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of further opening of the scissors, and we
hope the Bulletin will help in this struggle by
promoting both research and practice in our
biotechnology. The Bulletin should facili-
tate the exchange and targeted delivery
of information. The editorial board wel-
come advertisements of products such as
chemicals, diagnostics, equipment and
apparatus, which have already appeared

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

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

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

ICT, Technicka 3

166 10 Prague 6, Czech Republic

Phone +420 220 443 028

e-mail: petra.lipovova@vscht.cz

http://bts.vscht.cz



UVODEM
Vazeni piatelé,

blizi se konec roku, kdy jsme si pfipoméli 25. vyro¢i zalo-
zZeni Biotechnologické spole¢nosti a nasi stfesni organi-
zace CSVTS a také 25. vyro&i vydavani naseho bulletinu
Bioprospect. Radi bychom pfi této pfilezitosti podékovali
vSem nasim ¢lentim a pfiznivcim za podporu a spolupra-
ci, diky nimz jsme doséhli fady Gspéchd. Pevné véfime,
Ze piisti Iéta budou nejméné tak Uspésna jako ta pred-
chozi. Radi pfizplsobime aktivity nasi spole¢nosti tak,
aby vyhovovaly Vasim pfanim a pozadavkiim. Domni-
vame se, Ze fada nasich ¢lent jesté nevyuzivéd vyho-
dy naseho e-mailového servisu. Zalezi jen na Vas,
zda budete mit zajem o zasilani aktualnich zprav. Po-
kud jste unaveni z pfemiry e-mailovych zprav, otevie-
te si alesponn obcas webové stranky nasi spole¢nosti
(http://bts.vscht.cz) a European Federation of Biotech-
nology (EFB-http://www.efb-central.org). Posledni EFB
Newsletter pfinasi prehled biotechnologickych kon-
ferenci a kongresd v piistim roce. Z téch nejzaji-
mavéjSich pfipominame 17" European Congress
on Biotechnology (ECB 2016), ktery se bude konat
od 3. do 6. Cervence 2016 v polském Krakové
(http://ecb2016.com) a Biotechnology World Conven-
tion, ktery se uskute¢ni v obdobi 15. - 17. srpna
2016 v Sao Paulo, Brazilie (http://world.biotechno-
logycongress.com).

Stalo se uz zvykem, Ze si v naSem Gvodniku pfipomina-
me nékterd slavna vyrodi. Letos to bylo jiZ 120 let, co Alfred
Nobel sepsal svou tfeti a také posledni zavét (zhruba je-
den rok pied svou smrti) v niz povéfil svédskou Akademii
véd udélovanim cen za fyziku, chemii, medicinu, literatu-
ru a mirové snahy a tyto aktivity zajistil zaloZzenim fondu
s ¢astkou 32 milion Svédskych korun. Nobelovy ceny byly
poprvé udéleny v roce 1901. (Od r. 1969 se jesté udéluje
Nobelova cena za ekonomii.) V obdobi 1901 — 2015 bylo
vyhlaseno 900 laureat Nobelovych cen (874 osob a 26
organizaci). Je snad zajimavé pfipomenout, Ze slovo lau-
reat (i kdyZz u nas se casto hovofi o nositeli ceny) ma
fecky plvod. Je zndmo z historie, Ze vitézové v rdznych
disciplinach byli v Recku obdarovavéni vaviinovym vén-
cem. Vaviin ma latinsky nazev ,Laurus nobilis” (¢esky
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KRASNE VANOCE

vavfin vzneseny ¢i uslechtily) z ¢ehoz bylo odvozeno slo-
vo laureat.

Nobelova cena se ve vsech kategoriich udéluje jed-
né, dvéma ¢ maximalné tfem osobnostem (cena
za mir i organizacim) nebo se také v pfislusném roce
neudéluje vibec. Ve viech kategoriich, kromé ekono-
mie, nebyly v nékterych letech (az pfekvapivé casto)
Nobelovy ceny udéleny (v chemii 8x, v mediciné 9x,
ve fyzice 6x, v literatufe 7x, za mir 19x). Nobelovy ceny
se neudéluji zemfelym osobam. Je jen nékolik pfipad,
kdy laureat zemiel v dobé mezi vyhlasenim ceny a je-
jim fyzickym udélenim. Zajimavym Gdajem muzZe byt
i skute¢nost, ze primérny vék laureédtt v chemii a me-
diciné je 58 let a ve fyzice 55 let. NejmladSim nositelem
Nobelovy ceny byl ve svych 25 letech Lawrence Bragg,
ktery ji ziskal spole¢né se svym otcem v r. 1915 za krys-
talografickou analysu X-paprsky (fyzika). Zajimavé je,
Ze otec a syn ziskali spole¢né Nobelovu cenu ve 4 pii-
padech, ve 2 pfipadech to byly manzelské pary (shodou
okolnosti M. Curie s manzelem a jeji dcera s manzelem:
P. Curie a M. Curie-Sklodowska (fyzika — objev pfirodni
radioaktivity, 1903), Frédéric Joliot a Irene Joliot-Curie
(chemie — objev umélé radioaktivity, 1935). Zenskych
laureédtd bylo v uvedeném obdobi 45, nejvice za lite-
raturu @ mir (4 Zeny v chemii, 12 v lékafstvi a fyziolo-
gii a 2 ve fyzice). Néktefi laureati ziskali dvé Nobelovy
ceny (kazdou v jiném oboru, napt. M. Curie-Sklodowska
za fyziku a chemii). V chemii ziskal Nobelovu cenu 2x jen
Frederick Sanger (za praci na stanoveni primarni struk-
tury proteind, zvlasté inzulinu — 1958 a za pfispévky
tykajici se posloupnosti bazi v nukleovych kyselinach —
1980).

V souvislosti se vznikem Nobelovych cen bychom
neméli zapomenout na prazskou rodacku Bertu Suttne-
rovou, rozenou Kinskou, ktera byla sekretarkou a dlou-
holetou pfitelkyni Alfreda Nobela a snad to byla pravé
ona, ktera utvrdila Nobela v jeho rozhodnuti ocenit kro-
mé vyznamnych védeckych objevl a zajimavé literar-
ni tvorby také zasluhy o mir ve svété. Sama se pozdé;ji
(v r. 1905) stala prvni Zenskou laureatkou Nobelovy ceny
za mir. Jeji statni pfislusnost je uvadéna jako rakousko-
-uherska. Alesponi je po ni v Praze 6 pojmenovana ulice.

Jsme piesvédceni, Ze i tentokrate
budete spokojeni s vybérem ¢lan-
ka, které Vam v tomto cisle predkla-
dame a s potésenim si je prectete.
Pfejeme Vam, abyste v klidu zvlad-
li vSechny povinnosti a starosti,
které se na Vas hrnou koncem roku
a pak proZili v pohodé vanocni
svatky, Silvestr i Novy rok. Po cely
piisti rok Vam pfejeme predevsim
pevné zdravi, mnoho tspéch v ro-
dinném i profesnim Zivoté a téSime
se na dalsi spolupréci po cely pfisti
rok.

Srde¢né Vé&s pozdravuji a mysli
na Vés

Vasi

Jan K&$ a Petra Lipovova
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POZVANKA NA KONFERENCI
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Narodni bioinformaticka konference
13. - 15. 6. 2016

B ENBIK je setkani odbornik{l zabyvajicich se zpracovanim a analyzou
piirodov&dnych a biomedicindlnich dat za pouZiti nastrojfi moderni
informatiky.

B ENBIK pokryva obory souhrnné oznacované jako ,life science informatics”,
mezi které patii napf. bioinformatika ¢i chemoinformatika.

Témata

B Konferenéni témata zahrnuji vSechny aspekty vypocetni biologie,
bioinformatiky & chemoinformatiky, jako jsou napfi. pocitatova genomika
a proteomika, analyza genové exprese, fylogeneticka analyza, systémova
biologie, strukturni bioinfomatika, poc&itatovy navrh Ié€iv, bioinformatické
a chemoinformatické algoritmy & modelovani biomolekul.

Dalsi informace

B Jednacim jazykem je ¢estina ¢i slovenstina.

M Misto konani:

Zamecky hotel Maxmilidn, zamek Loucen, okres Nymburk
http://www.zamekloucen.cz/zamecky-hotel-maxmilian

http:/ /www.enbik.cz/enbik2016

Kontakt

adresa: VSCHT Praha
Technicka 5
Doc. Daniel Svozil 166 28 Praha 6

Laborator informatiky a chemie

e-mail: svozild@vscht.cz
telefon: +420 220 444 391
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KRATKE ZPRAVY

Anaerobni kompostovani
a vyroba elektrické energie

Anaerobni kal je polotuha hmota obsahujici organic-
ké a anorganické latky a je obyvan rozmanitym spo-
le¢enstvim mikroorganismd. Béziné vznikd pfi cisténi
odpadnich vod. MUze byt vyuzit v kapalném stavu pro
vyrobu bioplynu, kde zminéné mikroorganismy postup-
né degraduji pfidavané substraty za vzniku smési pie-
vazné methanu a CO,. Po odvodnéni, za iéelem snizeni
objemu, muze byt kal spélen, uloZzen na skladku nebo
kompostovan. Kompostovani slouzi k vytvofeni degra-
dované organické hmoty, ktera je nasledné vracena
do pudy. Nasledujici prace ukazuje, Ze je mozné spojit
kompostovani s produkci elektrické energie.

Hang Yu a kol. vyuZili mikrobiélni palivovovou celu
(microbial fuel cell, MFC) k produkci elektfiny z od-
vodnéného kalu pomoci mikroorganismd v ném ob-
sazenych. MFC se béiné pouziva ke studiu produkce
elektiiny pomoci mikroorganism@, kde kombinuje
anaerobni degradacni procesy s elektrochemickou oxi-
daci = konverze chemické energie na elektrickou. Sys-
tém obsahuje dvé komirky oddélené membréanou
propustnou pro kationty. V anodovém prostoru obsa-
hujicim mikroorganismus a ,palivo”, probihaji oxida¢-
ni procesy, pfi nichz se elektrony pfenaseji na anodu.
Z anody se elektrony pienaseji vodi¢em na katodu, ktera
je ponofena do roztoku elektrolytu. Souc¢asné dochazi
k putovani proton(i pfes membranu do katodového pro-
storu. Z katody se pienaseji elektrony na rozpusténou
latku, ta redukuje kyslik, ktery s protony vytvofi vodu
(https://en.wikipedia.org/wiki/Microbial_fuel_cell).

V laboratornim méfitku se Hang Yu a ostatnim poda-
filo dosdhnout napéti 0,6 V a silové hustoty 5,6 W/m>.
Navic bylo zjisténo, Ze v porovnani s béznym anaerob-
nim kompostovanim urychlila ,bioelektrogeneze” roz-
klad organické hmoty, kde vysledny rozdil ¢inil asi 7 %.
Je zjevné, Ze vyuziti odpadniho kalu se z energetického
hlediska dale diverzifikuje a ze je slibnym zdrojem pro
produkci Cistsi energie s pfesahem do zemédélstvi.

Hang Yu et al. (2015), Bioresource technology 193,
1-7

Probiotika bojuji proti infekcim
zpusobenym mikrobialnimi biofilmy

Jiz pred stoletim bylo pozorovano, Ze ur¢ité stfevni
bakterie udrzuji nebo zlep3uji zdravotni stav ¢lovéka po-
tlacenim rdstu toxigennich bakterii. Prospésné stfevni
bakterie (pouzivané jako probiotika) byly identifikovany
pfevainé jako zastupci rodd Lactobacillus a Bifidobac-
terium. Pozdéji byla definovana teorie stievni toxemie,
ktera popisuje kvalitativni a kvantitativni zmény stievni
mikroflory, jeji metabolické aktivity a lokalni distribu-
ce. Diky modernim metodam byly identifikovany zdravi
prospésné kmeny stfevnich bakterii a popsany mecha-
nismy jejich G¢inkG: pomahaji ¢lovéku vstiebavat Ziviny
degradaci potravy, soutéZi o zivotni prostor s patogeny
a v interakci s epitelidlnimi burikami produkuji anit-

mikrobialni peptidy. V neposledni fadé jsou dilezité
pro stimulaci vyvoje imunitniho systému.

Nyni jsou studovany moznosti vyuZiti probiotik
proti rozvoji rlznych typl patogennich biofilm(, které
se mohou tvoiit v riznych castech téla. Nejcastéji se
s takovym biofilmem setkdvame v ustni dutiné, kde se
tvofi zubni plak. Ten maze prerGst az v odolny biofilm
v disledku nerovnovéhy mezi ,domacimi” a patogen-
nimi mikroorganismy. Aplikaci vhodnych probiotik Ize
potlacit tvorbu takového biofilmu. Napfiklad u Lacto-
coccus lactis NCC2211 byla zjisténa schopnost zacle-
nit se do biofilmu a tim mimikovat zubni plak. Uvnitf
biofilmu moduloval rast bakterie Streptococcus sobri-
nus OMZ176 zpUsobujici zubni kaz. V jiném pfipadé,
biosurfaktant produkovany bakterii Lactobacillus fer-
mentum potlacoval schopnost tvofit biofilm u pato-
gena Streptococcus mutans. Obecné byla u rdznych
kment laktobacilti zjisténa schopnost potlacovat rdst,
tvofit biofilm a sniZovat adhezi u posledné zminéného
patogena. Podobné efekty byly pozorovany napfiklad
pfi problémech s mocovym traktem nebo u Zenské
bakterialni vaginozy. Zde byl také zaznamenén vyznam-
ny terapeuticky Gcinek laktobacil(. Dalsi misto, které
je osidleno réiznymi mikroorganismy je kiZe. Spatna
hojitelnost i drobnych zranéni muize spocivat v pfitom-
nosti biofilm tvofenych nezadoucimi bakteriemi. Pies-
to je nutné probiotika dale studovat a zjistovat jejich
terapeutické Gcinky v danych pfipadech.

Zavérem je tieba dodat, ze pfi aplikaci probiotik je
tfeba brat v ivahu razné faktory (pH, vybér vhodného
kmene atd.), protoze existuji dikazy o tom, ze za urci-
tych podminek sama probiotika mohou tvofit nezadou-
ci biofilmy nebo dokonce podporovat rozvoj biofilmi
patogennich bakterii.

Claudia Vuotto et al. (2014), International Journal
of Oral Science 6, 189-194.

Biodegradovatelné biofilmy pro odchyt
cirkulujicich nadorovych bunék

Cirkulujici nadorové buiiky (circulating tumor cells,
CTCs) pochézeji z primarniho nebo metastazujiciho
nadoru a krevnim fecistém jsou Siteny do jinych ¢as-
ti téla, kde mohou tvofit dalsi loZiska nadoru. lzolace
CTCs je zajimava v tom, ze lze ziskat bunky pfimo od
pacienta s rakovinou a studovat je za ic¢elem stanoveni
diagnodzy a lécebného postupu. Postup je také Setrnéjsi
k pacientovi, protoZe nevyzaduje invazivni biopsii. Izo-
lace CTCs dosud vyuZiva postupt v makro- a mikromé-
fitku. V. makroméfitku se pouziva gradientova centrifu-
gace nebo mikrofiltrace. Pro mikroméfitko byly vyvinuty
napfiklad DNA aptamery imobilizované na silikonovych
nanovlaknech, kryogely, filmy z uhlikovych nanovlaken
nebo se vyuzivaji interakce calmodulinu s calmoduli-
nem interagujicim s peptidy v prostiedi Ca?* iontl. Pro
dalsi studium CTCs musi byt zachovany dvé dilezité
podminky: a) Zivotaschopnost bunék, b) nezménény
fenotyp bunék. Fenotyp muze byt ovlivnén napfiklad
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stfiznymi silami, zménou teploty béhem procesu, agre-
sivnimi chemikaliemi nebo UV expozici.

Skupiné Wei Li se podafilo zachytit rakovinné bun-
ky pomoci mikrofluidniho zafizeni ("8CTC-chip) vy-
baveného novym biodegradovatelnym nanofilmem,
na jehoz povrchu byly zakotveny protilatky proti riznym
povrchové specifickym markeréim. Zaklad biofilmu tvo-
fi vrstvy anionickych a kationickych polymer(. Zde byly
vykouseny kombinace alginatu a kyseliny hyaluronové
(anionické) na jedné strané a poly-L-lysinu, chitosanu,
diethylaminoethyldextranu a polyallylaminhydrochlori-
du (kationické) na strané druhé. Nanofilm byl uspofa-
dan do péti vrstev (systémem layer-by-layer), kde na
posledni, anionickou vrstvu je navazan biotin, ktery je
k avidinu vazén pfes fluorescen¢ni barvicku DyLight
650 pro vizualizaci formujiciho se filmu. Na avidin pak
byla navazana protilatka proti ur¢itému povrchovému
markeru. Na raznych variantach filmu bylo testovano
jeho formovani a také degradace pomoci alginatlyasy
nebo hyaluronidasy za tGcelem uvolnéni zachycenych
rakovinovych bunék. Varianta alginat/polyallylamin-
hydrochlorid vykazovala rovhomérné rozlozenou fluo-
rescenci na povrchu filmu, to znameng, ze polymer byl
uniformni a také minimalni fluorescenci po Stépeni
alginatlyasou, coz svédc¢i o dobré rozlozZitelnosti filmu.
Takto zkonstruovany cip byl pouzit pro zachyceni CTCs
vpravenych uméle do krve a také pfi realném odbéru
od pacienta. V pfipadé uméle vytvofeného vzorku bylo
dosazeno 80 % zachyceni ze vsech aplikovanych CTCs.
Z tohoto vzorku bylo poté uvolnéno enzymatickou hyd-
rolyzou 95 % bunék, jejichz Zivotaschopnost se bliZila
90 %. Ze vzorku pacienta byly CTCs Gispésné zachyceny
a uvolnény pomoci alginatlyasy.

Jedna se o dalsi maly kriicek na cesté k individualni
lé¢bé?

Wei Li et al. (2015), Biomaterials 65, 93-102.

Detektory schopné detekovat nanotoxicitu

V dnesni dobé jsou nanotechnologie nejen zavede-
nou védni disciplinou, ale s jejich produkty se denné
setkavame, aniz bychom si to tfeba uvédomovali. Mozna
je to vtom, ze jsou tak ,malé”. Vesmés se jedna o rGizné
typy nanocastic pouzivanych v mediciné, potravinaistvi,
kosmetickém primyslu atd. | kdyz jsou nanomateriély
pfipravovany z inertnich prvkd jako je napi. zlato, na na-
nourovni mohou byt tyto latky reaktivni. Tim se nabizi
otazka, zda a jak nanocastice interaguji s biologickym
materialem a jestli dochazi k jeho poskozeni. Nano-
technologie tedy dala vzniknout novému oboru zvané-
mu nanotoxikologie, ktera se zabyva toxicitou nanoma-
terial( (https://en.wikipedia.org/wiki/Nanotoxicology).
Tento obor se snazi postihnout potencialni rizika pro
lidské zdravi spojena s pouzivanim nebo konzumaci
produktli z nanomateriald.

V soucasné dobé jsou hledany spolehlivé a citlivé me-
tody pro detekci této toxicity. Existuji rizné spektrofoto-

metrické metody (MTT test, vylu¢ovani trypanové modfi
zivymi burikami atd.), které nesplnuji pozadované para-
metry pro citlivost, pfesnost, jednoduché provedeni atd.
V soucasné dobé se vyvijeji a testuji celobunécné cipy,
tedy samotnym detektorem jsou Zivé buriky. V tomto
pfistupu Ize spatfovat zjevné vyhody: a) buiiky jsou
pravé ty objekty, které mohou byt ovlivnény toxicitou,
b) veskeré interakce probihaiji ve fyziologickém prostfe-
di narozdil od testd in vitro. Vlysledky takového testu
mohou mit lepsi vypovidaci hodnotu.

Zvlastni pozornost je vénovana neurontim, které jsou
obecné sensitivni k toxinim, cytotoxickym chemikaliim
nebo nadorovym agens a tedy jsou potencialnim kan-
didatem na konstrukci citlivého detektoru.

Imobilizaci neuronu na vodivy povrch elektrody je
mozné sledovat jeho elektrofyziologicky stav, kdy je
pomoci elektrochemického pfistroje méfena vyména
elektrond na rozhrani burika-elektroda (redoxni aktivi-
ta). Zména redoxni aktivity buriky vlivem pfitomnosti
toxinu nam tedy odrézi aktualni kondici buriky. | pres-
to, Ze je nutné vyfesit rlzné technické piekazky (ad-
heze neuront na povrch elektrody, vhodna konstrukce
Cipu, pfesny elektrochemicky zaznam apod.), jiz nyni
byly uspésné testovany nékteré nanomaterialy. Md. Ab-
dul Kafi a kol. testovali toxicitu oxidu grafenu, ktery se
v dnesni dobé studuje jako potencialni material pro
biomedicinské tcely. Na svém povrchu obsahuje mno-
ho hydroxylovych skupin, které jsou vhodné pro na-
vazani rtznych léciv. Vzhledem k ocekavané expanzi
tohoto (a nejen tohoto) nanomateridlu v budoucnos-
ti, je na misté zjistit jeho potencialni toxicitu. Akutni
toxicita tohoto materialu na neurélnich burikach HBIT.
F3 byla pozorovéna jiz pfi koncentraci 25 mg/ml. Stej-
né hodnoty bylo dosa~eno i pomoci MTT testu. Jinym
testovanym materialem byly kvantové tecky (quantum
dots), coz jsou nanokrystaly slozené prevainé z jadra
(CdSe) a obalu (ZnS). Tyto materialy nyni hledaji uplat-
néni v elektronice (nahrazeni displeji LCD a OLED).
V biomediciné by se mohly vyuzit pro vizualizaci tam,
kde nevyhovuji béziné fluorescen¢ni barvicky a také by
mohly na svém povrchu nést rGizné ligandy. Navazanim
na urc¢itou molekulu by bylo mozné sledovat jeji cestu
v Zivém organismu. Md. Abdul Kafi a kol. opét testova-
li elektrochemickou metodu versus MTT test. V tomto
piipadé byly pomoci cipu stanoveny nizsi koncentrace
vyvolavajici toxicitu nez MTT testem. Vysledky tedy uka-
zuji i na vyssi citlivost redoxniho prostiedi buriky vici
toxinim nez nékteré metabolické pochody.

Zda se, ze diky neuralnim ¢ipm by v budoucnu bylo
mozné spolehlivé testovat nové vznikajici nanomateria-
ly pfed tim, neZ vstoupi do prlimyslové vyroby.

Md. Abdul Kafi et al. (2015), Nanomaterials 5,
1181-1199.

zpracoval Tomds Podzimek, VSCHT Praha
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ODBORNE PRISPEVKY

TRANSPLANTACE KRVETVORNYCH KMENOVYCH BUNEK
-~ BUNECNA TERAPIE V HEMATOLOGICKE PRAXI

Marie Dobrovolna

Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha; marie.dobrovolna@uhkt.cz

Uvod

Bunécna terapie byva v soucasné dobé casto pied-
stavovana jako novy trend v mediciné. Pozornost laické
vefejnosti je nejtastéji zaméfena na komeréni pouzi-
ti produktd bunécné terapie nabizenych v reklamach
nebo mozZnosti vyrdbét télesné ,nahradni dily” na
miru. V odborném tisku je pak bunécna terapie nej-
Castéji spojovéana s vyzkumem biologického potenciélu
kmenovych bunék ¢i s moznosti pfeprogramovani bu-
nék a fizeni jejich schopnosti déleni na dalsi specia-
lizované typy tkani.

Nejvétsi takovy potencidl maji buriky embryonal-
nich tkéni (jsou pluripotentni), mohou z nich vznikat
bunky jakychkoli tkani, ale jejich vyzkum a hlavné bu-
douci mozné klinické vyuziti narazi na fadu etickych
problémd. | dospéli jedinci maji viak ve svém téle
urcité, byt malé, mnozstvi kmenovych bunék a bunék
s potencialem dalSiho vyvoje, i kdyZz pouze do urcitych
typl specializovanych bunék a tkéni (multipotence).
Nékde na pomezi mezi embryonalnimi a dospélymi
somatickymi kmenovymi buiikami stoji mirou svého
prolifera¢niho potencialu buriky pupecnikové krve.
Ty se spolu s krvetvornymi kmenovymi burikami kostni
diené nebo periferni krve vyuzivaji jiz po nékolik desitek
let pro klinicky osvédceny a nejrozsifenéjsi typ bunécné
terapie — transplantaci krvetvornych kmenovych bunék.
S prohloubenim znalosti o pfi¢inach vzniku fady chorob
se da do budoucna pfedpokladat, ze se indikace k to-
muto typu bunécné terapie rozsifi i mimo hematologii.

Transplantace kmenovych krvetvornych
bunék

Nédhrada nemocné krvetvorby pacienta pfevodem
(infuzi) zdravych krvetvornych kmenovych bunék darce
dava nadéji na trvalé vyléceni tak zavainych onemoc-
néni jako jsou vrozené poruchy krvetvorby (napi. né-
které druhy anémii) nebo poruchy ziskané béhem zi-
vota, nejcastéji malignizaci nedospélych krevnich bu-
nék (myeloidni a lymfoidni leukémie), nebo vznikem
maligniho klonu bunék v tkénich pfimo souvisejicich
s krvetvorbou (lymfomy)' Transplantace kmenovych
bunék krvetvorby umoziiuje také, zejména u déti, Ié¢bu
poruch imunitniho systému (vrozené imunodeficience)
nebo nékterych metabolickych chorob?.

Zdrojem hematopoetickych kmenovych bunék mize
byt kostni dier nebo periferni kmenové buriky dérce
po stimulaci ristovymi faktory nebo buriky pupecni-
kové krve od pfibuzného nebo nepiibuzného darce.
Lécba, pfi které jsou krvetvorné kmenové burky ziskany
od pacienta v dobé bez pfitomnosti nemoci (tzv. auto-
logni transplantace)?, je vhodna pouze u méné agresiv-
nich druhG onemocnéni. U onemocnéni, kde je vysoké
riziko, Ze se nemoc opét vrati a pacient relabuje, jsou
aplikovény buriky jiného ¢lovéka — piibuzného nebo
nepfibuzného (alogenni transplantace). Riziko relap-
st je v tomto pfipadé nizsi, protoze bunky alogenni-
ho $tépu po prevodu do pacientova organismu za¢nou
v jeho vnitinim prostiedi uplatiiovat sv(j geneticky
vrozeny ,funkéni  program”
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a obnovuji nejen krvetvorbu,
ale pfinaseji také darcovsky
imunitni systém, ktery muze
pusobit proti pfeZivajicim ma-
lignim burikam?®.
HLA

Tkarnova slucivost (histo-
kompatibilita) je geneticky
ur¢end individualni vybavou
alelickych forem gend HLA
systtmu (Human Leukocyte
Antigens)®, ktery predstavuje
hlavni histokompatibilni sys-
tém (MHC) c¢lovéka znamy
svym extrémnim polymorfis-
mem® (Obr. 1). Geny toho-
to systému patfi strukturné
do imunoglobulinové super-
rodiny a koduji tfi rdzné tfi-
dy polypeptidi, které ur-

2008
2009
2010
201
2012
2013
2014
2015

© SGE Marsh 06/2015

Obr. 1: Piehled poctu znamych HLA alel, stazeno z
http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/stats.html dne 6. 8. 2015.

Cuji vrozené  charakteris-
tiky fungovani a regulace
imunitniho systému.
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Produkty MHC oznacované jako molekuly MHC (nebo
HLA) byly plivodné popsany pii studiu pfenosu tkani,
a proto byvaji i dnes ¢asto oznacovany jako transplan-
tacni antigeny, i kdyZ jejich vyznam je mnohem Sirsi
a komplexnéjsi. Zajistuji totiz odliseni vlastnich a cizich
bunék, selekci pii vyvoji lymfocytl (odstranéni auto-
reaktivnich klont), rozpoznani intra- i extracelularnich
patogen(, urcuji vnimavost k nékterym chorobam
a s nékterymi onemocnénimi jsou dokonce asociova-
né’.

Rozeznani pfitomnosti ,ciziho” je zaloZzeno na tom,
ze cizorody peptidovy fragment se vaze svou ¢asti na
HLA molekuly, je vystavovan na povrchové bunécné
membrané a zprostiedkovava reakci buriky s recep-
torem Tlymfocytu. Repertoar takto HLA molekulou
vazanych peptid( je dan strukturou vazebného Zlab-
ku na HLA molekule, ale je také ovlivnén tim, jak se
antigen dostava do bunky, jakymi mechanismy je de-
gradovan a jaké bunécné cesty vedou k vazbé peptidu
na HLA molekulu.

HLA systém je rozdélen na tzv. tfidy — nejvyznamnéjsi
jsou geny HLAA, HLAB, HLAC (HLA . tfidy) a HLADRB1,
DQB1 (HLA Il. tfidy). HLA molekuly I. tfidy® (Obr. 2)
vystavuji peptidy endogenni, tedy peptidové fragmen-
ty vzniklé degradaci intracelularnich proteint (napf.
pfi mnoZeni viru Stépenim bilkovin vzniklych v cyto-
solu) a exprimuji se na vSech somatickych jadernych
bunkéch, nejvice na bunkach aktivnich vimunitnim sys-
tému.

Obr. 2: Schématické zobrazeni molekuly HLA 1. tiidy
a tvaru jejiho vazebného zlabku (pfevzato z Hofejsi V., Bar-
thrkova J., Brditka T, Spisek R., Zaklady imunologie, Triton
(2013)). Schematické znazornéni transmembranové struktury
molekuly HLA 1. tfidy (vlevo) zakonéené oblasti vazajici pepti-
dové fragmenty (tzv. vazebny Zlabek) a pohled shora na jeho
tvar (vpravo).

Molekuly HLA II. tfidy® (Obr. 3) naopak vazi fragmen-
ty bilkovin extracelularniho plvodu, které se dostanou
do buriky v endosomu a jsou degradovany v jeho kyse-
Iém prostiedi.

Peptidové fragmenty vazané v komplexu s HLA mo-
lekulou jsou vystaveny na povrchu antigen prezentu-
jicich bunék (APC), jako jsou Blymfocyty, dendritické
bunky a makrofagy, kde je maze rozpoznat Tlymfocy-
tarni systém. Ukolem tohoto mechanismu je spustit
odpovéd pouze na takové podnéty z prostiedi, které
vyzaduji imunitni reakci a vedou k produkci odpovidaji-
cich protilatek proti antigenu®.

Studium patogeneze fady onemocnéni ukazuje,
ze vznikaji jako dasledek nepfiméfené nebo chybné
imunitni odpovédi na patogenni podnéty z vnitiniho
i vnéjsiho prostiedi, a tak se uplatnéni buné¢né tera-
pie krvetvornymi kmenovymi burikami mdze rozsifit
i do dalSich lékafskych obord™™.

Obr. 3: Schématické zobrazeni molekuly HLA II. tfidy
a tvaru jejiho vazebného zlabku (pievzato z Hofejsi V., Bar-
tankova J., Brdi¢ka T, Spiek R., Zaklady imunologie, Triton
(2013)). Molekula HLA 1. tfidy (vlevo) méa transmembranovou
strukturu, jeji vazebny zlabek je na svych okrajich otevieny
(vpravo pohled shora) a umoziiuje vazbu delsich peptidovych
fragmentd.

Stanoveni HLA shody pro transplantace
krvetvornych bunék

HLA genotyp se pro transplantace krvetvornych bu-
nék stanovuje v celkem 5 lokusech HLA I. tfidy (A, B, C)
a HLA Il tfidy (DRB1, DQB1). Stanoveni probiha ve
dvou rovinach rozliseni — na Grovni alelickych skupin
(nizké rozliseni), kdy se blizi sérologickému stanoveni
antigend, a vysoké rozliseni s detekci jednotlivych alel
dané alelické skupiny. Pro prvni pfedbéiné stanoveni
genotypu a posouzeni mozné kompatibility staci vyset-
feni ve 3 lokusech HLAA, B a DRB1 na aroven nizkého
rozliSeni. U pacienta a pro ného vhodného pfibuzné-
ho ¢i nepfibuzného dérce je pak nutné vysetieni alel
ve v3ech 5 lokusech.

Vybér molekularné genetické metody zavisi na Uce-
lu vySetfeni'2. V registrech nepfibuznych dobrovol-
nych darct je hlavnim tkolem ekonomicky efektivné
typizovat velkd mnozstvi potencidlnich darct tak, aby
z nich bylo mozno rychle vyhledat pro konkrétniho
pacienta vhodného dérce. Zde se uplatiiuji metody
s velkou kapacitou priichodu vzorkd a nizkymi naklady,
jako napf. pyrosekvenovani (NGS - Next Generation
Sequencing) .

Stanoveni genotypu pacienta, vybér pfibuzného dar-
ce nebo potvrzeni a upiesnéni genotypu nepfibuzné-
ho darce z registru je naopak Ukolem HLA laboratofe
transplantac¢niho centra®™', jejimz cilem je dosahnout
maximalniho alelického rozliseni u mensiho poctu
vzorkd. Tyto laboratofe vyuzivaji komeréni CE IVD kity
(In Vitro Diagnostic medical device, zdravotnicky pro-
stfedek urceny pro in vitro diagnostiku), jak pro izolaci
DNA z periferni krve, stéru bukalnich sliznic, slin nebo
jinych tkani, tak pro PCR amplifikaci a naslednou de-
tekci amplikond.
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Analyza se zaméfuje na polymorfismus oblasti va-
zebného Zlabku, ktery je kddovany u HLA 1. tfidy 2. a 3.
exonem, u HLA Il tfidy 2. exonem. Pro piesné urceni
poradi nukleotidd testovaného tseku DNA je vhodna
metoda pfimého sekvenovani (SBT — Sequence Based
Typing) Sangerovou metodou. Uvedené exony jsou
sekvenovany v obou smérech, pro lokusy HLA II. tfi-
dy mlzZe byt provadéna analyza dalSich dopliikovych
sekvenci v zavislosti na pouzitém kitu. Vyhodnoceni je
provadéno porovnanim ziskanych sekvenci s pravidel-
né aktualizovanou databazi v daném lokusu znamych
alel HLA systému' pomoci specializovaného softwaru.
K upfesiiovani nejednoznaénych vysledkt nebo stano-
veni na urovni nizkého rozliseni byvaji pouzivany méné
pfesné metody, napi. PCRSSP (PCR se sekvencné
specifickymi primery). Pfi ni jsou pouZivany primery
specifické pfimo pro dany lokus ¢i alelickou skupinu
(odlisné sety primerl) a je zaloZzena na detekci bodo-
vych mutaci (SNPs — Single Nucleotide Polymorphisms).
Ke kazdé primerové smési je pfidan dalsi primerovy
par jako vnitfni pozitivni kontrola tspésné amplifikace.
Kombinaci metod Ize dosdhnout odstranéni nejedno-
znacnych vysledk a uréeni jednotlivych HLA alel.

Vybér darce

Vzhledem k tomu, Ze HLA kompatibilita je povazo-
vanaza dulezity faktor'® ispésnosti provedené transplan-
tace, je tedy primarné vyhledavan HLA shodny pfibuzny
nebo nepiibuzny darce?°, shoda v krevni skupiné neni
vyZzadovana, ale pouze upfednostiiovana?' 2.

Prvnim krokem k rychlému nalezeni vhodného dar-
ce je vysetieni rodiny nemocného, kde se pro 20 az
30 % pacientl najde shodny dérce. Pro ostatni je nutno
zadit vyhledavani v registrech nepfibuznych darcd, ¢imz
se termin transplantace posouva o 2 — 3 mésice. Tento
¢as je nezbytny pro elektronické vyhledani vhodného
darce podle piedbéznych dat z registr(i, pro navazani
kontaktu s potencidlnim darcem a ovéfeni jeho zdra-
votni zpUsobilosti i ochoty darovat. Doplnéni vychozich
HLA dat, ev. jejich rozsiteni, mlzZe odhalit neshodu
s pacientem. V této fazi maze vypadnout az tietina po-
tencialnich darcd. Proto je vhodné vysetiovat najednou
vice moznych darcq, ze kterych klinicky Iékai provede
definitivni vybér. Molekularné genetické vysetieni HLA
polymorfismu tento proces hledani darce zdrzuje zcela
minimalné. Stanoveni HLA polymorfismu pomoci mo-
lekularné genetickych metod a zhodnoceni kompatibi-
lity s pacientem mize byt provedeno v fadu nékolika
dni od pifijeti vzorku do HLA laboratofe transplantacni-
ho centra.

Transplantace nesmi byt spojena s nebezpecim
pfenosu zdravotnich problémd dérce na pacien-
ta — pfijemce. Proto jsou z darcovstvi vylouceni lidé
po prodélané lécbé nadorového onemocnéni, po
transplantaci organ( a tkani, s krvacivymi stavy, s trva-
lou medikaci pro nemocnéni srdce, cév, plic, kloubd
a zazivaciho systému, s diabetem, stejné jako s tézsimi
formami alergie (pfehnana imunitni reakce na vnéjsi
alergenni podnét), epilepsii nebo jinymi zachvatovitymi
stavy. Velka pozornost je vénovana ovéfeni infek¢nich
marker darce, ktery by nemél prodélat krvi pfenos-

né infekce (HIV, Zloutenka typu B a C, syfilis, malarie,
Creutzfeld-Jacobova nemoc, apod.).

Odbér stépu musi byt bezpe¢ny i pro darce, ktery
by tedy nemél trpét onemocnénim, které by se mohlo
v souvislosti s odbérem znovu aktivovat (tuberkuléza,
sarkoid6za, autoimunitni onemocnéni). Darce by mél
kou poruchou, nemél by kvili nebezpeci pfenosnych
infek¢nich nemoci uzivat navykové latky ani provozovat
rizikovy sex.

Transplantace krvetvornych kmenovych
bunék jako stiet dvou imunit

Transplantace provadéna pro osvojeni darcovy krve-
tvorby je také procesem adopce darcovy imunity. Pfed
pfevodem $tépu, tj. multipotentnich dospélych kme-
novych bunék (CD34+), musi byt pacient ,pfipraven”
na to, aby jeho organismus $tép pfijal. Pfipravny rezim
chemoterapii ¢i radioterapii a pouzitim antithymocytar-
niho globulinu znefunkéni nebo vyrazné utlumi jeho
imunitni systém, coz minimalizuje pravdépodobnost
imunitni reakce na podany $tép, a to i v pfipadé shody
v testovanych HLA lokusech.

Po transplantaci mizZe nastat reakce pfijemce proti
Stépu (Host versus Graft — HvG) vedouci k nepfijeti Ci
odhojeni stépu?. i¢asné pfihojeni stépu po transplan-
taci je nutné pro nahradu krvetvorby a fungovani imu-
nity darce proti infekcim z vnitiniho i vnéjsiho prostiedi
pacienta (Graft versus Infection — Gvl). V pfipadé ma-
lignich onemocnéni je také zadouci reakce stépu pro-
ti zbytkové populaci nadorovych buriek?* (Graft versus
Leukemia - GvL). Vzhledem ke komplexnimu charak-
teru imunogenicity transplantovanych bunék mohou
vyvijet reakci Stépu proti hostiteli (Graft versus Host
Disease — GvHD), ktera v r(izné intenzité muze postih-
nout kiZi a sliznice, zaZivaci Gstroji ¢i jatra. Tyto projevy
mohou postihovat i riizné organy najednou a mohou
mit akutni nebo chronickou podobu. Chronickd GvHD
se miZe demonstrovat podobné jako autoimunitni
onemocnéni (sklerodermie, Sjogrentv syndrom). Tézké
formy GvHD mohou vést az k umrti pacienta.

Zaver

HLA geny testované pro stanoveni tkanové kompati-
bility mezi darcovskymi multipotentnimi burikami Sté-
pu a pfijemcem piedstavuji sice pouze zlomek celého
lidského genomu (asi jednu tisicinu), ale diky extrém-
nimu vyskytu jejich individuélnich forem (polymor-
fismu) se dosud ani v rozsahlych studiich nepodaiilo
jednoznacné stanovit permisivni HLA neshody ani ta-
kové, které by mély byt z hlediska celkové Gspésnosti
transplantace zcela zakazany. Ukazuje se, Zze vyznam
neshod se projevuje v kontextu fady nonHLA faktord,
jako je typ aplikovanych bunék (kostni dien, periferni
kmenové buriky krvetvorby), typ diagndzy, biologicky
stav pacienta a zejména vcasnost provedeni transplan-
tace.

Transplantace krvetvornych bunék je v soucasnosti,
i pfes fadu stale jesté nejasnych faktor( ovliviiujicich
jeji ispésnost, ukazkou bunécné terapie ,Sité pacien-
tovi na miru”, ktera dava nadéji na dlouhodobé pfeziti

Ro¢nik 25

Bioprospect ¢. 4/2015



nebo Gplné vyléceni jinak nevylécitelnych onemocné-
ni. Celosvétovy sbér dat z transplanta¢nich programt
jednotlivych center a jejich statistické vyhodnocovani
prispiva k optimalizaci lé¢ebnych protokold a zdoko-
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Dobrovolna M.: Transplantace krvetvornych kmenovych bunék - bunécna terapie v hematologické praxi

Transplantace krvetvornych kmenovych bunék je standardnim lé¢ebnym postupem pro lé¢bu malignich i nemalignich hematologickych
onemocnéni a nékterych poruch imunitniho systému. Pfevod $tépu pfedstavuje obnovu krvetvorby, ale také pfijeti darcovské imunity.
V pfipadé aplikace bunék pfibuzného nebo nepfiibuzného jedince je vybér provadén podle shody v genech HLA systému, ktery pfedur-
Cuje charakteristiky imunitniho systému a hraje vyznamnou roli v celkové Gispé3nosti této Ié¢by. Zkusenosti z tohoto klinického programu
piispivaji k rozvoji bunécné terapie i pro dalsi onemocnéni, u kterych doslo k poskozeni funkce tkani irazem nebo nemoci.

Klicova slova: bunécna terapie, transplantace krvetvornych bunék, HLA geny

Summary

Dobrovolna M.: Haematopoietic Stem Cell Transplantation - cellular therapy in haematological practice

The haematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is a standard part of treatment protocols for some haematological malignant
diseases, inborn errors of hematopoietic and immune system, some metabolic diseases and immunological disorders. The applied graft
of haematopoietic stem cells brings to the patient potential reconstitution of haematopoiesis but also engraftment of donor’s immu-
nity. The allelic matching in HLA genes, which determine immune system, is considered to be an important factor in HSCT outcome.
The experiences of this clinical program contribute to the development of cell therapies for other diseases with loss of tissue or its
function due to injury or illness.

Keywords: cell therapy, haematopoietic stem cell transplantation, HLA genes

BIOSYNTEZA PRIRODNICH POLYKETIDOVYCH LATEK

Jan Kolek .
Ustav biotechnologie, VSCHT v Praze; kolekj@vscht.cz

Uvod

V Zivych organismech mizZeme rozlisit dva zakladni
druhy metabolismu. Primarni metabolismus zahrnuje
predevsim esencialni buné¢né reakce, nutné k samot-
nému pieZiti a reprodukci organismu (jedna se napf.
o metabolismus cukrd, nukleovych kyselin, lipidd pro-
teind atd.). Sekundarnim metabolismem vznikaji latky
zpravidla neesenciélni povahy, které vsak casto orga-

nismu poskytuji selekéni vyhodu oproti ostatnim kon-
kurentm v okoli ¢ napf. moznost preziti v nehostin-
nych podminkach. Sekundarni metabolity ¢asto vzni-
kaji jedine¢nymi syntetickymi drahami, které navazuji
na rizné meziprodukty primarniho metabolismu a jed-
na se Casto o biosyntetické drahy unikatni pouze pro
jeden druh ¢i malou skupinu organismd. DalSim zasad-
nim rozdilem je, Ze na rozdil od primarnich metabolitd
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dochéazi k syntéze produktl sekundérniho metabolis-
mu vétSinou pouze v ur¢ité fazi buné¢ného cyklu. Ty-
picky se mize jednat o stacionarni fazi rlistu, vystaveni
vnéjSim stresovym podminkam (teplota, pfitomnost
chemikalii, zmény pH atd.) ¢i pfitomnost kompetujici-
ho mikroorganismu. Sekundarni metabolity také casto
vykazuji rizné biologické aktivity a fadi se mezi né napf.
znamé antimikrobialni latky, toxiny, autoregula¢ni fak-
tory, enzymy pro utilizaci neobvyklych substratli nebo
latky zajistujici mezibunécénou komunikaci ¢i razné
dalsi signalni molekuly.

Obrovskou skupinou sekundarnich metaboliti jsou
polyketidové latky. Do této skupiny patfi mnoho klinic-
ky vyznamnych latek, jako jsou napf. riizna antibiotika
(makrolidy, tetracykliny), bakteridlni a plisfiové toxiny
(aflatoxiny, mycolakton), imunosupresiva (rapamycin),
protinadorové preparaty (doxorubicin), antimykotika,
insekticidy a mnoho dalSich vyznamnych latek. V3echny

polyketidy jsou syntetizovany enzymatickymi systémy,
které se nazyvaji polyketid-synthasy. Samotny pribéh
polyketidové syntézy je déj velmi se podobajici synté-
ze mastnych kyselin, se kterou také ¢asto sdili nékteré
enzymy a prekurzory. Principem vzniku mastnych ky-
selin i polyketidovych latek je postupnd kondenzace
acyl-CoA substratti, které jsou postupné spojovany
do delSich fetézcq, které jsou nasledné rizné enzyma-
ticky upravovany.

Nejznaméjsi polyketidy
a jejich producenti

Typickymi producenty polyketidG jsou piedevsim
prokaryotické organismy (pfedevsim bakterie spadajici
do fadu Actinomycetales) a mikroskopické houby. Je-
jich tvorba byla ale prokazana také napf. u nékterych
rostlin ¢i protist'. Nejzndmé;jsi a nejvyznamnéjsi poly-
ketidové latky jsou zobrazeny a popsany v tabulce ¢. I.

Tabulka I: Priklady nejvyyznamnéjsich polyketidii vyuZivanych ¢i sledovanych v klinické praxi.

Chemicka struktura:

Pouziti:

| Producent:

Aflatoxin B1

klinicky
. Saccharopolyspora erythraea L
Erythromycin A . pouzivané
(Actinomycetales) antibiotikurm
Tetracyklin Streptomyces aureofaciens I;’Ici)':]iicl,l‘();né
(Actinomycetales) Antibiotikurm
Rapamycin Streptomyces hygroscopicus I;Ici)lrjiicil\(/);né
(Actinomycetales) imunosupresivum
klinicky pouzivany
. at
- Streptomyces peucetius prepara .
Doxorubicin (Actinomycetales) pfi chemoterapii
nadorovych
onemocnéni
Aspergillus flavus, mykotoxin,

Aspergillus parasiticus
(Eurotiales)

Casty potravinovy
kontaminant

Aspergillus terreus,

klinicky pouzivany

Monascus purpureus e
. (Eurotiales) prlpraygk - .
Lovastatin Fusari . pro snizovani hladiny
usarium pseudocircinatum cholesterolu
(Hypocreales)
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Tabulka 1: (pokracovani)

Chemicka struktura:

Producent:

Pouziti:

Nystatin A

Streptomyces noursei
(Actinomycetales)

klinicky pouzivané
antimykotikum

Biosyntéza mastnych kyselin

Polyketidova syntéza se svym pribéhem obecné
velmi podoba syntéze mastnych kyselin. Syntéza
mastnych kyselin je v buiikdch zajistovana enzyma-
tickymi komplexy tzv. synthas mastnych kyselin
(FAS - Fatty Acid Synthase). FAS se nachazi v kazdé
zivé burice a je dilezitym enzymatickym systémem
primarniho metabolismu. Syntéza mastnych kyselin
je zalozena na postupné Claisenové kondenzaci ma-
lonylovych (vyjime¢né i jinych) podjednotek, které
jsou postupné piipojovany k tzv. startovaci podjed-
notce. Tou je v tomto pfipadé nejcastéji acetyl, ktery je
odvozen budto od acetyl-CoA nebo vznika dekarboxy-

laci malonyl-CoA. Viysledkem je dlouhy acylovy fetézec.
Béhem biosyntézy je tato startovaci jednotka nejpr-
ve navazana na thiolovou skupinu cysteinu enzymu
B-ketoacylsynthasy (KS) a dale je malonylova prodlu-
Zovaci jednotka pomoci enzymu malonyl-CoA:ACP-
-transacylasy (MAT) navézéna z malonyl-CoA na thio-
lovy zbytek specifického proteinu ACP (Acyl-Carrier-
-Protein). Po navéazani malonylu na ACP katalyzuje
KS iniciovana navazanym acetylem prvni kondenzaci,
jejimz vysledkem je vznik B-ketoesteru. V pfipadé
bakterialni FAS zprostfedkovava tuto prvotni konden-
zaci KS typu Ill (FabH u E. coli)2. Vznikly B-ketoester se
nasledné cely vaze na ACP (viz Obr. 1).

B o 0
CoAS CoASJ\/u\OH
A O O \ 0 / F (o]
CoASMOH CoAS’lk Ho)]\{/'h
e
MAT : TE :
‘ MAT)-on Trc]sn | | RO |

-

ACP s

\E2
s 0N

KR |

Obr. 1: Zakladni schéma priibéhu biosyntézy mastnych

kyselin a polyketidii. (A) vazba malonylu z malonyl-CoA

na malonyl-ACP, (B) iniciace KS navazanim acetylu (jeho zdrojem je pfimo acetyl-CoA nebo vzniké dekarboxylaci malonyl-CoA),
(€) kondenzace (pfenos malonylu z malonyl-ACP na acyl-KS), (D) tiikrokové odstranéni B-kysliku, (E) pfenos rostouciho acylo-

vého fetézce z ACP na KS k dalsi kondenzaci, (F) odstépeni
fetézce.

finalniho produktu pfi dosazeni pozadované délky acylového
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V dalsi fazi nasleduji vidy tfi enzymatické kroky ve-
douci k odstranéni B-kysliku, ktery vznika béhem kazdé
kondenzacni reakce. Prvni reakci pro odstranéni B-kys-
liku je redukce ketoreduktasou (KR), nasleduje dehyd-
ratace dehydratasou (DH) a druha redukce enoylreduk-
tasou (ER). Po probéhnuti téchto tfi reakci je mozno
pfipojit ke vznikajicimu fetézci dalSi malonylovou pod-
jednotku a opakovat cely cyklus (viz Obr. 1). V nasledu-
jicich elongacnich kondenzacich se uplatiiuji pfedevsim
KS typu | nebo Il (FabB a FabF u E. coli). KS I a Il jsou
velmi pfibuzné enzymy, které nelze jednoduse rozlisit
na zakladé jejich sekvence. Presto vSak casto vykazu-
ji rozdilné substratové specifity (napf. KS | se Gcastni
vyhradné biosyntézy nenasycenych mastnych kyselin)2.

Reakce postupné pokracuje dalSimi elonga¢nimi
kroky, dokud neni dosazeno pozadované délky fetéz-
ce (nejcastéjsi délka syntetizovanych mastnych kyselin
je Sestnact uhlik( — kyselina palmitova). Po dosazeni
této délky se uplatnuje posledni enzym FAS systému —
thioesterasa (TE). Viysledny produkt je jeho plisobenim
uvolnén ve formé volné mastné kyseliny ¢i acylesteru.
Schéma celého procesu vzniku mastnych kyselin je
zobrazeno na obrazku 1.

FAS systémy se obecné rozdéluji do dvou velkych
skupin. Systém FAS typu Il byl popsan napfi. u bakterii,
nékterych parazitd, ale také v mitochondriich ¢i chloro-
plastech. Jedna se o jednotlivé, mensi proteiny s mo-
noenzymatickymi funkcemi, které se postupné podileji
na syntéze mastnych kyselin. Oproti tomuto uspofada-
ni FAS typu | je nejcastéji popisovan jako jeden velky
multienzymovy (multidoménovy) protein, ktery ob-
sahuje mnoho katalytickych mist pro jednotlivé kroky
biosyntézy a zajistuje vSechny kroky biosyntézy. FAS |
se typicky nachazi u eukaryotnich organismd. Toto dé-
leni FAS systému se stalo zakladem také pro rozdéleni
polyketid-synthas, ucastnicich se biosyntézy polyketidd.

Biosyntéza polyketidii

Biosyntéza polyketid(l je stejné jako syntéza mast-
nych kyselin zaloZzena na postupné kondenzaci podjed-
notek acyl-CoA. V burice je zajisténa mohutnymi en-
zymatickymi systémy polyketid-synthas (PKS), které se
v mnohém podobaji FAS systémim. Nejlépe popsané
PKS systémy se nachazi predevsim u bakterii a hub.
PKS se ale velmi casto vyskytuji také u rostlin (tvorba
flavond, stilbenG atd.), popf. protist ¢i vzacné i u né-
kterych zivocich@**>. Od FAS se PKS lisi pfedevsim Si-
rokym spektrem substrétd, které mohou jejich enzymy
vyuZivat, jako startovaci a prodluzovaci jednotky. Star-
tovaci jednotkou muze byt nejen FAS systémem kla-
sicky pouzivany acetyl-CoA, ale béiné je pouZiti napf.
butyryl-CoA, propionyl-Co, cyklohexyl-CoA nebo i aro-
matickych ¢i zcela specifickych startovacich jednotek.
ProdluZovaci jednotkou muze byt u PKS kromé klasicky
vyuzivaného malonyl-CoA i napf. metylmalonyl-CoA,
etylmalonyl-CoA, metoxymalonyl-CoA a dalsi moleku-
ly'. Druhym hlavnim rozdilem u PKS je, Ze vznikajici
B-ketoester nemusi byt vidy podroben kompletnimu
tiikrokovému cyklu (KR, DH, ER) vedoucimu k odstra-
néni B-kysliku, ktery vznika pfi kazdém pfipojeni pro-
dluZovaci jednotky (viz Obr. 1). Pfed dalsi kondenzaci
tak mohou probéhnout jen nékteré nebo zadna z téch-
to reakci. Finalni polyketidy tedy mohou nést alkylové,

hydroxylové, enoylové nebo keto skupiny®. Diky ¢asté-
mu ponechani keto skupin na vznikajici molekule také
ziskaly polyketidy svij nazev.

Ve fazi, kdy je rostouci polyketidovy fetézec vazany
na ACP mize probéhnout mnoho dalSich modifika-
ci fetézce, ktery zajistuji pfidatné enzymy nebo piimo
enzymové domény samotné PKS (oxidace, cyklizace,
aromatizace atd.). Po ukonceni polyketidové syntézy
a fyzického oddéleni vzniklého produktu od PKS sys-
tému jsou latky Casto jesté dale modifikovany pomoci
pfidatnych, tzv. ,tailoring” enzym(’”. Casta je napf. me-
tylace, glykosylace, oxidace, dalsi cyklizace nebo aro-
matizace. Pravé rozli¢nost uprav vznikajiciho fetézce,
vyuZiti rznych startovacich a prodluZovacich jednotek
a rlizné dalsi apravy pomoci dalsich pfidatnych enzymi
jsou divodem obrovské rozmanitosti znamych latek
vznikajicich pomoci PKS.

Rozdéleni PKS

Podle vzoru FAS systém jsou i PKS rozdélovany
do skupin I, Il a lll. V literatufe jsou nékdy PKS déle-
ny také na iterativni, modularni a iterativné modularni
nebo jsou dokonce diky své sloZitosti popisovany jako
jednotlivé unikatni biosyntetické systémy, které nelze
jednoduse zafadit do navzajem jasné oddélenych sku-
pin |, Il alll2.

Celkové vyuzivaji PKS systémy dvou hlavnich strategii.
V prvnim pfipadé se jedna o mohutny, multimodularni
enzym (PKS I, modulérni PKS) ve kterém Ize rozeznat
jednotlivé moduly (acyltransferasy, ACP, ketosynthasy),
které odpovidaji za konkrétni kroky polyketidové synté-
zy®. Kazdy z moduld PKS | zprostfedkovava pravé jeden
krok elongace polyketidového fetézce. Diky tomu, Ze
sekvence PKS | je pomérné konzervovana napfic orga-
nismy a existuje pomérné jasna spojitost mezi sekvenci
polypeptidu PKS | a pofadim reakci, Ize pomérné dobie
predikovat pocet a typ domén vysledného enzymu. Cel-
kové Ize tedy z pofadi jednotlivych acyltransferas a geo-
metrie jejich aktivnich mist predikovat prekurzor, ktery
bude vloZen v ur¢ité fazi biosyntézy a tim Ize odhadnout
i celkovou strukturu vysledné latky™. Klasickym pfikla-
dem PKS | jsou biosyntetické systémy makrolid®, napf.
modelové polyketidova synthasa DEBS-PKS (6-Deoxye-
rythronolid B Synthase-PKS) podilejici se na biosyntéze
antibiotika erytromycinu (viz tabulka I)".

Druhou skupinou jsou PKS systémy, které vyuzivaji
enzymatické aktivity nutné pro vznik polyketidového
fetézce opakované (PKS I, iterativni PKS). Pro jejich
zapojeni v biosyntéze aromatickych bakterialnich poly-
ketidG jsou nékdy také oznacovany jako bakteridlni aro-
matické polyketid-synthasy. Na rozdil od PKS I systéma
jsou enzymové aktivity rozlozeny do jednotlivych poly-
peptidl s rGznymi aktivitami™. Tyto jednotlivé proteiny
pfechodné interaguji a jsou pouzivany opakované bé-
hem celé biosyntézy. Acyltransferasovd doména, ktera
je u PKS | zodpovédna za volbu prekurzoru a jeji vazbu
na ACP, ve shluku gent pro PKS Il nékdy muze zcela
chybét. V tomto pfipadé PKS Il systém vyuZiva malonyl-
-CoA acyltransferasu kodovanou synthasou mastnych
kyselin®. Dal3i rozdil v PKS | a Il je ve vybéru prekurzo-
ru. Jediny dosud znamy prekurzor pouzivany PKS Il je
malonyl-CoA (coz je také jediny prekurzor pouzivany
FAS). Diky opakovanému (iterativnimu) poufziti stejnych
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enzym@ béhem celého procesu biosyntézy je praktic-
ky nemozné ucinit jakykoliv odhad vysledné struktury
metabolitu na zédkladé poctu aktivnich mist enzym.
Modelovym PKS Il systémem je napf. PKS typu Il podi-
lejici se na biosyntéze antibiotika actinorhodinu™ nebo
tetracyklinu®™.

Dal3im, zvlastnim biosyntetickym systémem, ktery
nema svij protiklad ve FAS systémech je PKS typu Il
(nékdy nazyvan také modularné-iterativni PKS). Ten se
podili napi. na syntéze chalkonu a dalSich metabolitt u
vyssich rostlin. Bylo popsano také nékolik PKS IlI systé-
mu u bakterii nebo hub™". PKS typu Ill zastupuje kla-
sicky relativné maly protein (40-47 kDa), ktery funguje
jako homodimerni iterativni PKS. Substrat pro PKS typu
Il je obvykle malonyl-CoA, ktery je postupné konden-
zovan v tetraketidovy intermediat, ktery je pozdéji spe-
cificky cyklizovany a pfipadné dale modifikovany'®. Obé
reakce (kondenzace i cyklizace) jsou v piipadé PKS IlI
systému provadény v jednom aktivnim misté enzymu'.
PKS Il nevyuzZivd narozdil od ostatnich PKS systém(
ACP protein, ale iniciuje syntézu pfimo na startovaci
jednotce™. Tou maze byt napi. acetyl-CoA nebo slozi-
téjsi struktury, jako je napf. p-kumaryl-CoA a dalsi“.

Velké podobnost FAS a PKS systém{ umoZiiuje v né-
kterych piipadech sdileni ¢i nahraditelnost jednotlivych
enzym0 pro obé drahy. Typickym piikladem je enzym
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dem produktu PKS-NRPS systému muze byt napf. myxo-
thiazol izolovany z producenta Stigmatella aurantiaca®.

Zaver
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mych polyketidovych latek, které by vykazovaly lepsi
biologické aktivity nebo napf. nizsi akutni toxicitu.
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Polyketidy jsou obrovskou skupinou latek fadicich se mezi sekundarni metabolity. Jsou produkovany pfedeviim prokaryotnimi mikroor-
ganismy, ale také napf. houbami nebo vy33imi rostlinami. Biosyntéza polyketid(i je zprostfedkovana tzv. PKS systémy a obecné se velmi
podobna syntéze mastnych kyselin. Jedna se o postupnou kondenzaci riiznych acyl-CoA substrat(, které tvofi delsi fetézce a tyto fetézce
jsou dale riizné enzymaticky upravovany. PKS systémy Ize rozlisit na PKS typu |, 11 a lll. Tyto skupiny se od sebe li3i v priibéhu biosyntézy
pouzitymi prekurzory i strukturou vznikajicich latek. Polyketidové latky ¢asto vykazuji zajimavé biologické aktivity a mnoho z nich je pou-
zivano v klinické praxi, napf. jako antibiotika, antimykotika, kancerostatika atd.

Klicova slova: polyketidy, PKS, sekundarni metabolity, antibiotika

Summary

Kolek J.: Biosynthesis of natural polyketide compounds

Polyketides present a huge family of secondary metabolites which are usually produced by many microorganisms. However, they can be
produced also by plants and other eucaryotic organisms. Biosynthesis of polyketides is performed by PKS enzymatic systems. This pro-
cess is very similar to fatty acid biosynthesis. The base of biosynthesis is consecutive condensation of various acyl-CoA substrates which
are formed to the long chain form and enzymatically modified. PKS can be divided into three classes: PKS |, Il and IlI. These groups differ
in biosynthesis process, used precursors and also in structure of final compounds. Polyketides often exhibit many biological activities
and could be used for example in medicinal practice (like antibiotics, antimycotics, cancerostatics etc.).

Keywords: polyketides, PKS, secondary metabolites, antibiotics
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VLAKNITA HOUBA Aspergillus fumigatus
~ INFEKCE SPOJENE S TVORBOU BIOFILMU

Eva Kvasnickova

Ustav biotechnologie, VSCHT v Praze; kvasnice@vscht.cz

Uvod

Aspergillus fumigatus je zdanlivé neskodna vlaknita
houba, vyskytujici se vsude okolo nas. Oviem ve chuvili,
kdy dojde ke kontaktu s osobou s vyrazné oslabenym
imunitnim systémem, mdze zpUsobit velmi vazné infek-
ce, které mohou mit az fatalni nasledky. A. fumigatus je
oportunné patogenni plisen, ktera zpGsobuje Sirokou
Skalu onemocnéni, pfedevsim dychaciho Ustroji, ale
i kontaminace chirurgickych material a mnoho dalsich
komplikaci. Faktory virulence tohoto mikroorganismu
nebyly dlouho zndmy. Az v poslednich letech se zaca-
la védeckd komunita zabyvat moznosti, ze by vlaknité
houby mohly mit schopnost vytvaret biofilm, mikrob-
ni spolecenstvi, které vyrazné méni vlastnosti béziné
znamé u planktonickych bunék. Pravé tvorba biofilmu
je velmi ¢astym ddvodem vzniku chronickych infekci,
které jsou jen velmi tézko lécitelné doposud znéamy-
mi antimikrobialnimi latkami. Z tohoto ddvodu je ne-
zbytné, aby se do Sirokého povédomi dostaly znalosti
o biofilmech vldknitych mikroorganism@ a moznostech
boje proti infekcim, které zpUsobuji.

Aspergillus fumigatus

A. fumigatus (Obr. 1) je sporulujici mikroskopicka
houba, patfici do kmene Ascomycota. Jedna se o ter-
motolerantni mikroorganismus, ktery je schopen pie-
Zivat pfi teploté az do 70°C. Pfirozeny vyskyt tohoto
mikroorganismu je pfedevsim v pldé, kde utilizuje
organickou hmotu', velmi ¢asto kolonizuje kompos-
ty a je jednim z nejvice pfitomnych mikroorganismu
ve vzdusné mikrofléfe?. Dlouho byla u této houby zna-
ma pouze asexualni forma rozmnozovani, ale pozdéji
se zacaly hromadit dlkazy o moznosti rekombina-
ce, toku genl napfi¢ populaci, pfitomnost parovacich
typl ¢i exprese pohlavnich genl hub. Tak se ukézalo,
ze A. fumigatus ma pIné funkéni sexualni rozmnozo-
vaci cyklus, ktery vede k tvorbé kleistothecia a askospor.
Jako teleomorfa A. fumigatus byla popséna Neosarto-
rya fumigata>.

Svétle zelené, vyjimecné bilé, konidie vyrGstaji v fe-
tizcich bazipetalné ze zelenych fialid. Konidie, které se
uvoliuji do okolni atmosféry, maji prdmér dostate¢né
maly (2 — 3 pm) na to, aby se dostaly az do plicnich alve-
ol. Pfi vdechnuti téchto konidii jsou nejvice nachylnym
organem pro zasazeni plice. Vétsina jedinci je schopna
eliminovat tyto konidie vrozenymi imunitnimi mecha-
nismy, takZe byl A. fumigatus dfive povaiovan pouze
za slaby patogen zpUsobujici alergickd onemocnéni.
Postupné se oviem situace dramaticky zménila a A. fu-
migatus se stal nejrozsifenéjsim plisnovym patogenem,
ktery zplsobuje zavainé az fatalni invazivni infekce
u imunodeficientnich pacientll’. Az v roce 2005 byla
provedena podrobné;jsi studie, kterd urcila, ze A. fu-
migatus je spiSe saprofytem, nez patogenem a k na-
padeni lidského organismu dochézi pouze v disledku

oslabené imunity?. V dnesni dobé je tedy fazen mezi
oportunné patogenni mikroorganismy?®.

Obr. 1: Obrazek vlaknité houby A. fumigatus pofizeny skeno-
vaci elektronovou mikroskopii.

Priklady infekci

A. fumigatus je po Candida albicans druhy nejrozsi-
fenéjsi plvodce houbovych infekci®. V dnesni dobé je
65 % vSech téchto infekci spojeno s tvorbou biofilmu,
coz souvisi predevsim s rostoucim poc¢tem imunodefi-
cientnich pacientt a také se zvysujicim se vyuzitim bio-
materidlG v mediciné. Je ziejmé, zZe se u A. fumigatus
vyvinuly mechanismy koordinace procest vedoucich
ke tvorbé biofilmu, které negativné zasahuji do klinické
mediciny a prmyslovych procesd’.

Chronické aspergilové infekce (plicni aspergilom,
aspergilova bronchitida a tracheobronchitida, alergic-
k& bronchopulmonalni aspergil6za, infekce biomate-
ridld a dalsi) jsou zplsobené pravé A. fumigatus ros-
toucim ve formé biofilmu. Oproti tomu onemocnéni
zplisobena invazivnimi aspergily jsou vice rozptylen4,
s castym vyskytem angioinvaze (rozSifovani nadort
s vysokou pravdépodobnosti vzniku vzdalenych loZisek
nadoru — metastaz) v plicni tkani. Nicméné i zde jsou
propletené vlaknité hyfy dalezitym faktorem pro vznik
infekce. Zejména antifungélni [écba je Casto neucinng,
coz muze souviset s fenotypem biofilmu’.
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Aspergiloza je onemocnéni, které je spojeno s vy-
sokou mirou umrtnosti. Nejvétsi riziko onemocnéni
hrozi pacient@im s febrilni neutropenii (poklesem poctu
neutrofilnich granulocytt) ziskanou napfiklad po che-
moterapeutickém [é¢eni onkologickych onemocnéni,
pacientdm po alogenni transplantaci (transplantovana
tkan pochéazi od jedince téhoz druhu) krvetvorné tka-
né, solidnich organl (zejména plic) ¢i jiném chirurgic-
kém zakroku, dale pacientdm s akutni leukemii, AIDS,
pacientim absolvujicim intenzivni 1é¢bu ¢i pacient@im
s genetickymi ¢i funkénimi abnormalitami v plicich
(napfiklad pacienti trpici cystickou fibrézou nebo
s chronickym obstrukénim plicnim onemocnénim)’.

Aspergilom

Aspergilom je lokalizovana infekce, ktera je tvofena
kulovitou spleti hyf a jednozna¢né vykazuje vlastnos-
ti biofilmu. Aspergilomy se mohou vyvinout u imu-
nokompetentnich pacientl (schopnych odpovédét
na antigenni podnét), ale vétSinou vyzaduji pro vznik
existenci dutin, které jsou Casto spojeny s piedchaze-
jicim onemocnénim pacienta tuberkulézou. Nékteré
aspergilomy jsou asymptomatické, nicméné v pfipadé
projevu pfiznakl se jedné nejcastéji o chronicky kasel
¢i hemoptyzu (vykaslavani krve ¢i krvavého hlenu z dol-
nich cest dychacich ¢i plic)”.

Aspergilova bronchitida

Aspergilova bronchitida je charakterizovana bronchi-
alnimi houzevnatymi hleny (obsahujicimi mycelia), kte-
ré vznikaji na vnitini vystelce pradusek, a jsou spojené
se vznikem patologického poskozeni tkani. Tato kom-
paktni hmota muize byt nasledné pacientem vykasla-
vana. Provedeni bronchoalveolarni lavaze u nékterych
pacientl trpicich aspergilozou a nasledné histologic-
ké vyhodnoceni ziskanych vzork( odhalilo pfitomnost

Obr. 2. Tomograficky snimek plic pacienta trpiciho ABPA zobrazuje rozsahlé bronchiekta-
zie pfedevsim v pravé plici pacienta®.

velkého mnozstvi hyf, ve formé komplexu s mnohobu-
nécnou extracelularni polymerni matrix (ECM)’.

Alergicka bronchopulmondini aspergiloza (ABPA)

ABPA je imunologicky podminéné plicni onemoc-
néni, zplisobené kolonizaci dolnich cest dychacich plis-
ni A. fumigatus (Obr. 2).

Casto komplikuje Zivot pacientd, ktefi trpi astmatem
¢i cystickou fibrozou, protoze vyznamné zhorsuje pra-
béh téchto onemocnéni. Mezi pfiznaky doprovazejici
toto onemocnéni patii proximalni bronchiektazie (roz-
siteni prlidusek obvykle provazené chronickym infeké-
nim zanétem pridusek), bezprostfedni kozni reakce na
kontakt s A. fumigatus a zvySeni celkové hladiny IgE
(imunoglobulinu E) v krvi. Diagndzu je tfeba stanovit
co nejdfive, protoze pacienty s jiz vzniklymi bronchiek-
taziemi nelze jiz zcela dekolonizovat a tak vznikaji ne-
jisté prognozy®.

Dalsi infekce

A. fumigatus muze vstupovat do hostitele i jinou ces-
tou, nez pres dychaci Ustroji (kolonizace rtiznych forem
implantétd, ap.), a zplGsobovat tak dalsi velice vainé
infekce, tykajici se predevsim infekci katetrd, kloubnich
nahrad, kardiostimulatori, umélych srdecnich chlopni
a prsnich implantatd. Dale byva spojovan se sinus in-
fekcemi, coz jsou infekce vedlejsich dychacich dutin
nebo jinych anatomickych struktur. V roce 2010 bylo
dokonce prokézano, Ze i pfes mocové Ustroji mize byt
podpoien vznik aspergilomu’.

Tvorba biofilmu Aspergillus fumigatus

V pribéhu poslednich let se za¢alo objevovat mno-
ho dlkazd o moznosti tvorby biofilmu vlaknitymi hou-
bami. Zcela pochopitelné ale nastdva otazka, co je
v pfipadé téchto mikroorganismi mozné oznacovat
jako biofilm? Proto byla zave-
dena definice, ktera fika, Ze po-
kud jsou houby schopné adhe-
rovat k povrchu, anebo k sobé
navzajem a jsou obaleny exo-
polymerni matrix, je mozné je
oznacit jako mikroorganismy
tvofici biofilm?.

Nedavné studie naznacu-
ji, Ze tvorba biofilmu A. fu-
migatus muze byt jednim
z  nejdalezitéjsich  faktord
virulence. Nékteré slozky bu-
nécné stény, tvorba enzyma Ci
sekundarnich metabolitd a ta-
ké transportni systémy pro lé-
¢iva mohou prispét k vyvoji
struktury biofilmu, ktery se vy-
tvafi na hostitelskych tkanich.
Vznikajici biofilm je velmi odol-
ny proti vétsiné antifungélnich
lé¢ebnych postupd®.

Rada faktorG tykajicich se
tvorby biofilmu A. fumigatus
neni doposud zcela znama di
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objasnéna. Jisté ovsem je, ze na pocatku vzniku chro-
nické infekce A. fumigatus je kliceni konidii, vznik my-
celia a jeho nasledna invaze do plicnich epitelialnich
a endotelidlnich bunéks. Konidie mohou adherovat
na povrch kompatibilniho materidlu nékolika mecha-
nismy, které zahrnuji komplexni interakce fyzikalni
i biologické povahy. Fyzikalni vlastnosti podporujici
adhezi jsou hydrofobicita, elektrostaticky naboj a drs-
nost povrchu. Amfipatické proteiny, zvané hydrofo-
biny, jsou zprostiedkovateli bunécné adheze plisni,
a také hraji svou roli pfi tvorbé vlaknitého biofilmu.
Hydrofobiny stabilizuji adhezi spor na umélé i pfirod-
ni hydrofobni povrchy a mohou generovat signély pro
morfogenetické zmény. Je to skupina malych sekretuji-
cich proteinq, jejichz charakteristickym prvkem je osm
cysteinovych zbytk(. Bylo prokazano, ze hydrofobiny
A. fumigatus jsou zodpovédné za velmi silnou adhezi
spor k povrchu. Je zifejmé, ze kontakt ¢i pfichyceni ko-
nidii k povrchu jsou nezbytné kroky pro zapoceti kliceni
a nasledné tvorbé hyf’.

Hydrofobni ECM, obklopujici buriky biofilmu, je ozna-
¢ovana jako mycetoma. Mycetoma je bohaté na poly-
sacharidy (ptedevsim B-(1,5)-galakto-a-(1,2)-/a-(1,6)-
manan, galaktosaminogalaktan (GAG) a a-(1,3)-glu-
kany), monosacharidy, hydrofobiny, polyoly, proteiny
a melanin®,

Struktura vldknitého biofilmu A. fumigatus je slozena
z dichotomicky vétvenych vlaken, uzavirajicich mezi se-
bou ostré Uhly v rdzném rozsahu. Velmi dalezitou roli
pro integritu struktury biofilmu hraje hustota inokulo-
vanych konidii. Nizka koncentrace konidii na pocatku
procesu dava vznik hustému a snadno rozrusitelnému
biofilmu, naopak pfili$ vysoka koncentrace konidii vede
k tvorbé tenkych biofilm@ s malym mnozstvim bioma-
sy. Jako vhodna koncentrace byla stanovena 1.10° koni-
dii/ml, kdy jsou produkovany robustni a nejvice mecha-
nicky odolné biofilmy®”.

Z hlediska kinetiky je vyvoj biofilmu A. fumigatus pod-
statné pomalejsi, nez vyvoj biofilmu C. albicans. Lag
faze (adheze a kli¢eni konidii) probiha po dobu deseti
hodin od inokulace, nasledné se za¢nou hyfy proplétat
a vytvaiet monovrstvu (10 —16 hodin), az se vyvine
slozitéjsi struktura biofilmu (16 — 24 hodin). Produkce
hydrofobni ECM, ktera véze hyfy do kohezni struktury,
se zvySuje pii zrani biofilmu, kdy se tloustka biofilmu
zvysuje z 10 na 200 pmé.

Experimentalni studie biofilmu A. fumigatus in vivo
ukazala, Ze se vytvaii rizné typy biofilmu, véetné rozdil-
ného sloZzeni ECM u rdiznych onemocnéni (napf. asper-
gilom ¢i invazivni plicni aspergilézy). Biofilm zplsobuiji-
ci aspergilom byl tvofen hyfami obalenymi silnéjsi vrst-
vou ECM, ktera se skladala z galaktomananu, o-1,3-glu-
kanu a GAG. Oproti tomu biofilm zpUsobujici invazivni
plicni aspergilozy nebyl tvofen klasickych shlukem hyf,
ale oddélenymi hyfami. Byl mnohem vice odolny, ECM
byla méné husta, tvofena tendi vrstvou a neobsahovala
a-1,3-glukany, coz odpovida funkci a-1,3-glukand, které
zpusobuji adhezi hyf k sobé navzajems¢.

Doposud bylo publikovéano jen velmi malo poznat-
ki o molekularni biologii a funkéni genomice biofilmu
A. fumigatus. Teprve v roce 2010 byla provedena stu-
die zabyvajici se transkripénimi a proteomickymi zmé-

nami pfi jeho tvorbé. Pro porovnéani mycelia plankto-
nickych bunék a bunék rostoucich v biofilmu byla po
dobu 24 a 48 hodin sledovéna regulace tvorby proteint
a exprese genu spojenych s primarnim metabolismem,
ktera poukézala na energetickou zavislost vyvojovych
fazi mladého biofilmu. Pfi zrani biofilmu dochazelo
ke snizeni metabolické aktivity, zvyseni poctu hydrofo-
bind na povrchu bunék a také zvySeni poctu proteind,
které se Gcastni biosyntézy sekundarnich metabolit,
jako je napfiklad gliotoxin. Bylo zjisténo, ze vznik 36
proteint je rozdilny u mycelia biofilmu, oproti myce-
liu planktonickych bunék a dalSich 78 protein( se vy-
znamné méni v pribéhu zrani biofilmu. Na zakladé
rozdéleni podle FunCat (The Functional Catalogue) se
jedna o proteiny, které se ucastni metabolismu, pro-
teiny s vazebnou funkci nebo vyzadujici pfitomnost
kofaktoru a proteiny podilejici se na buné¢ném trans-
portu, usnadnéném transportu a dalsich transportnich
cestach’. Transkrip¢ni profilovani dokazalo, ze 740 gent
(179 gent je v nadprodukci a 561 gent je utlumeno)
je odlisné regulovano u bunék biofilmu oproti plank-
tonickym burikdm. Geny, které byly u bunék biofilmu
v nadprodukci, byly zapojeny zejména do syntézy bil-
kovin, metabolismu, uchovani prebytecné energie
nebo to byly geny kédujici proteiny s vazebnou funkci
nebo proteiny vyzadujici pfitomnost kofaktoru. Mnoho
utlumenych gent bylo zapojeno do pfenosu signaly,
bunécné diferenciace, interakce s okolnim prostiedim,
vzniku bunécnych komponent, regulace metabolismu
a funk¢nosti proteinti anebo zéniku proteint ¢i samot-
nych bunék’.

Slozeni bunécné stény
Aspergillus fumigatus

Bunécna sténa plisni ma zasadni vyznam pro rdst
bunék, pro obranu proti imunitni odpovédi hostitele
a zaroven je zasobnikem pro efektorové molekuly
(antigeny a nékteré enzymy), které hraji vyznamnou
roli pfi vzniku infekce®. Komponenty bunécné stény
A. fumigatus hraji hlavni roli pfi jeho interakci s lidskym
hostitelem®.

Bunécna sténa A. fumigatus se sklada téméf vyhrad-
né z polysacharidd. Fibrilarni jadro se sklada z rozvé-
tveného B-(1,3)-glukanu, ke kterému se kovalentné
vazi chitin, B-(1,3)-/B-(1,4)-glukan a galaktomanan.
V alkalickém prostiedi rozpustna amorfni frakce se
sklada prevainé z a-(1,3)-glukanu, ktery ma adhezivni
vlastnosti a stabilizuje bunécnou sténu. Pfestoze stejné
polysacharidy se nachazeji v rGznych castech A. fumi-
gatus (konidie a hyfy), jejich mnozstvi a lokalizace jsou
rozdilné™.

Slozeni bunécné stény konidii

Konidie maji buné¢nou sténu pokrytou vrstvou hydro-
fobini RodAp a RodBp. RodA je usporadan do pravidel-
ného pole tyc¢inek na povrchu konidii, nasledovaného
vrstvou melaninu. Tyto dvé slozky bunéc¢né stény jsou
zodpovédné za hydrofobni vlastnosti a imunologickou
inertnost, kterd svéd¢i o neschopnosti konidii vyvolat
silnou protizanétlivou odpovéd cytokinl u hostitelskych
fagocytujicich bunék. Skute¢nost, Ze konidie v dormant-
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nim stadiu nejsou rozpoznavany imunitnim systémem
hostitele, byla prokazana pfi sledovani reakce dendritic-
kych bunék a alveolarnich makrofagli na extrahované
RodAp proteiny, pficemz nebyla zjisténa zadna aktivita
imunitniho systému. Odstranéni hydrofobinové vrstvy
chemicky (pomoci kyseliny fluorovodikové), geneticky
(pomoci DrodA mutantu) ¢i biologicky (naklicenim ko-
nidie) zplsobilo aktivovani imunitni odpovédi hostite-
le. Absence hydrofobinl zplsobuje odkryti a-(1,3)-g-
-lukanovych fetézcd, které zapficini aktivaci imunitniho
systému. To potvrzuje fakt, Ze konidie v dormantnim
stadiu mohou byt vdechovany bez jakékoliv imunitni
odpovédi diky vrstvé hydrofobind, které délaji konidie
pro imunitni systém v podstaté neviditelné™. Melanino-
va vrstva (tvofend DHN melaninem), zplsobuje stejné
jako vrstva hydrofobinli imunologickou inertnost koni-
dii. Ovéem bylo experimentalné prokazéano, ze pfi de-
leci nékterého ze tfi genl kddujicich jeden z prvnich
tii krokd syntézy melaninu (PKSP, AYG1 a ARP2) dojde
ke zméné bunécného povrchu konidii a dojde k akti-
vaci dendritickych bunék a nasledné tvorbé cytokind.
U mutaci genl v pozdéjSich fazich syntézy (Darp],
Dabr1 a Dabr2) konidie nejsou dendritickymi burika-
mi rozpoznavany. Z toho vyplyva, Ze pfestoze melanin
jako takovy nevyvoldva imunitni odpovéd hostitele,
v pfipadé chybné syntézy maze byt virulentnim fakto-
rem, ktery zménou sloZeni buné¢né stény konidii zpU-
sobi aktivaci imunitniho systému™.

Slozeni bunééné stény hyf

Vnéjsi obalova vrstva hyf obsahuje GAG nedavno
identifikovany jako dulezity virulentni faktor infekci zp-
sobenych houbou A. fumigatus, ktery u dormantnich
konidii zcela chybi. GAG je heterogenni linearni poly-
mer slozeny z galaktopyranosy (na rozdil od galakto-
mananu, ktery obsahuje galaktofuranosu) a N-acetyl-
-galaktosaminu, které jsou spojené o-1,4 vazbou.
Jakmile konidie vykli¢i v hyfy, vnéjsi vrstvy z povrchu
bunécné stény (vrstva hydrofobinovych tyc¢inek a me-
laninu) zmizi a odhali a-(1,3)-glukany (nezbytné pro
virulenci A. fumigatus), které se tak stanou povrcho-
vou vrstvou. Bylo zjisténo, Ze v pfipadé nepfitomnos-
ti a-(1,3)-glukand v bunécné sténé se vyrazné snizuje
virulentnost daného mikroorganismu.

Hyfy rostou bud samostatné, nebo ve formé biofilmu
(sit hydrofobnich spletencti, obalenych ECM). Pokud
jsou bunky A. fumigatus uspofadany ve formé biofilmu,
jsou na povrchu buné¢né stény mycelii a-(1,3)-gluka-
ny, které jsou v pfipadé michané submerzni kultivace
umistény ve spodnich vrstvach buné¢né stény™.

Enzymy a sekundarni metabolity

A. fumigatus vylu¢uje velké mnozstvi produktd, véet-
né degradac¢nich enzymi (proteasy, fosfolipasy), my-
kotoxinl a dalSich sekundarnich metabolit(, které jsou
Skodlivé pro své okoli. Tyto latky usnadriuji kolonizaci
v plicni tkdni a moduluji funkénost a viabilitu epitelové
tkané. Fosfolipasy jsou klicové enzymy pro patogenni

houby. Sté&penim fosfolipidi hostitele zpGsobuji ne-
stabilitu membran a usnadnuji prinik do hostitelské
buriky. Bylo experimentéalné prokazano, Ze fosfolipasa
D je dulezitym faktorem virulence. Mezi mykotoxiny
vyvolal nejvétsi pozornost gliotoxin, protoze ma silné
imunosupresivni a cytocidni ucinky a byl detekovan
v prabéhu infekci spojenych s A. fumigatus. Jeho
toxicita tkvi pfedevsim ve sniZeni poctu neutrofilG pfi
obrané hostitele, pravdépodobné diky zabréanéni vzni-
ku NADPH oxidasového komplexu v neutrofilech, a tim
indukci jejich apoptozys.

Rezistence biofilmu A. fumigatus

Bylo zjisténo, Zze A. fumigatus je schopen vytvaret
biofilm, ktery je velmi odolny v(i¢i pisobeni antimyko-
tik. Prvni diikaz o této skute¢nosti byl objeven u pacien-
t trpicich aspergil6zou®.

Antifungalni rezistence je pro plisfiové biofilmy cha-
rakteristicka vlastnost. U A. fumigatus je mira jeho re-
zistence zavisla na rdiznych vyvojovych fazich biofilmu.
Ucinky antifungalnich latek byly sledovany v pribéhu
tfi rdstovych fazi biofilmu (8, 12, 24 hodin) a byly pro-
kazany jasné rozdily v citlivosti vaci pouzitym latkam
v jednotlivych fazich vyvoje. Nejcitlivéjsi k antifungalnim
latkdm byl mlady biofilm (8h), oproti biofilmu s pro-
stfedni délkou tvorby (12h) ¢i zralému biofilmu (po 24h).
Dalsimi studiemi bylo potvrzeno, Ze tyto rozdily v mite
rezistence u jednotlivych fazi jsou zplsobeny rozdilnou
aktivitou efluxnich pump. Uvadi se, Ze tato aktivita se
zvysuje v prabéhu dozravéni biofilmu. Transkriptomova
analyza ukazala, Ze maximalni aktivita spojena s brzkou
vldknitou fazi (12h) v definovanych klinickych izolatech,
a maximalni exprese mdr4 genu (gen kdduijici trans-
port 1éki) koreluje s nejvyssim rlstem rezistence u 12h
populaci. Naopak exprese tohoto genu byla minimalni
u 24h biofilmQ, coz znamen4, Ze efluxni aktivita zavisi
na jednotlivych vyvojovych fazich biofilmu a nabizi se
proto moznost, Ze rezistence biofilmu A. fumigatus je
dvojité regulovana. Zahrnuje aktivitu efluxnich pump
v brzké az sttedni fazi vyvoje biofilmu a vznik ochranné
vrstvy, tvofené extracelularnimi polymernimi latkami,
ktera se vytvéri pfi maturaci biofilmu’.

Reakce bunék uspofadanych v biofilmu na antifun-
galni ¢inidla se oproti planktonickym burikdam vyrazné
lisi. Bylo jasné prokazano, Ze minimalni inhibi¢ni kon-
centrace (MIC) antimykotik potfebné pro zni¢eni biofil-
mu jsou az osmkrat vy3si oproti MIC stanovenych pro
planktonické buriky. A. fumigatus se stava stéle vice
odolny vici polyendim, azolm i echinokandinu (anti-
fungalni ¢inidlo). Jako nejucinné;jsi antifungalni Cinidlo
pouzitelné proti vzniku biofilmu A. fumigatus byl uré¢en
amfotericin B, déle vorikonazol, kaspofungin a itrako-
nazol®.

Zaver

Se zvySujicim se po¢tem imunosupresivnich pacientd
roste i vyskyt infekci zptsobenych A. fumigatus, ktery
velmi snadno adheruje na lidské tkané ¢i implantované
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materialy pouZivané v lékafstvi a vytvafi velice odolny
biofilm. V poslednich letech byl ucinén veliky pokrok
v poznani nékterych virulentnich faktord, které jsou
pficinou infekénosti A. fumigatus. Byl prokézén vliv
jednotlivych komponent bunécné stény na adhezi
A. fumigatus k hostitelskému povrchu ¢i na imunolo-
gickou inertnost konidii, které snadno a nepozorované
prochézi az do plic, kde nasledné zplsobuji nemoci,
jako jsou plicni aspergilom, aspergilova bronchitida
¢i alergickd bronchopulmonalni aspergiléza a mnoho
dalSich. Dale byl prokéazan vliv enzym a sekundarnich
metabolitd A. fumigatus na usnadnéni vzniku infekci
a také byl nastinén ptedpoklad pro vznik rezistence
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Souhrn

biofilmu A. fumigatus, ktery je ¢asto odolny viici veske-
rym doposud pouzivanym lékiim. Pro navrzeni novych
antifungalnich, respektive antibiofilmovych metod proti
témto infekcim je nezbytné studovat podrobné me-
chanismy vedouci k tvorbé téchto vlaknitych biofilmd,
pochopit molekularni mechanismy vedouci ke vzniku
jejich rezistence a navrhnout nové latky, které by mély
vyssi uc¢innost a pomohly tak pfedchazet imrti zasaze-
nych pacientt.
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Kvasnickova E.: Vlaknita houba Aspergillus fumigatus - infekce spojené s tvorbou biofilmu

Aspergillus fumigatus je oportunné patogenni vlaknitd houba, ktera je schopna vytvaret biofilm, a tim zplsobovat velice zévazné az
fatalni onemocnéni u imunosuprimovanych pacientt (plicni aspergilom, aspergilovou bronchitidu, alergickou bronchopulmonalni asper-
gilozu, infekci biomateridld a mnoho dalsich). Proto je nezbytné studovat podrobné mechanismy tvorby téchto vlaknitych biofilmd,
pochopit molekularni mechanismy vedouci ke vzniku jejich rezistence a pfipadné navrhnout nové latky, které by pomohly pfedchazet
umrti zasaZenych pacientd.

Klicova slova: Aspergillus fumigatus, biofilm, aspergilom, aspergilova bronchitida, alergickd bronchopulmonalni aspergiléza, infekce
télnich implantatd

SUMMARY

Kvasnickova E.: Filamentous fungi Aspergillus fumigatus - biofilm-associated infections

Aspergillus fumigatus is an opportunistic pathogenic filamentous fungus which is capable forming a biofilm. The biofilm of A. fumiga-
tus couses very serious or even fatal diseases of immunosuppressed patients (pulmonary aspergilloma, Aspergillus bronchitis, allergic
bronchopulmonary aspergillosis, infection of biomaterials and many others). Therefore it is necessary to study the mechanisms of
biofilm forming by this filamentous fungus, understand the molecular mechanisms of biofilm resistance and propose new substances
for treating these infections.

Keywords: Aspergillus fumigatus, biofilm, aspergilloma, Aspergillus bronchitis, allergic bronchopulmonary aspergillosis, infection
of implants

STILBENY - FYTOALEXINY SE SIROKYM POTENCIALEM

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

ni toxiny a pusobit synergicky spole¢né s antibiotiky.
Polyfenoly potencuji tcinek antibiotika, sniZuji jeho
davku a redukuji nezédouci Gcinky2. Bylo prokazano,
ze fenolové derivaty — stilbeny patii rovnéz mezi
latky s antimikrobialni aktivitou, napf. resveratrol
zastavuje bunécné déleni gram-pozitivnich bakte-
rii. Bacillus cereus, Staphylococcus aureus a Entero-
coccus faecalis'.

Uvod

Vznikajici zvy3ena rezistence mikroorganism@ k an-
tibiotikim vede moderni medicinu stale vice k vyvo-
ji novych pfipravkd, které dokazi potlacit mikrobialni
infekce'. Vétsina fenolovych latek izolovanych z rostlin
dokaze potlacit tvorbu biofilmu mikroorganismd. Déle
jsou fenolové latky schopné neutralizovat bakterial-
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Fenolové latky

S ohledem na chemickou strukturu délime fenolo-
vé latky na flavonoidni a neflavonoidni. Prvni z nich —
flavonoidy mizeme dale délit na flavonoly, flavony,
flavanony, flavanoly a isoflavony (Obr. 1). K tém-
to podskupindm fadime i tanniny, které vznika-
ji polymerizaci flavanolG. Do druhé skupiny nefla-
vonoidnich sloucenin patfi predevsim fenolové ky-
seliny (derivaty kyseliny benzoové a derivaty kyse-
liny skoficové), stilbeny, a nékdy také lignany, které
vznikaji oxidativni dimerizaci dvou jednotek fenylpro-
panu?.

Stilbeny

Stilbeny jsou malou skupinou fenylpropanoidti, ob-
sahujicich charakteristicky 1,2-difenylethylenovy ske-
let. Biosyntéza téchto latek vychéazi z fenylalaninu
(Obr. 2). V8echny vyssi rostliny jsou schopné syntetizo-

FLAVONY O |

vat malonyl-CoA a estery derivati kyseliny skoficové,
ale jen omezené mnozstvi rostlin je schopno produko-
vat stilbeny. Klicovym enzymem v biosyntéze stilben(
je stilben syntaza, ktera katalyzuje biosyntézu stilbeno-
vé kostry ze tfi molekul malonyl-CoA a jedné molekuly
derivatu esteru kyseliny skoficové (nejcastéji se jedna
o CoA-estery kyseliny skoficové nebo kumarové)®.

Vétsina rostlinnych stilbend jsou derivaty trans-
-resveratrolu, pficemz nejbéznéjsi modifikaci po bio-
syntézeje je glykosylace. Stilbeny byly izolovany z mno-
ha Celedi rostlin, napf. z vina (Vitaceae), borovice (Pina-
ceae), arasidd (Fabaceae), brusinek (Vaccinium) a re-
vené (Rheum). Mezi nejvyznamnéjsi zastupce této sku-
piny latek patfi resveratrol, pterostilben a pinosylvin®.
Ve fyziologii téchto rostlin hraji stilbeny zéasadni roli.
Nékdy se mlzeme setkat také s oznacenim fytoalexiny
— podileji se na obrané proti rostlinnym patogentim,
byloZravcim a slouzZi také jako odpovéd na abioticky
stres (napf. dést, ultrafialové zafeni)>
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Obr. 1: Porovnani nékolika riznych flavonoidnich struktur®.

Miru antimikrobialnich ucink( fenolovych latek urcuje pfedeviim mnozstvi hydroxylovych skupin a také pocet a poloha dvojnych
vazeb v pfislusné molekule. Mikrobicidni ¢i mikrobistaticka aktivita latek izolovanych z rostlin zélezi také na zplsobu extrakce,
typu mikroorganismu, velikosti inokula a kultivacnim médiu*.
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Obr. 2: Schéma biosyntézy stilben(?

Resveratrol

Resveratrol, neboli 3,4,5-trihydroxystilben je latka
vyskytujici se u rostlin ve formé dvou geometrickych
izomerQ E (trans) a Z (cis), pfitemz prevazuje trans
izomer’. Poprvé byl izolovan v roce 1940 z kofene Ce-
mefice velkokvété (Veratrum grandiflorum)®. Soucasny
zajem o sledovani pfitomnosti resveratrolu v rostlinach
a o jeho ucinnosti byl vyvolan pfedevsim tzv. ,francouz-
skym paradoxem®”. Bylo zjisténo, Ze v nékterych ¢astech
Francie je umrtnost zpt‘]sobené onemocnénim koro-
ve stravé a konzumace vina je jednim z faktord, které
tuto nizkou Umrtnost vysvétluji’. Do stfedu pozornos-
ti ho dale vynesly jeho chemopreventivni, antioxida¢ni
a také protizanétlivé vlastnosti®. Chemopreventivni akti-
vita resveratrolu spociva v ovlivnéni vsech drovni karci-
nogeneze. Dochézi k interferenci se signalnimi drahami
zodpovédnymi za rdst bunék a jejich déleni, apoptozu,
zanét, angiogenezi a metastazu®. Antioxidacni aktivita
resveratrolu spociva v aktivaci proteinu Nrf2, ktery zod-
povida za tvorbu antioxida¢nich enzym (superoxiddis-

mutasy, katalasy a glutathionperoxidasy), ¢imz pomaha
odstranovat z bunék reaktivni kyslikové ¢astice (ROS)°.

V lidském organismu se resveratrol absorbuje velice
rychle, nejvyssi koncentrace latky v plasmé je dosazeno
do 60 minut po konzumaci, pficemz dal3i maximum se
objevuje do 6 hodin, coz svédci o reabsorpci metaboli-
tl resveratrolu po stfevni hydrolyze™. Diky intenzivnimu
metabolismu dochazi k limitaci organt vice vzdalenych
od mista absorpce a u téchto orgén( je tedy snizena
chemopreventivni aktivita tohoto stilbenu. Je otézkou
zda metabolity resveratrolu vykazuji podobné ucinky
jako volny resveratrol™.

Antimikrobialni aktivita resveratrolu

Latky ziskané z Révy amurské (Vitis amurensis) jako
jsou piceatannol, trans-resveratrol a trans-e-viniferin
byly studovany jako antimikrobialni latky ucinné
proti Streptococcus mutans a Streptococcus san-
guis, coi jsou bakterie Ustni mikrofléry zodpovédné
za tvorbu plaku, zubniho kazu a podileji se také
na vzniku paradentézy. Bylo zjisténo, Ze vySe uvedené
latky a jejich derivaty pozitivné ovliviiuji mikrofléru ust-
ni dutiny a mohly by v budoucnu slouZzit jako alternativa
k bézné uzivanym pfipravkiim v zubnim lékafstvi. Zvlas-
té trans-resveratrol pak prokézal zna¢nou aktivitu pro-
ti S. sanguis Po aplikaci koncentrace 25 mg/l dochazi
k efektivni inhibici glukosyltransferasy B a C. Tyto gluko-
syltransferasy katalyzuji syntézu nerozpustnych glukant
ze sacharézy. Jedna se o hlavni faktor virulence pfi tvor-
bé zubniho kazu'.

Gram-negativni bakterie Helicobacter pylori zptisobu-
je gastritidu, viedy a poruchy traveni. Produkuje enzym
ureasu, ktera katalyzuje pfeménu mocoviny na amo-
niak, tim vytvafi v Zaludku lokalni alkalické prostiedi,
které zde témto bakteriim umoznuje preziti. Nizky vy-
skyt této bakterie je spojovéan s konzumaci zeleniny,
vina a zeleného ¢aje. Resveratrol je prokazanym inhibi-
torem ureasy, jestlize je aplikovan v koncentraci, ktera
odpovida minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC), snizu-
je jeji aktivitu o 90 %".

Sledovanim vlivu resveratrolu na biofilm gram-
-pozitivni bakterie Propionibacterium acnes, ktera
zpUsobuje akné, bylo zjisténo, Ze rozvoj tohoto bakte-
ridlniho biofilmu mize byt tlumen rostlinnymi extrakty
z Epimedium brevicornum a Polygonum cuspidatum,
které obsahuji antibiofilmové aktivni latky icarin, resve-
ratrol a salidrosid®.

Resveratrol je také prokazanym inhibitorem tvorby
biofilmu u bakterie Vibrio cholerae. Ovliviiuje spise fak-
tory virulence nez Zivotaschopnost bakterie, proto se
predpoklada i nizsi rozvoj rezistence. V této souvislos-
ti se jevi jako novéa potencialni latka pfi [é¢bé cholery.
Do budoucna je zapotiebi detailnéji popsat molekular-
ni mechanismus tohoto plsobeni, ktery neni doposud
zcela znam™.

Pterostilben

Z chemického hlediska je pterostilben dimethylovany
resveratrol (Obr. 3). Pii inhibici ristu hub in vitro ma
pétkrat vyssi aktivitu nez resveratrol. Toxicita stilbend
nebyla doposud uspokojivé vysvétlena. Pravdépodobné
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souvisi s jejich schopnosti pronikat a narusovat lipofilni
membrény, pficemz pterostilben, ktery je méné hydro-
filni nez resveratrol, pronika témito membranami lépe®.
Ackoli maji resveratrol a pterostilben podobné farma-
kologické vlastnosti, pterostilben ma diky své struktufe
fadu vyhod. Pfi oralnim podani vykazuje 95 % biologic-
kou dostupnost, zatimco resveratrol pouze 20 %. Jeho
polocas rozpadu je sedmkrat delsi (105 minut oproti 14
minutam), a tim se prodluzuje doba jeho antioxida¢ni-
ho plsobeni®.

Stejné tak jako resveratrol i pterostilben ovliviiuje sig-
nélni drahy a indukuje apoptézu rakovinnych bunék™.

Déle reguluje glykolyzu, glukoneogenezi a vylucova-
ni insulinu z B-bunék pankreatu. U potkant zpGsobuje
davka 40 mg/kg obdobny pokles koncentrace glukosy
v plasmé jako kdyz je aplikovan antihyperglykemicky
[ék metformin v dévce 500 mg/kg .

OH
H,CO ] N O

OCH,

Obr. 3: Chemicka struktura pterostilbenu'®.

Pterostilben ma i hypolipidemické Gcinky a zpomalu-
je tak vznik aterosklerézy (poskozeni tepen, které vzni-
kad v disledku ukladani lipidG do jejich stén), plsobi
totiz jako agonista PPARa receptoru a stimuluje jeho
¢innost obdobnym zplsobem jako napt. fibraty. Aktiva-
ci téchto receptord dochazi k urychleni degradace VLDL
a zaroven k poklesu syntézy mastnych kyselin™.

Antimikrobidlni aktivita pterostilbenu

Pterostilben muze inhibovat tvorbu biofilmu Candida
albicans a dokonce i narusovat zraly biofilm. Snizuje
hydrofobitu buné¢ného povrchu (jeden z nejvyznamné-
jSich faktord, které ovliviiuji adhezi) a potlacuje tvorbu
hyf. Expozice C. albicans pterostilbenem vede ke zméné
exprese genq, které hraji roli pii morfologické transfor-
maci, biosyntéze ergosterolu a cinnosti oxidoreduktaz.
Schopnost pterosilbenu narusovat tvorbu biofilmu sou-
visi s Ras/cAMP cestou, kterd reguluje metabolismus,
odolnost vici stresu a pribéh buné¢ného cyklu, ale
i filamentaci. U¢inek pterosilbenu je snizovan pii-
davkem exogenniho cAMP'®.

Pinosylvin
Pinosylvin (3,5-dihydroxy-trans-stilben) (Obr. 4) je
obsazen ptedevsim v jehli¢i borovice Pinus densiflora
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a ve dievé borovice Pinus sylvestris, pficemz obsah této
latky se vyrazné zvysSuje plsobenim UV zafeni. Pomér-
-prolifera¢ni ucinky této latky v rdznych nadorovych
burikach?.

Antimikrobidlni aktivita pinosylvinu

Pinosylvin ma také vysokou antimikrobidlni aktivitu
a je fazen i mezi antimykotika. Proti Saccharomyces
cerevisiae a Candida albicans (Tab. 1) prokézal vys-
Si aktivitu neZ resveratrol?2. Vzhledem k témto vlast-
nostem se pinosylvin jevi jako slibna latka pfi pouziti
k ochrané dieva pied nékterymi plisnémi?.

Tab. I: Antimikrobialni aktivita resveratrolu a pi-
nosylvinu??

MIC (mg/I)
mikroorganismus
resveratrol pinosylvin
S. aureus 250 250
E. coli 250 250
C. albicans 250 62,5
S. cerevisiae 250 125

Zaver

Stilbeny maji velky potencial v lécbé civiliza¢nich
chorob, at uz samostatné nebo ve formé dopliik( kla-
sickych chemoterapeutik. Stale v3ak neprobéhlo do-
state¢né mnoistvi klinickych studii in vivo na to, aby
mohla byt vyrabéna léciva s obsahem stilben(. Stejné
tak nebyly doposud uspokojivé popsany mechanismy
Gcinkd téchto latek na mikroorganismy. Na trhu jsou
v soucasné dobé pouze potravinové dopliiky s vysokym
obsahem resveratrolu a dalSich fenolovych latek, které
se ziskavaji extrakci z hroznl vinné révy (Vitis vinifera)
a déle prepraty obsahujici vytazek z kofene kiidlatky
japonské (Polygonum cuspidatum). Tyto potravinové
dopliiky jsou indikovany pfedevsim k podpofe spravné
funkce obéhového systému.
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Souhrn

Paldrychova M.: Stilbeny - fytoalexiny se Sirokym potencialem

Stilbeny patfi do malé skupiny sekundéarnich metabolitdi syntetizovanych fenyl-propanoidovou cestou. Vyskytuji se u nékolika druht
rostlin a hraji ddlezitou roli pfi reakci rostlin na bioticky a abioticky stres. Mnoho stilbenl jsou antimikrobialni slouceniny, které jsou
syntetizovany z dGvodu obrany rostlin proti mikrobidlnim patogentim a byloZravciim, a jsou klasifikovany jako fytoalexiny. Do této
skupiny latek patfi napf. resveratrol, pterostilben a pinosylvin. Vzhledem k tomu, Ze rezistence mikroorganismi k antibiotikiim se stava
celosvétovym problémem, moderni medicina se stale snazi o vyvoj novych lékd, modifikaci stavajicich struktur nebo zvyseni biologické
aktivity antibiotik pfidanim rGznych antimikrobialnich latek. Stilbeny mohou byt potencialnimi latkami pfi Ié¢bé& mikrobiélnich infekci
a maji také Siroky potencial v 1é¢bé jinych civiliza¢nich chorob.

Klicova slova: stilbeny, fytoalexiny, resveratrol, pterostilben, pinosylvin

Summary

Paldrychova M.: Stilbenes - phytoalexins with wide potential

Stilbenes are a small family of plant secondary metabolites derived from the phenylpropanoid pathway. They are produced in a several
plant species and play an important role in plant responses to various biotic and abiotic stresses. Many stibelines are antimicrobial
compounds synthesized in response to microbial pathogen or herbivore attack and they are classified as phytoalexins. Resveratrol,
pterostilbene and pinosylvine belong to this group of substances. Since the antibiotic resistance has become a worldwide problem,
the modern medicine is still trying to develop new drugs, to modify existing structures or to increase the biological activity of antibiotics
by adding various antimicrobial agents. Stilbenes might be potential agents in the treatment of microbial infections and they also have

a wide potential in other civilizational diseases treatment.

Keywords: stilbenes, phytoalexins, resveratrol, pterostilbene, pinosylvine
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Uvod

Fotodynamicka terapie (PDT) je alternativni meto-
dou klasickych postupl lé¢by (chirurgické odstranéni
nadoru, chemoterapie) rGznych typd zhoubnych i ne-
zhoubnych nadord. Hlavnimi vyhodami PDT jsou oproti
soucasné lé¢bé karcinomd minimalni nezadouci ucin-
ky, nizka invazivita a bolestivost ve srovnani s operativ-
nim zakrokem. Mezi dalsi vyhody patii nizka toxicita,
ambulantni oSetfeni a pfesné cileni na nadorovou tkan
bez poskozeni okolni zdravé tkané. PDT ma vsak i sva
omezeni. Zasadnim problémem je nizky pranik svétla
do tkani, diky ¢emuz byla PDT dlouho vyuzivana pouze
pro lé¢bu povrchové lokalizovanych nadort. S rozvo-
jem laser, svételnych diod (LED) a optickych vlaken
se vsak dafi tento problém piekonat. Tato prace ma
za cil seznamit s jednim z nejéastéjsich typt rakoviny
u muzd — karcinomem prostaty, jejim soucasnym zp0Q-
sobem lé¢by a také s moznosti Ié¢by pomoci PDT, jejimi
principy a latkami které se pro lé¢bu PDT vyuZivaji.

Karcinom prostaty

Rakovina prostaty predstavuje nejastéjsi typ rako-
viny diagnostikovany u muzd a je druhou nejcastéjsi

onkologickou pfi¢inou Umrti muzské ¢asti populace
v zapadni spoleénosti'. V CR je karcinom prostaty (KP)
tfetim nejcastéjsim typem nedermatologickych nadord
(po karcinomu plic a tlustého stfeva). Nartst incidence
KP je u nas pozorovan od pocatku 90. let?3. Vyssi vyskyt
KP je vysvétlovan starnutim populace, ale také vyvojem
citlivéjsich a dostupnéjsich diagnostickych metod, diky
kterym je odhaleno vice pfipadd rakoviny.

Pricina vzniku KP neni stejné jako u dalSich typu
karcinomi pfesné znama. Podil na jejim vzniku maze
mit Zivotni styl, stravovaci navyky, vnéjsi prostredi, ale
i genetické predispozice. Svou roli hraje také vék (vice
jak polovina vsech KP je diagnostikovana u muza star-
Sich 65ti let) a etnicky pGvod (nejvice jsou KP posti-
Zeni Afroameri¢ané, nejméné Asiaté)*. Rozvoj KP je
v posledni dobé davan do souvislosti také s nadmér-
nou produkci a mutacemi androgennich receptorti
(AR)®. Androgenni receptory spadaiji do skupiny steroid-
nich jadernych receptorll a maji nezastupitelnou roli
v celé fadé fyziologickych procest®. AR zprostiedkova-
vaji v organismu Gc¢inky muzskych pohlavnich hormont
nezbytnych pro spravny vyvoj muzskych pohlavnich or-
géan(, sekundérnich pohlavnich znak a zajisténi sper-
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matogeneze. Plsobenim endogenné produkovanych
steroidnich hormon( na bunky obsahujici AR dochazi
k nardstu aktivity cyklin dependentnich kinas, stimulaci
bunécného cyklu a ke zvysené proliferaci bunék. Tento
bézny fyziologicky proces se stava problémem v pfipa-
dé bunék nadmérné produkujicich AR, u nichZ dochazi
k rychlému mnozeni a tim k rozvoji nadoru. Porusena
je také rovnovdha mezi burikami nové vznikajicimi,
kterych je nékolikandsobné vice, a burikami zanikajici-
mi’. Nejvice AR se nachazi v burikach epitelidlni tkdné
prostaty, kde maji sv(ij pocatek téméf vsechny pfipa-
dy karcinomu prostaty. Vlivem androgend dochazi
v prostaté rovnéz ke zvy3ené produkci rdstovych faktord,
které dale stimuluji buné¢nou proliferaci a diferenciaci®.

Soucasna lécba karcinomu prostaty

Karcinom prostaty je velmi heterogenni onemocnéni
vyskytujici se v rGiznych stupnich vyvoje od latentniho az
po agresivni nadory. Z tohoto dlivodu se i metody lécby
odlisuji a pfizplsobuji individualnim potifebam pacien-
td. Zasadni vyznam v [é¢bé ma véasna diagnoza.

Samotna lé¢ba obvykle zahrnuje sledovani progrese
nadoru nebo tzv. aktivni vyckavani, které se vyuZiva
zejména u rizikovych skupin pacientd (muzi starsi
70 let) s pomalu se rozvijejicimi nadory (rdst nadoru
vice jak 10 let). Aktivni lé¢ba muize byt kurativni nebo
paliativni. Pfi kurativni 1é¢bé dochazi k chirurgickému
odstranéni ¢i zniceni lokalizovaného nadoru. Tato [é¢ba
zahrnuje radikalni prostektomii (chirurgicka kastrace)
v kombinaci se zevni radioterapii nebo hormonal-
ni lé¢bou. Paliativni [é¢ba vyuziva tzv. antiandrogeny
(steroidni ¢i nesteroidni) blokujici funkci androgennich
receptor(, tato Ié¢ba ma ale jen docasny efekt (po dobu
podavani [éku). Administrace antiandrogent se kombi-
nuje s hormonalni Ié¢bou, chemoterapii anebo cilenym
ozafovanim prostaty. Prostektomie a radioterapie fesi
vyskyt nadord pouze v piipadé nemetastazujicich kar-
cinomd. Lécba pokrocilého stadia karcinomu je
naro¢né;jsi z dlivodu castého vyskytu metastaz postihu-
jicich mékkou, ale i kostni tkan. U pacient s metastazu-
jicim karcinomem prostaty, ktefi jsou lé¢eni pomoci
androgenni deprivacni terapie (snizeni hladiny hor-
mond formou chirurgické ¢ chemické kastrace),
dochazi k castému rozvoji resistentnich karcinom,
které neodpovidaji na lé¢bu antiandrogeny. Progrese
takového karcinomu s sebou nese velké riziko mor-
tality. Lécba se proto zaméfuje predevsim na omezeni
bolesti a prodlouzeni doby pieziti®™".

Soucasny pfistup k lé¢bé KP s sebou piinasi celou
fadu mnohdy trvalych nezédoucich G¢inkd, jako je erek-
tilni dysfunkce ¢i inkontinence. Z tohoto ddvodu jsou
testovany nové metody lécby, které jsou neinvazivni,
nebolestivé a s minimem nezadoucich Gc¢inkd. Mezi
tyto metody patii pravé fotodynamicka terapie.

Fotodynamicka terapie

Fotodynamicka terapie je v mnohych zemich (USA,
Kanada, Japonsko, nékteré staty Evropy) klinicky schva-
lena lé¢ebnd metoda hojné vyuzivana pro lé¢bu koz-
nich melanomd, zanétlivého akné, lupénky, nema-
lignich koznich projevll a dalSich typt nadord (plic,
jicnu)2. V CR je PDT vyuZivana napf. v oénim lékaf-
stvi pro [é¢bu makulérni degradace a myopie, pfi lé¢-

bé karcinomu plic, jicnu a keratézach®. Vyuziti PDT je
stale castéji asociovano také s lé¢bou pevnych nadort
vnitfnich organd (prostaty, prsu, moc¢ového méchyie,
apod.)'. V soucasnosti se PDT obvykle pouziva jako
paliativni ¢i doplikova lé¢ba k jinym typam terapie na-
dord (chirurgicky zékrok, chemoterapie).

Princip PDT je zaloZen na selektivni akumulaci fo-
tosenzibilni latky v naddoru a jeho néasledném ozafe-
ni svételnou energii vhodné vinové délky. Po ozafeni
absorbuje molekula PS ve svém zakladnim stavu kvan-
tum svételné energie, tim dojde k pfechodu PS do vys-
Siho excita¢niho stavu. Mezisystémovymi piechody se
pak PS mUze dostat do tripletového stavu. Reakci PS
v tripletovém stavu s molekularnim kyslikem dochéazi
k pfenosu energie a vzniku reaktivnich forem kysliku
(ROS). Diky nim pak dochazi k destrukci (nekroza,
apoptdza, nekroptoza) cilové tkané. Mezi ROS patii
radikaly i neradikalové castice. Radikaly maji ve svych
elektronovych orbitalech jeden nebo vice neparovych
elektrondi, patfi mezi né napf. hydroxylovy ("OH), su-
peroxidovy (O,") nebo hydroperoxylovy radikal (OOH).
Vlysoka reaktivita radikéld a jejich omezena doba exis-
tence je zplsobena deficitem elektron( a snahou ¢és-
tice ziskat dal3i elektron pro dopInéni paru. Pfeménami
volnych radikalt mdze vznikat druhy typ ROS: singleto-
vy kyslik ('0,), peroxid vodiku (H,0,), kyselina chlorna
(HCIO) a ozon (0O;) které, a¢ nemaji radikalovy charak-
ter, jsou velmi reaktivni. Bylo zjisténo, Ze je to pravé
singletovy kyslik, ktery ma velky podil pfi Ié¢bé nadoro-
vych onemocnéni pomoci PDT'".

Vlivem PDT dochézi také k poskozeni cév zasobujicich
nador kyslikem, vyvolani zanétlivé reakce a imunitni
odpovédi organismu'®.

Fotosenzibilni latky uplatinujici se v PDT
Mezi latky uplatiujici se jako fotosenzitizéry patfi
cela fada barviv, aromatickych a heterocyklickych or-
ganickych sloucenin a komplex(i””. Prvni generace PS
pro vyuZziti v 1é¢bé nadort byla zkoumana v 60. letech
minulého stoleti, kdy byla pozorovéana fluorescence lézi
po aplikaci hematoporfyrinu (HPD). Pro vy$si akumulaci
v nadorové tkani byl nasledné HPD modifikovan a byly
vytvofeny jeho derivaty jako napf. Photofrin I. Dasled-
kem modifikace vznikla smés monomernich, dimernich
a oligomernich porfyrinG v rizném poméru. Oligomerni
frakce tvorici zaklad Photofrinu | je zodpovédna za jeho
zvySenou akumulaci v nadorové tkani a moznosti jeho
vyuziti pfi fotodynamické diagnostice nadort. Od roku
1993 je v Kanadé, USA, Japonsku a dalSich zemich
schvalen HPD znamy pod komer¢nim nazvem Pho-
tofrin I, ktery slouzi pro lé¢bu nadord mocového
méchyfe, jicnu a plic'*. Neznalost pfesného chemického
slozeni a tedy i konkrétni ucinné slozky je problémem
vétsiny PS prvni generace. DalSimi problémy spojenymi
s uzZivanim PS prvni generace je systémova toxicita
a dlouho trvajici kozni fotosenzitivita po ozafeni vidi-
telnym svétlem (380 — 720 nm), kterd mze pfetrvavat
i nékolik tydn(". V roce 1962 syntetizoval Winkelman
meso-tetra-(4-sulfofenyl)-porfyrin  (TPPS,), ktery byl
na rozdil od doposud znamych HPD chemicky piesné
definovanou slouéeninou. U¢innost TPPS, byla testova-
na na potkanech s Walkerovym sarkomem. K SirSimu
vyuziti TPPS, vSak nedoslo kvali podezieni z neuro-
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toxickych GcinkG pfi vyssich davkach (parenteralni
podani)™. V CR byl posléze vyvinut modifikovany zptisob
pfipravy TPPS,, zahrnujici zavére¢né piecisténi prepa-
ratu chromatografii na Sephadexu, diky ¢emuz byla
jeho neurotoxicita minimalizovdana a TPPS, byl déle
testovan pro vyuziti v dermatologii a lécbé karcinomu
mocového méchyfie, do praxe vak zaveden nebyl™.

Druhou generaci PS jsou latky vyznalujici se vysok-
ou chemickou Cistotou, selektivitou a absorp¢nimi
maximy ve vy$sich vinovych délkach, které jsou vhod-
néjsi pro hlubsi prinik do tkani (2 — 3 cm). Vyhodou je
také nizka kozni fotosenzitivita a rychlejsi odbouravani
z organismu. Mezi PS druhé generace patfi modifi-
kované porfyriny vychazejici z HPD a jeho derivatt
s rGzné upravenymi postrannimi fetézci. Patfi sem
napi. kyselina 5-aminolevulovéd (ALA), kterd nema
sama o sobé terapeuticky ucinek, slouzi vsak jako
prekurzor protoporfyrinu IX (PplX), ktery je fotosenzi-
bilni (absorp¢ni maximum pfi 635 nm)™. Jak ALA tak
PpIX se v téle pfirozené vyskytuji jako meziprodukty
biosyntézy hemu. Terapeutické zvySeni koncentrace
ALA v téle vede ke zvySeni hadiny PpIX a jeho hro-
madéni v nadoru. Po ozafeni svétlem pfislusné vinové
délky pak zplsobuje nekrozu bunék. Endogenni PpIX
se vyznacuje vysokou citlivosti na svétlo, které zpUso-
buje jeho degradaci, diky tomu je zkrdcena doba foto-
senzitivity kiize na 1 - 2 dny. Vyhodou ALA je mozZnost
zevniho topického podani, diky kterému je vyuzivan
zejména v dermatologii pro lécbu nadorovych i ne-
nadorovych onemocnéni. Nizka lipofilita ALA byla vy-
feSena syntézou jejich esterd, které lépe pronikaji
do tkéni. Mezi druhou generaci PS miizeme zafadit také
degradacni produkty chlorofyluy, jako jsou napf. chloriny
nebo feoforbidy a pyrofeoforbidy''.

Vyvoj posledni - tfeti generace PS je zaméfen na se-
lektivni cileni PS do nadorové tkané s minimalni aku-
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Souhrn

Pavlickova V., Rimpelova S.: VyuZziti fotodynamické terapie v Iécbé karcinomu prostaty

Zvysuijici se incidence nadorovych onemocnéni ¢ini velky problém poslednich desetileti. S nardistem poctu téchto onemocnéni je spojen
i intenzivni vyvoj novych G¢innéjsich metod lécby, mezi které patii i fotodynamicka terapie (PDT). PDT je zaloZena na aplikaci fotosenzi-
bilnich latek, tzv. fotosenzitizér (PS), které po aktivaci svétlem v pfitomnosti molekularniho kysliku zapficinuji destrukci nadoru a smrt
nadorovych bunék. Diky selektivni lokalizaci PS v nddoru je zabranéno poskozeni okolni zdravé tkané. PDT je tak vhodnou alternativou
ke klasickym metodam lécby karcinom( a diky vyvoji novych PS se jeji vyuZiti stale rozsifuje do rutinni lékaiské praxe.

Klicova slova: karcinom prostaty, fotodynamicka terapie, fotosenzitizér

Summary

Pavlickova V., Rimpelova S.: Photodynamic therapy in the treatment of prostate cancer

Enhanced incidence of cancer has become a big problem in last decades. An increase in the number of cancer diseases is connected
with intensive research of novel more efficient therapeutic methods which comprise also photodynamic therapy (PDT). PDT is based on
application of photosensitive compounds, i.e. photosensitizers (PS), which, after light activation and the presence of molecular oxygen,
cause tumor eradication and death of cancer cells. Damage of surrounding healthy tissue is prevented by selective localization of PS
in the site of tumor. Therefore, PDT is a suitable alternative in addition to standardly used methods for cancer treatment; moreover, owing

to unrelenting development of novel PS, their application has expanded into routine clinical praxis.
Keywords: prostate carcinoma, photodynamic therapy, photosensitizer

MIKROORGANISMY: SKUDCI, ALE | PRATELE ROSTLIN

Markéta Polivkova

VSCHT Praha, Ustav biochemie a mikrobiologie; polivkom@vscht.cz

Uvod

Mikroorganismy asociované s rostlinami mohou mit
zna¢ny vyznam pro stimulaci rGstu a vyvoje rostlin
i v nepfiznivych podminkach. Pro pochopeni vlivu mi-
krobli na rostliny je nezbytné porozumét vztahlim
a interakcim, ke kterym mezi nimi dochazi. Dé&jistém
téchto interakci je predevsim rhizosféra (Obr. 1), tedy
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Obr. 1: Znazornéni modelové rostliny s asociovanymi mi-
kroorganismy a interakci, ke kterym mezi nimi dochazi.
(1) epidermis, (2) primarni kdra stonku, (3) cévni svazek, (4)
rhizodermis, (5) primarni kira kofene, (6) endodermis, (7)
hyfovy plast, (8) Hartigova sit, (9) extramatrikalni mycelium,
(10) intercelularni a intracelularni hyfy, (11) vezikul, (12) arbu-
skul, (13) kofenovy nodul, (14) bakteroid.

tzké pasmo zeminy, které je v pfimém kontaktu s rost-
linnymi kofeny. Ty do svého okoli uvolfuji velké mnoz-
stvi chemicky rozmanitych exudat( vznikajicich pfi foto-
syntéze a dalSich procesech probihajicich v rostlinném
organismu. Rostlinné exudaty mohou stimulovat mikro-
bialni aktivitu ve svém nejblizsim okoli, z toho diivodu
je rhizosféra oblast s bohatym mikrobialnim osidlenim
i aktivitou. Indukovana mikrobialni aktivita pak zpét-
né ovliviiuje vyvoj kofen( a rdst rostlin'. Nejvétsi podil
mikroorganism@ obyvajicich rhizosféru tvofi houby

a bakterie. Uvadi se, Ze mnozstvi hub a bakterii v rhizo-
sféfe je 2 — 20x vyssi nez v okolni ptdé2.

Rhizosferni mikroorganismy mohou pronikat dovnitt
rostlinného organismu a kolonizovat jeho vnitini pro-
story. Do vnittku rostlin mohou vstupovat i dalsi mik-
roorganismy vyskytujici se v okolnim prostiedi. Ty pak,
na rozdil od rhizosfernich mikroorganismd, které pro
vstup do rostlinnych tél vyuzivaji kofeny, vyuZivaji
pro prinik nadzemni ¢asti rostlin, jako jsou poranéné
stonky, listy a kvéty. Mikroorganismy, které kolonizuji
vnitini prostory rostlin (Obr. 1), se oznacuji jako tzv. en-
dofytni mikroorganismy. Po vstupu do téla hostitele se
endofyty usidluji bud' pouze v okoli mista penetrace,
nebo se rozsifi do celé rostliny, kde mohou kolonizovat
cévni svazky, extracelularni nebo intracelularni prostor?.
Po kolonizaci vnitfnich pletiv rostlin endofyty dochazi
k vytvofeni rGznych vztahl od symbiotickych, mutua-
listickych az po interakce saprofytické povahy*. Nékte-
ré endofytni mikroorganismy jsou existen¢né striktné
zévislé na hostiteli, jedna se o tzv. obligatni endofyty.
Druhou skupinu tvofi fakultativni endofyty, které jsou
schopny pfeZivani a riistu i mimo rostlinny organismus®.

Rhizosferni a endofytni mikroorganismy se podileji
na celé fadé déja, jimiz stimuluji rist rostlin. Interak-
ce mezi mikroorganismy a rostlinou maji vyznam pfe-
devsim pii rlstu rostlin v ptidach zatizenych napfiklad
nizkymi hodnotami pH a vysokymi koncentracemi soli.
Rostliny vyristajici v nepfiznivych podminkach mohou
byt také nachylnéjsi k infekci patogennimi mikroorga-
nismy. V nasledujicich kapitolach jsou popsany zékladni
mechanismy, kterymi mikroorganismy zvysuji toleranci
rostlin k abiotickym a biotickym strestim a stimuluji rdist
rostlin v nepfiznivych podminkach.

Bakterie stimulujici riist rostlin

Bakterie stimulujici rlst rostlin jsou fylogeneticky
heterogenni skupinou osidlujici rhizosféru, pfipadné
povrch kofend, a endosféru. Mohou napomahat réstu
rostlin rznymi pfimymi nebo nepfimymi mechanismy.
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V poslednich desetiletich byl identifikovan velky pocet
bakterialnich rodd, u kterych byl prokazan pozitivni vliv
na rdst rostliny. Spadaji sem napfiklad zastupci z rodu
Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella,
Enterobacter, Alcaligenes, Burkholderia, ¢i Arthrobac-
ter a Bacillus® 7. Pfimy mechanismus stimulace rlstu
rostlin spocivé v poskytovani latek syntetizovanych bak-
teriemi hostitelské rostliné. V pfipadé nepfimé stimula-
ce rlistu rostlin bakterie sniZuji nebo odstrariuji skodlivé
ucinky jednoho nebo vice fytopatogennich mikroorga-
nismd nebo chrani rostlinu pfed toxickymi tcinky téz-
kych kovi a organickych polutantd.

Pfimé mechanismy, kterymi rhizosferni, ale i endo-
fytni mikroorganismy ovliviiuji rlist rostlin, nejsou stale
plné pochopeny, ale je znamo, Ze zahrnuji (i) schop-
nost produkovat nebo ménit koncentraci regulatord
rGstu rostlin, (ii) (a)symbiotickou fixaci dusiku® a (iii)
mobilizaci fosfatd a dalSich Zivin®.

(i) Hlavnim zplGsobem, kterym mikroorganismy mo-
hou ovliviiovat rast rostlin, je produkce rostlinnych hor-
mond, jako jsou auxiny, gibereliny, cytokininy a ethylen.
Auxiny jsou dulezitou skupinou fytohormond, které
podporuji prodluzovani a rdst rostlinnych bunék a ve
velmi nizkych koncentracich napomahaji zakofenovani.
Hlavnim auxinem je kyselina indol-3-octova (IAA). Gi-
bereliny a cytokininy stimuluji déleni rostlinnych bunék
a celkové rist internodii a listG. Cytokininy se ucastni
také kliceni semen a vyvoje prytd. Pfi vy$sich koncentra-
cich hormony z téchto skupin stimuluji senescenci, tedy
proces starnuti rostlin'.

(i) V poslednich dvaceti letech bylo postupné obje-
vovano stale vice bakterii se schopnosti fixace dusiku
(tzv. diazotrofni mikroorganismy). Prakticky vsechny
tyto bakterie jsou mikroaerofilni a dusik fixuji pouze
v podminkach nizkého parcialniho tlaku kysliku. Dfive
byl tento jev znam hlavné u hlizkovitych rhizobakterii.
Dalsi studie poukazaly také na rhizobakterie volné pfi-
tomné v kofenové zoné rostlin disponujici touto schop-
nosti, napf. Klebsiella oxytoca", Enterobacter cloacae™
¢i Alcaligenes spp.™. Endofytni bakterie se schopnosti
fixace dusiku byly nalezeny v travinach, obilovinach,
bramborach a manioku®.

(iii) Fosfor je esencialni zivinou, ktera je vstiebava-
na rostlinami pouze ve formé fosfatovych iontti HPO,*
a H,PO,. Do zemin byva aplikovéan ve formé fosfatovych
hnojiv, nicméné velka ¢ast aplikovaného rozpustného
fosfatu se rychle imobilizuje a stava se tak nedostup-
nou pro rostliny. Proto je biologicka dostupnost fosforu
zévisla na sloZeni zeminy a na biologickych procesech
odehrévajicich se v plidé, predeviim v rhizosfére®.
Schopnost bakterii solubilizovat fosfor je povazovana
rostlin. Mechanismus solubilizace mineralnich forem
fosforu bakteriemi je spojovan s uvolfiovanim nizko-
molekularnich organickych kyselin, které lokalné snizuji
pH zeminy, a tim zvy3uji rozpustnost imobilizovanych
forem fosfatu. Nékteré bakterie mohou navic produko-
vat fosfatasy (napi. fytasu), které hydrolyzuji organic-
ké slouceniny fosforu, napf. inositolfosfat, fosfomono-
estery nebo fosfodiestery vcetné fosfolipidGi a nukleo-

vych kyselin®.

Vyznam mikroorganismii pfi riistu rostliny
v zatizeném zivotnim prostiedi
Zeminy zatizené nizkymi hodnotami pH

Castym problémem omezujicim péstovani zemé-
délskych plodin je pH zeminy, které je tmérné aktivi-
té iont vodiku v pidnim roztoku. Hlavni pfi¢inu oky-
selovani pldy predstavuje lidska cinnost, pfedevsim
pak znecistovani ovzdusi oxidy siry a dusiku, které ma
za nasledek kyselé desté. Kyselost plidy ma vliv na pfe-
ménu organické hmoty v zeminé, na pliidotvorné pro-
cesy, vitalitu rostlin a na diverzitu padnich organismd.

Optimalni pH vhodné pro rlst vétsiny zemédélskych
rostlin se pohybuje v rozmezi 5,5 — 7,0. Téméf 40 %
obdélavané pldy po celém svété je vsak piilis kyselé,
coz vede k poklesu produkce biomasy péstovanych ze-
médélskych plodin i navzdory adekvatnimu zasobovani
mineralnimi zZivinami, jako jsou dusik, fosfor a draslik™.
Hlavni pficinou omezeni rdstu pfi nizsich hodnotach pH
je pfitomnost rozpusténych sloucenin hliniku, v ptd-
nim roztoku se pak hlinik vyskytuje ve formach Al**,
AIOH?* a AI(OH),*. Slou¢eniny hliniku pGsobi toxicky
na kofeny rostlin. Oproti tomu slouc¢eniny manganu
maji toxicky efekt az po jejich akumulaci v nadzemnich
¢astech rostlin®™. Na rdst rostlin v extrémnim pH ma vliv
také snizeni biologické dostupnosti fosforu, vapniku
a hoi¢iku. Dostupnost fosforu pro rostliny je omezena
jak v kyselém, tak v zésaditém extrému pH kvdli tvor-
bé malo rozpustnych slouc¢enin s hlinikem, zelezem
a vapnikem.

Rostliny si vyvinuly adaptivni mechanismy ke zlepseni
jejich schopnosti vyrovnat se s nepfiznivymi podmin-
kami v ptidé asociaci s houbami. Nejbéznéjsi mutuali-
stické souziti mezi houbami a kofeny rostlin se nazyva
mykorhiza (Obr. 1). Pfi tomto typu souziti mohou hou-
by efektivné pfispivat k mobilizaci Zivin v pidé, zésobe-
ni rostliny vodou a produkovat enzymy podilejici se na
hydrolyze sloucenin fosforu a dusiku z organické hmoty
v zeminé. Déale mohou tyto houby stimulovat odolnost
rostlin vici abiotickému a biotickému stresu napfiklad
aktivaci rostlinnych obrannych mechanism ¢i induk-
ci zmény v kofenovém uspofadani. Rostliny naopak
poskytuji houbam uhlikaté slou¢eniny (hlavné jedno-
duché sacharidy jako glukosu a fruktosu), ¢imz pod-
poruji jejich rast’®. Skrz houbové mycelium muze byt
Jprohledavana” okolni ptida za tcelem ziskani fosforu
a dalsich Zivin. Je odhadovano, Ze rozsah houbového
mycelia midZe byt 10 - 100 m na 1 cm kofene nebo
na 1 gram pldy chudé na fosfor"”. Rist a kolonizace
kofent mykorhiznimi houbami se lisi s ohledem na pH
optimum téchto hub.

Kromé hub mohou k adaptaci rostliny na extrémni
pH pudy pfispivat také bakterie, pfestoze jejich vlast-
ni distribuce je hodnotou pH zeminy silné ovlivnéna.
Optimum pH vétSiny pldnich prokaryot se pohybu-
je zpravidla okolo neutrality. Hlavni zptsob adaptace
mikroorganismd na extrémni pH spociva pfedevsim
v jejich snaze udrzet intracelularni pH okolo fyziolo-
gické hodnoty, tj. okolo 7. Nékteré enzymy nalezené
ve vnéjsi cytoplazmatické membrané maji nizsi pH opti-
mum, zatimco viechny zndmé cytoplazmatické enzymy
maji pH optimum v rozmezi 5 — 8'.

Ro¢nik 25

Bioprospect ¢. 4/2015



Zeminy zatizené vyssimi koncentracemi soli

Zasoleni zeminy je velmi ¢asty problém, ktery vyznam-
né limituje péstovani zemédélsky vyznamnych rostlin,
predevsim pak sdji (Glycine max)™. ZvySené zasoleni
narusuje iontovou rovnovéhu uvniti bunéc¢nych orga-
nd a vytvafi vodni deficit vyvolavajici zakrnéni rostliny,
sniZeni produkce biomasy a vznik chloréz (symptom
na listech rostlin projevujici se pfedevsim vytvafenim
znakd a barevnych skvrn)?°.

Endofytni houba Penicillium minioluteum ovliviiuje
rGst sdji ve stresovych podminkach zplsobenych vyssi
koncentraci soli. Zmirnéni stresovych symptom v di-
sledku inokulace danou houbou bylo objasnéno pro-
kazanim snizené koncentrace kyseliny abscisové (inhi-
bi¢ni fytohormon blokujici funkci giberelin() a soucas-
ného zvySeni akumulace kyseliny salicylové a giberelind
v rostlinach?'. Kyselina salicylova iniciuje v rostlinach
indukovanou systémovou rezistenci (ISR, fyziologicky
stav vznikajici v odpovédi imunitniho systému rostliny
na specifické vnéjsi stimuly, ktery se projevuje jeji zvy-
$enou obranyschopnosti??) vii¢i patogenim a nepfimo
napomaha rostliné vyrovnavat se s (a)biotickym stre-
sem. Symbidza P. minioluteum se séjou také zpétno-
vazebné navysuje obsah daidzeinu a ganisteinu?, sé-
jovych izoflavonoidt, které jsou povazovany za signalni
molekuly indukujici tvorbu endo- a ektomykorhizy?.

Nékteré endofytni bakterie mohou rovnéz napoma-
hat rdstu rostlin v zasolenych ptidach. Napfiklad nékteré
pseudomondady pozitivné ovliviiuji rlst raj¢at (Solanum
lycopersicum) ve stresovych podminkach, a to pfede-
vdim diky produkci enzymu ACC-deaminasy, ktery de-
graduje prekurzor ethylenu, kyselinu 1-aminocyklopro-
pan-1-karboxylovou (ACC)**. Bakterie se schopnosti
produkovat enzym ACC-deaminasu mohou ACC de-
gradovat a vyuzivat ji jako zdroj uhliku. Za pfitomnosti
téchto bakterii je tedy zabranéno zpétnému vstiebavani
ACC koteny. Disledkem je nizsi tvorba ethylenu, tudiz
zmirnéni senescence a snizeni inhibice rdstu kofen?'™.

Zeminy kontaminované

Mikroorganismy mohou také pomoci rdznych me-
chanism@ napoméhat fytoremedia¢nim procestim
v zeminach kontaminovanych organickymi polutanty
a anorganickymi toxickymi ionty. Fytoremediace je pro-
ces, pii kterém rostliny vazi, akumuluji nebo rozkladaji
kontaminanty, a tim je stabilizuji nebo pfimo odstrariuji
ze zivotniho prostiedi>?’. V praxi byvaji fytoremediac-
ni procesy omezovany riznymi faktory, jako jsou vlast-
nosti zeminy, toxicita polutant(, schopnost akumulace
polutantd rostlinou nebo nedostate¢né rozvinuta kore-
nova soustava rostliny.

Rhizosferni a endofytni mikroorganismy mohou pozi-
tivné ovliviiovat proces fytoremediace tim, Ze podporuji
rGst rostliny v kontaminovaném prostiedi v dasledku
lepsiho zésobeni Zivinami, produkce rostlinnych hor-
mond, fixace dusiku a zvySovani odolnosti vici biotic-
kému a abiotickému stresu?. Dale mohou mikroor-
ganismy napomahat mobilizaci a akumulaci kovi pfi
fytoextrakcich tim, ze méni rozpustnost, dostupnost
a transport tézkych kovd a Zivin produkci organickych
kyselin, uvolfovanim chelatord a zménami redoxniho
potencialu?.

Vyznamnou roli maji mikroorganismy pfi degradaci
organickych polutantd, které byvaji zpravidla fytotoxic-
ké a nemohou byt odstrafiovany rostlinami samotnymi.
Mnohé rhizosferni a endofytni mikroorganismy dispo-
nuji pfislusnymi degrada¢nimi drahami a metabolic-
kymi aktivitami, které navysuji odbouravéani organic-
kych polutantl a snizuji evapotranspiraci téchto latek
do ovzdusi®.

Vyznam mikroorganismi pfi ochrané
rostliny pred patogeny

Zemina je rezervoarem pro velké mnozstvi potenci-
alnich rostlinnych patogend. Rostliny se sniZzenou vita-
litou, které vyristaji v nepfiznivych podminkach, mo-
hou byt témito patogeny snadnéji infikovany. Hlavnimi
aspekty snizujicimi odolnost rostlin v zemédélstvi
proti infekci patogeny jsou nizka kvalita osiva, nevhod-
ny vodni rezim a klimatické podminky>°.

Bakterie asociované s rostlinou mohou byt uspésné
vyuZivany pro ochranu pfed patogeny. Jednim z mecha-
nismd, kterym muze protektivni efekt probihat, je pro-
dukce inhibi¢nich alelochemikalii, jako jsou siderofory,
antibiotika, biocidni tékavé latky a lytické ¢i detoxifikac-
ni enzymy>°.

Dalsim zplGsobem ochrany rostliny pfed patogeny
je kompetitivni kolonizace koten. V okoli kofend se
nachézeji vhodné niky bohaté na rizné Ziviny, které za-
hrnuji obrovskou diverzitu mikroorganism@. Kompetice
o ziviny a niky je hlavnim mechanismem, kterym bak-
terie chrani hostitelské rostliny pred fytopatogennimi
mikroorganismy®. Rhizosferni bakterie mohou dosa-
hovat povrchu kofend snadnéji diky aktivnimu pohybu
pomoci biciku, pficemz tento pohyb je fizeny chemo-
takticky®'. Mezi atraktanty nachazejici se v kofenovych
exudatech patfi nékteré organické kyseliny, aminoky-
seliny a cukry®2. V exudatech mohou byt ale pfitomny
i antimikrobialni latky, které mohou favorizovat mikro-
organismy opatfené enzymatickymi systémy pro jejich
detoxifikaci>.

Mikroorganismy mohou také nepfimo stimulovat rdist
rostlin v pfitomnosti patogen( prostfednictvim induko-
vané systémové rezistence. Diky biotickym zménéam,
které nasleduji po aktivaci ISR, jsou zesileny vrozené
obranné mechanismy rostliny. Stav zvy3ené rezistence
je pak ucinny proti Siroké skale patogent?2.

Je znamo, Ze ISR je vyvolédvana bakterialni produk-
ci siderofor(, lipopolysacharida ¢i pfitomnosti bi¢ik(°.
Dale bylo prokazano, ze hlavni roli v procesu spousténi
celkové ISR mohou mit tékavé organické slouceniny.
Spusténi ISR bakteriemi zplsobi zesileni bunécnych
stén rostlinnych bunék (napfiklad diky akumulaci feno-
lickych latek) a ovlivni fyziologicky stav a metabolické
odpovédi hostitelské rostliny vedouci ke zvysené synté-
ze obrannych latek nutnych pro soupefeni s patogeny
a/nebo abiotickymi stresovymi faktory3*. Tyto fyziologic-
ké zmény v rostlinach zahrnuji indukovanou akumulaci
chitinas, nékterych peroxidas, polyfenoloxidas, fytoa-
lexind a chalkonsynthasy>°.

Zaver
Souziti mezi rostlinami a mikroorganismy byva zpra-
vidla oboustranné vyhodné. Mikroorganismy mohou
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svou Cinnosti stimulovat rist rostliny a umozZnovat jeji
preZiti v pfipadé vystaveni stresovym faktorim. Slou-
¢eniny produkované hostitelskou rostlinou, které jsou
ve formé kofenovych exudatd uvolfiovany do okolniho
prostiedi, pak mohou slouzit jako zdroj Zivin pro mik-
roorganismy piitomné v rhizosféfe a stimulovat tak je-
jich rlist a aktivitu. Metabolismus rostlin a asociovanych
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Polivkova M., Uhlik O.: Mikroorganismy: Skudci, ale i pFatelé rostlin

Studium interakci mezi rostlinami a mikroorganismy je nezbytné pro pochopeni mechanism, kterymi mikroorganismy stimuluji rist
rostlin a napomahaji jejich pieziti v nepfiznivych podminkach. Jako vyhodné se z tohoto hlediska jevi pfedevsim symbiotické soufziti
rostlin s rhizosfernimi a endofytnimi mikroorganismy. V tomto ¢lanku jsou popséany zakladni mechanismy, kterymi tyto mikroorganismy
stimuluji rst rostlin v nepfiznivych podminkach zpGsobenymi okyselovanim, zasolenim a kontaminaci pddy a pfitomnosti patogent
rostlin.

Klicova slova: endofytni mikroorganismy, rhizosferni mikroorganismy, bakterie stimulujici rist rostlin

Summary:

Polivkova M., Uhlik O.: Microorganisms: pests but also the friends of plants

Studying interactions between plants and microorganisms is essential for understanding mechanisms through which microorganisms
stimulate the growth of plants and through which they help plants to survive unfavorable conditions. Especially, symbiotic coexistence of
plants with rhizospheric and endophytic microorganisms is of highest research interest. This article describes basic mechanisms through
which rhizospheric and endophytic microorganisms stimulate plant growth in soils with lower pH, higher salt concentrations, and the
presence of pathogens or contaminants.
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