Ro¢nik 32 e Cislo 4/2022

zakladajiciho ¢lena
Ceského svazu

védeckotechnickych

spoleénosti (CSVTS)

a
¢lena ,European
Federation
of Biotechnology”
(EFB)




Bio prospect

Society address: University of Chemistry and Technology, Technicka 3, 166 28 Prague 6, Czech Republic.
Tel.: 420-220 443 151, fax: 420-233 334 769, e-mail: danka.pokorna@vscht.cz, ICO 00570397,
account No.: 19534-061/0100 Komer¢ni banka Praha 6, Dejvicka 52, SWIFT CODE: COMBCZTPP

Czech Republic Regional Branch Office as a bridge between European Federation of Biotechnology
and Czech Biotechnology Society is located in the Centre of the Region Hana for Biotechnological
and Agricultural Research, Slechtitelt 21, 783 71 Olomouc, Czech Republic

BULLETIN OF CZECH BIOTECHNOLOGY SOCIETY

founding member of the Czech Association of Scientific
and Technical Societies - http://en.csvts.cz
and
member of European Federation of Biotechnology
http://www.efbiotechnology.org

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

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

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

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

UCT, 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 pratelé,

Jako kazdoro¢né probéhla v listopadu valnd hromada
nasi stfesni organizace Ceského svazu védeckotech-
nickych spolecnosti z.s., kde se podrobné hodnotily
vysledky za 3 letoSniho roku a vyhled do roku pfis-
tiho. Zminuji si o této obvyklé udalosti proto, Ze Svaz
zvladl soucasnou velice slozitou ekonomickou situaci
vyjimec¢né dobie a je i skvéle pfipraven na nastrahy,
které nas cekaji v roce pfistim. Tato skvéla zprava byla
mozna jen diky obétavé praci, védomostem i osobnim
zkusenostem vsech funkcionaid i regulérnich zamést-
nancl Svazu. Tradi¢ni skvéla prezentace vykonného
mistopfedsedy Ing. Vladimira Pofize podrobné osvétlila
delegatdim valné hromady viechny kroky, které vedeni
svazu podniklo k zajisténi Gspésného zvladnuti stava-
jicich i o¢ekavanych problém(. Valna hromada pfijala
jednomyslIné nového ¢lena svazu ,Sdruzeni pracovnikd
dezinfekce, dezinsekce a deratizace Ceskeé republiky z.s.”
Novy ¢len CSVTS spolupracuje s fadou stavajicich ¢le-
na CSVTS, je ¢lenem ,Confederation of Europeam Pest
Management Association” a vydava vlastni ¢asopis. Za-
pojeni nového ¢lena jisté dale posili aktivity CSVTS.

Pozornost byla pochopitelné vénovéna i pfipravam
vyznamného mezindrodniho kongresu WEC 2023
(7th  World Engineering Convention), ktery se
uskutecni pfisti rok v Praze ve dnech 11 — 13 fijna
(www.wec2023.com) v kongresovém centru. Pfipomi-
name, Ze jiz byla oteviena registrace. Nevahejte a vyu-
Zijte této vzacné pfilezitosti zdcastnit se, pokud mozno
aktivné, této vyjimecné prilezitosti. Pochopitelné vcas-
nym pfihlasenim usetfite na vlozném.

Na podzim byly udéleny Nobelovy ceny. Nobelovy
ceny jsou udélovany na zékladé zéavéti Alfreda Nobela
od r. 1901. Cena se sklada z medaile, osobniho diplomu
a penézité prémie. Od r. 1902 se vétSina cen pfedavana
Svédskym kralem na slavnostnim veceru, ktery se kona
vidy 10. prosince ve vyro¢ni den Nobelovy smrti. Nobe-
lova cena za mir je ve stejny den pfedavana v Oslu. Bio-
technologlim je nejblizSi Nobelova cen
za fyziologii a lékaFstvi (medicinu).
Pro mnohé bylo piekvapenim za co byla
letos Nobelova cena v tomto oboru udé-
lena. Cenu v tomto oboru ziskal Svédsky
genetik Svante Padbo za popsani geno-
mu a evoluce vyhynulych pravékych lidi.
Pdabo zkoumal DNA neandrtélct a pfi
tom objevil novou nepopsanou skupinu
predkd, kterym se zacalo fikat denisované.
Tyto denisované se kiizili s nasimi predky
Homo sapiens. Uvadi se, Ze 1 — 4 % ge-
nomu souc¢asného Evropana nebo Asiata
pochazi od neandrtalc. Napf. se uvadi,
Ze neandrtalci nam predali geny zlepSu-
jici nas imunitni systém nebo napf. Tibe-
tané mohou piezivat ve vysokych vyskach
diky gentm ziskanych od denisovant.
Svante Pddbo plsobi na Max Planck
Institute for Evolutionary Anthropology

v Lipsku. Svante se narodil ve Stockholmu v r. 1955
estonské chemiéce Karin Pddbo (1925 - 2013), kte-
ra b&hem 2. svétové valky emigrovala do Svédska
v r. 1944, Pddbo studoval na univerzité v Uppsale
od r. 1975, kde také ziskal, Ph.D. v r. 1986 za praci ,Jak
E 19 protein adenovird moduluje imunitni systém”. Je
povaZovan za zakladatele paleogenetiky, védy studujici
genetiku prvnich lidi. Ma fascinujici h-index (167 podle
Google Scholar a 133 podle Scopus) a fantasticky pocet
nejraznéjsich ocenéni.

Informace o vSech Nobelovych cenach za rok 2022
Ize si pfecist napf. na https://magazin.signaly.cz/2210/
/nobelovy-ceny-2022.

V letosnim roce si Vysokd 3kola chemicko-
-technologickd v Praze pfipomind 70 let od svého
zaloZeni, resp. oddéleni od Ceského uéeni technic-
kého a vytvofeni samostatné vysoké skoly o tiech fa-
kultach. Pfi této prilezitosti bylo publikovano mnoho
¢lankd pripominajicich historické udalosti a zejména
velice zajimavé publikace ,Zaostfeno na chemii” Ka-
pitoly z historie Vysoké Skoly chemicko-technologické
v Praze, kterou sepsaly Véra Dvoiatkovéa a Ivana
Lorencova. Pfedmluvu napsala predsedkyné Aka-
demie vé&d CR Eva ZaZimalova a publikaci uved! i ge-
nerdlni feditel Narodniho technického musea Karel
Ksandr. Zajimavé ¢lanky k tomuto vyznamnému vyro-
¢i doporucujeme k precteni v Chemickych listech 116,
589-591 (2022) a v Potravinaiské revue 2022/5, str. 96
(http://www.agral.cz)

Mili ¢tenafi,
pfejeme Vam piijemné proZiti vanocnich svatk( a po
cely pfisti rok pevné zdravi a Uspésné prekonani vSech

problém, které nas v pfistim roce cekaji. TéSime se
na Vasi podporu a zajimavé pfispévky do Bioprospectu.

Se srde¢nym pozdravy
Vasi
Jan Kas a Petra Lipovova
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ODBORNE CLANKY

SBIiRKA MIKROORGANISMU I'JSTA‘\'IU'BIQCHEMIE )
A MIKROBIOLOGIE (DBM) - STRUCNE PREDSTAVENI

KOLEKCE

Dana Savicka

Ustav biochemie a mikrobiologie, Vysokd skola chemicko-technologickd v Praze; dana.dsavicka@vscht.cz

Nase sbirka byla zalozena v roce 1954 (pod nazvem
Sbirka kvasinek a primyslové dtlezitych mikroorga-
nism() profesorkou Ludmilou Silhdankovou, ktera byla
po fadu let jeji vedouci. V 60. letech jsme vstoupili
do Federace ¢eskoslovenskych (pozdéji ¢eskych) sbirek
mikroorganism@ (FCCM). Od roku 1994 je vedoucim
sbirky prof. Tomas Ruml a kuratorkou Ing. Dana Sa-
vicka.

Zkratka nazvu neboli akronym nasi sbirky je DBM.
Toto oznaceni se musi udavat pfed kazdym kmenem,
ktery je soucasti kolekce. Uchovavame jak bakterie, tak
mikroskopické houby (plisné a kvasinky). Recentné
jsou zafazeny rovnéZ patentové kmeny traustochytri-
alnich organismd, patfici do eukaryotni vyvojové vétve
Stramenopila (Schizochytrium, Japanochytrium).

Kmeny jsou uloZeny jednak jako zivé kultury (pfede-
vS8im na Sikmych agarech), druhym zp@sobem je zmra-
zeni na — 80 °C. Z hlediska bezpecnosti podle Svéto-
vé zdravotnické organizace (WHO) se jedna o izolaty
patfici do kategorie 1 a 2, tudiz o kmeny s relativné niz-
kym patogennim a infekénim potencialem.

Svétové sbirky uchovavanych kultur se déli do nékoli-
ka kategorii, pocinaje velkymi vefejnymi sbirkami, pfes
specializované kolekce zamérené na urcity taxon mik-
roorganismu, konce sbirkami pracovnimi. Sbirka nase-
ho Gstavu patii do posledni zminéné kategorie. Kme-
ny jsou vyuzivany piedevsim k pedagogickym uceltm,
a to jak pro zékladni vyuku mikrobiologie na VSCHT,
tak pro potfeby bakalaiskych, magisterskych ¢i dok-
torskych praci. Provoz sbirky je pIné financovan z pro-
sttedk( Ustavu biochemie a mikrobiologie, kmeny jsou
pro pedagogické a védecké ucely poskytovany zdar-
ma. Pro pracovniky VSCHT je k dispozici katalog -
https://biomikro.vscht.cz/66832, aktualizace provede-
na podle Ipsn.dsmz.de a indexfungorum.org.

Bakteriologickou cast sbirky (cca 100 kmen()
predstavuje pfedevsim soubor potravinaiskych konta-
minantd. Jedna se napf. o rody Escherichia, Enterobac-
ter, Citrobacter, Salmonella, Listeria, Klebsiella, Morga-
nella, Cronobacter, Yersinia, Bacillus, Pseudomonas aj.
Vlyznamnou ¢&ést tvofi i klinické izolaty pfedevsim z rodu
Staphylococcus. Rovnéz jsou zastoupeny nékteré rost-
linné patogeny ¢i kmeny s prdmyslovym vyznamem.
Cislo DBM ma i rozsahla pracovni sbirka doc. I. Hochela
zahrnujici izolaty rodu Cronobacter (cca 600 kmen).

Jadrem sbirky Ustavu biochemie a mikrobiologie je
kolekce mikroskopickych vlaknitych hub a kva-
sinek. Jedna se o soubor cca 170 kvasinkovych kme-
nd a cca 500 kmenl vldknitych mikromycetd (pod
¢isly DBM + pracovni sbirka DS). Zastoupeny jsou

jak askomycetni tak bazidiomycetni kvasinkové rody
(napi. Saccharomyces, Saccharomycodes, Pichia,
Zygosaccharomyces, Yarrowia, Schizosaccharomyces,
Wickerhamomyces, Debaryomyces, Scheffersomyces,
Meyerozyma, Rhodotorula, Sporidiobolus, Cryptococ-
cus a fada dal3ich). Z vléknitych hub mame velky sou-
bor zygomycetti (Mucoromycota) — napft. rody Mucor,
Rhizopus, Syncephalastrum, Thamnidium, Absidia,
Mpycocladus aj. Nejvétsi ¢ast tvofi kmeny askomycett
(Ascomycota) a rovnéz nékteré mikroskopické bazidi-
omycety. Z askomycetnich hub mézeme uvést béiné
rody jako Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Alter-
naria, Fusarium, Aureobasidium, ale i méné ¢asté nebo
méné zndmé houby — napf. rod Leptosphaeria, Monas-
cus, Exophiala, Ascosphaera, Talaromyces, Arthrinium,
Oidiodendron aj. V kolekci jsou i bazidiomycetni houby
napi. Wallemia, Trametes ¢i Rhizoctonia.

Kromé zafazeni nasich kmend do vyuky a vyzkum-
nych projektd, je jejich dalsi vyznamné vyuziti v rdmci
kurzii pofadanych nasim uUstavem. V poslednich 10
letech to byl opakované kurz pro pracovniky v mléka-
renském prlmyslu — napf. pro firmu Madeta (zaméfeni
bylo na nejcastéjsi kontaminanty mlékarenskych vy-
robkl jako je rod Cladosporium, Phoma, Penicillium,
Aspergillus, Scopulariopsis, Geotrichum aj.).

Déle nékolikrat probéhlo skoleni pracovnikd firmy
Coca-Cola, jak na mezinarodni urovni, tak pro ceské
pracovniky. Zde byl pozadavek na pfedvedeni nejprob-
I[émovéjSich mikromycetd pro toto primyslové odvét-
vi. Kromé béznych rodl Penicillium a Cladosporium se
jednalo o Aspergillus ochraceus, Fusarium oxysporum,
Alternaria alternata, Trichoderma viride, Chaetomium
globosum, Byssochlamys fulva, Cadophora, Phialopho-
ra a z kvasinek Debaryomyces, Saccharomyces, Zygo-
saccharomyces a Dekkera bruxellensis.

O uvod do klasické identifikace mikroskopickych hub
projevily zajem i jiné laboratofe — napf. pracovnici Cis-
tych farmaceutickych prostor firmy Sotio. Zde se jedna-
lo o celou skupinu hub vyskytujicich se v ovzdusi. Tyto
houby jsou v nasi sbirce zastoupeny v hojném poctu.

Houby kontaminujici archivalie, knihy a umélecké
pfedméty byly naplni dalSiho skoleni s vyuzitim naseho
sbirkového fondu. Soucésti nasi sbirky jsou i rody s vy-
raznou celulolytickou aktivitou (jako napf. Myxotrichum
¢i Chaetomium), které jsou pro tyto substraty nevita-
nym kontaminantem.

Dal3i kurzy jsme uspofadali pro jednotlivce, vétSinou
z fad dalkové studujicich posluchaci. Jednalo se o uve-
deni do problematiky mikroskopickych vlaknitych hub
s aplikaci ziskanych poznatkl jak ve vlastni laboratofi,
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tak pfi bakalaiské ¢i diplomové praci. Patfi sem i pra-
videlna prezentace naSich mikromycetd v ramci Dne
otevienych dvefi ¢i Festivalu védy a techniky (dnes Vé-
dafest).

VyuZiti uchovavanych kmen0 je, v neposledni fadé,
i v roli srovnavaciho materialu pfi identifikaci kontami-
nace potravin (ale i jinych komodit), které jsou zpraco-
vavany nasi akreditovanou mikrobiologickou laboratofi
pod vedenim prof. Demnerové a Ing. Kadavé (Zkuseb-
ni laboratof Ustavu biochemie a mikrobiologie VSCHT
FPBT).

Sbirka mikroskopickych hub se stéle rozriista o nové
taxony (pfedevsim se jedna o izolaty z nasi mykologické
laboratofe). Dochazi k rozsifovani sbirkového portfolia
tak, abychom mohli co nejlépe vyhovét studentiim ci
frekventanttm kurz( v jejich specifickych poZadavcich.

V souéasné dobé&, na zakladé molekularnich studii,
probihaji velké zmény v nomenklatufe hub. Jednak
jsou zavadény nové rody, jednak dochéazi k synonymi-
zaci soucasnych nazv(, takze je potfebna neustala aktu-
alizace z platnych databazi jmen (Index Fungorum, My-
cobank). V budoucnosti by tudiz ve sbirce bylo potieba
udélat fadu zpfesiiujicich identifikaci pomoci sekvenac-
nich technik. Naslednym krokem by potom mohlo byt
zavedeni dalsi techniky uchovavani kment, a to pomo-
ci lyofilizace. To by se mélo tykat nejen mykologickeé,
ale i bakteriologické casti sbirky.

Podékovani: dékuji prof. Vojtéchu Spiwokovi
a Dr. Janu Sackému za umisténi sbirkovych dat na
stranky VSCHT.

SYNTEZA NANOCASTIC POMOCI BIOLOGICKYCH SYSTEMU
A JEJICH ANTIMIKROBIALNi VLASTNOSTI

Olga Matatkova a Jana Michailidu

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha; olga.matatkova@vscht.cz

Uvod

Fyzikalni a chemické vlastnosti nanocastic (tj. objek-
td, jejichz jeden, dva nebo tfi rozméry se pohybuji v roz-
mezi 1 — 100 nm) se mohou vyznamné lisit od vlast-
nosti makroskopickych materidlt a pravé tyto unikatni
vlastnosti jsou divodem jejich stale rozsifenéjsiho vy-
uziti v modernich aplikacich. Hlavni divod této zmény
je zvySovani poméru poctu atomd v povrchové vrstvé
vlci poctu atomu v jadru castice. Napfiklad pro nano-
¢astici o tfinacti atomech je procento zastoupeni povr-
chovych atom0 az 92 %!’. Jednémi z nejastéji pouziva-
nych typd nanodastic jsou nanocastice kov(, a to bud
Cistych kovl, nebo slitin. Nemusi se vyskytovat pouze
jako produkty cilené syntézy, ale mohou vznikat i v pfi-
rodé, napiiklad vulkanickou aktivitou. Asi nejznaméj-
8im pfikladem historického vyuziti nanocastic je povrch
mezopotamské keramiky datovany do 9. stoleti pied
nasim letopoc¢tem. Vrstvy nanocastic, které jsou od sebe
stejné vzdaleny, zplsobuji posun vinové délky svétla
na zékladé zmény faze diky interferenci na dvou vrs-
tvach, ¢imz dochazi k unikatnim barevnym zménéam.
Principy interakci nanocastic s biologickymi systémy
i Zivotnim prostiedi jsou nyni postupné objasiiovany
a nachazi vyuziti v moderni mediciné, prdmyslu, ener-
getice, kosmetice a mnoha dalSich oborech?

Zelena syntéza nanocastic

Metody zelené syntézy vyuZivaji pro pfipravu nano-
¢astic latky s organickym plvodem a toto odvétvi tech-
nologie syntézy nanocastic zaznamenavd vyznamny
rozvoj, predevsim diky velké efektivité, ekonomickym
a ekologickym aspektlim vcetné Setrnosti téchto me-
tod k zivotnimu prostiedi®. Biosyntéza nanocastic kovt
byla jiz provedena s vyuzitim riznych biologickych sys-
tému, mezi néz patii mikroorganismy, rostliny, fasy ale

i izolované casti téchto systému jako jsou enzymy nebo
flavonoidy. Pro redukci kovovych iontl dodavanych do
systému v podobé prekurzoru kovu (vétsinou jeho soli
¢i kyseliny) je v biologickych systémech vyuzivano en-
zymd, alkaloidd, polyfenold, flavonoidd, karboxylovych
kyselin a celé fady dalSich latek. Stabilita nanocastic je
dosazena diky navazani biomolekul na jiz syntetizova-
né nanocastice — tzv. ,capping”. Stabiliza¢nimi latkami,
jez udéluji disperzi vzniklych nanodastic stabilitu jsou
pak nejcastéji makromolekularni latky (napf. proteiny ¢i
polysacharidy).

Syntéza nanocastic pomoci rostlinnych extraktd je
moderni a velmi slibna metoda jejich pfipravy, jeji vel-
kou vyhodou je moznost vyuZiti odpad( zemédélskych
rostlin a extraktd z nich. V zavislosti na druhu rostliny,
ze kterého se ziskal extrakt Ize rychle pfipravit stabilni
nanodastice s riiznou velikosti, tvarem a z rGznych prv-
k@. Princip této syntézy spociva v extrakci redukujicich
a stabilizujicich molekul z ¢&asti rostliny do pouzitého
extrakéniho cinidla. Nejcastéjsimi redukénimi a stabi-
liza¢nimi latkami, které se hojné vyskytuji v pletivech
rostlin jsou flavonoidy, taniny, polyfenoly, glykosidy,
sacharidy a dalsi®.

Antimikrobialni vlastnosti
biosyntetizovanych nanocastic

Do klasifikaci nanocastic Ize zafadit i vétSina biologic-
kych molekul, jakou jsou peptidy nebo oligonukleotidy,
ale napfiklad i viry, coz vede k Sirokému spektru poten-
cialnich interakci nanocastic s témito molekulami a je-
jich navaznymi biologickymi systémy.

Antimikrobialni Gcinek stfibra je znam jiz tisicileti, byl
vyuzivan jak v jeho makroskopické podobé u uzitnych
pfedmétd, tak v podobé koloidniho stiibra v mediciné.
Mechanismus biologického pusobeni stiibra diky své
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multimodalni aktivité dosud neni uplné prozkouman Mezi dalsi vyznamné antimikrobialni aktivity nanocas-
napfi¢ vSemi biologickymi systémy, existuje ale fada jiz tic kovl patii jejich interakce s adherovanymi burika-

znamych mechanismd, zahrnujici indukci oxidativniho mi tvoficimi biofilm. Biofilm, tedy spolecenstvi mikro-
stresu tvorbou reaktivnich kyslikovych ¢astic, interakce bidlnich bunék pfichycenych na povrch, Zijicich v troj-
s energetickym metabolismem, DNA a RNA, naruse- rozmérné ochranné matrix slozené z extracelularnich
ni syntézy bunécnych stén ¢i pfimé poruseni integrity polymernich latek prokazuje vysokou odolnost vici
bunécnych stén a membran v dlsledku pfitomnos- antimikrobialnim agens®. Nanocastice interaguji kromé
ti nanoobjektl na bunééném povrchu®. Nanocastice pfimych interakci s burtkami i s polymery v extracelu-
kovi se do buriky dostavaji bud pfimym priichodem larni matrix biofilmu. Diky témto interakcim dochazi
(plati pro nanocastice s rozméry mensimi nez 10 nm) k agregaci nanocastic v biofilmu a zhorseni jejich di-
¢i po naruseni bunécnych oball. Pfitomnost pepti- fuznich schopnosti, zaroveri ale mze timto zplsobem
doglykanu u grampozitivnich bakterii tento transport dochézet k narudeni jeho struktury a jeho rozvolnéni,
vyrazné omezuje, coZ ma za nasledek mensi inhi- coz v kombinaci s vySe uvedenymi principy plsobicimi
bi¢ni ucinky nanocéstic vici tomuto bunéénému na metabolicky aktivni buriky vede k spojenému anti-
typu’. mikrobialnimu a antibiofilmovému pasobeni™.

RovnéZ nanocastice zlata mohou vykazovat antimi- Zavérem lze vyvodit, Ze metody zelené syntézy nano-
krobialni Uc¢inek. Tato aktivita byla popsana jak u sa- Castic kovi pomoci biologickych systém® maiji vyznam-
motnych nanocaéstic zlata, tak pro jejich kompozity ny potencidl jak z hlediska srovnani jejich vyroby s me-
s antibiotiky nebo napf. ve spojeni s iradiaci®. | mecha- todami fyzikalné-chemickymi, tak z hlediska srovnani
nismy plsobeni nanocastic zlata zahrnuji fadu rdiznych jejich antimikrobialnich aktivit s tradi¢nimi desinfekéni-
postup(, jako je zména membranového potencialu ci mi cinidly. Potencial téchto metod spociva v moznosti
inhibice proteosyntézy, nicméné u nich na rozdil od zapojeni do principt cirkularni ekonomiky za snizo-vani
nanocastic stfibra nebyla prokazana tvorba reaktivnich néklad( produkce, efektivnéjsiho vyuziti odpadu a cel-
kyslikovych ¢astic. kové pfiznivym ekonomickym i ekologickym aspektdm.
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Souhrn

Matatkova 0., Michailidu J.: Syntéza nanocastic pomoci biologickych systémii a jejich antimikrobialni vlastnosti

Metody zelené syntézy nanocastic zaznamenavaji v soucasnosti vyznamny rozvoj, predeviim diky velké efektivité, ekonomickym a eko-
logickym aspektdim vcetné Setrnosti téchto metod k Zivotnimu prostfedi. Tyto metody vyuzivaji pro pfipravu nanocastic latky s organic-
kym ptivodem, které zajistuji redukujici a stabilizujici funkce pro pfipravu disperze nanocastic spektra kova. Zvlasté vyhodné je vyuZiti
rostlinnych odpadt pro zisk extraktl obsahujicich celou fadu latek s redukéni a biologickou aktivitou. V zavislosti na druhu rostliny, ze
kterého se ziskal extrakt Ize rychle pfipravit stabilni nanocastice s rliznou velikosti, tvarem a z rdiznych prvkd. Takto ziskané nanocastice
maji vyznamny potencial jak z hlediska srovnani jejich vyroby s metodami fyzikalné-chemickymi, tak z hlediska srovnani jejich antimikro-
bialnich aktivit s tradi¢nimi desinfekénimi ¢inidly. Potencial téchto metod spociva v moznosti zapojeni do principt cirkularni ekonomiky
za snizovani nékladd produkce, efektivnéjsiho vyuziti odpadi a celkové pfiznivym ekonomickym i ekologickym aspekttim.

Klicova slova: nanocastice kovd; biosyntéza; rostlinné extrakty; antimikrobialni ptsobeni

Summa

Mat’étkovréyo.. Michailidu J.: Synthesis of nanoparticles using biological systems and their antimicrobial properties

The methods of green synthesis of nanoparticles are currently undergoing important development, mainly due to high efficiency, eco-
nomic, ecological and environmentally friendly approach. Green methods use for the preparation of nanoparticles organic compounds,
which provide reducing and stabilizing functions for the dispersion of metal nanoparticles. The use of plant waste materials is especially
advantageous, as they contain a wide range of substances with reducing and biological activity. Different plant species and parts provide
extracts for quick and reliable methods for preparation of stable dispersions with various sizes and shapes of nanoparticles. These na-
noparticles have significant potential both their comparison with with physico-chemical methods of production and in their antimicrobial
activities. The potential of green biosynthesis methods lies in their contribution to the principles of circular economy for reducing produ-
ction costs, efficient use of waste materials and overall favorable economic and ecological aspects.

Keywords: metal nanoparticles; biosynthesis; plant extracts; antimicrobial properties
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MOZNOSTI KONTINUALNIHO MERENiIi KONCENTRACE
OXIDU DUSNATEHO VE VODNEM ROZTOKU

Radim Stanék’, Jana Zabranska?

'Krdlovéhradeckd provozni, a. s., Hradec Krdlové, 2Ustav technologie vody a prostfedi,
Vysoka skola chemicko-technologickd v Praze; radim.stanek@khp.cz

Stavy nestability béhem biologického odstranovani
dusi¢nand pfi cCisténi pramyslovych odpadnich vod
aktivovanym kalem casto doprovazi tvorba oxidu dus-
natého, ktery se za pfitomnosti kysliku rychle oxiduje
na oxid dusicity. Denitrifikace jako zplsob biologického
odstrafiovani dusi¢nant z odpadnich vod je sledem
reakci provadénych nékolika skupinami bakterii, kdy
jsou dusi¢nany postupné redukovany ai na plynny
dusik. Jednotlivé kroky kontinuélniho procesu zavisi
na mnoha faktorech, které pro Gspésny a vyrovnany
priibéh procesu musi byt v optimalnim rozmezi. Pokud
dojde z néjakého dlvodu k poruseni rovnovéhy, ne-
probiha denitrifikace az na plynny dusik, ale zacne
se tvofit oxid dusnaty jako nezpracovany mezipro-
dukt a stabilita a ucinnost procesu se snizuje. Na tyto
nezadouci stavy by bylo moino rychleji zareagovat
technologickymi protiopatienimi, pokud by byla pfi-
tomnost oxidu dusnatého zjisténa jiz v pocatcich jeho
vyvinu ve vodné fazi. Pfi hledani vhodného méficiho
zafizeni byly posuzovany vlastnosti a moZnosti existu-
jicich typl senzord pro méteni NO.

Piehled principii on-line méfeni
koncentrace oxidu dusnatého ve vodnych
roztocich

Elektrochemicka detekce

Pro méfeni NO v roztoku byla vyvinuta a pfizplso-
bena Siroka Skala senzorl.. Zatimco konstrukce téch-
to zafizeni se znacné lisi, vlastni snimace jsou typicky
slozeny z povrchu schopného elektrooxidace nebo re-
dukce NO a mechanismu zabranujicimu elektroaktiv-
nim interferencim. Pro tento Gcel je béZzné pouZivana

permselektivni membrana. Typy senzord mohou byt
rozdéleny nasledovné: ve stylu Shibuki, s permselektiv-
ni membranou a s permselektivnhi membranou s pev-
nym katalyzatorem (viz Obr. 1).

Senzory NO typu Shibuki jsou modifikovanymi ver-
zemi senzoru kysliku (02), ktery byl poprvé popsan
Lelandem Clarkem v roce 1956. Tento snimac obsahuje
mikropipetu naplnénou elektrolytem, do které je umis-
tén platinovy a referencni stfibrny vodi¢, a je pokryta
tenkou vrstvou plynopropustné membrény. Nizkomo-
lekulérni plyny (napf. NO a O,) snadno difunduji pies
membranu na povrch elektrody, zatimco vétsi nepro-
chazi. PouZitim negativniho nebo pozitivniho poten-
cialu na platinové elektrodé jsou elektroaktivni latky
na povrchu elektrody redukovany nebo oxidovany,
vysledkem je proud umérny koncentraci analytu.
Shibuki informoval o vyrobé prvniho NO-selektivniho
senzoru v roce 1990. Byl u néj pouZit potencial pozi-
tivni elektrody (tj. elektrooxidace) pro oxidaci a detekci
NO. Tento typ snimace méfi NO s pfiméfenou selekti-
vitou vi¢i dusitanu, ale citlivost snimace neni stabilni
v pribéhu casu, mezi snimaci byly rozdily od 2,5
do 106,3 pA/nM NO, coz vedlo k nestabilnim mére-
nim. Senzor nebyl snadno pfizpGsobitelny miniaturizaci
(o priméru > 150 pm) kvdli slozitosti konstrukce a po-
Zadavku na vnitini plnici roztok.

NO-elektrody s pevnou permselektivni membranou
byly vyvinuty k eliminaci interniho plniciho elektrolytu.
Elektroda z uslechtilého kovu nebo uhliku je pokryta ty-
picky hydrofobni membranou propustnou pro zajmovy
analyt, ale nepropustnou pro jiné elektroaktivni interfe-
rence. Jednoducha konstrukce pevnych permselektiv-
nich elektrod umoziiuje jejich snadnéjsi miniaturizaci.
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Obr. 1: Schématické diagramy cidel NO (a) Shibukiho typu, (b) s pevnou permselektivhi membranou, (c) s pevnym

katalyzatorem
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P¥i vrstveni vice druhi membrén na elektrodé mize byt
senzorova selektivita ladéna tak, aby rozliSovala Sirokou
Skalu interferenci v€etné dusitanu, dopaminu a aceta-
minofenu, coZ umoziuje jednoznacné uréeni koncent-
race NO v biologickém prostiedi. Oxid dusnaty se méfi
pfimo bud elektrooxidaci nebo elektroredukci.

K dalSimu sniZeni ucinku elektroaktivnich interferenci
na NO-selektivni elektrodé byly vyvinuty pevné kataly-
tické elektrody. Zatimco konstrukce je podobna pevné
permselektivni elektrodé, katalytické elektrody obsahu-
ji mediatory (napf. metaloporfyriny a kovové ftalokya-
niny) bud pfimo na povrchu elektrody nebo v perm-
selektivni membrané. Zahrnutim mediatoru schopného
katalyzovat oxidaci nebo redukci NO se snizuje velikost
snimaného elektrochemického potenciélu (pro méfeni
NO) a minimalizuje ruseni od ostatnich elektroaktiv-
nich druhd. Pfi kombinaci s permselektivni membra-
nou poskytuji pevné katalytické elektrody jedine¢nou
selektivitu. Podobné jako u pevné permselektivni elek-
trody se NO piimo méfi bud katalytickou elektrooxidaci
nebo elektroredukci®.

Chemiluminiscenéni sondy

K detekci NO v kapalnych i plynnych vzorcich mohou
byt pouzity chemiluminiscen¢ni sondy. Obecné schéma
pro detekci NO v tekutych vzorcich chemiluminiscenci
zahrnuje aktivaci guanylylcyklasy expozici NO, zplisobu-
jici pfevedeni guanosin trifosfatu (GTP) na guanosin 3,
5-cyklicky monofosfat (cGMP), coz vede k uvolnéni py-
rofosfatu, ktery pak mize reagovat s adenosintrifosfat
sulfurylasou (ATP-sulfurylasa) za vzniku ATP. ATP, ktery
je tvofen touto sérii reakci, je pak schopen reagovat se
systémem luciferinu a luciferazy, aby emitoval zafeni
pfi 560 nm. Vyhoda chemiluminiscen¢niho systému
spociva v tom, Ze je schopen detekovat NO v nM kon-
centracich, protoZze pocatec¢ni interakce guanylylcyk-
lasy s NO vede k 200nasobnému linedrnimu zvyseni.
Chemiluminiscen¢ni sondy maji nékteré nevyhody,
vcetné neschopnosti detekovat NO in vivo.®

Fluorescenéni sondy

Metody detekce fluorescence jsou atraktivni alterna-
tivou k dfive zminénym senzoriim vzhledem k jejich
schopnosti detekovat jak extracelularni, tak intracelular-
ni NO, stejné jako jejich schopnost poskytovat prostoro-
vé i Casové informace. Byly vyvinuty rdzné typy fluores-
cen¢nich NO senzor(i, véetné o-diaminoaromatickych
sloucenin, luminiscen¢nich lanthanidovych komplext,
komplexy pfechodnych kovt, kvantové tecky a senzo-
ry uhlikovych nanotrubicek. Kazdy typ fluorescenéniho
senzoru ma rlizné pozitivni a negativni vlastnosti; dale
jsou uvedeny nékteré z hlavnich fluorescen¢nich sen-
zor( s diskusi o jejich vyhodach a nevyhodach.

Spole¢nym pfistupem pro vyvoj senzord NO je po-
uziti o-diaminoaromatickych molekul jako je 4,5-dia-
minofluorescein, bézné znamy jako DAF-2. Nékteré
o-diaminosenzory maji bohuzel nevyhody vcetné fales-
né pozitivhiho signélu pfi vystaveni plsobeni kyseliny
dehydroaskorbové (DHA) a kyseliny askorbové (AA).
Vlyzkumna skupina Shear vyvinula v roce 2010 novy sni-
mac NO, nazvany NO550, ktery ma vysokou specific-
nost, nereaguje na lokalizované proteiny a neni citlivy
na rozdily v pH, cozZ je vyhodné, protoze riizné intrace-

lulérni oddily maji rzné hodnoty pH. NO550 ukazuje
¢ervené posunuté 1500nasobné zvyseni fluorescence
a nereaguje na jiné reaktivni druhy kysliku a dusiku.
Jedna nevyhoda NO550 je, Ze ma omezenou rozpust-
nost ve vodé, takze neni idealni pro biologické studie.

Alternativni metodou detekce NO fluorescence je
pouziti komplexi na bazi pfechodného kovu, které
vytvareji zafivy fluorescencni signdl. U komplexi na
bazi prechodnych kovt je fluorofor vazan na pfechod-
ny kov a vykazuje velmi slaby signal, ale reakce s NO
zplsobuje posunuti fluoroforu a obnoveni fluorescen-
ce. Bohuzel, komplexy na bézi kovu jsou nerozpustné
ve vodé a vytvareji dobry NO senzor pro organicka roz-
poustédla, ale opét nejsou optimalni pro biologické
studie.

ProtoZe se predpoklada, Ze rozpustnost ve vodé je
dudlezitou vlastnosti biologickych senzorli, Naganova
skupina vyvinula luminiscen¢ni lanthanidovy komplex,
ktery po vystaveni plsobeni 50 uM vodného NO vy-
kazoval 50tindsobné zvySeni luminiscence (excitace
500 nm a emise 980 nm). Vyhoda senzoru Nagano
pfed dfive vyvinutymi komplexy Yb3* spocivd v tom,
ze jejich sonda je funkéni ve vodnych systémech, ma
excita¢ni vinovou délku, ktera méze byt produkovana
dvou fotonovou technologii a ma emisni vinovou délku
v blizké infracervené oblasti, kde voda a krev absorbuiji
svétlo minimalné.

V roce 2017 byl vyvinut novy fluorescenéni senzor NO,
nazyvany NCNO, ktery je zaloZen na N-nitrosa¢ni reak-
tivité, aby se zabranilo nespecifickym reakcim z DHA,
AA a reaktivnich druhl kysliku. NCNO kovalentné véze
dvoufotonovy fluorofor na monoalkyl-substituovany p-
-fenylendiamin. Vzhledem k tomu, Ze dva fotony maji
emisni vinovou délku vétsi nez 600 nm, sonda NCNO
muizZe byt detekovana hluboko uvniti tkdné a bylo
prokazéano, ze detekuje NO generaci v mySim modelu
ischemického reperfusniho poskozeni. Jednim z ne-
dostatk(i detekéniho systému NCNO je zjisténi N-nitro-
sace, nikoliv celkové koncentrace NO, takze pro ureni
skute¢né koncentrace NO v roztoku / tkani je tfeba po-
uzit predpoklady a modely.

Kvantové tecky (QD) jsou tfidou nanocastic, ktera
mohou fluoreskovat na mnoha réznych vinovych dél-
kach (s tzkymi emisnimi spektry), nepodléhaji rychlé
degradaci (photobleaching) a vydavaji svétlo vice nez
100 krat silnéjsi nez organicka barviva. Kvantové tec-
ky se ukazaly jako vynikajici turn-on/off chemosenzory
pro rlizné analyty prostiednictvim pfipojeni na analyt
citivych molekul na povrch QD. Nedéavno byl vyvinut
fluorescen¢ni senzor pro NO, nazvany Fe (lll) -QD-
-nanoprobe, s CdSe-ZnS QDs poskytujicimi zakladni /
fluorescenéni ¢ast senzoru a tris (dithiokarbamat) Zele-
za (Ill), plsobici jako molekuly reagujici na NO. Fe (llI)
-QD-nanosonda vykazovala odpovéd zévislou na dévce
NO, ktera byla stabilni po dobu pfes hodinu a speci-
fienost va¢i NO ve srovnani s dusitanem, dusi¢énanem
a jinymi reaktivnimi druhy kysliku / dusiku. Bohuzel,
nanocastice Fe (Ill) -QD se nevratné méni expozici NO
a lze jej tedy pouzit pouze pro jednu studii. Pfestoze
se jednalo o prvni zvefejnény piiklad QD ¢idla pro NO,
je mozné, Ze dalsi optimalizace umozni obnoveni sni-
mace a poutziti pro vice cykld.
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Uhlikové nanotrubice jsou dalsi tfidou nanocastic, kte-
ra nedavno prokazala, Zze plsobi jako biologicky senzor.
Uhlikové nanotrubice jsou rliznorodou skupinou ¢astic,
které funguji odlisné v zavislosti na jejich chiralité (thel
jejich uhlikovych vazeb vzhledem ke sméru trubice). Po-
lovodi¢ové jednosténné uhlikové nanotrubice (SWNT)
jsou jednorozmérné cisté uhlikové latky, které fluores-
kuji v blizké infracervené oblasti (900 — 1500 nm), kdyz
jsou excitovany viditelnym svétlem (500 — 850 nm).
VInova délka, pfi niz SWNT fluoreskuje (s uzkym emis-
ni spektrem) zavisi na jejich chiralité, a proto, podobné
jako QD, mize byt v ramci jediného feseni diferenco-
vano vice SWNT. Vyzkumna skupina Strano vyvinula NO
senzory SWNT obalenim specifickymi polymery, véetné
3,4-diaminofenyl-funkcionalizovaného dextranu nebo
kratkych oligonukleotidovych sekvenci jako (AAAT) 7
a (A1) 15, které vykazuji zménu intenzity fluorescen-
ce pii expozici NO. Senzory SWNT maji mnoho vyhod
oproti jinym fluorescen¢nim ¢idlGim, jako je maly vliv
fotobleachingu, schopnost byt detekovan Ramanovym
rozptylem, kromé fluorescen¢niho signalu a emise
v blizké infraéervené oblasti, kde krev a voda neabsor-
buji velké procento svétla. Nedostatkem aktualnich NO
senzor(l na bazi SWNT je, Ze vypinaji fluorescen¢ni sen-
zory a zvysuji obtiznost dlouhodobého sledovani NO
v systému.

Genetické biosenzory

Zajimavym novym zplUsobem detekce NO v jedné
bunce je pfidani genetickych materiald, které kodu-
ji vizudlni odezvu signalu za pfitomnosti NO. Ronald
Malli a kolegové vyvinuli systém, v némz transkrip¢ni
faktor Escherichia coli (E. coli) citlivy na NO je konjugo-
van s fluorescen¢nimi variantami protein(, které jsou
potom pievzaty buiikami. Kdyz byly tyto fluorescen¢ni
sondy testovany s Hela burikami, bylo prokazano, ze
jsou absorbovany a exprimovany podobné jako jiné
geneticky kddované sondy. Ukazalo se, Ze NO sondy
reaguji okamzZité na NO s reverzibilnim signalem, coz
umoznuje dlouhodobé vysetiovani dynamiky NO uvnitf
bunék in vitro. Vyzkumné usili se zaméfuje na vyuziti
tohoto systému k vyvoji modelu in vivo. Jedna z hlav-
nich pirekazek, ktera stéle zabrariuje vyuZziti sond in vivo,
spociva v tom, Ze fluorescen¢ni emisni rozsah, ktery
je v soutasné dobé pouzivan, je obtizné vizualizovat
v hloubce uvniti tkané’.

Z provedené literarni reSerse je ziejmé, Ze senzory na
NO sice existuji, ale maji sva omezeni a jsou primarné
uréeny pro méfeni v biologickych vzorcich pro medi-
cinské uUcely a dale vyvijeny se snahou o miniaturiza-
ci. Jejich vlastnosti nespliiuji naroky dlouhodobého
kontinudlniho méfeni NO v prostiedi denitrifikuji-
ciho aktivovaného kalu v provozu ¢isténi odpadnich
vod.

Nova moinost on-line méreni
koncentrace rozpusténého oxidu
dusnatéeho

Pro béiné sledovéni stavu denitrifika¢cniho proce-
su jsou v denitrifikacnim reaktoru umistény sondy
na méfeni koncentrace dusi¢nanového a dusitanového
dusiku, nerozpusténych latek a pH. Pro ovéfeni ano-

xickych podminek je instalovéana jesté optickd lumi-
niscen¢ni sonda na méfeni koncentrace rozpusténého
kysliku.

Princip on-line méfeni rozpusténého
kysliku optickou luminiscencni sondou
LDO

LDO senzor se sestava z diody emitujicich modré
svétlo, diody emitujici ¢ervené svétlo a kiemikového
fotodetektoru. Cepi¢ka senzoru je pokryta luminofo-
rem na bazi platiny, ktery je excitovan modrym svétlem
z diody. (Obr. 2.) Luminofor je potazen na vnéjsi stra-
né ¢ernou polystyrenovou vrstvou pro optickou izolaci,
poskytujici ochranu proti svétlem vyvolané degradaci
luminoforu (fotobleachingu).t

SENSOR
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Obr. 2: Senzor optické luminiscen¢ni sondy pro méfeni
rozpusténého kysliku.
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Modra excita¢ni LED je sinusové modulovana na
frekvenci souvisejici s luminoforovou dobou dohasina-
ni a jeji horni a dolni hranici. Méfeny parametr je fazo-
vé zpozdéni (v podstaté ¢asové zpozdéni) mezi excitu-
jicim modrym LED signélem a detekovanou cervenou
emisi z luminoforu, pficemz fazové zpozdéni je nepfi-
mo Umérné mnozstvim rozpusténého kysliku v bliz-
kosti luminoforu, typicky kyslik ve sledované vodé. Tato
technika fazové modulace se pouziva k méfeni doby
dohasinani kyslikem zhasené luminiscence.

Pouziti technologie fazové modulace znameng, zZe
kolisani intenzity modré LED nebo degradace lumino-
foru nemaji Zzadny zietelny dopad na méfeni po celou
dobu Zivotnosti snimace. Navic vzhledem k inverznimu
vztahu mezi koncentraci kysliku a fazovym zpozdénim
emitovaného cerveného svétla je pomér signal / Sum
zvlasté vyhodny pro méfeni velmi nizkych koncentraci
rozpusténého kysliku. Kone¢né modré a cervené LED
diody jsou alternativné pfepinany mezi méficimi cykly,
coz umoziiuje, aby ¢ervend LED poskytla interni refe-
renci pro optické a elektronické cesty signalu. Tato in-
terni reference koriguje zmény v elektronice fazového
méfeni vyvolané zménou teploty nebo ¢asems?.

Pouziti LDO sondy pro méreni
koncentrace NO ve vodé

Pravé optickd luminiscen¢ni sonda v nékterych mo-
mentech procesu denitrifikace vykazovala tak vyrazny
narlst signalu, ktery nemohl odpovidat redlnym kon-
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centracim kysliku. Pfi zkoumani tohoto jevu bylo ziej-
mé, Ze sonda reaguje na zvysenou koncentraci oxidu
dusnatého, ktery je sice jednim z meziproduktd de-
nitrifika¢ni reakce, ale za normalniho stavu procesu
okamzité dale zreaguje. K ovéfeni tohoto predpokladu
bylo nutno zjistit odezvu této kyslikové sondy na riizné
koncentrace oxidu dusnatého ve vodé za nepiitomnosti
kysliku.

Podobné zjisténi, Ze pfi denitrifikacnim testu opticka
sonda na méfeni kysliku registrovala vysoké hodno-
ty, pfestoze do reaktoru nebyl pfivddén zadny kyslik,
v roce 2016 zvefejnila S. Klaus a kol.® Vrchol signalu
odpovidal pfidavku NO,. To vedlo k hypotéze, Ze du-
sitan nebo jiny denitrifikacni meziprodukt vytvéfi pozi-
tivni interferenci optického senzoru kysliku. Cilem je-
jich studie bylo urcit, které meziprodukty denitrifikace
zasahuji do méfeni koncentrace rozpusténého kysliku.
Test provadéli s aktivovanym kalem z procesu nitrita-
ce/denitritace. Rozpustény kyslik byl sledovan pomoci
sondy Hach LDO 101, ktera vykazovala vysoké hodno-
ty, i kdyz reaktor nebyl provzdusiiovan a byl zamezen
pristup vzduchu. Pocéte¢ni davka dusitant do reaktoru
zpusobila okamzité zvySeni koncentrace NO v kapalné
fazi a nasledné pomalejsi nardst koncentrace N,O. Zvy-
Seni koncentrace NO odpovida zvySeni hodnot signélu
DO na sondach Hach LDO a YSI FDO. Dale prokazali,
ze rusivy vliv na LDO sondu pUsobi NO, nikoli N,0°.

Interference LDO sondy na oxid dusnaty byla tedy
potvrzena i jinymi autory, ale zatim nebyla znama za-
vislost signalu sondy na koncentraci rozpusténého NO,
aby bylo mozno kvantifikovat jeho mnozstvi a na jeho
zédkladé navrhnout provozni opatieni. K realizaci to-
hoto zaméru byla zjistovana odezva kyslikové sondy
na nastavené koncentrace oxidu dusnatého ve vodé
za nepfitomnosti kysliku.

Pro dosazeni pfesného popisu zavislosti signalu op-
tické kyslikové sondy na koncentraci NO bylo klicové
znat koncentraci nasyceného roztoku NO za daného
tlaku a teploty. VétSina autor( se shoduje na maximal-
ni rozpustnosti NO ve vodé pfi teploté 20 °C a tlaku
1,013 kPa 2 mmol/I." > * 4 Dalsi dllezitou otazkou bylo
chovani NO ve vodé obsahujici kyslik, protoze pro kali-
braci byl pfipravovan nasyceny roztok NO ve vodé, ktera
na pocatku urcité mnozstvi kysliku obsahovala. Stejné
tak v mérné cele byla destilovana voda s rovnovaznou
koncentraci kysliku.

Ignarro a kol.> ve své praci uvadeéji, ze NO je ve vod-
nych roztocich obsahujicich kyslik oxidovén dle nasle-
dujici reakce:

4NO + O, + 2 H,0— 4 NO, + 4 H*

Mechanismus vySe uvedené reakce neni piesné
znam, ale maze byt reprezentovan nasledujicim zpQ-
sobem:

2 NO + 0,— 2 NO,
2 NO, + 2 NO— 2 N,0;
2 N,O; + 2 H,0 - 4 NO, + 4 H*
\lySe uvedena chemicka reakce vyzaduje rychlou sérii
reakci bezprostfedné po vzniku NO,, aby se udrZovala
koncentrace NO, dostate¢né nizka, aby nedoslo k vy-
tvofeni znatelného mnozstvi N,O,, ktery by jinak vytvofil
NO; spolu s NO, dle nasledujici reakce:
N,O, + H,0 — NO, + NO; + 2 H*

Oxidace NO ve vodném roztoku obsahujicim kyslik je
z hlediska reak¢ni kinetiky reakci 2. fadu, to znamen4,
ze rychlost oxidace NO je imérna ctverci jeho koncen-
trace.”

Kalibrace LDO sondy pro stanoveni NO rozpusténého
ve vodé

Zéakladem pro provedeni kalibrace bylo pfipravit nasy-
ceny roztok oxidu dusnatého a bsorpci plynného oxidu
dusnatého ve vodé za danych podminek tlaku a teplo-
ty. K provedeni pokusu byla sestrojena aparatura na
obr. 3.

Generator Syti¢
NO

Mérna cela

Obr. 3: Schema aparatury pro vyvin NO, pfipravu nasy-
ceného roztoku a jeho davkovani do mérné cely.

Pfiprava oxidu dusnatého probihala podle nasledujici
reakce:

NO, + Fe?* + 2H* — NO + Fe** + H,0

Jako zdroj dusitant byl pouZit dusitan sodny, jako
zdroj dvojmocného Zeleza siran Zeleznaty a k okyseleni
kyselina sirova. Oxid dusnaty byl pfipravovan dle vyse
uvedené reakce v generatoru. Z ného byl pfivadén
do sytice, ve kterém se pfipravoval nasyceny roztok oxi-
du dusnatého. Ten byl postupné pfepoustén do mérné
cely, ve kterém byla umisténa LDO sonda. V nasleduji-
cim kalibra¢nim grafu na obrazku 4 jsou vyneseny hod-
noty vypocitané koncentrace oxidu dusnatého a odpo-
vidajici odezva LDO sondy.
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Obr. 4: Zavislost koncentrace NO na signalu LDO sondy

Na obrazku 4 je te¢kované znazornéna linearni re-
grese a nad ni je uvedena rovnice vcetné vypoctu re-
gresniho koeficientu. Od koncentrace NO 2,4 mg/I
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(0,08 mmol/I) je zavislost odezvy sondy na koncentraci Zaver

NO linearni a Ize ji vyjadfit nasledujicim vztahem: Pfi kontrole stavu denitrifikace bylo prokazano, ze

Koncentrace NO [mg/I] = 1,866 x odezva LDO opticka luminiscen¢ni sonda na méfeni koncentra-

sondy [mg 0,/1] ce rozpusténého kysliku reaguje na pfitomnost oxidu
dusnatého rozpusténého ve vodném prostiedi. Z kali-
brace odezvy sondy na pfidavky oxidu dusnatého bylo
zjisténo, Ze odezva na oxid dusnaty ma téméi dvoj-
nasobnou citlivost proti kysliku. Za nepfitomnosti kysli-
ku je odezva sondy linearni az do svého maximalniho
rozsahu, coz reprezentuje 36,8 mg/l NO a je schop-
na detekovat i velmi nizké koncentrace. Kontinualni
méfeni koncentrace oxidu dusnatého jako kontrola
jeho vzniku pfi denitrifikaci je velice uZite¢ny nastroj
pro okamzité zjisténi pocinajici nerovnovéhy denitri-
fika¢niho procesu a tim pro v¢asny technologicky za-
sah a zabranéni vzniku problematické situace vedouci
ke snizeni Gc¢innosti denitrifikace.

Citlivost LDO sondy na rozpustény oxid dusnaty je
tedy skoro 2x vyssi nez na samotny rozpustény kyslik.
Zaroven je jasné, Ze timto postupem neni mozné pfi
kalibraci zachytit velmi nizké koncentrace. Moznym
vysvétlenim je, ze oxidace NO, jakozto reakce 2. fadu,
pfi nizkych koncentracich probiha jiz velmi pomalu.
V systému tak koexistuji pomérné dlouhou dobu oba
rozpusténé plyny. Naproti tomu v redlném denitrifikac-
nim reaktoru neni kyslik pfitomen vibec, protoze je
okamzité spotfebovan na oxidaci pfidavaného substra-
tu. A tak je mozné detekovat LDO sondou pouze oxid
dusnaty jiz od velmi nizkych koncentraci a pouzivat
zjistény kalibra¢ni koeficient.
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Souhrn

Stanék R., Zabranska J.: Moznosti kontinualniho méfeni koncentrace oxidu dusnatého ve vodném roztoku

Stavy nestability béhem denitrifikace pfi ¢isténi primyslovych odpadnich vod aktivovanym kalem ¢asto doprovazi tvorba oxidu dus-
natého, ktery se za pfitomnosti kysliku rychle oxiduje na oxid dusicity. Na tyto nezadouci stavy by bylo mozno rychleji zareagovat tech-
nologickymi protiopatienimi, pokud by byla pfitomnost oxidu dusnatého zjisténa jiz v pocatcich jeho vyvinu ve vodné fazi. Pii hledani
vhodného typu senzoru pro méfeni NO bylo zjisténo, Ze senzory sice existuji, ale jsou primarné uréeny pro méfeni v biologickych vzorcich
pro medicinské Ucely a jejich vlastnosti nespliuji naroky dlouhodobého kontinuédlniho méfeni NO pfi denitrifikaci. Pro pfimé méfeni
koncentrace rozpusténého NO bylo vyuZito potvrzeného silného signalu optické luminiscenéni kyslikové sondy na rozpustény NO. Byla
provedena kalibrace sondy az do koncentrace 36,8 mg/l NO ve vodé. Kontinualni méfeni koncentrace oxidu dusnatého jako kontrola
jeho vzniku pfi denitrifikaci je velice uzitecny nastroj pro okamzité zjisténi pocinajici nerovnovahy denitrifikacniho procesu a tim pro
vcasny technologicky zésah.

Klicova slova: denitrifikace, vznik NO, méfeni koncentrace NO, LDO kyslikovéa sonda

Summa

Stanék R:ylébranské J.: Possibilities of continuous measurement of nitric oxide concentration in aqueous solution

Instability conditions during the denitrification in industrial wastewater treatment with activated sludge are often accompanied by the
formation of nitric oxide, which is rapidly oxidized to nitrogen dioxide in the presence of oxygen. While searching for a suitable type of
sensor for NO measurement, it was found that sensors are primarily intended for measurement in biological samples for medical pur-
poses and their properties do not meet the demands of long-term continuous measurement of NO during denitrification. The confirmed
strong signal of the optical luminescent oxygen probe for dissolved NO in an oxygen-free environment was used to direct measurement
of the concentration of dissolved NO. The probe was calibrated up to a concentration of 36.8 mg/l NO in water. Continuous measure-
ment of the concentration of nitric oxide as a control of its formation during denitrification is a very useful tool for the immediate detec-
tion of the starting imbalance of the denitrification process and thus for timely technological intervention.

Keywords: Denitrification, Formation of NO, Measurement of NO concentration, LDO oxygen probe
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Uvod

Technolodgia reprogramovania somatickych buniek
do indukovanych pluripotentnych kmeriovych buniek,
objavena prof. Shinyom Yamanakom v roku 2006
a ocenena Nobelovou cenou za fyziolégiu a medicinu
uz v roku 2012 predstavuje revolu¢ny medznik v deji-
nach regenerativnej mediciny a in vitro modelovania
choréb'2. Molekularne indukovany névrat finalne di-
ferencovanej bunky ,v ¢ase” az do Stadia pluripotent-
nej kmerovej bunky pomocou kokteilu iba Styroch
transkripénych Yamanakovych faktorov a jej nasled-
na re-diferenciacia do iného typu bunky v sebe ukry-
va vyznamny terapeuticky potencial pre rézne oblasti
regenerativnej mediciny. Pre oblast onkologického
vyskumu je tato technolégia zaujimava z dvoch hlav-
nych dévodov. Prvym je moznost pripravy terapeutic-
ky aplikovatelnych autolégnych buniek, ktoré mozu
kolonizovat a nasledne regenerovat organy alebo
tkaniva, poskodené progresiou nadorov alebo s fiou
spojenou terapeutickou intervenciou. Druhym a neme-
nej vyznamnym dévodom je moznost Studia procesu
geneticko-epigenetickej dediferenciacie nadorovych
buniek s réznym stupiiom diferenciacie. Indukovany
néavrat nadorovej bunky do Stadia s mensou mierou di-
ferenciacie moze prispiet k pochopeniu mechanizmoy,
zodpovednych za samotnt premenu somatickej bunky
na bunku s potencialom vytvorit nador>.

Indukovana pluripotencia v onkolagii

Priprava indukovanych pluripotentnych kmerovych
buniek z diferencovanych somatickych buniek riadenou
transdukciou (prenosom pomocou viralnych vektorov)
alebo transfekciou (nevirdlnymi, fyzikdlno-chemickymi
metodami) Styroch transkripénych faktorov, identifi-
kovanych Dr. Shinyom Yamanakom v roku 2006 ne-
ostala nepovsimnuta ani v oblasti onkologického vy-
skumu. UZ spomenuta moznost pripravy terapeuticky
aplikovatelnych buniek, ktoré by po transplantacii na
miesto, poskodené samotnym rastom nadoru alebo

terapeutickym zdsahom (napr. radioterapiou) dokazali
poskodenu cast tkaniva alebo organu regenerovat a to
dokonca bez nutnosti poutzitia agresivnej imunosupre-
sivnej liecby*. Samotné terapeutické bunky je totiz moz-
né pripravit priamo z koznych alebo krvnych buniek
pacienta a takto pripravené bunky su teda autolégne
(organizmu vlastné, imunologicky kompatibilné). Do
objavenia technoldgie reprogramovania buniek podmi-
enku autolégnej terapie nespifali Ziadne pluripotentné
kmeriové bunky. Onkologicky pacient, devastovany uz
samotnou agresivnou protinadorovou liecbou méze
vdaka tejto technolégii prijat terapeutické bunky, ktoré
nie je nutné ,ochranit” pred preda¢nym tlakom imunit-
ného systému v doésledku imunologickej inkompatibili-
ty pouZitim imunosupresivnych lieciv*. Samotné terape-
pravit v dostatocnom mnozstve z malého mnozstva krvi
alebo koznej biopsie uz v priebehu niekolkych tyzdrov.

Indukovana pluripotencia a nadorove
kmenové bunky

Nemenej doleziti moZnostou vyuZitia technoldgie
pripravy indukovanych kmerovych buniek predstavu-
je dediferenciacia naddorovych buniek do tzv. nddoro-
vych kmenovych buniek*>. Nadorové kmernové bunky
predstavuji minoritni populaciu buniek s potencidlom
regenerovat nador po terapeutickej intervencii®. Ich pri-
tomnost uz bola dokazana v rozli¢nych typoch nadorov®.
Nadorové kmenové bunky (oznacované aj ako ,cancer
stem cells”) sa vyznacuji zna¢nou mierou rezistencie
voci chemoterapeutikdm a radioterapii. Tato rezistencia
sa vyuziva aj pri experimentdlnom dokaze ich pritom-
nosti v nadorovom tkanive. Zaujimava je schopnost
ich progresie v in vitro podmienkach v 3D kultarach’
(vacsina typov buniek totiz pri nemoznosti ,ukotvenia”
na povrch kultivacnej platni¢ky po niekolkych pasazach
zahynie), tato schopnost sa tiez vyuZiva pri ich Studiu.
Viaceré studie dokazali, Ze niektoré podmienky, pritom-
né v tkanive nadoru (hypoxia, nutri¢cny deficit) vedu
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k zvySeniu percentualneho zastdpenia nadorovych
kmenovych buniek ako odpovede na vznikajtice streso-
vé podmienky (v tomto procese je mozné vidiet analo-
giu so vznikom rezistentnych foriem baktérif). Zvy3enie
percentudlneho zastipenia nadorovych kmeriovych
buniek vsak nemusi vyplyvat z ,prerusenej” dormancie
tychto zaloznickych buniek a naslednej mitotickej akti-
vity. Naopak, samotné nadorové kmenové bunky mézu
vznikat de novo v procese dediferenciacie viac, ¢i menej
diferencovanych buniek pod vplyvom expresie kom-
binacie urcitych transkripénych faktorov. Prave tento
poznatok umoznil experimentalnu pripravu a studium
nadorovych kmenovych buniek pomocou indukovanej
pluripotencie. V ramci jedného takého experimentu sa
autorovi podarilo pripravit technolégiou indukovanej
pluripotencie nadorové bunky s vy33im percentualnym
zastipenim nadorovych kmenovych buniek (originalne
bunky, pouzité na reprogramovanie pochadzali z bun-
kovej linie ludského pankreatického adenokarcinému),
¢o sa prejavilo takmer 12-nasobnym zvé@c¢senim objemu
nadoru oproti nadoru, vzniknutom po injikovani nere-
programovanych buniek) v experimentalnom zvierati —
atymickej mysi (Obr. 1).

Viaceré vedecké timy, pracujuce v oblasti onkologic-
kého vyskumu si poloZili otazku, ¢i je rovnako mozné
do $tadia pluripotencie reprogramovat aj agresivne
typy nadorovych buniek a ¢i by sa takto reprogramo-
vana bunka nasledne prejavila in vivo vytvorenim ,iba”
teratdbmu a nie agresivnym nadorom s velmi malignym
fenotypom®. Predstava je rovnako absurdn4, ako lakava
(z dévoduy, Ze v pripade niektorych neliecitelnych ma-
lignit jednoducho nevieme ako dalej). Predstavme si
situdciu, ktora by snad v pripade prekonania vsetkych
technologickych prekédzok snad nemusela byt uplne
absurdnou - pacientovi s diagnézou PDAC (duktalny
adenokarciném pankreasu) by sa (snad pomocou tran-
skripnych faktorov, viazanych na nanodastice alebo
pomocou chemického kokteilu) lokalne reprogramo-
val nador do $tédia pluripotencie, v dosledku ¢oho by
nasledne doslo k jeho premene na relativne neskodny
teratom. Viaceré in vitro Studie uz prebehli na rozli¢-
nych typoch nédorov (osteosarkém, nador prostaty,
prsnika apod.) s vysledkami, ktoré mozno povazovat
za relativne optimistické. Spominané stuadie vsak zaro-
ven ukazali, Ze v pripade netplného reprogramovania
nadorovych buniek dochadza k vzniku velmi agresiv-
nych foriem nadorov (pravdepo-

qle N

indukcia
pluripotencie
(neliplna)
nador «—— nadorova bunka — nadorova
kmeriova
indukcia bunka
] pluripotencie
(Gplna)
indukcia indukovana pluripotentna
plunpotencle/. kmeno bka nador

s agresivnej$im

somaticka fenotypom oproti
bunka originalnemu
nadoru

xenotransplantacia
do atymickej mysi

]

teratom

dobne v doésledku indukcie uz
spomenutych nadorovych kmerio-
vych buniek). Liecba nadorov po-
mocou technolégie reprogramo-
vania buniek by preto mohla byt
znacne rizikova (dopravit potrebné
transkrip¢né faktory kvantitativne
v in vivo podmienkach, v organi-
zme pacienta totiz vobec nie je
trivialna zaleZitost) a jej pouzitie
by muselo byt podmienené roz-
siahlymi klinickymi testami a tes-
tami bezpecnosti. V kaidom pri-
pade nemoino ignorovat poten-
cial takejto technoldgie vo vztahu
k malignitam.

Obr. 1: Indukovana pluripotencia a jej potencialne vyuZitie

vyskume a regenerativnej medicine. Zdroj fotografii — vlastné experimenty.

Terapia nadorov pomocou indukovanej
pluripotencie

Uspe3né reprogramovanie somatickej bunky do $ta-
dia pluripotencie alebo do indukovanej pluripotentne;j
kmeriovej bunky je v experimentélnych podmienkach
nutné dokéazat pomocou tzv. teratoma assay meto-
dy (Obr. 1). Pluripotentné kmenové bunky maju totiz
po injikovani do podkoZzia alebo svalu (mozné su aj iné
miesta transplantacie) imunodeficientnej (tzv. nude)
mysi schopnost vytvorit po niekolkych tyzdnoch te-
ratém - nador tvoreny bunkami, ktoré charakterizuju
tri embryonalne zarodo¢né vrstvy (ektoderm, endo-
derm a mezoderm). Vytvorenie benigneho néadoru
(teratdomu) je praktickym potvrdenim uspesne realizo-
vaného procesu reprogramovania (nereprogramované
somatické bunky nemaju schopnost vytvorit teratom).

Indukovana pluripotencia
pri testovani chemoterapie

Zmeny vo fenotype nadoro-
vej bunky, prechadzajicej procesom reprogramo-
vania do Stadia s nizSou formou diferenciacie je
nutné Studovat aj vo vztahu k navrhu novych kan-
didatnych lie¢iv a chemoterapeutik. Pokial by bolo
mozné pomocou tejto technoldgie identifikovat lieci-
va, ucinne zaberajice na rozne Stadia diferenciacie
nadorovej bunky, takato terapia by sa nasledne dala
nazvat ,dynamickou” alebo ,heuristickou” (heuristicka
analyza pri navrhu antivirusovych softvérov dokaze pre-
dikovat novo vznikajice formy pocitacovych virusov).
Zmeny fenotypu nadorovej bunky pri reprogramovani
in vivo alebo in vitro prebiehaju na genetickej a epi-
genetickej a na urovni metylacie DNA. Pri reprogramo-
vani niektorych typov nadorovych buniek dochadza
k ,silencingu” nador Specifickych epigenetickych
zmien, k aktivacii nddor-supresorovych génov a k supre-
sii onkogénov. Terapia, zasahujuca originalne nadorové

v onkologickom
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bunky, ako aj bunky v ré6znom Stadiu reprogramova- kovanej pluripotencie déva nadej, zZe terapie zalozené

nia by sa takto mohla stat univerzélnejSou a efektiv- na principe dediferenciacie nadorovej bunky, spojenej
nejsou. s vymazanim nadorového fenotypu povodnej bunky,

budu v blizkej budticnosti ovela blizsie k realite. Dov-
Zaver tedy vyznamnou tlohou indukovanych pluripotentnych

kmenovych buniek v oblasti onkolégie a regenerativnej
mediciny ostava moznost pripravy autolognych buniek,
pouZzitelnych na regeneraciu tkaniva poskodeného pro-
gresiou nadoru alebo terapeutickou intervenciou.

Objavenie technolégie indukovanej pluripotencie
umoziiujlcej pripravu autolégnych terapeuticky apliko-
vatelnych buniek a pripravu in vitro modelov pre ocho-
renia, pri ktorych je zdroj testovanych buniek nedostup-
ny (resp. dostupny len za cenu velmi invazivnych zékro- , .
kov) otvorilo nové moznosti aj v oblasti onkologického Podakovanie

vyskumu. Moznost reprogramovat nadorovd bunku Tato publikacia vznikla vdaka podpore Agentiry
do stadia pluripotencie s naslednou riadenou diferen- na podporu vyskumu a vyvoja (APVV-21-0372). Projekt
ciaciou do buniek s nemalignym fenotypom je mozné podporil aj vyskumny program ¢. 18 ,Preklinické testo-
povazovat za vyzvu v oblasti vyskumu novych onkotera- vani potencialnich léc¢iv” Strategie AV21 (Akademie véd

pii. Aj ked podobné vizie su este stéle len v rovine expe- CR) a projekt Institucionalni podpory RVO: 67985904.
rimentalnych realizacii, progres v oblasti vyskumu indu-
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Souhrn

Strnadel J., et al.: Technoldgia reprogramovania nadorovych buniek a jej terapeuticky a experimentalny potencial v onkologii
Objev indukované pluripotence v roce 2006 umoznil revoluéni zptisob ziskavani autolognich terapeuticky aplikovatelnych bunék, a moz-
nost modelovat jakékoliv onemocnéni v in vitro podminkach. Moznost vrétit libovolnou, finélné diferencovanou buiiku v ¢ase” zpatky
do stadia pluripotence je zajimavé i pro oblast onkologického vyzkumu. Tato technologie umoznila studium procest spojenych s roz-
vojem nadorového fenotypu buriky a taky s pfechodem nadorové buiiky do stadia s nizsi mirou diferenciace. Reprogramovani bunék
do indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék také poméha mnohem Iépe studovat raritni populaci bunék, pfitomnych v nado-
rech — tzv. nadorové kmenové buiiky. Indukovana pluripotence nékterych typ nadorovych bunék, spojena s jejich naslednou fizenou
diferenciaci by se zarover mohla stat jednou z moznych terapeutickych aplikaci v onkologii.

Klicova slova: indukované pluripotentni kmenové bunky, indukovana pluripotencie, reprogramovani bunék, teratom, dediferenciace,
terapie rakoviny

Summa

Strnadel :Y et al.: Tumor cell reprogramming technology and its therapeutic and experimental potential in oncology
Discovery of technology of induced pluripotency that allows the generation of autologous therapeutically applicable cells and generati-
on of in vitro cell models for diseases with limited (or highly invasive) access to tested cells has also opened new horizons in the field
of oncology research. The unique ability to reprogram the cancer cell into pluripotency with subsequent directed differentiation into cell
with no malignant phenotype should be considered as a challenge in the field of new oncotherapy development. Although still conside-
red to be realistic only on the level of experimental approach, the recent progress in the field of induced pluripotency gives the hope that
dedifferentiation-based therapies connected with the erase of malignant phenotype of original cancer cell will be more realistic in near
future. By then, the most important role of induced pluripotency in oncology remains in the field of regenerative therapy as a source of
autologous cells for regeneration of tissues or organs damaged by tumor growth or aggressive therapy

Keywords: induced pluripotent stem cells, induced pluripotency, cell reprogramming, teratoma, dedifferentiation, cancer therapy
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MODELOVE CUPREDOXINY (AZURIN A DALSI) vvgiiVANl'a
PRO STUDIUM STRUKTURNE FUNKEN!CH VZTAHU
ELEKTRON-TRANSPORTNICH SYSTEMU PROTEINOVE

POVAHY

Roman Tuzhilkin, Miroslav Sulc

Katedra biochemie, Pfirodovédeckd fakulta Univerzity Karlovy; miroslav.sulc@natur.cuni.cz

Uvod - Cupredoxiny a jejich struktura

Jednou z mnoha skupin proteini jsou proteiny
schopné vazby iontl kov(, v kterych hraji tyto kovy jed-
nak strukturni, ale i funk¢ni roli. V zavislosti na specifité
vazaného kovu mohou takové proteiny vykazovat re-
doxni vlastnosti a tak se tGicastnit elektron-transportnich
(z angl. electron transfer, ET) déjd. Vyznamnou rodinou
takovych metaloprotein( jsou cupredoxiny (angl. Blue
Copper Proteins).

Cupredoxiny jsou malé ve vodé dobfe rozpustné re-
doxné aktivni proteinové pienasece jednoho elektronu
bez dalsi vlastni katalytické aktivity a jak jiz nazev na-
povid4, obsahuji ve své struktufe atom médi (Cu lat.
Cuprum). Jednim ze znamych zastupcl této skupiny
je protein plastocyanin, ktery se podili na ET pfenosu
pii fotosyntéze rostlin a fas, kde pfenasi elektrony z cy-
tochromu bf na fotosystém I. Dalsim pfikladem protei-
nu z této skupiny je rusticyanin, ktery pfenasi elektro-
ny pfi anaerobni oxidaci Fe(ll+) na Fe(lll+) u bakterii
(A. ferrooxidans), konkrétné mezi cytochromem c Cyc2
a cytochromem c,-typ Cycl. Do skupiny cupredoxint
patfi téz dalsi proteiny: azurin, stellacyanin nebo ami-
cyanin'.

Diky snadnému pfechodu mezi dvéma oxida¢nimi
stavy atomu médi, Cu(l+) a Cu(ll+), patfi méd spolu se
zelezem k nejvice vyuzivanym biogennim iontdm kov(
(d-prvkll) pro ET déje v prokaryotnich i eukaryotnich
organismech. lont Cu(ll+) s neuplné zaplnénym d°
orbitalem tvofi paramagnetické a barevné komplexy,
zatimco v Cu(l+) je d™ orbital iontu diamagneticky
a jeho komplexy jsou bezbarvé'. Komplexy Cu(ll+)
v organismech mizeme rozdélit podle doménové orga-
nizace na Sest typG: typ 1, typ 2, typ 3, CuA, CuB a CuZ2
U vétsiny cupredoxinli (napf. plastocyanin, rusticyanin,
amicyanin) se vyskytuje Cu centrum prvniho typu (typ
1). Toto centrum muzeme také nalézt u fady enzym
jako jsou napfiklad askorbéatoxidasa (EC 1. 10. 3.3,
PDB 1A0Z) nebo NO, reduktasa (nitritreduktasa, EC
1. 7. 2.1)'3. Enzym nitritreduktasa (P denitrificans)
kromé centra typu 1 obsahuje i centrum typu 2 a tato
dvé centra mohou evokovat podobnost s centrem typu
CuA, které obsahuje koordinované 2 atomy Cu. Tato
podobnost byla zkoumana z divodu mozného evo-
lu¢niho vyvoje center typu 1, 2 a CuA a také z pohledu
strukturné-funkénich fylogenetickych souvislosti*®.

Centralni ion médi je v cupredoxinech koordinovan
silnymi interakcemi s atomy nejen postrannich fetéz-
ct blizkych aminokyselin. Ve vétsiné pfipadd je koor-
dina¢ni sféra tvofena pomoci dvou atomi dusiku Ne
v imidazolovém cyklu dvou postrannich fetézci amino-
kyselin histidinu (His) a atomem siry Sy aminokyseliny

cysteinu (Cys). Obé vazby Cu(ll+)-Ne(His) jsou kratké
a pevné a jejich délka se pohybuje v rozsahu vzdale-
nosti 1,9 a7 2,1 A. Vazba Cu(l1)-Sy(Cys) je o néco del3i
a pohybuje se v rozmezi 2,1 az 2,3 A3, Ctvrtym ligan-
dem koordinovanym na Cu je typicky, ale ne vzdy atom
siry SO methioninu, ktery tvofi kompletni koordina¢ni
sféru Cu(ll+) iontu. Tato axialni vazba Cu(ll)-ScMet je
ovsem slabsi nez ostatni, jeji délka se pohybuje mezi
2,8a3,1A.

Cupredoxiny jsou tvofeny ve své primarni strukture
fetézcem 90 aZz 160 aminokyselin'. V roce 1978 byla
publikovéna na zékladé rengenostrukturni analyzy kry-
stalu prvni 3D struktura cupredoxinu plastocyaninu®,
na kterou navazalo mnoho dalSich krystalografickych
studii. Obecné je prostorova struktura cupredoxint for-
movéna rlznym poctem sekundarnich motivQ, a-he-
lixG a také B-struktur, které ale v celku vytvareji téméf
ve viech cupredoxinech strukturu osmi B-skladanych
listd formovanych do B-soudku s motivem Reckého
klice (angl. Greek key B-barrel) (Obr. 1)., véetné jiz zmi-
nénych enzym nitritreduktasy, plastocyaninu, ¢i azu-
rinu*’. Soucasné z jiz ziskanych rengenostrukturnich
dat Ize konstatovat, ze 3D uspofadani patefe proteinu
cupredoxinl vykazuje v okoli centralniho iontu kovu

H117

O\e112C4s
121 [°

Obr. 1: Diagram znazoriujici topologii sekundarni
struktury azurinu: B-struktury sklddaného listu jsou
znazornény Sipkami (¢isly jsou odliseny dvé uspotadani
s motivem Reckého klite — 1,2,3 a 6 / 4,5,7,8), a-he-
lix je znazornény valcem, ligandy (aminokyseliny ko-
ordinaéni sféry) ionu médi jsou znazornény koralkem
s popisem tiipismennym kédem aminokyseliny a po-
zici v primarni sekvenci azurinu, centralni atom médi
je znazornény Sedivym kruhem. Obrazek upraven z pl-
vodni prace Liu a spolupracovnici (2014)8.

Ro¢nik 32

Bioprospect ¢. 4/2022



zna¢nou miru strukturni podobnosti a to nejen moti-
vem, ale i vlastnim uspofadanim smycek a jejich vza-
jemnou orientaci a geometrii.

Redox vlastnosti Cupredoxini

Cupredoxiny v pfirodé pokryvaji velkou skélu redox-
nich potencidlG (E°). Pocinaje stellacyaninem (Rhus
vernicifera) s potencialem ~ 184 mV (koordinac-
ni sféru tvoii aminokyseliny His46, Cys89, GIn89,
His94), pfes azurin (P aeruginosa) s potencialem
~ 310mV (koordinacni sféru a blizké okoli tvofi
aminokyseliny Met44, Gly45, His46, Asn47, Cys112,
Phe114, Gly116, His117 a Met121), aZ po rusticyanin
(A. ferrooxidans) s potencidlem ~ 680 mV (koordi-
nacni sféru a blizké okoli tvofi aminokyseliny
Phe83, Gly84, His85, Ser86, Cys138, lle140, His143
a Met148). Tyto potencidly se stanovuji ve srovnani
se standardni vodikovou elektrodou a vyjadfuji miru
schopnosti redoxniho systému prevést jednoho z re-
akénich partneri do oxidovaného stavu. Cim je E°>0,
tim je redoxni partner lepsim oxida¢nim ¢inidlem. Na-
opak ¢im je E°<O, tim je lepSim redukénim cinidlem.
V elektron-transportnim fetézci se redoxni potenci-
aly vsech participujicich pifenaseci postupné zvysu-
ji, a tak se tyto prenaSece snaze redukuji, napf. kyslik
(E” 0,82V)° na konci dychaciho fetézce se redukuje
nejsnadnéji.

Redoxni potencidl pfirozené se vyskytujiciho se azu-
rinu (WT, angl. Wild Type) v bakterii P aeruginosa se
pohybuje v rozmezi hodnot 310 az 360 mV a to v za-
vislosti na podminkach a metodice stanoveni™. Azu-
rin Ize ale také rGzné modifikovat pomoci mistné ci-
lena mutageneze (z angl. Site-Directed Mutagenesis)
nebo zéménou typu centrélniho iontu kovu v aktivnim
centru. Takto modifikované azuriny pak vykazuji Sirsi
Skalu redoxnich potenciald nez vlastni azurin WT, ob-
vykle poskytuji hodnoty pfiblizné ve Skale od 90 mV
do 640 mV". Nejvyssiho dosud dosazeného redoxniho
potencialu az 970 mV se podafilo dosahnout u azurinu
modifikovaného zdménou aminokyselin (Met44Phe,
Asn47Ser, Phe114Asn, Gly116Phe a Met121Leu). Napro-
substituovanych analogli azurinu: pro zdménu amino-
kyselin (Asn47Ser, Phel114Asn, a Met121Leu) hodno-
tu =590 mV™, pro niklem substituovany WT hodnotu
u niklem substituovaného proteinu se zaménou ami-
nokyseliny Met121E".

Pro studium modifikaci redox vlastnosti azurinu byly
vyuZito aminokyselinovych zémén v pozici axialniho
ligandu Met121 s pouzitim riznych aminokyselin ana-
logli (oxomethioninu/222 mV, Met121GIn/285 mV,
Met/310 mV, difluoromethioninu/329 mV, seleno-
methioninu/348 mV, trifluoromethioninu/379 mv,
Met121Leu/Phe/Thr/412 mV, ¢ norLeu/449 mV). Pii
téchto zaménach dochézelo k minimalnim strukturnim
perturbacim Cu centra (data z EPR spekter) a minimal-
nim zménam UV-ViS spektroskopickych charakteristik
(drobny ,blue shift” pasu pfenosu naboje kopirujici
trend rostouci elektronegativity ligandu), avsak byl za-
znamenam zna¢ny rozdil hodnot redukénich potencia-
IG (vice jak 227 mV) ™5,

Azurin - struktura a funkce

Azurin je jednim z nejvice studovanych malych mo-
delovych cupredoxinli z pohledu jednoelektronovych
pfenost v priibéhu ET a redoxnich procest v fadé bio-
logickych systém (anaerobni respirace, oxidativni
deaminace primarnich amin( ¢i denitrifikace). Soucas-
né je zkouman také vliv modifikace jednotlivych amino-
kyselin jednak na stabilitu aktivniho centra azurinu™ ale
také na redoxni stav iontu médi'. Studie z roku 2005
pojednava o roli a vlivu samotného kovového iontu pifi
stabilizaci a tvorbé 3D struktury vlastniho proteinu?.

Primarni sekvence azurind je tvofena fetézcem 120 az
130 aminokyselin, je tedy o néco vétsi nez plastocyanin.
Jiz zminovany azurin z Pseudomonas aeruginosa (PDB
kéd 4AZU) obsahuje 128 aminokyselin s hodnotou
teoretického izoelektrického bodu 5,72'. Experimen-
talné zjisténé (napi. izoelektrickou fokusaci) i teoretic-
ky vypoctené hodnoty pl azurinu se lisi v zavislosti na
metodice stanoveni a hodnota se pohybuje v rozsahu
od 5,7 do 5,422 Také sekundarni struktura azurinu
se od plastocyaninu mirné lisi. Plastocyanin (PDB kéd
4PCY) obsahuje pouze jeden a-helix, zatimco azurin
ma ve své sekundarni struktuie jeden a-helix navic'.
Nicméné jak jiz bylo zminéno, oba tyto proteiny ob-
sahuji strukturu specifickou pro cupredoxiny (z angl.
cupredoxin fold), kterou je B-soudek dvou motivii Rec-
kého klice®.

Koordina¢ni sféra Cu u azurinu je mirné odlisna od
ostatnich cupredoxini (Obr. 2). Tato sféra je tvofena
na rozdil od plastocyaninu (atom médi je koordinovan
¢tyfmi aminokyselinovymi ligandy: His37, His87, Cys84,
Met92) péti ligandy v uspofadani trigonalni bipyrami-
dy se zakladnou tvofenou dvéma atomy dusiku His46
a His117 a jednim atomem siry Cys112. V jedné axialni
poloze se nachazi atom siry Met121. Druhou axialni po-
lohu zaujima jako péty ligand karbonylovy kyslik Gly45'.
Stabilnéjsi komplex s koordina¢nim ¢islem pét, ktery
ma tvar deformované trigonalni bipyramidy vykazuje
spiSe médnaty kation Cu(ll+). Tvar koordina¢niho okoli
je ovsem zavisly na oxida¢nim stavu centralniho iontu
médi. Médny kation Cu(l+) upfednostriuje spise koor-
dinaci se tfemi (His46, His117, Cys112) ligandy ve tvaru
trigonalné planarnim?22324, Je zajimavé, Ze zména oxi-
dacniho stavu centrélniho iontu médi ovliviuje i hod-
notu isoelektrického bodu azurinu: hodnota pl Cu(l+)
je 5. 6. Soucasné ztrata centralniho iontu vede u apo-
-formy k hodnoté pl 5.8%. Na rozdil od plastocyaninu,
ktery vytvafi v koordinacni sféfe pouze jednu vodikovou
vazbu v okoli Cys84 (ziejmé diky sterickému ovlivnéni
blizkym Pro v pozici 86), je u azurinu kromé nejblizsiho
okoli centréalniho iontu, primarni koordinac¢ni sféry, i sit
vzdalenégjsSich vodikovych mustk(, sekundarni koordi-
nacni sféra, ktera také muize ovliviiovat jeho vlastnosti
a to jak chrénénim Cu-vazebného mista pred plsobe-
nim vody, zvy$enim reduk¢niho potencialu a snizenim
reorganizacni energie pro ET. Pfedevsim vodikové vazby
v okoli atomu siry Sy Cys112, které jsou tvofeny s ami-
dovym dusikem patefe sousedniho Asn47 a Phell4
(o délce 3.6 A, respektive 3.4 A), vytvateji tetrahedralni
geometrii spolu s S—Cu koordinac¢ni vazbou (o délce
2.27 A) a S—CB kovalentni vazbou. Kromé téchto dvou
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Obr. 2: Prostorové uspoiadani struktury vybranych cupredoxinii: A) 3D struktura cupredoxinu azurinu
z P. aeruginosa (PDB struktura 4AZU): dva ekvatoridlni histidiny (His46 a His117), jeden ekvatoriélni cystein (Cys112),
axialni methionin (Met121) a k nému v trans-poloze pfitomny karbonyl glycinu (Gly45) jsou znazornény ty¢kovym
modelem, atom Cu. B) Koordinacni sféra s preferovanou strukturou okoli centralniho iontu médi: B1) plastocyaninu
Cu(ll+) (PDB struktura 1PLC), B2) azurinu Cu(ll+) (PDB struktura 4AZU), B3) plastocyaninu Cu(l+) (PDB struktura
1E5Y). €) Preferované koordinaéni okoli iontu Cu v jednotlivych 3D strukturach cupredoxin(, vzdalenosti byly stano-
veny a jsou vyjadieny v jednotkéach A s pouzitim programu PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version

2. 3. 3 Schrodinger, LLC).

vodikovych vazeb popsanych v okoli Cys112, jsou dalsi
tvofeny amidovou skupinou postranniho fetézce Asn47
s karbonylem a hydroxy-skupinou Ser113, a v okoli se
vyskytuji i interakce His46-Phe115, His117-molekula®.
Koordinacni sféra a redox stav centrélniho iontu médi
¢i jeho zaména za jiny ion kovu vyznamné ovliviuje
hodnotu molérniho absorpcniho koeficientu a tedy
i UV-ViS charakteristiky, které se také mohou lisit v za-
vislosti na metodice daného méfeni a na jeho pod-
minkach stanoveni. Pfi spektrofotometrickém méteni
Cu (ll+) azurinu vykazuje UV-ViS spektrum dvé
maxima pfi vinovych délkach 280nm a 630 nm
(£5800m~9000 M.cm™ @ €450, ~5600 M'.cm™')?¢, Pied-
poklada se, Ze absorbce zéafeni o vinové délce 600 nm
odpovida LMCT pfechodu S(Cys)pn — Cu,”.? (z angl.
ligand to metal charge transfer)®, kdezto série sla-
bych absorb¢nich maxim v rozsahu vinovych délek
650 — 1050 nm odpovida pfechodu d — d nebo pie-

chodu ligandového pole?. Protoze maximum pfi vino-
vé délce 280 nm odpovidéa pfitomnosti aromatickych
aminokyselin a je typické pro proteinovou slozku, Ize
pomérem hodnot absorbanci pfi danych vinovych dél-
kach 630 nm/280 nm Ize také urcit Cistotu preparatu
azurinu (pro azurin nabyva teoreticky pomér hodnoty
0,6 a pro skutec¢né preparaty v zavislosti na proteinové
Cistoté ¢i obsahu Zn/Cu dosahuje hodnot 0,3 - 0,5).
Pfenos elektronu a zména oxidac¢niho stavu centralniho
atomu médi na Cu(l+) vede k vyraznému poklesu hod-
noty maxima absorbance pfi 630 nm, coz lze s Uspé-
chem vyuzit pro stanoveni ¢i charakterizaci ET pfenosu.
Zéména centralniho iontu médi napfiklad za zinek vede
k ztraté maxima absorbance pfi 630 nm a také redox
vlastnosti azurinu.

Atom Cu maze byt v azurinu WT nahrazen jinymi ion-
ty kovd, napfiklad Ni(ll+)?, Co(ll+)* nebo Zn(ll+)%*
coz vede nejen k zvy3eni hodnoty pl pro vSechny uve-
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Tabulka I: Délky koordinacné kovalentnich vazeb v koordina¢ni sféfe azurinu s rozdilnym centralnim ion-
tem kovu (M). Délky vazeb jsou uvedeny v A. Dale je uvedeno jejich pH v izoelektrickém bodé a PDB kéd. Prevzato,

dopInéno a upraveno®.

@a 2}59’;‘; osay | PH (m;_'jg) M-S (Cys112) (m;';‘f;) M-S (Met121) | M-O (Glya5) | PDB
Cu(ll+) 5,5 2,08 2,24 2,01 3,15 2,97 4A7ZU
Ni(l1+) 57 2,15 2,49 2,07 3,34 3,35 1NZR
Co(ll+) 57 2,39 2,34 2,27 3,56 2,23 1VLX
Zn(ll+) 5,7 2,07 2,3 2,01 3,38 2,32 1E67

dené kovy, ale i ke strukturnim zménam v koordinacni
sféfe centralniho iontu kovu se zménou jejich vlastnosti
(Tabulka I). Pokud je atom Cu(ll+) ve struktufe azurinu
nahrazen atomem Zn(ll+), zméni se geometrie koor-
dinacni sféry z trigonélni bipyramidy na nepravidelny
tetraedr. Ligand Met121 pfestava byt koordinovén na
Zn(l1+), kovovy ion a karbonylovy kyslik Gly45 se k sobé
vice pfiblizi a délka vazby se zkracuje o 0,03 nm*°. Po-
kud je atom Cu nahrazen atomem Ni, délka vazby mezi
kovovym atomem a ligandy Cys112 a Gly45 se vyrazné
zvétsi. Vazba s His117 zdstava prakticky stejnd a délky
vazeb s ostatnimi ligandy se zvétsi jen nepatrné. V pfi-
padé nahrady atomu Cu za atom Co, dojde k vyrazné-
mu zvétSeni délek koordinacné kovalentnich vazeb s li-
gandy His46, His117 a Met121. Délka vazby s Cys112 se
nepatrné zvétsi a naopak délka vazby s Gly45 se zmen-
8i. Ackoli jsou Ni(ll+) i Co(ll+) redoxné aktivni ionty,
Ni-azurin a Co-azurin jsou ve vodnych roztocich re-
doxné neaktivni®'. Azurin obsahujici zinek také neni
redoxné aktivni, protoze samotny atom Zn muze mit
jen jeden mozny oxidacni stav a to Zn(l1+)32

Azurin - fyziologicka funkce

Jak jiz bylo fe¢eno, azurin se napfiklad podili na an-
aerobni respiraci** nebo také na oxidativni deaminaci
primarnich amind®. MiZeme jej najit u denitrifikac-
nich bakterii jako jsou Pseudomonas nebo Alcaligenes,
ve kterych se Gcastni procesu denitrifikace. Denitrifika-
ce je soucasti kolobéhu dusiku a nékteré ptdni orga-
nismy ji pouZivaji k ziskani energie. Pfi tomto procesu
jsou dusitany/dusi¢nany redukovany pres oxidy dusiku
(N,O, NO) az na plynny N,, ktery je uvoliiovan do atmo-
sféry. Tyto reduk¢ni reakce jsou katalyzovany enzymem
nitritreduktasa. Azurin pfi procesu denitrifikace pfenasi
elektrony z cytochromu c.,; pravé na tento enzym?836,
Elektrony jsou transportované z NADH na NO, reduk-
tasy (napf. nitrat nebo nitrit reduktasy) pres komplex |,
ubichinon/ubichinol, komplex Il a cytochrom c. V pri-
béhu tohoto procesu jsou protony pumpované pres
membranu komplexem I, komplexem Il a cytoplasma-
tickou nitrat reduktasou. Celkova bilance je 6 proton
na ptenos jednoho elektronového redox paru®’. Prin-
cipem vsech elektron-transportnich fetézcl je ptenos
elektronu z donoru s vysokym potencialem (NADH/
/NAD* E” = +320 mV) na akceptor s nizkym poten-
cidlem (aerobné: O, E® = -820 mV, nebo anaerobné:
napi. NO5 E® = —400 az =700 mV) za tvorby H* gradien-

tu na membrané. K tomuto procesu nedochazi jednim
krokem, ale je rozdélen do nékolika ET procest s vyu-
zitim intermedidrnich pfenasecl. Roli intermediarnich
pfenasecl v dychacim fetézci pIni pfedevsim molekuly
na bazi nikotinovych, flavinovych a chinonovych kofak-
torll nebo metaloproteiny ¢i hemoproteiny s rozdilnou
hodnotou E°. Je pozoruhodné, Ze celou $kélu v pfiro-
dé pouzivaného rozsahu potenciald (-700 az 800 mV)
Ize pokryt kombinaci pouze tfi typll metaloproteind:
Fe-S proteinG (E® v rozsahu =700 az 500 mV), cytochro-
mi (E® v rozsahu -500 az 350 mV) a cupredoxind
(E° v rozsahu 100 az 800 mV). Nicméné jak jiz bylo fe-
¢eno, v laboratofi Ize dosahnout modifikaci samotného
azurinu pomoci mistné cilené mutagenese a kombinaci
zamény centralniho iontu (Cu a Ni) hodnot potenciall
E® v rozsahu hodnot od —1,0 az po +1,0 V®.

Azurin - vyuziti pro studium ET pfenosu

Pfenos elektronu mezi proteiny je jednou ze za-
kladnich biochemickych reakci stézejnich nejen pro
energeticky metabolismus. Uplatiiuje se napfiklad pfi
fotosyntetickych procesech v rostlinach, pfenosech
v dychacim fetézci pfi aerobni ¢i anaerobni (napft. bak-
terie) respiraci nebo procesech sekundarniho metabo-
lismu (napf. odbouréavani xenobiotik v 1. fazi biotrans-
formace)?. Kazda redox reakce, ktera vede k pfenosu
elektronu, vyzaduje nejméné dva partnery — oxidova-
ny akceptor elektronu a redukovany donor elektronu.
Vlysledkem pienosu je redukovany akceptor a oxido-
vany donor*. Od 90. letech minulého stoleti byla vy-
slovena fada rdznych hypotéz o mechanismech tohoto
prenosu. Nékteré z nich predpokladaly, Ze transport
elektronu od donoru k akceptoru nezavisi na detailni
struktufe proteinu a protein se chové jako homogen-
ni medium (podobny ,organickému sklu”). Naproti
tomu dalSi mechanismus predpoklad4, ze se protein
chova jako heterogenni medium a transport probiha
definovanou cestou, ktera zahrnuje urcité kovalentni
a vodikové vazby*. V soucasnosti se piiklanime k me-
chanismu ET, ktery tzce souvisi se strukturou proteinu
(intraproteinovy ET) nebo celého intermediarniho re-
dox komplexu (interproteinovy ET). Kromé téchto Cisté
korpuskularnich modeli je tieba zminit také kvantovy
pohled, ktery se uplatiiuje pfi interpretaci fady ET jevd.
Pro studium ET jsou vyuZivané proteiny modelovych
cupredoxinl (plastocyanin, azurin a dalsi) s modifika-
ci (obvykle komplexem iontu pfechodného kovu, ktery
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vytvéfi jedno z redoxnich mist: donor nebo akceptor).
V nasledujicim textu se zaméfime na vysledky vyzkumu
ET autord H. B. Graye a J. R. Winklera se spolupracov-
niky na modelovém cupredoxinu azurinu, pfi kterém
byly popsany mechanismy téchto procest spolu s jejich
kinetikou pomoci kinetickych parametr a tak byl vy-
tvofen zaklad a upfesnéni pfedstav a hypotéz ET.
Jednim z mozZnych a vyuzivanych systémd pro stu-
dium ET pienosu mezi Cu(ll+) azurinu a komplexem
iontu kovll navazanym na povrchovou aminokyselinu
azurinu v rlznych polohach je komplex iontu Re(l+),
v kterém jsou koordinovany tfi pozice molekulou
CO, jedna molekulou 4,7-dimethyl-1,10-fenantrolinu
(z angl. 4,7-dimethyl-1,10-phenantroline, dmp) a po-
sledni pozice je koordinovana atomem dusiku hete-
rocyklického imidazolu postranniho fetézce histidinu
umisténym v poloze na povrchu proteinu. Konkrétnim
prikladem je poloha 124 (His124) [Re(l+)(CO);(dmp)
(His124)], kdy tento His124 je zaménén za v pfiroze-
ném proteinu pfitomny threonin, ktery je lokalizovan
na povrchu proteinu v C-terminalni struktufe B-sklada-
ného listu. Soucasné dany protein nese tfi rizné za-
mény v pozici 122, kde pfirozené pfitomny Lys je na-
hrazovan postupné Tyr, Trp anebo Phe (mutlys122Tyr/
/mutlys122Trp/mutlys122Phe) pro studium ET pfie-
nosu v zavislosti na charakteru tohoto pfestupniho
mustku v blizkosti Met121 (jeden z ligand(i centrélniho
iontu Cu(ll+)) a tedy ve vhodné vzdalenosti od donoru
i akceptoru elektronu?. Vzdalenost Re(l+) od indolo-
vého cyklu postranniho fetézce Trp122 je 8.9 A a cel-
kovéa vzdalenost k centralnimu iontu médi je 19.4 A
(PDB struktura 2170). Souc¢asné s ohledem na proto-
kol modifikace povrchového His124 komplexem Re byl
substituovan povrchovy histidin v pozici 83 za glutamin
(mutHis83GIn) aby nedochazelo k paralelni parazitické
vazbé Re-komplexu na pozici 83. Po excitaci komplexu
s jednomocnym rheniem elektromagnetickym zafenim
(z angl. photoinduced electron transfer), ktery je vazan
na His124, je elektron docasné lokalizovan v n-konju-
govaném systému dmp (z angl. metal-to-ligand-charge-
-transfer: pfenos elektronu, z atomového orbitalu kovu
do molekulového orbitalu ligandu), ktery je v rovnova-
ze se systémem aniont radikalu ligandu dmp (dmp*-)
s elektronovym pienosem z Trp122 a ion Re(ll+)* se
dostava zpét do svého zékladniho stavu Re(I+) a vzni-
kajici kationt radikal Trp122 (Trp122°*) je redukovan
jednomocnou médi Cu(l+) azurinu, kterd se oxiduje
na dvojmocnou Cu(ll+) a tak poskytuje spektroskopicky
zachytitelnou zménu UV-ViS?. Z vysledkd je ziejmé, ze
pfitomnost Trp v pozici 122 umoziiuje a upfednostfiuje
dvoukrokovy preskok elektronu Cu(I+) — (Trp122)** —
— Re(ll+)* pfed mechanismem piimého ,tunelovani”
elektronu Cu(l+) — Re(ll+)*. V tomto systému je 300x
rychlejsi (¢asova konstanta =40 ns), hodnota vypocte-
né potencialové bariéry mezi donorem a akceptorem
¢ini 0,15 eV a energeticky rozdil prvniho endergonic-
kého kroku pfenosu (Trp122)**/(Trp122)° a Re(ll+)*
komplex/Re(I+)komplex odpovida zhruba -0,03 eV
a tedy splnuje podminku maximalniho rozdilu, ne vét-
$iho nez 0,2 eV, standardni Gibbsovy reak¢ni energie
pro prvni endergonicky krok dvoukrokového ET mecha-
nismu (pro vzdalenosti vy$3i nez 20 A). Naproti tomu

v piipadé pfitomného Phe122 nebo Tyr122 je hodnota
energetického rozdilu pfiblizné 0,17 eV, coz vede k vel-
mi pomalému ET pienosu mechanismem dvoukroko-
vého pieskoku elektronu a z kinetického hlediska bude
nejspise upfednostnén jednokrokovy mechanismus tu-
nelovani®.

Dal3i variantou vyuziti azurinu pro studium ET pfeno-
su donor-mUstek-akceptor je tvorba péti dalSich variant
s rizné povrchové umisténym His s rostouci vzdéalenos-
ti donoru a akceptoru (Ry, v A) pro vazbu trojmocného
komplexu ruthenia Ru(lll+) jako akceptoru a central-
ni Cu(l+) azurinu jako donoru: Ru(lll+)His122-Cu(l+)
=15,9, His82 =16.9, His109 =179, His124 =20,6,
His107 =25,7, a His126 =26,0*. Pfi optimalizovanych
experimentalnich podminkach (standardni reakéni
Gibbsova energie, ArG® = —0,7 eV, a rozpadova kon-
stanta 8 = 1,1 A") byla zavislost doby ET na vzdalenosti
redoxnich mist podobna mistlim s propojenim prostym
alifatickym nasycenym fretézcem [-(CH,),—] a aromatic-
ky charakter systému donor-mUstek-akceptor zajistuje
rychlejsi pfenos, na rozdil od alifatickych uhlovodikd ¢i
alifatickych postrannich fetézc@ aminokyselin. Na za-
kladé porovnani hodnot ioniza¢nich energii alifatickych
(= 9,6 eV) a aromatickych aminokyselin (Phe = 9,4 eV,
Tyr = 8,5 eV a Trp = 7,8 eV) byl vysloven piedpoklad, ze
v proteinech budou pro pienos elektronli upfednost-
novany aromatické aminokyseliny pfed alifatickymi*.

Obdobny efekt a urychleni ET pfenosu nejen diky
zvyseni ,aromaticity” ale i vznikem delokalizova-
nych elektron heterocyklickych struktur (napf. péaru
Trp-Trp), které mohou vytvaret tzv. patrové interakce
podobné tvorbé interakci mezi heterocykly bazi uvnitf
dvousroubovice DNA (z angl. ,n-n stacking interac-
tion”) je vyuziti modifikovaného azurinu komplexem
rhenia [Re(l+)(CO)s(dmp)(His126)]Trp124Trp122, kde
celkova vzdélenost Re(l+) k centralnimu iontu médi je
22.9 A a vzéjemna vzdalenost indolovych cykl@i postran-
niho fetézce Trp122 a Trp124 je 3.6 — 4.1 A (PDB struk-
tura 6MJS). Celkové prodlouzeni drahy oproti [Re(I+)
(CO);(dmp)(His124)]Trp122 vedlo pouze k drobné-
mu nardstu nicméné fadové shodné hodnoté casové
konstanty (=70 ns). Zadna svétlem iniciovana Cu(l+)
oxidace komplexem Re(l+) nebyla pozorovana u dvou
mutaci [Re(1+)(CO)s(dmp)(His126)]Phe124Trp122
a [Re(1+)(CO);(dmp)(His126)]Trp124Phe122. Proces
nékolikakrokového pieskoku elektronu dramaticky zvy-
Suje (9000x) moznosti a schopnosti ET pfenosu v pro-
teinech, kdy jeden vloZeny aminokyselinovy zbytek Trp
akceleroval ET faktorem =102, zatimco dva arteficielné
vlozené sousedni Trp v ,11-it stacking” interakci urychluji
ET proces faktorem =10* oproti jednokrokovému pro-
cesu Cu(l+) — Re(ll+)* mechanismem ,tunelovani” .

Zaver

Presentovany souhrn literarnich poznatkd ukazu-
je soucasné poznatky, pouzivané metodické a expe-
rimentalni postupy a moznosti vyzkumu ET pfenosu
v proteinech a proteinovych komplexech v jejich struk-
turné funkéni souvislostech, které byly publikovany za
posledni dvé dekady. Popisované déje na modelovych
metaloproteinech — cupredoxinech — objasniuiji, jak je
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mozné ovlivnit nejen redoxni potencial (v pfipadé azu-
rinu od hodnot —1,0 do +1,0 V v zavislosti na zménach
aminokyselin v koordinacni sféfe ¢i specifité a povaze
centralniho iontu), spektralni vlastnosti (existence re-
dox zévislych maxim UV-ViS spektra), ale i vlastni ET
pfenos pfitomnosti rozdilnych aminokyselinovych po-
strannich fetézch (vétSinové s pfitomnymi atomy s vol-
nymi elektronovymi pary) a jednoznacny podil aroma-
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Souhrn

Tuzhilkin R., Sulc M.: Modelové cupredoxiny (azurin a dalsi) vyuZivané pro studium strukturné funkénich vztahii elektron-
-transportnich systémii proteinové povahy

Biochemické déje jako fotosyntéza a respirace, pfi nichz dochazi k redoxnim reakcim a ptenosu elektront pomoci kaskad proteinovych
molekul, souhrnné je oznacujeme jako elektron-transportni systémy, jsou pro zivot na Zemi klicové a nezbytné. Vhodnym modelovym
proteinem pro studium strukturné funkénich vztah elektron-transportnich systéma proteinové povahy a vlivu aminokyselinovych zbytka
¢i zamény centralniho kovu na redox procesy je azurin, ktery patfi do rodiny malych rozpustnych cupredoxint a podili se na pfenosu
elektrond pfi anaerobni respiraci bakterii rodu Pseudomonas.

Klicova slova: elektron-transportni pfenos, cupredoxiny, azurin, redox vlastnosti.

Summa

Tuzhilkinrl¥.. Sulc M.: Model cupredoxines (azurin and others) employed to study of structural functional relationships within
protein electron-transport systems

Biochemical processes like photosynthesis and cellular respiration, which involve redox reactions and are facilitated by electron transfer
through a cascade of protein molecules, commonly referred to as electron-transfer systems, play a key role in all life on Earth. Azurin
is a suitable model to study structural properties of such electron-transfer systems and the role of individual amino acid residues or
the central metal ion in redox reactions. This protein belongs to the family of small soluble electron transporters known as cupredoxines
and has a physiological role during anaerobic respiration in Pseudomonas bacterial species.

Keywords: electron transfer, cupredoxines, azurin, redox properties
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