koslovenské společnosti biochemické a následně ČSB­
MB, zapojila se do Pracovní skupiny pro biospecifické 
interakce (v rámci ČSBMB) a v mezinárodním měřítku 
spolupracovala v International Interest Group in Biore­
cognition Technology.

K tomuto výčtu odborných, pedagogických a organi­
sačních aktivit paní profesorky může jistě každý z nás 
přidat mnoho osobních vzpomínek a pohledů. Profe­
sorka Tichá byla osobností nejen s širokým vědeckým 
rozhledem a odbornými znalostmi, ale byla i člověkem 
se silným smyslem pro spravedlnost, pravdu a pomoc 
ostatním. Přesto byla člověkem tichým a  skromným, 
který svým životem inspiroval řadu z nás – Ineno, dě­
kujeme Ti, byla jsi a stále zůstaneš mezi námi, v našich 
vzpomínkách.

Za pracovníky katedry biochemie,
Marie Stiborová, Petr Hodek, Miroslav Šulc
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ÚSPĚŠNÁ KONFERENCE V OLOMOUCI I PŘÍPRAVA  
18. EVROPSKÉHO BIOTECHNOLOGICKÉHO KONGRESU 
ANEB ČESKÁ POBOČKA EVROPSKÉ BIOTECHNOLOGICKÉ 
FEDERACE MÁ LETOS NAPILNO
Martina Šaradínová
Univerzita Palackého v Olomouci; martina.saradinova@upol.cz

Česká pobočka Evropské biotechnologické federa-
ce (EFB), která působí v Centru regionu Haná pro 
biotechnologický a zemědělský výzkum v Olomou-
ci, má za sebou vrcholnou událost letošního roku. 
Byla jí mezinárodní konference Biotechnology of 
Plant Products – Green for Good IV, která se usku-
tečnila od 19. do 22. června na půdě Přírodovědec-
ké fakulty Univerzity Palackého. Současně se ale 
česká pobočka podílí na přípravě 18. Evropského 
biotechnologického kongresu. Na počátku čer- 
vence se  proto její zástupci zúčastnili jednání  
výkonného výboru EFB v Ženevě. Právě tam se to-
tiž Evropský biotechnologický kongres příští rok 
v červenci uskuteční.

Konference Biotechnology of Plant Products – Green 
for Good se koná jednou za dva roky a v celoročním 
kalendáři Evropské biotechnologické federace je nejvý­
znamnější akcí v sekci rostlinných biotechnologií. Letos 
se kromě EFB a Centra regionu Haná pro biotechnolo­
gický a  zemědělský výzkum (CRH) jeho spolupořada­
telem stala rovněž Evropská fytochemická společnost. 
O  nových trendech v  rostlinných biotechnologiích,  
genomech hospodářsky významných plodin nebo  
například o  možnostech, jak využít biologicky aktivní 
látky z  rostlin v  medicíně, farmaceutickém průmyslu 
či zemědělství, hovořilo na 170 výzkumníků z více než  
20 zemí.

Spojené státy podpořily účast hlavních 
hostů

K  nejvýznamnějším hostům patřil Patrick Schnable 
z  Iowa State University a Clint Chapple z Purdue Uni­
versity v  USA. Rostlinný genetik Schnable měl zásad­
ní podíl na rozluštění genomu kukuřice a v  současné 
době se snaží propojit znalosti o  genomech rostlin 
s poznatky získanými při zemědělské praxi prostřednic­
tvím robotického snímání. „Rád jezdím do Evropy na 
konference. Zjišťuji, jaká věda se zde dělá a zda existuje 
nějaký průnik mezi výzkumem v Evropě a USA. V před­
nášce jsem chtěl zdůraznit, že je nutné vyvinout nové 
technologie pro pěstování hospodářských plodin, aby 
odolaly výkyvům počasí. Důležité je rovněž investovat 
do lidí, hledat talentované vědce a rozvíjet multidiscip­
linární spolupráci,“ uvedl po svém vystoupení Schnable.

Biochemik Chapple se zabývá biosyntézou ligninu, 
který je důležitou stavební složkou dřevin, ale současně 
omezuje jejich průmyslové využití. Ve svém výzkumu se 
snaží modifikovat strukturu ligninu tak, aby bylo možné 
z  rostlinného materiálu snáze připravit základní látky 
pro průmyslovou výrobu a nahradit tak fosilní zdroje. 
Účast obou excelentních vědců finančně podpořilo 
americké ministerstvo zahraničí. Již podruhé do Olo­
mouce přijel i přední světový odborník na chemickou 
ekologii a nositel prestižní Wolfovy ceny za zemědělství 
John Pickett z Velké Británie, který byl hlavním hostem 
předchozí konference.

Jak zabránit potravinové krizi?
Vědci se mimo jiné zaměřili na to, jak zajistit rostou­

cí lidské populaci dostatek potravy v  době měnícího 
se klimatu a  nestabilního počasí. Zatímco například 
profesor Schnable hovořil o hledání dědičné informa­
ce, která ovlivňuje výnos a  jeho stabilitu právě v pod­
mínkách měnícího se počasí, další z  řečníků, Heribert 
Hirt ze Saudské Arábie, nabídl řešení v podobě využi­
tí půdních mikroorganismů. V  programu rozděleném  
do osmi sekcí se ale účastníci konference zaměřili také 
na biologicky aktivní látky v rostlinách, genetiku a ge­
nomiku, fytochemickou analýzu, molekulární farmaření 
nebo například na stresové faktory u rostlin.

„Konferenci považuji za velmi vydařenou. Přijeli sku­
tečně významní řečníci, přednášky byly velmi kvalitní. 
Přestože i předchozí ročníky byly velmi zajímavé, v tom­
to ohledu bude těžké letošní ročník překonat,“ zhod­
notil konferenci ředitel CRH a  děkan Přírodovědecké 
fakulty Univerzity Palackého Ivo Frébort.

Na konferenci Green for Good IV odkazovala  
mobilní laboratoř v centru Olomouce. 
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Popularizaci odborných témat zajistila 
mobilní laboratoř

S  některými tématy projednávanými na konferenci 
se mohli popularizační formou seznámit i  obyvatelé 
a návštěvníci Olomouce. Na konferenci totiž odkazova­
la mobilní laboratoř umístěná na centrálním náměstí.  
Návštěvníci v ní například pomocí mikroskopů objevo­
vali svět rostlinných buněk, odborníci je seznamovali 
mimo jiné s problematikou GMO. Inspirací byla podob­
ná aktivita v Krakově u příležitosti konání Evropského 
biotechnologického kongresu v roce 2016.

Konferenci vyzdvihl i viceprezident Evropské biotech­
nologické federace Jeff Cole, který pozval přítomné  
na Evropský biotechnologický kongres 2018. O  jeho 
přípravě, ale i dalších otázkách se hovořilo na zasedání  
výkonného výboru EFB, které se konalo 1.  červen­
ce 2017 v Ženevě.

Výkonný výbor EFB jednal v Ženevě
Výkonný výbor si vyslechl zprávu o  průběhu kon­

ference Biotechnology of Plant Products  – Green for 
Good IV v  podání profesora Ivo Fréborta a  shodl se 

na tom, že akce byla po všech stránkách velmi úspěš­
ná. Zprávu o činnosti federace přednesl její prezident 
Mathias Uhlen. Členové výkonného výboru diskutova­
li také o žurnálu New Biotechnology, jenž EFB vydává. 
Pozitivní zprávou je, že mezi lety 2015 a 2016 dosáhl 
žurnál zvýšení impact faktoru ze 3,199 na 3,813. V roce 
2016 zaznamenaly články žurnálu téměř 300.000 stáh­
nutí, což dokládá stálý nárůst v posledních pěti letech. 
Karsten Zimny, finanční ředitel EFB, seznámil členy 
s vývojem rozpočtu organizace v prvním pololetí roku 
2017 a s výhledem na další období. Představil také plán 
konferencí, na jejichž organizaci se bude EFB podílet 
v roce 2018.

Důležitým bodem setkání byl „Strategy Meeting“ za­
měřený na definici cílů federace do budoucna. Delegáti 
se jednomyslně shodli v tom, že je nutné, aby se EFB 
pravidelně hlasitě vyjadřovala k  aktuálním tématům, 
o  nichž se vede vědecká či celospolečenská diskuse. 
Tím se upevní pozice EFB jako hlasu biotechnologie 
v Evropě.

Nejpodstatnějším tématem setkání byla příprava 
Evropského biotechnologického kongresu 2018 (ECB 
2018). Cílem je navázat na úspěch ECB 2016, který se 
uskutečnil v  Krakově za účasti téměř 900 odborníků 
z 62 zemí světa. ECB se poprvé konal v roce 1978 v In­
terlakenu ve Švýcarsku a je tak nejdéle fungujícím bio­
technologickým kongresem v Evropě. Po čtyřiceti letech 
se pro připomínku vrátí do země svého původu. Ženeva 
je však také přední centrum biotechnologie s 350 aktiv­
ními firmami a 20 světovými institucemi se zaměřením 
na tuto disciplínu. Program bude zahrnovat veškeré  
aspekty biotechnologie, včetně rostlinné, potravinářské, 
zemědělské a ekologické biotechnologie, biofarmaceu­
tiky, genomiky mikroorganismů nebo bioinženýrství.  
Ivo Frébort je aktivním členem přípravného výboru  
kongresu, neboť je jako člen vědecké rady odpovědný 
za přípravu jedné ze sekcí.

Foto: Archiv CRH

POZVÁNKA NA KONFERENCI

Hlavní organizátor konference Ivo Frébort  
při jejím zahájení. 
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ODBORNÉ PŘÍSPĚVKY

KARBONICKÉ ANHYDRASY KVASINEK RODU Candida
Jan Blaha, Jiří Dostál, Iva Pichová
Ústav organické chemie a biochemie AV ČR, v. v. i.; iva.pichová@uochb.cas.cz,

Kvasinky rodu Candida
Na Zemi žije přibližně okolo 8,7 milionů druhů eu­

karyotických organismů. Pouze 7 % z celkového počtu 
tvoří říše Fungi (cca  611 000 druhů) z  čehož se při­
bližně 600 druhů řadí mezi známé lidské patogeny,  
které mohou způsobovat širokou škálu onemocnění.  
Za nejběžnější patogeny považujeme druhy Cryptococ-
cus neoformans, Pneumocystis jirovecii, Histoplasma 
capsulatum, Coccidioides immitis nebo některé zástup­
ce rodů Aspergillus a Candida1-3.

Patogenní druhy kvasinek rodu Candida řadíme 
mezi tzv. oportunní patogeny, které zcela běžně kolo­
nizují člověka. Můžeme je nalézt např.  na kůži, neh­
tech nebo v některých tělních dutinách a na povrchu 
nejrůznějších sliznic lidského těla. Mezi nejčastěji se 
vyskytující oportunně patogenní druhy řadíme: C. al-
bicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis nebo 
C. krusei. V současnosti se za nejrozšířenější, a tím pá­
dem i  nejstudovanější kandidu považuje C. albicans, 
která se v klinických izolátech pacientů s diagnostiko­
vanou kandidózou vyskytuje v 51 % případů4. Druhou 
nejčastěji se vyskytující kandidou v  krevních vzorcích 
kandidózou napadených pacientů je C. parapsilosis5-9, 
v některých případech se dokonce objevují zprávy, že 
C. parapsilosis se v  testovaných vzorcích dokonce vy­
skytuje častěji, nežli C. albicans10, 11. Rozlišujeme dva zá­
kladní typy kandidóz. Prvním typem jsou tzv. povrchové,  
při kterých kandidy napadají pouze povrch různých sliz­
nic a tělních pokryvů (např. mykóza nehtů, infekce úst­
ní dutiny nebo vaginální kandidózy). Je  odhadováno, 
že až 75 % žen zažije alespoň jednu infekci vaginální 
sliznice způsobené právě kandidami12, 13. Tyto povrcho­
vé infekce mají jednu velice zásadní vlastnost. Jsou sice 
do značné míry nepříjemné a zhoršují životní podmín­
ky pacientů, ale nejsou smrtelné. Pravým opakem jsou 
systémové kandidózy, které jsou spojovány s enormní 
mortalitou, dosahující až 60 %14, 15, 3. Při těchto infek­
cích se kandidy rozšíří po celém těle a napadají mnoho 
soustav a  orgánů najednou. Existuje několik hlavních 
faktorů, které podmiňují rozvinutí povrchové kandidózy 
do systémové infekce. Mezi ně se řadí např. neutrope­
nie, poškození gastrointestinálních sliznic, dlouhodobá 
aplikace širokospektrálních antibiotik nebo použití in­
travenózních katetrů, které pro kvasinky rodu Candida 
představují volný vstup do krevního řečiště pacienta16, 17.

Kandidózy se v  posledních letech stávají stále vět­
ším problémem. Faktorem, který do jisté míry ztěžuje 
léčení těchto infekcí, je, že si kandidy v průběhu evo­
luce vyvinuly řadu mechanismů jak se bránit imunitní­
mu systému napadeného jedince. Hlavním imunitním 
mechanismem, který bojuje s  kvasinkami rodu Can-
dida, je fagocytóza. Té se účastní zejména makrofágy  
a  neutrofily. Není tedy divu, že nedostatek neutrofilů 
v těle (neutropenie) je jeden z predispozičních faktorů 

pro kandidózy. Kandidy se ale dokáží fagocytóze cel­
kem úspěšně bránit. Stejně jako u jiných vlastností se 
strategie, kterými se kvasinky rodu Candida proti imu­
nitnímu systému brání, mezi jednotlivými druhy značně 
liší. Tento fakt se dá názorně demonstrovat na C. albi-
cans a C. glabrata. Poté co, je C. albicans fagocytová­
na, změní svůj morfologický typ a přemění se z kvasin­
kové formy – blastospory – na hyfu. To vede k  tomu,  
že fagocytující buňka praskne a umírá, přičemž kandida 
se osvobodí. C. glabrata však neumí tvořit hyfy, a pro­
to vyvinula jinou strategii. Namísto toho, aby měnila 
morfologický typ, se začne uvnitř makrofágu, neutrofilu 
nebo jiných imunitních buněk rapidně množit. Zvyšu­
jící se počet dceřiných buněk vede ke zvyšování tur­
goru uvnitř fagocytující buňky. Jakmile turgor překročí 
únosnou mez, dojde k lyzi a kandida je opět volná18, 19.  
Dalším problémem, který je závažnější, je, že se  
na trhu vyskytuje pouze omezená skupina antimy- 
kotik a  kandidy si vůči těmto lékům začínají vytvářet  
rezistenci20, 21, 11, 17, 3, 22.

V  současné době se na trhu vyskytuje pouze malá 
skupina léků (v České republice Státní ústav pro kont­
rolu léčiv registruje pouze 23 typů antimykotik, z nichž 
pouze 9 je určeno pro léčbu systémových kandidóz), 
které jsou zaměřeny na léčení fungálních onemocně­
ní (antimykotika). Do této skupiny v posledních letech 
nepřibyl téměř žádný lék (mezi nejnovější se řadí Rapa­
mycin23) a stávající přestávají fungovat – alespoň při lé­
čení kandidóz. Kvasinky rodu Candida si totiž vytvářejí 
vůči těmto lékům rezistenci. Velmi závažný je také fakt, 
že rychlost vzniku a  zdokonalování těchto rezistencí  
napříč různými kmeny kandid neustále stoupá24-27.  
Navíc každé antimykotikum má vlastní spektrum orga­
nismů, vůči kterým je účinné. Studie ukazují, že nej- 
účinnější látkou proti C. albicans je Flukonazol, na roz­
díl od C. parapsilosis, proti které by měl nejlépe účin­
kovat Flucytosin28.

Fakt, že drtivá většina antimykotik je cílena na buněč­
ný obal hub usnadňuje kandidám vytvářet si rezistenci. 
Buňky hub jsou totiž velmi podobné lidským, a  pro­
to je velmi složité najít články metabolismu a pro ně 
účinné látky, které jsou natolik specifické, že nebudou 
toxicky působit vůči buňkám pacientů. Většina léčiv cílí  
na různé kroky syntézy ergosterolu, což je steroidní  
látka esenciální pro správné fungování plazmatické 
membrány hub.

Patogenita kandid a karbonické  
anhydrasy

Patogenita kandid je způsobena především jejich 
schopností přizpůsobit se široké škále podmínek, jako 
např. změna pH, teploty nebo složení okolního prostře­
dí. Dobře to lze dokumentovat na schopnosti kandid 
přežít v  širokém rozmezí koncentrací oxidu uhličitého 
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(CO2). Zcela běžně se kandidy vyskytují např. na lidské 
kůži, kde jsou obklopovány atmosférickým vzduchem, 
jehož koncentrace CO2 je asi ±0,04 %. V případě, že se 
ale dostanou do krevního oběhu (např. při infekci) jsou 
vystaveny mnohokrát vyšší koncentraci CO2 – cca 5 % 
a  jsou schopny jí bez problémů odolávat29, 30. A právě 
způsob regulace jakým způsobem kvasinky rodu Candi-
da využívají CO2 by mohl být cestou k nalezení nových 
typů antimykotik.

Oxid uhličitý (CO2) je jedním z nejdůležitějších bio­
logických substrátů na zemi, i přes to že tvoří pouhých 
±0,04 % zemské atmosféry. V přírodě se koncentrace 
CO2 přirozeně a  spontánně vyrovnávána vzájemnou 
přeměnou na hydrogenuhličitan (HCO3

-), který je velmi 
důležitým biologickým substrátem, ale jeho spotřeba 
je v  organismu mnohonásobně vyšší, nežli je vypro­
dukováno touto spontánní reakcí. Z  tohoto důvodu si 
organismy během evoluce vyvinuly skupinu enzymů 
tzv.  karbonických anhydras (CA), které jsou schopny  
katalyzovat reversibilní hydrataci CO2 za vzniku HCO3

- 
a H+ a to až 10 000 krát rychleji než v případě spontánní 
přeměny. CA se tak zapojují do řady jiných biochemic­
kých cyklů a syntéz, které využívají buď HCO3

- (kofak­
tor nebo kosubstrát např. při syntéze mastných kyselin 
nebo argininu) nebo proton (H+) (udržování pH home­
ostáze v organismu)31-34.

Karbonické anhydrasy se nezávisle na sobě vyvinuly 
ve třech doménách života (Bacteria, Archea a Eukarya) 
a jsou rozděleny do pěti evolučně nesouvisejících sku­
pin (α, β, γ, δ, ζ a h)35. Nejlépe prostudovanou skupinou 
je α‑skupina, jejíž zástupce lze nalézt u  zvířat, rostlin, 
hub a  prokaryotických organismů. Zástupci β‑skupiny 
byli objeveni u rostlin a hub, ale nikoliv u zvířat. Zatím­

co členové γ‑skupiny se vyskytují především u domé­
ny Archea. Další dvě skupiny δ- a ζ- byly prostudovány 
pouze u  mořských druhů rozsivek. Poslední zástupci 
jsou h‑CA nalezené v protozoích36. Přestože se primár­
ní struktury jednotlivých CA z různých skupin velmi liší 
(Obr. 1.), je až pozoruhodné, že všechny katalyzují stej­
nou reakci37, 38.

Nedostatek významných sekvenčních podobností 
mezi různými skupinami CA z  nich činí z  evolučního 
hlediska vynikající příklad konvergentního vývoje ka­
talytické funkce. Molekulární struktury různých skupin 
CA jsou zřetelně odlišné, ale aktivní místa těchto en­
zymů jsou na úrovni struktury pozoruhodně podobná. 
Hlavním strukturním rozdílem mezi jednotlivými skupi­
nami CA je charakter jejich kvartérních struktur. Zatím­
co α‑CA jsou složeny z  jednoho monomeru39-41, β‑CA 
tvoří oligomery složené se dvou až šesti monomerních 
podjednotek42. U zástupců γ‑CA je známo jen několik 
málo struktur těchto enzymů. Za prototyp typické γ‑CA 
je považována Cam z Methanosarcina thermophila je­
jíž aktivní centrum je tvořeno rozhraním tří jednotlivých 
monomerů, kde jsou koordinovány atomy Zn2+., mluví­
me tak o homotrimeru43, 44. ζ‑CA jsou pravděpodobně 
monomerní enzymy, pokud tak můžeme usuzovat ze 
struktury jediné známé ζ‑CA z Thalassiosira weissflogii 
(CdCA)45, 46. U zbylé skupiny δ- CA nejsou doposud zná­
mé krystalové struktury a jejich struktury lze odvozovat 
pouze od homologních modelů s ostatními CA.

Jak již bylo řečeno karbonické anhydrasy jsou meta­
loenzymy, které ve svém aktivním místě mají nejčas­
těji zinkový iont Zn2+, byly však popsány i případy kdy 
se v aktivním místě nachází Cd2+, Fe2+ nebo Co2+ 47, 48. 
Aktivní místo CA obvykle obsahuje ionty v tetraedrické 

geometrii se třemi aminokyselinovými zbyt­
ky jako ligandy. Kromě vody, se na koordina­
ci kovových iontů podílejí molekulové/hyd­
roxylové ionty. Iont Zn2+ je přítomen v aktiv­
ním místě všech skupin CA. Přesto například 
u skupiny γ‑CA za anaerobních podmínek je 
v aktivním místě nahrazen iont Zn2+ iontem 
Fe2+. Podobně tomu je u skupiny ζ‑CA kde 
můžeme nalézt iont Cd2+. U celé řady α‑CA 
byla popsána záměna iontu Zn2+ za iont 
Co2+ bez významné ztráty jejich katalytické 
aktivity.

A právě u α‑CA, které jsou nejvíce prostu­
dovány, byl popsán mechanismus konverze 
CO2. Reakce začíná vazbou molekuly vody 
na zinkový iont, která jako nukleofil reagu­
je s CO2. Tím vzniká HCO3

-, který je navázán 
na Zn2+ a následně nahrazen další moleku­
lou vody, čímž může celý proces pokračovat. 
U  β‑skupiny je tento proces velmi podob­
ný, avšak v  některých případech dochází 
k  tomu, že se molekuly vody neváží přímo 
na Zn2+ v  aktivním místě enzymu a  roli 
nukleofilu zde přebírá zbytek postranního 
řetězce Asp49, 50.

Všechny známé karbonické anhydrasy 
u  zástupců říše Fungi spadají do α- nebo 
β‑skupiny. V  průběhu evoluce však došlo, 
stejně jako u zvířat, rostlin nebo řas, ke znač­

Obr. 1: Struktury zástupců jednotlivých skupin CA získaných pomocí 
rengenostrukturní analýzy. (A) monomerní α‑CA lidská CA II (PDB kód 
1F2W) 60; (B) dimerní β‑CA, Nce103 ze S. cerevisiae (PDB kód 5CKX)53; (C) 
monomerní jednotka homotrimerní γ‑CA) Cam z M. thermophila (PDB kód 
1QRG)44; (D) monomerní ζ –CA ze T. weissflogii s iontem Cd2+ v aktivním 
místě (PDB kód 3UK8)39.
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né diverzifikaci říše a  u  třídy Hemiascomycetes, kam 
se řadí i  kvasinky rodu Candida, nalézáme již pouze 
β‑CA33.

Role β‑CA ve spojitosti s  virulencí byla studována 
především u patogenních druhů C. albicans a Crypto-
coccus neoformans, u kterých je známo, že jsou schop- 
ny reagovat na širokou škálu životních podmínek, kte­
ré se drasticky mění během infekce. C. neoformans  
ve svém přirozeném prostředí roste při nízkých kon­
centracích CO2 jako saprofyt, ale v okamžiku, kdy infi­
kuje plíce člověka, se musí přizpůsobit mnohem vyš­
ším hodnotám CO2 (až 5%)51, 52. Podobně C. albicans 
může přežít nízké hladiny CO2 (např. kožní infekce), ale 
je také schopna infikovat krevní oběh u imunokompro­
mitovaných pacientů, kde koncentrace CO2 dosahuje 
cca 5 %. Zvýšené koncentrace CO2 podporují přechod 
této kvasinky z  formy blastospory k  hyfalnímu růstu. 
Geny kodující CA byly nalezeny jak u  C. neoformans 
(CAN1, CAN2) tak i  u  C. albicans (NCE103)52. Analý­
za delečních mutantů kódujících CA v C. neoformans  
a  C. albicans ukázala, že geny CAN2 a  NCE103 jsou 
nezbytné pro přežití za podmínek s nízkým obsahem 
CO2 a naopak jsou postradatelné pro in vivo proliferaci 
a  virulenci při vysokých úrovních CO2. V  in vitro pod­
mínkách s  nízkým obsahem CO2 se nefunkčnost CA 
u C. neoformans projevila růstovými defekty spojenými 
s chybnou syntézou mastných kyselin a výslednou ztrá­
tou virulence51, 32.

Struktura β‑CA u zástupců říše Fungi
Všechny strukturně popsané houbové CA jsou buď 

dimerní nebo tetramerní enzymy a lze je dále rozdělit 
do dvou strukturních typů podle jejich aktivního místa. 
V současné době jsou známy struktury čtyř houbových 
β‑CA. Jedná se o Nce103 (PDB 3EYX)53 ze Saccharo-
myces cerevisiae, Can2 z Cryptococcus neoformans – 
– (PDB 2W3N)54 a dvou Cas1,Cas2 ze Sordaria macro-
spora – (PDB 4O1J, 4O1K)50.

První β‑karbonická anhydasa u  zástupců říše Fun-
gi byla charakterizována v  roce 1996 u  S.  cerevisiae.  
Prvotně byl tento enzym považován za součást nekla­
sických sekrečních drah (z  toho pramenící označení 
Nce – non‑classical protein export pathway) a označen 
jako Nce10355. Následné analýzy odhalily, že se jedná 
o β‑CA, která je inhibována mnoha anionty a sulfona­
midy. Další pokusy ukázaly, že mutantní kmeny s de­
letovaným genem NCE103 nebyly schopné žít v nízké 
koncentraci CO2 (0,033 %), naopak v  přítomnosti vy­
soké koncentrace CO2 (5 %), byly tyto kmeny schopné 
přežít56. Bylo také prokázáno, že NCE103 je více tran­
skribován v nízké koncentraci CO2 a detekovatelná CA 
aktivita odpovídala akumulaci NCE103 mRNA v tomto 
prostředí49. Zatímco vysoká koncentrace CO2 vedla ke 
snížení transkripce tohoto genu a k ztrátě detekovatel­
né aktivity CA57.

Krystalová struktura Nce103 (PDB 3EYX) s rozlišením 
2,04 Å ukázala, že se jedná o biologicky aktivní dimer 
složený s  identických monomerních jednotek. Podob­
ně jako u  jiných β‑CA je tento monomer Nce103 tvo­
řen: N‑terminálním raménkem, konzervovaným jádrem 
a  C‑terminální subdoménou. N‑terminální raménko 

je ohraničeno dvěma α‑helixy, které jsou odvrácené 
od zbytku molekuly a zprostředkovávají rozsáhlé kon­
takty s  druhým monomerem a  utvářejí tak biologic­
ky aktivní dimer. Bylo prokázáno, že zkrácená verze 
(Nce103ΔN50), která postrádá N‑terminální ramén­
ko, může ještě vytvořit homodimer v  roztoku, ale ne­
vykazuje in vitro aktivitu, což ukazuje, že N‑terminální 
raménko je nezbytné pro správnou aktivitu enzymu. 
Aktivní místo Nce103 se skládá ze čtyř β‑listů (β2-β1-β-
3-β4) a  pátého antiparalelního vlákna β5 spojeného 
krátkou smyčkou. C‑terminální subdoména je tvoře­
na třemi vyčnívajícími α‑helixy, které leží na povrchu 
konzervovaného jádra proteinu. Aktivní místo každého 
monomeru je umístěno na rozhraní obou monomerů, 
v prostoru chráněném před rozpouštědly. Iont (Zn2+) je 
v aktivním místě Nce103 koordinován třemi konzervo­
vanými zbytky Cys57, His112 a Cys115 a molekulou vody 
jako čtvrtým koordinačním ligandem53.

Další strukturně popsanou β‑CA, u které byla proká­
zána spojitost s patogenitou a růstem v prostředí s níz­
kou koncentrací CO2 je Can2 z  C. neoformans. Can2 
podobně jako mnoho dalších α- a β‑CA je silně inhibo­
ván sulfonamidovým lékem acetazolamidem a benzo­
lamidem. Stejně jako Nce103 ze S. cerevisiae je Can2 
dimer, kde monomerní jednotky jsou tvořeny stejnými 
motivy (N‑terminálním raménkem, konzervovaným  
jádrem a C‑terminální subdoménou). Jediné markantní 
rozdíly oproti Nce103 je N‑terminální prodloužení a na­
opak zkrácení C‑konce C‑terminální subdomény, které 
úzce souvisí s  nemožností tvorby tetramerních a  vyš­
ších multimerních struktur54.

Karbonické anhydrasy Cas1 a Cas2 ze S. macrospo-
ra jsou doposud poslední zástupci β‑CA, u kterých je 
známa jejich struktura. V genomu S. macrospora byly 
identifikovány 4 geny kódující CA (CAS1, CAS2, CAS3 
a CAS4)33, 30, přesto byla aktivita CA in vitro pozorová­
na pouze u dvou hlavních β‑CA a to Cas1 a Cas2. Bylo 
zjištěno, že Cas1 a Cas2 vykazují in vitro nízkou aktivitu 
ve srovnání s α‑CA a β‑CA. Na rozdíl od mnoha dalších 
CA, jsou Cas1 a Cas2 slabě inhibovány acetazolamidem 
a některými anionty, jako je NO2

- a NO3
-. Zvláštností S. 

macrospora je, že je jedním z mála organismů, u kte­
rého byla popsána schopnost přežívat bez genů kódují­
cích CA i v ovzduší s nízkým obsahem CO2. Bylo popsá­
no, že deficientní kmen Δcas S. macrospora v přítom­
nosti 0,04 % CO2 byl schopen pomocí hyf dosáhnout 
míst obohacených o  CO2, a  tím pádem byl schopen 
získat dostatek HCO3

- pro růst a dokonce i pro tvorbu 
komplexních sexuálních struktur58.

Krystalové struktury Cas1 a  Cas2 odhalily, že biolo­
gicky aktivní molekulu těchto proteinů tvoří tetramer50. 
Jedná se o první známé příklady tetramerních struktur 
β‑CA u zástupců říše Fungi. Ačkoli celková aminokyse­
linová sekvenční identita Cas1 a Cas2 je pouze 37 %, 
je naopak jejich strukturní podobnost poměrně vysoká 
(RMSD = 1,63 Å). Celková struktura každého monome­
ru sestává z N‑koncové oblasti, která tvoří dlouhé ra­
ménko složené ze dvou kolmo orientovaných α‑helixů 
(a1 a α2), které překrývají sousední podjednotku, a tím 
usnadňují tvorbu dimerů. Centrální jádro je složeno 
z pětivláknového smíšeného β‑listu (β1-β5), jehož čtyři 
β‑vlákna (β2-β1-β3-β4) jsou v  paralelním uspořádání 
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a pátý (β5) je antiparalelní. V C‑terminální subdomé­
ně dominují α‑helixy lemující na jedné straně konvex­
ního povrchu p‑list, zatímco druhá strana je zapojena  
do tvorby dimeru a  homotetrameru. V  konstrukcích 
Cas1 a Cas2 byly pozorovány pouze malé rozdíly. Nej­
výraznější rozdíl lze nalézt na aktivním místě obou 
enzymů. Iont zinku na aktivním místě CAS1 je koor­
dinován postranními řetězci tří konzervovaných ami­
nokyselin (Cys45, His101 a Cys104) a molekuly vody.  
Toto uspořádání u  CA označujeme jako typ I  neboli 
tzv.  „otevřenou konformací“. Naproti tomu iont Zn2+ 

v Cas2 je organizován postranními řetězci čtyř zbytků 
(Cys56, Asp58, His112 a Cys115) a nebylo možno pozo­
rovat žádnou molekulu vody v těsné blízkosti aktivního 
místa. Organizace aktivního místa Cas2 označujeme 
jako typ II neboli tzv. „uzavřenou konformací“. C‑konec 
Cas2 oproti ostatním β‑CA tvoří prodloužená smyčka, 
která hraje důležitou strukturální úlohu ve vytváření 
tetrameru. Toto prodloužení je přítomno pouze u  CA 
tvořících biologicky aktivní tetramery59.

Závěr
Z  výsledků řady studií je patrné, že funkčnost CA 

může v  případě kvasinek rodu Candida hrát zásadní 
roli pro jejich virulenci, či dokonce pro jejich přežití 
v prostředích s nízkou koncentrací CO2 (0,04 % – tedy 
stejně jako v atmosférickém vzduchu). Tato skutečnost 
spolu s  faktem, že si kandidy vytvářejí vůči součas­
ně používaným antimykotikům rezistence, dělá z  CA  
těchto kvasinek jeden z možných cílů pro návrh nových 
antimykotik.

Vzhledem k tomu, že u kvasinek rodu Candida neby­
ly doposud nalezeny β‑CA jako u savců, stávají se tyto 
enzymy atraktivními kandidáty na komplexní funkční 
a  strukturní analýzu. Nová oblast cíleného výzkumu 
založená na využití informací získaných ze struktur CA 
v komplexech s  jejich inhibitory a aktivátory je cestou 
pro vývoj silných a účinných léků na tomto poli.

Poděkování:
Financováno z projektu GA17-08343S.
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Souhrn
Blaha J., Dostál J., Pichová I.: Karbonické anhydrasy kvasinek rodu Candida
Patogenní kvasinky rodu Candida představují nejrozšířenější příčinu mykotických onemocnění. Tyto druhy jsou úspěšnými patogeny díky 
tomu, že jsou schopné se rozmnožovat v nejrůznějších místech jako je například kůže, gastrointestinální trakt, krev nebo vaginální sliz- 
nice a také díky schopnosti adheze na abiotické povrchy. Jednou z klíčových strategií přežití těchto patogenů je jejich schopnost polifero­
vat v různých koncentracích oxidu uhličitého (CO2). K zvládnutí takového rozdílu používají kvasinky rodu Candida karbanické anhydrasy 
(CA) kódované homologem genu NCE103, které katalyzují reverzibilní hydrataci CO2 na bikarbonát. CA jsou postradatelné během infekce 
krevního řečiště, ale jsou nezbytné pro přežití kvasinek na kůži nebo na abiotických površích. Kvasinkové CA jsou strukturně odlišné  
od lidských a představují tak vhodný cíl pro vývoj profylaktických látek.
Klíčová slova: karbonická anhydrasa, NCE103, Candida, oxid uhličitý

Summary
Blaha J., Dostál J., Pichová 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 (CO2) concentrations. To cope with such difference, Candida possesses carbonic anhydrase (CA), encoded by NCE103 
gene, which catalyzes reversible hydratation of CO2 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

ANTIBIOFILMOVÁ AKTIVITA CINNAMALDEHYDU 
A N‑ACETYLCYSTEINU
Kristýna Lokočová, Jana Michailidu
Ústav biotechnologie, VŠCHT Praha; lokocovk@vscht.cz

Úvod
Mikroorganismy jsou často v  porovnání s  „vyššími“ 

organismy vnímány jako jednoduché bytosti. Studium 
mikrobiálního vývoje však ukázalo, že mikroorganis­
my jsou schopny komplexní diferenciace a  lze u nich 
sledovat rozmanité vzorce chování1. Ve většině přiro­
zených prostředí se v kontextu vazby mikroorganismů 
na okolí setkáváme nejčastěji s  buňkami sdruženými 
v biofilmech – komplexních mikrobiálních uskupeních 
umožňujících kromě jiného pevné uchycení k povrchu. 
Mohli bychom téměř říci, že výskyt planktonických bu­
něk je ve většině případů pouze formou přesunu mik­
roorganismů z místa na místo2. Dalo by se spekulovat 
o tom, že tvorba biofilmu má některé společné znaky 
s ději jako je například tvorba plodnice u Myxococcus 
xanthus3. Většina volně se vyskytujících biofilmů je 
však mnohodruhová – různé mikroorganismy zde žijí  
ve sdružené komunitě, sdílejí genetický materiál pomo­
cí horizontálního přenosu a  vykonávají v  rámci biofil­
mu své dané role. Z  tohoto pohledu jsou tedy volně 

se vyskytující biofilmy spíše vysoce diferencované ko­
munity, jako například lidská města2. Ačkoliv v přírodě 
výrazně převažují smíšené typy biofilmů, s jednodruho­
vými biofilmy se setkáváme při různých infekčních one­
mocněních a  také na površích implantátů. Není tedy 
divu, že jsou tyto jednodruhové biofilmy v současnosti  
v centru vědeckého zájmu4,5,6.

Biofilm
Jakmile se buňky mikroorganismů přichytí na povrch, 

začnou procházet sérií změn upozaďujících znaky dů­
ležité pro planktonický způsob života (např.  bičíky). 
Jednou z  nejdůležitějších adaptací je v  tomto směru 
exprese velkého množství exopolysacharidů chránících 
dozrávající biofilm a  zvyšujících rezistenci vůči biocid­
ním činidlům7,8,9,10,11. U zralých biofilmů můžeme navíc 
pozorovat komplexní strukturální architekturu. Konfo­
kálním skenovacím laserovým mikroskopem bylo dosa­
ženo vizuální reprezentace této architektury například 
u biofilmů Pseudomonas aeruginosa. Vyvinutý biofilm 
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tohoto mikroorganismu se při kultivaci v proudění sklá­
dá z hřibovitých bakteriálních makrokolonií zasazených 
v  extracelulární polysacharidové matrix protkané sítí 
kanálků umožňujících distribuci živin a signálních mo­
lekul12. Mnoho vědeckých skupin studovalo podmínky, 
kterých musí být dosaženo, aby došlo k vytvoření biofil­
mu. V  případě relativně velkého množství mikroorga­
nismů (včetně mnoha lidských patogenů) bylo zjištěno, 
že nutnou podmínkou pro vytvoření a zrání biofilmu je 
fungující mezibuněčná komunikace – tzv. quorum sen­
sing13. Tento fenomén by se dal popsat jako kolektivní 
rozhodování kolonií podmíněné tvorbou a detekcí sig­
nálních molekul, autoinduktorů, a jeho vliv se dá pozo­
rovat v různých fázích vývoje biofilmu.

Quorum sensing
Regulace první fáze vývoje biofilmu, tedy přichytá­

vání planktonických buněk na povrch, prostřednictvím 
quorum sensing, bylo pozorováno například u  Sta-
phylococcus aureus, Helicobacter pylori a Salmonella 
enterica14,15,16. Autoinduktory je řízeno také zrání biofil­
mu, při němž je zvyšována komplexita jeho architek­
tury. Quorum sensing totiž ovlivňuje expresi faktorů 
ovlivňujících strukturu biofilmu – motilitu, produkci 
extracelulárních polymerů nebo například produkci 
rhamnolipidů primárně pozorovanou u zástupců rodu  
Pseudomonas17,18,19. Tento způsob řízení zrání biofil­
mů byl pozorován u mikroorganismů jako je Serratia 
liquefaciens, Burkholderia cepacia, Aeromonas hyd-
rophila či Streptococcus mutans20,21,22,23,24. Další důle­
žitou součástí kolonizačního procesu mikroorganismů 
je schopnost buněk opouštět zralý biofilm a osidlovat 
nové povrchy, jakmile začne být na místě původního 
biofilmu patrný nedostatek živin25,26. I v tomto případě 
byla u  mnohých mikroorganismů prokázána regulace 
pomocí kolektivního rozhodování na základě detekce 
komunikačních molekul. Z  těchto uvedeme například 
Rhodobacter sphareoides, Yersinia pseudotuberculosis 
či Xanthomonas campestris27,28,29,30. Zjednodušeně mů­
žeme říci, že mezi bakteriemi existují dva hlavní typy 
bakteriálních quorum sensing systémů – gramnegativ­
ní bakterie využívají k mezibuněčné komunikaci typicky 
homoserinové laktony, kdežto grampozitivní bakterie 
disponují peptidovými systémy31. Kvasinky k  mezibu­
něčné komunikaci využívají primárně aromatické alko­
holy. Například u C. albicans byly konkrétně identifiko­
vány dva hlavní autoinduktory jako farnesol a tyrosol32.

Potlačení systému regulace quorum  
sensing

Potlačení systému quorum sensing může být u mi­
kroorganismů využívajících quorum sensing k regulaci 
virulentních faktorů využito namísto klasických antimik­
robiálních látek, jejichž neuvážené užívání nás dovedlo 
až ke vzniku rezistence bakterií na dané léky. Blokace 
signálů quorum sensing vyvolává u patogenů využívají­
cích mezibuněčnou komunikaci ke koordinaci virulen­
ce její snížení33, jelikož tyto quorum sensing inhibitory 
dokáží inhibovat produkci respektive způsobovat de­
gradaci signálních molekul34. Konkurenční antagonisté 
komunikačních molekul naproti tomu nemají vlastní 

signální aktivitu, ale vážou se na stejný receptor jako 
nativní agonisté. Příkladem mohou být fenylethylami­
dy (metabolity mořské grampozitivní bakterie Haloba-
cillus salinus) podobné svou strukturou molekulám 
N‑acyl‑homoserinových laktonů (významná skupina 
komunikačních molekul u gramnegativních bakterií)35. 
Zájem o  aplikaci přírodních látek disponujících anti­
biofilmovou aktivitou v posledních letech stále narůs­
tá33. Velice zajímavými látkami z hlediska interference 
se systémem quorum sensing a biologické aktivity se 
jeví být cinnamaldehyd a N‑acetylcystein.

Antibiofilmová aktivita cinnamaldehydu
Cinnamaldehyd je složkou esenciálního oleje obsa­

ženého v kůře skořicovníku. Jedná se o fenylpropanoid 
s  vysokou biologickou aktivitou36. Je znám jeho inhi­
biční účinek na cílový protein LuxR u  Vibrio harveyi 
a  také schopnost ovlivnit produkci exopolysacharidů 
(EPS), a tím potlačit tvorbu biofilmu35. Obecně vykázal 
cinnamaldehyd v  dosavadních studiích široké spekt­
rum antibakteriální aktivity. Ve studii Hammera a Heel 
(2012)37 byla prokázána změna vlastností membrány 
snížením polarity a  zvýšením propustnosti membrány 
u S. aureus, Staphylococcus epidermidis a Enterococ-
cus faecalis po expozici cinnamaldehydem v koncen­
traci mnohonásobně převyšující minimální inhibiční 
koncentraci. Co se týče přestupu cinnamaldehydu  
do intracelulárního prostoru, byla týmem Helander 
a  kol. (1998)38 postulována premisa, že proniká do 
buněk pravděpodobně prostřednictvím porinových 
proteinů procházejích vnější membránou. Další studie 
také naznačují, že cinnamaldehyd inhibuje ATPasovou  
aktivitu membrány39.

Jia a  kol. (2011)40 sledovali účinek cinnamaldehydu 
na klinický izolát MRSA (methilicin‑rezistentní S. au-
reus) a  jeho tvorbu biofilmu – tyto kmeny izolované 
z klinického prostředí mají totiž vyšší pravděpodobnost 
tvořit biofilm na dlouhodobě zavedených lékařských 
implantátech. Ve studii byla prokázána malá citlivost 
klinických kmenů na cinnamaldehyd. Studie Pires a kol. 
(2011)41 dále demonstruje účinek cinnamaldehydu na 
biofilm kvasinky Candida parapsilosis. Esenciální olej 
Cinnamonum zeylanicum obsahující 54  % cinnamal­
dehydu inhiboval metabolickou aktivitu buněk biofilmu 
C. parapsilosis již při nízké koncentraci – 250 μl/ml. 
Tato skutečnost může spočívat v hydrofobitě těkavých 
komponent skořicového oleje. Ty umožňují vstup cinna­
maldehydu do lipidové dvojvrstvy buněčné membrány,  
její narušení, a tím zvýšení její propustnosti pro protony. 
Ztráta důležitých iontů nakonec vede k buněčné smr­
ti41. Další mechanismus, kterým může cinnamaldehyd 
ovlivňovat mikrobiální kultury, je inhibice quorum sen­
sing. Bylo zjištěno, že cinnamaldehyd již při koncentraci 
100 μl/l významně snižoval komunikaci prostřednictvím 
3-hydroxy‑C4-HSL i 3-oxo‑C6-HSL autoinduktorů prav­
děpodobně bráněním navázání těchto komunikačních 
molekul na receptory. Dále bylo zjištěno, že stejná kon­
centrace cinnamaldehydu významně snižovala i  ko­
munikaci za použití dalšího známého autoinduktorů –  
AI-2. V  tomto případě je očekávaným mechanismem 
inhibice ovlivňování biosyntézy daného autoinduk- 
toru42.
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Antibiofilmová aktivita N‑acetylcysteinu
N‑acetylcystein, z  chemického hlediska thiol, je an­

tioxidačním a mukolytickým činidlem43. Jedná se o pří­
rodní látku, která účinně inhibuje růst mikroorganismů 
a redukuje biofilmová seskupení lékařsky významných 
grampozitivních i  gramnegativních bakterií, mezi něž 
patří například P. aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, 
S. epidermidis, S. aureus a Escherichia coli44. N‑acetyl­
cystein je schopen zvýšit terapeutickou aktivitu někte­
rých klasických antimikrobiálních látek (př. ciprofloxa­
cin, tigecyklin) proti tvorbě bakteriálních biofilmů45.

Ve studii Samantha a  kol. (2012)46 byly demonstro­
vány antibakteriální účinky a  vliv N‑acetylcysteinu na 
eradikaci biofilmu E. faecalis. N‑acetylcystein má také 
schopnost inhibovat adhezi grampozitivních bakterií 
již při koncentracích 3-7 mg/l47. Dosavadní studie při­
suzují antibiofilmovou aktivitu N‑acetylcysteinu mnoha 
faktorům. Součástí mechanismu účinku N‑acetylcys­
teinu je pravděpodobně disulfidická vazba jeho –SH 
skupiny na bakteriální protein. Tato skutečnost vede 
k  nevratnému poškození bakteriálních proteinů, kte­
ré jsou nezbytné pro růst a  metabolismus bakterií48.  
N‑acetylcystein má schopnost narušit biofilm pravdě­
podobně i  skrze svůj účinek na produkci EPS47. Bylo 
také zjištěno, že N‑acetylcystein snižuje tvorbu komuni­
kačních molekul u Pseudomonas aeruginosa. Největší 
inhibiční aktivitu v tomto případě vykazoval liposomální  
N‑acetylcystein49. Navrhovaný mechanismus účinku 
N‑acetylcysteinu je v tomto případě odvislý od premi­
sy, že za aktivaci quorum sensing systému jsou z vel­
ké části odpovědné reaktivní kyslíkové částice (ROS).  
N‑acetylcystein jakožto účinný antioxidant blokuje akti­
vaci QS systému skrze potlačení aktivity peroxidu vodí­
ku a transkripčního regulátoru pro LasR50. Volný i lipo­
somální N‑acetylcystein pak významně snižoval tvorbu 
elastasy – jednoho z hlavních virulentních faktorů toho­
to mikroorganismu49.

Existují také studie zabývající se vlivem N‑acetyl- 
cysteinu na tvorbu biofilmu kvasinek. Ve studii El‑Baky 
(2014)51 byl sledován účinek N‑acetylcysteinu na kva­
sinku Candida albicans. N‑acetylcystein zde v kombi­
naci s ketokonazolem projevil vyšší inhibiční účinek jak 
při sledování vlivu na adhezi, tak na zralý biofilm C. albi- 
cans. Studie poukazuje na možnost N‑acetylcysteinu 
inhibovat růst C. albicans, dimorfismus, jenž hraje 
důležitou roli při zrání biofilmu, a změnit strukturu již 
vytvořených biofilmů51. Synergické účinky N‑acetyl- 
cysteinu a vybraných antibiotik na biofilm C. albicans 
byly publikovány ve studii Venkatesh a  kol. (2009)52. 
Šlo zde o  působení N‑acetylcysteinu v  kombinaci 
s  flukonazolem a  amfotericinem B. V  případě použití  
N‑acetylcysteinu a ketokonazolu (samostatně či v kom­
binaci) došlo k tvorbě snadno odstranitelných biofilmů 
z důvodu neschopnosti C. albicans tvořit hyfy52. Výbor­
ná antibiofilmová aktivita (schopnost narušit předem 
vytvořené biofilmy) a  rovněž antimykotické vlastnosti 
(způsobené částečně inhibicí dimorfismu) N‑acetyl­
cysteinu mohou být s  výhodou využívány k  zabráně­
ní tvorby biofilmu na površích zdravotnického náčiní  
(př. katétrů)51.

Závěr
Výše zmíněné přírodní látky, cinnamaldehyd a N‑ace­

tylcystein, disponují značnou antibiofilmovou aktivitou. 
Jejich aplikace může být klíčová pro léčbu perzistent­
ních biofilmových infekcí a mají potenciál být jedněmi 
z  nových látek představujících řešení problémů rezis­
tence biofilmů vůči antibiotikům.

Poděkování
Financováno z účelové podpory na specifický vysoko­
školský výzkum (MŠMT č. 20-SVV/2017).

Obr. 1: Chemická struktura cinnamaldehydu.

Obr. 2: Chemická struktura N‑acetylcysteinu.
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Souhrn
Lokočová K., Michailidu J.: Antibiofilmová aktivita cinnamaldehydu a N‑acetylcysteinu
Biofilmy oportunně patogenních mikroorganismů představují zdroj četných obtížně léčitelných onemocnění. Studium přírodních biolo­
gicky aktivních látek a jejich vlivu na tvorbu a stabilitu biofilmů hraje významnou roli v současném výzkumu. Přírodní produkty extrahova­
né z nesčetného množství rostlin představují potenciální zdroj nových antimikrobiálních a antibiofilmových činidel. Ze zmíněné kategorie 
látek práce předkládá cinnamaldehyd a N‑acetylcystein.
Klíčová slova: biofilm, antibiofilmová aktivita, cinnamaldehyd, N‑cetylcystein

Summary
Lokočová 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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QUORUM SENSING GRAMPOZITIVNÍCH BAKTERIÍ
Jana Michailidu, Martina Paldrychová
Ústav biotechnologie, VŠCHT v Praze; jana@michailidu.cz

Úvod
V  době narůstajících komplikací v  důsledku vzniku 

a nárůstu bakteriálních rezistencí je stále větší pozornost 
soustřeďována na nové postupy namířené proti mikro­
biálním infekcím a  dalším problémům zapříčiněných 
mikro- organismy. Ovlivňování mezibuněčné komuni- 
kace (jinak také quorum sensing), tedy jakási moleku­
lární informační válka, se v současnosti jeví jako velmi 
perspektivní směr dalšího bádání. Bylo totiž zjištěno,  
že mezibuněčnou komunikací jsou regulovány mimo 
jiné i  geny pro virulentní faktory většiny patogenních 
mikroorganismů1,2,3,4. Ovlivněním produkce, či detekce 
komunikačních molekul je teoreticky možné dosáhnout 
zabránění exprese virulentních faktorů, mezi něž pat­
ří například tvorba extracelulárních lytických enzymů, 
tvorba a zrání biofilmu, či tvorba toxinů.

Quorum sensing
Quorum sensing byl poprvé objeven a  popsán již 

před více než 40 lety u dvou světélkujících mořských 
bakteriálních druhů – Vibrio fischeri a Vibrio harveyi5. 
Zpočátku bylo předpokládáno, že je takováto mezibu­
něčná komunikace u mikroorganismů spíše anomálií. 
Následující výzkumy však ukázaly, že různé způsoby 
mezibuněčné komunikace využívá pravděpodobně vět­
šina mikroorganismů.

Všechny bakterie využívající quorum sensing systémy 
produkují a vylučují signální molekuly, jenž se nazýva­
jí autoinduktory (AI) – zvyšování jejich koncentrace je 
funkcí buněčné denzity. Jakmile je akumulací těchto 
molekul v růstovém médiu dosaženo mezní stimulač­
ní koncentrace, dochází ke  změně genové exprese7.  
Touto regulací dochází ke kolektivní koordinaci dějů, 
jako jsou tvorba surfaktantů, sporulace, horizontální 
přenos genetické informace, či produkce antibiotik8. 
Z dalších výzkumů jsme se dozvěděli také to, že bakte­
rie ke kolektivnímu rozhodování tohoto typu využívají 
široké spektrum různých komunikačních molekul inte­
grovaných v rámci komplexních hierarchických regulač­
ních struktur6.

Quorum sensing grampozitivních bakterií
Grampozitivní a  gramnegativní bakterie používají 

různé typy komunikačních systémů  – gramnegativní 
bakterie většinou využívají sekrece a  detekce N‑acyl­
‑homoserinových laktonů (AHL), kdežto grampozitivní 
bakterie komunikují prostřednictvím oligopeptidů (AIP 
– autoinducer peptide)8. V  tomto článku bude před­
stavena architektura quorum sensing systémů gram­
pozitivních bakterií a blíže také struktura mezibuněčné 
komunikace zástupců tří hlavních potenciálně patogen­
ních grampozitivních rodů: Streptococcus, Staphylococ-
cus a Bacillus.

Grampozitivní bakterie v závislosti na rostoucí buněč­
né denzitě prostřednictvím mezibuněčné komunikace 
regulují široké spektrum procesů – využívají k tomu, jak 

už bylo řečeno, peptidy, jenž jsou po vytvoření posttran­
slačně modifikovány a  následně vylučovány prostřed­
nictvím ATP‑vazných transportérů (ABC – ATP‑binding 
cassette). Jakmile je v  médiu dosaženo dostatečné 
buněčné denzity a  je překročena daná hraniční kon­
centrace autoinduktorů, naváží se tyto malé peptido­
vé molekuly na odpovídající membránový histidin ki­
nasový receptor, složený ze dvou částí, jenž se fosfo­
ryluje a přenáší fosfát dále na intracelulární regulátor  
odpovědi. Takto fosforylovaný regulátor odpovědi  
následně aktivuje transkripci genů v  quorum sensing 
regulonu9,10.

U  některých grampozitivních bakterií je možno po­
zorovat i  mírně pozměněný systém, v  němž dochá­
zí  k  průchodu autoindukčních peptidů dovnitř buňky, 
kde přímo interagují s transkripčními faktory, a ovlivňují 
tak jejich aktivitu. Tímto způsobem je opět ovlivněna 
genová exprese (Obr. 1) 3.

Streptococcus
Zástupci rodu Streptococcus jsou zodpovědní  

za velkou řadu lidských infekcí. Někteří z  nich existu­
jí jako součást přirozeného mikrobiomu a  účastní se 

Obr. 1: Quorum sensing systémy grampozitivních bak- 
terií. Autoindukční peptidy (AIP) mohou být součástí 
dvoukomponentové signální soustavy (A), či se přímo vázat 
na transkripční faktory uvnitř buňky (B).



66Bioprospect č. 3/2017	 Ročník 27

oportunních infekcí, jiní zase patří k exogenním pato­
genům způsobujícím jak lehká onemocnění dýchacího 
traktu, tak život ohrožující nemoci jako je například zá­
pal plic, septický šok, či nekrotizující fasciitida. Výzkumy 
potvrdily, že u  mnoha druhů streptokoků se vyvinuly 
podobné peptidové quorum sensing systémy, jenž jim 
pomáhají přežít proměnlivé podmínky v rámci hostitel­
ského organismu11.

Quorum sensing systém užívaný zástupci rodu Strep-
tococcus zde bude znázorněn na zástupci, u nějž byla 
poprvé popsána genetická transformace podmíněná 
mezibuněčnou komunikací – Streptococcus pneumo-
niae12. K  úspěšnému předání genetické informace je 
totiž nutné u recipientní bakterie navodit stav kompe­
tence – proces regulovaný systémem quorum sensing13.

Peptidová signální molekula, jejíž dostatečná kon­
centrace je u S. pneumoniae vyžadována pro navoze­
ní kompetentního stavu je nazývána CSP (competen­
ce stimulating peptide). CSP je 17-aminokyselinový 
peptid, jenž je produkován z  41-aminokyselinového 
prekursoru, nazvaného ComC14,15. ComAB ABC trans­
portér následně vylučuje CSP ven z buňky16,17. Detek­
ce akumulovaného CSP je zprostředkována pomocí 
ComD sensorové kinasy18. Vysoká koncentrace CSP 
v prostředí indukuje autofosforylaci ComD a následný 
přesun fosfátové skupiny na regulátor odpovědi ComE. 
ComE‑P dále aktivuje transkripci genu comX. ComX je 
alternativou k bakteriálnímu σ faktoru, jenž je potřebný  
pro transkripci strukturních genů zapojených do dějů 
vedoucích k nastolení stavu kompetence19.

Staphylococcus
Staphylococcus auerus a  Staphylococcus epidermi-

dis jsou grampozitivní koky, jenž jsou za normálních 
okolností součástí mikrobiomu kůže. Kolonizace lid­
ského těla těmito mikroorganismy s  sebou většinou 
nenese negativní jevy. Nicméně například při narušení 
epiteliální bariéry může rychle dojít k  rozvinutí vážné­
ho onemocnění20. Invazivní patogen S.auerus může 
způsobovat kožní infekce, syndrom toxického šoku,  
či otravy z jídla. Velká část důležitých faktorů virulence 
tohoto lidského patogenu je regulována opět peptido­
vým quorum sensing systémem (např. tvorba exopro­
teas, enterotoxinů či tvorba a zrání biofilmu).

V  tomto systému reguluje patogenicitu závislou  
na buněčné denzitě molekula RNA, pojmenovaná 
RNAIII21. Operon agrBDCA obsahuje informace pro 
strukturu komponent peptidového quorum sensing 
systému, jenž se parciálně podílí na regulování hladi­
ny RNAIII22,23,24. Lokus agrBDCA sousedí s oblastí, jenž 
kóduje zmiňovaný RNAIII transkript21. Gen agrD kóduje 
strukturu 46-aminokyselinového prekurzorového pep­
tidu AgrD, který je následně modifikován na výsledný 
oktapeptid pomocí mechanismu, jehož průběh závisí 
na přítomnosti AgrB10,26. Modifikovaný peptidový auto­
induktor S. aureus obsahuje thiolaktonový kruh, jenž 
je nutný pro jeho signální aktivitu27. AgrC zde plní roli 
sensorové kinásy a  AgrA je příslušný regulátor od­
povědi24,28. Fosforylací regulátoru odpovědi dochází  
ke zvýšení koncentrace RNAIII, která působí jako efek­
tor v kontextu aktivace exprese široké škály vylučova­
ných virulentních faktorů6.

Bacillus
Bacillus subtilis je půdním organismem využívajícím 

komplexní quorum sensing systém mimo jiné k rozho­
dování o  přechodu do kompetentního stavu či o  za­
početí procesu sporulace. Kompetence je na rozdíl  
od ostatních rodů (např. S. pneumoniae) dosahováno 
většinou až ve fázi zpomaleného růstu. Jelikož v  této 
fázi již narůstá podíl lyze buněk stejné kolonie, předpo­
kládá se, že si tímto specifickým načasováním nástupu 
kompetence rod Bacillus zaručuje příjem velmi pří­
buzné náhradní DNA. Proces sporulace je u B. subtillis 
spuštěn, jakmile se podmínky prostředí rapidně zhor­
ší, či je růst bakterie limitován některou ze základních  
živin29.

Regulaci kompetence a  sporulace zprostředkováva­
jí systémem quorum sensing dva peptidy, pojmeno­
vané ComX a CSF (kompetenční a  sporulační faktor). 
ComX je 10-aminokyselinový peptid, jenž obsahuje 
hydrofobní modifikace na tryptofanovém zbytku – jed­
ná se o  strukturu důležitou pro jeho signální aktivitu. 
Modifikovaný ComX je odvozen od 55-aminokyselino­
vého prekurzoru, jenž je zakódován v genu comX30,31,32. 
K detekci akumulovaného ComX dochází prostřednic­
tvím dvoukomponentové sensorové kinasy/regulátoru 
odpovědi ComP/ComA30,32. Autofosforylovaný ComA‑P 
aktivuje expresi genu comS, a ComS následně inhibuje 
proteolytickou degradaci ComK proteinu (transkripční 
aktivátor kontrolující expresi strukturních genů nutných 
pro vývoj kompetence)33,34,35.

Druhým zúčastněným peptidem je pentapeptid CSF, 
jenž je produkován odštěpením 5-aminokyselinové­
ho zbytku z prekursorového peptidu PhrC31. CSF je na 
rozdíl od ComX importován do buňky pomocí oligo­
peptidového ABC‑transportéru Opp31,32,36. Bylo zjištěno,  
že nízké intracelulární koncentrace CSF vedou k převa­
ze kompetence, kdežto vysoké koncentrace CSF kom­
petenci inhibují a  naopak indukují sporulaci. Vysoké 
koncentrace CSF také inhibují expresi genu comS, což 
vyúsťuje ve zvýšenou proteolýzu ComK, proteinu důle­
žitého pro navození stavu kompetence31,37.

Quorum quenching
Hlavní rolí quorum sensing se jeví být globální  

kontrola nad fyziologií bakteriálních populací. Schop­
nost narušování mezibuněčné komunikace mezi bakte­
riemi, tzv. quorum quenching, může být silnou evoluční 
výhodou mezi kompetujícími druhy, či kmeny (např. S. 
aureus), ale také velmi zajímavým předmětem vědec­
kého bádání.

Například u bakterie S. aureus můžeme sledovat čtyři 
skupiny zástupců, pro každou z  nich je typická určitá 
modifikace thiolaktonového kruhu v komunikační mo­
lekule. Peptidové autoinduktory jedné skupiny však  
inhibují quorum sensing všech tří ostatních skupin. Mno­
ho druhů rodu Bacillus vylučuje enzym AiiA, jenž nespe­
cificky štěpí laktonové kruhy N‑acyl‑homoserinových 
laktonů používaných gramnegativními bakteriemi, čímž 
je zbavuje jejich funkce. AiiA vykazuje velmi širokou 
škálu účinnosti7.

Quorum quenching molekuly se právem staly stře­
dem zájmu mnoha výzkumných skupin, jelikož skýtají 
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mnohá uplatnění a mohly by nabídnout řešení jednoho 
z palčivých problémů současné společnosti. Například 
ve studiích Mayville a kol. (1999) a Lyon a kol. (2000) 
byly identifikovány klíčové strukturální znaky molekul 
podílejících se na antagonismu i aktivaci quorum sen­
sing systému bakterie S. aureus, a  byla tak navržena 
struktura globálního inhibitoru její virulence27,38. Již  
od objevení prvního z  quorum quenching enzymů  
kódovaného genem aiiA (Dong et al. 2000), byly AHL­
‑laktonasy a AHL‑acylasy často používány při studiu role 
N‑acyl‑homoserinových laktonů39. Quorum quenching 
enzymy, společně s menšími přírodními quorum sen­
sing inhibitory a také syntetickými deriváty jsou v sou­
časnosti zkoumány jako nová antimikrobiální činidla 
– například u  transgenních brambor s exprimovaným 
genem pro AiiA byla pozorována rezistence vůči bakte­
riálnímu patogenu Erwinia carotovora – bakterie neby­
la schopna exprimovat geny virulence v nepřítomnosti 
dostatku signálních molekul v prostředí40,41.

Závěr
V době, kdy je narůstající rezistence mikroorganismů 

vůči antibiotikům stále důležitějším tématem, se meto­
dy zamezování mikrobiální komunikace jeví jako naděj­
ná cesta k řešení tohoto problému. Je nicméně nutné 
přemýšlet v tomto směru koncepčně.

Převládajícím mechanismem rezistence vůči někte­
rým antibiotikům dnes už i quorum quenching moleku­
lám je eflux intracelulárně působících látek ven z buňky 
(např.  syntetický furanon C-30). Studium extracelu­
lárně působících látek ovlivňujících quorum sensing 
(např.  chitosan), či kombinace intracelulárně působí­
cích látek s dalšími fyzikálními antimikrobiálními meto­
dami (např. aplikace nízkoteplotního plasmatu) se tedy 
jeví jako udržitelnější varianta42,43.

Poděkování
Financováno z účelové podpory na specifický cysoko­
školský výzkum (MŠMT č. 20-SVV/2017).
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Souhrn
Michailidu J., Paldrychová M.: Quorum sensing grampozitivních bakterií
Lidstvo se v současnosti potýká s důsledky neuváženého užívání antibiotik – stále rozšířenější rezistence patogenních bakteriálních dru­
hů nutí vědce poohlížet se po jiných metodách zamezení infekcí či kolonizací povrchů těmito nevítanými hosty. Objevení mezibuněčné 
komunikace mikroorganismů a souvislosti quorum sensing s expresí virulentních faktorů daných mikroorganismů bylo v tomto směru 
rozhodně vítanou událostí. Pro správné využití quorum sensing systému ke koncepčnímu boji proti mikroorganismům je ale nejdříve 
potřeba mechanismy těchto systémů ovlivňujících expresi genů i mechanismy jejich ovlivňování podrobněji popsat a pochopit. Při ne­
uvážené aplikaci by zde totiž potenciálně také mohly vzniknout problémy s rezistencí (obzvláště u intracelulárně působících quorum 
sensing inhibitorů).
Klíčová slova: quorum sensing, grampozitivní bakterie, quorum quenching

Summary
Michailidu J., Paldrychová 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 Paldrychová
Ústav Biotechnologie, VŠCHT v Praze; paldrycm@vscht.cz

Úvod
Chemická komunikace mezi bakteriemi prostřed­

nictvím systémů quorum sensing je ústředním prv­
kem jejich života. Dovoluje jim rozpoznat, kdo jsou 
jejich sousedé, ať už jsou jim příbuzní nebo nepří­
buzní, a  spočítat je. Quorum sensing je zásadní pro 
řadu bakteriálních procesů a  umožňuje bakteriím  
organizovat kolektivní chování1. Mimo proces adheze 
buněk či produkce surfaktantů hraje klíčovou roli bě­
hem řízení exprese genů kódujících faktory virulence. 
Bakterie Pseudomonas aeruginosa disponuje celým 
arzenálem těchto faktorů. Předpokládá se, že právě 
pochopení mechanismů vedoucích k  jejich syntéze 
může být klíčem k  nalezení nových terapeutik apli­
kovatelných pro prevenci a  léčbu bakteriálních infek­
cí2. Tento článek poskytne přehled faktorů virulence 
P. aeruginosa, jejichž syntéza je řízena prostřednictvím 
vysoce organizovaných a  vzájemně propojených QS 
systémů.

QS systémy P. aeruginosa
Bakterie schopné mezibuněčné komunikace zpra- 

vidla při vysoké optické densitě produkují a  uvolňují  
do okolního prostředí malé signální molekuly. Akumu­
lace signálních molekul vede k jejich interakci s přísluš­
nými receptory a  následné indukci transkripce genů 
kódujících faktory virulence2. P.  aeruginosa využívá  
hustou síť receptorů a regulátorů transkripce patřících 
do čtyř QS systémů (las, rhl, pqs a iqs)3,2.

Systémy jsou hierarchicky uspořádány, přičemž 
las systém stojí na vrcholu kaskády4,5. Receptor LasR  
po vazbě signální molekuly (3-oxo‑C12-homoserinového 
laktonu) aktivuje nejen transkripci cílových genů kó­
dujících faktory virulence (elastasa, alkalická proteasa 
a exotoxin A)6, ale také transkripci genu kódujícího LasI 
syntasu, což vede k autoindukci4. Přítomnost moleku­
ly 3-oxo‑C12-HSL je vyžadována také pro diferenciaci 

buněk tvořících biofilm – společenství mikroorganismů 
obalené extracelulární polymerní matrix, nevratně při­
chycené k  povrchu8. Zvýšená produkce syntasy LasI 
potřebné k produkci této komunikační molekuly bývá 
zaznamenána zejména během iniciační fáze tvorby 
biofilmu7. Dále jsou komplexem LasR-3-oxo‑C12-HSL 
aktivovány rhl a pqs QS systémy2.

Rhl QS systém pracuje obdobně jako las systém, po­
kud je na receptor navázána signální molekula (v tom­
to případě C4-HSL), dojde k aktivaci RhlI a k vytvoření 
autoindukční smyčky1. Tento systém řídí zejména pro­
dukci rhamnolipidu9. C4-HSL dependentní QS systém 
je velmi důležitý během tvorby anaerobní zóny biofil­
mu, která je pozorována u pacientů s cystickou fibró­
zou7. Receptor RhlR inhibuje expresi receptoru pqsR. 
Naopak komplex PqsR‑PQS je zpětně spouštěn, aby  
aktivoval receptor RhlR, který tyto tři QS systémy spoju­
je. Tato smyčka je navržena tak, aby byl zajištěn správný 
poměr autoinduktorů 3-oxo‑C12-HSL k  C4-HSL, který 
vede k aktivaci pqs1.

Pqs QS systém poprvé popsal Pesci se svými spolu­
pracovníky v roce 199910. Signální molekula 2-heptyl-3-
hydroxy‑chinolon (Pseudomonas chinolon signál, PQS) 
se po navázání na receptor PqsR podílí na sekreci exo­
toxinu pyocyaninu nebo biosyntéze lektinu5.

V  roce 2013 byl u  bakterie P.  aeruginosa objeven 
čtvrtý QS systém. Struktura jeho signální molekuly byla 
popsána jako 2-(2-hydroxyfenyl)-thiazol-4-karbalde­
hyd (IQS). Produkce IQS je za normálních kultivačních 
podmínek řízena prostřednictvím las QS systému. Může 
být, ale také aktivována stresem (např. limitace fosfáty 
je v průběhu infekce poměrně častým jevem). Klinické 
izoláty velice často obsahují mutace v centrálním las QS 
systému. Bylo prokázáno, že iqs QS systém je schopen 
částečně převzít jeho úlohu a exprese faktorů virulence 
může být tímto způsobem zachována3. Toto je velice 
důležitý poznatek, neboť stávající strategie zaměřené  
na potlačení funkce centrálního las QS systému (aplika­
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ce QS inhibitorů), za účelem potlačení virulence bakterií 
P. aeruginosa, se mohou jevit jako neefektivní. Při vývo­
ji účinnějších anti‑QS terapeutik by měl být význam iqs 
QS systému brán v potaz2.

Tato kapitola pouze nastínila složitost propojení čtyř 
doposud popsaných QS systémů P. aeruginosa, které 
řídí expresi řady virulentních faktorů. Následující kapito­
ly se zaměří na popis těchto faktorů a jejich význam pro 
průběh infekcí způsobených P. aeruginosa.

Elastasa
Proteasy, mezi něž patří také LasB a  LasA elastasa, 

hrají hlavní roli během akutní infekce P.  aeruginosa. 
Schopnost štěpit elastin, který je hlavní součástí plicní 
tkáně, vede k  jejímu poškození a plicnímu krvácení11. 
LasB elastasa degraduje nejen elastin, ale také fibrin 
a kolagen. Dále je schopna deaktivovat imunoglobuliny 
G a A a látky podílející se na obraně dýchacího ústro­
jí vůči proteasám. LasB elastasa tedy nejen ničí tkáně 
obsahující elastin, ale také zasahuje do obranných  
mechanismů hostitele12. Pseudomonas aeruginosa 
produkuje v  reakci na nedostatek železa siderofory  
pyoverdin a  pyochelin. Zisk železa je poté zajištěn 
produkcí elastasy, která proteolyticky degraduje trans­
ferrin13.

Alkalická proteasa
Alkalická proteasa patří do skupiny serralysinů – fak­

torů virulence velice hojně rozšířených mezi gram­
‑negativními bakteriemi včetně rodů Serratia a Erwinia. 
Tato proteasa je schopna degradace komplementár- 
ního proteinu C3 podporujícího fagocytózu a  lokální  
zánětlivé reakce14,15. Dále degraduje interferon γ, cy­
tokin, který má zásadní význam pro imunitu vůči bak­
teriálním infekcím, a  jednu z  klíčových mikrobiálních 
rozpoznávacích molekul  – monomerní flagellin, čímž 
snižuje aktivaci Toll‑like receptorů14.

Exotoxin A
Exotoxin A patří stejně jako difterický toxin, cholera 

toxin, pertusis toxin a toxiny produkované rodem Clost-
ridium, do skupiny bakteriálních ADP‑ribosyltransferas. 
Jedná se o nejtoxičtější protein produkovaný P. aerugi-
nosa16. Cílovým místem exotoxinu A je elongační faktor 
2, jehož inhibice vede k narušení biosyntézy proteinů 
a  smrti buněk hostitelského mikroorganismu16-17. Exo­
toxin A má taktéž imunosupresivní účinky18.

Rhamnolipid
Rhamnolipid, biosurfaktant, glykolipid obsahující 

rhamnosu (Obr.  1), solubilizuje fosfolipidy obsažené 
v plicní tkáni, která je takto přístupna štěpení fosfolipa­
sou C19. Také se významnou měrou podílí na architektu­
ře biofilmu P. aeruginosa7,20. Podrobná mikroskopická 
analýza ukasala, že biofilmy P.  aeruginosa jsou ote­
vřené, vysoce hydratované struktury složené z  buněk  
zabudovaných do extracelulární matrice s  obsahem 
vysokého množství kanálků umožňujících tok teku­
tin uvnitř biofilmu. Tvorba charakteristických biofilmů 
P. aeruginoisa, včetně kanálků je regulovaným proce­
sem. Indukovaná syntéza rhamnolipidů během poz- 
dější fáze vývoje biofilmu představuje mechanismus, 
při kterém bakterie využívají komunikaci k  aktivnímu 
udržování těchto kanálků20.

Pyocyanin
Modrý pigment s  fenazinovou strukturou (Obr. 2) – 

pyocyanin (PCN) disponuje redox aktivitou díky kte­
ré se podílí na produkci reaktivních kyslíkových částic 
(ROS). Takto produkované ROS částice jsou schopny 
inhibovat aktivitu katalasy a vyčerpávat zásoby antioxi­
dantu glutathionu. Nadměrná a neustálá produkce ROS 
vede k inhibici antioxidačních mechanismů organismu 
a poškození tkání. Pyocyanin dále podporuje produkci 
superoxidů, paralyzuje cévy dýchacích cest a  inhibuje 
tvorbu oxidu dusnatého makrofágy a  produkci pro­
stacyklinu22. Pyocyanin disponuje také antibakteriální 
a antifungální aktivitou23.

Lektin
Lektiny představují specifickou třídu proteinů schop­

ných vázat sacharidy. P. aeruginosa produkuje dva tyto 
adheziny: LecA a LecB. Galaktofilní LecA má cytotoxic­

Obr. 1: Struktura monorhamnolipidu (nahoře) a dirham- 
nolipidu (dole) produkovaných P. aeruginosa21

Obr. 2: Struktura pyocyaninu24
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ké účinky na buňky epitelu dýchacího systému. LecB 
vykazuje vysokou specifitu pro l‑fukosu, její deriváty  
a  d‑manosu. Zvýšená terminální fukosylace glykopro­
teinů epitelu dýchacích cest je typická pro pacienty trpí­
cí cystickou fibrózou, tento jev se podílí na chronických 
respiračních onemocněních způsobovaných rodem 
Pseudomonas. Lektiny zprostředkované interakce bu­
něk určují schopnost P. aeruginosa adherovat k biotic­
kým i  abiotickým povrchům a  významnou měrou tak 
přispívají k  tvorbě biofilmů. Infekce dýchacího ústrojí 
vyvolané bakterií P. aeruginosa mohou být úspěšně lé­
čeny např. aplikací roztoků obsahujících sacharidy spe­
cifické pro LecA a LecB25.

Závěr
Oportunně patogenní bakterie Pseudomonas aerugi-

nosa produkuje extracelulární lytické enzymy a sekun­
dární metabolity o nízké molekulové hmotnosti, z nichž 
většinu označujeme jako faktory virulence, jejichž  

exprese je ovlivněna autoinduktory25. Faktory virulen­
ce P.  aeruginosa (např.  elastasa, alkalická proteasa, 
exotoxin A, rhamnolipid, pyocyanin a  lektin) význam­
ně přispívají k  její patogenitě neboli schopnosti vyvo­
lat onemocnění26. Popsání a  pochopení mechanismů  
vedoucích k syntéze těchto faktorů, jakož i samotné je­
jich funkce během infekcí způsobovaných P. aerugino-
sa, povede k nalezení látek, které jejich tvorbu budou 
potlačovat více specificky. Od anti‑virulentní terapie se 
očekává především snížení míry patogenity bakterie, 
která je poté snadněji odstranitelná obrannými mecha­
nismy hostitele (především jeho imunitním systémem) 
a snížení selekčního tlaku, vlivem kterého dochází k ší­
ření mutantů odolných vůči účinkům běžně používa­
ných antimikrobiálních látek.

Poděkování
Financováno z účelové podpory na specifický vysoko­
školský výzkum (MŠMT č. 20-SVV/2017).
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Souhrn
Paldrychová M.: Faktory virulence bakterie Pseudomonas aeruginosa
P. aeruginosa využívá hustou síť quorum sensing receptorů a  regulátorů patřících do čtyř QS systémů (las, rhl, pqs a  iqs), které řídí 
produkci faktorů virulence. Systémy jsou hierarchicky uspořádány, přičemž las QS systém stojí na vrcholu kaskády. Nicméně, vzhledem 
k nedávnému zjištění, že funkce centrálního las QS systému může být v podmínkách, které jsou typické pro infekci, převzata QS systé­
mem iqs, je zřejmé, že použití klasických QS inhibitorů cílících na las QS systém může být neúčinné. Měli bychom také mít na paměti,  
že systémy QS vyžadují další výzkum, aby bylo zcela jasné, jak jsou propojeny a jakým způsobem společně řídí produkci faktorů virulence. 
Cílem článku bylo nastínit propojení QS systémů a popsat nejznámější faktory virulence (elastasa, alkalická proteasa, exotoxin A, rham­
nolipid, pyocyanin a lektin) – jejich přínosy pro bakterii P. aeruginosa a jejich účinky na buňky hostitele během infekce. V budoucnu nám 
všechny tyto informace společně pomohou zajistit vývoj specificky účinných anti‑OS terapeutik.
Klíčová slova: Pseudomonas aeruginosa, quorum sensing, faktory virulence, elastasa, alkalická proteasa, exotoxin A, rhamnolipid, 
pyocyanin, lektin
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Summary
Paldrychová 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, 
pqs and iqs), which control the virulence factors production. These systems are organized in a hierarchy with las system at the top of the 
cascade. However, due to recent discovery that functions of central las QS system could be overtaken by iqs QS system in conditions that 
closely mimics host infection, it becomes clear that the application of classical QS inhibitors targeting las 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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